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1. Abstract 

The Cecropia genus is widely used in traditional medicine of Tabasco, Mexico, mainly 

for the treatment of diabetes; despite its traditional use, there is no correct distinction 

between the species of this genus, which can lead to their inappropriate use, with the 

potential risk of causing side effects and damage to health. According to the above, 

the objective of this work was to analyze the metabolic content of Cecropia species 

collected in the five sub-regions of the state of Tabasco, where the taxonomic 

identification allowed us to distinguish between two collected species: Cecropia peltata 

(Cp1-Cp4) and Cecropia obtusifolia (Co5). The use of spectrophotometric techniques 

such as UV-Vis, demonstrated that the Cp4 extract (C. peltata from the Ríos sub-

region) presented the highest values of CPT (155 ± 9.1 mg GAE/g E) and CFT (724 ± 

22.2 mg RE/g E). On the other hand, metabolic analysis using chromatographic 

techniques such as High-Resolution Liquid Chromatography showed a similar profile 

for the five samples analyzed, with variations in the concentrations of the chemical 

markers. Thus, it was found that Cp3 (C. peltata from the Pantanos sub-region) 

presented the highest concentrations for chlorogenic acid (39.8 ± 2.3 mg/g) and 

isoorientin (51.5 ± 2.9 mg/g), Cp4 (C. peltata from the Ríos sub-region) for orientin 

(49.9 ± 0.6 mg/g) and Cp2 (C. peltata from the Chontalpa sub-region) for the vitexin 

analog (6.2 ± 0.2 mg/g). Furthermore, the metabolic fingerprint analysis using 

spectroscopic techniques such as Nuclear Magnetic Resonance showed intra-species 

differences between C. peltata samples and inter-species differences between C. 

peltata and C. obtusifolia, when applying a multivariate analysis, it was shown that 

these differences were attributed to variations in the groups of metabolites, as well as 

in the proportion of sugars such as glucose and xylose. In this way, to understand the 

results obtained from the multivariate analysis, it was decided to perform the 

quantification of reducing sugars, where Cp4 was the sample that presented the 

highest content (476.3 ± 11.35 mg EGlu/g E), followed by Co5 (396.2 ± 12.88 mg 

EGlu/g E), this is consistent with the results obtained from the multivariate analysis. 

Finally, in order to observe the hypoglycemic effect of the samples under study, the 

glucose tolerance curve test was used. Thus, Cp3 was the sample that showed the 

best hypoglycemic effect (137.0 ± 8.5 mg/dL) from minute 60 in the CTG test, similar 
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to metformin (114 ± 8.5 mg/dL). It should be noted that this same sample exhibited the 

highest levels of chlorogenic acid and isoorientin, metabolites related to the 

hypoglycemic effect in Cecropia species, therefore, the effect shown can be attributed 

to the high content of both metabolites. On the other hand, the presence of metabolites 

in low concentrations that contribute to the effect shown by the study samples is not 

ruled out. Likewise, it is important to highlight that biotic and abiotic factors can 

influence the production of certain metabolites, which is reflected in biological activity, 

which sets a guideline for the study of the factors that contribute to the metabolic 

content and therefore the biological activity attributed to a species. 
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2. Resumen 

El género Cecropia es utilizado ampliamente en la medicina tradicional de Tabasco, 

México, principalmente para el tratamiento de la diabetes; a pesar de su uso 

tradicional no hay distinción correcta entre las especies de este género, lo que puede 

llevar a un uso inadecuado de estas, con el riesgo potencial de provocar efectos 

secundarios y daños a la salud. De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este trabajo 

fue analizar el contenido metabólico de especies de Cecropia colectadas en las cinco 

subregiones del estado de Tabasco, donde, la identificación taxonómica permitió 

distinguir entre dos especies colectadas: Cecropia peltata (Cp1- Cp4) y Cecropia 

obtusifolia (Co5). Asimismo, el empleo de técnicas espectrofotométricas como UV-

Vis, demostró que el extracto Cp4 (C. peltata de la subregión Ríos) presentó los 

valores más altos de CPT (155 ± 9.1 mg GAE/g E) y CFT (724 ± 22.2 mg RE/g E). Por 

otra parte, el análisis metabólico a partir de técnicas cromatográficas como la 

Cromatografía Líquida de Alta Resolución, mostró un perfil similar para las cinco 

muestras analizadas, con variaciones en las concentraciones de los marcadores 

químicos. Así se encontró que Cp3 (C. peltata de la subregión Pantanos) presentó las 

concentraciones más altas para ácido clorogénico (39.8 ± 2.3 mg/g) e isoorientina 

(51.5 ± 2.9 mg/g), Cp4 (C. peltata de la subregión Ríos) para orientina (49.9 ± 0.6 

mg/g) y Cp2 (C. peltata de la subregión Chontalpa) para vitexina (6.2 ± 0.2 mg/g). 

Además, el análisis de huella metabólica mediante técnicas espectroscópicas como 

la Resonancia Magnética Nuclear mostró diferencias intra especies entre muestras de 

C. peltata e inter especies entre C. peltata y C. obtusifolia, donde al aplicarse un 

análisis multivariado, se demostró que estas diferencias fueron atribuidas a 

variaciones en los grupos de metabolitos, así como en la contribución de los 

desplazamientos químicos que pueden estar asociados a azúcares como glucosa y 

xilosa. De esta forma, para comprender los resultados obtenidos del análisis 

multivariado, se optó por realizar la cuantificación de azúcares reductores, donde, Cp4 

fue la muestra que presentó el mayor contenido (476.3 ± 11.35 mg EGlu/g E), seguido 

de Co5 (396.2 ± 12.88 mg EGlu/g E), lo cual es consistente con los resultados 

obtenidos a partir del análisis multivariado. Finalmente, para observar el efecto 
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hipoglucemiante de las muestras en estudio, se empleó el ensayo de curva de 

tolerancia a la glucosa. Así, Cp3 fue la muestra que mostró el mejor efecto 

hipoglucemiante (137 ± 8.5 mg/dL) a partir del minuto 60 en la prueba de CTG, similar 

a metformina (114 ± 8.5 mg/dL). Cabe destacar que esta misma muestra exhibió los 

niveles más altos de ácido clorogénico e isoorientina, metabolitos relacionados con el 

efecto hipoglucemiante en especies de Cecropia, por lo que, el efecto mostrado puede 

atribuirse al alto contenido de ambos metabolitos. Por otra parte, no se descarta la 

presencia de metabolitos en bajas concentraciones que contribuyan al efecto 

mostrado por las muestras de estudio, asimismo, es importante destacar que los 

factores bióticos y abióticos puedan influir en la producción de ciertos metabolitos lo 

cual se vea reflejado en la actividad biológica, lo cual marca una pauta para el estudio 

de los factores que contribuyan al contenido metabólico y por ende la actividad 

biológica atribuida a una especie. 
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3. Introducción 

Las plantas medicinales se han utilizado desde tiempos ancestrales para el 

tratamiento de diversas enfermedades, debido a su bajo riesgo de provocar 

efectos secundarios. Sin embargo, la coexistencia de diferentes especies 

conocidas con el mismo nombre tradicional puede dar lugar a una identificación 

errónea y un uso potencialmente inapropiado. Asimismo, poco se sabe si la 

sustitución de una especie vegetal por otra conlleva efectos negativos sobre la 

salud. En ese sentido, un grupo de plantas que presenta retos en la 

diferenciación del contenido metabólico es el género Cecropia, empleado en la 

medicina tradicional como un agente en el tratamiento de diabetes mellitus y del 

cual se ha demostrado experimentalmente que presenta actividad hipoglucemiante 

atribuida principalmente al ácido clorogénico e isoorientina, quienes se han 

identificado como metabolitos secundarios mayoritarios en esta planta; no 

obstante, existen reportes de variabilidad en el efecto hipoglucemiante de especies 

de Cecropia, dependiendo de la región geográfica en donde se colecta la planta, lo 

cual está relacionado con el contenido de los marcadores químicos. Por lo tanto, el 

objetivo de este trabajo fue analizar el perfil metabólico mediante diferentes 

técnicas analíticas, como la espectrofotometría UV- Vis, realizar una identificación 

de compuestos específicos mediante Cromatografía Liquida de Alta Resolución y 

mediante el uso de la RMN-1H, seguido de un análisis multivariado, determinar las 

diferencias intra e inter especie. Por ultimo los extractos fueron evaluados en un 

modelo in vivo para determinar si hubo una variación en el efecto hipoglucemiante 

dependiendo del contenido metabólico y subregión de colecta.   
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4. Antecedentes 

4.1. Estudios fitoquímicos en especies de Cecropia  

Los estudios del contenido metabólico en plantas tienen una gran importancia, ya 

que permiten conocer y comparar la composición metabólica de diferentes especies 

de interés, lo que puede llevar a determinar el impacto que tienen diversos factores 

ambientales en el metabolismo o bien, conocer la tolerancia al estrés generada en 

las plantas por agentes abióticos y bióticos; así como establecer la complejidad del 

contenido metabólico entre especies de un mismo género [1-3]. Un primer 

acercamiento para determinar el perfil metabólico puede efectuarse empleando 

técnicas espectrofotométricas y cromatográficas, mediante la cuantificación de 

grupos metabólicos específicos, como polifenoles y flavonoides. Ejemplos de ello 

es un estudio realizado por Rivera-Mondragón [4], donde determinaron el contenido 

de polifenoles y flavonoides totales en cuatro especies de Cecropia colectadas en 

Panamá, mediante el ensayo de Folin-Ciocalteau y el método colorimétrico de 

tricloruro de aluminio, respectivamente, esto con ayuda de la espectrofotometría 

UV-Vis, donde la especie que presentó el mayor contenido de polifenoles y 

flavonoides totales fue C. obtusifolia, en comparación con C. hisspidissima, C. 

insignis y C. peltata. Además, en ese mismo estudio se realizó un análisis 

metabólico empleando Cromatografía Líquida de Alta Resolución acoplado a un 

Detector de Arreglo de Fotodiodos (CLAR-DAD), lo que permitió la identificación de 

marcadores químicos de interés, distinguiendo a C. hispidissima y C. peltata de las 

demás muestras de estudio [4].  

