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RESUMEN 

 

 

La Diabetes Mellitus (DM) y la Obesidad son trastornos metabólicos que 

tienen características en común entre las cuales tenemos inflamación crónica, 

hiperglucemia y resistencia a insulina. La exposición crónica a hiperglucemia 

genera problemas en el organismo como la destrucción de las células-β del 

páncreas. Se han postulado diferentes mecanismos que exponen a la 

lipotoxicidad y a la glucotoxicidad como factores importantes en la apoptosis y 

deterioro del páncreas. Las citocinas pro-inflamatorias IL-1β, y TNF-α son 

identificadas como probables blancos terapéuticos que mitigarían el progresivo 

deterioro de células-β observado en la diabetes, de igual forma tanto TNF-α, IL-

6 y PPAR-γ son blancos importantes en el tratamiento de la obesidad. Otro factor 

que demuestra un vínculo entre diabetes y obesidad es la sobreproducción de 

especies reactivas de oxígeno (EROs). Debido a que hay un incremento en la 

actividad de las rutas metabólicas, la producción de EROs también se 

encuentran aumentados y estas especies elevadas participan de manera 

importante en el desarrollo de complicaciones diabéticas. 

 

La OMS estima que existen 346 millones de personas con diabetes en el 

mundo y que esta cifra se incrementará en los años venideros. En nuestro país 

se estima que este ocupará entre el sexto y séptimo lugar en la prevalencia de 

diabetes en el mundo para el 2025. Por otro lado, en 2014 más de 1900 millones 

de adultos de 18 años o más tenían sobrepeso, de los cuales más de 600 

millones eran obesos. Y dado que la obesidad es un factor de riesgo para 

desarrollar diabetes se debe de tener en consideración que México ocupa de los 

primeros lugares en obesidad a nivel mundial. 

 

En México el uso de la medicina tradicional es muy ocupado, siempre es 

importante evaluar con rigor científico si estas plantas medicinales tienen las 

actividades farmacológicas que se les atribuye, la misma OMS recomienda la 

investigación de plantas para la obtención de nuevas moléculas de interés 

biológico. 
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Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una mezcla 

enantiomérica de 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona (DOAcQ) enriquecida con la 

estereoquímica R,R en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ) y 

en un modelo de ratón obeso inducido con dieta hipercalórica, para buscar su 

efecto hipoglucemiante, antioxidante y a nivel molecular si es capaz de regular 

genes relacionados con diabetes y obesidad. 

 

La mezcla enantiomérica 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona fue obtenida por 

medio de síntesis química que involucró diferentes etapas de reacción. Una vez 

se obtenido a DOAcQ se formaron diferentes grupos de estudio de roedores, 

incluyendo controles y se compararon con fármacos de referencia. 

 

Los animales fueron sacrificados de acuerdo a la NOM-033-Z00-1995 y del 

suero se evaluó el perfil bioquímico; se realizó un análisis histopatológico con 

tinción de Hematoxilina y Eosina de distintos tejidos, así como se determinó la 

asociación de genes relacionados con diabetes y obesidad en hígado (TNF-α, 

IL-1β, IL-6). 

 

Los resultados obtenidos mostraron que DOAcQ tiene efectos 

hipoglucemiantes, además disminuyó el estrés oxidativo por incrementar la 

actividad de enzimas antioxidantes, en el modelo de ratón obeso ayudó a 

disminuir su incremento en peso, además de regular moléculas como TNF-α, 

IL-6, IL-1β, y PPAR-γ y por último no se encontraron efectos tóxicos. Por lo 

tanto, DOAcQ podría servir como un nuevo fármaco para el tratamiento del 

síndrome metabólico.  
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ABSTRACT 

 

Diabetes Mellitus (DM) and obesity are metabolic disorders groups that have 

common characteristics among which are chronic inflammation, hyperglycemia 

and insulin resistance. Chronic exposure to hyperglycemia causes problems in 

the body such as the destruction of β-cells in the pancreas. Different mechanisms 

have been postulated as important factors in apoptosis of β-cell and impairment 

of pancreas that expose lipotoxicity and glucotoxicity as main reason. The pro-

inflammatory cytokines IL-1β and TNF-α, are identified as likely therapeutic 

targets that would mitigate the progressive deterioration of β-cells observed in 

diabetes, both TNF-α, IL-6 and PPAR-γ are targets in the treatment of obesity. 

Another factor demonstrating a link between diabetes and obesity is the 

overproduction of reactive oxygen species (ROS). Because there is an increase 

in the activity of metabolic pathways ROS production is increased and these ROS 

are involved significantly in the development of diabetic complications. 

 

WHO estimates that there are 346 million people with diabetes worldwide and 

this figure will increase in the coming years. It is estimated that our country will 

occupy between the sixth and seventh in the prevalence of diabetes in the world 

by 2025. In 2014 more than 1900 million adults 18 years or older were 

overweight, of which more than 600 million were obese. 

 

In Mexico the use of traditional medicine is very busy, it is always important to 

assess scientifically whether these medicinal plants have pharmacological 

activities attributed to them, the same WHO recommends research on plants for 

producing new molecules of biological interest. 

 

Therefore, the objective of this study was to evaluate the hypoglycemic effect 

of an enantiomeric mixture of 3',4'-di-O-acetyl-cis-quelactona enriched with the 

stereochemistry R,R in diabetic rats induced with streptozotocin (STZ) and in 

obese-induced model by diet, looking whether DOAcQ has hypoglycemic effect, 

antioxidant effect and if it is able to regulate genes that play a important rol in 

diabetes and obesity. 
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A enantiomerially enrriches mixture of 3',4'-di-O-acetyl-cis-quelactona was 

obtained by chemical synthesis wich involved different reaction steps. Once the 

compound was obtained, this was evaluated in the animal models, different 

groups were performed and was compared with reference drugs. 

 

The animals were sacrificed and serum biochemical profile was assessed; 

histopathological analysis with hematoxylin and eosin staining of different tissues 

was performed, as well as the determination of genes in liver by PCR (TNF-α, IL-

1β, IL-6). 

 

The results showed that DOAcQ has hypoglycemic effect in streptozotocin-

induced diabetic rats, also decreased oxidative stress by increasing the activity 

of antioxidant enzymes and is able to reduce the increase in weight in obese 

mouse model, besides regulating molecules such as TNF-α, IL-6, IL-1β, and 

PPAR-γ. Therefore DOAcQ could serve as a new drug for the treatment of 

metabolic syndrome 
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1. INTRODUCCION 

 

1.1 Diabetes 

Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de trastornos metabólicos que tienen 

como característica en común la hiperglucemia. La exposición crónica a la 

hiperglucemia aumenta los problemas en el organismo debido a la destrucción 

de las células-β del páncreas y generando complicaciones diabéticas. Las 

células-β pancreáticas y su producto de secreción la insulina, son importantes 

en la fisiopatología de la diabetes. La diabetes es reconocida por la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) como una amenaza mundial. Se estima que existen 

346 millones de personas con diabetes alrededor del mundo, el 80 % de los 

diabéticos viven en países de bajos y medianos ingresos (OMS., 2015). Además 

se estima que hay millones de personas con intolerancia a la glucosa (Lo cual 

se define como hiperglucemia con valores intermedios entre normal y diabetes) 

las cuales tienen predisposición a desarrollar diabetes. En 2014, 4.9 millones de 

personas murieron por consecuencia de altos niveles de azúcar en sangre y se 

estima que para el 2030 esta cifra se duplicará. La OMS atribuye el aumento de 

casos de diabetes al crecimiento de la población, la dieta y al sedentarismo del 

estilo de vida. 

 

1.1.1 Estadísticas y costos de la diabetes 

En los Estados Unidos de América, la American Diabetes Association (ADA) 

ha estimado que el costo total de diabetes en 2002 fue de 132 billones de 

dólares. 

En 2014, uno de cada 9 dólares gastado en el cuidado de salud fue gastado 

para alguien diagnosticado con diabetes (Leena y Jill, 2010). 

Las cifras presentadas son alarmantes porque el incremento en la prevalencia 

de diabéticos es cada vez mayor (Figura 1). En 1985, un estimado de 30 millones 

de personas alrededor del mundo tenía diabetes. En 1995, esta cifra había 

incrementado a 135 millones y para el 2005 la cifra alcanzó un estimado de 217 

millones (Simon et al., 2005). Como ya se mencionó, a la fecha son alrededor de 

347 millones de personas reportadas con diabetes. 
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Figura 1. Incremento de personas con diabetes a lo largo de los años 
 

En México, la diabetes se ha mantenido como la segunda causa de mortalidad 

desde el 2004 hasta el 2013 (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Mortalidad en México por diabetes 

Año Porcentaje de Muertes 

2004 13.15 
2005 13.56 
2006 13.84 
2007 13.71 
2008 14.01 
2009 13.76 
2010 14.01 
2011 13.68 
2012 14.12 
2013 14.34 

 

México ocupaba el séptimo lugar mundial en la prevalencia de diabetes, es un 

dato alarmante y más aún cuando las proyecciones de los especialistas 

internacionales refieren que para el año 2025 ocupará el sexto lugar. El Instituto 

Mexicano para la Competitividad (IMCO) señala que, además del impacto de 

esta enfermedad en la mortalidad y la calidad de vida de los pacientes con 

diabetes, este padecimiento representa una enorme carga económica tanto para 

el individuo, su familia, el sistema de salud y la sociedad en general (Tabla 2) 

(Arredonde y De icaza, 2011).  
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Tabla 2. Costos directos, Costos indirectos y Costos totales anuales atribuibles 
a la diabetes en México, 2010. 

ITEM SSA1 IMSS2 ISSSTE3 USUARIOS4 Seguros 
P. 

TOTAL 

COSTOS  
DIRECTOS (CD) 

325,172 443,279 175,607 249,619 NA  

Consulta/ 
Diagnóstico 

7,101,113 16,029,089 3,750,300 31,061,914 1,792,032 59,734,448 

Medicamentos 15,813,331 35,749,875 8,351,475 69,234,743 3,994,310 133,143,734 
Hospitalización 4,747,670 10,716,748 2,507,381 20,767,414 1,198,118 39,937,331 
Complicaciones 13,125,433 29,627.572 6,931,914 57,413,683 3,312,326 110,410,928 
SUBTOTAL CD 40,787,547 92,123,384 21,541,070 178,477,754 10,296,786 343,226,541 
COSTOS  
INDIRECTOS (CI) 

      

Costos por 
mortalidad 
prematura 

2,267,624 5,326,703 1,217,070 10,811,632 NA 19,623,029 

Costos por 
discapacidad 
permanente 

47,188,661 110,847,272 25,326,919 225,842,994 NA 409,205,846 

Costos por 
discapacidad 
temporal 

712,395 1,673,432 382,353 3,603,879 NA 6,372,059 

SUBTOTAL 50,168,680 117,847,407 26,926,342 240,258,505 NA 43,520.093 
COSTOS TOTALES 90,956,227 209,907,791 48,467,412 429,033,045 NA 778,427,475 

1= Secretaría de Salud; 2= Instituto Mexicano del Seguro Social; 3= Instituto de servicios y 
Seguridad Social para los trabajadores del Estado; 4= Gastos del bolsillo de usuarios en 
instituciones privadas de salud; NA= No Aplica. 

 

El entendimiento de la función y las señales que son activadas y/o reprimidas 

en las células en respuesta a la actividad de insulina o aquellas señales que 

participan en la secreción de esta hormona, tanto en personas sanas y pacientes 

con DM ayudaría a entender más sobre la patología y los posibles blancos, que 

desempeñarían una función importante para la prevención y tratamiento de la 

diabetes.  

 

1.2 Insulina 

La insulina es la hormona anabólica más potente conocida, promueve la 

síntesis y almacenamiento de carbohidratos, lípidos y proteínas, mientras inhibe 

su degradación. La insulina estimula la entrada de glucosa, aminoácidos y ácidos 

grasos a la célula, incrementa la expresión o actividad enzimática que cataliza la 

síntesis de glucógeno e inhibe la actividad o expresión de aquellas que catalizan 

su degradación.  

Las células-β del páncreas son las encargadas de censar los niveles de 

glucosa, por lo que son las células más activas encaminadas a la absorción de 

glucosa. La entrada de glucosa por los transportadores de glucosa tipo 2 

(GLUT2) conduce a un incremento de la cantidad de adenosina trifosfato (ATP), 

lo que lleva al cierre de canales de potasio sensible a ATP que provoca la 
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depolarización de la membrana y activa canales de Ca2+ dependientes de voltaje, 

que incrementa los niveles de Ca2+ intracelular y permite la secreción de insulina. 

En las células-β existen receptores de insulina que sirven para modular la 

expresión de diferentes genes involucrados en la producción de la insulina y 

otros genes importantes para las células-β (Figura 2). 

Las concentraciones de insulina son normalmente determinadas por un control 

de retroalimentación, el cual es responsable para mantener los niveles de 

glucosa en un estado normal. La sensibilidad de las células-β pancreáticas a la 

glucosa es determinada por la sensibilidad del tejido periférico a la acción de la 

insulina, sujetos con resistencia a la insulina presentan altos niveles de insulina 

y un incremento en la secreción de insulina, que aquellos sujetos insulino-

sensibles.  

 

Figura 2. Señalización para la secreción de insulina en las células-β 

 

La secreción normal de insulina muestra una rápida respuesta a glucosa. El 

incremento en la secreción de insulina que ocurre después de una administración 

intravenosa de glucosa es virtualmente instantáneo; incluso después de una 

ingestión oral, el incremento en la secreción de insulina ocurre dentro de minutos. 

Manifestaciones tempranas de la disfunción en las células-β incluyen retraso en 
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su secreción, una respuesta menor a la glucosa e irregularidades en los pulsos 

de la secreción de insulina (Graeme y Kenneth, 2001). 

Cuando la insulina activa a su receptor incrementa la entrada de glucosa a las 

células por estimular la translocación del transportador de glucosa (GLUT4) de 

sitios intracelulares a la superficie celular. Más del 75 % de la entrada de glucosa 

mediado por insulina ocurre en músculo esquelético, mientras que en tejido 

adiposo solo ocurre un 10 % donde la energía es almacenada como triglicéridos. 

A pesar de esto, ratones con knockout del receptor de insulina en músculo 

esquelético tienen una tolerancia a la glucosa normal, mientras aquellos ratones 

con knockout en adipocitos presentan intolerancia a la glucosa demostrando que 

el tejido adiposo participa de una forma importante en la homeostasis de la 

glucosa. 

 

1.2.1 Receptores de insulina 

Los receptores de insulina pertenecen a una subfamilia de receptores tirosina 

cinasa, que incluyen al receptor del factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-I) 

y al receptor relacionado al receptor de insulina (IRR). Estos receptores son 

proteínas tetraméricas que consisten de 2 alfa y 2 beta subunidades que 

funcionan como proteínas alostéricas, en las cuales la subunidad α inhibe a la 

tirosina cinasa de la subunidad β. La unión de insulina a la subunidad α conduce 

a la desaparición de la represión de la actividad cinasa de β, seguido de una 

transfosforilación y un cambio conformacional que incrementa la actividad cinasa 

de la subunidad β. Así es como da inicio la cascada de señalización de la 

insulina. 

 

1.2.2 Señalización insulínica y el tráfico de GLUT4 

La insulina regula el metabolismo de energía por iniciar muchas cascadas de 

señalización que controlan el crecimiento celular y la sobrevivencia, así como la 

síntesis de glucógeno, proteínas y lípidos. En la Figura 3 se puede observar el 

mecanismo para que GLUT4 se fusione a la membrana celular, esto requiere de 

la movilización de compartimientos de vesículas intracelulares, en las cuales se 

encuentran estos transportadores. Todo esto se realiza mediante la regulación 
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de diferentes proteínas que son activadas en la células debido al estímulo de la 

insulina (Leto et al., 2012). 

 

 

Figura 3. Señalización de la insulina. a) La activación del receptor de insulina genera una 

transfosforilación lo que promueve el reclutamiento de proteínas adaptadoras como APS 

(Proteína adaptadora con dominios de homología a pleckstrina (PH) y homología a Src 2 (SH2). 

CAP (Proteína asociada a c-CBL) y c-CBL, este último es fosforilado, lo que permite el 

reclutamiento de la proteína adaptadora CRK y el factor intercambiador de nucleótidos de 

guanina (GEF) C3G a la membrana plasmática, donde C3G activa a la pequeña GTPasa TC10. 

La unión de GTP a TC10 promueve la interacción con el complejo exocitótico, creando un sitio 

blanco para GLUT4, que están almacenados en vesículas (GSV). TC10 también activa a la 

proteína 4 que interactúa con CDC42 (CIP4), la cual está asociada con el GEF de RAB5 y RAB31 

(GAPEX5). La translocación de GAPEX5 a la superficie celular modula la activación de sus 

GTPasas blancos, las cuales participan en la retención y translocación de los GSV.  

b) Simultáneamente los receptores de insulina inician la cascada de señalización dependiente 

de fosfoinocitido-3-cinasa (PI3K) por la fosforilación del substrato del receptor de insulina (IRS), 

así produciendo sitios de anclaje para PI3K. Esta cinasa convierte el fosfatidilinositol-4,5-difosfato 

(PIP2) a fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), el cual sirve como una plataforma para el 

reclutamiento de la cinasa dependiente de fosfoinocitidos 1 (PDK1) y AKT. Cuando AKT es 

fosforilado por PDK1 y mTORC2, pasa a una forma activa. AKT promueve la exocitosis de GSV 

por fosforilación e inactivación de 2 proteínas activadoras de la actividad GTPasa (GAPs), AS160 

y el complejo RAL-GAP (RGC, que consiste de 1 subunidad regulatoria (RGC1) y una subunidad 

catalítica (RGC2)), los cuales regulan GTPasas que están participando en la retención y dirección 

de los GSV, respectivamente.     

 

Insulina 
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El defecto en la secreción y transmisión de señales insulínicas trae como 

consecuencia el problema de la hiperglucemia y dan origen a distintos tipos de 

diabetes. 

 

1.3 Tipos de diabetes  

Existen 2 principales formas de diabetes. La Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) y 

la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), en años recientes se han tenido que redefinir 

tanto sus nombres como sus definiciones ya que anteriormente se pensaba que 

cada tipo de diabetes afectaba solamente a una parte exclusiva de la población, 

pero no es de esta forma. Además de estos tipos de diabetes existen otras 

menos comunes como son la diabetes gestacional, diabetes debido a defectos 

genéticos, obtenida por infecciones, endocrinopatías, sustancias químicas, y por 

problemas inmunes, entre otros.  

 

1.3.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) 

La DM1 resulta de una deficiencia absoluta de insulina debido a una 

destrucción auto inmunológica de las células-β productoras de insulina. Aunque 

la consecuencia de la destrucción autoinmunes de las células-β pancreáticas son 

claras, las causas no lo son y la identificación de los factores ambientales que 

desencadenan la destrucción de estas células en niños, adolescentes y adultos 

genéticamente susceptibles permanece aún sin respuesta. 

 

1.3.2 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) 

La DM2 es un grupo heterogéneo de desórdenes caracterizado por 2 defectos 

metabólicos interrelacionados: resistencia a la insulina, disfunción en la 

secreción de insulina por la células-β del páncreas o ambos (Graeme y Kenneth, 

2001). La DM2 tiene grados variables de resistencia a la insulina y disfunción 

celular, las cuales juntas conducen a la hiperglucemia. 

 

1.3.3 Diabetes gestacional 

Se caracteriza por presentar estados de hiperglucemia, que aparecen en el 

curso del embarazo. Esto aumenta el riesgo de presentar diabetes clínica (60 % 



8 

 

después de 15 años). La diabetes gestacional puede desaparecer al término del 

embarazo, persistir como intolerancia a la glucosa o diabetes clínica. 

 

1.4 Diagnóstico de la diabetes 

Se establece el diagnóstico de prediabetes cuando la glucosa de ayuno es 

igual o mayor a 100 mg/dL y menor o igual de 125 mg/dL (personas en estos 

rangos muestran un alto riesgo a padecer diabetes) y/o cuando la glucosa 2 h 

post-carga oral de 75 g de glucosa anhidra es igual o mayor a 140 mg/dL y menor 

o igual de 199 mg/dL (intolerancia a la glucosa).  

Se establece el diagnóstico de diabetes si se cumple cualquiera de los 

siguientes criterios: presencia de síntomas clásicos (poliuria, polifagia y 

polidipsia) y una glucemia plasmática casual ≥ 200 mg/dL; glucemia plasmática 

en ayuno ≥ 126 mg/dL; o bien glucemia ≥ 200 mg/dL a las 2 h después de una 

carga oral de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua, sin olvidar que en la 

prueba de ayuno o en ausencia de síntomas inequívocos de hiperglucemia, estos 

criterios se deben confirmar repitiendo la prueba en un día diferente (NOM-015-

SSA2-2010). En caso de que se confirme el diagnóstico de diabetes se debe 

empezar con el tratamiento adecuado para contrarrestar los efectos negativos 

de la hirperglucemia. 

 

1.5 Tratamiento de la diabetes  

Aunque el ejercicio moderado, un cambio en la dieta y la pérdida de peso 

claramente muestran ser efectivos en el riesgo de diabetes, no todos los 

pacientes son capaces de adecuarse a este estilo de vida. Por lo que se utilizan 

los hipoglucemiantes. Estos son agentes que pueden incrementar la secreción 

de insulina, mejorar la acción de la insulina, o retrasar la absorción de 

carbohidratos. En el caso del tratamiento para DM1 se necesita de la 

administración de insulina para su control. 

Los hipoglucemiantes orales son exclusivos para el tratamiento de la DM2. 

Estos medicamentos están compuestos de distintas clases de fármacos que 

incluyen a las sulfonilureas, no-sulfunilureas, biguanidas, tiazolidinedionas, 

inhibidores de α-glucósidos, inhibidores de SGL2 y numerosas combinaciones 

en el tratamiento. 



9 

 

La eficacia clínica de la monoterapia de fármacos para el tratamiento de la DM2, 

varias dependiendo de muchas variables, entre ellas peso, edad, y condición de 

salud, etc, (Tabla 3). A continuacion se explicarán los fármacos utilizados para 

el tratamiento de la DM. 

 

Tabla 3. Eficacia clínica de la terapia farmacológica para el tratamiento de DM2, 
cuando se usa una monoterapia  
Tipo de Fármaco Rango de 

Eficacia 
(A1c) 

Lípidos Peso Mayor efecto 
adverso 

Secretagogos     
Sulfonilurea 0.5-1.5 No afecta Aumenta Hipoglucemia 
Meglitinidas 0.5-1.5 No afecta Aumenta Hipoglucemia 
Biguanidas   TG   
Metformina 1-1.5 LDL     HDL Disminuye Disturbios GI 
Tiazolidinedionas 0.5-1.5  Incrementa Retención F. 
Pioglitazona  TG    LDL   HDL   
Rosiglitazona  TG    LDL   HDL   
Inhibidor de α-
glucosidasa 

0.4-1.0 No afecta Neutral Disturbios GI 

Agonista del receptor 
GLP-1  

0.5-1.5           TG      
HDL 

Disminuye Disturbios GI 

Inhibidor de DPP-4 0.6-1.5 Neutral Neutral URI 
Pramlintida 0.5-1.0  Disminuye Disturbios GI 

 

1.5.1 Sensibilizadores de insulina 

 

1.5.1.1 Biguanidas  

Son agentes que tienen acciones múltiples y son consideradas como 

sensibilizadores de insulina. La metformina es el único agente en esta clase que 

está actualmente viable y ha disfrutado de un extenso uso por muchos años. 

