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RESUMEN 

 

La diabetes mellitus es una enfermedad crónica, causada por un déficit en la 

secreción de insulina, o bien en la acción de ésta. Dicha enfermedad es un problema 

de salud mundial por lo que, con la finalidad de buscar un tratamiento alternativo que 

ayude a algunas de las complicaciones de la diabetes se decidió estudiar la semilla 

de Byrsonima crassifolia.  

En un estudio previo realizado a los extractos de hexano de la fruta y la semilla de B. 

crassifolia se encontró que ambos presentan actividad hipoglucemiante y  

antiglicación. Por lo que en el presente trabajo se continuó dicho estudio con el fin de 

elucidar la estructura química de los compuestos que les confieren dichas 

actividades, mediante técnicas espectroscópicas como IR, RMN (13C, 1H y 2D) y EM. 

Además, considerando que las personas con diabetes presentan problemas 

inflamatorios y una baja cicatrización, se consideró importante aislar e identificar los 

compuestos responsables de la actividad antiinflamatoria y cicatrizante así como su 

actividad antimicrobiana. 

Al finalizar la investigación se lograron identificar los siguientes compuestos de la 

semilla de B. crassifolia; (1): dos con actividad hipoglucemiante y anti-AGEs, los 

cuales fueron nombrados birsonina A y birsonina B. Éstos redujeron 

significativamente la glucosa en sangre, al ser probados en ratones con diabetes tipo 

1 y tipo 2. Además, ambos compuestos inhibieron la formación de AGEs en el 

sistema metilglioxal-BSA, y también pueden actuar mediante la inhibición de 

dicarbonilos, los cuales son intermediarios en la formación de AGEs. (2): uno con 

actividad antiinflamatoria (3β,23-dihidroxi, 1,27-diacetil-methylbutilanato) el cual, al 

ser aplicado tópicamente en oreja de ratón a una dosis de 0.50 mg/oreja, redujo 

significativa la inflamación (76%), en comparación con la dexametasona usada como 

fármaco control, la cual redujo 81% la inflamación (3): dos bioactivos con actividad 

antimicrobiana, los cuales mostraron actividad frente a diferentes microorganismos 

patógenos Gram-positivos y negativos. 

 

Deacuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que la semilla de B. 

crassifolia posee compuestos que ayudan a reducir diferentes complicaciones 

diabéticas.  
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ABSTRACT  
 

Diabetes mellitus is a chronic disease caused by a deficiency in insulin secretion. 

This disease is a global health problem; order to find alternative treatment to help 

some of the complications of diabetes was decided study  to seed of Byrsonima 

crassifolia. 

In a previous study of the hexane extracts of the fruit and seed of B. crassifolia was 

found that both extracts have hypoglycemic and anti-glycation activity. So in this 

paper we continued the study in order to elucidate the chemical structure of the 

compounds that confer these activities, by spectroscopic techniques such as IR, NMR 

(13C, 1H and 2D). Moreover, considering that people with diabetes have problems 

inflammatory and healing low, it was considered important to isolate and identify the 

compounds responsible for the anti-inflammatory activity, healing and antimicrobial 

activity. 

Upon completion of the investigation, the following compounds were isolated from the 

seeds of B. crassifolia, (1), two with hypoglycemic activity and anti - AGEs, which 

were named birsonina A and B. They significantly lowered blood glucose, when 

tested in mice with type 1 diabetes and type 2. Furthermore, both compounds 

inhibited the formation of AGEs in the system methylglyoxal -BSA, and may also act 

by inhibiting dicarbonyls, which are intermediates in the formation of AGEs. (2) : one 

with anti-inflammatory activity ( 3β ,23- dihydroxy 1,27 -diacetyl- methylbutilanate ) 

which, when applied topically to mouse ear at a dose of 0.50 mg / ear, significantly 

reduced inflammation ( 76% ) compared with dexamethasone used as control drug, 

which reduced swelling 81% (3), two compounds with antimicrobial activity, which 

showed activity against different pathogenic Gram- positive and negative. 

Agree with the results obtained, one can conclude that the seeds of B. crassifolia has 

compounds that help reduce different diabetic symptomatology. 
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II. ANTECEDENTES  
 

ll.1. Diabetes mellitus 
 

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades o síndromes metabólicos 

caracterizados por la aparición de hiperglucemia (elevación de la glucosa en sangre), 

secundaria a defectos en la secreción de insulina, de la acción de la insulina o de 

ambas, teniendo presente que la duración de la hiperglucemia y su gravedad son los 

factores más importantes en la aparición a medio y largo plazo de complicaciones de 

muy diversa índole (Tebar,2009)  

De forma secundaria, la hiperglucemia se acompaña de alteraciones del 

metabolismo proteico y lipídico, por lo que a pesar de su origen endocrino sus 

principales manifestaciones son de tipo metabólico. Por su parte, la hiperglucemia 

crónica se asocia con la aparición de complicaciones a largo plazo. Los procesos 

patogénicos involucrados en el desarrollo de este padecimiento son diversos: pueden 

ir desde una destrucción autoinmune de células β pancreáticas hasta una mayor 

resistencia a la insulina (Gálvez y col.2007). 

Cabe señalar que la diabetes mellitus provoca que aumente la formación de 

productos finales de glicación avanzada (AGEs) (Advanced Glycation End-products) 

y las complicaciones a largo plazo de la diabetes. En particular, el estrés oxidativo y 

la formación de AGEs tienen influencia en los problemas renales en personas 

diabéticas. Además, la hiperglucemia crónica resulta en daño irreversible del tejido, 

debido a la reacción de glucosilación de proteínas, lo que conduce a la formación de 

proteínas glicosiladas y AGEs (Siddalingaswamy y col.2011). 

ll.2. Prevalencia de diabetes en el mundo 
 

En el 2012, el número de personas con diabetes en el mundo fue de 371 millones, 

con una prevalencia de 8.3% de la población mundial, mientras que 50% de las 

personas no había sido diagnosticada con la enfermedad. 
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En la Tabla 1 se muestra la prevalencia de diabetes en diferentes partes del mundo: 

 

 

(Diabetes atlas, 2012) 

 

Los primeros 10 países/territorios en número de personas con diabetes (20-79 años) 

en el año 2012 fueron: (1) China, con 92.3 millones; (2) India, con 63 millones; (3) 

Estados Unidos de América, con 24.1 millones; (4) Brasil, con 13.4 millones; (5) 

Federación Rusa, con 12.7 millones; (6) México, con 10.6 millones; (7) Indonesia, 

con 7.6 millones; (8) Egipto, con 7.5 millones; (9) Japón, con 7.1 millones y (10) 

Pakistán, con 6.6 millones (Diabetes atlas, 2012). 

Tabla 1. Prevalencia de diabetes en diferentes regiones del mundo. 
Región Datos generales Prevalencia 

de 

diabetes 

Personas no 

diagnosticadas 

Personas 

con 

diabetes 

América del 

Norte y el Caribe 

Uno de cada diez adultos 

en esta región tiene 

diabetes 

10.5% 29.9% 38 millones 

Oriente Medio y 

Norte de África 

 

Uno de cada 9 adultos 

tiene diabetes 

10.9% 52.9% 34 millones 

Europa 21.2 millones tienen 

diabetes y no han sido 

diagnosticados 

6.7% 38.6% 55 millones 

Pacífico 

Occidental 

1 de cada 3 adultos tiene 

diabetes 

8.0% 57.9% 132 

millones 

América Central y 

del Sur 

1 de cada 11 adultos 

tiene diabetes 

9.2% 45.5% 26 millones 

África En los próximos 20 años 

el número de personas 

con diabetes se duplicará. 

Esta región tiene la tasa 

de mortalidad por 

diabetes más alta del 

mundo 

4.3% 81.2% 15 millones 
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70-79 años (1.2 
Millones)

60-69 años (1.3 
Millones)

50-59 años (1.2 
Millones)

40-49 años (0.6 
Millones)

30-39 años (0.4 
Millones)

20-29 años (0.1 
Millones)

La mitad de los fallecimientos atribuibles a la diabetes ocurre en personas con menos 

de 60 años (Figura 1) (Diabetes atlas, 2012). 

 

En 2012 en México, los casos de diabetes en personas cuya edad estaba entre los 

20 y los 79 años fue de 10,603, los fallecimientos por diabetes en este segmento de 

la población fueron 73,347, los gastos médicos ocasionados por la diabetes por 

persona afectada fueron de $815.53 dólares y el número de personas diagnosticadas 

fue de 3,452 millones (Diabetes atlas, 2012). 

 

En México la diabetes es la primera causa de ceguera adquirida en edad productiva; 

también es la principal causa de insuficiencia renal crónica y de amputaciones no 

traumáticas de miembros inferiores. 

De cada 100 personas con diabetes, 14 presentan nefropatía (daño en riñón), 10 

neuropatía (daño en sistema nervioso), 10 pie diabético (una de cada tres termina 

con amputación), cinco con ceguera, además, tienen tres veces más riesgo de 

cardiopatías o enfermedades cerebrovasculares, y presentan trastornos depresivos y 

cambios de personalidad. 

 

 

Figura 1. Fallecimientos atribuibles a la diabetes por edad (20-79 años). 
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ll.3. Diagnóstico  
 

Para determinar si un paciente tiene diabetes, se realiza en ayunas una prueba de 

glucosa en plasma (GPA) o una prueba oral de tolerancia a la glucosa (POTG). La 

Asociación Americana de Diabetes recomienda la prueba de GPA, porque es más 

económica, rápida y fácil de realizar. Si en la prueba se detecta un nivel de glucosa 

en la sangre de 110 mg / dl a 125 mg / dl, ello significa que la persona no tiene 

diabetes, mientras que una persona con un nivel de glucosa de 126 mg / dl, o 

superior, padece diabetes (Bennett, 2007). 

ll.4. Clasificación de la diabetes mellitus 
 

La característica de todos los tipos de diabetes mellitus es la deficiencia de insulina, 

ya que en todos los casos las manifestaciones se corrigen con el suministro de esta 

hormona. Existen dos formas principales de diabetes mellitus: la tipo 1 

(insulinodependiente) y la tipo 2 (no insulinodependiente), cuyas principales 

diferencias se indican en la Tabla 2. El tipo 1 representa 10% de los casos, y el tipo 

2, el 88% del total (De Castro y Pérez, 2006). 

Tabla 2. Diferencias entre diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2. 

Característica  Tipo 1 Tipo 2 

Género  

Frecuencia relativa 

Edad de inicio 

Obesidad 

Anticuerpos antiinsulares 

Cetoacidosis  

Historia familiar 

Complexión  

Insulina plasmática  

Complicaciones agudas 

Mujeres=varones 

10% 

< 30 años 

No 

Sí 

Sí 

Poco frecuente 

Normal a delgado 

Baja a ausente 

Cetoacidosis  

Mujeres>varones 

90% 

> 40 años 

Sí 

No 

No 

Frecuente 

Obeso  

Normal a alta 

Coma hiperosmolar 

(De Castro y Pérez, 2006; Thompson et al. 2005). 
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ll.4.1. Diabetes mellitus tipo 1 
 

La diabetes tipo 1 generalmente se manifiesta en la infancia o en la adolescencia, 

toda vez que ésta se produce por una destrucción autoinmune de las células β del 

páncreas, que normalmente producen insulina (Thompson y col.2005),  

Al no ser reconocidas como propias las células β del islote pancreático, el organismo 

crea anticuerpos y linfocitos T que las destruyen (Gal y col.2007; Argente y Muñoz, 

1999). 

Como parte de su tratamiento, esta enfermedad conlleva la necesidad de que 

diariamente le sea suministrada insulina exógena al paciente. Hasta el desarrollo de 

las técnicas de ingeniería genética, la mayor parte de la insulina disponible se extraía 

del páncreas del cerdo, la vaca o la oveja. Sin embargo, una vez clonado el gen de la 

insulina humana, se comenzó a manufacturar por fermentación. Por otro lado los 

científicos están desarrollando técnicas encaminadas a implantar células β, de modo 

que el enfermo no precise inyectarse esta hormona de forma periódica (Gal y 

col.2007). 

ll.4.2. Diabetes mellitus tipo 2 
 

En esta forma de diabetes existe una deficiencia de insulina, en pacientes con 

diabetes tipo 2 se ha observado una alteración funcional de las células β, cuya 

liberación de insulina en respuesta a la glucosa es tardía, (De Castro y Pérez, 2006; 

Thompson y col.2005). 

Antes de padecer diabetes tipo 2 se desarrolla hiperglucemia e hiperinsulinemia, 

padecimientos que inician un ciclo que finalmente llevará a la diabetes tipo 2. La 

hiperglucemia persistente desensibiliza las células β, de manera que éstas liberan 

menos insulina. De forma similar, los elevados valores basales de insulina crónicos 

dañan los receptores de insulina, incrementando así la resistencia a ésta (Thompson 

y col.2005). 
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ll.5. Algunas complicaciones de la diabetes mellitus 

11.5.1. Glicación no enzimática de proteínas  

 

La glicación no enzimática de proteínas resulta de la formación de un enlace 

covalente entre la glucosa (u otros monosacáridos) con las proteínas, sin la 

participación de enzimas, en un proceso que depende exclusivamente de la 

concentración del monosacárido y del tiempo de contacto con las proteínas.  

Por otro lado, se reserva el prefijo “glu-” para el caso de la reacción entre proteínas y 

glucosa, mientras que el correspondiente “gli-” se utiliza para cualquier azúcar 

reductor. 

En la etapa inicial de la glucosilación se produce la unión no enzimática y reversible 

del grupo aldehído de la glucosa con grupos amino libres de las proteínas con 

formación de aldiminas o bases de Schiff (Figura 2). Posteriormente, como 

consecuencia de reordenamientos moleculares se generan los compuestos de 

Amadori (CA), llamados también fructosaminas, porque el resto glucosil se 

transforma en fructosil, dado el desplazamiento del grupo carbonilo del carbono 1 al 

carbono 2 durante el reordenamiento. 

 

En la segunda etapa de la glucosilación, los CA participan en una serie de 

reacciones irreversibles, colectivamente llamadas “reacciones de Maillardˮ, dando 

origen a los productos de glucosilación avanzada o AGEs (Figura 2) (Advanced 

Glycation End-products) (Actis y Rebolledo, 2000). 



ANTECEDENTES 

~ 19 ~ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de la formación de glucosilación avanzada (AGEs) 

 

La glicación trae como consecuencia que las proteínas modifiquen su estructura, sus 

propiedades fisicoquímicas y funciones biológicas. 

Antes de la formación de los AGEs se generan diferentes intermediarios o 

precursores que también son tóxicos, como el metilglioxal. El metilglioxal es 

eliminado fisiológicamente por la glioxalasa, pero en la diabetes mellitus la expresión 

de la glioxalasa se altera, lo que contribuye a la citotoxicidad y complicaciones 

crónicas originadas por este intermediario (Acosta y col. 2011). 

 

Algunas de las complicaciones que se le atribuyen a los AGEs son: la arteriosclerosis 

(endurecimiento de las arterias) y la hiperlipidemia (exceso de lípidos en la sangre) 

en personas diabéticas (Smit y Lutgers, 2004), de ahí la importancia de inhibir la 

formación de estos compuestos.  
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11.5.1.1 Inhibidores de la glicación no enzimática de proteínas 

 

Para inhibir la reacción de glicación se requiere el bloqueo de los compuestos 

carbonílicos altamente reactivos (productos de Amadori y compuestos dicarbonílicos) 

que se formaron durante las primeras etapas de la glicación. En este sentido se han 

utilizado derivados de la hidrazina, los cuales presentan mayor reactividad que los 

grupos amino frente a los compuestos carbonílicos; de ellos el que presentó un mejor 

resultado fue la aminoguanidina. La aminoguanidina se une preferentemente a los 

compuestos carbonílicos dando lugar a productos que no permiten el avance de la 

reacción (Figura 3) (González y col.2000). 

 

Figura 3. Inhibición de la formación de AGEs mediante 
aminoguanidina. 
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11.5.2. Lesiones tisulares 

 

Si la glucemia no se controla durante periodos prolongados, los vasos sanguíneos 

comienzan a alterarse y experimentan cambios estructurales, con el consiguiente 

deterioro del aporte de sangre a los tejidos, característico de la diabetes mellitus 

(Guyton, 2006). 

Habitualmente, los enfermos diabéticos que desarrollan lesiones en el pie tienen 

como primer factor una disminución de la sensibilidad y los pies son altamente 

susceptibles de iniciar fases de hipoestesia (disminución de la sensibilidad). La 

neuropatía sensitiva altera inicialmente la sensibilidad profunda —sentido de posición 

de los dedos del pie, reflejos intrínsecos de los mismos— y posteriormente a la 

sensibilidad superficial —táctil, térmica y dolorosa. 

A nivel cutáneo y subcutáneo, y debido a la formación de AGEs, las fibras de la piel 

se engrosan y aumentan su entre cruzamiento, dando lugar a una piel gruesa y firme, 

y a una disminución en la movilidad articular.  

La afectación del sistema nervioso autónomo contribuye a la disminución de la 

sudoración local, constituyéndose una piel seca, donde con facilidad se producen 

fisuras que pueden ser el inicio de úlceras e infecciones. Las úlceras son 

consecuencia de estímulos no percibidos debido a la pérdida de la sensibilidad 

dolorosa.  

 

Debido a ello, los enfermos diabéticos con neuropatía diabética (daño en los nervios 

del cuerpo) pierden, de forma total o parcial, la capacidad de percibir los mínimos 

traumatismos mecánicos, la presión inadecuada ejercida por zapatos mal ajustados o 

cualquier otro tipo de traumatismo, lo que da lugar a la formación de callosidades y 

deformidades. 

 

También existe un aumento en la presión plantar, que es el factor más importante en 

la formación de ulceras, produciendo una disminución del flujo sanguíneo impidiendo 

con ello, que la sangre alcance los órganos y tejidos del cuerpo (isquemia).  
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La isquemia, asimismo, provoca una disminución de la capacidad de cicatrización y 

por lo tanto al no haber una correcta cicatrización se favorece la aparición de 

infección. (Blanes y col.2002). Las infecciones son causadas en su mayoría por S. 

aureus, Klebsiella, Proteus, E. coli) y eventualmente Pseudomonas.  

 

11.5.3. Inflamación 

 

La inflamación (del latín inflammatio: encender, hacer fuego) es una forma de 

respuesta del organismo ante una agresión del medio. Los signos de inflamación 

son: 

• Tumefacción: aumento del líquido intersticial (liquido contenido entre las células) y 

formación de edema (hinchazón causada por la acumulación de líquido en los tejidos 

del cuerpo). 

• Rubor: enrojecimiento, que se debe principalmente a los fenómenos de 

vasodilatación. 

• Calor: aumento de la temperatura de la zona inflamada, debido a la vasodilatación  

La inflamación puede dividirse en aguda y crónica, según el tipo de estímulo y la 

efectividad en la respuesta inicial para eliminarla. Mientras que la inflamación aguda 

es de instalación inmediata y de corta duración, la inflamación crónica es de duración 

prolongada y está relacionada con la respuesta dada por los linfocitos y los 

macrófagos así como por la destrucción tisular. La inflamación crónica se presenta 

cuando la inflamación aguda no ha logrado mitigar el estímulo nocivo (González y 

col. 2011) 

En la inflamación participan las células endoteliales del tejido dañado o próximo a la 

lesión, así como las células de la respuesta inmune (leucocitos) cuya actividad es 

regulada por citosinas y por otros mediadores (Rosado y Mendoza, 2007).  
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Una vez que se ha generado la lesión tisular se produce vasodilatación como 

respuesta a la acción de mediadores pre-sintetizados que son liberados por las 

células del tejido implicado, esta vasodilatación aumenta el volumen de sangre en la 

zona y disminuye su flujo, esto explica el calor y el rubor en la lesión. 

Los mediadores de la inflamación son moléculas de bajo peso molecular y de origen 

plasmático o celular, ejemplo de ellos son los metabolitos del ácido araquidónico 

(prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos), aminas (histamina y serotonina) 

proteínas (citoquinas, interleuquinas, factores de crecimiento, factores de necrosis, 

neuropéptidos) y otros (óxido nítrico, radicales libres de oxígeno, factor activador de 

plaquetas). Estos son los encargados de producir todas las reacciones físicas y 

químicas que se producen en el proceso inflamatorio, así como activar las células 

implicadas y mediar el control regulador de inicio e interrupción del proceso 

inflamatorio. De ellas las más importantes son las citoquinas. Todas estas células y 

pequeñas moléculas son activadas por determinados estímulos denominados 

señales activadoras de la inflamación (Piñon y Casky, 2006). 

Estas señales pueden presentarse intra y/o extracelularmente, activando el proceso 

inflamatorio. Dichos estímulos pueden provenir de agentes biológicos (bacterias, 

virus, hongos, parásitos) agentes físicos (frío, calor, rayos UV, radiaciones) agentes 

químicos (venenos, toxinas) alteraciones vasculares o inmunitarias, traumatismos, 

cuerpos extraños y estrés (Sánchez y Kaski, 2001). 

La primera molécula que asoció inflamación y obesidad fue el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNFα) (Hotamisligil y Spiegelman, 1993). El TNFα es una citosina 

inflamatoria que se produce fundamentalmente en los macrófagos y en otras células. 

El TNF y la interleucina-1 (IL1) son dos de las principales citosinas; sus acciones 

más importantes en la inflamación se derivan de sus efectos sobre el endotelio, 

leucocitos y fibroblastos e incluyen la inducción de respuestas sistémicas de fase 

aguda. La diabetes y la obesidad se caracterizan por concentraciones elevadas de 

marcadores de fase aguda. 
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Varios estudios confirman la idea de que en la diabetes mellitus tipo 2 hay un estado 

de inflamación (Shmidt, 1999; Freeman y col.2002).Por otro lado, se ha señalado que 

los AGEs pueden contribuir al proceso inflamatorio crónico. Ya que estimulan la 

producción de citosinas inflamatorias, y se ha demostrado que inducen la liberación 

de IL-1 y de TNF (Miranda y Reza, 2007). 

 

ll.6. Hipoglucemiantes orales 

 

Los hipoglucemiantes orales desempeñan un papel primordial en el tratamiento de la 

diabetes mellitus tipo 2. Se incluyen en este tipo de fármacos las biguanidinas, las 

tiazolidinedionas, y como grupo destacado, las sulfonilureas. 

ll.6.1. Sulfonilureas  

 

Son derivados de las sulfamidas, en las cuales la estructura sulfonilurea constituye el 

grupo esencial de la actividad hipoglucemiante. Diversas sustituciones en el anillo 

bencénico y en el grupo urea han originado compuestos cuya potencia y propiedades 

farmacocinéticas difieren notablemente (véase Tabla 3) (Flores, 2004). 

ll.6.1.1. Mecanismo de acción 

 

Las sulfonilureas estimulan la liberación de insulina por las células β pancreáticas, y 

aumentan la sensibilidad de los tejidos periféricos a esta hormona. Todas las 

sulfonilureas se absorben muy bien por vía oral; asimismo, se fijan fuertemente a 

proteínas, pero en particular a la albumina (entre 88 y 99% de éstas) y su eliminación 

(Flores, 2004). 
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Tabla 3. Características farmacocinéticas de las sulfonilureas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      a Se excretan principalmente como metabolitos inactivos. 