Por otro lado, un enfoque que permite comparar de manera simultánea el contenido 

metabólico global de diversas especies, es el análisis de la huella metabólica 

mediante la Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN-1H), ya que 

muestra un panorama amplio del contenido metabólico en extractos vegetales, con 

la ventaja de detectar metabolitos de diversas polaridades y fácil cuantificación, 

además de que provee suficiente información para la elucidación estructural y no 

necesita derivatización [5]. En este sentido, la facilidad de tratamiento de los 

espectros de RMN-1H, empleando diversos programas computacionales, así como 
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el procesamiento, interpretación y análisis estadístico de los datos, hacen de esta 

técnica una herramienta rápida, conveniente y efectiva en la discriminación de 

especies en función de su contenido metabólico [6, 7]. De esta forma, los 

componentes químicos presentes en el extracto vegetal se pueden ver 

simultáneamente con una “huella metabólica” en un espectro de RMN-1H y puede 

ser visualizada mediante la aplicación de métodos estadísticos multivariados con el 

objetivo de reducir la complejidad de los datos [8]. Así, por ejemplo, un estudio 

reciente muestra el uso de la RMN-1H combinada con un análisis multivariado, como 

herramienta eficaz para evaluar diferencias en el contenido de metabolitos 

relacionados con diferentes etapas de crecimiento de Peganum harmala L., la cual 

fue colectada en los meses de mayo, agosto, octubre y diciembre. Los resultados 

mostraron que los metabolitos más abundantes en las muestras colectadas en mayo 

fueron vasicina, colina y sucrosa, mientras que las muestras colectadas en agosto 

mostraron mayor contenido de betaína, lisina, 4-hidroxiisoleucina y prolina, en 

comparación con los otros periodos de colecta. Los autores sugieren que hay una 

relación entre los componentes químicos y el estado fisiológico de una planta el cual 

se puede ver afectado por el entorno de crecimiento [9].  

Por otra parte, Hari-Murti et al [10], emplearon RMN-1H combinada con un análisis 

multivariante en cultivos de tomate (Solanum lycopersicum L.) resistentes y 

susceptibles a Ralstonia solanacearum, con el objetivo de identificar los compuestos 

bioquímicos que desempeñan un papel crucial en los mecanismos de defensa del 

tomate contra el daño bacteriano. En ese sentido, se identificaron diversos 

compuestos, siendo leucina y la valina los metabolitos distinguibles de los cultivos 

resistentes y susceptibles, demostrándose que los cultivos resistentes tenían un 

mayor contenido de leucina en comparación con los susceptibles. Por lo tanto, la 

disminución de valina puede estar relacionada con la mayor necesidad de leucina 

lo que desempeña un papel en el sistema inmunitario de la planta contra la bacteria 

en estudio. 

Un grupo de plantas que presenta retos en la definición de su perfil metabólico lo 

constituye el género Cecropia, el cual se distribuye desde la selva tropical y 
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subtropical de México hasta América del Sur y está integrado por 61 especies, la 

mayoría de las cuales son nombradas de manera tradicional como “guarumo” o 

variantes de este nombre, por ejemplo “guarumbo” o “yarumbo”. Particularmente, 

en la lengua yokot´an hablada en el estado de Tabasco, se utiliza el término “k´olok´” 

[11,12]. Cabe destacar que la nomenclatura tradicional no distingue entre especies 

de este género, lo que implica retos en el conocimiento sistemático de su uso en la 

medicina tradicional. Distintos reportes para Cecropia spp., hacen énfasis de su uso 

en el tratamiento de la diabetes e hipertensión; además, de emplearse para el 

tratamiento de la inflamación y el dolor, así como antimicrobiano y antipalúdico [13-

23]. De igual manera, se han demostrado diversas aplicaciones biológicas, 

particularmente para C. obtusifolia como relajante muscular y depresor del Sistema 

Nervioso Central [19]. 

En el estado de Tabasco, las dos especies con mayor distribución y empleo son C. 

peltata y C. obtusifolia [24], la coexistencia de ambas especies con igual nombre 

popular puede llevar a un uso potencialmente inadecuado derivado de la nula 

diferenciación entre ellas, con el riesgo de que la sustitución de una especie vegetal 

por otra pueda tener implicaciones en el efecto terapéutico que se busca, así como 

reacciones adversas a la salud humana [25]; más aún, es importante indicar que el 

contenido metabólico de una planta puede presentar diferencias dependiendo de la 

región donde se colecte [26-28]. 

Diversos reportes han definido al ácido clorogénico (1) e isoorientina (2) como 

marcadores químicos, ya que, de acuerdo con los criterios de inclusión, se ha 

demostrado que son responsables de la actividad hipoglucemiante que se le 

atribuye a especies de Cecropia. Además, se ha reportado la presencia de análogos 

estructurales a isoorientina como: orientina (3) y vitexina (4) también catalogados 

como marcadores químicos ya que, a pesar de no estar relacionados con la 

actividad hipoglucemiante, son metabolitos característicos en especies de Cecropia, 

y se ha demostrado su actividad como antihipertensivos y antiinflamatorios [29]. La 

estructura de los compuestos 1-4 se presenta en la Figura 1. 
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Figura 1. Marcadores químicos presentes en especies de Cecropia, 1: ácido clorogénico; 2: 

isoorientina; 3: orientina; 4: vitexina 

4.2. Cecropia y su aplicación terapéutica como agente hipoglucemiante 

Cecropia obtusifolia ha sido empleada en la medicina tradicional como una 

infusión para el tratamiento de diversas enfermedades, principalmente como un 

agente en el tratamiento de diabetes mellitus [30]. Esta propiedad biológica ha 

sido corroborada mediante diferentes modelos experimentales, por ejemplo, se 

evaluó la actividad hipoglucemiante del extracto acuoso de la hoja de Cecropia 

obtusifolia colectada en el estado de Oaxaca en conejos con diabetes inducida 

mediante aloxano, esto a una dosis de 20 mg/kg de peso, mostrando una 

disminución en los niveles de glucosa [31]. Por otra parte, se realizó la evaluación 

de un extracto acuoso de las hojas de Cecropia obtusifolia colectada en Puebla, 

México, siendo evaluado en perros mestizos sanos y con pancreatectomía parcial 

o total, donde se empleó una dosis de 150 µL/kg de peso; la administración del 

extracto logró la disminución de la glucemia en un 54% en animales a los cuales 

se le extirpó el páncreas parcialmente y en un 43% en los animales a los que se 

le extirpó el páncreas totalmente. En ese sentido, los autores sugieren que el 

efecto hipoglucemiante de Cecropia obtusifolia no es insulinomimético y que 

probablemente se relaciona con la estimulación de células β del páncreas [32]. 

Asimismo, un estudio realizado por Román-Ramos [33], demostró la actividad 

hipoglucemiante del extracto acuoso de la hoja de Cecropia obtusifolia en conejos 

sanos a los cuales se le administró glucosa en una dosis de 2 g/kg de peso, 
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mostrando una disminución de los niveles de glucosa en un 17.6% con respecto 

al grupo control, esto después de dos horas de iniciada la evaluación. 

Posteriormente, un estudio realizado por Herrera-Arellano [13], demostró que 

la administración de una infusión preparada, empleando 3 g de hojas por día de 

Cecropia obtusifolia colectada en Xalapa, Veracruz, la cual contenía 2.99 ± 0.14 

mg de ácido clorogénico por 1 g de hoja seca, presentó efectos benéficos en el 

metabolismo de carbohidratos y lípidos cuando se administraba como un 

complemento en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 con mala respuesta al 

tratamiento médico convencional, confirmando el uso tradicional de Cecropia 

obtusifolia como un agente antihiperglucémico.  

Por otra parte, se evaluó el efecto hipoglucemiante del extracto metanólico de 

las hojas de dos especies de Cecropia en ratones Balb-c, a una dosis de 1g/kg, 

las especies de Cecropia fueron colectadas en dos entidades diferentes: 

Cunduacán, Tabasco y Gutiérrez Zamora, Veracruz, con el objetivo de 

correlacionar su actividad con el contenido de ácido clorogénico. En ese sentido, 

se evaluó el efecto hipoglucemiante de estas especies en una curva de tolerancia 

a la glucosa, donde el extracto de C. peltata colectada en el estado de Tabasco, 

mostró un mejor efecto hipoglucemiante (52.8%), comparado con las dos 

muestras de C. obtusifolia que mostraron una actividad similar (Tabasco 33.3% y 

Veracruz 35.7%), además, se determinó su nivel de ácido clorogénico por cada 

gramo de extracto (C. peltata Tabasco 19.84 ± 1.6 mg/g; C. obtusifolia Tabasco 

13.3 ± 3.2 mg/g y C. obtusifolia Veracruz 13.1 ± 1.6 mg/g), los autores sugieren 

que esta diferencia podría estar relacionada con el factor de especie, el hábitat 

(suelo, temperatura, altitud y humedad ambiental), así como el periodo de 

recolección del material vegetal [14]. 

Por otra parte, se reportó el efecto hipoglucemiante de Cecropia peltata colectada 

en Chikinzonot, Yucatán, evaluada a 200 mg/kg, esto en un modelo de diabetes en 

ratas inducido mediante estreptozotocina. Los resultados obtenidos fueron 

menores a lo presentado previamente con Cecropia obtusifolia; después de 

comparar el contenido químico de ambas especies, se observó que Cecropia 
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peltata presentaba concentraciones más bajas de ácido clorogénico. En ese 

sentido, los autores sugieren que el efecto hipoglucemiante en ambas especies 

de Cecropia se debe a la concentración de ácido clorogénico e isoorientina en sus 

extractos, lo cual se puede ver afectado por la variación fenotípica o estacional 

[15]. 

Asimismo, un estudio efectuado con un extracto acuoso de las hojas de Cecropia 

obtusifolia recolectadas en el estado de Hidalgo, demostró tener un efecto 

hipoglucemiante en 12 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) a una dosis 

de 13.5 g planta/día en 1 L de agua por 32 semanas. No obstante, los autores 

mostraron que en solo 4 semanas después de comenzar la administración del 

extracto acuoso de Cecropia obtusifolia, se presentó un efecto hipoglucemiante 

significativo y sostenido hasta las 32 semanas [34]. 