El mecanismo de acción de la metformina no está elucidado, pero se sabe que 

es requerida la activación de la proteína cinasa activada por monofosfato de 

adenosina (AMPK), para inhibir la producción de glucosa en el hígado mediante 

la inhibición de la gluconeogénesis y glucogenólisis, además la metformina 

mejora la sensibilidad a insulina en músculo esquelético. 

 

1.5.1.2 Tiazolidinedionas  

Han sido usadas clínicamente por 19 años. Se ha demostrado que las 

tiazolidinedionas (TZD) alteran la transcripción de genes en adipocitos por 

activación de los receptores PPAR-γ. Con la modulación de estos genes el 
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metabolismo de ácidos grasos libres es afectado. Lo cual es reflejado como en 

la reducción de los niveles de ácidos grasos libres, lo que aumenta la 

señalización de los receptores de insulina en músculo esquelético. 

 

1.5.2 Secretagogos 

 

1.5.2.1 Sulfonilureas 

Estos fármacos son los primeros agentes orales introducidos para el 

tratamiento de DM2 y han sido usados desde 1950. El mecanismo por el cual 

aumentan la secreción de insulina es iniciado por la unión de los agentes al 

receptor de sulfonilureas en células-β pancreáticas. Lo que promueve la 

depolarización celular y por lo tanto aumenta la secreción de insulina (Cefalu., 

2007). 

 

1.5.2.2 Secretagogos no sulfonilureas 

Entre los agentes no-sulfonilureas a la venta para uso clínico están 

repaglinida, mitiglinida y nateglinida, los cuales estimulan la liberación de la 

insulina por una rápida asociación-disociación al canal de K+ sensible a ATP. El 

bloqueo de los canales de K+
ATP en el páncreas de las células-β estimula la 

liberación de insulina. 

 

1.5.3 Inhibidores de la absorción de glucosa 

Los inhibidores de α-glucosidasa son agentes que tienen como mecanismo 

de acción para retrasar la absorción de glucosa del tracto gastrointestinal. 

Acarbosa y miglitol son ejemplos de estos agentes, su efecto es por inhibir 

competitivamente la unión de oligosacáridos a la enzima α-glucosidasa en el 

intestino delgado. Los inhibidores de α-glucosidasa disminuyen tanto la glucosa 

e insulina postprandrial. Son los fármacos que tienen menos control de la 

glucemia. 

 

1.5.4 Incretinas 

Las incretinas son hormonas insulinotrópicas secretadas 

gastrointestinalmente que juegan un papel importante en la homeostasis de la 
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glucosa, participan en el aumento de la secreción de insulina de las células-β y 

suprimen la secreción de glucagón por las células-α. El péptido similar a 

glucagón tipo 1 (GLP-1) y el péptido insulinotrópico dependiente de glucosa son 

2 de estas incretinas. La inyección intravenosa de GLP-1 ha mostrado a 

incrementar la liberación de insulina y normalizar los niveles de glucosa, inclusive 

en pacientes con DM2.  

 

1.5.4.1 Agonista del receptor de GLP-1  

Exenatida es un agonista para el receptor de GLP-1, además de que es 

resistente a dipeptidil peptidasa (DPP-4), enzima que degrada a GLP-1. 

 

1.5.4.2 Inhibidor de dipeptidil peptidasa 

GLP-1 es rápidamente degradado por la enzima DPP-4, por lo que la 

inhibición de DPP-4 atenúa la degradación de GLP-1 y gradualmente incrementa 

los niveles de GLP-1 endógeno. Sitagliptina es el único inhibidor de DPP-4 

actualmente viable en la clínica. 

 

1.5.5 Inhibidores del transportador de glucosa-sodio 

Los inhibidores del transporte de glucosa-sodio fueron aprobados en Marzo 

de 2013. Existen pocos fármacos de este tipo. Su mecanismo de acción es sobre 

el riñón, este es un pieza clave en la homeostasis de la glucosa, principalmente 

por la reabsorción de glucosa filtrada especialmente por el transportador de 

sodio-glucosa 2 localizado en el túbulo proximal. Estos fármacos inhiben 

selectivamente a este transportador de glucosa (Safavi et al., 2013). 

 

1.5.6 Terapia de insulina 

La insulina, hormona producida por las células-β es blanco de mucha 

investigación tanto para el tratamiento de la diabetes como para entender los 

mecanismos que puedan mejorar su secreción y actividad. Es bien conocido que 

la fisipatología de la DM1 involucra la destrucción autoinmune de las células-β 

del páncreas, por lo que estos pacientes requieren la administración de insulina 

desde su inicio. En la DM2 la disfunción progresiva de las células-β es una 
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característica clave de su fisiopatología, por lo que es común el uso de insulina 

en estos casos. 

 

1.6 Hiperglucemia, citocinas y la resistencia a insulina 

Las citocinas son un grupo de proteínas con un peso entre 8 a 40,000 Da. 

Casi todas las células con núcleo son capaces de sintetizar estas proteínas y en 

consecuencia responder a ellas. Más de 200 citocinas han sido identificadas las 

cuales son dividas en subgrupos viz, interleucinas, factores de crecimiento, 

quimiocinas, interferones y hematopoyetinas. Tradicionalmente las citocinas han 

sido divididas en pro-inflamatorias y anti-inflamatorias.  

Cuando se empezaba a estudiar la diabetes, la resistencia a la insulina y su 

papel en la patogénesis de la DM2, fue despreciada y como resultado la 

sensibilidad no fue considerada como un mecanismo potencial para la regulación 

de la glucosa. Recientemente se ha reinvestigado más acerca de la sensibilidad 

y el papel de las citocinas en la resistencia a la insulina. Este tema ha cobrado 

mucha fuerza, lo que ha permitido la identificación de blancos moleculares como 

el eje IKK (cinasa de IкB)/NF-кB para aumentar la sensibilidad de las células a la 

insulina. Debido a que citocinas pro-inflamatorias derivadas del tejido adiposo 

como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) pueden causar resistencia a la 

insulina en modelos experimentales. Se ha señalado a la obesidad como un 

factor importante en la aparición de la resistencia a la insulina en DM2. Esto fue 

una idea revolucionaria, que una sustancia del tejido adiposo y sobreexpresada 

en obesidad tuviera un efecto local y sistémico en el metabolismo.  

Mientras que la leptina y la adiponectina son producidas exclusivamente en 

adipocitos, el TNF-α, IL-1β, IL-6, MCP-1, visfatin, PAI-1 son expresados en otras 

células. Estas citocinas y quimiocinas activan vías intracelulares que promueven 

el desarrollo de resistencia.  

Se ha propuesto que el efecto de la hiperglucemia presentado en DM2 puede 

hacer que se incremente el metabolismo de glucosa que conduce a un aumento 

en la producción de Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) mitocondrial, la cual 

causa un aumento en la activación de vías inflamatorias.  

Las EROs y la activación de las vías inflamatorias causa resistencia a insulina 

debido a que muchas cinasas de serina/treonina son activadas por estímulos 
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inflamatorios o de estrés y contribuyen a la inhibición de señalización de insulina. 

Entre estas cinasas tenemos a JNK, cinasa del inhibidor de NF-кB (IKK), y PKC-

ɵ (Kathryn y Gokhan, 2005).  

Se ha mostrado que JNK promueve la resistencia a la insulina por la 

fosforilación de residuos de serina en IRS-1. La señalización del receptor de 

insulina ocurre por medio de una cascada de tirosina cinasa y es inhibido por 

una contra-regulación de fosforilación en residuos de serina/treonina que puede 

ser mediada por JNK. IKKβ causa resistencia a la insulina por medio de la 

activación de NF-кB. Este factor ha sido ligado con la disfunción celular (Steven 

et al., 2006). Las ceramidas pueden activar vías inflamatorias incluyendo JNK y 

NF-кB. El exceso de lípidos incrementa la actividad de varias isoformas de PKC 

en músculo humano, lo que también puede activar al complejo IKK y por ende a 

NF-кB. 

 

1.7 Hiperglucemia, citocinas y disfunción en células-β 

La hiperglucemia y la expresión de citocinas, suprimen la transcripción y 

secreción de la insulina además de conducir a las células-β a apoptosis, como 

se ha mencionado antes en casos de DM2 aunado con obesidad, la producción 

de ERO y muchas citocinas pro-inflamatorias, están sobreexpresadas como son 

IL-1β, IL-6, TNF-α, entre otras. La unión de IL-1β o TNF-α a sus receptores 

específicos reclutan proteínas y activan cascadas de cinasas y ligasas 

conduciendo a la activación del complejo IKK. Este complejo induce la 

fosforilación y degradación de IкB, permitiendo la translocación al núcleo de NF-

кB (Ortis et al., 2012). 

IL-1β a menudo sinergiza con TNF-α para la inducción de la muerte celular. 

El sinergismo de estas citocinas es un fenómeno comúnmente reportado. Lo que 

podría originar la apoptosis en las células-β. 

Se sabe que IL-1β activa la vía de la cinasa N-terminal de c-jun (JNK) en 

células-β. JNK es un miembro de las proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK por sus siglas en inglés) las cuales son una familia de serina/treonina 

cinasas y están involucradas en la transmisión del estrés y apoptosis en muchas 

células. Por lo tanto, hay evidencia que JNK actúa como un regulador clave de 

la función celular y apoptosis de células-β. En pacientes con DM2 la expresión 
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de IL-1Ra (antagonista del receptor IL-1) esta reducida y una alta concentración 

de glucosa induce la producción de IL-1β en células pancreáticas humanas, lo 

que lleva a la activación de NF-кB y a una regulación a la alza de la señalización 

de Fas denominado como un factor apoptótico autócrino (Monisha y Madhukar, 

2012). Por lo tanto, el balance entre IL-Ra y IL-1β puede perderse y el 

funcionamiento de las células-β en pacientes con DM2 se ve alterado.  

 

1.8 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo inducido por especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 

están involucradas en la pérdida de la función de células-β durante el desarrollo 

de diabetes. Debido a su baja capacidad antioxidante, las células-β son 

extremadamente sensibles al estrés oxidativo. La cadena respiratoria en la 

mitocondria representa la principal fuente de producción de EROs. El radical 

superóxido O2
•- es generado por una simple reducción de electrones del oxígeno 

molecular en la mitocondria por el complejo I y III. El radical superóxido es una 

molécula reactiva que es convertida a una especie menos reactiva que es el 

peróxido de hidrogeno (H2O2) por la Superóxido Dismutasa (SOD). Esta 

molécula es eliminada del organismo por la Catalasa (CAT) y la Glutatión 

Peroxidasa (GPx). Las células producen especies reactivas de oxígeno porque 

son necesarias para la señalización sin embargo, los constituyentes celulares 

también son blancos para ser atacados por las EROs y producir estrés oxidativo 

(Drews et al., 2010). El peróxido de hidrogeno puede ser enzimáticamente 

degradado a O2, sin embargo una pequeña porción puede escapar a este destino 

y en la presencia de metales de transición (hierro), el H2O2 es transformado al 

radical hidroxilo (•OH) conocido como reacción de Fenton (Figura 4). La 

generación de •OH puede ser devastador para la célula, debido a su alta 

toxicidad (Reiter et al., 2000). Las EROs se encuentran incrementadas en 

diabetes y participan en el desarrollo de las complicaciones diabéticas, por lo 

tanto, fármacos que se encarguen en disminuir los niveles de EROs serían de 

gran interés en el tratamiento de la diabetes (Figura 5) (Hosseini y Abdollahi, 

2012). 
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Figura 4. Producción y eliminación de EROs 

 

 

Figura 5. Posibles blancos para disminuir EROs en las células 

 

1.9 Modelos animales de diabetes 

Aún persisten múltiples incógnitas acerca de los mecanismos patogénicos de 

una enfermedad tan prevalente hoy en día como es la DM2. El avance en la 

prevención y tratamiento de la misma dependerá en gran parte de la compresión 
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de estos mecanismos y para ello es imprescindible seguir utilizando modelos 

animales. 

La DM puede presentarse espontáneamente en los animales, puede también 

ser inducida de forma experimental y, en ocasiones, combinarse ambas causas. 

Tal como era de esperar, los modelos animales de diabetes son tan complejos y 

heterogéneos como lo es el propio síndrome metabólico en seres humanos. En 

el espectro patogénico de la DM2, se encuentra todo el rango de posibilidades, 

predominando en algunos animales la resistencia a la insulina, mientras que en 

el extremo opuesto, otros sufren sobre todo disfunción de las células-β. Todos 

pueden aportar información valiosa para la DM humana, aunque aquellos 

modelos donde la intolerancia a la glucosa es parte de un fenotipo más complejo, 

tal como el que incluye obesidad, dislipidemia e hipertensión pueden ser de 

mejor utilidad.  

En una primera clasificación, podemos dividir los modelos de diabetes según 

su mecanismo de producción en modelos espontáneos e inducidos (Arias-Díaz 

y Balibrea, 2007). 

La estreptozotocina (STZ) y el aloxano son los fármacos más utilizados para 

el estudio de múltiples aspectos de la diabetes. Ambos fármacos ejercen su 

acción diabetogénica cuando ellos son administrados parenteralmente, 

intravenosamente, intraperitonealmente o subcutáneamente. La dosis de estos 

agentes requerida para la inducción de diabetes depende de la especie animal, 

ruta de administración y estado nutricional. De acuerdo a la dosis administrada 

de estos fármacos signos similares a DM1 o DM2 pueden ser inducidos (Tabla 

4). 

Tabla 4. Modelos animales para Diabetes Mellitus 
Clasificación de los modelos animales de diabetes mellitus 

1. Modelos espontáneos 2. Modelos inducidos 
     La rata goto-kakizaki (GK)      Inducción hormonal 
     El ratón obeso de Nueva Zelanda (NZO)      Administración de fármacos 
     El ratón KK      Manipulación genética 
     Psammommys obesus (rata israelí de la 
arena) 

 

     La rata OLETF   
     El ratón db/db  
     El ratón ob/ob  
     El raton Agouti  
     La rata Zucker (fa/fa)  
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La citotoxicidad de estos fármacos diabetogénicos es mediada por especies 

reactivas de oxígeno, pero ambas drogas difieren en su mecanismo de acción. 

El aloxano y el producto de su reducción, ácido dialúrico establece un ciclo redox 

con la formación del radical superóxido. Estos radicales someten una 

disminución del peróxido de hidrogeno H2O2 con un simultáneo incremento de 

las concentraciones de calcio citosólico, lo cual causa una rápida destrucción de 

las células-β pancreáticas. La dosis de aloxano más frecuente usada en ratas es 

65 mg/kg (intravenosa), pero cuando es administrada intraperitonealmente (i.p.) 

o subcutáneamente su dosis efectiva debe ser más alta.  

La estreptozotocina entra en las células-β vía GLUT-2 y causa alquilación del 

ADN. Además STZ induce activación de ribosilación de poli adenosina difosfato 

y liberación de óxido nítrico. Como un resultado de la acción de STZ, las células-

β son destruidas por necrosis. En ratas adultas, 50 mg/kg es la dosis más común 

para inducir diabetes insulino dependiente. En general, las ratas son 

consideradas diabéticas si la concentración de glucosa en sangre en ayuno son 

más de 200-300 mg/dL, 2 días después de la inyección de STZ. Un modelo de 

DM2 puede ser inducido en ratas por una dosis intravenosa o intraperitoneal con 

STZ, en los primeros días de vida. A las 8-10 semanas de edad, ratas tratadas 

con STZ manifiestan un hiperglucemia basal moderada, una disfunción en las 

pruebas de tolerancia a la glucosa, y una pérdida de la sensibilidad de células-β 

a la glucosa (Fröde y Medeiros, 2008).  

 

1.10 Diabetes y obesidad 

Existen mucha evidencia y estudios que relacionan a la obesidad con 

diabetes, dado que el 90 % de los pacientes con diabetes son obesos, la 

obesidad es un factor de riego muy importante que conduce al desarrollo de 

padecimientos como enfermedades cardiacas, diabetes tipo 2, cáncer, entre 

otras enfermedades crónico degenerativas. 

La Obesidad se define como la acumulación anormal o excesiva de grasa que 

puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2015). El índice más utilizado para 

poder determinar si una persona está en obesidad es el índice de masa corporal 

o IMC, cuando el resultado es igual o superior a 30 una persona es considerada 

obesa, en caso de que una persona presente un IMC menor a 30 y mayor o igual 
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a 25 se considera en sobrepeso lo cual también es motivo de alarma porque 

estás personas son más vulnerables a ser obesas (Tabla 5). 

 

IMC = Peso de la persona (kg) 

            [Altura de la persona (m)]2 

 

Tabla 5. Clasificación del IMC 
Insuficiencia ponderal < 18.5 

Intervalo normal 18.5 – 24.9 
Sobrepeso ≥ 25.0 
Preobesidad 25.0 – 29.9 
Obesidad  ≥ 30.0 
Obesidad de clase I 30.0 – 34.9 
Obesidad de clase II 35.0 – 39.0 
Obesidad de clase III ≥ 40.0 

 

En 2008, más de 1400 millones de adultos tenían sobrepeso y más de 500 

millones eran obesos. Cada año 2.8 millones de personas mueren por causa de 

obesidad o sobrepeso. Así también la obesidad infantil es el problema de salud 

pública más grave del siglo XXI, porque estos niños tiene más probabilidades de 

padecer enfermedades como diabetes y problemas cardiovasculares, por lo 

tanto están expuestos a muertes prematuras. 

En México, la obesidad tiene un impacto muy importante sobre la salud pública 

y es que el país ocupa los primeros lugares de prevalencia en obesidad a nivel 

mundial. Además de la obesidad en adultos, México también ocupa el primer 

lugar en obesidad infantil, lo que como ya se mencionó es un factor de riego para 

su salud (Figura 6). 

 

Más del 70 % de adultos tienen sobrepeso en México, una proporción mayor 

que en cualquier otro país de la OCDE (Figura 7). 

 



19 

 

 

Figura 6. Prevalencia de sobrepeso y obesidad infantil en México (ENSANUT, 

2012) 

 

 

Figura 7. Tendencia en la prevalencia de sobrepeso (incluyendo obesidad) en 

adultos para determinados países de la OCDE 

 

Los factores genéticos son de gran impacto en el desarrollo de la obesidad, 

pero para que estos sean expresados se necesita de un ambiente específico 
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para la expresión de obesidad. Un ejemplo claro de esto es la exposición de las 

personas a una dieta alta en grasa (West et al., 1992).  

Debido a que la diabetes y la obesidad forman parte del síndrome metabólico 

se encuentra una asociación muy estrecha entre ambas a nivel molecular, puesto 

que si existe una pérdida de balance en una de las rutas metabólicas 

relacionadas con diabetes u obesidad van afectar inherentemente al otro. 

Algunas de las relaciones moleculares son proteínas expresadas en diabetes, 

así también están en obesidad como por ejemplo las citocinas inflamatorias, 

incremento de especies reactivas de oxígeno y otros factores que participan en 

los problemas metabólicos. 

 

1.10.1 Obesidad y citocinas inflamatorias  

La obesidad es un problema de salud caracterizado por inflamación de bajo 

grado. Los adipocitos y macrófagos producen citocinas inflamatorias como TNF-

α e IL-6, y expresan receptores tipo toll (TLRs). Los ácidos grasos libres están 

elevados durante la obesidad y sus efectos pueden ser mediados por los TLRs, 

cuando existe un exceso de alimentación crónica esto resulta en acumulación de 

lípidos hepáticos. Las lesiones en el hígado pueden ocurrir cuando los 

triglicéridos almacenados en los hepatocitos se sobrepasa, resultando en la 

activación de vías apoptóticas e inflamatorias, esto desarrolla resistencia a la 

insulina. Las células de Kupffer y las células de Ito se acumulan en el sitio de 

herida y la reparación de tejido y la fibrosis es iniciada. Las células de Kupffer 

tienen una participación importante en el desarrollo de hígado graso, estás 

células producen a la IL-1β, lo que resulta en la acumulación de lípidos a través 

de la supresión de la oxidación de ácidos grasos dependiente de PPAR-α, lo que 

agrava la esteatosis (Figura 8). Por lo tanto, la inhibición de las células de Kupffer 

o sus moléculas puede prevenir la esteatosis inducida por dieta, así como la 

resistencia a la insulina y ejerce efectos sobre la obesidad (Wahli y Michalik, 

2012).  
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Figura 8. Modelo hipotético para el control de la repuesta inflamatoria en tejido 

adiposo e hígado. 

 

1.10.2 Obesidad y especies reactivas de oxígeno 

La peroxidación lipídica y la producción de H2O2 en tejido adiposo blanco en 

modelos de obesidad en ratón se encuentra aumentado. Exposición in vitro de 

células 3T3-L1 a altos niveles de glucosa o ácidos grasos libres ha mostrado 

incrementar la producción de EROs. Muchos estudios han proporcionado 

evidencia que la disfunción mitocondrial está relacionada con obesidad por el 

incremento de la producción de EROs, lo que termina en resistencia a insulina.  

Un número importante de efectos de la insulina en adipocitos puede ser 

mimetizado por H2O2. Por lo tanto, esta especie reactiva de oxígeno puede 

incrementar los transportadores de glucosa y consecuentemente la entrada de 

glucosa, así como la síntesis de lípidos. Mientras inhibe la lipólisis. Una 

producción controlada de EROs por estimulación de insulina puede ser benéfico, 

la producción sostenida de EROs puede generar una disfunción en la respuesta 

a la insulina. De hecho, una exposición a H2O2 en concentraciones micromolares 

a los adipocitos 3T3-L1, afecta la expresión de transportadores de glucosa, lo 
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que reduce los transportadores de glucosa y la lipogénesis estimulada por 

insulina.  

La sobreproducción de adipocinas inflamatorias es un rasgo del tejido adiposo 

disfuncional en obesidad, conduciendo a una inflamación sistémica en pacientes 

obesos. La inflamación y el estrés oxidativo están estrechamente 

interconectados, el estrés oxidativo sistémico también aparece como una huella 

del síndrome metabólico. El estrés oxidativo parece ser el agente principal en el 

desarrollo de muchas complicaciones metabólicas asociadas con obesidad. Por 

lo tanto, terapias diseñadas a disminuir la producción de EROs puede ser de 

efecto benéfico para la salud (Le Lay et al., 2014). 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Las plantas con potencial antidiabético  

Existen muchas plantas para el tratamiento de la DM, las cuales son una 

riqueza oculta de productos naturales potencialmente útiles. Sin embargo, pocas 

plantas tradicionales antidiabéticas han recibido el estudio científico cuidadoso, 

a pesar de las recomendaciones de la Organización Mundial de la Salud, que 

insta a que su estudio se lleve a cabo (Jung et al., 2006). 