 

ll.6.2. Reacciones adversas 

 

Hay evidencias que indican que estos fármacos actualmente producen una amplia 

gama de efectos secundarios, de los cuales el principal corresponde a la 

hipoglucemia, que en muchos casos llega a ser severa y prolongada, siendo mayor 

el riesgo con las sulfonilureas de acción prolongada (clorpropamida). Otros efectos 

secundarios menos frecuentes suelen aparecer en los primeros meses de 

tratamiento, por ejemplo reacciones cutáneas, alteraciones hematológicas, hepáticas 

y gastrointestinales. 

Por lo que a la fecha, ninguna de las actuales posibilidades de tratamiento para la 

diabetes es completamente satisfactoria, por lo que se precisan nuevas opciones 

terapéuticas para mejorar el control metabólico, prevenir las manifestaciones 

crónicas de la enfermedad, así como disminuir los efectos secundarios que se 

producen al ingerir los diferentes medicamentos.  

Fármaco Vida 

media 

(h) 

Eliminación 

renal 

(% de dosis) 

Duración 

del efecto 

(h) 

Dosis  

diaria (mg) 

 

Número de 

dosis 

al día 

Acetohexamida 

Tolbutamida  

Tolazamida  

Clorpropamida  

Glibenclamida  

Glibornurida  

Gliclazida  

Glimepirida  

Glipentida  

Glipzida  

Gliquidona  

3.5-11 

4.0-25 

7 

24-48 

10-16 

5-12 

12 

9.2 

4 

3-7 

1.5 

60 

100ª 

95 

6-60 

50 

65 

60-70 

60 

60 

68ª 

<5 

12-18 

6-12 

12-18 

20-60 

10-24 

12-24 

6-24 

16-24 

6-12 

6-12 

6-12 

500-1.500 

500-3.000 

100-1.000 

100-500 

1.5-20 

4.0-50 

80-240 

2-8 

2.5-20 

2.5-30 

15 

2 

2-3 

1-2 

1 

1-2 

1-2 

1-2 

1 

2 

1-2 

2-3 
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Es esto lo que induce al enfermo diabético a buscar, a través de la medicina popular 

o tradicional, el uso de fármacos de origen natural para el tratamiento de su 

patología. 

ll.7. Plantas medicinales 

 

Se sabe que la medicina tradicional sirve para atender una gran variedad de 

enfermedades utilizando una flora medicinal muy extensa. Si se tiene en cuenta la 

gran diversidad de plantas, éstas son una excelente alternativa para el desarrollo de 

nuevos medicamentos. Existen alrededor de 800 plantas de las que se han aislado e 

identificado compuestos con actividad hipoglucemiante. En las Tablas de la 4 a la 8 

se muestran algunos de los compuestos aislados e identificados como 

hipoglucemiantes (Pérez, 2008). 
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Tabla 4. Alcaloides y compuestos nitrogenados. 

Planta Compuesto 
aislado 

Estructura 

 
Capsicum annuum L. 

(Solanaceae) 
(Chile verde) 

 
Capsaicina 

 

 
 
 

Castanospelrnum australe A. 
Cunn. (Fabaceae) 

(Castaño de Australia) 
 

 
 
 
 

Criptolepina 

 

 
 
 
 

Cinchona officinalis 
(Rubeaceae) 

(Quina) 

 
 
 
 

Quinina 

 

  
(Pérez, 2008). 

Tabla 5. Flavonoides (continúa). 

Planta Compuesto 
aislado 

Estructura 
 

   

 
 

Eucalyptus citriodora 
(Mirtaceae) 
Eucalipto 

 
 

Mitillina 
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Camellia sinensis L. 
(Kuntze, Theaceae) 

Árbol del té 

 
 
 
 

Epicatequina 

 

 
 
 
 
 
 

Pueraria lobota 
Kudzu 

 
 
 
 
 

Puerarina 
 
 
 
 
 

 
 

 

(Pérez, 2008). 

Tabla 6. Monoterpenoides, diterpenoides y sesquiterpenoides (continúa). 

Planta Compuesto aislado Estructura 

 
 

Lactuca indica 
Lechuga espinaca 

 
 

Lactucaina C 

 
 
 

O

O

O

H
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O
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Tabla 5. Flavonoides (continuación) 
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Pycnanthus angolensis 

Calabó 

 
Picantuquinona 

 
 
 

 
Azorella compacta 

Kunkuma 

 
Azoreyanol 

 

 
 

  

   
(Pérez, 2008). 

Tabla 7. Fenoles, ligninas, neoligninas y taninos. 

Planta Compuesto aislado Estructura 

   
 
 

Xanthium strumarium 
Cadillo 

 
 

Ácido caféico 

 
 

 
 

Cecropia obtusifolia 
Guarumbo 

 
 

Ácido clorogénico 
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C H 3O
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OH
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OH O

OH

Tabla 6. Monoterpenoides, diterpenoides y sesquiterpenoides (continuación). 
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Avena sativa L. 

 
Ácido ferúlico 

 

(Pérez, 2008). 

Tabla 8. Triterpenos. 

Planta Compuesto aislado Estructura 

   

 
 

Ginseng mey 

 
 

Ginsenocide C 

 

 
 
 
Polygala 
senega 
Senega 

 
 
 

Senegina III 

 

   (Pérez, 2008). 

En México existe una variedad muy amplia de plantas utilizadas en la medicina 

popular para el tratamiento de la diabetes, de las que se tienen registradas 306 

especies. Sin embargo, en su mayoría se desconoce la farmacocinética de sus 

componentes activos, así como su metabolismo (Andrade y Heinrich, 2005).  
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Algunas plantas que se pueden encontrar en México, reportadas como 

hipoglucemiantes son: ajenjo, betabel, cebolla, sábila, piña, guanábana, cacahuate, 

boldo, papaya, calabaza, zanahoria, nopal, aguacate, perejil, tomate, verdolaga, 

guayaba, rábano, chayote, nanche etc. (Andrade y Heinrich, 2005). 

ll.8. Byrsonima crassifolia 

 

Byrsonima crassifolia (L) Kunth, conocida comúnmente en México como Changunga, 

Changungo, Chengua (Mich.); Chi (l. maya, Yuc.); Huizaa (l. zapoteca, Oax.; Mami-

hña (l. chinanteca, Oax.); Nance, Nanche, Nanchi, Nanantze (Gro.); Nance agrio 

(Gro. Tab.); Nancis; Nanche amarillo (Pue.); Nanche dulce (Oax.); Nandzin (l. zoque, 

Chis.); Nantzincuáhuitl, Nanzinxócotl (l. náhuatl), es una especie que tiene gran 

importancia silvícola y ecológica, al restaurar la capacidad regenerativa del bosque, 

ya que crece a pleno sol y produce fruto rápidamente después de haber sido 

plantada, lo que atrae a animales que contribuyen a la dispersión de semillas (Garriz, 

1986).  

B. crassifolia tiene una amplia distribución desde México, Centroamérica y hasta 

Paraguay. Es un árbol muy común en la sabana venezolana y también en áreas 

costeras del noreste de Brasil; asimismo, se cultiva en el sur de California y la costa 

occidental de México. 

En este último país, se encuentra principalmente en los estados de Campeche, 

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

Puebla, Querétaro, Sinaloa, San Luis Potosí, Tamaulipas, Veracruz y Yucatán 

(Garriz,1986).  

ll.8.1. Descripción taxonómica 

 

Reino: Plantae 

Subreino: Embryobionta 

División: Magnoliliophyta   
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Clase: Magnoliopsida 

Origen: Polygalales 

Familia: Malphigiaceae 

Género: Byrsonima 

Especie: Byrsonima crassiolia 

Nombre científico: Byrsonima crassifolia L.   

Nombre común: nanche (Argueta et al., 1994)  

En la Figura 4 se muestra el fruto de Byrsonima crassifolia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

ll.8.2. Descripción botánica 

 

Es un árbol perenne, comúnmente adaptable a condiciones secas dadas las 

características de sus hojas, copa abierta, tronco y ramas tortuosos. El tronco 

principal es cilíndrico, normalmente de 30 a 40 cm. Sus hojas son simples y 

opuestas, con una longitud de 7 a 15 cm; con un peciolo corto y agrupadas en el 

Figura 4. Fruto de Byrsonima crassifolia 
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extremo de las ramillas, sus hojas se distinguen porque el envés está cubierto por 

pelos grisáceos o rojizos en forma de “Tˮ. 

Entre los meses de noviembre y junio produce flores, las cuales se agrupan en 

racimos de hasta 12 cm de largo, son amarillas y se vuelven rojizas al madurar, 

tienen 1.5 cm de diámetro y su corola tiene cinco pétalos (Bejar y Malone, 1993). 

El fruto es una drupa globosa, carnosa y amarilla de 1.5 a 2 cm, es ligeramente ácido 

y contiene de 1 a 3 semillas, además, es rico en vitamina C (90-240 mg/100 g) y el 

40% de éste puede estar constituido por el mesocarpio (parte comestible) (Bejar y 

Malone 1993). 

Tiene sabor y aroma muy característicos: ligeramente agridulce, sin duda muy 

agradable para los que se han acostumbrado a consumirlo. Por su elevado contenido 

en vitamina C es un importante recurso alimenticio. En calidad de frutas pueden 

preservarse hasta por 15 días en agua y 40 días con azúcar; es una especie muy 

apta para mejorar la producción por medio de la propagación de árboles 

seleccionados por la buena calidad y tamaño de su fruto (Garriz, 1986).  

En México hay un periodo máximo de floración desde marzo hasta junio, y los frutos 

se producen principalmente desde mayo hasta septiembre. No existe un método 

particular de recolección ni almacenamiento de su semilla. 

ll.8.3. Usos populares 

 

Se consume crudo, en dulces, refrescos, jaleas, confituras, almíbares, vinos y como 

saborizante para helados. En la Amazonía, por ejemplo, se consume en puré o con 

harina de yuca. En Guatemala la cáscara del fruto se utiliza para pigmentar tejidos de 

algodón, debido a que produce un tinte de color castaño. (España y col.1994). 

La madera es de color amarillo, sin olor ni sabor, de textura fina, fuerte, de lustre 

mediano e hilo recto. Se emplea en muebles, gabinetes, pisos, torneados, puertas, 

marcos para puertas y ventanas, molduras, marcos de cuadros. La corteza es rica en 
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taninos (28.6 %) y se emplea en la curtiduría; a su vez, las hojas se utilizan como 

forraje para cerdos y otros animales domésticos y silvestres.  

La parte que más se usa en la medicina popular es la corteza, ya que por sus 

propiedades astringentes se emplea como antidiarreico (se toma como agua de uso); 

también se utiliza para infecciones en la matriz e inflamación en los ovarios, así como 

en otros tipos de desórdenes digestivos como disentería y dolor de estómago. Son 

muy conocidas las propiedades del nanche para curar afecciones de la piel como 

sarna, salpullido y heridas, mediante el uso de la cocción hecha con éste y trozos de 

corteza de cedro; asimismo, ha resultado eficaz para afianzar las encías, aliviar el 

dolor de la cintura, quitar el resfriado y contrarrestar el efecto de las mordeduras de 

víbora (España y col.1994). Además, es útil en las afecciones renales y el control de 

la diabetes (Argueta y col.1994).  

El tallo y la raíz hervidos se utilizan para aliviar enfermedades producidas por 

Klebsiella pneumoniae, Staphyllococcus aureus, S. epidermis, S. pneumoniae, 

Micrococus luteus, Escherichia colli, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, 

Shigella flexneri y Bacillus subtilis  

En general, todas las partes de la planta son utilizadas como antimicrobianas, 

antibacterianas, antifúngicas, desinflamantes, y para aliviar la disentería, el asma y la 

diarrea (España y col.1994). 

ll.8.4. Estudios realizados 

 

En estudios previos (Pérez y col.2010) se evaluó el efecto hipoglucemiante, así como 

la capacidad de inhibir la formación de AGEs mediante la administración oral de los 

extractos de hexano, cloroformo y metanol de la fruta y la semilla de Byrsonima 

crassifolia, a ratas normoglucémicas y ratas diabéticas inducidas con 

estreptozotocina.  

Obteniéndose que los extractos de hexano de la fruta y la semilla de B. crassifolia 

poseen propiedades hipoglucemiantes, después de cuatro horas de haberlos 

administrado oralmente a ratas diabéticas.  
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Además, ambos extractos mostraron actividad inhibitoria significativa contra la 

formación de AGEs con valores de CI50 de 94.3 a 138.7 g / ml (Pérez y col.2010). 

ll.9. Diabetes experimental 

 

La inducción de diabetes experimental en animales de laboratorio se lleva a cabo 

usando químicos, los cuales destruyen las células β pancreáticas. Los más utilizados 

son la aloxana y la estreptozotocina (STZ) (Szkudelski, 2001). 

ll.9.1. Estreptozotocina 

 

La estreptozotocina (STZ), es una nitrosourea sintetizada por el microorganismo 

Streptomyces achromogenes, a la cual se le han atribuido propiedades 

antineoplásticas y antibióticas, y es comúnmente utilizada en la inducción de la 

diabetes mellitus debido a su efecto tóxico específico en las células β del páncreas. 

Esta sustancia causa diabetes permanente en animales y en el caso de ratas, la 

dosis única utilizada se encuentra entre 40 y 60 mg / kg de peso. (Ramos y Domingo, 

1994). 

Existen evidencias que indican que la toxicidad de la estreptozotocina está mediada 

por el reconocimiento específico de algunos receptores sobre las células beta. 

Además, provoca un decremento en los niveles del nucleótido de nicotinamida y 

adenina, ya que tanto puede disminuir su síntesis, como puede incrementar su 

hidrólisis (Szkudelski, 2001).  
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III. JUSTIFICACIÓN  
 

La diabetes mellitus incluye un grupo heterogéneo de patologías, cuya característica 

común es la elevación de la glucosa en sangre (hiperglucemia), causada por un 

déficit en la secreción de insulina o de su acción, afectando la captación y entrada de 

glucosa en el músculo y las células grasas, siendo la diabetes tipo 2 la de mayor 

incidencia en el mundo, con prevalencia del 90%. 

El crecimiento de la enfermedad a nivel mundial es especialmente alarmante, ya que 

la diabetes se está convirtiendo en una pandemia global relacionada con el rápido 

aumento del sobrepeso, la obesidad y la inactividad física. La Organización Mundial 

de la Salud (OMS) estima que en el mundo existen 346 millones de personas con 

diabetes y, de no hacer algo para combatirla, hacia 2030 este número se habrá, al 

menos, duplicado.  

A la fecha, ninguno de los tratamientos para la diabetes es completamente 

satisfactorio, por lo que se precisan nuevas opciones terapéuticas para, prevenir las 

manifestaciones crónicas de la enfermedad, así como disminuir los efectos 

secundarios que se producen con la ingesta y suministro de los diferentes 

medicamentos. 

Debido a esto, en los últimos años la atención se ha dirigido hacia la fotoquímica de 

las plantas, ya que existe una necesidad de aislar y caracterizar nuevos metabolitos 

secundarios presentes en las plantas, los cuales pueden presentar propiedades 

farmacológicas y ser fuentes de nuevos fármacos. 

El aislamiento de los compuestos antidiabéticos de B. crassifolia representará a 

futuro una fuente de materia prima natural para tratar o prevenir, la diabetes en 

pacientes o personas susceptibles de desarrollar la enfermedad.  
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IV. OBJETIVO GENERAL  
 

Aislar e identificar compuestos a partir de la semilla de Byrsonima crassifolia que 

ayuden a reducir algunas de las sintomatologías de la diabetes, como son la 

hiperglucemia, la formación de AGEs, la cicatrización y la inflamación, además de 

identificar compuestos con actividad antimicrobiana. 

 

 IV.1. Objetivos específicos 

 

 Obtener a partir de la fruta y la semilla de B. crassifolia extractos crudos de hexano. 

 Evaluar si dichos extractos presentan actividad cicatrizante y anti-inflamatoria. 

 Purificar los compuestos con actividad hipoglucemiante, anti-AGEs, antiinflamatoria y 

antimicrobiana, utilizando métodos cromatográficos. 

 Elucidar las estructuras de los compuestos puros, por medio de técnicas 

instrumentales como IR, RMN (13C, 1H y 2D) y EM. 
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

Etapa 1

• Determinación de la actividad cicatrizante de
los extractos de hexano de la fruta y la semilla
de B. crassifolia.

• Purificación mediante biofraccionamiento de
los extractos de hexano con actividad
cicatrizante.

• Caracterización de los compuestos mediante
técnicas espectroscópicas.

Etapa 2

• Determinación de la actividad antiinflamatoria
de los extractos de hexano de la fruta y la
semilla de B. crassifolia.

• Purificación mediante biofraccionamiento de
los extractos de hexano con actividad anti-
inflamatoria.

• Caracterización de los compuestos mediante
técnicas espectroscópicas.

Etapa 3

• Purificacion mediante biofraccionamiento de los
extractos de hexano con actividad,
hipoglucemiante.

• Caracterización de los compuestos mediante
técnicas espectroscópicas.

Etapa 4

• Purificacion mediante biofraccionamiento de los
extractos de hexano con actividad anti-AGEs.

• Caracterización de los compuestos mediante
técnicas espectroscópicas.

Etapa 5

• Purificacion mediante biofraccionamiento de los
extractos de hexano con actividad
antimicrobiana.

• Caracterización de los compuestos mediante
técnicas espectroscópicas.
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Fruta y semilla de B. crassifolia (seca y 

molida) 

Reflujo con hexano (fruta y semilla por 

separado) 

Evaporación del disolvente 

Obtención de los extractos de hexano de la 
fruta y la semilla de  

B. crassifolia 

Pruebas 
cicatrizantes y anti-

inflamatorias 

Purificación mediante 
biofraccionamiento por 

métodos cromatográficos 

Obtención de diferentes 

subfracciones 

Determinación de la activad: 

hipoglucemiante, anti-AGEs, anti-inflamatoria, 

cicatrizante y anti-microbiana 

¿Fracción activa? 

Sí No 

¿Compuesto puro? 

Sí No 

Fracción se 
elimina 

Elucidación estructural del compuesto 

mediante técnicas espectroscópicas 

VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

El fruto de B. crassifolia se recolectó en el mes de octubre de 2011, en el estado de 

Morelos, y éste fue autentificado taxonómicamente en el Herbario de la Escuela 

Nacional de Ciencias Biológicas del IPN, al cual se le otorgó el número de referencia 

8976. 

VII.1. Preparación de la materia prima 

 

A las frutas se les extrajo de forma manual las semillas, posteriormente, se secaron 

en una estufa de corriente de aire a 32 °C. Finalmente, las frutas y las semillas secas 

se molieron por separado en un molino mecánico. 

VII.2. Preparación de los extractos 

 

Las frutas y las semillas molidas se extrajeron con hexano, utilizando un aparato 

Soxhlet. Los extractos se filtraron y se concentraron hasta sequedad en un 

evaporador rotatorio al vacío para la eliminación completa del disolvente. 

VII.3. Animales de experimentación 

 

El estudio fue realizado en ratas Winstar con un peso de 150 a 200 g y ratones CD1 

con un peso de 20-25 g, los cuales fueron proporcionadas por el bioterio de la 

Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del IPN. Las ratas se colocaron en cajas de 

acrílico en un ambiente con temperatura controlada (25 ± 2 °C); fueron alimentadas 

con una dieta estándar y con agua ad libitum. Los animales se aclimataron a su 

nuevo entorno durante un periodo de tres días, antes de iniciar los experimentos. Las 

cajas de acrílico fueron limpiadas cada tercer día para así mantener la higiene y el 

máximo confort en los animales, los cuales fueron tratados siguiendo la ética y 

manejo de animales (NIH publicación No. 85-23 de 1985). 
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VII.3.2. Inducción experimental de la diabetes 

 

VII.3.2.1. diabetes mellitus tipo 1 

 

La diabetes mellitus no dependiente de insulina se indujo en ayunas a los animales 

(ratas y ratones) mediante una sola inyección intraperitoneal de estreptozotocina, a 

una dosis de 50 mg/kg de peso corporal disuelta en un amortiguador frío de citratos 

(Zhou y col. 2012). El aumento de la glucosa en sangre se midió a las 72 horas y 

posteriormente al día 7 después de la inyección, esto para confirmar la hiperglucemia 

(niveles de glucosa en sangre en ayunas mayores de 300 mg / dl).  

VII.3.2.2. diabetes mellitus tipo 2 

 

La diabetes mellitus tipo 2 fue inducida en ayunas a las ratas y ratones mediante una 

sola inyección intraperitoneal de estreptozotocina (STZ), a una dosis de 60 mg/kg de 

peso corporal disuelta en un amortiguador de citratos (pH 4.5), 15 min, después de la 

administración intraperitoneal de 120 mg / kg de nicotinamida (Li y col. 2011). A los 

animales tratados con STZ se les permitió beber 5% de solución de glucosa durante 

la noche para superar la hipoglucemia inducida por STZ+nicotinamida. Después de 

10 días, los ratones con diabetes moderada (glucemia > 250 mg /dl) fueron utilizados 

para experimentación. 

VII.4. Pruebas antiinflamatorias 

 

En la Tabla 9 se muestran los diferentes modelos de inflamación que se probaron, 

así como las sustancias inductoras de la inflamación y el fármaco de referencia 

utilizado en cada ensayo. 
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Tabla 9. Modelos de inflamación utilizados para evaluar la actividad anti-inflamatoria 

de B. crassifolia. 

Ensayo Animales de 
experimentación 

Extracto 
 (NSH) 

Fármaco de  
referencia  

Tetradecanoil forbol (TPA), 
(induce edema en oreja) 

 

ratón NSH-Hexano 
 

Dexametasona 

Formaldehido-induce edema 
en pata  

 

rata NSH-Hexano Indometacina 

Carragenina-induce edema 
en pata  

 

rata NSH-Hexano Indometacina 

Bolitas de algodón 
 

rata NSH-Hexano Indometacina 

Histamina-induce Edema en 
pata 

rata NSH-Hexano Diclofenaco de sodio 

 
Edema inducido con 

carragenina utilizando L y D 
arginina 

 
rata 

 

 
NSH-Hexano 

 
Diclofenaco y L-Name 

 

VII.4.1. Edema inducido en la oreja por TPA 

 

Un µg de TPA (12-O-tetradecanoil forbol -13-acetato) disuelto en acetona (20µl) fue 

inyectado en la oreja derecha de los ratones. A su vez, un volumen de 10 µl se aplicó 

a la superficie interna y externa de la oreja. Los extractos (0.12, 0.25, 0.5 mg/oreja) y 

el control (agua) se aplicaron tópicamente 30 minutos antes del tratamiento con TPA. 