Derivado de los hallazgos del efecto hipoglucemiante que ejercen las plantas del 

género Cecropia, se han realizado estudios tendientes a explicar los posibles 

mecanismos involucrados en esta actividad, así como la evaluación de su 

potencial toxicidad. 

De esta forma, Andrade-Cetto y colaboradores [16], determinaron un posible 

mecanismo por el cual el extracto acuoso de Cecropia obtusifolia ejerce su 

actividad, al administrar los extractos de C. obtusifolia en un modelo de diabetes 

inducido por STZ en ratas, a una dosis de 90 mg/kg, se observó que su efecto 

hipoglucemiante es mediante la inhibición de -glucosidasa, disminuyendo la 

absorción de glucosa a nivel de intestino, efecto similar al obtenido por la 

administración de acarbosa en el tratamiento de diabetes mellitus. 

De igual manera, se determinó que el extracto acuoso de la hoja de Cecropia 

obtusifolia colectada en Querétaro, México y su componente activo (ácido 

clorogénico) ejercen su efecto antidiabético mediante la estimulación en la 

captación de glucosa en adipocitos sensibles y resistentes a la insulina sin mostrar 

efectos pro-adipogénicos apreciables [17]. 
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También se determinó que la administración del extracto acuoso de la hoja de 

Cecropia obtusifolia recolectada en el estado de Hidalgo, no produce efectos 

genotóxicos y citotóxicos, esto en modelos in vitro. Por lo tanto, la falta de toxicidad, 

citotoxicidad y/o genotoxicidad de esta mezcla soporta su uso en la medicina 

popular para el tratamiento de pacientes con diabetes tipo 2 e indica que puede 

emplearse de manera segura como fitomedicamento [35]. 

Posteriormente, otro estudio realizado por Andrade-Cetto [36], demostró el efecto 

hipoglucemiante de Cecropia obtusifolia y Cecropia peltata colectadas en los 

estados de Hidalgo y Yucatán, respectivamente; esto mediante una curva de 

tolerancia al piruvato en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina, 

empleando una dosis de 150 mg/kg del extracto butanólico de ambas especies, 

proponiendo que el efecto probablemente se lleva a cabo mediante la inhibición 

de la glucosa-6-fosfatasa, ya que, al administrar una carga oral de piruvato, los 

tratamientos bloquean el aumento de las concentraciones de glucosa, lo anterior, 

debido a que el piruvato, después de un tiempo de ayuno prolongado, resulta 

como sustrato para la producción de glucosa hepática, por lo tanto, este efecto se 

ve reflejado en el bloqueo del aumento de las concentraciones de glucosa. 

Recientemente, un estudio determinó que el efecto hipoglucémico del extracto 

acuoso de la hoja de Cecropia obtusifolia colectada en Oaxaca; implica un 

mecanismo de doble acción, promoviendo por un lado la secreción de insulina, la 

acumulación de glucógeno hepático y la hepatoprotección, mientras que por otro 

lado mejora el metabolismo de los lípidos, debido en parte al proliferador de 

peroxisoma activado por receptor- (PPAR-) [18]. Sin embargo, la actividad de 

los componentes principales aislados de Cecropia obtusifolia resultó menor a la 

mostrada por los extractos crudos, lo cual sugiere que, además de los compuestos 

ya reportados, otros constituyentes poseen o son importantes para ejercer el efecto 

hipoglucémico. En ese sentido, es importante resaltar que, si bien la presencia del 

ácido clorogénico e isoorientina son los metabolitos de mayor efecto, también 

pueden encontrarse otros que dependiendo de su presencia y concentración 

pueden contribuir al efecto hipoglucemiante. 
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5. Marco Teórico 

5.1. Aspectos botánicos del género Cecropia 

El género Cecropia presenta una gran variabilidad morfológica y ecológica que 

puede atribuirse a su amplia distribución (desde los 800 a 2400 m.s.n.m) y a su 

presencia en algunas regiones con hábitats relativamente secos o muy húmedos. 

Estas especies se caracterizan por ser árboles de aproximadamente 20 metros de 

alto, con un tronco simple o ligeramente ramificado; presentan hojas con peciolos 

largos, con una lámina suborbicular con 10 a 15 lóbulos, además, presentan frutos 

masculinos y femeninos de 15 a 30 cm de largo, los cuales están separados por 

espigas (Figura 2) [12]. 

 

Figura 2. Hojas de Cecropia peltata. Imagen propia 

La clasificación taxonómica de esta planta se presenta en la Tabla 1 

Tabla 1. Clasificación taxonómica del género Cecropia 

Clasificación taxonómica 

Reino Plantae 

Phylum Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Urticales 

Familia Moraceae 

Género Cecropia 
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Dentro del género Cecropia, en México existen dos especies que tienen mayor 

presencia, estas son Cecropia peltata y Cecropia obtusifolia, las cuales se 

encuentran distribuidas en los estados de Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Guerrero, 

Quintana Roo, Yucatán, Tamaulipas, San Luis Potosí y Tabasco [12]. En ese 

sentido, cuando se hace referencia a estas dos especies, es un reto llevar a cabo 

una diferenciación correcta de cada una de ellas, ya que comparten características 

similares, como su follaje perennifolio, hojas cartáceas, además de su asociación 

simbiótica con poblaciones de hormigas del género Azteca, que habitan los 

entrenudos huecos de los tallos y ramas [37]. Sin embargo, es posible establecer 

características propias de cada especie [12]. Además de tener la experiencia visual 

de sus principales características (Tabla 2). 

Tabla 2. Principales diferencias entre C. peltata y C. obtusifolia 

Característica C. peltata C. obtusifolia 

Altura del árbol 15 a 25 m 12 a 35 m 

Forma de las ramas 
Frondosas de 1.5 a 4 cm 
de espesor con un color 

verde 

Frondosas de 1.5 a 5 cm 
de espesor, con colores 

verdes o ligeramente 
violáceos 

Tamaño de las hojas 
Ancho: de 10 a 20 cm 

Largo: hasta 60 cm 

Ancho: 15 a 30 cm 
Largo: hasta 90 cm 

 

Numero de lóbulos por 
hoja 

10 a 12 8 a 11 

Tamaño de sinuosidad De 12 a 20 cm De 15 a 30 cm 

Forma del ápice 
Corto-acuminado a 

redondeado 
Obtusos a redondeados 

Características de las 
flores 

Estaminadas, perianto 
tubular de 1 a 1.5 mm de 
largo con pelos cortos y 

rígidos 

Estaminadas, perianto 
tubular de 1 a 1.5 mm de 

largo 

Características del 
fruto 

Ovoide a elipsoide con 2 
mm de largo, tuberculado 
de color marrón oscuro 

Elipsoide, de 2 a 2.5 mm 
de largo, liso y de color 

marrón oscuro 

 

 

 

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



11 

5.2 . Regiones del estado de Tabasco 

Cuando se habla del sureste de México, se hace referencia a los estados que lo 

conforman, como Campeche, Chiapas, Quintana Roo, Tabasco y Yucatán. 

Particularmente, el estado de Tabasco está delimitado al norte por el Golfo de 

México, al sur con el estado de Chiapas, al este con el estado de Campeche, al 

oeste con el estado de Veracruz y al sureste con Guatemala [38]. Además, el estado 

de Tabasco se divide en dos regiones: región Grijalva y región Usumacinta, las 

cuales están delimitadas y toman los nombres de las cuencas que conforman los 

dos grandes ríos que cruzan el estado, que son el río Grijalva y el Usumacinta 

(Figura 3).  

 

Figura 3. Regiones que conforman el estado de Tabasco; mapa creado mediante el programa QGIS® 
v 3.30.3. 

 

Dentro de las regiones se agrupan subregiones que abarcan a municipios con 

características geográficas y productivas similares entre sí, actualmente se 

reconoce oficialmente la clasificación del estado de Tabasco en cinco subregiones, 

las cuales integran a los 17 municipios (Figura 4). 
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Figura 4. Subregiones del estado de Tabasco; mapa creado mediante el programa QGIS® v 3.30.3. 

 

Cada una de las subregiones muestra características propias las cuales se 

mencionan a continuación: 

La subregión Centro cuenta con una extensión de 2572.8 km2, lo que corresponde 

al 10.15% de la superficie estatal. Los municipios que integran esta subregión son 

Centro, Jalpa de Méndez y Nacajuca. Cabe señalar que es en la subregión Centro 

donde se ubica la ciudad de Villahermosa que es la capital del estado. El ecosistema 

presenta un predominio de los pastizales con presencia escasa de selva 

subperennifolia cerca de zonas con suelos inundables. Asimismo, el municipio de 

Centro cuenta con una zona industrial muy importante, donde se realiza el 

procesamiento de productos como: cacao, arroz, cítricos, ganado bovino y porcino, 

los cuales han llevado a un uso exhaustivo del suelo [38]. 

La subregión Chontalpa incluye a los municipios de Cárdenas, Comalcalco, 

Cunduacán, Huimanguillo y Paraíso, con una extensión de 7606 km2, lo que 

corresponde al 31% de la superficie estatal. Esta subregión está formada por 

llanuras susceptibles a inundación. Las principales actividades económicas son la 

ganadería bovina y ovina, para el caso de los municipios de Cárdenas y 
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Huimanguillo. Además, es importante la agricultura de riego temporal, donde los 

cultivos de maíz, frijol, cacao y caña de azúcar son los de mayor trascendencia. La 

industria petrolera tiene un papel económico muy importante, destacándose sobre 

todo en los municipios de Cárdenas, Cunduacán y Paraíso [38]. 

La subregión Pantanos cuenta con una superficie de 6588.4 km2, que comprende a 

los municipios de Centla, Jonuta y Macuspana (33.74 %). La subregión Pantanos 

está denominada de esta forma, por la presencia de numerosos cuerpos acuáticos 

como pantanos y lagunas, esto como resultado de abundantes lluvias en colinas y 

montañas adyacentes. En esta subregión se encuentra ubicada la Reserva de la 

Biósfera de los Pantanos de Centla y en el municipio de Macuspana se presentan 

yacimientos alumínicos, principalmente de arcillas latéricas, caliuíticas y bauxíticas, 

así como bancos de arena, dolomita y grava, además de presentar yacimientos 

petrolíferos [38]. 