En México se han documentado al menos 306 especies de 235 géneros y 93 

Familias usadas como agentes hiploglucemiantes. Las familias más 

mencionadas son Astaraceae (47), Fabaceae (27), Cactaceae (16), Solanaceae 

(10) y Laminaceae (9). Pero pocas de estas plantas han sido investigadas en 

pruebas preclínicas o clínicas. Actualmente se requiere de una investigación 

seria requerida para el desarrollo de nuevos medicamentos herbolarios que 

beneficien a la población mexicana que sufre de esta enfermedad crónica. A 

diferencia de Alemania y Francia, donde la fitomedicina mueve billones de 

dólares cada año; en México el desarrollo de medicamentos herbolarios sería 

aparentemente una oportunidad para los inversionistas (Andrade-Cetto y 

Heinrich, 2005). 

 

2.2 Estudios previos realizados en el Laboratorio 

En el Laboratorio de Biología Celular y Productos Naturales. García-Galicia 

realizó el estudio de la actividad hipoglucemiante de tres extractos (hexano, 

acetato de etilo y etanol) de A. tolucensis en ratas diabéticas, donde encontró 

que la administración de extractos de A. tolucensis tenían una tendencia a 

disminuir los niveles de glucosa en ratas diabéticas inducidas con STZ, a dosis 

de 250 mg/kg de cada extracto cada 48 h. En especial, el extracto de AcOEt 

disminuyó los niveles de glucosa a 158.6 ± 25 mg/dL de una manera 

estadísticamente significativa en comparación de las ratas diabéticas de 361.7 ± 

27.0 mg/dL, además de acercarse a los valores de las ratas control de 76.4 ± 5.0 

mg/dL. La administración de estos extractos además disminuyó la expresión de 

citocinas pro-inflamatorias, donde nuevamente el extracto de AcOEt disminuyó 

la expresión de IL-6, IL-1β y TNF-α que como ya se ha mencionado 
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anteriormente, participan en la disfunción y apoptosis de células-β, así como en 

la resistencia a la insulina. La disminución en la expresión de estas citocinas 

inflamatorias también podría explicar la prevención del daño a los tejidos del 

páncreas que se reporte en este trabajo (García-Galicia et al., 2014). 

 

2.3 Estudios realizados a las cumarinas 

Las cumarinas son compuestos fenólicos presentes en frutas y vegetales de 

la dieta de seres humanos, son conocidos por tener propiedades antioxidantes y 

disminuir los lípidos. Más de 1300 cumarinas han sido identificadas como 

metabolitos secundarios de plantas, bacterias y hongos. Las cumarinas son 

principalmente clasificadas dentro de 6 tipos basados en su estructura química 

y se les atribuyen diferentes actividades biológicas como antivirales, 

anticoagulantes, antiinflamatorias, citotóxicas, antibacterianas, antidiabéticas, 

entre otras (Venugopala et al., 2013).  

 

La umbeliferona (UMB) (7-hidroxicumarina), un derivado de cumarina, es una 

benzopirona y está presente en las frutas comestibles, como la manzana Golden 

y la naranja amarga. La cumarina puede reducir los niveles de glucosa y se ha 

reportado también que la UMB tiene actividad antioxidante. En 2005, Ramesh y 

colaboradores en la India evaluaron a la umbeliferona una cumarina que se 

encuentra en la familia de Umbelliferae en un modelo de rata diabética inducido 

con estreptozotocina, demostraron que el tratamiento con umbeliferona 

disminuyó los niveles de glucosa de 289.3 ± 3.18 mg/dL a 114.3 ± 5.71 y aumentó 

los niveles de insulina cerca de los niveles normales de 5.38 ± 0.37 a 17.11 ± 

0.66 µU/mL en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (Ramesh y 

Pugalendi, 2005). Un año más tarde el grupo de Ramesh encontró que la 

umbeliferona también puede disminuir el estrés oxidativo por medio de 

incrementar la actividad de enzimas antioxidantes, por lo tanto la conclusión es 

que la umbeliferona es un potencial agente antidiabético (Ramesh y Pugalendi, 

2006). 

 

En 2009, Kumar y colaboradores en la India, evaluaron la actividad 

hipoglucemiante de diferentes piranocumarinas en un modelo de ratón diabético 
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db/db. Se encontró que diferentes derivados de piranocumarinas mostraron una 

actividad hipoglucemiante disminuyendo los niveles de glucosa de 414.37 a 

252.22 mg/dL, la conclusión fue que algunos derivados tenían efecto 

hipoglucemiante en este modelo animal (Kumar et al., 2009). 

 

En 2009, Pari y colaboradores en la India, evaluaron el efecto de una cumarina 

en enzimas hepáticas claves para el metabolismo de la glucosa, en un modelo 

de rata diabética inducida con nicotinamida-estreptozotocina. La administración 

de la cumarina aumentó la actividad de enzimas como hexocinasa de 116.21 ± 

10.36 a 141.57 ± 11.11 U/g de proteína y glucosa-6 fosfato deshidrogenasa de 

2.41 ± 0.09 a 3.27 ± 0.16 mL U/mg de proteína. También disminuyó la actividad 

de la glucosa-6-fosfatasa de 0.26 ± 0.01 a 0.22 ± 0.01 U/mg de proteína. Se 

concluyó que la cumarina tiene una actividad antidiabética por regular la 

actividad de estas enzimas que participan en el metabolismo de la glucosa (Pari 

y Rajarajeswari, 2009). 

 

En 2010, Li y colaboradores en China, evaluaron el efecto de XLF-III-43 un 

derivado de cumarina, la administración de este compuesto prevenía la 

nefropatía diabética en un modelo de rata diabética inducida con 

estreptozotocina. La administración de XLF-III-43 disminuyó significativamente 

la excreción de albúmina en orina, además que previno la hipertrofia y 

glomerulosclerosis. Estos datos correlacionaron con la disminución de los 

productos finales de glicación avanzada, estos productos afectan las funciones 

normales de proteínas por medio de la unión no enzimática a glucosa, por lo 

tanto al inhibir estos productos se previenen disfunciones de muchas proteínas. 

Los autores concluyen que XLF-III-43 inhiben las formación de estos productos 

finales de glicación avanzada y por lo tanto disminuyen el desarrollo de 

complicaciones diabéticas (Li et al., 2010). 

 

En 2010, Rajarajeswari y colaboradores en la India, evaluaron el efecto de 

una cumarina en un modelo de rata diabética inducido con nicotinamida-

estreptozotocina. Ellos encontraron que la administración de la cumarina re-

estableció a un estado normal los cambios observados en los tejidos y por lo 
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tanto concluyeron que la cumarina tiene un efecto antioxidante en este modelo 

de rata diabética (Rajarajeswari y Pari, 2011). 

 

En 2011, Jayashree y colaboradores en la India, sintetizaron y evaluaron 

nuevos análogos de cumarina. Los nuevos compuestos sintetizados poseían 

actividad antioxidante, esto fue demostrado con la prueba de DPPH. Los autores 

concluyen que estos compuestos tienen actividad antioxidante muy importante 

(Jayashree et al., 2011). 

 

En 2012, Ding y colaboradores en China, evaluaron extractos de Citrus 

ichangensis en un modelo murino de obesidad utilizando ratones de la cepa 

C57BL/6, Ellos encontraron que los principales metabolitos de esta planta son 

en su mayoría flavonoides y cumarinas, estos extractos disminuyen la ganancia 

de peso de estos animales de 30 g hasta 23 g, además de inhibir a los PPAR-γ 

(Ding et al., 2012). 

 

En 2013, Choi y colaboradores en Korea, evaluaron diferentes cumarinas en 

un modelo de rata obesa inducido con dieta, se encontró que estos compuestos 

disminuyen el colesterol de 154.0 ± 4.5 a 88.1 ± 2.1 y previenen el daño hepático 

(Choi et al., 2013). 

 

En 2014, Nugara y colaboradores en Japón, evaluaron a la (±)-pteryxina en 

células 3T3-L1, estas células bajo condiciones específicas pueden diferenciarse 

a adipocitos, pero aquellas células tratadas con (±)-pteryxina no se diferenciaban 

por lo tanto este grupo de investigación concluye que la molécula (±)-pteryxina 

puede modular genes relacionados con la adipogénesis (PPAR-γ, SREBP1c, 

FABP4) (Nugara et al., 2014). 

 

En 2014, Burgueño y colaboradores en México analizaron la parte aérea de 

la Arracacia tolucensis, una planta utilizada en México para el tratamiento de la 

diabetes, utilizando métodos de cromatografía en columna y espectroscopía 

encontraron que los principales metabolitos de esta planta son la Praeruptorina 

A y el 4’-O-angeloilvisaminol (Burgueño et al., 2014). 
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En 2014, García-Galicia y colaboradores también, en nuestro grupo de 

investigación evaluaron extractos obtenidos de la parte aérea de la A. tolucensis 

en un modelo de rata diabética inducido con estreptozotocina donde se encontró 

que estos extractos poseen efectos hipoglucemiantes disminuyendo los niveles 

de glucosa periférica de 361.7 a 158.6 mg/dL, así como también disminuyó la 

expresión de citocinas inflamatorias. 

 

Por otro lado, en la literatura existen algunos documentos de patente que 

hablan sobre derivados de cumarina, por ejemplo el documento WO 

2014084669, donde se menciona una composición farmacéutica que contiene a 

la Praeruptorina A para el tratamiento de la osteoporosis, sin embargo, en este 

documento no hacen ninguna mención a diabetes, ni que la molécula fue 

obtenida a partir de un extracto vegetal (Son y Kim, 2014). 

 

En el documento CN 103006725 A se menciona de una formulación que 

contiene a la Praeruptorina A para el tratamiento de diabetes. En esta invención 

se habla de una mezcla de diferentes metabolitos que pueden ser utilizados para 

el tratamiento de la diabetes. Pero no se muestran evidencias de la actividad 

hipoglucemiante, ni del mecanismo de acción (Bing, 2013). 

 

En el documento JP 2012-153625 mencionan el uso de un derivado de 

cumarina para el tratamiento de la diabetes y que la sucodorfina puede disminuir 

los niveles de glucosa. En esta patente se evaluó a la sucodorfina, la cual mostró 

efecto hipoglucemiante, pero no se muestra su mecanismo de acción (Murakami 

et al., 2011). 

 

En el documento CN 103690483 se menciona una microemulsión de 

Praeruptorina A para tratar efermedades cardiovasculares, este documento no 

hace mención de diabetes (Xuan, 2013) 
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En el documento CN 101759705 se menciona un método para extraer la 

Praeruptorina A de Peucedanum praeruptorum, nosotros identificamos a la 

Praeruptorina A de Arracacia tolucensis y luego sintetizamos su análogo, por lo 

que los documentos no son parecidos (Dongfeng y Chengdong, 2009) 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La diabetes y la obesidad son un problema de salud en el mundo y México, 

debido a que gran parte de la población padece de estas enfermedades, nuestro 

país ocupa los primeros lugares en prevalencia de diabetes y obesidad. En 2014 

4.9 millones de personas murieron por problemas relacionados a diabetes, así 

también la obesidad afecta a gran parte de la población infantil de nuestro país, 

y esto tiene un impacto importante en el desarrollo de estas personas, porque 

ellas están mas expuestas a padecer enfermedades crónicas degenerativas y 

tengan muertes prematuras. Por lo que es de gran importancia realizar estudios 

en el tema. Los medicamentos actualmente utilizados todavía poseen 

inconvenientes en su eficacia y perfil de efectos adversos, por lo que la búsqueda 

y obtención de nuevas moléculas de origen natural surgen como una alternativa 

importante para encontrar compuestos con posible actividad terapéutica para el 

tratamiento de diabetes y/u obesidad. Por lo anterior, surge la necesidad de 

presentar una alternativa que no sea tóxica, dicha alternativa se basa en la 

evaluación de una molécula derivada de una piranocumarina de origen natural, 

proveniente de una planta que se ha venido investigando en nuestro grupo de 

investigación. 
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4. HIPÓTESIS 

 

Si compuestos derivados de cumarina poseen efectos hipoglucemiantes y son 

capaces de regular factores adipogénicos, entonces la mezcla 

enantioméricamente enriquecida con la estereoquímica R,R de 3’,4’-di-O-acetil-

cis-quelactona tendrá dicha acción en modelos animales de diabetes y/u 

obesidad. 
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5. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto hipoglucemiante y antiobesidad de la administración de una 

mezcla enantiomérica enriquecida con la estereoquímica R,R de 3’,4’-di-O-acetil-

cis-quelactona, en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina y en un 

modelo de obesidad en ratón inducido con dieta alta en grasa. 

 

5.1 Objetivos específicos 

 

1. Obtener mediante síntesis química a DOAcQ 

 

2. Determinar el efecto hipoglucemiante de DOAcQ en el modelo de rata 

diabética y analizar el perfil bioquímico de los diferentes grupos 

experimentales 

 

3. Analizar el efecto de DOAcQ en órganos como bazo, hígado, páncreas y 

riñón 

 

4. Evaluar el efecto de DOAcQ en moléculas relacionadas con diabetes y 

analizar la actividad de enzimas antioxidantes 

 

5. Determinar el efecto antiobesidad de DOAcQ en un modelo de ratón 

obeso inducido con dieta 

 

6. Evaluar el efecto toxicológico in vitro e in vivo de DOAcQ 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La Figura 9 muestra el diseño experimental general que se llevó a cabo para 

la realización de este proyecto. En primer lugar se realizó la síntesis de DOAcQ. 

Una vez obtenido DOAcQ, éste fue evaluado en los modelos animales de 

diabetes y obesidad, a los cuales se les analizaron diferentes parámetros para, 

después del sacrificio, llevar a cabo la obtención de muestras para analizar el 

perfil bioquímico, el análisis histopatológico, la expresión de citocinas y la 

actividad antioxidante. 

 

Figura 9. Diseño experimental general 

 

6.1 Metodología general para la síntesis de DOAcQ  

La separacióny purificación de cada una de las reacciones se hizo por 

cromatografía en columna (CC), usando como soporte sílica gel (200-300 mallas, 

Natland international Corporation). El seguimiento de las reacciones y el análisis 

de la purificación en columna se hizo por cromatografía en capa fina (CCF), en 

placas de sílica-gel de 3 X 5 cm (sílica-gel, 1500 micrones, Analtech), revelando 

con luz ultravioleta (UV) de longitud de onde de 254 nm y revelando con sulfato 

cérico (CeSO4) en solución de H2SO4 y calor en placas de sílica-gel 60 F254 

Merck. Todos los disolventes utilizdos fueron destilados antes de su utilización. 

Los datos físicos y espectroscópicos de los compuestos puros se obtuvieron de 

la siguiente manera: Los puntos de fusión, cuando fue necesario, se obtuvieron 
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de un equipo para punto de fusión Cole-Parmer. Los datos espectroscópicos de 

RMN 1H y 13C fueron registrados en equipos Varian en soluciones de disolventes 

deuterados usando TMS como referencia interna. La masa exacta del ión 

molecular de DOAcQ se obtuvo en un equipo Joel GCmatell por impacto 

electrónico a 70 eV. 

 

6.1.1 Síntesis de la mezcla 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona  

A continuación se describe el proceso para llevar la obtención de la mezcla 

enantioméricamente enriquecida con la estereoquímica R,R de 3’,4’-di-O-acetil-

cis-quelactona.  

 

6.1.1.1 Procedimiento general para la obtención de la piranocumarina (1)  

En un matraz provisto de refrigerante y agitador, se adicionó 7-

hidroxicumarina (6.2 mmol) y Xileno (20 mL). La mezcla se agitó hasta 

homogenización, se adicionó 1,1-dietoxi-3-metil-2-buteno (7.4 mmol) y picolina 

(0.2 mL). La mezcla se calentó bajo reflujo durante 30 h. Transcurrido el tiempo 

de reacción, se agregaron 20 mL de CH2Cl2 y se filtró en un embudo con Na2SO4 

anhidro, silica gel y celita. Se enjuagó con AcOEt (3 x 15 mL), la fase orgánica 

se secó sobre Na2SO4 anhidro, se filtró y evaporó a presión reducida. El residuo 

se purificó por cromatografía flash usando sílica gel como adsorbente y una 

mezcla de hexano-AcOEt (9:1) como eluyente, para dar un sólido amarillo pálido 

correspondiente a la seselina.   

 

6.1.1.2 Procedimiento para la obtención de la cis-quelactona (2) 

En un matraz bola provisto de agitador se colocó una mezcla de tert-

butanol/H2O (5/5 mL), se adicionaron 1.4 g de AD-mix α y se agitó hasta que se 

formó una mezcla amarilla translúcida. Entonces la mezcla se puso en baño de 

hielo hasta llegar a una temperatura entre 0-5 ºC y se adicionó la seselina (1) 

(200 mg), se mantuvo la agitación durante 45 h, una vez concluida la reacción 

se agregó una solución de Na2SO3 (1 g/10 mL) para detener la reacción y se 

dejó llegar a temperatura ambiente con agitación durante 30 min. 

Posteriormente, se agregó AcOEt (10 mL) y se realizó una extracción con CH2Cl2 

(3 x 10 mL), la fase orgánica se lavó con una solución saturada de NaCl, se secó 
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sobre Na2SO4 anhidro y se concentró bajo presión reducida. El crudo de reacción 

se purificó con cromatografía flash usando como eluyente una mezcla de 

hexano-AcOEt (7:3).  

 

6.1.1.3 Procedimiento para la síntesis de 4’-O-(α-metilbutiril)-cis-quelactona 

(3) 

En un matraz bola provisto de agitador se colocó la cis- quelactona (3) (120 

mg, 0.45 mmol) y se disolvió en CH2Cl2 (6 mL), se adicionó el ácido S-2-metil-3-

butanoico (46 µL, 0.45 mmol) y 4-(dimetilamino)-piridina (9.2 mg, 0.075 mmol), 

la mezcla se agitó y se llevó a baño de hielo por 10 min. Entonces se le adicionó 

el N,N´-diciclohexilcarbodiimida (235.9 mg, 1.1 mmol) este compuesto es el 

iniciador de la reacción por promover la generación de un anhídrido (Sheikh et 

al., 2010). Se permitió a la reacción llegar a temperatura ambiente y se mantuvo 

en agitación durante 2 h, una vez concluida la reacción se agregó CH2Cl2 (10 

mL) y la mezcla se filtró por un embudo con algodón, posteriormente se secó con 

Na2SO4 anhidro y se concentró bajo presión reducida. El crudo de reacción se 

purificó con cromatografía flash usando como eluyente hexano-AcOEt (8:2).  

 

6.1.1.4 Procedimiento para la síntesis de 3’-O-(α-metilbutiril)-cis-quelactona 

(4) 

En un matraz bola provisto de agitador se colocó la cis- quelactona (3) (120 

mg, 0.45 mmol) y se disolvió en CH2Cl2 (6 mL), se adicionó el ácido S-2-metil-3-

butanoico (46 µL, 0.45 mmol) y 4-(dimetilamino)-piridina (9.2 mg, 0.075 mmol), 

la mezcla se agitó y se llevó a baño de hielo por 10 min. Entonces se le adicionó 

el N,N´-diciclohexilcarbodiimida (235.9 mg, 1.1 mmol) este compuesto es el 

iniciador de la reacción por promover la generación de un anhídrido (Sheikh et 

al., 2010). Se permitió a la reacción llegar a temperatura ambiente y se mantuvo 

en agitación durante 2 h, una vez concluida la reacción se agregó CH2Cl2 (10 

mL) y la mezcla se filtró por un embudo con algodón, posteriormente se secó con 

Na2SO4 anhidro y se concentró bajo presión reducida. El crudo de reacción se 

purificó con cromatografía flash usando como eluyente hexano-AcOEt (8:2).  
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6.1.1.5 Procedimiento para la síntesis de 3’-O-tigloil-4’-O-(α-metilbutiril)-

cis-quelactona (5)  

En un matraz bola provisto de agitador se colocó el monoesterificado 4 (45 

mg, 0.13 mmol) y se disolvió en CH2Cl2 (1 mL), se adicionó el ácido angélico (39 

mg, 0.39 mmol) y 4-(dimetilamino)-piridina (5 mg, 0.04 mmol), la mezcla se agitó 

y se llevó a baño de hielo por 10 min. Entonces se le adicionó el N,N´-

diciclohexilcarbodiimida (100 mg, 0.49 mmol) este compuesto es el iniciador de 

la reacción por promover la generación de un anhídrido (Sheikh et al., 2010). 

Posteriormente se llevó la reacción a reflujo y se mantuvo en agitación durante 

28 h, la mezcla se filtró por un embudo con algodón lavando con CH2Cl2, 

posteriormente se secó con Na2SO4 anhidro y se concentró bajo presión 

reducida. El crudo de reacción se purificó con cromatografía flash usando como 

eluyente hexano-AcOEt (8:2).  

 

6.1.1.6 HPLC de los diastereómeros 

Dado que los compuestos sintetizados son diastereoisómeros sus 

propiedades físicas son distintas y en principio deben de ser separables por 

métodos convencionales, por lo que se intentó una purificación por HPLC.  

Las columnas utilizadas fueron una columna C18 y una columna de sílica, 

utilizándose diferentes medios de elución y a diferentes flujos. A una 

concentración de un 1 mg/mL. Los sistemas se muestran en las Tablas 6 y 7. 

 

Tabla 6. Sistemas isocráticos 
MeOH H2O CH3CN THF Hex CH3CN:THF 

(20:80) 
Hex:Isopr

opanol 
(50:50) 

50 50 - - - - - 
100 - - - - - - 
80 - 20 - - - - 
50 - 50 - - - - 
20 - 80 - - - - 
- - 20 80 - - - 
- - - 100 - - - 
- - - - 10 90 - 
- - - - 30 70 - 
- - - - 50 50 - 
- - - - - 90 10 
- - - - - 70 30 
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Tabla 7. Sistemas no isocráticos 
MeOH H2O CH3CN  THF CH3CN:THF 

(20:80) 
Hex:Isopro

panol 
(50:50) 

Inicio 100 -  0 - - 
Fin 0 -  100 - - 

Inicio  - -  30 - - 
Fin - -  10 - - 

Inicio - -  - 100 0 
Fin - -  - 80 20 

 

6.1.1.7 Procedimiento para la obtención de la mezcla de 3’,4’-di-O-acetil-cis-

quelactona [DOAcQ] (6) 

En un matraz bola provisto de agitador se colocó la cis-quelactona (50 mg, 

0.19 mmol) y se disolvió en CH2Cl2 (1 mL), se adicionó 4-(dimetilamino)-piridina 

(4 mg) y cloruro de acetilo (29.6 µL, 1.7 eq), la mezcla se mantuvo con agitación 

mecánica durante 24 h. Posteriormente se agregaron 10 mL de H2O, la mezcla 

se extrajo con AcOEt 3 X 10 mL, se lavó con una solución saturada de NaCl y 

posteriormente se concentró bajo presión reducida. El crudo de reacción se 

purificó con cromatografía flash usando como eluyente hexano-AcOEt (8:2).  