Para las determinaciones del espesor de la oreja se utilizó un espesómetro de 

bolsillo con límites de 0 a 9 mm. El espesor de la oreja se midió antes del tratamiento 

con TPA y seis horas después de éste (Godo y col. 2003). El porciento de inhibición 

de la inflamación se calculó como sigue: 

% de inhibición = ⌊(𝑒𝑑𝑒𝑚𝑎 𝐴 − 𝑒𝑑𝑒𝑚𝑎 𝐵) 𝑒𝑑𝑒𝑚𝑎⁄ 𝐴⌋ × 100 

Dónde: 

A = TPA  

B = TPA + extracto 
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VII.4.2 Edema inducido con formaldehido, carragenina e histamina en pata de 

rata 

Para realizar estas pruebas se utilizaron ratas Winstar (150-200 g), que se dividieron 

en 24 grupos (n=6). Estos animales fueron privados de agua únicamente durante la 

duración del experimento, con el fin de uniformizar la hidratación y minimizar la 

variabilidad en la respuesta edematosa. La inflamación de la pata fue inducida 

inyectando 0.2 ml de formaldehido (1% p / v) (Dai y col.2002), 0.1 ml de carragenina 

(1% p / v) (Winter y col.1962) o 1 mg/ml de histamina (Patil y col.2009), según la 

prueba por hacerse, éstos se disolvieron en solución salina isotónica. Al grupo 

control se le administró por vía oral 0.1 ml de solución salina y, como fármaco 

control, se administró indometacina (10 mg/ kg de peso corporal de la rata) (Saneja y 

col. 2009) o diclofenaco de sodio por vía oral. Los grupos tratados con los extractos 

de hexano, cloroformo y metanol de la semilla de B. crassiflolia recibieron dosis de 

50, 100 y 200 mg / kg, por vía oral (v.o.) Todos los tratamientos fueron suministrados 

una hora antes de la inducción de la inflamación. El volumen de la pata se midió con 

un pletismómetro digital (Ugo Basile, 7140) antes y después de la inyección 

inflamatoria (0.5, 2, 4 y 6 horas) (Winter y col.1962). 

El edema fue expresado como el incremento en el volumen de la pata, el cual se 

calculó utilizando la siguiente ecuación (Patil y col. 2009): 

      % aumento del edema = [𝑉𝑡 − 𝑉𝑐/𝑉𝑐] × 100 

Dónde: Vt = Volumen de la pata al tiempo t 

Vc = Volumen de la pata al tiempo 0 

VII.4.3. Edema inducido por bolitas de algodón 

 

En esta prueba se estudiaron los efectos del extracto de hexano de la semilla de B. 

crassifloia (NSH) y la indometacina en la fase proliferativa de la inflamación. Para ello 

se administró una dosis de 200 mg / kg de NSH y como control de referencia, una 

dosis de 10 mg/kg de indometacina; al grupo control, por su parte, se le suministró 

únicamente agua.  
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Después de 30 minutos de haber sido suministrados los diferentes tratamientos, los 

animales fueron anestesiados con 25 mg / kg de tiopental sódico por vía 

intraperitoneal. Se implantaron debajo de la piel en condiciones estériles bolitas de 

algodón con un peso de 7 mg cada una. Durante siete días las mismas dosis de NSH 

e indometacina se suministraron una vez al día. Transcurrido ese tiempo, las ratas 

fueron sacrificadas mediante una dosis elevada de anestesia. Las bolitas húmedas 

fueron pesadas y secadas a 70 ºC durante una hora (Vane y Booting, 1987). El 

efecto antiproliferativo de NSH se comparó con el control y el grupo al que se le 

suministró indometacina. 

VII.4.4. Efecto de la L-arginina y D-arginina en la acción antiinflamatoria de 

NSH, diclofenaco y L-NAME 

 

Se aplicó una inyección intraplantar de 30 μl de carragenina al 2%, que produjo un 

edema después de 30 minutos en los ratones del grupo control tratados por vía oral 

con el vehículo (0.45% de etanol). El mayor incremento en el edema se observó 

después de seis horas de haber sido aplicada la inyección de carragenina.  

A los ratones tratados con el extracto NSH se les suministró una dosis de 1:1000 o 

1:100 equivalente a 18.5 mg por cada 100 µl de NSH (Crunkhorn y Meacock, 1971). 

El efecto antiinflamatorio de NSH fue evaluado durante un periodo de 30 minutos, 

seis horas después de la inyección de carragenina (Belmont y col.1977). Una dosis 

de L-arginina o D-arginina se administró por vía intraperitoneal dos horas antes de 

que se observara el mayor efecto anti-inflamatorio. Como fármacos de referencia se 

utilizaron diclofenaco (3.1 a 50 mg/kg, v.o, que es un fármaco antiinflamatorio no 

esteroideo y L-NAME (1-100 mg / kg, sc); un inhibidor de la óxido nítrico sintasa 

(NOS). 
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VII.5. Determinación de la actividad cicatrizante  

 

VII.5.1. Creación de la herida por escisión 

 

Bajo anestesia, con nembutal (35 mg/kg, ip), el lomo de cada rata se afeitó para 

posteriormente hacer heridas abiertas circulares (270 mm2) por escisión en la piel. El 

área de la herida se midió inmediatamente después; los animales heridos fueron 

alojados por separado en jaulas diferentes (Palu y col.2010). Después de herirlos, los 

animales se dividieron en grupos de doce, según el orden siguiente: Grupo I: control 

normal tratado tópicamente con ungüento simple, Grupo II: control diabético tratado 

tópicamente con ungüento simple, Grupo III: diabético tratado tópicamente con 

nitrofurazona (fármaco de referencia), Grupo IV: diabético tratado tópicamente con 

extracto de hexano de las semillas de B. crassifolia (NSH). La tasa de contracción de 

la herida se calculó mediante la medición del área lacerada, los días 3, 6, 9, 12, 14 y 

16 después de la creación de la herida. El área lastimada se calculó mediante el uso 

de un planímetro; se calculó también el porcentaje de contracción de la herida. El 

número de días necesarios para la curación de la cicatriz, sin ningún residual de 

carne viva determinó el periodo de epitelización. 

VII.5.2. Análisis bioquímicos de las heridas por escisión 

 

Los animales (6 de cada grupo) se sacrificaron los días 4, 8, 12 y 16 después de la 

creación de la herida, posteriormente, la herida de cada uno se cortó y almacenó a -

70 °C hasta su análisis. Para las estimaciones de colágeno, los tejidos se pesaron 

desengrasándolos, primero en una mezcla de cloroformo/metanol (2:1v / v) e 

hidrolizando los tejidos en HCl 6.0 N durante 18 horas a 110 °C, posteriormente se 

evaporaron los solventes a sequedad para, finalmente, colocarlos en un volumen 

conocido de agua. El contenido de colágeno en los tejidos se estimó mediante la 

determinación de la hidroxiprolina, utilizando el método descrito por Woessner 

(1961). Para las estimaciones de la hexosamina, los tejidos de la herida se trataron 

como se describió anteriormente, excepto que las muestras se liofilizaron antes de la 

hidrólisis.  
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El contenido de hexosamina en los tejidos se determinó mediante el método de Elson 

y Morgan (1933). A su vez, el contenido de ácido urónico fue estimado por el método 

de Schiller y otros (1961).  

Los tejidos húmedos, primero, se homogeneizaron en TCA al 5%, seguido de una 

centrifugación, tal como lo describe Schneider (1957). Por su parte, el sobrenadante 

se utilizó para la determinación del contenido de DNA por el método de Burton 

(1956). Las proteínas precipitadas se suspendieron en Tris-HCl 0.1 M a pH 7.4, y el 

contenido de proteína se estimó por el método de Lowry y col. (1951). 

VII.5.3. Estimación de las actividades antioxidantes 
 

Para la estimación de las actividades superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), 

los tejidos de la herida fueron homogeneizados utilizando un amortiguador de fosfato 

de potasio 0.02 M pH 7.6 y centrifugados a 6000 rpm. El sobrenadante obtenido se 

utilizó para determinar las diferentes enzimas mediante kits comerciales tales como 

el kit de ensayo Bioxytech SOD-525 para la actividad de SOD (Oxis International) y el 

kit de ensayo de catalasa para la actividad de la catalasa (CAT) (Cayman Chemical). 

VII.5.4. Creación de la herida por incisión  
 

Para llevar a cabo el modelo de herida por incisión, las ratas fueron anestesiadas con 

nembutal (35 mg/kg, ip), para posteriormente hacerles incisiones de 6 cm de largo a 

cada lado de su columna vertebral, con cuidado de que la incisión quedara al menos 

a un 1 cm de la columna vertebral. Las heridas se cerraron con suturas interrumpidas 

de 1 cm de separación, utilizando un hilo quirúrgico y una aguja curva. Se aplicaron 

los fármacos a la herida por vía tópica en dosis de un suministro por día, hasta su 

curación completa.  

Para la realización de esta prueba los animales se dividieron en grupos de seis de la 

siguiente manera: Grupo I: control normal tratado con ungüento simple, Grupo II: 

control diabético tratado con ungüento simple, Grupo III: diabético tratado 

tópicamente con 0.2% de nitrofurazona (fármaco de referencia), Grupo IV: diabético 

tratado tópicamente con extracto de hexano de las semillas de B. crassifolia (NSH). 
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VII.5.5. Medición de la resistencia a la tensión 
 

La resistencia a la tensión equivale, en sí, a la resistencia a la rotura bajo tensión. 

Esta prueba muestra si el tejido reparado resiste a la rotura bajo tensión, pero 

también puede indicar, en parte, la calidad del tejido reparado. Las suturas 

(realizadas en la prueba de herida por incisión) se eliminaron el día 9, después de 

hacerse la herida, donde se midió también la resistencia a la tracción del tejido. Para 

este fin, el tejido recién formado —incluyendo la cicatriz— se extrajo; la resistencia a 

la tracción se midió con la ayuda de un tensiómetro (Kuwano y col. (1994).  

VII.6. Actividad antimicrobiana 
 

Para la realización de esta prueba se utilizaron las siguientes cepas bacterianas: 

Gram-positivas: Bacillus cereus ATCC 11778, B. megaterium ATCC 12872, B. 

subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Sarcina lutea ATCC 9341. 

Gram-negativas: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

9027, Salmonella paratyphi ATCC 6539, S. typhi ATCC 43971, Shigella boydii ATCC 

9207, S. dysenteriae ATCC 13313, Vibrio mimicus ATCC 33654 y V. parahemolyticus 

ATCC 43996. 

Se prepararon cajas de Petri con agar Mueller-Hinton, cada una se inoculó con 100 

μl de cada uno de los cultivos bacterianos antes mencionados, realizando diluciones 

decimales para que éstos tuvieran 108 UFC / ml. Cada inóculo se extendió en la 

placa con una varilla de vidrio acodada; posteriormente, el extracto de hexano de la 

semilla de B. crassifolia (NSH) se diluyó en dimetil sulfóxido (DMSO) para hacer 

diluciones decimales; a continuación, se sumergieron discos estériles de papel filtro 

Whatman (6 mm) en cada una de las diluciones realizadas. Finalmente, los discos se 

colocaron sobre las placas inoculadas (por triplicado) y éstas se incubaron a 37 °C 

durante 24 horas (Gaydos, 1982).  

Después del periodo de incubación, el halo de inhibición se midió como describe 

Elgayyar y col. (2000). Los controles negativos se realizaron mediante el uso de 

discos estériles empapados únicamente en 10 ml de dimetil sulfóxido.  
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VII.7. Determinación de la actividad hipoglucemiante 

 

Para determinar la actividad hipoglucemiante (reducción de los niveles de glucosa en 

sangre), se utilizaron ratones CD-1 diabéticos con un peso de entre 20 y 25 gramos, 

los cuales se mantuvieron en ayunas durante el experimento. Las fracciones 

obtenidas del extracto se suministraron por vía oral en dosis de 250 mg / kg de peso, 

utilizando Tween-40 como vehículo. Transcurridas tres horas, luego del suministro de 

las fracciones, se midieron los niveles de glucosa con un glucómetro.  

VII.8. Prueba de inhibición de la glicación no enzimática de proteínas in vitro 

(AGEs) 

 

Para evaluar la actividad inhibitoria de la glicación no enzimática de proteínas se 

utilizó el modelo BSA-glucosa descrito por Nobecourt y col. (2008). Para ello, se 

agregaron 10 mg de albumina sérica bovina (BSA), 50 mg de la fracción obtenida por 

biofraccionamiento (posible inhibidor) disuelta en 1 ml de DMSO, 500 mM de 

glucosa, regulador de fosfato salino (5 ml de volumen total, pH 7.4) y 0.02% de azida 

sódica, que se incubó a 37 °C. La incubación se llevó a cabo durante 15 días, por 

triplicado, y como control positivo, se utilizó aminoguanidina. 

La formación de AGEs se evaluó por fluorescencia (excitación con longitud de onda 

de 370 nm y de emisión de longitud de onda de 440 nm).  

El porciento de inhibición se determinó de la manera siguiente: 

Porcentaje de inhibición de AGEs =
Fluorescencia del problema

1 − Fluorescencia del control
× 100 

 

VII.8.1. Determinación de la actividad Amadorin 

 

La actividad Amadorin se determinó usando la prueba de Amadori (Liu y Gu, 2012). 

La lisozima (10 mg / ml) se incubó con ribosa 0.5 M en amortiguador de fosfato de 

sodio 0.1 M, pH 7.4, el cual contenía 3 mM de azida sódica a 37 ºC, en un periodo de 
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24 h. La ribosa que no reaccionó se eliminó mediante diálisis en de amortiguador de 

fosfato de sodio 0.1 M a un pH de 7.4 a 4 ºC durante 48 h, realizando de 5 a 6 

cambios. Después de la diálisis, la concentración de proteína se determinó utilizando 

el kit Bio-Rad (Bradford, 1976). A su vez, la ribosa-lisozima (10 mg / ml) se incubó 

con 10 mg / ml del compuesto aislado y aminoguanidina en un amortiguador de 

fosfato de sodio, pH 7.4, que contenía 3 mM de azida sódica a 37 °C, en una 

incubación que tomó 15 días. 

VII.8.2. Prueba del Metilglioxal-BSA 

 

Esta prueba fue modificada con base en el método descrito por Peng y otros (2008). 

Esta prueba evalúa la etapa media de la glicación de proteínas. La albumina sérica 

bovina (BSA) y el metilglioxal se disolvieron en un amortiguador de fosfatos (100 mM, 

pH 7.4) a una concentración de 20 mg / ml y 60 mM, respectivamente. El compuesto 

obtenido mediante cromatografía en columna se disolvió en el mismo amortiguador 

de fosfatos. Un mililitro de la solución de BSA se mezcló con 1 ml de solución de 

metilglioxal y 1 ml del compuesto. La mezcla se incubó a 37 ºC. Se utilizó azida 

sódica (0.2 g / l) como conservador, y el amortiguador de fosfatos se utilizó como 

blanco. Se utilizaron como controles positivos aminoguanidina y fluoroglucinol. 

Después de siete días de incubación, la fluorescencia de las muestras se midió 

utilizando una excitación a 340 nm y una emisión de 420 nm. El porciento de 

inhibición de AGEs se calculó de la siguiente manera: 

Porcentaje de inhibición: 

[1-(fluorescencia de la muestra) / (fluorescencia del control)] x 100. 

VII.9. Purificación mediante biofraccionamiento  

 

VII.9.1. Columnas cromatográficas 

 

Para realizar el biofraccionamiento se utilizaron columnas para cromatografía de 

diferentes dimensiones, las cuales fueron empacadas con sílica gel. Asimismo, se 

emplearon columnas de vidrio empacadas con Sephadex LH-20.  
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VII.9.2. Búsqueda de eluyentes para realizar el biofraccionamiento 

 

El eluyente utilizado en el biofraccionamiento debe permitir una buena separación. 

Por ello, se tomó una pequeña muestra de la fracción problema, se disolvió y se 

realizaron diferentes cromatografías en capa fina, utilizando distintos eluyentes; 

posteriormente, las placas cromatográficas se revelaron en yodo y, finalmente, se 

observaron bajo luz UV, con la finalidad de observar la separación que éstas 

presentaban con cada uno de los eluyentes utilizados, y así elegir el que presentó 

una mejor separación (Figura 5). 

  

 

 

VII.9.3. Obtención de las fracciones mediante biofraccionamiento 

 

Una vez colocada la muestra en la columna empacada con sílica gel, se agregó el 

eluyente seleccionado para realizar el biofraccionamiento, tomando alícuotas de 20 o 

100 ml, dependiendo el tamaño de la columna y obteniendo así “n” alícuotas (Figura 

6). Posteriormente, se realizaron diferentes cromatografías en capa fina de cada una 

de las alícuotas obtenidas, con la finalidad de determinar si las fracciones obtenidas 

eran iguales o diferentes. 

Figura 5. Cromatografía en placa fina. 
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VII.10. Análisis por electroforesis capilar de tres especies de Byrsonima 
 

La determinación de los flavonoides de B. crassifolia se llevó a cabo mediante 

electroforesis capilar Beckman PACE / MDQ (Beckman Instruments, Fullerton, CA, 

EE. UU.). El equipo de electroforesis capilar se armó con una columna de diodos de 

detección (DAD) a 214 nm y un dispositivo de control de temperatura fijado en 25 ºC. 

El software 32 Karat TM v 7.0 se utilizó para la integración de los picos y el análisis 

de los datos. Las muestras se introdujeron en el capilar a través de un inyector 

hidrodinámico y mediante la aplicación de 0.5 psi durante 10 s. Se utilizó una tensión 

constante de 15 kV. Estas condiciones se utilizaron en todos los experimentos.  

Para este análisis se usaron capilares sin recubrimiento de sílice fundida (PAC 

capilar tubo Beckman Coulter) con un diámetro interior de 75 μm y una longitud total 

de 60 cm.  

Entre cada experimento el capilar se enjuagó durante dos minutos con 1 mol de 

NaOH, seguido de agua. El extracto se disolvió en metanol/agua (1:1 v/v) y se filtró 

(tamaño de poro 0.45 micras; Millipore).  

Figura 6. Ejemplificación de la obtención de las fracciones mediante 

biofraccionamiento. 



MATERIALES Y MÉTODOS 
 

~ 52 ~ 
 

La identificación en las muestras de apigenina, apigalacatequina y kaempferol se 

realizó mediante la comparación de sus tiempos de retención con los estándares, y 

por comparación de sus espectros de UV-Vis. 

VII.11. Determinación del contenido total de fenoles  

 

El contenido total de fenoles de los extractos de metanol se realizó utilizando el 

método de Folin-Ciocalteu (Sahgal y col.2009). 

VIII. Análisis instrumentales 

 

VIII.1. Espectroscopia por Infra Rojo 

 

El equipo que se utilizó fue un equipo dual FT-NIR  y FT-IR-MIR por Transformada 

de Fourier para el rango Infrarrojo medio y cercano (MIR y NIR) (FTIR Spectrum 400, 

PerkinElmer). Con un rango de 14.700 a 350 cm-1. Las muestras se colocaron 

directamente en el equipo. 

VIII.3. Resonancia Magnética Nuclear de 1H y 13C 

 

Los espectros de 1H y 13C se registraron a 300 (1H, 300.08; 13C, 75.46 MHz), 

utilizando cloroformo deuterado /dimetilsulfóxido perdeuterado (CDCl3/DMSO-d6), 

como disolventes, y SiMe4 como referencia interna. Los desplazamientos químicos 

(δ), se presentan en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz.  

VIIII.4. Espectrometría de masas 

 

El equipo utilizado dispone de fuente interface directa GC/MS y detección de iones 

negativos. Dispone además de un sistema de vacío con bombeo diferencial con 

bombas difusoras y válvulas de aislamiento. La introducción de la muestra se realizó 

a través de un cromatógrafo de gases modelo HP6890. 
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

VIII.1. Electroforesis capilar 

 

Se colectaron tres diferentes especies de Byrsonima: Byrsonima crassifolia 

(colectada en Cuautla, Morelos), B. bucidaefolia (colectada en Alarcón, Guerrero) y 

B. bahiana (colectada en Tlacomulco, Estado de México). Posteriormente los 

extractos metanólicos de la fruta y la semilla se analizaron mediante electroforesis 

capilar con el fin de determinar su composición química.  

El diámetro del fruto varió de 0.7 a 1.5 cm, mientras que el contenido de polifenoles 

totales determinado por el método de Folin-Ciocalteu l fue de 0.037 a 0.048 mg 

equivalentes de ácido gálico (GAE) / g en las frutas, y de 0.046 a 0.068 mg de GAE / 

g p en las semillas. 

A los diferentes extractos se les realizaron una serie de experimentos preliminares, 

empleando electroforesis capilar con el fin de establecer las condiciones óptimas 

para el análisis de apigenina, kaempferol y apigalacatequina (Figura 7). Se observó 

presencia de kaempferol, en los extractos metanólicos de la fruta y la semilla de 

Byrsonima crassifolia (NFC, NSC); la fruta de B. bucidaefolia (NFG); y en la semilla 

de B. bahiana (NST).  

La presencia de apigenina se detectó en los extractos metanólicos de la semilla de 

Byrsonima crassifolia (NSC), y la fruta de B. bucidaefolia (NFG). También se detectó 

epigalacatequina en los extractos metanólicos de las semillas de B. bucidaefolia 

(NSG), y en las semillas de B. bahiana (NST) (Figura 7).  
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Figura 7. Análisis mediante electroforesis capilar; los flavonoides se registraron a 214 
nm. Epigalacatequina (Tr = 7,16 ± 0,15 min), kaempferol (Tr = 12,32 ± 0,64 min), 
apigenina (Tr = 11,37 ± 0.52 min). 
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VIII.2. Fenoles totales 

 

En la Tabla 10 se muestra el contenido de fenoles totales (FT). El extracto de 

metanol de las frutas mostró poco contenido de fenoles, los cuales se expresaron en 

equivalentes de ácido gálico (GAE) (0.481 ± 0,66 a 0,372 ± 0.091 mg GAE / g), si se 

comparan estos resultados con los de otros frutos ricos en estos compuestos. 

También, se puede observar que el extracto de metanol de las semillas presenta 

bajos contenidos de FT con valores de 0. 683 ± 0.007 a 0.468 ± 0.025 mg GAE / g 

extracto. Por lo anterior, el contenido de compuestos fenólicos no mostró diferencias 

significativas cuando se les comparó con los frutos y las semillas de tres especies 

diferentes de Byrsonimas. 