La subregión Ríos, con una superficie de 6234.2 km2, que representa el 24.67 % 

del total del estado, incluye a los municipios de Balancán, Emiliano Zapata y 

Tenosique. Su nombre deriva de los ríos Usumacinta, San Pedro y Chacamax los 

cuales son los más importantes de esta subregión, donde se encuentra la reserva 

selvática más importante del país. Una de las actividades que predomina en esta 

subregión es la pesca, debido a los cuerpos de agua existentes [38]. 

La subregión Sierra, cuenta con una extensión de 1799.4 km2, que representa el 

7.35% de la superficie territorial, está conformada por los municipios de Jalapa, 

Tacotalpa y Teapa. Su nombre se debe a que se encuentra en el inicio de la Sierra 

Madre Central del estado de Chiapas, donde el tipo de vegetación consiste en un 

selva alta perennifolia y media subperennifolia, así como pastizales y algunos 

popales. Los cultivos de mayor importancia son cacao, café, frijol, maíz y plátano, 

dado que las características del suelo permiten una intensiva actividad agrícola. 

Además, esta subregión muestra una gran actividad pecuaria, dando lugar a 

agostaderos, lo que lleva a un cambio drástico en el uso del suelo, con pérdida de 

pastizales. Asimismo, el municipio de Teapa cuenta con yacimientos de minerales 

de tipo alumínicos y bancos de dolomita, grava y arena [38]. 
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5.3. Marcadores químicos 

Actualmente la caracterización fitoquímica de una planta medicinal se apoya 

principalmente en la determinación de los marcadores químicos [39], esta 

denominación se confiere a metabolitos o grupos de metabolitos definidos para una 

especie vegetal o sus derivados, los cuales sirven para establecer controles de 

calidad, independientemente si muestran o no una actividad farmacológica. En ese 

sentido, existen dos criterios que permiten establecer a los marcadores químicos: 

por una parte, metabolitos secundarios responsables de la actividad farmacológica 

de una especie vegetal y, por otra parte, los metabolitos que sean característicos 

de cada especie o taxón [40]. La determinación analítica de los marcadores 

químicos puede realizarse mediante diversos procedimientos [7]. 

5.4. Espectrofotometría UV-Vis 

Se caracteriza por la absorción de radiación en moléculas orgánicas, donde el 

resultado es la interacción de los fotones y electrones que participan en la formación 

de enlaces o que se encuentran cerca de heteroátomos como: oxígeno, azufre, 

nitrógeno o halógenos. La región del espectro electromagnético donde se lleve a 

cabo la absorción va a depender de la fuerza de los enlaces que se encuentren en 

una estructura molecular, generalmente, estas estarán situadas en la región de 

longitud de onda ultravioleta (180 - 400 nm) y Visible (400 – 780 nm) [41]. 

5.4.1. Cuantificación de polifenoles por el método Folin-Ciocalteu 

Este método permite la cuantificación de metabolitos del tipo fenol presentes en un 

extracto vegetal, mediante el empleo del reactivo Folin-Ciocalteu (FC), como agente 

principal, el cual consiste en una mezcla de ácido fosfotúngstico y ácido 

fosfomolíbdico, lo que resulta en una solución de color amarillo, a partir de esta 

mezcla, se producen iones de molibdato y tungsteno. La reacción ocurre en 

condiciones alcalinas, generalmente a pH 10, con el propósito de generar el ion 

fenolato que reduzca al reactivo FC mediante una reacción redox y con ello se forme 

un complejo de Mo (V), el cual muestra una coloración azul, cuya longitud de onda 

de máxima absorción es de 760 nm (Figura 5) [42]. 
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Figura 5. Mecanismo de reacción implicado en el método de Folin-Ciocalteu 

5.4.2. Cuantificación de flavonoides mediante colorimetría 

Los compuestos del tipo flavonoide con una estructura 3´,4´-dihidroxi-sustituida 

pueden generan complejos coloridos al reaccionar con el sistema NaNO2-AlCl3-

NaOH, la reacción se lleva a cabo ente los iones de aluminio y las estructuras de 

los flavonoides, en medio alcalino, formando quelatos de color rojo y que presentan 

una banda de absorción máxima a 510 nm (Figura 6) [43]. 

 
Figura 6. Mecanismo de reacción de la formación de los quelatos entre las estructuras de los 
flavonoides y el ion Al3+. 
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5.5. Cromatografía 

Es un método de análisis que permite la separación de componentes de una mezcla 

por medio de adsorción selectiva, esto mediante la interacción que se lleva a cabo 

entre los solutos de una mezcla, una fase estacionaria y una fase móvil. 

La relación entre la polaridad de la fase estacionaria y la polaridad de la fase móvil 

permite diferenciar dos métodos cromatográficos, como la fase “normal” la cual está 

constituida por una fase estacionaria polar y una fase móvil de baja polaridad, donde 

los compuestos de alta polaridad se quedan retenidos en la fase estacionaria por 

más tiempo, mientras que los compuestos de baja polaridad tienen mayor afinidad 

por la fase móvil y por lo tanto, permanecen menos tiempo retenidos en la fase 

estacionaria. Por otra parte, se habla de la fase “reversa”, la cual se caracteriza por 

tener una fase estacionaria no polar y una fase móvil polar, de esta manera, los 

compuestos poco polares son retenidos por más tiempo en la fase estacionaria, 

mientras que los compuestos más polares son arrastrados por la fase móvil al 

mostrar una mayor afinidad [44]. 

5.5.1. Cromatografía Liquida de Alta Resolución 

Es una técnica analítica la cual comprende dos aspectos principales, como la 

cinética de migración de la zona cromatográfica, la cual es responsable de 

ensanchamiento de la banda y el aspecto termodinámico, como responsable de la 

retención de los analitos en la columna. Asimismo, la velocidad de migración de la 

zona cromatográfica está determinada por interacciones entre el analito, la 

superficie de la fase estacionaria y la afinidad con la fase móvil. 

Un enfoque de la separación desde el punto de vista analítico, es llevar a cabo una 

separación completa, lo que se traduce a la mejora de la resolución. En ese sentido, 

la información que se puede obtener a partir de un cromatograma obtenido de una 

cromatografía liquida de alta resolución, se presenta en la Figura 7, donde los 

descriptores se utilizan para informar las características de la columna 

cromatografía, el sistema y separación, como el tiempo de retención, anchura del 

pico, eficiencia y resolución [45]. 
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Figura 7. Representación de un cromatograma analítico. Construcción propia a partir de Shimadzu 
[46]. 

5.6. Resonancia Magnética Nuclear 

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica analítica que permite el 

estudio estructural de una molécula a través de un fenómeno que ocurre por la 

interacción electromagnética, en el orden de radiofrecuencias, con los núcleos de 

ciertos átomos que se encuentran inmersos en un campo magnético externo y que 

presenten un número impar de protones, neutrones o ambos. De acuerdo con lo 

anterior, el fenómeno se centra en el núcleo del átomo, el cual está caracterizado 

por mostrar un movimiento de rotación sobre su eje (spin), creando un momento 

magnético en el núcleo. Así, el spin en ausencia de un campo magnético externo 

se orienta de manera aleatoria y cuando se aplica un campo magnético B0, los 

núcleos se alinean en la dirección del campo magnético pero el sentido queda 

determinado por la dirección del giro del núcleo, dando lugar a dos poblaciones; por 

una parte, una población con un estado de alta energía y por otro, una población 

con un estado de baja energía. En ese sentido, una vez que se aporte la energía 

necesaria mediante pulsos de radiofrecuencias, los núcleos de baja energía pasan 

a un estado de alta energía. Al cesar el pulso, el vector comienza a precesar 

libremente liberando energía, caracterizada por una frecuencia portadora con 

potencia y duración (Figura 8), posterior a la incidencia de un pulso 

electromagnético, el vector de magnetización volverá a su posición de equilibrio y 

esto ocurrirá mediante dos procesos de relajación, conocidos como relajación 
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longitudinal (T1), el cual se refiere a que la magnetización se va recuperando en la 

misma dirección que el campo magnético externo y la relajación transversal (T2), 

que se refiere a que la magnetización transversal precesa en un plano perpendicular 

al eje del campo magnético externo. Al colocar un detector en alguno de los ejes 

perpendiculares, se puede detectar indirectamente el decaimiento de la 

magnetización para obtener la señal de RMN o FID (Free Induction Decay, por sus 

siglas en inglés); finalmente, se debe aplicar una Transformada de Fourier para 

poder convertir la magnitud tiempo a frecuencias de contenida en la señal FID [47]. 

 

Figura 8. Movimiento de precesión. Construcción propia a partir de Prasad [48]. 

Una vez obtenidos los datos espectrales de una muestra en estudio, se realiza una 

serie de operaciones básicas que incluyen la corrección de fase del espectro, 

corrección de línea base y el ajuste del desplazamiento químico, con el objetivo de 

corregir el aumento o disminución del valor auténtico de las variables que se 

pretenden determinar. La combinación de la espectroscopia de RMN con el análisis 

estadístico constituye una herramienta para aumentar la extracción de la 

información presente en los complejos datos espectrales. 
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5.7. Análisis multivariado 

El análisis de datos multivariado integra el estudio estadístico de variables medidas 

en elementos de una muestra, con el objetivo de resumir los datos mediante un 

pequeño conjunto de variables, construidas a partir de transformaciones de los 

datos originales, con la mínima pérdida de información. Esto permitirá encontrar 

grupos en los datos, clasificar nuevas observaciones en grupos definidos y 

relacionar dos conjuntos de variables [6]. 

 

5.8. Determinación de azúcares reductores 

El método Miller, indica que los azúcares reductores pueden reducir al ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNS) bajo ciertas condiciones. Cuando el DNS es reducido en 

presencia de calor, por acción de los azúcares reductores que entran en contacto 

con él, se observa un cambio de color (de amarillo a rojo; Figura 9). El cambio de 

coloración puede entonces determinarse espectrofotométricamente a una 

determinada longitud de onda [49]. 