 

6.2 Experimentos biológicos  

 

6.2.1 Modelos murinos 

Es importante mencionar que todos los animales utilizados en esta 

investigación fueron manejados de acuerdo a la norma NOM-062-ZOO-1999 y 

bajo las normas del comité de ética de la ENMH. 

 

6.2.1.1 Ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina 

Se empleó un modelo murino de diabetes inducido farmacológicamente 

(Fröde y Medeiros, 2008). Se utilizaron ratas Wistar macho de 250 ± 50 g de 

peso; para llevar a cabo la inducción a diabetes se administró una dosis de 50 

mg/kg de STZ por vía intraperitoneal, diluida en agua inyectable libre de 

pirógenos. La toma de glucosa periférica a las 48 h se realizó de acuerdo al 

siguiente procedimiento: Se hizo una punción con lanceta en la porción distal de 

la cola, la gota colectada se colocó en tiras para glucómetro (Accu-check 

active®). Con este procedimiento se verificó que la glucemia sanguínea se 
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encontrara en valores superiores a los 150 mg/dL; los animales dentro de este 

rango fueron integrados en los grupos experimentales abajo mencionados. El día 

1 fue considerado a partir de la inducción a DM con STZ. Se utilizaron 70 ratas 

que se dividieron en 7 grupos de 10 ratas cada uno, de la siguiente manera:  

 

Grupo 1 Sano: Recibieron una dosis intraperitoneal (0.5 mL) de agua libre de 

pirógenos, el día 1 de experimentación, sin tratamientos posteriores.  

Grupo 2 Diabético: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis intraperitoneal de 

50 mg/kg de peso de STZ, el día 1 de experimentación, sin tratamiento 

posteriores. 

Grupo 3 Diabético + Vehículo: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis 

intraperitoneal de 50 mg/kg de peso de STZ, el día 1 de experimentación, más 

la administración vía oral de 300 μL de vehículo (100 μL DMSO + 200 μL de H2O) 

a partir de día 7, se administró una dosis diaria durante 15 días vía intragástrica.  

Grupo 4 Glibenclamida: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis 

intraperitoneal de 50 mg/kg de peso de STZ, el día 1 de experimentación más la 

administración oral de Glibenclamida a 2.5 mg/kg de peso diluida en vehículo a 

partir del día 7, se administró una dosis diaria por 15 días vía intragástrica.  

Grupo 5 Metformina: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis intraperitoneal 

de 50 mg/kg de peso de STZ, el día 1 de experimentación más la administración 

oral de Metformina a 100 mg/kg de peso diluido en vehículo a partir del día 7, se 

administró una dosis diaria por 15 días vía intragástrica.  

Grupo 6 Pioglitazona: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis intraperitoneal 

de 50 mg/kg de peso de STZ, el día 1 de experimentación más la administración 

oral de Pioglitazona a 1 mg/kg de peso diluido en vehículo a partir del día 7, se 

administró una dosis diaria por 15 días vía intragástrica.  

Grupo 7 DOAcQ: Ratas inducidas a Diabetes con una dosis intraperitoneal de 

50 mg/kg de peso de STZ, el día 1 de experimentación más la administración 

oral del compuesto DOAcQ (15 mg/kg de peso) diluido en vehículo a partir del 

día 7, se administró una dosis diaria por 15 días vía intragástrica (Tabla 8). 
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Tabla 8. Grupos experimentales y tratamientos 

 

 

 

 

 

 

Después de 15 días de tratamiento diario los animales fueron sacrificados 

para medir diferentes parámetros. Los animales fueron sacrificados de acuerdo 

a la NOM-033-Z00-1995, a través del diafragma se realizó una punción cardiaca, 

la sangre obtenida fue colectada en dos tubos previamente rotulados, uno con 

anticoagulante EDTA, y otro sin anticoagulante, para los análisis de laboratorio 

pertinentes. Posteriormente se realizó la disección de bazo, páncreas, hígado y 

riñón, todos los órganos fueron lavados con solución salina fisiológica y se 

expusieron todas sus caras, en busca de lesiones macroscópicas, al final se 

cortaron 3 porciones de cada órgano mencionado en una longitud aproximada 

de 0.5 a 1 cm y se almacenaron de la siguiente manera: La primera muestra fue 

colocada en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se sumergió en nitrógeno líquido; la 

segunda muestra se colocó en un tubo eppendorf de 1.5 mL con 300 μL de 

RNAlater (solución libre de ARNasas) los tubos previamente rotulados fueron 

almacenados a -70 °C; y la última muestra fue colocada en viales de vidrio color 

ambar con 10 mL de solución de formaldehido al 10 % en PBS, rotulados y 

almacenados a temperatura ambiente. Los parámetros analizados fueron los 

siguientes: Alimento consumido, peso, glucosa, creatinina, colesterol, HDL, LDL, 

bilirrubina, triglicéridos y urea. Los resultados fueron analizados por medio de la 

prueba estadística del análisis de varianza de una vía (ANOVA), seguido de una 

prueba post-hoc de Dunnett. La significancia estadística fue considerada cuando 

*p es < 0.05. GraphPad Prism ver. 6 (GraphPad Software, Inc.). 

 

6.2.1.1.1 Medición de peso y niveles de glucosa 

El peso fue monitoreado semanalmente en una balanza, los datos obtenidos 

fueron controlados en expedientes individuales y capturados para su análisis 

estadístico posterior. La glucosa periférica fue determinada el día 0 antes de la 

Grupo STZ Tratamiento diario 

Sano   
Diabético 50 mg/kg  

Diabético + Vehículo 50 mg/kg DMSO 2:1 Agua 

Diabético + Glibenclamida 50 mg/kg Glibenclamida 2.5 mg/kg 

Diabético + Metformina 50 mg/kg Metformina 100 mg/kg 

Diabético + Pioglitazona 50 mg/kg Pioglitazona 1 mg/kg 

Diabético + DOAcQ 50 mg/kg DOAcQ 15 mg/kg 
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inducción a diabetes, el día 2 y día 5 después a la inducción; a partir de esta 

última toma se inició el tratamiento oral el día 7 de experimentación, de acuerdo 

a los grupos ya mencionados. Los niveles de glucosa periférica se obtuvieron 

dos veces por semana de la porción distal de la cola de los animales como en el 

esquema de tratamiento de la Figura 10 durante todo el periodo experimental 

mediante un glucómetro (Accu-check active®). 

 

 

Figura 10. Esquema de tratamiento para el modelo de rata diabética inducida 

con estreptozotocina. 

 

6.2.1.2 Ratón obeso inducido por dieta 

Para este modelo se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 los cuales fueron 

alimentados con una dieta alta en grasa para generar obesidad en los ratones. 

Aunque existen diferente modelos para evaluar obesidad se decidió utilizar este 

modelo debido a que tiene más semejanza con lo que pasa con los seres 

humanos, ya que entre ellos comparten muchos factores genéticos en común y 

por lo tanto esta cepa es capaz de engordar en un ambiente obesogénico (Surwit 

et al., 1988). Para la inducción de la obesidad se suministró una dieta alta en 

grasa, la Tabla 9 muestra la composición de las dietas usadas.  

La Tabla 10 muestra las características de los modelos murinos más utilizados 

(Kanasaki y Koya., 2010). La toma de glucosa periférica se realizó de acuerdo al 

siguiente procedimiento: Se hizo una punción con lanceta en la porción distal de 

la cola, la gota colectada se depositó en tiras para poder ser leídas por 

glucómetro. Con este procedimiento se verificó la glucemia sanguínea de los 

grupos experimentales. El peso de los animales se evaluó semanalmente en una 

balanza analítica siempre por la mañana. Se utilizaron 36 ratones machos de 
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cuatro semanas que se dividieron en 5 grupos de 8 animales cada uno de la 

siguiente manera: 

 

Grupo Sano: Ratones alimentados con una dieta estándar. 

Grupo Obeso: Ratones alimentados con una dieta alta en grasa. 

Grupo Obeso + Vehículo: Ratones alimentados con una dieta alta en grasa y 

la administración diaria del vehículo (DMSO 1:2 AGUA) por vía intragástrica. 

Grupo Obeso + Xenical: Ratones alimentados con una dieta alta en grasa y la 

administración diaria de Xenical (5.14 mg/kg) por vía intragástrica. 

Grupo Obeso + DOAcQ: Ratones alimentados con una dieta alta en grasa y la 

administración diaria de DOAcQ (15 mg/kg) por vía intragástrica. 

 

Tabla 9. Composición de las dietas 
Composición Dieta estándar (% kcal) Dieta alta en grasa (% kcal) 

Proteínas 27 18.4 
Grasas 13.1 60.3 

Carbohidratos 59.8 21.3 

 

Tabla 10. Modelos murinos de obesidad 
Características Ob/Ob db/db   Fa/Fa 

Zucker 
DAG 

C57BL/6 
Seres 

Humanos  

Acceso a 
alimento alto en 

calorías 

X X X  

 Tejido adiposo 
evidente 

    

Hiperleptinemia X    

Hiperinsulinemia     

Hiperglucemia   X  

Hipertenso     

Sensible a 
fármacos 

    

 

6.2.1.2.1 Medición de peso y niveles de glucosa 

El peso fue monitoreado semanalmente, en una balanza, los datos obtenidos 

fueron controlados en expedientes individuales y capturados para su análisis 

estadístico posterior. Los niveles de glucosa periférica se obtuvieron de la 

porción distal de la cola de los animales al inicio y al final como en el esquema 

de tratamiento de la Figura 11 durante todo el periodo experimental con un 

glucómetro (Accu-check active®). 
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Figura 11. Esquema de tratamiento para el modelo de ratón obeso inducido con 

dieta alta en grasa. 

 

6.2.2 Sacrificio y obtención de muestras  

24 h después de la última dosis 4 semanas después, Los animales fueron 

sacrificados de acuerdo a la NOM-033-Z00-1995, a través del diafragma se 

realizó una punción cardiaca, la sangre obtenida fue colectada en dos tubos 

previamente rotulados, uno con anticoagulante EDTA, y otro sin anticoagulante, 

para los análisis de laboratorio pertinentes. Posteriormente se realizó la 

disección de bazo, páncreas, hígado, riñón y tejido adiposo, todos los órganos 

fueron lavados con solución salina fisiológica y se expusieron todas sus caras, 

en busca de lesiones macroscópicas, al final se cortaron 3 porciones de cada 

órgano mencionado en una longitud aproximada de 0.5 a 1 cm y se almacenaron 

de la siguiente manera: La primera muestra fue colocada en un tubo eppendorf 

de 1.5 mL y se sumergió en nitrógeno líquido; la segunda muestra se colocó en 

un tubo eppendorf de 1.5 mL con 300 μL de RNAlater (solución libre de 

ARNasas) los tubos previamente rotulados fueron almacenados a -70 °C; y la 

última muestra fue colocada en viales de vidrio color ambar con 10 mL de 

solución de formaldehido al 10 % en PBS, rotulados y almacenados a 

temperatura ambiente. 

 

6.2.3 Análisis histológico  

Para el análisis histopatológico se hizo una disección de órganos de los 

distintos grupos experimentales, estos órganos fueron: Bazo, Hígado, Páncreas, 

Riñón y Tejido Adiposo. Las muestras después de haber sido extraídas se 

lavaron en una solución PBS 1X y se almacenaron en una solución fijadora de 

formaldehído al 10 % en PBS al menos 72 h, posterior a ello a los tejidos se les 
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realizó la tinción con Hematoxilina & Eosina de la siguiente manera: Se 

deshidrató la pieza con concentraciones crecientes de alcohol, se sumergió en 

xilol para el aclaramiento de la estructura celular, se impregnó con parafina para 

realizar cortes de 6-10 micras en el micrótomo, se fijó en un portaobjetos y se 

sumergió en xilol para eliminar la parafina, posteriormente se rehidrató con 

concentraciones decrecientes de alcohol hasta llegar a una solución de 100 % 

de agua, se tiñó con el colorante de Hematoxilina y con Eosina, finalmente se fijó 

en portaobjetos, para ser observadas al microscopio a 100 X. 

 

6.2.4 Expresión de citocinas inflamatorias 

Se obtuvieron muestras de hígado y tejido adiposo de los grupos 

experimentales. Las muestras fueron almacenadas en tubos eppendorf, con 

RNAlater. La extracción del ARN total se realizó bajo la técnica de trizol, la cual 

se describe a continuación: 

Las muestras de hígado con un peso de 200 mg fueron maceradas con 250 

µL de trizol, se añadieron otros 250 µL para extraer ARN, en un tubo eppendorf, 

y se centrifugó a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C. La muestra se separó en 3 fases: 

La grasa en la parte superior, la parte de en medio que contiene el ARN y las 

proteínas, y en la parte inferior están otras proteínas de alto peso. La parte a 

utilizar es la de en medio, esta se dejó reposar 5 min a temperatura ambiente 

para aumentar la disociación. Entonces para separar el ARN se añadió 0.2 mL 

de CHCl3 por mL de trizol utilizado y se llevó la muestra a vortex 15 seg y se dejó 

reposar de 2-15 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugó a 13,000 

rpm durante 15 min a 4 °C. Se transfirió la fase acuosa (superior) a otro tubo 

eppendorf sin mezclar con las otras 2 fases que contiene ADN (en medio) y 

proteínas (inferior). El ARN es precipitado agregando 0.5 µL de alcohol 

isopropílico por mL de trizol utilizado. Se vortexeó por 15 seg y se dejó reposar 

5 min a temperatura ambiente. Se centrifugó a 12,000 rpm durante 10 min a 4 

°C. El sobrenadante fue desechado y se adicionó 1 mL de etanol al 75 % por mL 

de trizol usado. Se vortexeó y se centrifugó a 7,000 rpm durante 5 min a 4 °C. 

Se eliminó el sobrenadante y se dejó secar a temperatura ambiente. El ARN se 

disolvió en 50 µL de DEPC. El ARN se cuantificó por espectrofotometría en 

Nanodrop (Thermo fisher scientific).  
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6.2.4.1 Obtención de ADNc  

El ARN 0.5 µg (1-5 µL) se trató con 1 µL de oligo dT, 1 µL de DNTPs y se llevó 

la mezcla a un volumen de 12 µL con agua (Inyectable Pisa), la mezcla se puso 

en termociclador a 65 °C durante 5 min. Concluido el tiempo las muestras se 

enfriaron y se centrifugaron con un spin, entonces se adicionaron los siguientes 

reactivos: 4 µL de Amortiguador, 1 µL RNAasaOut, 2 µL de DTT y se incubó a 

42 °C por 2 min, por último se añadió 1 µL de Superscript II y se incuba 42 °C 

por 50 min y se inactiva la reacción a 70 °C por 15 min. Después de ello se 

cuantifica el ADNc por nanodrop. 

 

6.2.4.2 PCR kit 

Para realizar la reacción en cadena de la polimerasa se siguieron las 

especificaciones del fabricante (Kit for rat inflammatory cytokine genes set-1). 

 

12.5 μL MPCR amortiguador Mixure 2X  

2.5 μL MPCR Oligos  

0.5 μL Taq ADN polimerasa (5 U/μl)  

500 ƞg ADNc  

4.5 μL de H2O 

 

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 94 °C por 1 min por 35 

ciclos, 59 °C por 2 min por 35 ciclos, 70 °C por 10 min y 25 °C por 5 min. 

 

Después de esto las muestras fueron puestas en un gel de agarosa al 2 % y 

fueron separadas mediante electroforesis a 90 V durante 1.5 h, el gel fue teñido 

con gelRed y se visualizó en un fotodocumentador. 

 

6.2.4.3 PCR oligos independientes  

La Tabla 11 muestra la secuencia de los oligos utilizados además de las Tms 

usadas para cada uno de ellos. Para realizar la PCR se realizó una mezcla de 

reacción con los siguientes reactivos: Amortiguador de PCR 1 µL, DNTP 0.4 µL, 

Oligo Forward 0.2 µL, Oligo Reverse 0.2 µL, TAQ 0.1 µL, MgCl2 0.3 µL. El 

volumen de esta mezcla fue de 2.2 µL, a esta mezcla se añadió el volumen de 
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ADNc necesario para tener 1 µg de la cadena molde y se agregó agua inyectable 

necesaria para un volumen total de 10 µL por muestra. La mezcla de reacción 

se preparó general para las muestras a realizar, el ADNc y el agua se agregaron 

al final para cada reacción. 

Las condiciones del termociclador utilizadas fueron 94 °C por 3 min para la 

desnaturalización completa, se añadieron 35 ciclos por reacción que constaba 

de 94 °C por 45 seg, la TM adecuada para cada par de oligos por 30 seg, 

temperatura de extensión de 72 °C por 90 seg, y una extensión final de 72 °C 

por 10 min después de lo cual las muestras se mantienen a 4 °C. 

 

Tabla 11. Oligos utilizados para la PCR punto final 
 

 

 

 

 

 

 

Después de este proceso las muestras se añadieron en un gel de agarosa al 

2.5 % y fueron separadas mediante electroforesis a 90 V por 1.5 h, el gel fue 

teñido con gelRed y se visualizó en un fotodocumentador. La imagen obtenida 

se analizó con el programa imageJ para el análisis densitométrico por triplicado. 

 

6.2.5 Análisis de las enzimas antioxidantes  

 

6.2.5.1 Preparación de homogenado 

Una vez hecha la extracción del hígado se mantuvo en baño de hielo en una 

solución al 0.9 % p/v de NaCl. Entonces el tejido fue homogenizado (10 % p/v) 

100 mg/mL en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 y el homogenado se 

sometió a centrifugación a 10,000 rpm a 4 °C por 10 min. Se utilizó el 

sobrenadante para las mediciones enzimáticas. Este se cuantificó por el método 

de BCA para que todas las muestras contuvieran la misma concentración de 

Gen  Secuencia 5’-3’ TM (°C) 

Actina Forward GGACTCCTATGTGGGTGACGAG  65  
Actina Reverse CTTCTCCATGTCGTCCCAGTTGG  65  

PPAR-γ Forward GCTGAATCACCCAGAGTCCTCTC  67 

PPAR-γ Reverse GCTCTGTGACGATCTGCCTGAG  67 

TNF-α Forward CACCGTCAGCCGATTTGCTATC  62 

TNF-α Reverse GCGAAGACTCCTCCCAGGTAT 62 

IL-6 Forward GCCTTCTTGGGACTGATGCTG  62 

IL-6 Reverse CAGGTCTGTTGGGAGTGGTATC 62 
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proteínas. La curva de calibración para la cuantificación de proteína se encuentra 

en la Figura 12. 

 

 

Figura 12. Curva de calibración usada para cuantificar la concentración de 

proteína. 

 

6.2.5.2 Actividad de catalasa (CAT) 

La actividad de la catalasa fue estimada de acuerdo al método de Sinha et al., 

1972. Este se basa en la formación de acetato de cromo II, la formación de este 

complejo va depender de la cantidad de peróxido en el medio, por lo tanto la 

formación de acetato de cromo II va ser inversamente proporcional a la actividad 

de la catalasa, la reacción se representa en la Figura 13. Se preparó una mezcla 

de reacción con un volumen total de 1.5 mL, esta mezcla contenía 1 mL de 0.01 

M de amortiguador de fosfatos (pH 7.0), 0.4 mL de 0.2 M de H2O2 y se añadió 

0.1 mL de homogenado. La reacción fue detenida por la adición de 2 mL de una 

mezcla de ácido acético-dicromato de potasio (5 % de una solución de dicromato 

y ácido acético en una proporción de 1:3). La mezcla se calentó durante 10 min 

en Baño María y entonces la absorbancia fue medida a 530 nm; la actividad fue 

expresada como µM de H2O2 consumidos/min/mg de proteína. La curva de 

calibración se hizo utilizando diferentes concentraciones de H2O2.  
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Figura 13. Ensayo de CAT. La enzima catalasa se encarga de eliminar el peróxido de 

hidrógeno. Cuando se expone el ácido acético con dicromato de potasio en presencia de 
peróxido de hidrógeno y calor se forma el acetato de cromo II. 

 

6.2.5.3 Actividad de superóxido dismutasa (SOD) 

La cuantificación de SOD se realizó por el método de Bayer y Fridovich, el 

cual se desarrolla mediante un ensayo competitivo con cloruro azul de 

nitrotetrazolio (NBT) (Chakrabarty et al., 2009) el cual reacciona y elimina el 

radical O2- en este ensayo; riboflavina es fotoquímicamente excitada; en dicho 

estado riboflavina es capaz de oxidar a un donante de electrones (L-metionina), 

luego el colorante se reduce a una semiquinona, (proceso en el cual reduce el 

O2 a O2-). En este punto el anión O2- dismuta a H2O2 y O2 catalizado por SOD o 

bien reduce a NBT originando un precipitado formazán color púrpura insoluble, 

esto se representa en la Figura 14. 

La concentración de este último compuesto es determinada 

espectrofotométricamente a 560 nm y resulta ser inversamente proporcional a la 

actividad de SOD en la muestra. Los resultados de este ensayo se reportaron 

como unidades de SOD por miligramo de proteína, una unidad de SOD es 

definida como la cantidad de SOD en microgramos capaz de evitar la reducción 

de NBT al 50 %. 

Se preparó una mezcla de reactivos en 50 mL que contienen 50 mM de 

amortiguador de fosfato pH 7.8; 0.1 mM de EDTA; 9.9 mM de L-metionina; 57 

µM de NBT; 0.9 µM de riboflavina, 0.025 % de tritón X-100. Esta solución se 

preparó una vez cada día y fue utilizada solamente nueva y sin exponer a la luz. 

Se tomaron 200 µL de esta mezcla de uso y se añadió 5 µL de homogenado 

(previamente cuantificado y homogenizado). La reacción se inició al iluminar las 

muestras con una lámpara fluorescente de 20 W en un contenedor revestido de 

aluminio durante 1 min. Posteriormente se lee la absorbancia a 560 nm. Para la 
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elaboración de la curva de calibración se remplazó la muestra por distintos 

concentraciones de SOD. La unidad de actividad enzimática es definida como la 

cantidad de SOD en µg que es capaz de inhibir el 50 % de la fotorreducción de 

NBT en las condiciones establecidas.  

 

Figura 14. Ensayo de SOD. Reacción del proceso de formación del radical 

superóxido y formación de formazán. 