 Tabla 10. Concentración de fenoles totales (FT) de tres especies diferentes de 
Byrsonima 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: los resultados se muestran como las medias de los datos. 

 

 

 

Muestra FT 
(mg GAE/g 
extracto) 

 
Extracto de la fruta colectada en Guerrero  
(NFG) 

 
0. 481 ± 0.66 

Extracto de la semilla colectada en Guerrero (NSG) 
 

0. 516 ± 0.033 

Extracto de la fruta colectada en Estado de México  
(NFT) 
 

0. 430 ± 0.012 

Extracto de la semilla colectada en Estado de 
México  
(NST) 
 

0. 683 ± 0.007 

Extracto de la fruta colectada en Morelos 
 (NFC) 
 

0. 372 ± 0.091 

Extracto de la semilla colectada en Morelos (NSC) 0. 468 ± 0.0 25 
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VIII.3. Efecto hipoglucemiante en ratas diabéticas, del extracto de hexano de 

diferentes especies de nanche 

 

La Tabla 11 presenta el efecto de los extractos de hexano de B. crassifolia, B. 

bucidaefolia y B. bahiana sobre los niveles de glucosa en sangre en ratas diabéticas 

inducidas con estreptozotozina (STZ) a diferentes intervalos de tiempo. La 

administración del extracto de hexano de los frutos de B. crassifolia (NFHC) a dosis 

de 250 mg / kg, así como la tolbutamida (40 mg / kg) y la glibenclamida (4.0 mg / kg), 

disminuyeron significativamente la glucosa en sangre en ratas diabéticas. Después 

de seis horas de haber sido suministrados los diferentes tratamientos, el porcentaje 

de reducción de la glucosa fue de 45, 40.2 y 35.3%, respectivamente. Por otro lado, 

el extracto de hexano del fruto de B. Bucidaefolia y el de B. bahiana en las mismas 

dosis, no produjeron ningún efecto hipoglucemiante. A su vez, el porcentaje máximo 

de reducción de glucosa en sangre en ratas diabéticas después de seis horas a dosis 

de 250 mg/kg de los extractos de hexano de las semillas de las tres especies (NSHT, 

NSHG y la NSHC), fue de 22, 34 y 45%, respectivamente. Por lo que el extracto de 

hexano de la fruta y la semilla de B. crassifolia fue más eficaz como hipoglucemiante 

en comparación con las otras dos especies de Byrsonima analizadas (B. bucidaefolia 

y B. bahiana). 
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Tabla 11. Efecto en los niveles de glucosa en sangre de los extractos de hexano de diferentes variedades de Byrsonima  

Niveles de glucosa en sangre (mg/dl) a diferentes intervalos de tiempo (horas) 
 

Grupo Sitios de 
colecta 

0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 12 h 

 
Control 
normal 

 
- 

 
101.28 ± 1.34 

 

 
100.5 ± 0.95 

 

 
100.34 ± 1.38 

 

 
103.02 ± 0.98 

 

 
99.19 ± 1.75 

 

 
100.21 ± 0.85 

 

 
Control 

diabético 

-  
373.49 ± 3.67 

 
368.92± 4.17 

 
358.08 ± 4.10 

 
356.05 ± 5.16 

 
351.91 ± 4.47 

 
349.78 ± 5.33 

 

 
Diabético + 

NFH 

 
T 
G 
C 

 
355.17 ± 3.28 
370.25 ± 2.87 
374.13± 4.23 

 
354.43 ± 4.38 
371.45 ± 3. 43 
302.28 ± 5. 17b 

 
356.67 ± 4.80 
369.68 ± 2.68 
212.48 ± 3.36 b 

 
357.12 ± 3.55 
370.81 ± 5.89 
186.03 ± 4.19 b 

 
358.08 ± 2.76 
375.47 ± 3.49 

214.38 ± 1.87 b 

 
359.34 ± 2.56 
373.59 ± 4.24 
240.36 ± 3.98 b 

 
Diabético + 

NSH 

 
T 
G 
C 

 
350.16 ± 4.19 a 
343.69 ± 3.81a 
307.49 ± 2.80a 

 
335.13 ± 4.46a 
327.62 ± 2.98 b 
285.39 ± 5.53b 

 
309.67 ± 4.75 a 
239.38 ± 2.58 c 
218.71 ± 2.52a 

 
274.31± 4.36 a 
228.19 ± 4.21 b 
169.20 ± 2.34 c 

 
296.15 ± 4.29 a 
234.29 ± 1.39 c 
186.90 ± 1.78 a 

 
308.24 ± 3.19 a 
251.25 ± 4.12b 
217.76 ± 3.57 b 

 
Diabético +TB 

(40 mg/kg) 

 
40 

 
329.73 ± 5.72 a 

 
234.10 ± 6.36 c 

 
182.35 ± 4.23a 

 
197.31 ± 2.09 c 

 

221.54 ± 2.19 a 

 
253.75 ± 5.26 b 

 
Diabético + 

GB (4 mg/kg) 

 
4.0 

 
335.90 ± 4.29 a 

 
273.46 ± 2.87c 

 
231.70 ± 3.69a 

 
217.19 ± 4.04 c 

 
198.52 ± 2.29 a 

 
114. 67± 1.83 b 

Las medias y los errores estándar de las medias fueron calculados para grupos de seis ratones. Las columnas con subíndices indican que existe diferencia significativa entre sí (a, b, 
c) p>0.05. Los datos que tienen el mismo subíndice no mostraron diferencias significativas entre sí p>0.05. (TB): Tolbutamina, (GB): Glibenclamida. Los sitios de recolección se 
abreviaron como: (T): Tlacomulco, Estado de México, (G): Cuautla, Guerrero, (C): Cuautla, Morelos. 
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Al evaluar la actividad cicatrizante de los extractos de hexano de diferentes especies 

de Byrsonima en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina, se observó que la 

aplicación tópica de los extractos NFHT, , NFHG y NSHG, aceleró el proceso de 

cicatrización, observándose el cierre completo de la herida en el día 12 en 

comparación con el control diabético el cual en el mismo intervalo de tiempo 

solamente había cerrado la herida un 70%.Además al observar el grupo tratado con 

nitrofurazona (NT), al día doce se observó un cierre de la herida del 90% (Tabla 12 y 

Figura 8) Por lo anterior, el extracto de hexano aceleró la cicatrización de la herida y 

el tiempo de epitelización (Wang y Li, 2009).  

 

Tabla 12. Efecto del extracto de hexano de la fruta y la semilla de tres especies de 
Byrsonima en la cicatrización de heridas en ratas tópicamente tratadas durante 14 
días. 

  Cierre de la herida (mm2) 

Días Control 
normal 

Control 
diabético 

NT NFHT NSHT NFHG NSHG NFHC NSHC 

3 
 

130.6 ± 
2.14 

(48%) 

59.7 ± 
7.18 

(22%) 

165.4 ± 
5.15 

(51%) 

130.6 ± 
4.87 

(48%) 

130.0 
± 1.18 
(48%) 

120.8 ± 
4.85 

(45%) 

140.8 ± 
4.25 

(52%) 

150.2 ± 
7.21 

(55%) 

147.8 ± 
2.54 

(55%) 

5 
 

138.6 ± 
4.66 

(51%) 

75.1 ± 
3.46 

(28%) 

168.2 ± 
1.45 

(63%) 

160.0 ± 
5.41 

(59%) 

144.5 
± 4.58 
(53%) 

135.2 ± 
5.01 

(50%) 

153.2 ± 
5.85 

(57%) 

193.6 ± 
5.46 

(72%) 

166.2 ± 
7.54 

(61.5%) 

7 
 

144.4 ± 
3.70 

(53%) 

115.8 ± 
2.87 

(43%) 

204.0 ± 
4.65 

(75%) 

220.5 ± 
2.14 

(59%) 

218.1 
± 7.58 
(81%) 

259.5 ± 
7.12 

(96%) 

242.7 ± 
3.06 

(90%) 

234.1 ± 
3.04 

(87%) 

190.5 ± 
2.44 

(70.5%) 

9 
 

158.0 ± 
3.25 

(55%) 

156.5 ± 
5.64 

(58%) 

215.5 ± 
4.96 

(80%) 

242.7 ± 
6.41 

(91%) 

222.4 
± 4.96 
(82%) 

266.5 ± 
5.07 

(99%) 

264.5 ± 
7.41 

(98%) 

258.2 ± 
1.07 

(95%) 

220.5 ± 
6.35 

(82%) 

12 
 

182.0 ± 
5.41 

(67%) 

190.3± 
4.57 

(70%) 

248.2± 
3.16 

(90%) 

270.0± 
1.28 

(100%) 

260.7 
± 3.25 
(96%) 

270.0 ± 
4.15 

(100%) 

270.0 ± 
3.07 

(100%) 

262.6 ± 
5.06 

(97%) 

260.0 ± 
2.44 

(96%) 

14 
 

242.4 ± 
8.63 

(90%) 

234.2± 
4.12 

(86%) 

270.0± 
5.22 

(100%) 

- 
 

- - 
 

- 
 

270.0 ± 
6.08 

(100%) 

270 ± 
2.41 

(100%) 

Área de la herida original 270 mm2. Las medias y los errores estándar de las medias fueron calculados para grupos de n = 6 
animales en cada grupo. Se utilizó una p <0.05 en comparación con el grupo control. () Porcentaje de cierre de la herida, el cual 
se calculó respecto al área de la herida al día cero. (NT): Nitrofurazona utilizada como control positivo. Los extractos de hexano 
de las diferentes variedades de Byrsonima se abrevian como: NFHT y NSHT: fruta y semilla de B. bahiana (Tlacomulco, Estado 
de México) respectivamente, NFHG y NSHG: fruta y semilla B. bucidaefolia (Alarcón, Guerrero) respectivamente, NFHC y 
NSHC: fruta y semilla de B. crassifolia (Cuautla, Morelos), respectivamente. 
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Figura 8.Efecto del extracto de hexano de la fruta y la semilla de tres especies de 
Byrsonima en la cicatrización de heridas en ratas tópicamente tratadas. 

Los extractos de hexano de las diferentes variedades de Byrsonima se abrevian como: NFHT y NSHT: fruta y semilla de B. 

bahiana (Tlacomulco, Estado de México), respectivamente: NFHG y NSHG: fruta y semilla B. bucidaefolia (Alarcón, Guerrero), 

respectivamente: NFHC y NSHC: fruta y semilla de B. crassifolia (Cuautla, Morelos), respectivamente. 

 

 

 

 

 

 Días 
Tratamiento   0 3 5 7 9 12 14 

 

Control 
normal  

       
 

Control 
diabético        

Diabético + 
nitrofurazona 

(0.2%)        
Diabético + 

NFHT 
      

 
Diabético + 

NSHT 
        
Diabético + 

NFHG 
       

Diabético + 
NSHG 

       
Diabético + 

NFHC 

       
Diabético + 

NSHC 

       



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

~ 60 ~ 
 

VIII.4. Actividad antiinflamatoria del extracto de hexano de Byrsonima 

crassifolia 

 

VIII.4.1. Edema inducido con formaldehído 

 

El extracto de hexano de la semilla de B. Crassifolia, administrado por vía oral 

durante seis días, en dosis de 50, 100 y 200 mg / kg, disminuyó el edema inducido 

por formaldehído en 35, 46 y 66%, respectivamente. La administración de 10 mg / kg 

de indometacina produjo una disminución en el edema de 73% (Tabla 13). 

Tabla 13. Efecto del extracto de hexano de la semilla en el edema inducido con 
formaldehído en pata de rata. 

Valores medios de los volúmenes de las patas 

Tratamiento  Dosis 
(mg/kg) 

Antes de la 
inflamación 

Después de la 
inflamación  

(6 días) 

Efecto anti-
inflamatorio  

(%) 

Control 

 

NSH 

 

Indometacina  

- 

50 

100 

200 

10 

0.89±0.65 

0.86±0.38 

0.88±0.57 

0.89±0.73 

0.90±0.19 

1.64±2.34 

1.42±1.38a 

1.34±1.45a 

1.19±1.32a 

1.14±1.63a 

- 

35 

46 

66 

73 

Las medias y los errores estándar de las medias fueron calculados para grupos de seis ratas. NSH: extracto de hexano de la 
semilla. ap<0.005, comparado con el control. 

 

El edema en pata inducido con formaldehído es uno de los métodos de ensayo más 

usados para la evaluación de agentes antiinflamatorios (Morris, 2003). La histamina, 

serotonina, prostaglandina, bradiquinina y la sustancia P juegan papeles en el edema 

inducido con formaldehído (Figura 9).  
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Figura 9. Mecanismo de acción propuesto del extracto de hexano de la semilla (NSH) 
de B. crassifolia en el proceso inflamatorio. 

 

La inflamación inducida con formaldehído implica, generalmente, dos fases distintas; 

los investigadores sugieren que la primera de éstas se refiere a la estimulación 

directa de los nociceptores y la segunda puede estar asociada con la actividad de 

mediadores de la inflamación (Gepdiremen y col. 2004).  
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Algunos estudios han demostrado que el receptor antagonista llamado sustancia-P 

puede disminuir la progresión de la segunda fase de la inflamación inducida con 

formaldehído.  

El edema inducido con formaldehído se hace evidente después de un corto periodo, 

da síntomas de inflamación aguda (tumor, enrojecimiento y color) y alcanza su 

máximo en un tiempo que va de 3 a 6 horas. 

Debido a que el extracto de hexano de la fruta de B. crassifolia presentó menor 

actividad anti-inflamatoria respecto al extracto de hexano de la semilla, en este 

estudio no se presentan los resultados de la actividad anti-inflamatoria de la fruta. 

VIII.4.2. Efecto del extracto de hexano de las semillas (NSH) de B. crassifolia en 

la inflamación inducida con carragenina 

 

Al suministrar el NSH en una dosis de 200 mg / kg se observó un incremento en el 

edema de 24% después de transcurridas 6 horas de su suministro, en comparación 

con el grupo control, el cual presentó un incremento de 35% en el mismo periodo 

(Tabla 14). Transcurridas 6 horas, el grupo tratado con indometacina (fármaco de 

referencia) mostró un incremento de 21% en el edema.  

Tabla 14. Efecto del extracto de hexano de las semillas de B. crassifolia en la 
inflamación inducida con carragenina. 

Incremento en el tamaño del edema (%) 
 

Dosis (mg/kg) 0.5 h 2 h 4 h 6 h 

Control 
 

13 ± 0.16 19 ± 0.21 29 ± 1.50 35 ± 1.45 

50 
 

11 ± 0.89a 16 ± 1.34 a 23 ± 1.96 a 29 ± 1.57 a 

100 
 

10 ± 1.54a 15 ± 2.46 a 20 ± 2.01 a 27 ± 2.25 a 

200 
 

9 ± 3.76a 13 ± 0.72 a 19 ± 2.84 a 24 ± 3.71 a 

Indometacina 
(10 mg/kg) 

 

8 ± 3.51a 11 ± 2.68 a 17 ± 2.43 a 21 ± 3.65 a 

Los resultados se expresan durante el periodo comprendido entre 30 min a 6 h después de la inyección de carragenina. Las 
medias y los errores estándar de las medias fueron calculados para grupos de seis ratas, con una p <0.01 cuando se comparan 
con los el grupo control. 
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Los investigadores han utilizado ampliamente inducir el edema con carragenina en 

las patas traseras de las ratas, con el fin de evaluar nuevos fármacos (Perianayagam 

y col.2006). La inyección intraplantar de carragenina en ratas conduce a un edema 

de la pata en dos fases (véase Figura 9). 

La primera fase se produce dentro de la primera hora después de la inyección, 

y es el resultado de la liberación de histamina, serotonina y quininas; la segunda fase 

se asocia con una elevada producción de prostaglandinas, radicales libres de 

oxígeno, ciclo-oxigenasa (COX-2) y la activación de neutrófilos (Swingle y 

Shideman, 1972; Gay y col.1993).  

Las prostaglandinas desempeñan un papel importante en el desarrollo de la segunda 

fase, la cual ocurre generalmente después de tres horas. 

A su vez, el aumento en el tamaño de la pata pone de manifiesto la respuesta 

inflamatoria (Morris, 2003). Por su parte, el extracto de hexano de las semillas de B. 

crassifolia disminuyó significativamente el tamaño del edema durante las cuatro 

primeras horas después del tratamiento, en comparación con las ratas control. 

El extracto probablemente disminuyó el edema de la pata actuando en 

ambas fases de la inflamación inducida por carragenina, y se observó un 

efecto similar al de la indometacina. Así, en la fase aguda de la inflamación el 

extracto NSH puede inhibir la síntesis o liberación de los principales mediadores 

como la histamina, serotonina u otros mediadores proinflamatorios, que normalmente 

aparecen en la fase temprana de la inflamación (Figura 9). Además, el efecto en la 

segunda fase de inflamación puede deberse a la inhibición de la COX-2, que 

conduce a la inhibición de la síntesis de prostaglandinas. 

VIII.4.3. Edema inducido en pata de rata con histamina 

  

En este estudio se evaluó la actividad antiinflamatoria del NSH frente a la histamina. 

La Tabla 15 muestra que el edema en la pata de las ratas alcanzó su máximo a las 

dos horas de haber sido aplicada la inyección de histamina; a su vez, al transcurrir 

tres horas, se observó una disminución en el edema. 
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Tabla 15. Efecto antiinflamatorio del extracto de hexano de las semillas de B. 
crassifolia en edema inducido en pata de rata con histamina. 

  Incremento en el edema (%) 
Tratamiento  Dosis 

(mg/kg) 
1h Media ± SEM 2h Media ± SEM 3h Media ± SEM 

Control 
 

NSH 
 

Diclofenaco 
sódico  

- 
50 
100 
200 
10 

46±2.78 
33±5.15b 
28±3.46 
24±3.38 b 
17±4.12 

70±6.43 
27±3.69 b 
22±3.54 b 
19±2.70 b 
14±2.89 b 

66±5.72 
23±1.27 b 
19±2.89 b 
11±2.23 b 
9±3.62 b 

a Los resultados se expresaron como el porcentaje en el incremento del edema antes y después de suministrar el tratamiento. 

Los resultados se expresaron en un periodo de 1 a 3 horas después de la inyección con histamina. Las medias y los errores 
estándar de las medias fueron calculados para grupos de seis ratas. 
b p<0.01 cuando se compararon con el control tratado con agua. 
 

Al administrar el extracto de hexano de la semilla en dosis diferentes (50, 100 y 200 

mg/kg), se observó una inhibición significativa en el edema transcurridas 1, 2 y 3 

horas a partir de la inyección. Estos datos indican que el efecto antiinflamatorio de 

NSH es dependiente del tiempo y la dosis suministrada.  

El NSH mostró una significativa inhibición del edema en la etapa temprana de la 

inflamación (una hora después de la inyección de histamina). Sin embargo, en la fase 

tardía (dos horas después de aplicada ésta) el NSH disminuyó su efecto. Una hora 

después de la inyección de histamina el diclofenaco sódico causó una inhibición 

significativa del edema. 

La histamina es probablemente uno de los mediadores más importantes de 

la inflamación, ya que ésta puede aumentar la permeabilidad vascular y actuar con 

las prostaglandinas para inducir edema (Figura 9). Tubaro y col. (1985), así como 

Silva y col. (2007) proponen que las prostaglandinas actúan a través de receptores 

específicos en la vascularización para inducir la salida de plasma (Greenwald, 1991). 

El extracto de hexano de la semilla de B. crassifolia y el diclofenaco utilizado como 

fármaco de referencia disminuyeron, de manera significativa, la inflamación una hora 

después de la inyección con histamina. 
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VIII.4.4. Efecto del extracto de hexano de la semilla de B. crassifolia en el 

edema inducido con tetradecanoilforbol (TPA) 

 

Para realizar esta prueba se utilizó TPA para inducir un edema en la oreja del ratón y 

así poder evaluar la actividad antiinflamatoria del NSH. El éster de forbol (TPA) 

ocasiona una inflamación en la piel, por lo que esta prueba es adecuada para la 

evaluación de tópicos y agentes sistémicos antiinflamatorios; a su vez, la prueba ha 

sido ampliamente utilizada para determinar la actividad antiinflamatoria de un 

producto. En la Tabla 16 se puede observar que la aplicación tópica de NSH redujo 

significativamente la inflamación en 38, 51 y 62%, al administrar dosis de 0.125, 0.25 

y 0.50 mg/oreja, respectivamente, en comparación con la dexametasona, la cual 

causó una reducción del edema del 80%, al administrar una dosis de (0.05 mg/oreja). 

 

Tabla 16.Efecto del extracto de hexano de la semilla de B. crassifolia en el edema 
inducido en oreja, utilizando tetradecanoilforbol (TPA). 

 
Tratamiento Dosis 

(mg/oreja) 
Espesor de la oreja 

(mm) 

 
Control 

 
NSH 

 
 

NSH 
 
 

NSH 
 
 

Dexametasona 
 

 
- 
 

0.125 
 
 

0.25 
 
 

0.50 
 
 

0.05 mg/oreja 
 

 
0.091±0.12 

 
0.056±0.30b 

(38) 
 

0.044±42 a 
(62) 

 
0.034±0.42 b 

(62) 
 

0.072±0.98 a 
(80)      

Las medias y los errores estándar de las medias fueron calculados para grupos de seis ratones. 
ap<0.005, bp<0.001 comparado con el control. () Porcentaje de reducción del edema. 
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La aplicación tópica de TPA, es un modelo adecuado para seleccionar compuestos 

tópicos con potencial antiinflamatorio. Una sola aplicación de TPA induce estrés 

oxidativo, inflamación cutánea e hiperplasia epidérmica, debido a la proliferación de 

queratinocitos (Figura 9) (Perianayagam y col. 2006).  

Los investigadores han utilizado esta prueba para identificar alérgenos potenciales, 

para lo cual, se basaron en el aumento del grosor de la oreja en los animales 

sensibilizados. La inhibición de esta reacción dérmica se puede expresar como la 

disminución del edema de la oreja o del grosor de la oreja, en comparación con un 

grupo control. La aplicación de NSH suprimió de manera marcada el engrosamiento 

de la oreja y la hiperplasia epidérmica. La dexametasona, un glucocorticoide 

agonista, presenta una acción antiinflamatoria que se cree implica a la fosfolipasa A2 

y a lipocortinas, proteínas inhibidoras que controlan la biosíntesis de potentes 

mediadores de la inflamación tales como las prostaglandinas y los leucotrienos. La 

dexametasona no unida atraviesa las membranas celulares y se une por su alta 

afinidad a receptores citoplasmáticos específicos (Dunne, 1990). 