 

 

 

Figura 9. Reacción general de conversión de azúcares reductores mediante DNS. 
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6. Justificación 

El contenido metabólico de una planta es amplio y una extraordinaria reserva de 

nuevas moléculas. Asimismo, en los últimos años, el interés por la búsqueda de 

productos naturales como fuente de nuevos agentes terapéuticos no ha dejado de 

crecer. Por otra parte, el desarrollo de sistemas de análisis que permitan combinar 

diferentes técnicas analíticas representa un avance significativo en el campo de la 

fitoquímica. Esta evolución instrumental ha permitido combinar las ventajas que 

presentan las diferentes técnicas de análisis para poder dar una respuesta global al 

problema biológico mediante el estudio del contenido metabólico, empleando 

técnicas cromatográficas y espectrofotométricas. En este sentido, un modelo de 

estudio del contenido metabólico con la intervención conjunta de estas técnicas lo 

representa el género Cecropia, dado que es una planta empleada en la medicina 

tradicional para el tratamiento de la diabetes tipo 2. Asimismo, se reconoce también 

la variabilidad regional donde se encuentren localizadas estas especies lo que 

podría influir en diferencias en el contenido metabólico. Particularmente, en el 

estado de Tabasco, ubicado en el sureste mexicano, integrado por cinco 

subregiones (Centro, Chontalpa, Pantanos, Ríos y Sierra) delimitadas por aspectos 

geográficos, culturales y productivos, sus habitantes emplean tradicionalmente las 

hojas de ambas especies de Cecropia en forma de infusión para el tratamiento de 

la diabetes. Sin embargo, no se han encontrado reportes donde se efectúe un 

análisis fitoquímico y metabolómico de las especies de Cecropia spp. utilizadas en 

las diferentes subregiones de Tabasco; por lo que, para promover el uso racional 

de los extractos y productos derivados de estas plantas, se requiere contar con 

información que permita un reconocimiento adecuado de sus contenidos 

fitoquímicos. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue caracterizar y comparar 

la composición metabólica del extracto hidroalcohólico de las hojas de especies de 

Cecropia spp., recolectadas en las cinco subregiones del estado de Tabasco, 

enfatizando en el estudio del ácido clorogénico, isoorientina, orientina y un análogo 

de vitexina, reconocidos como marcadores químicos para este género, además, 

aplicando un enfoque analítico multivariado, con la finalidad de tener una visión 

integral de la composición química de estas especies. 
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7. Objetivo general 

Establecer el perfil metabólico y la huella metabólica, así como el efecto 

hipoglucemiante del extracto hidroalcohólico de hojas de especies de Cecropia, 

colectadas en las cinco subregiones del estado de Tabasco. 

 

 

7.1. Objetivos específicos 

✓ Recolectar e identificar taxonómicamente el material vegetal en las cinco 

subregiones del estado de Tabasco y obtener el extracto hidroalcohólico 

correspondiente mediante maceración. 

✓ Determinar el contenido de fenoles y flavonoides totales del extracto 

hidroalcohólico mediante técnicas colorimétricas. 

✓ Caracterizar y cuantificar mediante Cromatografía Líquida de Alta 

Resolución (CLAR) los marcadores químicos presentes en el extracto 

hidroalcohólico de las especies de Cecropia. 

✓ Realizar el análisis de RMN-1H del extracto hidroalcohólico obtenido de las 

especies de Cecropia y efectuar un análisis multivariado de los perfiles 

espectroscópicos obtenidos. 

✓ Determinar el contenido de azúcares reductores en el extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Cecropia spp. 

✓ Evaluar el efecto hipoglucemiante del  extracto hidroalcohólico de las 

especies de Cecropia mediante una curva de tolerancia a la glucosa en 

ratones. 
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8. Metodología 

La Figura 10 muestra el esquema general de la metodología a seguir en este 

proyecto. 

 

Figura 10. Esquema general de la metodología 

8.1. Material vegetal y obtención del extracto hidroalcohólico de hojas de 
especies Cecropia 

La colecta de las hojas de las especies de Cecropia fue realizada de manera 

aleatoria, la cual abarcó las cinco subregiones del estado de Tabasco (Centro, 

Chontalpa, Pantanos, Ríos y Sierra), en los periodos de marzo - mayo y agosto de 

2021. La colecta fue de especímenes maduros, para ello se tomó como referencia 

una altura de la planta mayor a 2 metros y se realizó por triplicado, con el objetivo 

de obtener una muestra representativa de las hojas de cada especie, generando un 

total de 15 extractos. Los datos correspondientes a la geolocalización de cada uno 

de los puntos de colectada fueron tomados mediante la aplicación de Google 

maps®. Finalmente, un espécimen de cada colecta fue depositado en el Herbario de 

la Universidad Juárez Autónoma de Tabasco, México, para su identificación 

taxonómica y resguardo. 
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Las hojas de Cecropia spp. fueron secadas al abrigo de la luz durante 72 h, con 

posterior molienda (4-6 mm) en un molino Pulvex MP300. Los extractos fueron 

obtenidos mediante maceración, empleando una mezcla etanol:agua en una 

proporción 70:30. Después, los extractos fueron filtrados y concentrados en un 

rotaevaporador (Büchi R-300, FLaxil). Posteriormente, los extractos fueron 

liofilizados empleando una liofilizadora (Freeze Dryer, Scientz-10N). El proceso 

anterior se llevó a cabo por triplicado en cada colecta, para una extracción 

exhaustiva. Finalmente, se realizó el cálculo del rendimiento obtenido del extracto 

hidroalcohólico, mediante la siguiente ecuación [50]. 

 

8.2. Contenido de polifenoles totales en el extracto hidroalcohólico de C. 
peltata y C. obtusifolia 

El contenido de fenoles totales fue determinado de acuerdo con el método de Folin-

Ciocalteu. Se disolvieron 10 mg de cada extracto en 1 mL de MeOH y se tomó una 

alícuota de 100 µL agregando 250 µL de reactivo Folin-Ciocalteu y 1400 µL de H2O 

con incubación de 3 minutos. Posteriormente, se añadieron 250 µL de NaCO3 al 20 

% e incubando la mezcla durante 2 h al abrigo de la luz. La absorbancia fue 

determinada a 760 nm en un espectrofotómetro (GENESYSTM 10S UV-Visible 

Spectrophotometers, Thermo Scientific). La curva de calibración fue preparada con 

soluciones estándar de ácido gálico en MeOH (0.001, 0.002, 0.004, 0.006 y 0.007 

mg/mL); la cual mostró una R2 de 0.9991 (Véase Anexo 13.1) y los resultados fueron 

expresados como mg equivalentes de ácido gálico por g de extracto (mg EAG/g E). 

Este análisis se realizó por triplicado [42]. 

8.3. Contenido de flavonoides totales en el extracto hidroalcohólico de C. 
peltata y C. obtusifolia 

El contenido de flavonoides totales fue realizado mediante un ensayo colorimétrico, 

mezclando una alícuota de 100 µL de cada extracto previamente diluido en MeOH 

(5 mg/ mL), con 1675 µL de H2O y 75 µL de NaNO2 (5% v/v). Después de 5 minutos 

se incorporaron 150 µL de AlCl3 (10% v/v) y la reacción fue detenida 6 minutos 

% 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎
𝑥 100 
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después por la adición de 500 µL de NaOH (1 M). La absorbancia de la muestra fue 

determinada a 510 nm en un espectrofotómetro (GENESYSTM 10S UV-Visible 

Spectrophotometers, Thermo Scientific) y la curva de calibración fue preparada con 

soluciones de un estándar de rutina (10.0, 20.0, 30.0, 40.0 y 50.0 µg/mL), la cual 

mostró una R2 de 0.9994 (Véase Anexo 13.1). Finalmente, los resultados fueron 

expresados como mg equivalentes de rutina por g de extracto (mg ER/g E). El 

análisis fue realizado por triplicado [43]. 

8.4. Análisis de CLAR-DAD y cuantificación de ácido clorogénico, isoorientina, 
orientina y vitexina en el extracto hidroalcohólico de C. peltata y C. obtusifolia 

El análisis cromatográfico fue realizado de acuerdo con lo descrito por Gallegos-

García [51], empleando un cromatógrafo Waters 2695 con un módulo de separación 

Waters 2696 y un detector de arrastre de fotodiodos con un software Empower Pro 

(Waters Corporation). Se utilizó una columna Supercosil LC-F (4.6 mm x 250 mm 

i.d., tamaño de partícula de 5 µm; Sigma-Aldrich). Asimismo, la fase móvil consistió 

en una solución acuosa de ácido trifluroacetico al 0.5%, como solvente A y 

acetonitrilo como solvente B, con el siguiente gradiente: 0-1 min, 0% de B; 2-3 min, 

5% de B; 4-20 min, 30% de B; 21-23 min, 50% de B; 24-25 min, 80% de B; 26-27 

min, 100% de B; 28-30 min, 0% de B; con un caudal de 0.9 mL/min. El volumen 

empleado para cada muestra fue de 10 µL. Posteriormente, se realizó un escaneo 

espectrofotométrico de 200 a 600 nm y se observó que, al ajustar el detector a 330 

nm, la distorsión de la línea base disminuyó, los picos se mostraron más definidos 

y las bandas de absorción presentaron una mayor definición para los compuestos 

identificados. 