 

6.2.5.4 Glutatión peroxidasa (GPx) 

Para medir la actividad de glutatión peroxidasa se utilizó el método de Wendel 

(Figura 15). En esta reacción se usa peróxido de terbutilo, por el hecho de que 

GPx es más sensible a esta especie que al mismo peróxido de hidrógeno, al 

realizarse esta reacción ocurre una oxidación de GSH por GPx generando GSSG 

que este a su vez es convertido nuevamente a GSH por la glutatión reductasa 

debido al equilibrio establecido que existe entre estas 2 especies (99 % en la 

especie reducida y menos del 1 % en su especie oxidada) este proceso sucede 

con el consumo de una molécula de NADPH+, esta última puede ser medida a 

340 nm en un espectrofotómetro. Para realizar esta medición se preparó un 

medio de reacción que estaba compuesto por un amortiguador de fosfatos 50 

mM pH 7.0, EDTA 1 mM, glutation reductasa 0.1 U/mL, GSH 1 mM y NADPH+ 

0.2 mM. La reacción fue iniciada con una adición de peróxido de tertbutilo 0.5 

mM y leída durante 5 min. El valor de coeficiente molar utilizada para el NADPH+ 

fue Ɛ = 6,22 X 103 mM-1cm-1. 
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Figura 15. Ensayo de GPx. La medición de actividad de GPx se realiza por una 

reacción en la cual la actividad de esta enzima se hace de forma indirecta, 

midiendo el NADPH+. 

 

6.2.6 Análisis de insulina en páncreas de los diferentes grupos 

experimentales por inmunofluorescencia 

 

6.2.6.1 Preparación del tejido 

Para desparafinar las muestras se siguieron los pasos de la Tabla 12. 

 

Tabla 12. Soluciones para desparafinar las muestras 
Reactivo Porcentaje Tiempo (min) 

Xilol 100 5 
EtOH-xilol 50-50 5 

EtOH 100 3 
EtOH 90 3 
EtOH 80 3 
EtOH 70 3 

 

La muestra entonces se puso en un tubo falcon con un amortiguador de 

citratos hasta cubrir la muestra y se puso a hervir durante 30 min. Una vez 

pasado este tratamiento, la muestra se llevó a inmunohistoquímica o 

inmunofluorescencia. 

Después de haber calentado las láminas se hicieron los siguientes pasos: 

Se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se dejó 5 min remojando, posteriormente 

se dejó remojando con PBS 1X con tritón al 0.2 % durante 30 min (Para 

permeabilizar), se bloqueó con leche al 1 % o albúmina libre de IgG (0.5 % PBS-

triton) por 20 min (temperatura ambiente), después se lavó 3 veces por 10 min 

con PBS-tritón al 0.2 %, se incubó con el anticuerpo primario por 2 h a 

temperatura o toda la noche a 4 °C, entonces se lavó 3 veces con PBS-tritón al 

0.2 % por 10 min, la muestra se incubó con el anticuerpo secundario (1:200) por 

1:30 min a temperatura ambiente y se cubrió de la luz; se lavó 3 veces con PBS-

tritón al 0.2 % por 10 min, se agregó el VECTA-shield sobre la muestra y 
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entonces se pusó el cubreobjetos y se selló con esmalte de uñas, por último se 

guardó a 4°C hasta el momento de observar en el microscopio de fluorescencia 

o confocal. 

 

6.3 Estudios de toxicidad 

 

6.3.1 Ensayo de genotoxicidad in vitro: Prueba de Ames 

La prueba utiliza cepas de Salmonella typhimurium, construidas por ingeniería 

genética, capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas por 

recorrimiento del cuadro de lectura (frameshift) o por sustitución de pares de 

bases del ADN. Para la detección de sustancias promutagénicas, se incluye el 

ensayo de fracción microsomal de hígado de rata, un sistema de activación 

metabólica, que permite la evaluación de metabolitos de la muestra problema. 

Diferentes cepas de S. typhimurium auxotróficas a histidina son expuestas a una 

muestra con y sin activación metabólica y plaqueadas en agar mínimo con 

histidina/biotina. Dada la composición del medio de cultivo, se forman colonias 

con las células prototróficas a histidina (His-), procedentes de mutaciones 

espontaneas u originadas de mutaciones provocadas por la muestra problema. 

Después de 48 h de incubación a 37°C, las colonias revertantes son contadas. 

Un índice mutagénico igual o mayor a dos, obtenido de dividir el número de 

revertantes en las placas de prueba entre el número de revertantes de las placas 

control, indica la presencia de actividad mutagénica. 

Para la realización de esta prueba, se utilizaron 3 cepas de S. typhimurium la 

TA98, TA100 y TA102; el compuesto DOAcQ fue disuelto en DMSO al 0.1 % y 

evaluado a concentraciones de 8.65, 17.30, 34.6 50 y 100 μg/placa. Se utilizó 

como control negativo el DMSO al 0.1 % y como controles positivos diferentes 

mutágenos que han sido establecidos para cada una de las cepas: 2-AA, 

Mitomicina C, Acido Picrolónico y Metil-N-Nitrosoguanidina (MNNG). Todo el 

material, reactivos y medios fueron preparados en condiciones de esterilidad y 

por otro lado, la preparación de la fracción S9, proveniente de un homogenado 

del hígado de rata inducido con Aroclor 1254, también se elaboró en condiciones 

de esterilidad.  
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El medio Vogel Bonner se preparó y se virtió en placas de Petri y una vez 

solidificado, está listo para su uso, el agar suave (10 mL) fue mantenido a 35 °C 

en un termoblock para evitar su solidificación; la fracción S9 fue esterilizada con 

un filtro de 0.45 μm (Millipore) y se mantuvo a 4 °C hasta su uso. A cada caja de 

Petri se le agregó el contenido del tubo de ensayo con el agar suave con 100 μL 

de la cepa, 10 μL del compuesto DOAcQ disuelto a las concentraciones 

mencionadas y 500 μL de la fracción S9, ó solución salina en el orden indicado, 

homogenizando la mezcla cuidadosamente, enseguida se vertió la mezcla en la 

caja de Petri procurando extenderla mezcla por toda la caja. Se esperó su 

solidificación y se incubó a 37 °C por 48 h. Al término de la incubación se 

contaron las revertantes a Histidina. Los resultados se expresaron gráficamente 

a través de una curva dosis respuesta, colocando en la abscisa las 

concentraciones de la muestra evaluada y en la ordenada el número de 

revertantes inducidas en cada dosis. Si algunas de las placas con las diferentes 

concentraciones del compuesto DOAcQ doblan el número de colonias de las 

revertantes espontáneas basales de la cepa (placa control), el compuesto es 

considerado mutágeno (Maron & Ames, 1983). 

 

6.3.2 Ensayo de genotoxicidad in vivo: Ensayo de Micronúcleos 

Durante la división celular el material genético (ADN) contenido en el núcleo 

celular se replica y divide equitativamente dando lugar a dos células hijas 

idénticas; este proceso puede producirse de manera errónea debido a errores 

durante la replicación y posterior división del ADN, a roturas cromosómicas y al 

efecto de la radiación y de sustancias genotóxicas, produciéndose pérdida 

cromosómica y haciendo que el reparto del material genético no sea equitativo. 

Cuando esto ocurre, el material genético que se desprende y que, por tanto, 

queda excluidos y no se incorpora correctamente al núcleo de la célula hija, 

origina un nuevo núcleo de menor tamaño que el primario, denominado 

micronúcleo (MN), visible fácilmente al microscopio óptico. El material genético 

desprendido puede derivar de cromosomas enteros o, más frecuentemente, de 

fragmentos cromosómicos acéntricos que quedan excluidos de los núcleos de 

las nuevas células durante anafase mitótica. El Ensayo de Micronúcleos nos 

ayuda a poder detectar agentes que puedan generar micronúcleos. 
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El ensayo fue realizado en ratones machos de la cepa BALB/c con un peso 

de 22 ± 2 g. A los cuales se les administró una dosis de 300 mg/kg del compuesto 

DOAcQ, después de 48 h de la administración, los animales fueron sacrificados 

para la obtención de muestra sanguínea para realizar el Ensayo de Micronúcleos 

con el kit de MicroFlow adquirido en Litron Laboratories (Roechester, NY). Este 

kit contiene los marcadores específicos para la identificación de micronúcleos 

que es el ioduro de propidio y para realizar la separación de células de interés 

su utilizó el anticuerpo contra CD-71 que es el receptor de transferrina. El Ensayo 

de Micronúcleos se realizó sobre los eritrocitos por el hecho de que estas células 

están en constante división y cuando maduran pierden el núcleo y es más 

evidente ver la presencia de micronúcleos. 

Para que una sustancia sea considerada genotóxica debe promover un 

aumento con diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo 

tratado con el vehículo. El análisis estadístico se realizó utilizando el programa 

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.) por medio de un análisis de 

varianza de una vía (ANOVA) seguido de una prueba post hoc de Newman-

Keuls, valores de p < 0.05 fueron considerados como estadísticamente 

significativos. Los datos obtenidos se expresaron como porcentaje de formación 

de micronúcleos (%MN-RET y %MN-NCE) (Cammerer et al., 2007). 

 

6.3.3 Ensayo de toxicidad aguda: Prueba TG 423 

Esta técnica está basada en un procedimiento por etapas en las que se utiliza 

el número mínimo de animales que permite obtener información suficiente sobre 

la toxicidad aguda de una sustancia para permitir su clasificación. La sustancia 

se administra por vía intragástrica (v.i.g.) a un grupo de tres animales en una de 

las dosis definidas. La ausencia o presencia de mortalidad en los animales 

tratados, determinará el siguiente paso. Por lo que no se requieren más pruebas, 

únicamente la administración de otros tres animales en el nivel de dosis 

inmediatamente superior o inferior, de ser necesario. Este método permite emitir 

un juicio con respecto a la clasificación de la sustancia de ensayo, colocándolo 

en uno de los grupos de toxicidad definidos por valores de corte de dosis letal 

(DL) preestablecidos. 
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Los experimentos fueron realizados en ratones de la cepa CD-1 machos de 

22 ± 2 g. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las NOM-062-ZOO-

1999 y NOM-033-ZOO-1995. Los animales fueron mantenidos bajo condiciones 

ambientales y fueron alimentados con libre acceso a alimento y agua, con 

fotoperiodos de 12 h de luz por 12 de oscuridad. El compuesto DOAcQ fue 

disuelto en DMSO ajustando la concentración a un volumen de administración 

de 0.1 mL por ratón por vía intragástrica (v.i.g.). Antes de la administración, los 

animales se pusieron en ayuno de 8 h y este continuó durante 2 h posteriores al 

tratamiento. 

Este experimento se realizó de acuerdo al procedimiento TG 423 de la OECD. 

Como ya se mencionó, grupos de 3 animales machos fueron administrados con 

una sola dosis por v.i.g. comenzando con 2000 mg/kg. El estado de salud general 

de los animales fue observado después de 1, 2, 4 y 6 h y una vez diariamente 

por 14 días. Los animales fueron observados después del tratamiento para 

detectar cualquier signo de toxicidad o incluso la muerte. Al final del periodo de 

observación los animales fueron sacrificados en una cámara de CO2. 

Posteriormente, los órganos ppulmón, riñones, corazón, estómago, intestinos, 

bazo e hígado fueron extraídos y se realizaron observaciones macroscópicas en 

busca de lesiones patológicas. El valor de DL fue determinado de acuerdo al 

Globally Harmonised Classification System (GHS). (OECD, 2014). 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1 Síntesis de DOAcQ 

La síntesis de DOAcQ se logró siguiendo la reacción general mostrada en la 

Figura 16. 

 

Figura 16. Ruta de síntesis para la obtención de DOAcQ 

 

7.1.1 Síntesis de seselina (1) 

La seselina se preparó a partir de 7-hidroxicumarina (1 

g, 6.2 mmol). Después de la CC se obtuvieron 1.12 g (4.9 

mmol) (80 %) de un sólido amarillo pálido: pf 119-121 °C, 

Rf = 0.50 (hexano/AcOEt 7:3); RMN 1H (500 MHz, CDCl3, δ, ppm, J/Hz): 1.47 

(6H, s, 2 X CH3), 5.73 (1H, d, J = 10 Hz, 3’), 6.22 (1H, d, J = 9.5 Hz, 3), 6.72 (1H, 

d, J = 8.45 Hz, 6), 6.88 (1H, d, J = 10 Hz, 4’), 7.20 (1H, d, J = 8.45 Hz, 5), 7.59 

(1H, d, J = 9.5 Hz, 4). Los datos son esencialmente los mismos que aquellos 

descritos por (Page et al., 2009). El espectro de RMN de 1H se puede ver en el 

Apéndice Figura 54. Además de (1) se obtuvo como producto minoritario a la 
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cumarina lineal. El espectro de RMN de 1H de la piranocumarina lineal se puede 

observar en el Apéndice Figura 55.  

 

7.1.2 Síntesis de cis-quelactona (2) 

La cis-quelactona (2) se preparó a partir de la 

piranocumarina (1) obtenida en el paso anterior. Después 

de la CC se obtuvo un sólido blanco (140 mg, 72 %). Rf = 

0.15 (hexano/AcOEt 7:3), [α] 589 + 23º, la [α] descrita para 

el enantiómero R,R es de +57, por lo que haciendo uso de la ecuación e.e.= 

([α]obs/[α]max)*100, se derterminó que la mezcla enantiomérica tiene un e.e. del 

70 %. RMN 1H (500 MHz, CDCl3, δ, ppm, J/Hz): 1.42 (1H, s), 1.46 (1H, s), 3.87 

(1H, d, J = 5.06 Hz, 3’), 5.21 (1H, d, J = 5.06 Hz, 4’), 6.25 (1H, d, J = 9.47 Hz, 3), 

6.80 (1H, d, J = 8.62 Hz, 6), 7.30 (1H, d, J = 8.62 Hz, 5), 7.66 (1H, d, J = 9.47 

Hz, 4). Los datos son esencialmente los mismo que aquellos descritos por (Song 

et al., 2012) El espectro de RMN de 1H se encuentra en el Apéndice Figura 56. 

 

La síntesis de (2) se logró con un exceso enantiomérico importante del 70 %. 

El reactivo de AD-mix α fue el responsable de este resultado, esta mezcla de 

reactivos también conocido como reactivo de Sharpless (Kolb et al., 1994), 

contiene un inductor quiral el cual promueve el ataque al doble enlace 

preferentemente por una de las caras, favoreciendo la síntesis de uno de los 

enantiómeros.  

 

7.1.3 Síntesis de los diastereómeros (3 y 4) 

Con el objetivo de purificar la mezcla enantiomérica de la cis-quelactona (2) 

obtenida en el paso anterior se decidió preparar los diastereómeros 3 y 4. Los 

enantiómeros son compuestos que tienen uno o más centros de quiralidad que 

son imágenes especulares pero no son superponibles, a excepción de la 

actividad óptica, todas las propiedades físicas de un par de enantiómeros son 

exactamente las mismas. Por otro lado, los diastereómeros son estereoisómeros 

que tienen dos o más centros quirales que no son imágenes especulares y 

tampoco son superponibles (Wade, 1993). Aunque es posible separar un par de 

enantiómeros con columnas quirales, el uso de una columna quiral no garantiza 
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la separación de todos los enantiómeros existentes y se necesitarían probar 

distintas columnas quirales para poder separar eficientemente estas moléculas. 

Por esta razón, de quiralidad decidimos sintetizar los diastereómeros añadiendo 

un nuevo centro de quiralidad ópticamente puro. 

 

La reacción de la cis-quelactona (2) en CH2Cl2 con el ácido (S)-2-metil-3-

butanóico condujo a la obtención de los regioisómeros (3 y 4) con sus respectivos 

diastereómeros con un rendimiento global del 87 % (Figura 17). Probablemente 

a través de un ataque nucleofílico de los hidroxilos sobre el carbono carbonílico 

para dar los productos correspondientes.  

 

 

Figura 17. Síntesis de los regioisómeros 3 y 4 

 

4’-O-(α-metilbutiril)-cis-quelactona (3) 

La mezlca de los diasterómeros de (3) se recuperó como 

un sólido blanco con un rendimiento general del 87 %, Rf = 

0.26 (hexano/AcOEt 7:3). RMN 1H (500 MHz, CDCl3, δ, 

ppm): 0.86 (3H, m, 6’’), 1.08 (3H, d, 4’’), 1.34 (3H, s, 6’), 1.50 

(3H, s, 5’), 1.75 (2H, m, 5’’), 2.48 (1H, m, 3’’), 2.93 (1H, s, OH), 4.06 (1H, m, 3’), 

6.22 (1H, d, 3), 6.40 (1H, d, 4’), 6.80 (1H, d, 6), 7.36 (1H, d, 5), 7.61 (1H, d, 4). 

El espectro de RMN de 1H se puede ver en el Apéndice (Figura 57). 
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3’-O-(α-metilbutiril)-cis-quelactona (4) 

La mezcla de los diasterómeros de (4) se recuperó como 

un sólido blanco con un rendimiento general del 87 %, Rf = 

0.50 (hexano/AcOEt 7:3). RMN 1H (500 MHz, CDCl3, δ, 

ppm): 0.95 (3H, m, 6’’), 1.22 (3H, d, 4’’), 1.41 (3H, s, 6’), 1.50 

(3H, s, 5’), 1.76 (2H, m, 5’’), 2.52 (1H, m, 3’’), 3.15 (1H, s, 

OH), 5.13 (1H, d, 3’), 5.41 (1H, m, 4’), 6.26 (1H, d, 3), 6.80 (1H, d, 6), 7.34 (1H, 

d, 5), 7.65 (1H, d, 4). El espectro de RMN de 1H se puede ver en el Apéndice 

(Figura 58).  

 

La identificaciónde los regisómeros 3 y 4 fue posible gracias a experimentos 

bidimensionales de RMN de 1H/13C HMBC (Apéndice Figura 59 y 60). Así, por 

ejemplo, en el compuesto (3) la señal de H-4’ mostró correlación con los 

carbonos 7, 8, 9, 2’, 3’, y 2’’ siendo esta última correlación con el carbono 

carbonílico del ester que se adicionó al hidroxilo de la posición 4’. 

 

7.1.3.1 HPLC de los diastereómeros 

Los diastereómeros tienen propiedades físicas diferentes por lo que, en 

principio, pueden ser separados por métodos convencionales. Por lo anterior, se 

decidió separar la mezcla de diastereómeros por cromatografía de líquidos de 

alta resolución (HPLC). Se aplicaron diferentes medios de elución isocráticos y 

con gradiente sn embargo no fue posible separar la mezcla (Figura 18). En la 

literatura existen ejemplos con moléculas similares donde no se pudieron 

separar mezclas de diastereómeros (Huang et al., 1994). Por lo que se decidió 

ya no seguir con este método de separación. 

 

Figura 18. Cromatograma de HPLC de la mezcla de diastereómeros (3 y 4), 

utilizando un medio de elución (80/20) THF/CH3CN:hexano(1:1). 
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7.1.4 Síntesis del compuesto diesterificado (5) 

En un esfuerzo final por separar la mezcla de diasterómeros se probó la 

esterificación de 3 con ácido angélico. Sin embargo, el producto de reacción 

mostró la formación del diéster con el ácido angélico epimerizado a tíglico y no 

se observó diferencia de Rf de los productos diesterificados. 

La reacción del compuesto (3) en CH2Cl2 con ácido angélico condujo al 

compuesto diesterificado 5 con un rendimiento del 81 % (Figura 19). 

 

 

Figura 19. Síntesis del compuesto diesterificado 

 

3’-O-tigloil-4’-O-(α-metilbutiril)-cis-quelactona (5)  

Se recuperó unos cristales translúcidos, 45 mg del 81 %, 

Rf = 0.46 (hexano/AcOEt 7:3). RMN 1H (500 MHz, CDCl3, 

δ, ppm): 0.91 (3H, m, 6’’), 1.23 (3H, d, 4’’), 1.42 (3H, s, 6’), 

1.48 (3H, s, 5’), 1.73 (2H, m, 5’’), 1.79 (3H, m, 3’’’), 1.83 (3H, 

s, 4’’’), 2.37 (1H, m, 3’’), 5.38 (1H, d, 3’), 6.22 (1H, d, 3), 

6.58 (1H, d, 4’), 6.81 (1H, d, 6), 6.99 (1H, m, 5’’’), 7.35 (1H, d, 5), 7.59 (1H, d, 4). 

En el Apéndice, Figura 61 se muestra el espectro de RMN 1H. 

 

Después de los esfuerzos anteriores por separar la mezcla de enantiómeros 

de 2 se decidió evaluar una mezcla enantiomérica enriquecida con la 

estereoquímica R,R de 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona. 

 

(3) (5) 
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7.1.5 Síntesis de 3’,4’-di-O-acetil-cis-quelactona 

[DOAcQ] (6) 

DOAcQ se preparó a partir de la cis-quelactona (2) 

obtenida en la segunda etapa de reacción, 

recuperándose un sólido blanco 24 mg con un 

rendimiento del 41 %, Rf = 0.21 (hexano/AcOEt 7:3). 

RMN 1H (500 MHz, CDCl3, δ, ppm, J/Hz): 1.41 (3H, s), 1.45 (3H, s), 2.10 (3H, s), 

2.14 (3H, s), 5.31 (1H, d, J = 4.86 Hz), 6.24 (1H, d, J = 9.47 Hz), 6.55 (1H, d, J = 

4.86 Hz), 6.81 (1H, d, J = 8.66 Hz), 7.36 (1H, d, J = 8.66 Hz), 7.61 (1H, d, J = 

9.47 Hz). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δ 20.59 (2’’’), 20.65 (2’’), 22.73 (6’), 24.78 

(5’), 60.94 (4’), 70.10 (3’), 77.54 (2’), 106.81 (8), 112.58 (3), 113.17 (8a), 114.39 

(6), 129.18 (5), 143.29 (4), 153.95 (7), 156.62 (4a), 159.87 (2), 170.00 (1’’), 

170.02 (1’’’). HRMS (EI) masa calculada para C18H18O7 [M+] 346.1053, masa 

medida: 346.1039. En el Apéndice, Figura 62 se muestra el espectro de RMN 

1H. En el Apéndice, Figura 63, se muestra el espectro de RMN 13C. En el 

Apéndice Figura 64 se muestra el espectro de masas de alta resolución de la 

misma. 

 

La síntesis de DOAcQ se obtuvo después diferentes etapas de reacción que 

involucraron la formación de un ciclo, una oxidación enantioselectiva del doble 

enlace y una última esterificación del compuesto el cual se obtuvo con un exceso 

enantiomérico del 70 %. En la literatura se han sintetizado moléculas similares 

por ejemplo Suzuki y colaboradores sintetizaron varios derivados de cis-

quelactona, los cuales fueron evaluados en linfocitos H9 para inhibir al virus de 

la inmunodeficiencia humana, estos derivados mostraron rendimientos desde el 

38 al 60 %. Por otro lado, Ren y colaboradores sintetizaron y evaluaron diferentes 

derivados de 4-metil-(3’S,4’S)-cis-quelactona como agentes citotóxicos, este 

grupo de investigación diseñó moléculas con la estereoquímica S,S y sus 

rendimientos fueron del 19-52 % con excesos enantioméricos de 74 % (Ren et 

al., 2013). Comparando nuestros resultados con los descritos podemos decir que 

los valores son similares pues nosotros obtuvimos un rendimiento del 41 % y un 

exceso enantiomérico del 70 %. Es interesante hacer notar el hecho de que el 

cambio de grupo funcionales en las posiciones 3’ y 4’ hizo que algunas cis-
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quelactonas mostraran efecto contra el VIH (Suzuki et al., 2006) y que el cambio 

de estereoquímica pueda promover otras actividades biológicas (Ren et al., 

2013). 