VIII.4.5. Efecto antiinflamatorio de B. crassifolia (NSH) en la fase proliferativa de 

la inflamación en ratas 

 

En este ensayo se calculó el efecto antiinflamatorio de la indometacina y del NSH en 

la fase proliferativa de la inflamación, mediante bolitas de algodón colocadas 

subcutáneamente en el lomo de ratas. El peso medio del algodón mojado extraído 

del grupo control fue de 205 mg ± 30.3 mg. En contraste, los pesos medios del 

algodón húmedo en el grupo de ratas que recibieron 200 mg / kg de NSH y la 

indometacina fueron de 85 mg ± 15.4 mg y 75 mg ± 26 mg, respectivamente (Tabla 

17). De acuerdo con los datos obtenidos, el efecto antiproliferativo del NSH y la 

indometacina fue de 57.7 y 62.7%, respectivamente.  
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Tabla 17. Efecto del NSH en la fase proliferativa de la inflamación en ratas, usando la 
prueba de bolitas de algodón. 

Tratamiento Dosis 
(mg/kg) 

Bolita 
húmeda 

(mg) 

Efecto 
antiproliferativo 

(% peso 
húmedo) 

Bolita 
seca 
(mg) 

Efecto 
antiproliferativo 
(% peso seco) 

Control 
 

NSH 
 
Indometacina 

 

- 
 

200 
 

10 

205 ± 30.3 
 

85 ± 15.4 
 

75 ± 26 

- 
 

57.7 
 

62.7 

51 ± 2.87 
 
 21.3 ± 1.45 

 
22.4 ± 1.76 

- 
 

58.2 
 

56 
 

Las medias y los errores estándar de éstas fueron calculados para grupos de seis ratas. 

 

El peso seco de las bolitas de algodón fue de 21.3 mg y 22.4 mg en los grupos de 

ratas tratadas con NSH e Indometacina, respectivamente. Al evaluar el peso seco de 

las bolitas, tanto el NSH como la indometacina inhibieron la inflamación en 58.2 y 

56%, respectivamente. 

El granuloma inflamatorio es una característica típica establecida de un 

proceso inflamatorio crónico (Figura 9). Cabe decir que los investigadores han 

empleado el granuloma con bolitas de algodón como un método para evaluar los 

componentes proliferativos de dicha inflamación. 

Generalmente, los pesos secos de las bolitas de algodón se correlacionan bien con 

la cantidad de tejido granulomatoso (Tazaki y col. 2011). La administración del NSH 

disminuyó el peso seco de las bolitas de algodón implantadas en el lomo de las 

ratas, lo que indica que inhibe la fase proliferativa de la inflamación.  

La inflamación crónica es una reacción que se produce cuando la respuesta a la 

inflamación aguda se muestra insuficiente para eliminar agentes proinflamatorios, e 

incluye la proliferación de fibroblastos, así como la infiltración de neutrófilos y 

exudación. 

La inflamación crónica se produce a partir del desarrollo de células proliferativas. 

Éstas pueden ser, tanto de propagación del granuloma, como de formación de éste 

(Zhang y col. 2011).  
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El NSH fue más eficaz sobre la inflamación crónica en comparación con su resultado 

en la inflamación aguda. Por su parte, el suministro de NSH o de indometacina 

impidieron el crecimiento del tejido granulomatoso inducido por las bolitas de 

algodón. A su vez, la indometacina redujo el tejido granulomatoso a partir de la 

respuesta celular, inhibiendo la infiltración de granulocitos en el cuerpo extraño 

implantado (Fracasso y col.1996). 

VIII.4.6. Efecto de la L-arginina y D-arginina en la acción antiinflamatoria de 

NSH, diclofenaco y L-NAME 

 

La administración de la L-arginina se hizo dos horas antes de la hora pico de la 

inflamación en cada caso; las horas pico se determinaron utilizando los datos 

obtenidos de la prueba con carragenina.  

Las Figuras 10 y 11 muestran, respectivamente, el crecimiento del edema en pata de 

rata inducido por la inyección de carragenina, así como el efecto del diclofenaco (3.1- 

50 mg / kg, v.o.) y del metil éster de N-nitro-L-arginina (L-NAME) (1-100 mg / kg sc) 

en el proceso inflamatorio. En ambos casos, los fármacos se administraron 10 

minutos antes de la inyección de carragenina. 

 

 

 

 

 

 

 
Los resultados se expresan como porcentaje del aumento en el volumen de la pata antes y después de 

administrar el tratamiento p<0.01. 

  

Figura 10. Actividad antiinflamatoria del diclofenaco en edema en pata de rata 
inducido con carragenina. 
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Los resultados se expresan como porcentaje del aumento en el volumen de la pata antes y después de 

administrar el tratamiento p<0.01. 

 Figura 11. Efecto antiinflamatorio de L-NAME en edema en pata de rata inducido con 

carragenina. 

 
 

El óxido nítrico (NO) participa en las fases vasculares (vasodilatación) y celulares de 

la respuesta inflamatoria, donde el aminoácido L-arginina es el precursor de su 

síntesis. Esta reacción puede ser inhibida por derivados estructurales de la L-arginina 

como la N-mono-metil-L-arginina (L-NMMA) y el metilester de N-nitro-L-arginina (L-

NAME), entre otros. 

Debido a las características del NO, esta molécula no puede ser almacenada; por lo 

que la regulación de la enzima que cataliza su síntesis es muy importante: se conoce 

como sintasa del NO (NOS). 

Hasta el momento se han identificado tres isoformas de la NOS: dos isoformas 

constitutivas (cNOS), ambas dependientes de calcio; la isoforma endotelial (eNOS), 

también conocida como tipo III (NOS3); y la isoforma neuronal (nNOS), también 

denominada tipo I (NOS1). Dichas isoformas median la producción de NO en 

cantidades bajas y fisiológicas, para actuar como señalizador molecular. 
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 Por último, una forma inducible (iNOS), independiente de calcio, también 

denominada de tipo II (NOS2), cataliza la producción de gran cantidad de NO 

(Vasudevan y Parle, 2007), además de que muchas respuestas patológicas agudas y 

crónicas se asocian con un exceso en la producción de NO catalizado por la iNOS. 

En las Figuras 10 y 11 se observa que la máxima disminución del edema en pata de 

rata fue seis horas después de haber suministrado el diclofenaco de forma oral a una 

dosis de 50 mg / kg y el L-NAME a una dosis de 100 mg / kg de forma subcutánea 

respectivamente. Lo cual nos indica que tanto el diclofenaco, un antiinflamatorio no 

esteroideo, y el L-NAME, inhibieron la producción de NOS, reduciendo las fases 

tempranas y tardías de la inflamación. 

Las Figuras 12(a) y 12(b) muestra el efecto del NSH y el L-NAME sobre la L-arginina, 

al ser suministrados en ratas con edema inducido en pata por carragenina, 

respectivamente. La arginina fue suministrada intraperitonalmente 1 h después de la 

inyección con carragenina. El NSH y el L-NAME fueron administrados 10 minutos 

antes de la inyección de carragenina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 
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Los resultados se expresan como porcentaje del aumento en el volumen de la pata antes y después de 

suministrar el tratamiento p<0.01. 

Figura 12 (a) y (b). Efecto de NSH y L-NAME sobre la L-arginina en la inflamación 
inducida con carragenina. 

 

En las Figuras 12(a) y 12(b) se observa que la L-arginina, un sustrato de la NOS, 

inhibió el efecto antiinflamatorio del NSH y L-NAME. Estos resultados sugieren que el 

mecanismo antiinflamatorio de NSH puede estar relacionado con la inhibición de 

iNOS (Silva y col.2003). 

 

VIII.5. Biofraccionamiento y purificación del compuesto responsable de la 

actividad antiinflamatoria 
 

Después de determinar la actividad antiinflamatoria del extracto crudo de hexano de 

la semilla de Byrsonima crassifolia, se procedió al biofraccionamiento para poder 

aislar el compuesto responsable de dicha actividad. 

Para ello, el extracto de hexano de la semilla de B. crassifolia se colocó en una 

columna empacada con sílica gel de malla 70-230 y se eluyó con éter de petróleo: 

acetona: hexano (2:1:0.5), de donde se obtuvo una subfracción (NSH1), la cual 

resultó positiva al evaluar su actividad antiinflamatoria mediante la prueba de edema 

b 

a 

b 
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inducido con TPA. El diagrama de aislamiento y purificación de las subfracciones con 

actividad antiinflamatoria se muestra en la Figura 13. 

 

VIII.5.1. Biofraccionamiento de la subfracción NSH1 

 

Esta subfracción se colocó en una columna empacada con sílica gel de malla 70-230 

y se eluyó con éter etílico: cloroformo (1:5), de donde se obtuvieron dos 

subfracciones (NSH11 y NSH12), de las cuales únicamente la NSH11 resultó tener 

actividad antiinflamatoria. 

VIII.5.2. Biofraccionamiento de la fracción NSH11 

 

La subfracción NSH11 se colocó en una columna empacada con sílica gel y se eluyó 

con éter etílico: cloroformo (1:5), de donde se obtuvieron cinco subfracciones 

(NSH111- NSH115), y de las cuales únicamente NSH111 presentó actividad. 

VIII.5.3. Biofraccionamiento de la fracción NSH111 

 

La subfracción NSH111 fue colocada en una columna cromatográfica con Sephadex 

LH-20, eluyendo inicialmente con cloroformo:metanol y posteriormente, aumentando 

gradualmente la polaridad (10:1 a 5:1), de donde se obtuvieron cinco subfracciones 

(NSH1111- NSH1115), de las cuales únicamente resultó activa la NSH1114. 

 

VIII.5.4. Biofraccionamiento de la fracción NSH1114 

 

NSH1114 se purificó por cromatografía en columna con Sephadex LH-20, para lo 

cual se utilizó un sistema de gradientes cloroformo:metanol 10:1/5:1, y se separaron 

cuatro subfracciones (NSH11141-NSH11144), de las cuales NSH11142 presentó 

actividad antiinflamatoria. 
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VIII.5.5. Biofraccionamiento de la fracción NSH11142 

 

Esta subfracción se colocó en un columna empacada con sílica gel y se eluyó con 

éter etílico:cloroformo (1:5), de la cual se obtuvieron tres subfracciones (NSH111421-

NSH11143), resultando activas NSH111422 y NSH1114213. La subfracción 

NSH111422 se obtuvo en muy poca cantidad, por lo que la muestra resultó 

insuficiente para seguir purificándola. 

VIII.5.6. Biofraccionamiento de la fracción NSH111423 

 

NSH111423 fue finalmente purificada por cromatografía en columna con sílica gel, y 

se eluyó con éter de petróleo:hexano (2:05), para dar el compuesto 1 (90 mg). 
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Fracción activa antiinflamatoria 

 

Éter etílico/CHCl3 1:5 

 

Éter etílico/ CHCl3 

1:5 

Éter de petróleo/ acetona/ hexano 

2:1:0.5 

Nanche Semilla 
Hexano 
(NSH) 

 

NSH-1 

NSH1-1 NSH1-2 

NSH11-1 NSH11-2 NSH11-3 NSH11-4 NSH11-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Diagrama del aislamiento y purificación de las subfracciones con actividad antiinflamatoria (continúa). 
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Figura13. Diagrama de aislamiento y purificación de las subfracciones con actividad anti-

inflamatoria (continuación). 
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VIII.6. Elucidación estructural del compuesto 1 (birsonimadiol) con actividad 

antiinflamatoria 

 

Los datos obtenidos en los espectros de IR, de resonancia magnética nuclear de 1H y 

de 13C y espectrometría de masas (EM) se muestran a continuación: 

El compuesto 1, se nombró como Birsonimadiol, el cual es un compuesto de aspecto 

gomoso incoloro. IR (KBr) νmax: 3402, 2852, 1736, 1651, 1463, 1375, 1067 y 721 

cm-1. 

HRESIMS, m/z [M = 588], 588.3956 calcd. para C34H52O8  588.3662; EIMS m/z (rel. 

int.) 589 [M + 1] (100), 570 [C34H50O7] (10), 528 [C32H46O6] (6), 470 [C30H46O4] (6), 

412 [C28H44O2] (9), 322 [C18H26O5] (7), 304 [C18H24O4] (5), 296 [C16H24O5] (4), 264 

[C16H24O3] (3), 246 [C16H22O2] (4), 224 [C13H20O3] (4).  

1H RMN (500 MHz, CDCl3): δ 0.77 (3H, s, H-24), 0.84 (3H, s, H-25), 1.20 (3H, s, H-

26), 1.24 (3H, s, H-27), 1.55 (3H, s, H-29), 1.94 (1H, m, H-2), 3.97 (1H, dd J = 4.8, 

11.7 Hz, H-3), 2.26 (1H,ddd, J = 3.0, 12.5,13,0 Hz H-7), 2.37 (1H, m, H-9), 5.45 (1H, 

t, J = 3.7 Hz, H-12), 3,68 (1H, m, H-16), 2.22 (1H, dd, J = 14.1, 4.0 Hz, H-18), 4.55 

(1H, d, J = 11 Hz, H-23α), 4.61 (1H, d, J = 11 Hz, H-23β), 2.21 (3H, s, COOMe). 

13C RMN (125 MHz, CDCl3): δ 38.18 (C-1), 27.49 (C-2), 68.32 (C-3), 42.11 (C-4), 

39.42 (C-5), 19.1 (C-6), 39.10 (C-7), 30.39 (C-8), 37.69 (C-9), 37.62 (C-10), 25.02 (C-

11), 127.82 (C-12), 137.51 (C-13), 45.34 (C-14), 34.62 (C-15), 77.51 (C-16), 69.67 

(C-17), 31.21 (C-18), 31.32 (C-19), 151.9 (C-20), 30.71 (C-21), 32.98 (C-22), 63.52 

(C-23), 14.32 (C-24), 16.21 (C-25), 22.88 (C-26), 26.04 (C-27), 173.56 (C COOMe), 

173.59 (COOMe), 21.46 (COOMe). 178.59, 173.56 y 173.59, 14.32 (C-24), 16.21 (C-

25), 22.88 (C-26), 26.04 (C-27), 27.45 (C-30),  173.56 (C COOMe), 173.59 (COOMe), 

178.59 (COOMe), 21.46 (COOMe). 

El compuesto 1 se aisló como una sustancia incolora gomosa, la cual mostró en el 

espectro IR bandas de absorción en 3402 y 1736 cm-1, lo que indicó la presencia de 

grupos hidroxilo y grupos carbonilo, respectivamente, así como un doble enlace 

terminal (3072, 1691 y 884 cm-1).  
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El compuesto 1 mostró un ion molecular a 590 m/z [M +2] y 589 m/z [M +1] 

correspondiente a la formula molecular C34H52O8 (calc para 588.3662), lo cual 

concuerda con los datos de RMN de 13C y DEPT.  

El espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) de 13C reveló 34 señales de 

carbono que fueron ordenadas por DEPT en: ocho metilos, diez metilenos, 

incluyendo un hidroximetilo, seis metinos y diez carbonos cuaternarios incluyendo un 

olefínico y tres grupos carbonil.  

En el espectro de RMN de 1H, se observaron señales de cinco metilos terciarios en 

δH 0.77, 0.84, 1.20, 1.24, 1.55, (3H cada uno, Me-24, Me-25. Me-26, Me-27 y Me-29 

respectivamente), quienes revelaron el esqueleto básico de un triterpenoide del tipo 

oleano.  

En el espectro de RMN de 13C se observaron tres señales de carbonil éster a 178.59, 

173.56 y 173.59, lo que sugirió que el compuesto 1 puede tener un grupo acetilo 

adicional en lugar de un grupo metilo en C-27 (Li y col.1997). 

La comparación del espectro de RMN de 13C del compuesto 1 con los de un 

yemuoside, y un verbesinosido A (Gao et al.,2009; Xu et al., 2010 respectivamente), 

sugirieron la posición de los dos grupo éster en el C-28 y C-29. Estas asignaciones 

se confirmaron mediante experimentos HMBC (Figura 14). 
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Figura 14. Compuesto 1 y sus correlaciones observadas en el experimento HMBC 

(H-C). 

Un análisis detallado del espectro de RMN de 1H del compuesto 1 confirmó los 

rasgos característicos de la estructura principal de un triterpéno del tipo oleano, la 

señal en δH 5.45 se atribuyó a un protón vinílico, el cual fue confirmado por RMN de 

13C a δc 127.82 (C-12), 137.51 (C-13).  

La posición del grupo hidroximetino fue proporcionada por los datos del espectro de 

HMBC en el cual aparecen correlaciones de largo alcance de los protones del 

metileno a δH 4.55 (H-23α), y δH 4.61 (H-23β), a las señales del carbón δc 68.32 (C-

3), y δc 14.32 (C-24), observándose también una correlación desde los protones 

metinos a δH 3.68 a la señal del carbono δc 77.51 (C-16), indicando la posición del 
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segundo grupo hidroxilo, finalmente las señales a δH 3.97 (H-3) al carbono del  

carbonil de un grupo acetato a δc 173.56.  

Por lo tanto, la estructura del compuesto 1 se determinó como 16α,23,Dihidroxi-

olean-12-ene-3β,17β,20β-triacetato (Figura 14), el cual fue nombrado como 

birsonimadiol. En el Anexo E, se muestra la fragmentación sugerida para 

birsonimadiol así como sus espectros. 
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VIII.6.1. Actividad antiinflamatoria del compuesto 1, aislado de las semillas de 

B. crassifolia 

 

El efecto antiinflamatorio del compuesto 1 aislado de B. crassifolia se estudió en 

ratas con inflamación inducida con TPA; los datos obtenidos se compararon con la 

dexametasona, usada como estándar de referencia. 

La aplicación tópica de TPA en oreja de ratón indujo una respuesta edematogénica, 

lo cual puede observarse por un marcado incremento en el grosor de la oreja (Tabla 

18). El triterpeno inhibió eficazmente la inflamación (0.056 a 0.070 mm/oreja) de 

forma comparable con el efecto de la dexametasona (0.075 mm/oreja). La aplicación 

tópica del compuesto 1 a dosis de 0.125, 0.25 y 0.50 mg de dosis/oído redujo 

significativamente el grado de inflamación en 24, 22 y 40%, respectivamente, en 

comparación con el grupo control tratado con dexametasona (0.05 mg/oreja), el cual 

fue de 19% (Tabla 18). 

La dexametasona es un agonista glucocorticoide con acción antiinflamatoria; se cree 

que tiene efecto sobre las lipocortinas (proteínas inhibidoras de la fosfolipasa A2), las 

cuales controlan la biosíntesis de potentes mediadores de la inflamación, como las 

prostaglandinas y los leucotrienos. La dexametasona atraviesa las membranas 

celulares y, por su alta afinidad, se une con receptores citoplasmáticos específicos 

(Tazaki y col.2011). 
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Tabla 18. Efecto del compuesto 1 en el edema inducido con tetradecanoilforbol (TPA) 
en oreja. 

 

Tratamiento  Dosis 
(mg/oreja) 

Espesor de la oreja 

(mm) 

Control  0.092 ± 0.0023 

Compuesto 1 0.125 

 

0.070 ± 0.0056a     

(24) 

Compuesto 1 0.25 

 

0.063 ± 0.0038a 

(22) 

Compuesto 1 0.50 

 

0.056 ± 0.0074a 
(40) 

Dexametasona 0.05 0.075 ± 0.0098a 
(19) 

 
Las medias y los errores estándar de las medias fueron calculados para grupos de seis ratones. 
Usando una ap<.001 cuando los datos son comparados con el grupo control. () Porcentaje de reducción del edema. 

 

 

El TPA es una proteína quinasa caracterizada como activador y promotor de 

tumores; es a su vez, un modelo conveniente para seleccionar compuestos tópicos 

con potencial antiinflamatorio. Una sola aplicación de TPA induce estrés oxidativo, 

inflamación cutánea e hiperplasia epidérmica, debido a una mayor proliferación de 

queratinocitos (Morris, 2003). Este ensayo se ha utilizado para identificar alérgenos 

potenciales, basándose en el aumento del espesor de la oreja en los animales 

tratados. La inhibición de esta reacción dérmica se puede expresar como la 

disminución del edema en la oreja o del grosor de ésta, en comparación con un 

grupo control. 

VIII.7. Actividad cicatrizante del extracto de hexano de B. crassifolia 

 

Debido a que el extracto de hexano de la fruta de B. crassifolia presentó menor 

actividad cicatrizante respecto al extracto de hexano de la semilla, únicamente se 

muestran los resultados de la actividad cicatrizante de la semilla. 
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VIII.7.1. Efecto del extracto de hexano de la semilla de B. crassifolia en la herida 

por escisión 

Los resultados de este estudio muestran que la aplicación tópica del extracto de 

hexano de las semillas de B. crassifolia en la superficie de la herida en ratas 

diabéticas inducidas con estreptozotocina acelera el proceso de cicatrización, 

disminuyendo el área lacerada. 

El cierre de la herida en diferentes intervalos se muestra en la Tabla 19. La 

aplicación del extracto de hexano de las semillas de B. crassifolia (NSH) dio como 

resultado el cierre completo de la herida al día 14, lo que conduce a una curación 

más rápida, lo cual se confirma por la reducción en el tiempo de epitelización (Rathi y 

col.2004), en comparación con el grupo control diabético y el grupo diabético tratado 

con nitrofurazona (2% p/p), en los cuales la herida cerró 60%, y 90% el día 14, 

respectivamente. Estos resultados se pueden apreciar mejor en la Figura 15, donde 

se muestran fotos del proceso de cicatrización. 

 

Tabla 19. Efecto de la aplicación tópica del extracto de hexano de las semillas de B. 
crassifolia (NSH) en la cicatrización de heridas en ratas durante un periodo de 16 
días. 

Cierre de la herida en mm2 

Días Control normal Control 
diabético 

NSH 10% NT 0.2% 

3 
 

58.9 ± 4.12 
(21) 

59.7 ± 7.18 
(19) 

87.4 ± 0.58a 
(28) 

72.1 ± 1.36a 
(23) 

6 
 

85.5 ± 6.88 
(27) 

75.1 ± 3.46 
(24) 

125.5 ± 0.13a 
(40) 

94.3 ± 5.48a 
(30) 

9 
 

135.4 ± 5.90 
(43) 

115.8 ± 2.87 
(37) 

228.5 ± 00a 
(73) 

159.6 ± 4.02a 
(51) 

12 
 

176.0 ± 7.63 
(56) 

156.5 ± 5.64 
(50) 

288.0 ± 0.96a 
(92) 

250.2 ± 6.01a 
(80) 

14 
 

223.0 ± 7.23 
(71) 

190.3± 4.57 
(61) 

313.0 ± 00a 
(100) 

281.6 ± 00a 
 (90) 

16 
 

249.6 ± 8.45 
(80) 

234.2± 4.12 
(75) 

- 306.4 ± 00a 
 (98) 

 
Las medias y sus errores estándar fueron calculados para grupos de seis ratas. Utilizando una p <0.05 en comparación con el 
grupo diabético. () Porcentaje de cierre de la herida, calculado respecto al área de la herida al día 0 (313 mm2). Nitrofurazona 
(NT) utilizada como control positivo. 
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Figura 15 . Efecto de la aplicación tópica del (NSH) en heridas hechas por escisión durante un periodo de 16 días. 