La cuantificación de ácido clorogénico, isoorientina, orientina y vitexina fue realizada 

utilizando curvas de calibración de un estándar externo. Cada curva fue construida 

mediante la inyección de 50 µL de una serie de diluciones de ácido clorogénico 

(C3878-Sigma-Aldrich), isoorientina (78019-Sigma-Aldrich) u orientina (55736-

Sigma-Aldrich), para el caso de vitexina, se preparó una curva con soluciones 

estándar de apigenina (42251-Sigma-Aldrich), todos estos estándares se 

disolvieron en MeOH (12, 25, 50, 100 y 200 µg/mL). Las curvas de calibración se 

tomaron con base en el área de los picos obtenidos de los cromatogramas a 330 
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nm para el caso del ácido clorogénico y a 350 nm para isoorientina, orientina y 

vitexina. Las curvas de calibración mostraron un R2 de 0.998, 0.999, 0.999 y 0.998, 

respectivamente (Véase Anexo 13.2). Los resultados se presentan como mg por g 

de extracto. [14, 52]. Finalmente, para visualizar las diferencias en el contenido de 

los marcadores químicos en las especies de Cecropia, fue determinado el 

Contenido Total de Marcadores Químicos (CTMQ), el cual fue expresado como la 

suma de las concentraciones de cada marcador químico (ácido clorogénico, 

isoorientina, orientina y el análogo de vitexina) en cada una de las muestras. 

8.5. Perfiles de RMN-1H y análisis multivariado del extracto hidroalcohólico de 
C. peltata y C. obtusifolia 

Los experimentos de RMN-1H fueron realizados de acuerdo con lo descrito por 

Hernández-Bolio [53]. Las muestras fueron procesadas a 25°C en un equipo Varian 

600 MHz AR Premium Compact. Se disolvieron 10 mg de cada extracto en 700 µL 

de D2O (0.05% TSP) a un pH de 7.3 transfiriéndose la mezcla a un tubo de RMN de 

5-mm de diámetro. Cada espectro de RMN-1H fue registrado bajo los siguientes 

parámetros: ancho de pulso: 5.9 µs, tiempo de relajación: 1.0 s, tiempo de 

adquisición 3 s, número de transientes: 64 con datos recogidos en 65k puntos de 

datos (Tabla 3). 

Tabla 3. Parámetros de adquisición de los espectros de RMN-1H del extracto hidroalcohólico de las 
especies de Cecropia.  

Parámetros 

Temperatura 25°C 

pH 7.3 

Ancho de pulso 5.9 µs 

Tiempo de relajación 1.0 s 

Tiempo de adquisición 3 s 

Número de transientes 64 

Datos recogidos 65k 

 

Además, se usó una secuencia de presaturación para suprimir la señal de H2O 

residual con irradiación selectiva de baja potencia a la frecuencia de H2O durante el 

retraso de reciclado.  

Los espectros resultantes se procesaron de la siguiente manera: se aplicó una 

función gaussiana con un factor de ensanchamiento de la línea a 0.3 Hz, con un 
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ajuste manual de la fase y una corrección automática de la línea base. La referencia 

se fijó con 3-trimetilsilil-[2,2,3,3-d4]-propionato de sodio (TSP; 0.0 ppm) mediante el 

programa MNova versión 12.0 (Mestrelab Research). Después de apilar los 

espectros, se eliminó la región de desplazamientos químicos entre 4.6 - 4.8 ppm 

(correspondiente a D2O), para descartar los efectos de estas señales abundantes 

en el análisis multivariado. A continuación, los espectros fueron normalizados con 

respecto a la señal de TSP y divididos en intervalos de 0.04 ppm, para obtener un 

total de 300 regiones. Los perfiles de RMN-1H se modificaron al formato *.csv 

mediante MNova y exportados a Excel (Microsoft®, 2016). El análisis multivariado 

fue realizado mediante un análisis de componentes principales (PCA, por sus siglas 

en inglés) y un análisis discriminante por mínimos cuadrados parciales (PLS-DA, 

por sus siglas en inglés) usando el software MetaboAnalyst en su versión 5.0 [54].  

Las señales que mostraron diferencias entre especies y/o que influenciaron la 

discriminación de las muestras fueron atribuidas a metabolitos específicos usando 

el Software Chenomx NMR suite (v8.3, versión de evaluación, Chenomx Inc.). 

8.6. Determinación del contenido de azúcares reductores en el extracto 
hidroalcohólico de C. peltata y C. obtusifolia 

El ensayo de azúcares reductores se realizó mediante la reacción con DNS, descrito 

por Miller en 1959 [49]. Para la aplicación de este método, se disolvieron 0.8 g de 

NaOH en agua destilada, añadiendo 15 g de tartrato de sodio y potasio, 

manteniendo en agitación hasta obtener una mezcla homogénea, posteriormente 

se agregaron 0.5 g de DNS, aforando a 50 mL con agua destilada. Esta solución se 

mantuvo en agitación 24 h después de su preparación en un frasco ámbar, para 

evitar la formación de precipitados. Para el ensayo, se mezclaron 100 µL de cada 

muestra con 250 µL del reactivo DNS, llevando a ebullición por 5 min en baño maría, 

posteriormente se detuvo la reacción con baño de hielo, se agregaron 2.5 mL de 

agua destilada y 15 minutos después se determinó la absorbancia a 540 nm en un 

espectrofotómetro GENESYSTM 10S (Thermo Scientific). Este análisis se realizó 

por triplicado para cada muestra. La curva de calibración fue preparada con 

soluciones estándar de glucosa en agua destilada (200, 250, 300, 350 y 400 µg/mL); 

la cual mostró una R2 de 0.998 (Véase Anexo 13.1). Los resultados fueron 
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expresados como mg de equivalentes de glucosa por g de extracto (mg E glucosa/g 

E). 

8.7. Evaluación preliminar del efecto hipoglucemiante del extracto 
hidroalcohólico de C. peltata y C. obtusifolia 

El empleo de animales se realizó siguiendo los protocolos de cuidado y uso de 

animales del laboratorio que se encuentran en la Norma Oficial Mexicana para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio NOM-062-ZOO-1999 [55]. 

8.7.1. Diseño Experimental 

En la Figura 11 se muestra de manera general la evaluación del efecto 

hipoglucemiante mediante el ensayo de curva de tolerancia a la glucosa (CTG), de 

acuerdo con lo descrito por Zhou [56], con ligeras modificaciones. 

 

 

Figura 11. Diseño experimental de la evaluación hipoglucemiante del extracto hidroalcohólico de 
Cecropia spp. un ensayo de Curva de tolerancia a la glucosa 

De manera general, fueron empleados ratones Balb-c macho adaptados a 

condiciones de bioterio con periodos de luz/oscuridad de 12 x 12 horas y una 

temperatura ambiente promedio de 25 ºC, con acceso libre de alimento comercial 

Harlan para roedores y agua purificada. Fueron considerados siete grupos de 
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ratones con un peso inicial aproximado de 25-30 g (n=6). Los grupos se 

estructuraron de la siguiente manera: VEH, control de vehículo Tween 80; MET, al 

cual se le administró metformina como fármaco de referencia (800 mg/kg) y los cinco 

grupos restantes administrados con el extracto hidroalcohólico (100 mg/kg) de las 

muestras de Cecropia spp., analizadas. Cabe mencionar que las dosis empleadas 

en este trabajo son preliminares, con la finalidad de marcar una pauta para 

posteriores evaluaciones que permitan evidenciar el efecto hipoglucemiante de las 

muestras de Cecropia spp. Los ratones fueron empleados con ayuno de 12 horas 

previas a la prueba, evaluando en primer término la concentración de glucosa basal 

a cada ratón, por punción directa en la vena caudal de la cola empleando un 

glucómetro (Accu-Chek®, Roche DC), considerándose esta determinación como 

minuto cero, posteriormente los controles y los extractos de Cecropia spp., fueron 

administrados por vía oral. Después de 15 minutos, fue administrada una carga oral 

de glucosa (2 g/kg), con posterior determinación de los niveles de glucosa a los 30, 

60, 90 y 120 minutos [56].  

8.8. Análisis estadístico 

Para el contenido total de polifenoles, flavonoides y azúcares reductores, así como 

para la cuantificación de ácido clorogénico, isoorientina, orientina y el análogo de 

vitexina, los datos fueron expresados como la media ± error estándar (n=3), 

aplicando un análisis ANOVA, seguido de un análisis de Tukey, con un nivel de 

significancia del 95% (p<0.05). 

En el caso del modelo de curva de tolerancia a la glucosa, los datos se expresaron 

como la media ± error estándar (n=6) de un curso temporal de 120 min. 

Posteriormente, se determinó el área bajo la curva de todo el curso temporal, a estos 

resultados se le realizó un análisis estadístico mediante ANOVA seguido de la 

prueba de Dunnett, con un nivel de significancia del 95% (*p<0.05). El análisis 

estadístico fue realizado empleando el software GraphPad Prism versión 5.0 

(GraphPad Software). 

 

  

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



29 

9. Resultados y discusión 

La Tabla 4 presenta los datos correspondientes a las coordenadas geográficas de 

los puntos donde fueron colectadas cada una de las muestras de Cecropia. La 

identificación taxonómica permitió distinguir dos especies de Cecropia colectadas 

en las cinco subregiones de Tabasco, de las cuales cuatro corresponden a Cecropia 

peltata y una a Cecropia obtusifolia, asimismo, se muestra el número de 

identificación (NID) asignado para cada una de las muestras colectadas (Véase 

anexo 13.3). 

Tabla 4. Geolocalización del sitio de colecta e identificación taxonómica de las especies de Cecropia 

 

Los puntos de colecta se muestran en la Figura 12. 

 

Figura 12. Puntos de colecta en Tabasco, México, de hojas de C. peltata (Cp1- Cp4) y C. obtusifolia 
(Co5); mapa creado mediante el programa QGIS® v 3.30.3. 

 

No. Subregión Municipio Coordenadas Especie NID 

1 Centro Jalpa de 
Méndez 

N 18°11'50.046" / 
 W 93°10'15.2544" 

C. peltata 36575 

2 Chontalpa Comalcalco N 18°15'47.0916" /  
W 93°14'22.884" 

C. peltata 36575 

3 Pantanos Centla N 18°32'22.8084" /  
W 92°38'11.7852" 

C. peltata 36666 

4 Ríos Tenosique N 18°11'50.046" /  
W 93°10'15.2544" 

C. peltata 36575 

5 Sierra Tacotalpa N 17°27'28.2024" /  
W 92°46'46.2108 

C. obtusifolia 36667 
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Finalmente, se obtuvieron un total de 15 extractos y se identificaron como se 

muestra en la Tabla 5. 