 

7.2 Experimentos biológicos  

 

7.2.1 Modelo de rata diabética 

Para determinar el efecto hipoglucemiante de DOAcQ fue evaluado en el 

modelo de rata diabética inducido con estreptozotocina (STZ); a pesar de que 

existen una gran cantidad de modelos animales para evaluar posibles efecto 

hipoglucemiantes, en este proyecto se decidió utilizar el modelo por inducción 

con STZ, ya que STZ fármaco estructuralmente es una nitrosourea que tiene una 

potente actividad diabetogénica resultado del daño a las células-β del páncreas 

las cuales se encargan de la síntesis de la insulina. La STZ entra a las células-β 

por medio del transportador de glucosa (GLUT-2). Dentro de la célula la 

estreptozotocina alquila al ADN, estos daños promueven la activación de 

proteínas reparadoras como la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1), está 

proteína cuando se activa es benéfica para la células, sin embargo el efecto de 

la estreptozotocina genera una sobrestimulación de PARP-1, está 

hiperactivación genera una disminución en su substrato (NAD+). Esta molécula 

es muy importante porque participa en el metabolismo de energía y por lo tanto, 

una disminución en la concentración de NAD+ resulta en una disminución de 

ATP, lo que genera un daño a las células. Además de esto también las células-

β pueden verse afectadas por la generación de especies reactivas de oxígeno 

provocadas por la STZ (Szkudelski, 2012). Este modelo animal es el más 

utilizado para evaluar posibles nuevos fármacos para tratar la diabetes.  

 

7.2.1.1 Peso de los grupos experimentales 

En la Tabla 13 se observan los pesos de los grupos experimentales después 

de 15 días de administración diaria de los tratamientos. Los grupos Diabético y 

Vehículo sin tratamiento mostraron pesos corporales de 348.6 ± 31.5 y 323.8 ± 

14.8 g respectivamente, lo que esta por debajo del peso corporal del grupo Sano 

que mostró un peso de 398.8 ± 24.3 g, Los grupos Diabéticos con los diferentes 
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tratamientos incluyendo a DOAcQ mostraron un incremento con diferencia 

estadísticamente significativa comparándolos contra el grupo Diabético sin 

tratamiento, estos pesos fueron Glibenclamida 385.5 ± 18.2 g, Metformina 397.0 

± 22.9 g, Pioglitazona 374.0 ± 31.6 g y DOAcQ 365.1 ± 6.7 g. 

Con los resultados obtenidos podemos observar que el grupo Sano tiene un 

constante incremento en su peso corporal, los grupos sin tratamientos 

mantuvieron o perdieron peso y aquellos grupos tratados con los diferentes 

fármacos mostraron un incremento en sus pesos corporales cercanos al grupo 

Sano. Es importante destacar que el grupo tratado con DOAcQ presentó un 

incremento con diferencia estadísticamente significativa comparado contra el 

grupo Diabético. En la literatura existen referencias donde se puede apreciar que 

en modelos animales de diabetes, los grupos diabéticos mantienen o pierden su 

peso corporal y que aquellos grupos que son tratados con extractos, fracciones 

de extractos o compuestos puros obtenidos de plantas pueden mejorar el peso 

de estos animales tratados. Dahake y colaboradores evaluaron el efecto del 

extracto metanólico de Madhuca longifolia bark a dosis de 100 y 200 mg/kg en 

ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina, ellos encontraron que el grupo 

diabético sin tratamiento disminuía su peso corporal (150.8 ± 2.3 a 114.0 ± 2.8 

g) y que aquellos grupos tratados con los extractos podían evitar o prevenir está 

pérdida a dosis de 100 mg/kg (160.0 ± 3.1 a 152.4 ± 1.5 g) y 200 mg/kg (158.9 ± 

4.1 a 169.5 ± 0.7 g) (Dahake et al., 2009), por otro lado Saravana y colaboradores 

demostraron que la administración a 100 mg/kg de una fracción de Madhumega 

chooranam puede incrementar el peso corporal (161 ± 7 a 168.5 ± 12.3 g) 

comparado contra el grupo diabético (161.3 ± 3.7 a 113.2 ± 21.6 g) (Saravana et 

al., 2009). Kamalakkannan y Prince evaluaron el efecto de Rutina un compuesto 

puro en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina, el grupo diabético sin 

tratamiento mostró una clara disminución de peso (172.5 ± 13.1 a 131.0 ± 9.9 g), 

esta disminución fue evitada por la administración del compuesto rutina a 50 

mg/kg (166.6 ± 11.3 a 140.6 ± 9.5 g) y 100 mg/kg (162.0 ± 12.3 a 149.0 ± 11.4) 

(Kamalakkannan y Prince, 2006). La prevención en la disminución de peso 

puede ser debido a un mejor control de la diabetes. 

La insulina es la hormona anabólica más potente que se conoce, promueve la 

síntesis y almacenamiento de carbohidratos, lípidos y proteínas, además de 
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inhibir su degradación (Saltiel y Khan, 2001). Las células-β son responsables de 

la producción de insulina, la hiperglucemia puede causar la muerte de estas 

células (Ortis et al., 2012). Además la hiperglucemia puede estimular el 

incremento de EROs y citocinas lo que conduce a la inestabilidad de las 

membranas por la peroxidación lipídica, lo que lleva a necrosis celular y 

subsecuente daño a los órganos y tejidos afectados (Kanchan et al., 2016). En 

la Figura 20 se observa la diferencia en peso que hubo después de los 

tratamientos, y se sabe que la pérdida de peso en los pacientes diabéticos es 

debido a estos daños, compuestos con la estructura de piranocumarina pueden 

disminuir la hiperglucemia así como de disminuir el estrés oxidativo (Kumar et 

al., 2009). Por lo tanto, una mejoría en el peso corporal puede ser debido a que 

DOAcQ puede producir un mejor control de la hiperglucemia por disminución de 

EROs y citocinas. 

 

Tabla 13. Peso después de 15 dosis de administración (15 mg/kg) en ratas 
diabéticas inducidas con estreptozotocina 

Grupo Día 0 
(g) 

Día 7 
(g) 

Día 21 
(g) 

Peso ganado 
(g) 

Sano 334.5 ± 15.7 345.0 ± 15.8 398.8 ± 24.3 64.3 ± 28.9* 

Diabético 371.6 ± 10.2 370.0 ± 13.0 348.6 ± 31.5 -23.0 ± 33.1# 

Diabético + 
Vehículo 

321.5 ± 11.1 323.1 ± 6.4 323.8 ± 14.8 2.2 ± 18.5# 

Diabético + 
Glibenclamida 

330.7 ± 9.2 341.4 ± 13.1 385.5 ± 18.2 54.8 ± 20.4* 

Diabético + 
Metformina 

326.0 ± 8.3 335.7 ± 15.9 397.0 ± 22.9 71.0 ± 24.4* 

Diabético + 
Pioglitazona 

335.3 ± 18.1 348.7 ±15.3 374.0 ± 31.6 38.7 ± 36.4 

Diabético + 
DOAcQ 

319.4 ± 6.9 335.3 ± 10.9 365.1 ± 6.7 45.7 ± 9.7* 

*Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de 

una vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 10; media ± E.E.; p < 

0.05.). 

#Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el grupo Sano por ANOVA de una 

vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 10; media ± E.E.; p < 0.05.). 

Vehículo: Agua 2/1 DMSO. Glibenclamida fue administrada a 2.5 mg/kg, peso ganado = peso en 

el día 21, menos el peso en el día 0 (N = 10, media ± E.E., p < 0.05). El tratamiento empezó en 

el día 7 después de la inducción con estreptozotocina.  



62 

 

 

Figura 20. Diferencia en peso (g) de ratas diabéticas inducidas con 

estreptozotocina. Sano, Diabético, Vehículo: agua 2/1 DMSO, Glibenclamida, 

DOAcQ. *Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por 

ANOVA de una vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 10; media ± 

E.E.; p < 0.05.). 

 

7.2.1.2 Niveles de glucosa periférica  

En la Tabla 14 se observa los valores de glucosa en ayuno de los diferentes 

grupos experimentales. El grupo Diabético y Vehículo sin tratamiento mostraron 

nieveles de glucosa elevados 327.5 ± 23.9 mg/dL y 406.3 ± 38.4 mg/dL 

respectivamente, los grupos que recibieron los tratamientos disminuyeron los 

valores de glucosa después de 15 días de tratamiento diario de Glibenclamida 

(142.0 ± 5.5 mg/dL), Metformina (123.3 ± 8.4 mg/dL), Pioglitazona (169.3 ± 62.9 

mg/dL) comparados con el grupo diabético. El tratamiento de DOAcQ por 15 días 

a una dosis de 15 mg/kg también disminuyó los valores de glucosa de manera 

estadísticamente significativa de 327.5 ± 23.9 a 128.3 ± 6.4 mg/dL. Estos 

resultados indican que DOAcQ pueden mejorar el metabolismo de la glucosa. En 

la literatura existen muchos trabajos de la evaluación de extractos de plantas con 

actividad antidiabética. Por ejemplo, Irudayaraj y colaboradores evaluaron 

diferentes extractos de Toddalia asiatica (L.) Lam. en ratas diabéticas inducidas 

con estreptozotocina a dosis de 250 y 500 mg/kg. El extracto obtenido con 

acetato de etilo a 500 mg/kg demostró la mayor actividad, disminuyendo los 
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niveles de glucosa de 290.38 ± 1.89 a 108.27 ± 4.38 mg/dL. Adicionalmente este 

extracto incrementó la actividad de CAT, GPx y SOD (Irudayaraj et al., 2012). 

Patil y colaboradores encontraron que fracciones obtenidas con CH2Cl2 de 

Kalanchoe pinnata pueden disminuir los niveles de glucosa en ratas diabéticas 

inducidas con estreptozotocina de 359 ± 11 a 109.10 ± 10 mg/dL (Patil, 2013). 

Por otro lado, Becerra-Jiménez y Andrade-Cetto evaluaron el efecto de Opuntia 

streptacantha en una prueba de tolerancia a la maltosa, el extracto ejerció un 

efecto antidiabético, disminuyendo la glucosa de 290 ± 19 a 141 ± 4 mg/dL 

(Becerra-Jiménez y Andrade-Cetto, 2012). En lo que concierne a compuestos 

puros, Zhang y colaboradores evaluaron a Skimmina, una cumarina a dosis de 

15 mg/kg, su administración disminuyó los niveles de glucosa de 494.4 ± 5.0 a 

390.0 ± 10.1 mg/dL, adicionalmente Skimmina reguló al factor de crecimiento 

transformante beta-1 (TGF-β1), lo que mejoró la nefropatía en ratas (Zhang et 

al., 2012). Cloricromona y XLF-III-43, otras cumarinas, han sido evaluadas en 

nefropatía diabética ambas mejoraron las complicaciones diabéticas por ayudar 

a preservar la barrera hemato-retinal e inhibiendo a los productos terminales de 

glucosilación avanzada. Los valores de glucosa obtenidos en nuestro trabajo 

fueron similares a los resultados obtenidos en estos estudios. DOAcQ también 

redujo los valores de glucosa de manera importante comparado contra el grupo 

Diabético sin tratamiento 327.5 ± 23.9 a 128.3 ± 6.4 mg/dL. Estos resultados 

demuestran que DOAcQ tiene una interesante actividad hipoglucemiante.  
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Tabla 14. Efecto de la administración de 15 dosis de DOACQ (15 mg/kg) en la 
glucosa de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina en ayuno.  

Grupo Día 0 
(mg/dL) 

Día 7 
(mg/dL) 

Día 14 
(mg/dL) 

Día 21 
(mg/dL) 

Día 21 
(incremento 
en glucosa) 

(mg /dL) 

Sano 61.3 ± 3.0 106.8 ± 4.8 98.3 ± 3.1 90.5 ± 8.5 29.3 ± 9.1* 

Diabético 54.0 ± 2.6 371.8 ± 81.4 326.5 ± 72.3 327.5 ± 23.9 273.5 ± 21.8 

Diabético + 
Vehículo 

69.5 ± 8.5 272.0 ± 78.2 368.0 ± 65.3 406.3 ± 38.4 336.8 ± 24.8 

Diabético + 
Glibenclamida 

63.8 ± 7.3 211.7 ± 45.2 282.8 ± 75.4 142.0 ± 5.5 78.3 ± 24.8* 

Diabético + 
Metformina 

55.3 ± 1.3 371.8 ± 81.4 270.5 ± 63.8 123.3 ± 8.4 68.0 ± 26.6* 

Diabético + 
Pioglitazona 

54.7 ± 9.2 327.0 ± 24.9 299.3 ± 78.9 169.3 ± 62.9 144.7 ± 26.6* 

Diabético + 
DOAcQ 

72.9 ± 5.2 363.2 ± 70.3 280.7 ± 76.4 128.3 ± 6.4 55.4 ± 19.2* 

*Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de 

una vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 10; media ± E.E.; p < 

0.05.). Vehículo: agua 2/1 DMSO. La glibenclamida fue administrada a 2.5 mg/kg, glucosa 

incrementada = glucosa en el día 21, menos la glucosa en el día 0) El tratamiento empezó en el 

día 7 después de la inducción con estreptozotocina. 

 

7.2.1.3 Perfil bioquímico  

En las Figuras 21 y 22 se muestran los datos del perfil de lípidos, hepático y 

renal de los diferentes grupos experimentales. Con estos análisis no se encontró 

diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes grupos 

experimentales. Lo que sugiere que la administración de DOAcQ no modifica 

estos perfiles y no causó daño a nivel hepático y renal. Esto es consistente con 

las observaciones macro y microscópicas de los órganos analizados en la 

histología. 
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Figura 21. Perfil de lípidos de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de una vía 

seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

 

Figura 22. Perfil hepático y renal de los diferentes grupos experimentales. 

*Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el grupo diabético por ANOVA de 

una vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6; media ± E.E.; p < 

0.05.). 

 

7.2.1.4 Análisis histopatológico  

Al analizar los cortes histológicos de algunos órganos de los diferentes grupos 

experimentales, se pudo observar lo siguiente:  

Los cortes de hígado de los animales tratados con el compuesto DOAcQ 

muestran una arquitectura normal de hepatocitos de forma poligonal y lobulillos 

hepáticos normales de forma hexagonal con vena central y triada portal (arteria 

hepática, vena porta y conducto biliar). No se observaron lesiones hepáticas 

como degeneración de los hepatocitos o acumulaciones intracelulares ni 

procesos de inflamación, fibrosis, necrosis o apoptosis. En el grupo Diabético se 
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observa una arquitectura morfológica alterada con una mayor presencia de 

espacios sinusoidales y disminución de la cantidad de hepatocitos (Figura 23). 

 

 

Figura 23. Histología de hígado de los diferentes grupos experimentales. A) 

Sano, B) Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D) Diabético + Metformina, E) 

Diabético + Pioglitazona, F) Diabético + DOAcQ. Observados a 100X.  

 

Las secciones de riñón de los animales tratados con el compuesto DOAcQ 

muestran una corteza renal normal con arquitectura normal de glomérulos y 

túbulos proximales y distales, en la médula muestra túbulos colectores, 

proximales y distales normales. En el grupo diabético sin tratamiento se observa 

una estructura funcional diferente con túbulos de diferentes tamaños (Figura 24). 

A B C 

D E F 
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Figura 24. Histología de riñón de los grupos experimentales. A) Sano, B) 

Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D) Diabético + Metformina, E) Diabético 

+ Pioglitazona, F) Diabético + DOAcQ. Observado a 100X.  

 

Los cortes histológicos de bazo de los animales tratados con el compuesto 

DOAcQ muestran integridad de la cápsula, mientras que en el parénquima se 

observa una distribución equilibrada de la pulpa esplénica blanca y la pulpa 

esplénica roja. Se observó la arteriola central en la pulpa blanca y sinusoides 

esplénicos normales en la pulpa roja. Los animales sin tratar presentan una 

morfología alterada donde no se observaba una clara distinción entre las pulpas 

blanca y roja (Figura 25). 

A B C 

D E F 
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Figura 25. Histología de bazo de los grupos experimentales. A) Sano, B) 

Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D) Diabético + Metformina, E) Diabético 

+ Pioglitazona, F) Diabético + DOAcQ. Observado a 100X.  

 

Los cortes de páncreas de los animales tratados con el compuesto DOAcQ 

muestran una arquitectura similar al grupo sano. Se observa los islotes de 

Langerhans con una integridad igual al grupo sano y una mayor cantidad de 

células en la parte central de los islotes de Langerhans. De igual forma los acinos 

pancreáticos presentan una arquitectura normal (Figura 26). 

 

A B C 

D E F 



69 

 

 

Figura 26. Histología de páncreas de los grupos experimentales. A) Sano, B) 

Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D) Diabético + Metformina, E) Diabético 

+ Pioglitazona, F) Diabético + DOAcQ. Observado a 100X. 

 

La arquitectura microscópica de los órganos tratados con DOAcQ mostró una 

morfología más similar al grupo Sano, en contraste con el grupo Diabético. El 

grupo de Wang y colaboradores y el grupo de Sellamuthu y colaboradores 

obtuvieron resultados similares, estos autores evaluaron el efecto de la 

administración de extractos de Cyclocarya paliurus y del compuesto Mangiferina, 

respectivamente (Wang et al., 2013) (Sellamuthu et al., 2013), en ratas 

diabéticas inducidas con estreptozotocina, en los grupos tratados se veía una 

A B C 

D E F 
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disminución en el daño observado en los diferentes tejidos, en contraste con el 

grupo Diabético sin tratamiento.  

En la Figura 27 se muestra los islotes de Langerhans de los grupos 

experimentales. En la Figura 27A Se muestran los islotes de Langerhans del 

grupo Sano, el tamaño y su morfología es evidente que es mayor que en los 

grupos inducidos a diabetes con estreptozotocina, el grupo Diabético sin 

tratamiento de la Figura 27B mostró un tamaño menor de los islotes de 

Langerhans, así como una disminución de células-β en comparación con el 

grupo Sano. En la Figuras 27C, 27D y 27E se muestra los islotes de los grupos 

tratados con Glibenclamida, Metformina y Pioglitazona, la morfología de ellos 

muestra una apariencia similiar al grupo diabético. A diferencia, el grupo tratado 

con DOAcQ que se observa en la Figura 27F mostró una morfología muy 

parecida al grupo Sano. En las personas con diabetes se observa que hay una 

progresiva disminución en los niveles de insulina debido a la muerte de las 

células-β después de haber sido diagnosticados con este padecimiento, debido 

al daño generado por el estrés oxidativo e hiperglucemia. La morfología 

observada en el grupo tratado con DOAcQ es probablemente debido a la 

disminución de EROs.  
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Figura 27. Inmunohistoquímica de insulina en páncreas. Anticuerpo dirigido 

contra insulina. A) Sano, B) Diabético, C) Diabético + Glibenclamida, D) 

Diabético + Metformina, E) Diabético + Pioglitazona, F) Diabético + DOAcQ. 

Observado a 100X.  
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7.2.1.5 Actividad de CAT 

En la Figura 28 se muestra la curva de calibración utilizada para la actividad 

de la CAT, en donde se utilizaron diferente volúmenes de H2O2. En la Figura 29 

se muestra la actividad de la catalasa de los diferentes grupos experimentales. 

El grupo Sano mostró tener una actividad importante en la actividad porque la 

concentración de H2O2 consumido era de 132.2 ± 5.9 µM, los grupos Diabético 

y Vehículo sin tratamiento mostraron una disminución en el consumo de H2O2 

47.5 ± 2.6 y 68.9 ± 11.1 µM respectivamente, los grupos Diabéticos con los 

diferentes tratamientos incrementaron de manera estadísticamente significativa 

el consumo de H2O2 de la siguiente manera: Glibenclamida 93.2 ± 4.9 µM, 

Metformina 103.3 ± 19.2 µM, Pioglitazona 101.1 ± 11.1 µM y DOAcQ 94.8 ± 7.8 

µM. Este mayor consumo de H2O2 mostrado por los tratamientos se traduce en 

una mayor actividad de la CAT. 

 

 

Figura 28. Curva de calibración utilizada para la determinación de la actividad 

de la CAT. 
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Figura 29. Efecto de DOAcQ sobre la actividad de CAT. *Diferencia estadísticamente 

significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de una vía seguido de una prueba 

de comparación múltiple de Dunnett (n = 6; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

7.2.1.6 Actividad de GPx 

En la Figura 30 se muestra la actividad de GPx de los diferentes grupos 

experimentales, la medición de la actividad de esta enzima se hace de forma 

indirecta midiéndose la concentración de NADPH+, el consumo de esta especie 

en el grupo Sano era de 54.6 ± 5.5 µM, en los grupos Diabético y Vehículo sin 

tratamiento mostraron una disminución en el consumo de NADPH+ de 20.8 ± 3.3 

y 10.0 ± 0.6 µM respectivamente. Solo los grupos Diabéticos tratados con 

Metformina y DOAcQ incrementaron de manera estadísticamente significativa el 

consumo de NADPH+ en 106.0 ± 7.9 y 119.0 ± 20.7 µM  respectivamente. 

Mientras mayor sea el consumo de NADPH+ esto se traduce en mayor actividad 

de GPx, por lo tanto la administración de DOAcQ puede mejorar la actividad de 

esta enzima antioxidante. 
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Figura 30. Efecto de DOAcQ sobre la actividad de GPx. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de una vía 

seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

7.2.1.7 Actividad de SOD 

En la Figura 31 se muestra la curva de calibración utilizada para la actividad 

de SOD, donde se utilizaron diferentes cantidades de SOD aislada. En la Figura 

32 muestra la actividad de SOD de los diferentes grupos experimentales, el 

grupo Sano mostró tener 0.83 ± 0.06 U, las unidades de los grupos Diabético y 

Vehículo sin tratamiento disminuyeron hasta 0.44 ± 0.01 y 0.22 ± 0.06 U 

respectivamente, solo el grupo tratado con DOAcQ mostró un incremento con 

diferencia estadísticamente significativa aumentando a 0.73 ± 0.03 U. La 

administración de DOAcQ incremento las U de SOD y por lo tanto su actividad 

enzimática.  
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Figura 31. Curva de calibración utilizada para la determinación de la actividad 

de SOD. 