 

Tratamiento tópico Dia3 Día 6 Día 9 Día 12 Día 13 Día 16 

 
 

Control normal 

 

 
 

Control diabético 

 
 

Diabético + NSH  

 
Diabético +nitrofurazona 

(0.2%) 
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El NSH disminuyó el tiempo de curación de la herida, así como el periodo de 

epitelización. Además, la tasa de contracción determina el periodo de epitelización, el 

cual se puede definir como el movimiento centrípeto de los bordes de un espesor 

total de la herida para facilitar su cierre (Wang y Li, 2009). De ahí que la tasa de 

contracción se asocia con la cantidad de colágeno depositado. 

El colágeno no sólo confiere resistencia e integridad a la matriz del tejido, sino que 

también desempeña un papel importante en la homeostasis y la epitelización (fase 

posterior de la cicatrización de la herida); por lo tanto, al aplicar tópicamente NSH en 

la herida, ésta mejora significativamente la síntesis de colágeno, por lo que el 

extracto de hexano de la semilla de B. crassifolia contribuye a la curación y también 

proporciona la fuerza necesaria para que el tejido sea reparado. 

 VIII.7.2. Efecto del extracto de hexano de B. crassifolia en la herida por incisión 

  

La resistencia a la tensión de la herida por incisión se muestra en la Tabla 20. Al 

realizar esta prueba se observó un aumento significativo en la resistencia de la piel 

en ratas tratadas con NSH (612.10 ± 1.45), respecto al control diabético (325 ± 0.98) 

y la nitrofurazona (599.67 ± 1.87). 

Tabla 20. Efecto del extracto de hexano de las semillas de B. crassifolia (NSH) en las 
heridas hechas por incisión. 

 

Tratamiento tópico Resistencia a la 
tensión 

 (g) 

Peso del 
granuloma seco  

(mg/100 g)   

Resistencia a la 
tensión  

 (g) 

   
Control normal  

 
381.16 ± 4.37 

 
53.75 ± 2.41 

 
331.0 ± 4.18 

 
Control diabético  

 
325 ± 0.98 

 
40.16 ± 1.65 

 
186.21 ± 1.52 

 
NSH 10% 

 
612.10 ± 1.45a  

 
159.20 ± 3.54a 

 
483.95 ± 5.16a 

Pomada de 
nitrofurazona (0.2%) 

 
599.67 ± 1.87a  

 
146.54 ± 1.78a 

 
474.23 ± 5.88a  

Las medias y sus errores estándar fueron calculados para grupos de seis ratas, utilizando una ap <0.01 en comparación con el 

grupo diabético. 
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El efecto de la aplicación tópica de NSH en las heridas realizadas por incisión se 

estimó determinando el aumento en el peso del tejido (159.20 ± 3.54) y el aumento 

de su resistencia a la tensión (483.95 ± 5.16). Los resultados se muestran en la 

Tabla 20. 

Dado que las heridas tratadas con B. crassifolia mostraron una mayor resistencia a la 

tensión, se puede deducir que B. crassifolia aumenta la síntesis de colágeno celular. 

Las moléculas de colágeno se forman en el lugar de la herida y se convierten en 

enlaces cruzados para formar fibras, por lo que la resistencia del tejido se debe a la 

regeneración de colágeno y a la formación de moléculas entrecruzadas, además de 

que un aumento en el peso seco del granuloma indica un mayor contenido de 

proteína (Hon y col.2009). 

VIII.7.3. Análisis bioquímicos de las heridas por escisión  

 

La Tabla 21 muestra el contenido de colágeno (hidroxiprolina), el contenido de 

proteína y el ADN en los tejidos de ratas tratadas por vía tópica. Los resultados 

mostraron que NSH posee una acción cicatrizante, aumentando significativamente el 

contenido de hidroxiprolina (niveles de colágeno), y proteína total. Por lo que los 

elevados niveles de hidroxiprolina en el tejido regenerado sugieren la síntesis de 

colágeno, un importante constituyente de la matriz extracelular (Manjunatha y 

col.2007). 

El colágeno, es un componente esencial de la matriz extra celular, el proceso de 

curación depende, en gran medida, de su biosíntesis, su formación y su maduración 

subsiguiente. Al evaluar el contenido de colágeno en los tejidos del grupo control y 

las heridas tratadas con NSH, se observa claramente que B. crassifolia aumenta la 

producción de colágeno en el día 8 (Tabla 21) (Midwood y col.2004)  

El ácido urónico y la hexosamina son moléculas de la matriz que actúan como 

sustancia base para la síntesis de nueva matriz extracelular. Se ha reportado que 

existe un incremento en los niveles de estos componentes durante las primeras 

etapas de la cicatrización de una herida, después de lo cual son restaurados los 

niveles normales (Midwood y col.2004).  
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Una tendencia similar se observó en las heridas tratadas con el extracto de hexano 

de la semilla de B. crassifolia, ya que los niveles de ácido urónico y hexosamina 

aumentaron ocho días después de haber iniciado el tratamiento. 

Tabla 21. Contenido de colágeno (hydroxyprolina), proteína total, ácido urónico y 
hexosamina en la granulación de los tejidos. 

                  Granuloma 

Tratamiento Día Hidroxiprolina 
(mg/100 mg) 

Contenido 
de proteína 
(µg/100 mg) 

Ácido 
urónico 

Hexosamina 
(µg/100 mg) 

      
 4 3.22 ± 1.18 2.67 ± 0.67 97.38 ± 7.65 798 ± 34.16 

Control 
normal 

8 
16 
 

5.67 ± 2.49 
3.04 ± 1.89 

5.98 ± 2.13 
3.01 ± 1.87 

88.54 ± 6.54 
86.79 ± 6.73 

781 ± 43.28 
694 ± 29.08 

 4 
8 
16 

 

2.73 ± 0.65 
 4.69 ± 1.71 
3.01 ± 1.20 

3.21 ± 1.12 
7.56 ± 1.55 

5.62 ± 1.34 

93.19 ± 14.74 
85.72 ± 9.30 

82.26 ± 8.76 

728 ± 16.48 
543 ± 21.3 

365 ± 41.1 

NSH 
 

4 
8 
16 

4.78 ± 1.73a 

8.94 ± 2.56a 

3.28 ± 3.56b 

5.72 ± 1.62b 

9.28 ± 2.47a 

7.54 ± 4.80a 

114.0 ± 11.62 

a 

103.9 ± 10.33 

b 

97.1 ± 15.46b 

1009 ± 56.8 b 
854 ± 39.71 b 

583 ± 27.19a 

 
Nitrofurazona 

4 
8 
16 

4.65 ± 2.57 b 
8.79 ± 4.32 a 

3.26 ± 1.36 b 

5.23 ± 2.14a 
8.77 ± 3.51b 
4.21 ± 1.47b 

112.40 ± 8.64 
106.1 ± 8.34 b 
95.9 ± 7.51 a 

1011 ± 43.21 a 
876 ± 36.52 b 

587 ± 24.70a 
      
      

Las medias y sus errores estándar fueron calculados para n=6 seis animales. Todos los valores, excepto el colágeno, se 

expresan como mg/100 mg de tejido húmedo. Los valores de colágeno se reportan en mg/100 mg de tejido seco. Los 
rresultados estadísticamente significativos se indican como ap <0,01 y bp <0,001 en comparación con el grupo diabético.  

 
 

VIII.7.4. Estimación de las enzimas antioxidantes (superóxido dismutasa y 

catalasa) 

 

La estimación de las enzimas antioxidantes SOD y CAT se realizó en los tejidos 

obtenidos de las heridas en las ratas. Los animales tratados con NSH mostraron un 

aumento significativo después de ocho días, seguido de una reducción gradual hasta 

el día 16, en comparación con el control diabético (Tabla 22). 
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Los resultados obtenidos mostraron un aumento en los niveles de SOD y CAT a los 

ocho días de tratamiento, y que tienden a normalizarse gradualmente hacia el día 16.  

Los niveles de ambas enzimas fueron mayores en las ratas tratadas con NSH. El 

grupo control diabético mostró una disminución de la actividad enzimática que puede 

atribuirse al exceso de producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), lo que 

trae como consecuencia un retraso en la cicatrización. 

 

Tabla 22. Efecto del tratamiento tópico con NSH en el contenido de superóxido 
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) 

 Unidad /mg de proteína 

Tratamiento Día SOD CAT 

 
 

Control 
normal  

 

 
4 
8 
12 
16 
 

 
0.59 ± 0.006 
0.84 ± 0.007 
0.75 ± 0.004 
0.69 ± 0.003 

 
1.49 ± 0.87 
1.75 ± 0.54 
1.63 ± 0.62 
1.59 ± 0.23 

 
Control 

diabético  
 

4 
8 
12 
16 
 

0.53 ± 0.003 
0.72 ± 0.007 
0.60 ± 0.004 
0.50 ± 0.009 

 

1.32 ± 0.45 
1.41 ± 0.26 
1.40 ± 0.28 
1.38 ± 0.31 

 
 

NSH 
 

4 
8 
12 
16 
 

0.55 ± 0.001a 

0.99 ± 0.002a 

0.86 ± 0.008a 

0.72 ± 0.005a 

1.40 ± 0.21a 

1.53 ± 0.35 a 
1.50 ± 0.29 a 
1.46 ± 0.36 a 

 
Nitrofurazona 

4 
8 
12 
16 
 

0.51 ± 0.006a 

0.90 ± 0.008a 

0.81 ± 0.005a 

0.71 ± 0.009a 

1.39 ± 0.34a 

1.50 ± 0.43 a 
1.48 ± 0.16 a 
1.45 ± 0.28 a 

Las medias y sus errores estándar fueron calculados para grupos de seis ratones usando una ap<0.001 cuando se compara con 
el grupo diabético. 
 
 

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

~ 88 ~ 
 

VIII.8. Aislamiento y purificación de las fracciones con actividad 

hipoglucemiante y anti-AGEs 

 

En estudios previos realizados al extracto de hexano de la fruta y la semilla de B. 

crassifolia, se concluyó que éste presenta actividad hipoglucemiante y anti-AGEs en 

ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (Perez y col.2010). Continuando con 

esta investigación, se decidió aislar y purificar los componentes que le confieren al 

nanche estas propiedades, por lo que las pruebas preliminares de estas actividades 

no se presentan. 

Como el extracto de hexano de la fruta de B. crassifolia presentó menor actividad 

hipoglucemiante y anti-AGEs, respecto al extracto de hexano de la semilla, 

únicamente se muestran los resultados hipoglucemiantes y anti-AGEs de la semilla. 

VIII.8.1. Biofraccionamiento y purificación de los compuestos responsables de 

la actividad hipoglucemiante y anti-AGEs 

 

El extracto de hexano de la semilla de B. crassifolia se colocó en una columna 

empacada con sílica gel de malla 70-230, y se eluyó con éter de 

petróleo/acetona/hexano (2:1:0.5), de donde se obtuvieron dos subfracciones (NSH1 

y NSH2), a las cuales se les evaluó la actividad antidiabética y antiglicación, dando 

positiva la fracción NSH1 (el diagrama de aislamiento y purificación de las fracciones 

con actividad hipoglucemiante y anti-AGEs, esto se muestra en la Figura 16. 

 VIII.8.2. Biofraccionamiento de la subfracción NSH1 

 

Esta subfracción se colocó en una columna cromatográfica con sílica gel y se eluyó 

con éter etílico/cloroformo (1:5), de donde se obtuvieron dos subfracciones (NSH11 y 

NSH12) y la fracción NSH11 resultó activa en la prueba hipoglucemiante y anti-

AGEs. 
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VIII.8.3. Biofraccionamiento de la subfracción NSH11 

 

NSH11 se sometió a cromatografía en columna con sílica y se eluyó con éter 

etílico/cloroformo (1:5), de donde se obtuvieron cinco subfracciones (NSH111- 

NSH115), de las cuales únicamente la fracción NSH111 presentó actividad. 

VIII.8.4. Biofraccionamiento de la subfracción NSH111 

 

La subfracción NSH111 se colocó en una columna cromatográfica con Sephadex LH-

20, utilizando para ello un sistema de eluyentes cloroformo:metanol 10:1- 5:1, y de 

donde se obtuvieron cinco fracciones (NSH1111- NSH1115), de las cuales las 

subfracciones NSH1113 y NSH1114 fueron positivas.  

La subfracción NSH1114 se siguió sometiendo a proceso de cromatografía; no 

obstante, al purificarlas, las subfracciones obtenidas se obtuvieron en muy poca 

cantidad, por lo que el proceso de biofraccionamiento de esta subfrfacción no se 

detalla, pero se puede observar en la Figura 16. 

VIII.8.5. Biofraccionamiento de la subfracción NSH1113 

 

NSH1113 se separó por cromatografía en una columna empacada con Sephadex 

LH-20, se utilizó para ello cloroformo:metanol (10:1-5:1), y se obtuvieron cuatro 

subfracciones (NSH11131- NSH11134), de las cuales únicamente NSH11131 resultó 

activa. 

VIII.8.6. Biofraccionamiento de la subfracción NSH11131 

 

La subfracción NSH11131 se colocó en una columna cromatográfica con Sephadex 

LH-20, en las mismas condiciones mencionadas anteriormente, de donde se 

obtuvieron dos subfracciones (NSH111311 y NSH111312), y resultó activa la 

subfracción NSH111312. 
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VIII.8.7. Biofraccionamiento de la fracción NSH111312 

 

NSH111312 se continuó purificando, y se utilizó para ello cloruro de metileno: 

cloroformo (3:2), de donde se obtuvieron cinco subfracciones de las cuales 

NSH1113121 y NSH1113123 resultaron positivas; debido a que se obtuvo muy poca 

cantidad de NSH1113121, está ya no se siguió purificando. 

VIII.8.8. Biofraccionamiento de la fracción NSH1113123 

 

Finalmente, la subfracción NSH1113123 se purificó mediante cromatografía en 

columna con Sephadex LH-20, eluyendo con un gradiente de cloroformo: metanol 

10:1- 5:1, de donde se obtuvieron los compuestos 2 (94 mg) y 3 (112 mg), los cuales 

resultaron positivos en la prueba anti-AGEs e hipoglucemiante. 
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Figura 16. Diagrama del aislamiento y purificación de las subfracciones con actividad hipoglucemiante y anti-AGEs 
(continúa) 

Fracción activa 

hipoglucemiante y anti-AGEs 

 

Éter etílico/CHCl3 1:5 

 

Éter etílico/ CHCl3 

1:5 

Éter de petróleo/ acetona/ hexano 

2:1:0.5 

Nanche Semilla 
Hexano 

(NSH) 

 

NSH-1 NSH-2 

NSH1-1 NSH1-2 

NSH11-1 NSH11-2 NSH11-3 NSH11-4 NSH11-5 
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Sephadex LH-20 

Éter etílico/ OACET 

11:1 
CH2Cl2/CHCl3 

3:2 

Sephadex LH-20 

Sephadex LH-20 

Sephadex LH-20 

NSH111-1 

Sephadex LH-20 

 2  3 

NSH111-3 NSH111-2 NSH111-1 NSH111-4 NSH111-5 

NSH1113-1 NSH1113-2 NSH1113-3 NSH1113-4 

NSH11131-1 NSH11131-2 

NSH111312-1 NSH111312-2 NSH111312-3 NSH111312-4 NSH111312-5 

NSH1114-1 NSH1114-2 NSH1114-3 NSH1114-4 

NSH1114-1 NSH1114-2 

Fracción activa  

Muy poca fracción 

Compuesto puro  

Figura 16. Diagrama de aislamiento y purificación de las 

subfracciones con actividad hipoglucemiante y anti-AGEs 

(continuación). 
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VIII.9. Elucidación estructural de los compuestos 2 y 3 (birsonina A y birsonina 

B) con actividad hipoglucemiante y anti-AGEs  

 

En la tabla 23 se muestran los datos de RMN de 1H y 13C del compuesto 2 con 

actividad hipoglucemiante y anti-AGEs. 

Tabla 23. Datos de RMN de 1H y 13C del compuesto 2 con actividad hipoglucemiante 
y anti-AGEs. 

Posición                                 1H                                    13C HMBC 
 

1 - 132.48 - 

2α 5.54 (1H, dd, J = 4.1, 3.7, Hz) 65.08 C=O 

3α 
3β 

2.50 (1H, dt, J = 14, 3.7 Hz) 
1.79 (1H, dt, J = 14, 6.0 Hz) 

34.11  

4β 2.65 (1H, m) 57.29 C-15, C-15' 

5 3.62 (1H, m) 29.19 C-10, C-7, C-6, C-1, C-4, C-2 

6 4.17 (1H, dd, J = 6.8, 9.3 Hz) 62.17  

7 3.43 (1H, m) 57.35 C13, C-11, C-9, C-8, C-6, 

8 4.18 (1H, td, J = 2.1, 10.3, Hz) 68.20 C-14, C-10, C-7, C-8, C-1 

9a 2.04 (1H, dd, J = 2.0, 13.4 Hz) 29,79 C-14, C-10 , C-8, C-7,C-1, 

9b 2.18 (1H, m) -  

10 - 129.77  

11 2. 20 (1H, m) 38.71 C-13, C-7, C-12 

12 - 173.44  

13 1.34 (3H, d, J = 7.0 Hz) 13.91 C-7, C-11, C-12 

14 2.27 (3H, br,s) 22.78 C-10, C-9, C-8, C-1, C-2 

15 2.06 (1H, m) 25.44 C-4 

1' - 130.98  

2'  68.95  

3'  31.73  

4'  130.07  

5'  58.96 C-10', C-7',C-6', C-4', C-1' 

6' 4.19 (1H, dd, J =7.1, 9.5 Hz) 60.21  

7'  59.01 C13', C-11', C-6', C-5', C-9' 

8'  68.20  

9'  28.98 C-14', C-10', C-7', C-8', C-5', C-1' 

10' - 129,77  

11'  29.30  

12'  172.99  

13' 1.33 (3H, d, J = 7.0 Hz) 14.21  

14'  23.07  

15' 5.33 (1H, brs) 129.92 C-4', C-5, C-3', 

1'' - 167.88  

2''-6'' 7.70 (2H, d, J = 7.6) 130.98  

3''-5'' 7.49, (2H, d, J = 7.6) 128.87  

CH3COO 2.30 22.88  

CH3COO - 172.98  

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

~ 94 ~ 
 

El compuesto 2 (birsonina A), se obtuvo como una sustancia incolora con 

consistencia de gel. El HRFABMS mostro un ion en 820.5461 m/z, de acuerdo con el 

espectro de RMN de 13C y DEPT, este compuesto tiene la fórmula molecular 

C48H52O12. 

El espectro de IR reveló bandas de absorción de γ-lactona a 1774 cm-1, éster (1743 

cm-1) y de grupos olefínicos a 1674 cm-1. Los espectros de RMN de 13C y DEPT 

revelaron que el compuesto 2 presenta 48 átomos de carbono, derivándose en seis 

metilos, cinco metilenos, veinticuatro metinos y trece carbonos cuaternarios. Los 

datos espectroscópicos de RMN de 1H y 13C del compuesto 2 (Tabla 24) fueron 

consistentes con un esqueleto Guaia-1(10), con la presencia de dos señales de 

protones de lactona en δH 4.17 y δH H 3.43. El espectro de RMN de 2 mostró señales 

de metilo en δH 1.34 ( 3H , d , J = 7.0 Hz), δH 1.33 (3H, d , J = 7.0 Hz), δC 13,91 y 

14,21 que caracterizan a los protones de metilo de la α-metil-γ-lactona en los 

sesquiterpenos del tipo guaianolido lactonas ( Kumari y col. 2003)  

Se observaron también dos grupos lactona carbonil a δC 172.98 y δC 173.44, así 

como dos carbonos unidos a oxígenos (δC 62.17 y δC 60.21) los cuales fueron 

asignados a dos grupos γ-lactona, respectivamente. En adición los grupos metilo de 

los acetilos a δC 172.48 dieron dos picos a δH 1,97 y δH 1.99, estos datos sugieren 

que 2 es un sesquiterpeno dimérico con dos unidades guaian-12,6-olide. 

Las correlaciones observadas entre H-13 y H-6 revelaron que éstos están orientados 

en posición β. Además, la constante de acoplamiento (J6. 7 = 9.5 Hz) confirmó la 

disposición de los hidrógenos 6 y 7.  

El compuesto 2, por su parte, mostró la presencia de un grupo benzoilo en sus 

espectros de HMBC; las correlaciones de δH 4.18 (H-8) junto con δC 168.78 (C-1) 

confirmaron la presencia de un benzoilo en C-8 El espectro de RMN de 1H presentó 

un singulete a δH 2.27 que podría ser asignado a un grupo metilo terciario unido a un 

carbono cuaternario (C-10), estas asignaciones fueron apoyadas por el espectro de 

HMBC  
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El espectro de RMN de 13C reveló la presencia de un doble enlace tetra-sustituido (δC 

132.78 y 129.77). A la correlación NOE entre los grupos metilo del grupo acetilo se le 

asignó la posición en C-2. El valor de la constante de acoplamiento J7,8=3.3 Hz indico 

una α-orientación del H-2. La posición del grupo acilo se confirmó en el C-2 (δC 

65.08) por el pico observado entre el H-2 (δH 5.54) y el C=O (δC 172.98) observado 

en el espectro HMBC. 

Por otra parte, las correlaciones de la otra unidad del guaianolido (compuesto 2), con 

un grupo acetilo, un grupo benzoilo y señales de exo- olefina (δC 130.07 y δC 129.92) 

fueron evidentes. El vínculo entre las dos unidades guaianolidos se caracterizó en los 

espectros de HMBC los cuales mostraron correlaciones entre el H-4 (δH 2.65 ) y C- 4' 

(δC 130.07).  