Tabla 5. Nomenclatura y porcentaje del extracto hidroalcohólico obtenido de C. peltata (Cp) y C. 
obtusifolia (Co) 

Subregión Nomenclatura* Rendimiento % 

Centro Cp1a- c 9.3 ± 2.5 

Chontalpa Cp2a-c 10.5 ± 3.2 

Pantanos Cp3a-c 13.2 ± 2.6 

Ríos Cp4a-c 8.6 ± 1.8 

Sierra Co5a-c 10.5 ± 2.2 
*a-c, corresponde al triplicado de cada muestra 

La obtención del extracto hidroalcohólico por triplicado permitió realizar una 

cuantificación de los diferentes grupos de metabolitos establecidos en los objetivos 

de este trabajo. 

9.1. Contenido de polifenoles totales en el extracto hidroalcohólico de C. 
peltata y C. obtusifolia 

Los resultados del contenido polifenoles son mostrados en la Figura 13. 

 

Figura 13. Análisis del contenido de polifenoles totales (CPT) en el extracto hidroalcohólico de hojas 
de C. peltata (Cp) y C. obtusifolia (Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; Cp3, Pantanos; 
Cp4, Ríos y Co5, Sierra. CPT; mg EAG/g E: equivalentes de ácido gálico por g de extracto. Barras 
con misma letra representa que no hay diferencia entre los grupos a p< 0.05.  
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Se destaca que C. peltata de la subregión Ríos (Cp4) fue la que mostró mayor 

concentración de CPT (155 ± 9.1 mg EAG/g E), diferente significativamente con 

respecto a las demás, por otra parte, desde el punto de vista estadístico, Cp2 de la 

región Chontalpa y Cp3 de la región Pantanos (103.4 ± 6.3 y 111.3 ± 4.8 mg EAG/g 

E, respectivamente) no presentaron diferencias significativas entre sí. Asimismo, 

este agrupamiento estadístico fue observado con Cp2 y Cp1 de la región Centro 

(84.1 ± 3.3 mg EAG/g E). Cabe señalar que el extracto de C. obtusifolia de la región 

Sierra (Co5) fue el de menor concentración de polifenoles totales (53.5 ± 1.1 mg 

EAG/g E) y mostró diferencia significativa con respecto a las muestras de C. peltata. 

Estos resultados se compararon con reportes previos, ejemplo de ello fue el trabajo 

de Rivera-Mondragón [4], en donde se realizó el análisis de contenido de polifenoles 

totales en especies de Cecropia colectadas en diferentes sitios de Panamá, 

señalando que la especie con mayor contenido de estos metabolitos fue C. 

obtusifolia (437.9 mg EAG/g E). Estos hallazgos difieren con lo encontrado en este 

trabajo en donde son las muestras de C. peltata las que presentan el mayor 

contenido de polifenoles y es la muestra de C. obtusifolia la de menor contenido, lo 

que marca diferencias inter especie. Además, es importante destacar que las 

muestras en estudio presentan diferencias intra especie, como podemos observar 

con C. peltata de la subregión Ríos, la cual se distingue de las demás muestras de 

su misma especie por tener el mayor valor en CPT, asimismo, C. peltata de la 

subregión Chontalpa, muestra similitudes con C. peltata de las subregiones Centro 

y Pantanos, sin embargo, estas últimas, son diferentes entre sí. Estas diferencias 

pueden atribuirse a factores bióticos y abióticos como: el tipo de suelo, condiciones 

climáticas y localización geográfica, propios de cada región, lo cual se ve reflejado 

en el contenido de metabolitos específicos [2, 57]. Por lo tanto, estos resultados 

marcan una pauta para realizar estudios que permitan correlacionar los factores 

ambientales propios de cada subregión del estado de Tabasco y la producción de 

compuestos de tipo polifenólico en las especies de Cecropia.  
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9.2. Contenido de flavonoides totales en el extracto hidroalcohólico de C. 
peltata y C. obtusifolia 

En la Figura 14 se muestran los resultados del contenido de flavonoides totales.  

 

Figura 14. Análisis del contenido de flavonoides totales (CFT) en el extracto hidroalcohólico de hojas 
de C. peltata (Cp) y C. obtusifolia (Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; Cp3, Pantanos; 
Cp4, Ríos y Co5, Sierra. CFT: mg ER/g E: equivalentes de rutina por g de extracto. Barras con misma 
letra representa que no hay diferencia entre los grupos a p< 0.05. 

En el que C. peltata de la subregión Ríos (Cp4) fue la que mostró el mayor CFT 

(724 ± 22.2 mg ER/g E), diferente significativamente con respecto a las demás 

muestras, seguido de C. obtusifolia de la subregión Sierra (Co5; 567.1 ± 30.57 mg 

ER/g E) y C. peltata de la subregión Pantanos (Cp3; 374.5 ± 36.1 mg ER/g E) con 

diferencias significativas entre sí. Por otro lado, las muestras de C. peltata de la 

subregión Centro (Cp1) y subregión Chontalpa (Cp2), mostraron un contenido de 

flavonoides similar (100.1 ± 5.5 y 158.8 ± 19.6 mg RE/g E, respectivamente), sin 

diferencia significativa entre ambos extractos, resultando ser las muestras con 

menor CFT. De igual manera, estos resultados contrastan con lo descrito por 

Rivera-Mondragón [4], donde indica que C. obtusifolia es la especie que muestra un 

mayor contenido de flavonoides. En el caso de este grupo de metabolitos, se 

encontraron nuevamente diferencias intra e inter especie sin embargo, el perfil de 

las variaciones encontradas es diferente al caso de los compuestos polifenólicos. 
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De esta forma, la muestra de C. obtusifolia que presentó los niveles más bajos de 

polifenoles, está también separada de las muestras de C. peltata al analizar el 

contenido de flavonoides, pero en este caso porque tiene una concentración de 

estos metabolitos mayor al que presentan las muestras de C. peltata de tres 

subregiones. Por otro lado, las diferencias intra especie también se manifiestan, 

dado que la muestra de la subregión Ríos, mostró los niveles más altos de 

flavonoides totales. Cabe destacar nuevamente que estas diferencias pueden estar 

relacionadas a factores externos, como la localización geográfica y el tipo de clima 

de cada región [57]. Por lo tanto, se reafirma la necesidad de realizar estudios de 

correlación de los factores ambientales que influyen en la producción de metabolitos 

secundarios por parte de una planta, como la altitud, que, en ciertos estudios, 

muestra que hay una menor producción de este tipo de metabolitos. 

9.3. Análisis de CLAR-DAD del extracto hidroalcohólico de C. peltata y C. 
obtusifolia 

El análisis de los cromatogramas de CLAR-DAD obtenidos del extracto 

hidroalcohólico de Cecropia spp., mostró la presencia de cinco compuestos, cuatro 

de mayor polaridad con tiempos de retención (tR) que oscilan entre 8.5 a 9.1 min y 

un compuesto de baja polaridad ubicado en un tR de 24.9 min (Figura 15).  

 

Figura 15. Cromatogramas de CLAR-DAD del extracto hidroalcohólico de C. peltata (Cp) y C. 
obtusifolia (Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; Cp3, Pantanos; Cp4, Ríos y Co5, 
Sierra. Los picos se enumeran de manera ascendente de acuerdo con su tR (λ = 330 nm). 1, acido 
clorogénico; 2, isoorientina; 3, orientina; 4, análogo de vitexina; 5, análogo de catequina. 
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En la Tabla 6 se muestra un resumen de los picos observados en los 

cromatogramas del extracto hidroalcohólico de C. peltata y C. obtusifolia, 

caracterizados de la siguiente forma: el pico 1, mostró bandas de absorción a λmax= 

220.4 y 327.6 nm y un tR de 8.53 min que coincidieron con las del estándar de ácido 

clorogénico, analizado en las mismas condiciones experimentales. Asimismo, los 

picos 2 y 3 fueron identificados como isoorientina (tR de 8.65) y orientina (tR de 8.78 

min) con bandas a λmax= 208.7, 269.8, 351.7 y 215.7, 268.6, 345.8 nm, 

respectivamente, lo que coincide con los estándares analizados en las mismas 

condiciones experimentales. En el caso del pico 4, con un tR 9.06 min y sus λmax= 

215.7, 268.6 y 336.3 nm mostraron similitud con las bandas reportadas para un 

flavonoide glicosilado tipo flavona que puede atribuirse a un análogo de vitexina, 

compuesto que ha sido reportado para el género Cecropia [58 - 60]. Además, de los 

cuatro marcadores químicos, se identificó el pico 5, con un tR de 24.9 min y bandas 

de absorción λmax = 209.9 y 279.3 nm, mostró similitud con un análogo esterificado 

de catequina (Véase Anexo 13.4a-b) el cual ha sido reportado previamente para 

este género [29]. Cabe destacar que los resultados obtenidos concuerdan con lo 

reportado por diversos autores para el estudio fitoquímico de Cecropia spp. [61 - 

63].  

Tabla 6. Análisis del perfil metabólico mediante CLAR-DAD del extracto hidroalcohólico de C. peltata 
y C. obtusifolia 

Pico Tiempo de 
retención (min) 

Bandas de 
absorción (nm) 

Compuesto 
identificado 

Referencia 

1 8.53 220.4, 327.6 Ácido 
clorogénico 

Estándar 
[54] 

2 8.65 208.7, 269.8, 351.7 Isoorientina Estándar 
[54] 

3 8.78 215.7, 268.6, 345.8 Orientina Estándar 
[54] 

4 9.06 215.7, 268.6, 336.3 Análogo de 
vitexina 

[54-56] 

5 24.9 209.9, 279.3 Análogo de 
catequina 

[29] 
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Asimismo, los resultados de la cuantificación mediante CLAR-DAD de los 

compuestos 1-4 son mostrados en la Figura 16a-b.  