 

Figura 32. Efecto de DOAcQ sobre la actividad de SOD. *Diferencia estadísticamente 

significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de una vía seguido de una prueba 

de comparación múltiple de Dunnett (n = 6; media ± E.E.; p < 0.05.). Una unidad de SOD es 

definida como la cantidad en µg de enzima que causa una disminución del 50 % de la reducción 

de NBT. 
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El estrés oxidativo es la principal causa para el desarrollo de complicaciones 

diabéticas; la oxidación de proteínas, retinopatías, nefropatías y neuropatías son 

algunos de estas complicaciones. Estás patologías están relacionadas con la 

exacerbación de EROs, los cuales son producidos por la respiración celular y 

factores ambientales (Reiter et al., 2000). El anión superóxido es un radical que 

puede producir peróxido de hidrogeno, esta especie es convertida en el radical 

hidroxilo, el radical más dañino que se conoce. Para evitar la producción del 

radical hidroxilo, las células poseen enzimas antioxidantes de gran importancia 

como CAT, GPx y SOD. Estas enzimas remueven los niveles de peróxido de 

hidrógeno. Por lo tanto, nosotros realizamos una evaluación del efecto que tiene 

DOAcQ en la actividad de estás enzimas en hígado (Figuras 27, 28 y 30). En los 

grupos Diabéticos sin tratamiento es evidente que la actividad enzimática está 

disminuída, aunque todavía no se sabe si esto es una causa o el efecto para el 

desarrollo de complicaciones diabéticas, es importante mencionar que la 

administración de DOAcQ incrementó de manera estadísticamente significativa 

la actividad de estás enzimas (Tabla 15). Los extractos de Stevia rebaudiana 

(Shivanna et al., 2012) y Eucalyptus globulus (Ahlem et al., 2009) administrados 

en modelos de ratas diabéticas incrementaron la actividad de CAT y GPx 

comparado contra el grupo diabético y se ha demostrado que el incremento de 

la actividad antioxidante endógena proporciona protección contra el daño 

producido por EROs (Giacco y Brownlee, 2010,). CAT, GPx y SOD son tres de 

las principales enzimas antioxidantes. Existen compuestos que son capaces de 

incrementar la expresión de estás enzimas. Las tiazolidinedionas comprenden 

una familia de compuestos que poseen esta actividad; sin embargo debido a sus 

efectos tóxicos algunos de estos compuestos han sido removidos del mercado 

(Chiang et al., 2012). Nuestros resultados proporcionan evidencia que DOAcQ 

puede incrementar la actividad de CAT, GPx y SOD, ya sea por una 

sobreestimulación enzimática o una mayor expresión de estas proteínas, lo que 

se puede traducir en una disminución de EROs y por lo tanto, DOAcQ disminuye 

el daño por estrés oxidativo.  
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Tabla 15. Efecto de la administración de DOAcQ (15 mg/kg) en la actividad de 
enzimas antioxidantes de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina 

Grupo CAT 
H2O2 consumido 

(µM/min/mg 
proteína) 

GPx 
NADPH+ 

consumido 
(µM/min/mg 

proteína) 

SOD 
Unidades de SOD 

(U/min/mg 
proteína) 

Sano 132.2 ± 5.9 54.6 ± 5.5 0.83 ± 0.06 

Diabético 47.5 ± 2.6 20.8 ± 3.3 0.44 ± 0.01 

Diabético +  
Vehículo 

68.9 ± 11.1 10.0 ± 0.6 0.22 ± 0.06 

Diabético + 
Glibenclamida 

93.2 ± 4.9* 48.8 ± 5.8* 0.55 ± 0.02 

Diabético + 
Metformina 

103.3 ± 19.2 106.0 ± 7.9 0.41 ± 0.01 

Diabético + 
Pioglitazona 

101.1 ± 11.1 23.2 ± 4.5 0.44 ± 0.01 

Diabético +  
DOAcQ 

94.8 ± 7.8* 119.0 ± 20.7* 0.73 ± 0.03* 

*Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el grupo Diabético por ANOVA de 

una vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6; media ± E.E.; p < 

0.05.). Vehículo: Agua 2:1 DMSO. U de SOD. Una unidad de SOD es definida como la cantidad 

en µg de enzima que causa una disminución del 50 % de la reducción de NBT. 

 

7.2.1.8 Expresión de citocinas 

Se realizó una PCR por punto final para ver si la administración de DOAcQ 

podría disminuir la expresión de ARNm de IL-1β, IL-6 y TNF-α relacionados con 

diabetes. En la Figura 33 se presenta el gel de agarosa de los productos de PCR 

de los grupos Diabéticos tratados con Glibenclamida y DOAcQ, así como de los 

controles necesarios. Se puede observar que la administración de DOAcQ 

disminuyó la expresión de IL-1β, IL-6, TNF-α y TGF-β en comparación de grupo 

Diabético tratado con Glibenclamida.  
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Figura 33. Gel de agarosa al 2 % de los productos de PCR. M= Marcador, Ci= 

Control interno kit, C-= Control negativo, S= Grupo sano, G= Grupo Diabético + 

Glibenclamida, DO = Grupo Diabético + DOAcQ 

 

La inflamación crónica es uno de los marcadores de la obesidad y la diabetes 

tipo 2. Marcadores de inflamación como el factor de necrosis tumoral (TNF-α) y 

la proteína reactiva C están elevadas en sujetos obesos. El tejido adiposo 

inflamado es capaz de secretar una gran variedad de mediadores pro-

inflamatorios incluyendo TNF-α que induce resistencia a la insulina (Yi-cheng y 

Lee-Ming, 2010). La citocina IL-1β es capaz de reducir la expresión de IRS-1 

(Insulin receptor substrate 1) a nivel transcripcional a través de un mecanismo 

que es dependiente de ERK (Extracellular signal-regulated kinases) y a nivel 

posttrancripcional independiente de ERK (Tilg y Moschen, 2008). Se debe tener 

en cuenta que la presencia de estás citocinas pueden verse alteradas 

dependiendo, tanto de factores ambientales como del tipo de enfermedad que 

se está presentando. Nosotros decidimos evaluar la expresión de diferentes 

citocinas, debido a que existen reportes donde la regulación en la expresión de 

estas moléculas en modelos animales de diabetes es observada. En los trabajos 

siguientes se describen estos resultados, Yang y colaboradores evaluaron la 

administración de una mezcla de antioxidantes naturales en ratones diabéticos 

inducidos con estreptozotocina, la administración de estos suplementos reguló 
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múltiples blancos relacionados con diabetes incluyendo la disminución de los 

niveles de glucosa, la expresión de TNF-α y adicionalmente incremento de la 

actividad de GPx y SOD (Yang et al., 2012). Igualmente a estos resultados Zhou 

y colaboradores reportaron que la administración de polisacáridos mostró un 

incremento en la actividad de GPx y SOD, así como una disminución en los 

niveles de TNF-α e IL-6, lo que disminuyó los niveles de glucosa en ratones 

diabéticos inducidos con estreptozotocina (Zhou et al., 2015). Los resultados que 

nosotros obtuvimos son semejantes a los citados, la administración de DOAcQ 

disminuyó los niveles de IL-1β, IL-6 y TNF-α (Tabla 16). Lo que pudo contribuir 

a la homeostasis de la glucosa, porque como ya se ha mencionado la expresión 

de IL-1β y TNF-α promueven la resistencia a la insulina por inhibir la cascada de 

señalización del receptor de insulina (Ortis et al., 2012). Así, que la disminución 

en la expresión de estas citocinas mejora la señalización y por lo tanto se 

presenta el mejor control de la glucosa. 

 

Tabla 16. Expresión relativa de los genes 
 GAPDH IL-6 TNF-α IL-1β TGF-β 

Glibenclamida 100 23.59 13.99 2.20 12.64 

DOAcQ 100 3.23 0.83 1.74 7.63 

 

Después de analizar los datos obtenidos y comparar con las referencias nos 

llamó la atención que DOAcQ pudiera tener un efecto sobre algunos blancos 

relacionados también con obesidad y dado que diabetes y obesidad forman parte 

del síndrome metabólico, decidimos evaluar a DOAcQ en un modelo de obesidad 

en ratón. 

 

7.2.2 Modelo de ratón obeso 

 

7.2.2.1 Peso de los grupos experimentales 

En la Figura 34 se muestra el peso corporal semanal de los diferentes grupos 

experimentales después de 10 semanas en las cuales recibieron una dieta alta 
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en grasa y dentro de las últimas 4 semanas; los animales además de la dieta 

recibieron los diferentes tratamientos.  

 

Figura 34. Peso corporal semanal de los diferentes grupos experimentales en el 

modelo de ratón obeso inducido con dieta. *Diferencia estadísticamente significativa 

comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de 2 vías seguido de una prueba de comparación 

múltiple de Dunnett. (n = 6-8 media ± E.E.; p < 0.05). Vehículo: Agua 2:1 DMSO.  

 

Los animales del grupo Sano después de 10 semanas con una dieta estándar 

incrementaron ligeramente su peso de 20.13 ± 0.14 a 24.92 ± 0.35 g, sin 

embargo aquellos animales de los grupos alimentados con una dieta alta en 

grasa grupo Obeso incrementó su peso corporal de 20.06 ± 0.47 a 37.34 ± 1.97 

g y en el grupo Obeso + Vehículo incrementó su peso corporal de 22.43 ± 0.56 

a 37.50 ± 1.75 g, los grupos tratados con Xenical y DOAcQ mostraron una 

disminución en la ganancia de peso de forma estadísticamente significativa 

comparado contra el grupo Obeso (20.99 ± 0.96 a 30.59 ± 1.87 g) y (19.04 ± 0.15 

a 33.88 ± 0.48 g) respectivamente. Lo que demuestra que la administración de 

DOAcQ puede estar regulando el metabolismo de lípidos. 

La búsqueda de nuevos fármacos para el problema de la obesidad es muy 

importante dado que medicamentos como el Xenical han fallado en combatir el 

problema de la obesidad y aquellos medicamentos que presentan una mejor 
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acción que el Xenical, se ha visto que son más utilizado para el abuso recreativo, 

que al verdadero problema de salud, debido a que estos actúan sobre el sistema 

nervioso central. Por eso hay diferentes grupos de investigación en el mundo 

dedicados a encontrar nuevas alternativas. Por ejemplo Park y colaboradores 

reportaron que una dieta de suplementos de mulberry, ginseng de Korea rojo y 

banaba, mejoraban la homeostasis de glucosa, así como el peso corporal de 

ratones diabéticos modificados genéticamente (db/db), los niveles triglicéridos 

de los animales tratados con estos suplemento se disminuía y además la 

expresión de genes como PPAR-α, PPAR-γ y LPL, se encontraban regulados 

(estas proteínas están relacionadas con el metabolismo de lípidos) (Park et al., 

2005). Por su parte Kim y colaboradores encontraron que la administración de 

extractos de Coix lachrymajobi var. Mayeun mejoraban el peso de los animales 

alimentados con una dieta alta en grasa, mediante un efecto que involucraba la 

participación de TNF-α (citocina pro-inflamatoria) (Kim et al., 2004). Por otro lado, 

Choi y colaboradores evaluaron el extracto etanólico de Tabebuia avellanedae, 

la administración de este extracto en ratones alimentados con dieta alta en grasa 

mejoró su peso corporal, y el tamaño de los adipocitos se veía reducido, además 

de regular genes que participan en el metabolismo de lípidos como FAS, PPAR-

γ, FABP4, entre otros (Choi et al., 2014). En el caso de compuestos puros para 

la obesidad existen antecedentes como el reportado por Liu y colaboadores 

quienes evaluaron el efecto de celastrol en diferentes modelos animales de 

obesidad, la administración de celastrol disminuyó el peso corporal de los 

animales y modificó su consumo de alimento en ratones alimentados con dieta 

alta en grasa, interesantemente no modificó el peso de animales genéticamente 

modificados como db/db y ob/ob, por lo que se puede concluir que este 

compuesto tiene un efecto dependiente de leptina (Liu et al., 2015). Los 

resultados obtenidos por estos grupos de investigación hacen referencias a 

diferentes genes relacionados con obesidad, debido a que el compuesto DOAcQ 

también previno el incremento en el peso corporal del grupo respectivamente 

tratado, nosotros decidimos evaluar su efecto en genes como IL-6, TNF-α y 

PPAR-γ. 
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En la Figura 35 se observan fotos representativas de los diferentes grupos 

experimentales de ratones obesos inducidos con dieta hipercalórica. Se puede 

apreciar como los grupos tratados con Xenical y DOAcQ, muestran una 

apariencia de menor tamaño que aquellos grupos sin tratamiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Fotos representativas de los diferentes grupos experimentales del 

modelo de ratón obeso inducido con dieta hipercalórica. 
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7.2.2.2 Peso de los órganos de los diferentes grupos experimentales 

El peso de los órganos de los diferentes grupos experimentales también fue 

analizado. 

En la Figura 36 se muestra el peso del páncreas de los diferentes grupos 

experimentales. El grupo Sano mostró un peso de 0.13 ± 0.01 g, los grupos 

Obeso y Vehículo sin tratamiento incrementaron su peso a 0.15 ± 0.01 y 0.15 ± 

0.02 g respectivamente, en los grupos con los tratamientos de Xenical y DOAcQ 

mostraron una disminución del peso de manera estadísticamente significativa 

0.12 ± 0.02 y 0.10 ± 0.01 g respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Peso del páncreas de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido 

de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6-8; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

En la Figura 37 se muestra el peso del bazo de los diferentes grupos 

experimentales. El grupo Sano mostró un peso de 0.06 ± 0.01 g, en los grupos 

Obeso y Vehículo se incrementó el peso de este órgano hasta 0.10 ± 0.02 y 0.11 

± 0.01 g respectivamente, en los grupos que fueron tratados con Xenical y 

DOAcQ hubo una disminución en el peso con diferencia estadísticamente 

significativa 0.07 ± 0.01 y 0.05 ± 0.01 g respectivamente. 
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Figura 37. Peso del bazo de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido 

de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6-8; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

En la Figura 38 se muestra el peso del riñón de los diferentes grupos 

experimentales. El peso de este órgano en el grupo Sano es de 0.33 ± 0.01 g, 

en los grupos Obeso y Vehículo se incrementó el peso de en 0.59 ± 0.01 y 0.52 

± 0.09 g respectivamente, en los grupos tratados con Xenical y DOAcQ 

mostraron una disminución en el peso del riñón de manera estadísticamente 

significativa 0.35 ± 0.02 y 0.44 ± 0.01 g respectivamente. 
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Figura 38. Peso del riñón de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido 

de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6-8; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

En la Figura 39 se muestra el peso del hígado de los diferentes grupos 

experimentales. El grupo Sano mostró un peso de 1.05 ± 0.04 g, los grupos 

Obeso y Vehículo sin tratamiento mostraron un incremento en el peso del hígado 

1.63 ± 0.18 y 1.78 ± 0.28 g respectivamente, los grupos que fueron tratados con 

Xenical y DOAcQ mostaron una disminución del peso del hígado de una manera 

estadísticamente significativa 0.95 ± 0.09 y 1.09 ± 0.04 g respectivamente.  
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Figura 39. Peso del hígado de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido 

de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6-8; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

En la Figura 40 se muestra el peso del tejido adiposo de los diferentes grupos 

experimentales. El grupo Sano mostró un peso de 0.35 ± 0.03 g, los grupos 

Obeso y Vehículo incrementaron el peso de este tejido 1.98 ± 0.22 y 1.75 ± 0.25 

g respectivamente, en los grupos tratados con Xenical y DOAcQ hubo una 

tendencia a disminuir el peso, pero no de manera estadísticamente significativa 

1.61 ± 0.35 y 1.41 ± 0.13 g respectivamente. 
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Figura 40. Peso del tejido adiposo de los diferentes grupos experimentales. 

*Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una 

vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6-8; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

En la Figura 41 se puede apreciar el menor tamaño de estos tejidos. La 

generación de esteatosis (hígado graso) en los hígados de los grupos Obesos 

sin tratamiento podría explicar el peso incrementado de este órgano debido a la 

acumulación de grasa. La proliferación de células-β aumenta en respuesta a 

altas demandas fisiológicas de insulina, como en el embarazo y la obesidad lo 

que explicaría el mayor tamaño del páncreas en los grupos Obeso y Vehículo sin 

tratamiento (Andersson et al., 2012).  
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Figura 41. Fotografías de los órganos de los diferentes grupos experimentales 

del modelo de ratón obeso inducido con dieta hipercalórica. A) Sano, B) Obeso, 

C) Vehículo, D) Xenical, E) DOAcQ. 1. Tejido adiposo, 2. Riñones, 3. Bazo, 4. 

Páncreas, 5. Hígado. 

 

En la Figura 42 se puede observar el análisis histológico de los diferentes 

grupos experimentales, es importante notar que los hígados de los grupos Obeso 

sin tratamiento muestran evidencia de acumulación de grasa debido al mayor 

tamaño de los hepatocitos y una apariencia más semejante a adipocitos. El grupo 

tratado con DOAcQ mostró una apariencia y arquitectura similar al grupo Sano, 

indicando que está acumulación de grasa está disminuída. En el tejido adiposo 

sucedió algo similar, los grupos Obesos sin tratamiento mostraban una 

acumulación de grasa evidente debido al gran tamaño de los adipocitos (estas 

células se encargan de acumular grasas), los adipocitos en el grupo Obeso + 

DOAcQ presentaron un tamaño reducido.  
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Figura 42. Cortes histológicos de los diferentes grupos experimentales en el 

modelo de ratón obeso inducido con dieta hipercalórica.  
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Las kilocalorías consumidas por los diferentes grupos experimentales se 

muestran en la Figura 43, éstos presentan una correlación con los resultados 

mostrados del peso y la histología, el grupo Sano mostró un consumo de 12.51 

± 0.74 g al día, el grupo Obeso incrementó el consumo a 18.00 ± 1.84 g, aquellos 

grupos tratados con Xenical y DOAcQ mostraban un consumo menor de 

Kilocalorías de manera estadísticamente significativa en el caso del último 13.89 

± 0.73 y 11.30 ± 0.27 g respectivamente.  

 

 

Figura 43. Kilocalorías consumidas de los diferentes grupos experimentales. 

*Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una 

vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6-8; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

Por otro lado, en la Figura 44 se observa que la glucosa periférica de los 

grupos Xenical (132.2 ± 12.77 mg/dL) y DOAcQ (140 ± 6.47 mg/dL) se encuentra 

disminuida en comparación al grupo Obeso (195.3 ± 16.37 mg/dL) y Vehículo 

(202.5 ± 20.88 mg/dL), por lo tanto y de acuerdo a los resultados obtenidos en 

las ratas diabéticas, se puede confirmar que el compuesto DOAcQ posee una 

actividad hipoglucemiante, disminuyendo los niveles de glucosa a valores 

cercanos al grupo Sano (90.29 ± 12.62 mg/dL).  
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Figura 44. Niveles de glucosa de los diferentes grupos experimentales. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido 

de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 6-8; media ± E.E.; p < 0.05.). 

 

Fue muy interesante observar que DOAcQ disminuyó el consumo de alimento 

incluso menos que los animales alimentados con dieta estándar. Xenical, nuestro 

medicamento de referencia en este estudio, tiene un efecto local y casi 

exclusivamente en el tracto gastrointestinal por inhibición de la lipasa 

pancreática, encargada de degradar a los triglicéridos y puedan ser absorbidos 

en forma de ácidos grasos libres (Heck et al., 2000). Es por esto que pudo tener 

un efecto sobre el peso de los animales y los órganos, pero no afectó el consumo 

de alimento. Esto indica que al existir una disminución en el consumo de 

alimentos probablemente DOAcQ tiene un mecanismo de acción distinto al 

descrito por Xenical. 

 

Por lo tanto, se decidió estudiar si la administración de DOAcQ puede regular 

la expresión de genes relacionados con Obesidad en tejido adiposo e hígado.  
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7.2.2.3 Expresión de ARNm de los diferentes grupos experimentales 

Se realizó el análisis de ARNm de los diferentes grupos experimentales 

mediante PCR en punto final y un análisis densitométrico normalizando todos los 

valores con el gen constitutivo actina. Los genes evaluados por las revisiones en 

la literatura antes citadas fueron IL-6, TNF-α y PPAR-γ.  

En la Figura 45 se muestra la expresión de ARNm de IL-6 en tejido adiposo 

de los diferentes grupos experimentales, en los grupos Obeso y Vehículo hubo 

una disminución de los niveles de IL-6 a 0.41 ± 0.18 y 0.55 ± 0.03 

respectivamente. Los grupos tratados con Xenical y DOAcQ incrementaron los 

niveles de expresión de manera estadísticamente significativa a 2.39 ± 0.11 y 

0.96 ± 0.18 respectivamente.  

 

 

Figura 45. Expresión de ARNm de IL-6 en tejido adiposo. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido 

de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 3; media ± E.E.; p < 0.05). 

 

En la Figura 46 se muestra la expresión de ARNm de TNF-α en tejido adiposo 

de los diferentes grupos experimentales, en los grupos Obeso y Vehículo 

mostraron niveles de TNF-α de 0.72 ± 0.15 y 1.33 ± 0.15 respectivamente. En el 



93 

 

grupo tratado con Xenical mostró un incrementó en los niveles de este mensajero 

2.02 ± 0.01 y por último en el grupo tratado con DOAcQ mostró una disminución 

en los niveles de expresión de manera estadísticamente significativa a 0.24 ± 

0.03. 

 

 

Figura 46. Expresión de ARNm de TNF-α en tejido adiposo. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido 

de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 3; media ± E.E.; p < 0.05). 

 

En la Figura 47 se muestra la expresión de ARNm de PPAR-γ en tejido 

adiposo de los diferentes grupos experimentales, los niveles de este mensajero 

fueron similares en todos los grupos experimentales y no hubo una diferencia 

estadísticamente significativa entre ellos. 
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Figura 47. Expresión de ARNm de PPAR-γ en tejido adiposo. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparada contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido 

de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 3; media ± E.E.; p < 0.05). 

 

Así también se realizó la expresión de los mismos genes en hígado. 

 

En la Figura 48 se muestra la expresión de ARNm de IL-6 en hígado de los 

diferentes grupos experimentales, los niveles de este mensajero fueron similares 

en todos los grupos experimentales y no hubo una diferencia estadísticamente 

significativa entre ellos. 
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Figura 48. Expresión de ARNm de IL-6 en el hígado. *Diferencia estadísticamente 

significativa comparado contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido de una prueba de 

comparación múltiple de Dunnett (n = 3; media ± E.E.; p < 0.05). 

 

En la Figura 49 se muestra la expresión de ARNm de TNF-α en el hígado de 

los diferentes grupos experimentales, los niveles de este mensajero fueron 

similares en todos los grupos experimentales y no hubo una diferencia 

estadísticamente significativa entre ellos. Es importante mencionar que el grupo 

tratado con DOAcQ mostró una tendencia a disminuir los niveles de este 

mensajero en comparación con el grupo Obeso. 
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Figura 49. Expresión de ARNm de TNF-α en el hígado. *Diferencia estadísticamente 

significativa comparado contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido de una prueba de 

comparación múltiple de Dunnett (n = 3; media ± E.E.; p < 0.05). 