Las constantes de acoplamiento para H-6 ( J5,6 = 6,8 Hz, J6,7 = 9-3 Hz ) y H-6 ' (J5',6 ' 

J= 7,1 Hz , J6',7' J= 9,5 Hz ) indicaron la presencia de dos anillos trans-fusionados de 

α -metil-γ- lactona en 2. La orientación del H-6 y H-11 se determinaron en posición β 

y la de H-5 , H-7 , CH2-15 y Me-13 se determinaron en posición α, esto debido a las 

correlaciones observadas en el espectro NOESY (H-6/H-4;, H-11; H-5/H-1; H-13/H-7; 

H-5) y a la constante de acoplamiento de H-6 a H- 7 . Por lo tanto, el compuesto 2 es 

un nuevo dímero por lo cual fue identificado como birsonina A, Figura 17. 
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Figura 17. Estructura química del compuesto 2 (birsonina A) y 3 (birsonina B), con 

actividad hipoglucemiante y anti-AGEs, y la correlación HMBC del compuesto 2 

(correlaciones 1H-1H COSY (negrita) y 1H-13C HMBC (flecha) 

 

El compuesto 3 (birsonina B), se obtuvo como un gel incoloro. El HRFABMS 

(espectro de masas de alta resolución) mostró un ion a 704.3928 m/z sugiriendo la 

fórmula molecular C44H48O8 concordando con los espectros de RMN de 13C y el 

experimento DEPT. Su espectro de IR mostró bandas características en 1724 (γ-

lactona), 1743 (carbonilo éster) y 1624 (doble enlace).  
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La estructura del compuesto 3 se dedujo de los datos de RMN, los cuales están 

estrechamente relacionados con birsonina A, estos mostraron similitudes en los 

desplazamientos químicos, constantes de acoplamiento, y en las correlaciones 2D-

RMN.  

Al comparar los datos de RMN de 13C, el compuesto 3 no presento un resto acilo (δH 

5.54 H-2, δC 65.08, C-2), además solo presentó dos señales para grupos carbonilos a 

diferencia del compuesto 2 el cual presentó 3 señales, los espectros 

correspondientes a los compuestos 2 y 3 se pueden observar en los Anexos C y D 

respectivamente. Por lo tanto, la estructura del compuesto 3 fue denominada como 

birsonina B (Figura 17). 

 

VIII.9.1. Actividad hipoglucemiante y anti-AGEs de birsonina A y B 

 

La administración oral de birsonina A en una dosis de 30 mg / kg redujo la glucosa 

sanguínea en ratones diabéticos tipo 1, de 371.28 mg/dl (al tiempo cero) a 215.38 mg 

dl (6 h después del suministro) (Tabla 24). Al administrar birsonina B (30 mg/kg) se 

observó una reducción en el nivel de glucosa sanguínea de 317.82 mg / dl a 210.34 

mg / dl en el mismo intervalo. Cuando se administró glibenclamida a los ratones 

diabéticos tipo 1, se obtuvo una reducción de 351.46 mg/dl a 203.30 mg/dl después 

de seis horas de haber sido suministrado el tratamiento (Tabla 24). 

Cuando se suministró birsonina A (30 mg / kg) a ratones diabéticos tipo 2, ésta 

produjo su mayor efecto hipoglucemiante después de seis horas de haberse iniciado 

la prueba, reduciendo los niveles de glucosa de 214.76 mg / dl (tiempo 0) a 113.67 

mg / dl (Tabla 24). Al suministrar birsonina B a la misma dosis, ésta redujo la glucosa 

sanguínea de 256.23 mg / dl a 129.34 md/dl en el mismo intervalo. Al observar los 

resultados referentes a la glibenclamida, ésta redujo la glucosa en sangre de 249.53 

(tiempo 0) a 148.51 después de seis horas de haber sido suministrado el tratamiento. 
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Tabla 24. Efecto de birsonina A y B en los niveles de glucosa sanguínea en ratones con diabetes tipo 1 y tipo 2 
(continúa). 

Niveles de glucosa en sangre (mg/dl) a diferentes horas 

 Grupo           Dosis 
(mg/kg)     

0 2 4 6 8 12 

 

Control 

normal 

 

-- 

 

104.12 ± 2.54 

 

106.56 ± 4.73 

 

101.76 ± 2.95 

 

108.32 ± 3.73 

 

105.87 ± 2.65 

 

100.67 ± 3.21 

No-

diabético + 

Birsonina A 

20 

30 

103.19 ± 2.68  

102.37 ± 1.34 

85.13 ± 5.24  

71.65 ± 4.46 

66.19 ± 2.19 a 

46.74 ± 3.10a 

50.21 ± 1.96 

 43.08 ± 2.28 a 

59.65 ± 2.21 a 

50.48 ± 2.54a 

70.36 ± 3.45a 

61.97 ± 1.79a 

No-

diabético + 

Birsonina B 

20 

30 

101.56 ± 1.97  

104. 06 ± 1.51 

87.44 ± 3.78  

79.38 ± 1.37 

68.29 ± 2.43 a 

51.32 ± 2.46a 

56.84 ± 1.39 a 

 53.17 ± 3.54 a 

60.37 ± 1.96 a 

56.78 ± 1.54a 

73.10 ± 2.64a 

60.23 ± 2.32a 

No -

diabético 

+ GB 

4.0 99.56 ± 5.19 92.49 ± 5.22 89.67 ± 4.39 88.13 ± 4.73 89.21 ± 3.89 98.37 ± 2.76 

Diabético 

tipo 1 

control 

-- 354.14 ± 3.24 358.21± 3.73 360.12 ± 4.52 357.31 ± 5.39 361.27 ± 4.62 359.21 ± 4.19 

Diabético 

tipo 2 

control 

-- 267.31 ± 1.18 265.39 ± 2.89 264.87 ± 3.54 267.28 ± 4.86 269.04 ± 5.41 266.47 ± 5.31 

Las medias y sus errores estándar fueron calculados para grupos de seis ratones. ap<0.05 cuando se comparó con el grupo control normal, bp<0.05 cuando se comparó con el 
grupo control diabético. (GB): Glibenclamida. 
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Tabla 24. Efecto de birsonina A y B en los niveles de glucosa sanguínea en ratones con diabetes tipo 1 y tipo 2 (continuación). 

Niveles de glucosa en sangre (mg/dl) a diferentes horas 

 Grupo           Dosis 
(mg/kg)     

0 2 4 6 8 12 

Diabético 

tipo 1 + 

Birsonina A 

20 

30 

371.28 ± 4.23 

388.11 ± 3.72 

 

310.41 ± 5.76  

309.41 ± 4.30 

263.52 ± 3.23 b 

259.13 ± 5.67 b 

215.38 ± 4.79 b 

210.73 ± 4.58b 

241.10 ± 6.18 b 

239.53 ± 5.27 b 

266.35 ± 3.63b 

261.27 ± 4.08 b 

Diabético 

tipo1 + 

Birsonina B 

20 

30 

335.57 ± 5.29 

317.82 ± 4.30 

 

291.53 ± 3.48  

267.17 ± 5.79 

263.21 ± 5.76 b 

224.62 ± 2.50 b 

232.18 ± 4.83 b 

210.34 ± 4.95 b 

248.32 ± 4.39 b 

225.47 ± 2.18 b 

260.52 ± 2.93b 

242.71 ± 3.46 b 

Diabético 

tipo 1 + GB 

4.0 351.46 ± 5.79 276. 78 ± 6.87 205.19 ± 2.59b 203.30 ± 2.94 b 232.57 ± 1.98 b 280. 17 ± 2.83 b 

Diabético 

tipo 2 + 

Birsonina A 

20 

30 

236.23 ± 4.79 

214.76 ± 5.72 

 

186.67 ± 2.98  

164.38 ± 2.81 

160.35 ± 1.78 b 

134.76 ± 2.50 b 

132.39 ± 3.89 b 

113.67 ± 4.28 b 

147.97 ± 4.39 b 

127.41 ± 2.65 b 

163.76 ± 4.912b 

137.60 ± 4.13b 

Diabético 

tipo 2 + 

Birsonina B 

20 

30 

245.90 ± 2.98 

256.23 ± 2.16 

 

201.37 ± 3.75  

199.12 ± 3.14 

183.48 ± 5.78b 

170.62 ± 3.51 b 

130.26 ± 4.83 b 

129.34 ± 4.95b 

171.32 ± 4.39 a 

158.47 ± 2.18 a 

183.52 ± 2.93a 

162.71 ± 3.46 a 

Diabético 

tipo 2 + GB 

4.0 249.53 ± 1.97 240.34 ± 1.97 187.71 ± 3.67 b 148.51 ± 5.31 b 99.50 ± 2.68 b 128.52 ± 4.87 b 

Las medias y sus errores estándar fueron calculados para grupos de seis ratones. ap<0.05 cuando se comparó con el grupo control normal, bp<0.05 cuando se comparó con el grupo 
control diabético. (GB): Glibenclamida. 
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Con el fin de determinar el efecto inhibidor de birsonina A y B sobre la formación de 

AGEs, se llevaron a cabo ensayos basados en la inhibición de la fluorescencia 

generada por los AGEs, así como ensayos basados en la inhibición de la unión 

AGEs-proteína utilizando floroglucinol y aminoguanidina. Al evaluar la actividad 

inhibitoria de A y B en la formación de AGEs inducidos con glucosa, se obtuvieron 

valores de IC50 de 0.318, 0.286 y 0.323 mg ml, para birsonina A, birsonina B y 

aminoguanidina (utilizada como control positivo), respectivamente, después de la 

incubación a 37 °C durante 15 días (Tabla 25). 

Tabla 25. Efecto inhibitorio de birsonina A y B, y de la aminoguanidina en la 
formación de los productos finales de glicación avanzada (AGEs) in vitro inducidos 
por glucosa, metilglioxal y ribosa. 

 Inductor             Tratamiento  AGEs 
IC50 (mg/ml) 

Glucosa A 0.418 ± 0.027 
 B 0.386 ± 0.049 
 Aminoguanidina 

 
0.323 ± 0.075 

 Floroglucinol 0.071 ± 0.0032 
Metilglioxal A 0.301 ± 0.014 

 B 0.278± 0.026 
 Aminoguanidina 

 
0.195 ± 0.015 

   
Lizosima/ribosa A 77.8% 

 B 69.4% 
 Aminoguanidina 58.3% 

   Los datos se muestran como las medias ±. Las pruebas se realizaron por triplicado.  

 

La inhibición de la glucosilación de proteínas inducida por Metilglioxal se evaluó en 

birsonina A y B, mostraron un IC50 de 0.301, 0.278 mg/ml, respectivamente, en 

comparación con el floroglucinol y la aminoguanidina utilizados como controles, los 

cuales tuvieron un IC50 de 0.071 y 0.195 mg/ml, respectivamente (Tabla 25). 

Además, el efecto de A y B sobre la formación de AGEs inducidos con ribosa produjo 

una inhibición del 77.8 y 69.4%, respectivamente, en comparación con la 

aminoguanidina, la cual mostró una inhibición de 58.3% en la prueba de Amadorin, 

que se utiliza para evaluar la capacidad de los compuestos para inhibir la reacción de 

Amadori.  
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Lo anterior indica que birsonina A y B reducen significativamente la glucosa en 

sangre en ratones diabéticos tipo 1 y 2, en comparación con los ratones diabéticos 

control. .El suministro oral de cualquiera de éstos compuestos producen efectos 

hipoglucémicos en ratones normales, en ratones diabéticos tipo 1 inducidos con 

estreptozotocina y en ratones diabéticos tipo 2 inducidos con estreptozotocina-

nicotinamida. Además ambos compuestos presentaron actividad en la prueba 

Amadorin, inhibiendo la formación de AGEs.  

Los resultados obtenidos muestran que birsonina A y B inhiben la formación de 

AGEs en el sistema metilglioxal-BSA y también pueden actuar inhibiendo la 

formación de dicarbonilos, los cuales son intermediarios en la formación de AGEs 

(Lishuang y col.2010). 

VIII.10. Aislamiento y purificación de los compuestos responsables de la 

actividad antimicrobiana 

 

El extracto de hexano de la semilla de B. crassifolia se colocó en una columna 

empacada con sílica gel de malla 70-230, y se eluyó con éter de 

petróleo:acetona:hexano (2:1:0.5), de donde se obtuvieron siete fracciones (NSH1-

NSH7), la fracción NSH3 fue la única que presentó actividad antimicrobiana (el 

diagrama de aislamiento y purificación de las fracciones con actividad antimicrobiana 

se muestra en la Figura 18). 

VIII.10.1. Biofraccionamiento de la subfracción NSH3 

 

NSH3 se colocó en una columna empacada con sílica gel y se eluyó con 

cloroformo:acetato de etilo (11:2), de donde se obtuvieron cinco subfracciones 

(NSH31-NSH35), resultando activa en la prueba antimicrobiana la subfracción 

NSH34. 
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VIII.10.2. Biofraccionamiento de la subfracción NSH34 

 

La subfracción NSH34 se colocó en una columna cromatográfica con sílica gel, y se 

eluyó con cloruro de metileno:cloroformo (3:1.5), de donde se obtuvieron cuatro 

subfracciones (NSH341-NSH344) de las cuales solo la NSH341 presentó actividad. 

VIII.10.3. Biofraccionamiento de la subfracción NSH341 

 

NSH341 fue purificada mediante placa preparativa, utilizando éter de 

petróleo:acetato de etilo (1:4), de donde se obtuvieron cuatro subfracciones 

(NSH3411- NSH3414), y resultó activa la subfracción NSH3411. 

VIII.10.4. Biofraccionamiento de la subfracción NSH3411 

 

La fracción NSH3411 se purificó finalmente mediante cromatografía en columna con 

Sephadex LH-20, para lo cual se utilizó cloroformo:metanol 10:1-5:1) y se obtuvieron 

los compuestos 4 y 5. 
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Fracción activa  

 

CH2Cl2-CHCl3 3:1.5 

CHCl3-EtOAc 11:2 

Éter de petróleo/ acetona/ hexano 

2:1:0.5 

Nanche Semilla 
Hexano 
(NSH) 

 

NSH-2 

NSH3-1 

NSH34-1 NSH34-2 NSH34-3 NSH 34-4 

NSH-1 NSH-3 

NSH3-2 NSH3-3 NSH3-4 

NSH-4 NSH-5 NSH-6 NSH-7 

NSH3-5 

Figura 18. Diagrama de aislamiento y purificación de las fracciones con actividad antimicrobiana 

(continua). 
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Figura 18. Diagrama de aislamiento y purificación de las fracciones con actividad antimicrobiana (continuación).

Éter de petróleo/ EtOAc 1:4 

 

NSH341-3 

4 5 

NSH34-1 

NSH341-1 NSH 341-2 NSH341-4 

Sephadex LH-20 

Fracción activa  

Compuesto puro 
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VIII.11. Elucidación estructural del compuesto 4 con actividad antimicrobiana 

 

El compuesto 4 se obtuvo como un aceite amarillento: (CHCl3, c 0.68); IR 2924, 

2854, 1710, 1645, 1460, 1375, 1163, 1096, 895 cm-1; m/z 561.9254 [M+H]+, (calc, for 

C36H64O4, 561.5039); m/z 543 (17), 531 (19), 517 (23), 511 (11) 507 (39), 487 (51), 

473 (38), 459 (30), 359 (100), 331 (37), 311 (7), 242 (54), 223 (8), 194 (67), 146 (12), 

124 (4), 122 (3), 109 (6). 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) δ: 0.96 (m, H-1a), 1.45 (m, H-1a), 1.74 (m, H-1b),1.46 (m, 

H-2a), 1.78 (m, H-2a), 1.84 (m, H-2b), 1.58 (m, H-3b), 1.22 (m, H-3a), 1.34 (m, H-5), 

1.70 (m, H-6), 1.33 (1H, m, 7a), 1.39 (m, H-7b), H-8), 2.06 (m, H-9), 2.35 (ddd, J = 15, 

7, 3.5 Hz, H-11a), 2.20 (ddd, J= 15, 9, 7 Hz, H-11b), 5.32 (1H, t-like, J=7 Hz, H-12), 

2.30 (dd, J= 14.7, 5.9 Hz, H-14), 3.74 ( 2H,d, J= 7.2 Hz, H-15), 0.96 (3H, br s, H-16), 

4.08 (2H,d, J= 2.8 Hz, H-17), 1.17 (s, H-18), 1.18 (s, H-19), 0.75 (s, H-20), 2.20 (s, 

COOMe), 1.18-1.25 (CH2).  

RMN 13C (CDCl3, 100 MHz) δ: 33.21 (C-1), 18.23 (C-2), 34.65 (C-3), 41.64 (C-4), 

52.24 (C-5), 25.71 (C-6), 39.89 (C-7), 37.82 (C-8), 54.32 (C-9), 36.81 (C-10), 24.16 

(C-11), 129.89 (C-12), 131.18 (C-13), 43.21 (C-14), 68.72 (C-15), 16.52 (C-16), 62.54 

(C-17), 33.71 (C-18), 22.35 (C-19), 14.23 (C-20), 172.13 (COOMe), 20.98 (COOMe), 

173.07 (CH2-COO-CH2).  

El compuesto 4 mostró un ión molecular a 588.9254 m/z y la presencia de 38 átomos 

de carbono; el espectro de RMN de 13C sugirió la fórmula molecular C38H68O4. Los 

experimentos DEPT clasificaron las señales protonadas de carbono en seis metilos, 

veintitrés metilenos, cuatro metinos y cinco carbonos cuaternarios. Este compuesto 

mostró 37 señales de carbono, 20 de las cuales son típicas de un esqueleto de 

labdano, mientras que las otras 17 fueron asignadas a un ácido graso esterificado.  

El espectro de IR del compuesto 4 mostró bandas de absorción a 1645 cm-1, 1710 y 

1163 cm-1 correspondientes a un grupo éster, esto se confirmó en el espectro de 

RMN de 13C por la presencia de señales correspondientes a carbonos cuaternarios a 

δc 172.13 y δc 173.07. 
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Un análisis más detallado se realizó mediante RMN de 1H, donde se pudieron 

observar señales de cuatro metilos terciarios (δH 0.96, s; 1.18, s; 0.75, s), un doble 

enlace trisustituido (δH 5.32, t, J = 6.5 Hz) y dos grupos acetoxilo (δH 2.02, s y 2.04,s). 

En el espectro de RMN de 13C se observaron señales a δc 129.89 y δc 131,18 

correspondientes a dos carbonos olefínicos. Los análisis de RMN 2D (1H–1H COSY, 

1H–1H TOCSY, HSQC y HMBC) del compuesto 4 revelaron un esqueleto de un 

diterpeno labdano (Bohlmann y Czerson, 1979; Timmermann y col.1986). 

Las correlaciones observadas en el espectro HMBC mostraron que el H-17 está 

correlacionado con el C-7, C-8 y C-9 (δC 54.32), esto indicó que la cadena lateral se 

encuentra en el C-9; un doble enlace tri sustituido fue localizado en C13 y C-14(δC 

131.18). El doble enlace en C-13 fue asignado al realizar una comparación de los 

datos de RMN con compuestos similares (Urones y col.1995; Su y col.1996). 

También se logró detectar la presencia de un gran número de grupos metileno (22.7-

34.4), lo que sugirió a su vez la presencia de ácidos grasos esterificados derivados 

del labdano en C-15. Lo anterior se confirmó, debido a que se observaron 

correlaciones en el HMBC entre los protones del grupo metileno H2-15 (δH 4.08, 2H, 

d, J = 7.2 Hz), la cadena del grupo metileno y del carbono cuaternario δc 173.07. El 

análisis de 1H-1H COSY mostró una correlación entre H5/H6, H6/H7, H11/H12 

(Figura 19). El grupo metilo (δc16.52) y el gran número de grupos metileno (δc 22.6-

34.5) (DEPT) sugirieron la presencia de un ácido graso esterificado con un derivado 

labdano en C-15. Por lo anterior, el compuesto 4 fue identificado como labda-17-

acetoxi-13E-en-15-palmitato.  
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Figura 19. Correlaciones 1H-1H COSY (negrita) y 1H-13C HMBC (flecha) del 
compuesto 4. 

Los espectros obtenidos de RMN de 1H, y de 13C, así como 1H-1H, COSY y HMBC 

del compuesto 5 permitieron su identificación como: Labda-8 (17),13E-dien-19-

carboxi-15-yl palmitato (Figura 20), el cual fue aislado previamente a partir de Cretan 

propóleos (Peopova y col.2009). Este compuesto exhibió una débil actividad 

antimicrobiana frente a S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, E. coli, C. tropicalis 

y C. glabrata.  

 

 

 

 

4 

  

     

 

 

5 

Figura 20. Compuestos 4 y 5 aislados de B. crassifolia con actividad antimicrobiana. 
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VIII.12. Actividad antimicrobiana del compuesto 4 aislado de B. crassifolia 

 

La actividad antimicrobiana del compuesto 4 se muestra en la Tabla 26, en la cual se 

puede observar que labda-7(8)-17-acetoxi-15-palmitato presentó mejor actividad 

antimicrobiana frente a Salmonella paratyphi (23.87 ± 0.65 mm), seguido de 

Pseudomonas aeruginosa (21.45 ± 0,53 mm), S. typhi (20.72±0.56 mm) y B. subtilis 

(20.89 ± 2.90 mm), Martínez y col. 1999, sugieren que los diterpenos deben su 

actividad antimicrobiana a su capacidad para dañar la membrana celular de las 

bacterias.  

Tabla 26. Actividad antimicrobiana del compuesto 4 obtenido de las semillas de 
Byrsonima crassifolia. 

Microorganismos Zona de 
inhibición 

(mm) 

CMI 
(µg/ml) 

CMB 
(µg/ml) 

Bacterias Gram-positivas  
 
Bacillus cereus ATCC 11778 

 
 

18.76 ± 0.68 

 
 

38.34 ± 1.87 

 
 

500 
B. megaterium ATCC 12872 19.20 ± 3.42 43.26 ± 2.76 500 
B. subtilis ATCC 6633 20.89 ± 2.90 41.28 ± 3.29 500 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 17.95 ± 1.78 36.79 ± 1.87 500 
Sarcina lutea ATCC 9341 12.17 ± 1.23 58.84 ± 4.76 1000 
 
Bacterias Gram-negativas 
 
Escherichia coli ATCC 25922 

 
 
 

13.35 ± 1.43 

 
 
 

69.20 ± 2.76 

 
 
 

1000 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 
9027 

21.45 ± 0.53 32.41 ± 4.11 500 

Salmonella paratyphi ATCC 6539 23.87 ± 0.65 20.27 ± 1.04 250 
S. typhi ATCC 43971 20.72 ± 0.56 18.79 ± 2.54 250 
S. dysenteriae ATCC 13313 16.52 ± 1.88 45.67 ± 3.87 500 
Vibrio mimicus ATCC 33654 13.08 ± 4.12 66.78 ± 5.14 1000 
V. parahemolyticus ATCC 43996 11.87 ± 4.20 70.12 ± 4.98 1000 

CMI: concentración mínima inhibitoria, CMB: concentración mínima bacteriana. 

Por lo que resultados obtenidos sugieren que la actividad antimicrobiana de la 

semilla de Byrsonima crassifolia se debe principalmente a la presencia de 

compuestos diterpeno-labdano. 
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CONCLUSIONES 
 

 Los extractos metanólicos de la fruta y la semilla de tres diferentes especies de 

Byrsonimas (Byrsonima crassifolia, B. bucidaefolia y B. bahiana), contienen 

apigenina, kaempferol y epigalacatequina. 