 

En la Figura 50 se muestra la expresión de ARNm de PPAR-γ en el hígado de 

los diferentes grupos experimentales, en los grupos Obeso y Vehículo mostraron 

niveles de PPAR-γ de 1.03 ± 0.03 y 0.85 ± 0.05 respectivamente. El grupo tratado 

con Xenical mostró una disminución en los niveles de este mensajero pero no de 

forma estadísticamente significativa 0.78 ± 0.34 y por último el grupo tratado con 

DOAcQ mostró una disminución en los niveles de expresión de PPAR-γ de 

manera estadísticamente significativa 0.42 ± 0.16. 
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Figura 50. Expresión de ARNm de PPAR-γ en el hígado. *Diferencia 

estadísticamente significativa comparado contra el grupo Obeso por ANOVA de una vía seguido 

de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 3; media ± E.E.; p < 0.05). 

 

Los resultados de los genes en tejido adiposo muestran que DOAcQ es capaz 

de mantener los niveles de expresión del mensajero de IL-6 cercanos al grupo 

Sano y de disminuir los niveles de expresión del mensajero de TNF-α de manera 

estadísticamente significativa en comparación al grupo Obeso. En hígado 

DOAcQ disminuyó también los niveles de TNF-α, pero no de manera 

estadísticamente significativa, por otro lado, en hígado si hubo una disminución 

en la expresión de PPAR-γ. Como ya se ha mencionado anteriormente existen 

varios factores que participan en la diabetes y obesidad entre ellos son las 

citocinas inflamatorias como IL-6 y TNF-α. Por lo que decidió estudiarlas, TNF-α 

es una citocina que se encarga de promover disfunción celular por lo que la 

disminución de esta proteína en la mayoría de las patogénesis estudiadas 

siempre es benéfico, en nuestro experimento observamos que la administración 

de DOAcQ disminuyó la expresión de este gen tanto en tejido adiposo como en 

el hígado. En las imágenes de histología se puede observar (Figura 42), el menor 

tamaño de los adipocitos y la arquitectura normal del hígado que se observa de 

en el grupo tratado con DOAcQ en comparación con el grupo Obeso. Respecto 
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a esto quizás se vean activadas diferentes cascadas de señalización que 

funcionan como una retroalimentación negativa para continuar con los procesos 

inflamatorios y por lo tanto se incrementa la expresión de TNF-α, en el caso de 

IL-6 esta citocina todavía existe discusión en cuanto a su participación en 

diferentes padecimientos, puesto que puede estar regulada de diferentes 

maneras, tanto puede estimular o detener la inflamación. Durante la obesidad IL-

6 se encuentra incrementada, sin embargo de manera contraria a lo esperado 

IL-6 también se encuentra incrementada durante el ejercicio y citocinas 

reconocidas como pro-inflamatorias (TNF-α e IL-1β) se encuentran disminuidas 

en esta misma condición (Faldt et al., 2004). Es un hecho que en pacientes 

obesos, que también son diabéticos la expresión de la citocina IL-6 se encuentra 

aumentada (Eder et al., 2009), pero se debe tener en cuenta que estas personas 

ya pasaron por procesos inflamatorios durante años que pudieron alterar las 

señalizaciones de muchas proteínas. Para apoyar esta idea tenemos reportes 

donde ratones deficientes de IL-6 desarrollan obesidad adulta, así también 

presentaban un incremento en los niveles de leptina y glucosa, lo que podría 

sugerir problemas de señalización normal como resistencia a la leptina debido a 

la falta de IL-6, congruente con esto, la administración de IL-6 endógena redujo 

de manera estadísticamente significativa el peso de estos animales deficientes 

de IL-6 (Wallenius et al., 2002). Respaldando la necesidad de IL-6 para un 

metabolismo normal Wernstedt y colaboradores encontraron que ratones 

deficientes de IL-6 disminuían su consumo de oxígeno en respuesta a estrés y 

exposición a frío. Además estos ratones deficientes de IL-6 disminuían su 

metabolismo de lípidos a temperatura ambiente (Wernstedt et al., 2006). Por lo 

tanto, la diferencia en la producción de IL-6 podría alterar el metabolismo 

energético lo que se puede traducir en generación de obesidad y diabetes. 

Tomando estos resultados y los obtenidos en esta investigación podemos decir 

que debido a que los niveles de IL-6 encontrado en el grupo tratado con DOAcQ 

son semejantes al grupo Sano está proteína podría promover una señalización 

promoviendo el balance que existe entre gasto energético, apetito y acumulación 

de lípidos, promoviendo por lo tanto, la disminución de TNF-α, que como ya se 

ha mencionado su aumento promueve resistencia a insulina y la disminución en 

los niveles de glucosa mostrados en el grupo tratado con DOAcQ puede ser 
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debido este mejoramiento en la resistencia a insulina. Por último, PPAR-γ es un 

factor de transcripción dependiente de ligando que se encuentra principalmente 

expresado en tejido adiposo, pero también está en otros tejidos como en el 

hígado, donde se encarga de almacenar lípidos (Grygiel-Górniak, 2014), la 

administración de DOAcQ disminuyó la expresión de este gen tanto en tejido 

adiposo como en el hígado, donde lo hizo de manera estadísticamente 

significativa, esto podría ser debido a que no es necesaria la activación de este 

factor de transcripción y no promueva el almacenamiento de lípidos por el hecho 

de no haber lípidos disponible, ya sea por su eliminación o su disminuída 

absorción. Apoyando esta idea se puede observar la Figura 42, donde los 

hepatocitos del grupo Obeso tienen una apariencia semejante a los adipocitos y 

el grupo tratado con DOAcQ los cuales presentan una morfología parecida al 

grupo Sano. Esto es debido a que probablemente no es necesario que el hígado 

tenga que almacenar el exceso de grasas que se enceuntra libre en el 

organismo. Por lo tanto, la administración de DOAcQ quizá promueve un control 

sobre estos ácidos grasos libres y subsecuentemente el peso de estos animales.  

 

7.2.3 Estudio toxicológico 

 

7.2.3.1 Prueba de AMES 

La búsqueda de nuevos fármacos siempre tiene como objetivo mejorar la 

eficacia de los actuales, así como disminuir los efectos adversos, por lo tanto es 

importante estudiar la toxicidad de estos posibles nuevos medicamentos. En las 

Figuras 51, 52 y 53 se puede observar que DOAcQ no mostró mutagenicidad en 

las cepas de S. typhimurium TA98, TA100 o TA102, en la ausencia y presencia 

de la fracción S9 con las concentraciones utilizadas.  

 

Ninguna de las cepas tratadas con el compuesto DOAcQ mostró el doble de 

revertantes basales. Solo los controles positivos tanto en la ausencia y presencia 

de la fracción S9 existió un incremento de manera estadísticamente significativa. 

Por lo tanto, podemos decir con esta Prueba de Ames, que el compuesto DOAcQ 

no es genotóxico in vitro a las concentraciones evaluadas. 
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Figura 51. Cuantificación de revertantes en la cepa TA 98, con y sin la fracción 

S9. La línea representa el doble de las revertantes basales. *Diferencia 

estadísticamente significativa por ANOVA de 2 vías seguido de una prueba múltiple de Dunnett 

(n= 9; media ± D.E.; p < 0.05). 

 

Figura 52. Cuantificación de revertantes en la cepa TA 100, con y sin la fracción 

S9. La línea representa el doble de las revertantes basales. *Diferencia 

estadísticamente significativa por ANOVA de 2 vías seguido de una prueba múltiple de Dunnett 

(n= 9; media ± D.E.; p < 0.05). 

 

* 
* 

* 
* 
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Figura 53. Cuantificación de revertantes en la cepa TA 100, con y sin la fracción 

S9. La línea representa el doble de las revertantes basales. *Diferencia 

estadísticamente significativa por ANOVA de 2 vías seguido de una prueba múltiple de Dunnett 

(n= 9; media ± D.E.; p < 0.05). 

 

Tabla 17. Índice mutagénico 
SUSTANCIA 

  
CONCENTRACIÓN 

µM/PLACA 
TA98 TA100 TA102 

    con 
S9 

sin 
S9 

Con 
S9 

sin 
S9 

con 
S9 

sin 
S9 

DOAcQ 8.65 1.1 0.7 0.9 1.3 0.8 0.7 
DOAcQ  17.30 1.2 1.0 0.9 1.0 1.2 0.7 
DOAcQ  34.60 1.2 0.8 0.8 1.0 1.4 1.0 
DOAcQ  50.00 1.1 1.1 0.9 0.9 1.2 1.1 
DOAcQ  100.00 1.4 0.4 1.0 1.4 0.9 0.8 

DMSO 0.1 % 141.00 1.1 0.4 0.9 1.0 1.1 1.0 
ÁCIDO PICROLONICO 0.19  - 27.3 -   -  -  - 
N-METIL-N'-NITRO-N-
NITROSOGUANIDINA 

0.007  - -  -  22.9 -  -  

MITOMICINA C 0.003  - -  -   - -  3.1 
2-AMINOANTRACENO 0.005 54.1 -  19.1  - 3.5  - 

 

Existen compuestos de origen natural que poseen un potencial mutagénico 

importante, como flavonoides y alquilbencenos (Rietjens et al., 2005). En razón 

de tratar de evitar un potencial riesgo de salud, se evaluó el potencial mutagénico 

de DOAcQ con la Prueba de Ames, sólo los controles positivos incrementaron el 

número de revertantes en todas las condiciones. La Tabla 17 muestra el índice 

mutagénico de las concentraciones utilizadas de DOAcQ, los cuales fueron 

* 

* 



102 

 

determinados de la siguiente manera: El promedio de revertantes por placa 

dividido por el promedio de las revertantes basales. Desde 1983, Ohta encontró 

que algunas cumarinas y la 7-hidroxicumarina tienen un efecto antimutagénico 

(Ohta, 1983). Además, en 2004, Marques y Lin encontraron que la 4-

hidroxicumarina puede ser un agente antimutagénico. Estos compuestos pueden 

formar puentes de hidrogeno con sus grupos funcionales el carbonilo y el 

hidroxilo de la posición 4 con agentes mutagénicos, esto produciría complejos 

estables por lo tanto, ejercería una actividad antimutagénica (Marques y Lin, 

2004). Aunque es necesario realizar otros estudios podríamos creer que debido 

a la semejanza de la estructura probablemente DOAcQ podría tener un 

mecanismo similar al demostrado por 4-hidroxicumarina. 

 

7.2.3.2 Ensayo de Micronúcleos 

Este ensayo puede detectar agentes genotóxico, que pueden causar daño a 

los cromosomas o al huso mitótico (Schmid, 1975). Se evaluó el potencial de 

DOAcQ para incrementar los micronúcleos, 48 h después de que los 

tratamientos fueron administrados. La Tabla 18 muestra el porcentaje de 

micronúcleos de los diferentes grupos experimentales. En ellos podemos 

observar que el control positivo (Ciclofosfamida) incrementó los micronúcleos de 

manera estadísticamente significativa comparado contra el vehículo, por otro 

lado la administración de DOAcQ no afecto el porcentaje de micronúcleos. 

Anteriormente cuando no existían fármacos en el mercado para una enfermedad 

en específico, algunos estudios de toxicidad eran omitidos por la urgencia de ser 

necesarios, hoy en día para que un fármaco sea un medicamento se necesitan 

hacer todas las pruebas toxicológicas, de lo contrario pueden pasar casos como 

el reportado por Harishankar y colaboradores quienes encontraron que la 

Metformina y la Glimepirida incrementaron la frecuencia de células 

micronucleadas en pacientes diabéticos comparadas con el grupo Sano 

(Harishankar et al., 2015) lo que demuestra la presencia de genotoxicidad en los 

medicamentos utilizados para tratar diabetes, en contraste a esto, nuestros 

resultados muestran que DOAcQ no es un agente clastógeno o aneugénico.  
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Tabla 18. Efecto del compuesto DOAcQ en la Formación de Micronúcleos 
Tratamiento Concentración 

evaluada 
%RET %MN-RET %MN-NCE 

Compuesto  
DOAcQ 

350 mg/kg 4.2 ± 0.42* 0.52 ± 0.21 0.18 ± 0.04 

Control de vehículo 
(DMSO) 

100 μL/ratón 5.78 ± 0.31 0.36 ± 0.12 0.16 ± 0.01 

Control positivo 
(Ciclofosfamida) 

50 mg/kg 0.81 ± 0.16 * 8.44 ± 0.22 * 2.69 ± 0.23 * 

*Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el control negativo por ANOVA de 

una vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (media ± E.E.; p < 0.05.). 

(Incremento en la frecuencia de MN-RET y MN-CNE; decremento de la frecuencia de RET). 

 

7.2.3.3 Prueba de toxicidad aguda: TG 423 

La prueba 423 de la OECD está diseñada para evaluar toxicidad aguda, 

nosotros evaluamos el compuesto DOAcQ a dosis de 2,000 mg/kg. A esta dosis, 

se observó que no hubo signos de toxicidad o muerte de los animales después 

de 14 días de observación. Los animales tratados con DOAcQ incrementaron su 

peso corporal de la misma manera que el grupo control (Tabla 19). De acuerdo 

a lo anterior DOAcQ se encuentra en la categoría 5. La toxicidad de la cumarina 

básica ya ha sido determinada anteriormente donde se ha reportado que esta 

molécula tiene una DL50 mayor a 700 mg/kg (Egan et al., 1990), este resultado y 

el obtenido por nosotros sugiere que la toxicidad de esta familia de compuestos 

es relativamente baja. El perfil bioquímico mostrado en las ratas diabéticas 

mostró valores similares a aquellos del grupo Sano, indicando una toxicidad nula 

a la dosis administrada.  

 

Tabla 19. Peso de los diferentes grupos experimentales en la prueba TG 423 
 Día 1  Día 14   Peso ganado al día 14 

 Control DOAcQ Control DOAcQ Control DOAcQ 

Peso 22.3 ± 1.8 21.0 ± 1.0 35.7 ± 1.5 34.0 ± 0.0 13.3 ± 0.3 13.0 ± 1.0 

*Diferencia estadísticamente significativa comparada contra el control negativo por ANOVA de 

una vía seguido de una prueba de comparación múltiple de Dunnett (n = 3; media ± E.E.; p < 

0.05.). 
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8. CONCLUSIONES 

 

Se diseñó una nueva ruta de síntesis para la obtención de 3’,4’-Di-O-acetil-

cis-quelactona (DOAcQ). 

 

Se obtuvó a DOAcQ con un rendimiento global del 21 % y con un exceso 

enantiomérico del 70 %.   

 

El compuesto DOAcQ mostró tener un efecto hipoglucemiante en un modelo 

de rata diabética inducida con estreptozotocina después de 15 días de 

administración diaria a una dosis de 15 mg/kg, porque disminuyó los niveles de 

glucosa en sangre periférica de 327.50 ± 23.9 a 128.30 ± 6.4 mg/dL.  

 

La administración de DOAcQ previno la pérdida de peso que se observa en el 

grupo Diabético sin tratamiento, la pérdida de peso es un signo característico en 

los pacientes con diabetes mellitus.  

 

El análisis histológico mostró una arquitectura similar en hígado, riñón y bazo, 

entre los grupos Sano y Diabético + DOAcQ. Lo que indicaría que la 

administración de DOAcQ no genera un daño a nivel microscópico de los 

órganos mencionados. 

 

En el ensayo de inmunofluorescencia se observa como la morfología de los 

islotes de Langerhans del grupo tratado con DOAcQ son parecidos a los del 

grupo Sano. Los islotes de Langerhans son el sitio donde se sintetiza la insulina, 

por lo tanto es muy importante la preservación de este tejido. 

 

El compuesto DOAcQ mostró disminuir el estrés oxidativo por incrementar la 

actividad antioxidante de las enzimas CAT, GPx y SOD, las cuales se encargan 

de controlar a las especies reactivas de oxígeno.  

 

La administración de DOAcQ reguló la expresión de genes como IL-1β, IL-6, 

TNF-α y TGF-β. En diabetes se ha observado que la expresión de estas 
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proteínas se encuentra aumentada y niveles altos de las mismas promueven 

resistencia a la insulina. 

 

La administración de DOAcQ en un modelo de ratón obeso inducido con dieta 

alta en grasa, mostró disminuir el peso corporal de los roedores de 37.34 ± 1.97 

a 33.88 ± 0.48 g después de 4 semanas de administración diaria a una dosis de 

15 mg/kg. 

 

El peso de los órganos bazo, hígado, páncreas y riñón de los grupos tratados 

con DOAcQ fue menor que el peso de los órganos del grupo Obeso que no 

recibieron tratamiento. 

 

La administración de DOAcQ disminuyó el consumo de alimento en 

comparación con el grupo Obeso sin tratamiento. 

 

DOAcQ mostró tener efectos hipoglucemiantes en el modelo de ratón obeso 

inducido con dieta alta en grasa disminuyendo los niveles de glucosa periférica 

en comparación con el grupo Obeso sin tratamiento. 

 

La administración de DOAcQ disminuyó la expresión de genes relacionados 

con obesidad como TNF-α, IL-6 y PPAR-γ. 

 

El compuesto DOAcQ no es tóxico con la Prueba de Ames, y el Ensayo de 

Micronúcleos. 

 

La DL50 de DOAcQ se encuentra en la categoría 5 de la GHS, esto obtenido 

por la prueba TG 423 de la OCDE, lo que lo hace seguro. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

Diseñar y sintetizar nuevos derivados de DOAcQ, para ver si estos pueden 

tener mejor actividad hipoglucemiante y antiobesidad. 

 

Separar el par de enantiómeros y encontrar si las 2 moléculas tienen efecto 

igual o diferente. 

 

Evaluar otros genes regulados por la administración de DOAcQ relacionados 

con diabetes y obesidad, como las isoformas de PPAR, así como otras citocinas. 

 

Buscar la vía de señalización por la cual DOAcQ está regulando genes como 

IL-6, TNF-α y PPAR-γ.  

 

Evaluar la dosis subaguda en roedores y no roedores. 

 

Hacer una forma farmacéutica para DOAcQ 

 

Realizar pruebas clínicas en seres humanos.  
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11. ANEXOS 

 

11.1 Soluciones y reactivos para las mediciones antioxidantes 

 

 Medio de reacción para la medición de GPx 

GSH                                    15.3 mg 

NADPH+                                 16.6 mg 

EDTA                                   29.2 mg 

Glutation reductasa                          0.1 U/mL 

Amortiguador de fosfatos pH 7.0, 50 mM           100 mL 

 

El volumen de glutatión reductasa depende del que se compre y las unidades 

por mL que contenga. 

 

 Superóxido dismutasa recombinante, expresado en E. coli liofilizado a 

2500 unidades/mg S9697-15KU (sigma). 

 

 Medio de reacción para la medición de SOD 

EDTA                                   1.5 mg 

L-metionina                              74.0 mg 

NBT                                    2.3 mg 

Riboflavina                               0.2 mg 

Amortiguador de fosfatos pH 7.8, 50 mM        50.0 mL 

Tritón                                  25.0 µL 

 

11.2 Soluciones para inmunofluorescencia 

 

 Amortiguador de citratos (10 mM, 0.05 % tween 20, pH 6.0) para 

exposición de epitopes. 

Citrato tri-sódico (dihidratado)                2.49 g 

Agua destilada                          1000 mL 
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Mezclar hasta disolver. Ajustar pH a 6.0 con 1 N de HCl y añadir 0.5 mL de 

tween 20, mezclar bien. Almacenar esta solución a temperatura ambiente por 3 

meses o a 4 °C para periodos largos.  

 

11.3 Soluciones para la Prueba de Ames 

 

 Solución concentrada Histidina biotina (4 °C) 

0.156 g de L-Histidina 

0.0012 g de L-Biotina 

Disolver en 10 mL de agua 

Esterilizar por filtración 

 

 Solución de ampicilina (4 °C) 

8 mg/mL de ampicilina en NaOH 0.01N 

(80 mg en 9.9 mL de H2O + 0.1 mL NaOH 0.01). Esterilizar por filtración, en 

esterilidad. 

 

 Sales de Vogel-Bonner (Temperatura ambiente) 

H2O                                 650 mL 

10 g MgSO4 – 7 H2O                      10 g 

Ácido cítrico monohidratado                100 g 

K2HPO4                              500 g 

NaHNH4PO4 – 4 H2O                     175 g 

 

 Preparación de agar Vogel-Bonner (4 °C) 

Agar bacteriológico                      7.5 g 

Dextrosa anhidra                       10.0 g  

Agua destilada                         490 mL 

Sales de Vogel-Bonner                   10 mL 
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Esterilizar y verter en cajas de Petri. 

 

 Preparación de caldo nutritivo para crecimiento de cepas (4 °C) 

Medio Oxoid                           2.5 g 

Agua destilada                        100 mL 

Colocar 20 mL en cada matraz. 

 

 Preparación de solución de histidina-biotina 0.05 mM (4 °C) 

D-Biotina                             30.5 mg 

L-Histidina                            24.0 mg 

H2O                                250  mL 

Esterilizar. 

 

 Preparación de agar suave (4 °C) 

Histidina-biotina 0.5 mM                10 mL 

Agar bacteriológico                    0.6 g 

NaCl                               0.6 g 

H2O                90 mL 

 

Esterilizar y vaciar  en tubos 2 mL  

 

 Obtención de homogenado de hígado de ratas fracción S9 

Pesar 4 ratas Wistar (150-200 g) 

Administrar via intraperitoneal Aroclor 200 mg/mL 

Dejar reposar durante 3 días  

Al tercer día quitar el alimento y dejarlos en ayuno de 24 h 

Sacrificar en el 4 día por dislocación cervical 

Extraer el hígado en esterilidad 

Pesar el hígado y adicionar KCl 0.15 M (1 mg/g de hígado) y lavarlo con esta 

solución 

Cortar en pedazos pequeños y homogenizar 

Centrifugar a 8500 rpm durante 10 minutos y distribuir en viales.  
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 Preparación mezcla S9 

Amortiguador de fosfatos  

NaH2PO4        1.6 g 

Na2HPO4        12.5 g 

Agua         500 mL 

Ajustar pH a 7.4  

 

Solución de Cloruros 

KCl                                           12.29 g 

MgCl2                                          8.14 g 

H2O                                           100 mL 

 

Mezcla S9 (8 %)  

NADP                                          26 mg 

G6P                                           60 mg 

Amortiguador fosfato pH 7.4                         22 mL 

Sol. de cloruros                                  500 µL 

Homogenado de hígado de rata                        1 mL 

Filtrar en membrana de 45 µ. 

 

Oligos 

Los oligos fueron disueltos en 100 µL de agua inyectable se cuantificaron y 

se realizó un gel de agarosa para ver su integridad, luego se hizo una dilución 

1/10 o 2/10 dependiendo de su cuantificación para ser usados. 
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12. APÉNDICE 
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PRODUCTOS DE INVESTIGACIÓN 
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