 

 El fruto y la semilla de las tres especies de Byrsonima estudiadas tienen 

contenidos de fenoles totales similares entre sí. 

 

 La epitelización de los grupos tratados tópicamente con diferentes especies de 

Byrsonima y con nitrofurazona fue mejor, en comparación con la epitelización de 

los grupos tratados con pomada simple. 

 

 El extracto de hexano de las semillas de Byrsonima crassifolia, tienen una 

actividad antiinflamatoria comparable con la de los fármacos utilizados como 

referencia en diferentes modelos inflamatorios tanto agudos como crónicos. 

 

 El extracto de hexano de las semillas de B. crassifolia puede ser un candidato 

potencial para acelerar la cicatrización de heridas dérmicas, debido a su 

influencia positiva en las diversas fases del proceso de curación en ratas 

diabéticas inducidas con estreptozotocina.  

 

 El compuesto 1, llamado birsonimadiol, aislado de semillas de B. crassifolia, 

presentó una actividad antiinflamatoria comparable a la de la dexametasona 

utilizada como fármaco control (76 y 88%, respectivamente). 

 

 Se identificaron dos nuevos compuestos birsonina A y B los cuales son efectivos 

para reducir la glucosa en sangre en ratas con diabetes tipo 1 y tipo 2 inducidas 

con estreptozotocina. Los dos compuestos inhiben eficazmente la formación de 

los productos finales de glicación avanzada. 
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 Se aisló e identificó el compuesto labda-17-acetoxi-13E-en-15-palmitato, el cual 

presentó actividad antimicrobiana frente a diferentes microorganismos patógenos 

Gram positivos y negativos. 

 

 Finalmente, la semilla de B. crassifolia puede ser considerada un efectivo 

antidiabético, el cual puede ser utilizado en el tratamiento de algunas de las 

complicaciones de la diabetes. 
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ANEXO A.  Publicaciones  

A. 1. Anti-inflammatory Activity of the Hexane Extract of Byrsonima crassifolia 

Seeds in Experimental Animal Models. 
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A.2. Byrsonima: A review of its traditional uses, phytochemistry and 

pharmacology. 
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A.3. Wound healing effect and flavonoid contents of three selected Byrsonima 

species 
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ANEXO B. Artículo en prensa 

 

B.1. Antimicrobial activities of diterpene labdane from seeds of Byrsonima 

crassifolia 
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Abstract 

Two compounds from the hexane extract of seeds of Byrsonima crassifolia were isolated and 

their structures elucidated using extensive spectroscopic analyses. These compounds are 

derived from the new labdane diterpene Labda-17-(1) and the known antimicrobial Labda-8 

(17)-(2). The present study was aimed to study the effect antimicrobial of novel diterpene 1 

against bacterial pathogens showed a moderate activity with MIC values 18.79-70.12 µg/ml 

and a MBC ranging between 250-1000 µg/ml against all assayed microorganisms. 

Keyword: Byrsonima crassifolia, diterpene, labdane, antimicrobial 
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Resumen  
Se aislaron dos compuestos del extracto de hexano de semillas de Byrsonima crassifolia y sus 

estructuras se dilucidaron por medio de extensos análisis espectroscópicos. Estos 
compuestos derivados del labdano corresponden al nuevo diterpeno Labda-17- (1) y 
el conocido antimicrobiano Labda-8(17)-(2). En el presente estudio se estudió el efecto 
antimicrobiano del nuevo diterpeno 1 sobre algunas bacterias patógenas mostrando sobre de 
estas una actividad moderada, con valores de MIC de 18.79-70.12 µg/ml y un rango de MBC 
que oscila entre 250-1000 µg/ml frente a todos los microorganismos ensayados. 

Palabras clave: Byrsonima crassifolia, diterpeno, labdano, antimicrobiano 

 

INTRODUCTION 

Byrsonima crassifolia is a tropical tree, commonly known as “nanche”, distributed 

widely in México, Central and South America (Holmgren et al., 1990). Nanche fruit is 

edible and bright yellow when after ripened, it has sweet taste and slightly bitter 

taste. In México, nanche is consumed as juice, liquor, jelly and candy. Since 

prehispanic times it has been used as medicine, reports on ethnobotanical uses 

include: bark, to promote bleeding in females, to facilitate childbirth and snakebite 

treatment; aerial parts, used as diuretic, febrifuge, to expel placenta and for diarrhea 

treatment; fruit, used for fever treatment and to induce a pleasant dizziness; bark and 

branches, assist in tightening loose teeth and fish poison; and finally, seeds for 

dysentery, infections, wound healing and anti-inflammatory (Bejar and Malone, 

1993). Phytochemical studies indicate that nanche plant contains esters (Alves and 

Franco, 2003), epicatechins (Geiss et al., 1995), glycolipids (Rastrelli et al., 1997). A 

pharmacological study of leaf and bark extracts displayed spasmogenic effects (Bejar 

and Malone, 1993). In another study, a chloroformic extract from bark showed anti-

inflammatory activity when evaluated by the Croton oil model (Silva et al., 2007). 

Furthermore, the antioxidant activity of extracts from leaves, fruits and bark has been 

determinate (Maldini et al., 2009). The ethyl-acetate extract of roots exhibited 

antibacterial activity (Martinez-Vazquez et al., 1999). Also, the aqueous extract of 

leaves inhibited some dermatophytes (Caceres et al., 1993). The ethanol extract of 

leaves showed trypanocidal activity against Leishmania mexicana promastigotes 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Maldini%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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(Berger et al., 1998). The hypoglycemic activity of hexane extract have previously been 

reported (Perez-Gutierrez et al., 2010). Based on traditional uses of seeds from B. 

crassifolia and given the lack of scientific studies on its potential pharmacological 

properties, the aim of this study was to investigate the potential antibacterial activity 

of a new diterpene labdane from seed of B. crassifolia. 

MATERIALS AND METHODS 

General experimental procedures 

IR  spectra  were recorded on  a Perkin-Elmer  FTRI 1720X. Optical  rotations  were 

measured  by a Perkin-Elmer 192 polarimeter equipped with a sodium lamp (589 

nm). 1H-NMR and 13CNMR spectra were taken at a Bruker DRX-300 NMR 

spectrometer, with UXNMR software package, was used for NMR experiments; 

chemical shifts are reported in δ (ppm), downfield relative to TMS as an internal 

standard. The NMR experiments were  carried out using the conventional pulse 

sequences as described in the literature. HREIMS were measured on a JEOL HX 110 

mass spectrometer. Precoated TLC silica gel 60 F254 aluminum sheets and Sephadex 

LH-20 from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) were used. Column chromatography was 

carried on Silica gel 60 (230-400 mesh, Merck Co. New Jersey (USA), solvents used as 

eluents from Fermont (California, USA). 

Plant material  

B. crassifolia  L. belong to the Malpighiaceae family, fruit  were  collected in Morelos 

state  and were taxonomically authenticated in the Herbarium of Escuela Nacional de 

Ciencias Biologicas, Instituto Politécnico Nacional. A voucher specimen of the plant is 

stored for reference (No. 8976).  

Extraction, isolation and characterization of the B. crassifolia diterpene derived 

Seeds was air dried and the ground (4 kg) was extracted twice with hexane for 3 h. 

The seeds extracts were combined and evaporated in vacuum to generate a residue 

http://es.wikipedia.org/wiki/Malpighiaceae
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(225 g). The resulting extract was loaded onto a silica gel column chromatography 

and eluted with petroleum ether-acetone-hexane 2:1:0.5 and 7 fractions (F1-F-7) have 

been obtained. These fractions were then tested for antimicrobial activity. Active 

fractions were pooled together according to their similarities provides by thin layer 

chromatography analysis. The fraction F3 was the fraction that showed antimicrobial 

properties. F3 was subjected to silica gel column chromatography eluted with CHCl3-

EtOAc (11:2) to produce five fractions (F3-1 to F3-5). The active fraction F3-4 was 

subjected to chromatographed over silica gel column using CH2Cl2-CHCl3 3:1.5 to 

yield four subfractions (F34-1 to F34-4). The F34-1 fraction was further purified by 

preparative plate using petroleum ether-EtOAc 1:4 and visualized with UV at 254 nm. 

Fraction F341-2 was separated by Sephadex LH-20 using a gradient of CHCl3–MeOH 

(from 10:1 to 5:1) to yield 1 (80 mg) and 2 (67 mg).  

Compound 1: Yellowish oil; α  -21.4º (CHCl3, c 0.68); IR νmax 2924, 2854, 1710, 1645, 

1460, 1375, 1163, 1096, 895 cm-1; m/z 588.9254 [M+H]+, (calc, for  C38H68O4, 588.9217 ); 

1H NMR (CDCL3, 300 MHz) δ: 1.55 (m, H-1a), 1.76 (dd, J = 13.1, 3.4 Hz, H-1b), 1.46 

(dd, J = 13.1, 3.4 Hz, H-2a), 1.66 (m, H-2b), 1.22 (m, H-3a), 1.58 (m, H-3b), 1.34 (m, H-

5), 1.70 (m, H-6), 1.33 (1H, m, 7a), 1.39 (m, H-7b), 1.84 (m, H-8), 1.96 (m, H-9), 1.39 (m, 

H-11a), 1.59 (m, H-11b), 2.16 (m, H-12a), 1.76 (m, H-12b), 5.3 (t, J= 6.4 Hz, H-14), 3.74 ( 

2H,d, J= 7.2 Hz, H-15), 0.96 (3H, s, H-16), 4.08 (2H,d, J= 2.8 Hz, H-17), 1.17 (s, H-18), 

1.18 (s, H-19), 0.75 (s, H-20), 2.02 (s, COOMe), 2.04, (s, COOMe), 1.18-1.25 (CH2); 13C 

NMR (CDCL3, 100 MHz) δ: 33.21 (C-1), 18.23 (C-2), 34.65 (C-3), 41.64 (C-4), 52.24 (C-

5), 25.71 (C-6), 39.89 (C-7), 37.82 (C-8), 54.32 (C-9), 36.81 (C-10), 24.16 (C-11), 43.21 (C-

12), 129.89 (C-13), 131.18 (C-14), 68.72 (C-15), 16.52 (C-16), 62.54 (C-17), 33.71 (C-18), 

22.35 (C-19), 14.23 (C-20), 172.13 (COOMe), 20.98 (COOMe), 173.07 (CH2-COO-CH2). 

Screening for antibacterial activity  

Compound 1 was dissolved in DMSO at a final concentration of 10 mg/ml and serial 

dilutions were prepared using the same solvent which were aseptically dispensed 

onto sterilized 6 mm filter paper discs and dried. The disk-diffusion method ( 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Gaydos%2BJM%5bauth%5d
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Gaydos., 1982) was used to measure the antimicrobial activity of the compounds. The 

different organisms were seeded over previously sterilized Mueller-Hinron agar for 

bacteria. The zones of growth inhibition were observed around dried disks 

(Whatman 6 mm diameter). Each plate was inoculated with 0.1 ml of a bacterial 

culture directly from the 24 h broth culture diluted to match 0.5 MacFarland standard 

(108 Colony Forming Units (CFU)/ml). Inoculums on the plates were aseptically 

spread using a sterile glass rod to avoid contamination and allowed to stand for 2-3 

minutes in a refrigerator at 4°C. The discs loaded with 1 were then placed onto the 

seeded plates. The bacterial cultures were incubated at 37°C for 24hr. After the 

incubation period, the zones of inhibition were measured and recorded in mm as 

described by Elgayyar et al., (2000). Negative controls were done by using sterile 

6mm discs soaked in 10 ml of DMSO and dried.  

Minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal 

 concentrations (MBC) 

 Compound 1 from the antibacterial screening was tested for Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC). The MIC was 

determined on 96-well  microdilution  plates  according  the  published  protocols 

(Micheal et al., 2003). The MBC were determined by sub-culturing 0.1 ml of all the 

tubes showing no growth on Nutrient Agar (NA). After 24 h incubation at 37°C, the  

first plate showing no growth was recorded as the MBC. The MICs accuracy was 

checked against standard antibiotics. Sterility of the media was controlled by use of 

broth only in a negative control tube, and growth of the organism was checked by 

broth plus  microorganism in question in a positive control tube. All the controls 

were subjected to the same conditions as the tests. Antimicrobial sensitivity and 

resistance were confirmed by use of standard discs containing ciprofloxacin (10 

µg/ml).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Gaydos%2BJM%5bauth%5d
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RESULTS AND DISCUSSION 

 Two  compounds  were isolated from hexane extract of seeds of B. crassifolia  after 

purification  through  silica  gel column  chromatography. Compound 1 showed a 

molecular ion at m/z 588.9254 in its HREIMS and the presence of 24 carbons on the 13C 

NMR spectrum suggested a molecular formula C38H68O4, DEPT experiments 

classified the protonated carbon signals to six methyls, twenty three methylenes, four 

methines and five quaternary carbons. The  IR spectrum of 1 showed absorption 

bands at νmax 1645 cm-1 to double bond and  1710 and 1163 cm-1 corresponding to an 

ester group, it was supported by the presence of signal of quaternary carbons at δc 

172.13 and δc 173.07  in its 13C NMR spectrum. Its 1H NMR spectrum showed signals 

for four tertiary methyl groups (δH 0.96, s; 1.17, s; 1.18, s; 0.75, s), one  trisubstituted 

double bonds (δH 5.3, t, J=6.4 Hz)  and  two acetoxyl  groups (δH 2.02, s and 2.04, s). In 

the 13C NMR spectrum,  two  acetoxy carbonyl carbons (δC 172.13, and 173.07), and 

the one 129.89, trisubstituted double bonds characterized by the presence of the two 

olefinic carbons (δC and 131.18). Inspection of the 2D NMR data (1H–1H COSY, 1H–1H 

TOCSY, HSQC and HMBC) allowed  the assignments of all the signals observed in 

the 1D NMR spectra and  revealed  the  labdane skeleton  of  the  diterpene 1 

(Bohlmann and Czerson, 1979; Timmermann et al., 1986). Connectivities in the HMBC 

spectrum from H-17 to C-7, C-8 and C-9 (δC 54.32) corroborated the location of the 

side chain to be at C-9, whose methine proton H-9 (δH 1.96) formed an isolated proton 

spin system with H-11 (δH 1.39 and δH 1.59) and H-12 (δH 1.76 and 2.16) as deduced 

from the COSY and TOCSY spectra (Itokawa et al.,1988). A trisubstituted double 

bond was located at C-13 (δC 129.89) and C-14 (δC 131.18) on the basis of 2JC–H and 3JC–

H HMBC correlations from Me-16 (δH 0.96) to C-12 (δC 43.21), C-13 and C-14, and from 

the olefinic proton H-14 (δH 5.3) to C-12 (Fig. 1). The double bond at C-13 was 

assigned as the E configuration because of the ROESY correlation observed between 

H-15 and Me-16, and by comparison of NMR data with those  of related  compounds 

(Urones et al., 1995; Su et al., 1996). Large  number of  methylene groups (22.7-34.4), 
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suggesting  the presence of fatty acid esterified with  the labdane derivative  at  C-15 . 

It  is  supported  by  the HMBC correlation between methylene protons H2-15 (δH 

4.08, 2H,d,  J= 7.2 Hz)  and  methylene chain and the quaternary carbon δc 173.07. 

Analysis of 1H-1H COSY showed clear correlation between H5/H6, H6/H7, 

H11/H12. One  methyl  group (δc16.52),  and large  number of  methylene groups (δc 

22.6-34.5) (DEPT) suggesting the presence of monoenic fatty acid esterified with a 

labdane derivative at C-15 . The NMR data of the long-chain moiety were in good 

accordance with those for ∆9-18:1 cis fatty acid esters (Mannina et al., 1999). 

Therefore, compound 1 was identified as labda-17-acetoxi-13E-en-15-palmitate. All 

data of 1H NMR and 13CNMR spectra, 1H-1H, COSY and HMBC connectivities of 2 

allowed the identification of labda-8(17),13E-dien-19-carboxy-15-yl palmitate which 

was previously isolated from Cretan propolis (Peopova et al., 2009) exhibited a weak 

antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Candida tropicalis and Candida glabrata. Screening 

of the in vitro antimicrobial activity of diterpenoid 1  was studied against Gram 

positive microorganisms Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, and Gram negative microorganisms as Escherichia coli, 

Salmonella paratyphi, Pseudomonus aeruginosa, Salmonella Typhi, Shigella boydii, 

Salmonella dysenteriae, Vibrio mimicus and Vibrio parahemolyticus of significant 

importance using the filter paper disc agar diffusion technique. All the tested bacteria 

were standard strains from ATCC (American type culture collection). The results 

showed variations in the antimicrobial properties of diterpene labdane 1 (Table 1). 

Compound 1 had strong activity (inhibition zone ≥ 20 mm), moderate activity 

(inhibition zone < 20-12 mm) and no inhibition (zone < 12 mm). The most effective 1 

was that of, S. paratyphi (23.87 ± 0.65 mm, zdi), followed by P. aeruginosa (21.45 ± 0.53 

mm, zdi), S. Typhi (20.72 ± 0.56 mm, zdi), B. subtilis (20.89 ± 2.90 mm, zdi). In contrast, 

showed a moderate activity against B. megaterium (19.20 ± 3.42 mm, zdi), B. cereus 

(18.76 ± 0.68), Staphylococcus aureus (17.95 ± 1.78), Escherichia coli (13.35 ± 1.43), and S. 

dysenteriae (16.52 ± 1.88). However, no signicant antimicrobial effect against Vibrio 
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mimicus (12.08 ± 4.12), Sarcinia lutea (12.17 ± 1.23), V. parahemolyticus (11.87 ± 4.20) and 

Shigella boydii (0.0 mm) was observed. Gram-positive bacterial cells were, in general, 

more resistant to the presence of antimicrobial than Gram-negative.  

However, more precise data on antimicrobial properties were obtained through 

determinations of bacteriostatic and bactericidal concentrations. The minimun 

inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) the 

results are shown in Table 1. The most bacteriostatic properties was against all 

Gram-negative strains assayed. Martinez-Vazques et al (1999) studied ethyl acetate, 

methanol extracts of roots and stems of B. crassifolia  against Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella fiexneri, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epididermis, Streptococcus pneumoniae and Micrococcus luteus. The ethyl 

acetate of roots was the most active. In another research had been previously studied 

methanol extract from B. crassifolia against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, and Candida albicans (Navarro et al., 1996). The results obtained 

by us indicate the existence of antimicrobial compounds in this plant, and show a 

good correlation between the reported studies of B. crassifolia uses in traditional 

medicine against infectious diseases and the experimental data of such extracts 

toward the most common pathogens. Also results indicate the existence of 

antimicrobial compounds in the hexane extract of B. crassifolia, the phytochemical 

isolation and identification of two active compounds indicates that the antimicrobial 

activity of the seed of B. crassifolia is due mainly to the presence of compounds 

labdane diterpene. 

In conclusion the present study shows that antimicrobial activity is present in the 

seeds of B. crassifolia. Bioassay with the purified diterpene 1 indicated that exhibited 

strong activity against Gram negative bacterias. The results suggest that further 

investigations against other enteric Gram-positive and Gram-negative bacteria, which 

are frequently resistant to drugs commonly used in therapy, may be carried out. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Navarro%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8887021
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Table 1 

 Antimicrobial activity of the compound 1 obtained from seeds of Byrsonima crassifolia 

Test microorganisms        Inhibition 
zone diameter 

(mm) 
         

MIC (µg/ml)            MBC     

 (µg/ml) 

Gram positive bacteria  

Bacillus cereus ATCC 11778 

18.76 ± 0.68  

38.34 ± 1.87 

 

500 

B. megaterium ATCC 12872 19.20 ± 3.42 43.26 ± 2.76 500 

B. subtilis ATCC 6633 20.89 ± 2.90 41.28 ± 3.29 500 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 17.95 ± 1.78 36.79 ± 1.87 500 

Sarcinia lutea ATCC 9341 12.17 ± 1.23 58.84 ± 4.76 1000 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Navarro%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8887021
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http://lib.bioinfo.pl/pmid/journal/Plant%20Foods%20Hum%20Nutr
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Gram negative bacteria 

Escherichia coli ATCC 25922 

 

13.35 ± 1.43 

 

69.20 ± 2.76 

 

1000 

Pseudomonus aeruginosa ATCC 

9027 

21.45 ± 0.53 32.41 ± 4.11 500 

Salmonella paratyphi ATCC 6539 23.87 ± 0.65 20.27 ± 1.04 250 

S. Typhi ATCC 43971 20.72 ± 0.56 18.79 ± 2.54 250 

Shigella boydii ATCC 9207 0.0 - - 

S. dysenteriae ATCC 13313 16.52 ± 1.88 45.67 ± 3.87 500 

Vibrio mimicus ATCC 33654 12.08 ± 4.12 66.78 ± 5.14 1000 

V. parahemolyticus ATCC 43996 11.87 ± 4.20 70.12 ± 4.98 1000 

Zone diameter inhibition (ZDI) of compound 1 (20 µg) per disk 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1                                        

2 

        Fig 1. Compounds 1 and 2 isolated from B. crassifolia 
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 Fig 2.  Selected 1H-1H COSY (bold) and 1H-13C HMBC (arrow) correlations of 1 
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ANEXO C. Espectros de birsonina A 
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ANEXO D. Espectros de birsonina B 
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ANEXO E. Espectros de birsonimadiol 



 

~ 209 ~ 
 

 



 

~ 210 ~ 
 

 



 

~ 211 ~ 
 

 



 

~ 212 ~ 
 

 



 

~ 213 ~ 
 

 



 

~ 214 ~ 
 

 



 

~ 215 ~ 
 

 



 

~ 216 ~ 
 

 



 

~ 217 ~ 
 

 



 

~ 218 ~ 
 

 



 

~ 219 ~ 
 

 



 

~ 220 ~ 
 

 



 

~ 221 ~ 
 

 



 

~ 222 ~ 
 

 



 

~ 223 ~ 
 

 



 

~ 224 ~ 
 

 



 

~ 225 ~ 
 

 

 
 

 

                                                                                    

                                                                                         

                                                                                    

                                                                                          

  

                                          

                                                                                                                

                                                                                   

                             

 

  

                                                                                

 

 E. 1.Fragmentación sugerida para birsonimadiol 

-CH3COOH 

-CH3COOH     

C13H20O3 m/z 224 

-H2O  

C34H50O7 m/z 570       

C34H52O8 [M] = 588       

C28H44O2 m/z 412 

C16H24O3 m/z 264 
C16H24O5 m/z 296 

C16H22O2 m/z 246 

C32H46O6 m/z 528                                  

C30H46O4 m/z 470                                                             

C18H26O5 m/z 322           

C18H24O4 m/z 304 
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