 

Figura 16a. Concentración (mg/g) de ácido clorogénico (a), isoorientina (b) en el extracto 
hidroalcohólico de C. peltata (Cp) y C. obtusifolia (Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; 
Cp3, Pantanos; Cp4, Ríos y Co5, Sierra. Los datos son expresados como la media ± error estándar 
(n=3) para cada extracto. La significancia estadística fue determinada usando un análisis de varianza 
(ANOVA) seguido de un análisis de Tukey. Barras con misma letra (a-c) representa que no hay 
diferencia entre los grupos a p< 0.05. 
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Figura 16b. Concentración (mg/g) de orientina (c) y el análogo de vitexina (d) en el extracto 
hidroalcohólico de C. peltata (Cp) y C. obtusifolia (Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; 
Cp3, Pantanos; Cp4, Ríos y Co5, Sierra. Los datos son expresados como la media ± error estándar 
(n=3) para cada extracto. La significancia estadística fue determinada usando un análisis de varianza 
(ANOVA) seguido de un análisis de Tukey. Barras con misma letra (a-d) representa que no hay 
diferencia entre los grupos a p< 0.05. 
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La muestra Cp3 presentó las concentraciones más altas de ácido clorogénico e 

isoorientina: 39.8 ± 2.3 mg/g y 51.5 ± 2.9 mg/g, respectivamente. Además, los 

extractos de C. peltata (Cp1 y Cp4) y el extracto de C. obtusifolia (Co5), no 

mostraron diferencias significativas para ambos marcadores: ácido clorogénico 

(25.3 ± 2.8, 24.3 ± 0.3 y 24.1 ± 1.5 mg/ g, respectivamente) e isoorientina (36.2 ± 

0.3, 38.5 ± 0.3 y 37.2 ± 0.2 mg/g, respectivamente). Sin embargo, un caso particular 

fue Cp2, porque si bien mostró similitud en su contenido de ácido clorogénico (22.6 

± 1.7 mg/g) con respecto a Cp1, Cp4 y Co5, fue la muestra con menor concentración 

de isoorientina (8.1 ± 0.4 mg/g), con diferencia significativa al compararse con los 

demás extractos. En el caso de orientina, Cp4 obtuvo el mayor contenido (49.9 ± 

0.6 mg/g), seguido de Cp1 (34.5 ± 1.8 mg/g) y Cp2 (27.9 ± 1.5 mg/g), con diferencias 

significativas entre las muestras; asimismo, Cp3 y Co5 fueron las de menor 

concentración (7.9 ± 0.8 y 11.6 ± 0.6 mg/g, respectivamente), sin diferencias 

significativas entre ellos. Además, para el análogo de vitexina, es posible indicar 

que Cp2 mostró el mayor contenido (6.2 ± 0.2 mg/g) diferente significativamente a 

todas las muestras, seguido de Cp1 y Cp4 (4.7 ± 0.2, 5.1 ± 0.2 mg/g, 

respectivamente), sin diferencia entre ellos. Asimismo, Cp1, obtuvo un contenido 

similar, comparado con Cp3 (4.4 ± 0.4 mg/g) y Co5 (4.5 ± 0.3 mg/g), sin embargo, 

Cp4 fue diferente significativamente a Cp3 y Co5. Estos resultados son consistentes 

con estudios previos que han mostrado la presencia y variabilidad regional en la 

concentración de estos marcadores químicos, lo cual puede impactar en el uso que 

se le atribuye a la especie en la medicina tradicional [4, 14, 36]. Asimismo, la 

cuantificación de los marcadores químicos responsables de la actividad 

hipoglucemiante en especies de Cecropia, i.e. ácido clorogénico e isoorientina, 

puede correlacionarse con los resultados obtenidos a partir de la evaluación 

biológica que se describe más adelante. Además, el análisis del perfil metabólico 

permitió corroborar la presencia de compuestos como orientina y vitexina, los cuales 

también han sido catalogados como marcadores químicos para el género Cecropia 

dado que son compuestos característicos del mismo, además de estar asociados a 

la actividad antihipertensiva y antiinflamatoria en especies de este género. En ese 

sentido, la identificación de los marcadores químicos puede ser muy útil para 
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comparar similitudes y diferencias entre especies, ya sean del mismo género o 

especies colectadas en diferentes regiones [29]. Estos resultados marcan un punto 

de partida para realizar estudios que permitan relacionar datos estadísticos sobre 

variables estacionales, fenotípicas y/o demográficas con el contenido metabólico de 

una especie en particular. 

Los resultados obtenidos de la cuantificación de CPT, CFT y el contenido total de 

marcadores químicos (CTMQ) a partir de los métodos espectrofotométricos y 

cromatográficos utilizados no son comparables entre sí, ya que cada uno tiene 

alcances y limitaciones particulares. Tal como CPT y CFT, los cuales son métodos 

en donde se emplea la espectrofotometría UV-Vis. Para el caso de CPT se trata de 

un ensayo con baja especificidad, ya que la relación de color tiene lugar con 

cualquier grupo hidroxilo oxidable, lo que puede provocar interferencias en el 

análisis. Para CFT, la reacción se lleva a cabo entre flavonoides 3´,4´-

dihidroxisustituidos y el ion Al3+, lo que resulta en la formación de quelatos rojos, por 

lo tanto, cualquier compuesto que presente en su estructura una dihidroxisustitución 

vecinal, llevará a la formación de estos quelatos, provocando interferencias en el 

método. Sin embargo, a pesar de las limitaciones que muestran las determinaciones 

de CPT y CFT, también muestran ciertas ventajas, la cuales radican en los bajos 

costos de análisis, su alta reproducibilidad, así como la disminución del tiempo de 

análisis de un número elevado de muestras. Además, estas determinaciones 

muestran un perfil general de los grupos de metabolitos en estudio, lo que permite 

observar diferencias en el contenido metabólico entre muestras colectadas en 

diferentes regiones. Por otra parte, el empleo de la cromatografía líquida de alta 

resolución permite llevar a cabo la separación de compuestos presentes en un 

extracto, mediante interacciones entre una fase estacionaria, una fase móvil y el 

analito, que, con ayuda de un detector de arreglo de fotodiodos, permite obtener en 

tiempo real un espectro de UV, que proporciona información acerca de las λmax 

características para cromóforos de metabolitos específicos [41-43]. Por lo tanto, no 

fue posible establecer una relación directa entre los valores de CPT, CFT y CTMQ. 

Sin embargo, fue posible observar una tendencia que marcó diferencias tanto intra 

especies, donde C. peltata (Cp4) de la subregión Ríos se diferenció de las demás 
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muestras de la misma especie (Cp1, Cp2 y Cp3), con los valores más altos de CPT, 

CFT y CTMQ. Como diferencias inter especie, donde C. obtusifolia (Co5) mostró 

una variación estadísticamente significativa en CPT y CFT con respecto a todas las 

muestras de C. peltata y solo fue similar a Cp2 en CTMQ (Tabla 7).  

Tabla 7. CPT, CFT y CTMQ en especies de Cecropia*. 

 Cp1 Cp2 Cp3 Cp4 Co5 

CPT  
(mg EAG/g E) 

84.1 ± 3.3c 103.4 ± 6.3b,c 111.3 ± 4.8b 155 ± 9.1a 53.5 ± 1.1d 

CFT  
(mg ER/g E) 

100.1 ± 5.5d 158.8 ± 19.6d 374.5 ± 36.1c 724 ± 22.2a 567.1 ± 30.5b 

CMQT 
(mg/g) 

100.8 ± 4.2b 64.9 ± 1.0c 103.9 ± 4.7b 118.0 ± 0.7a 77.4 ± 1.1c 

*CPT: Contenido de Polifenoles Totales; CFT: Contenido de Flavonoides Totales y CTMQ: Contenido Total de 
Marcadores Químicos del extracto hidroalcohólico de C. peltata (Cp1-Cp4) y C. obtusifolia (Co5). La 
significancia estadística fue determinada mediante un análisis de varianza (ANOVA), seguido de un análisis de 
Tukey. Valores con la misma letra (a-d) representa que no hay diferencia significativa a p<0.05, para el mismo 
ensayo. 

 

9.4. Análisis multivariado de los perfiles de RMN-1H 

Los perfiles metabólicos por RMN-1H de cada uno del extracto hidroalcohólico de 

las especies de Cecropia son mostrados en la Figura 17, donde se observan 

señales abundantes en la región de protones alifáticos (δ 0.5 - 2.0 ppm), además, 

se observaron señales abundantes en la región de 2.0 a 4.5 ppm en donde se ubican 

metinos unidos a grupos electroatractores como por ejemplo, hidroxilos. 
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Figura 17. Perfiles de RMN-1H (D2O, 600 MHz; región δ 8.00 a 0.00 ppm) del extracto hidroalcohólico 
de C. peltata (Cp) y C. obtusifolia (Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; Cp3, Pantanos; 
Cp4, Ríos y Co5, Sierra.; a-c, corresponde al triplicado de cada muestra.  

 

Por otra parte, en la Figura 18, se muestra una ampliación de la región de 3.4 a 4.2 

ppm del espectro de RMN-1H de los extractos de C. peltata y C. obtusifolia.  
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Figura 18. Expansión del espectro de RMN-1H (D2O, 600 MHz; región de δ 3.40 - 4.20 ppm) del 
extracto hidroalcohólico de C. peltata (Cp) y C. obtusifolia (Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, 
Chontalpa; Cp3, Pantanos; Cp4, Ríos y Co5, Sierra.; a-c, corresponde al triplicado de cada muestra. 

 

En este sentido, la abundancia de señales en esta región, en la cual se ubican 

grupos como metinos de bases oxigenadas, puede atribuirse a la presencia de 

azúcares, tal como glucosa, xilosa o ramnosa, los cuales han sido reportados en 

especies de Cecropia [4].  

 

A partir de los datos de RMN-1H, se obtuvo el análisis de componentes principales 

y el gráfico de puntuación PCA (PC1 vs. PC2) con un 65.2% de la varianza 

explicada, como se muestra en la Figura 19. 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



42 

 

Figura 19. Análisis de componentes principales score plot (PC1 vs. PC2, 65.2% de la varianza 
explicada) de los perfiles de RMN-1H del extracto hidroalcohólico de C. peltata (Cp) y C. obtusifolia 
(Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; Cp3, Pantanos; Cp4, Ríos y Co5, Sierra.; a-c, 
corresponde al triplicado de cada muestra. 

Este estudio permitió identificar una variación en el contenido metabólico, tanto intra 

como inter especie. En el caso de las diferencias intra especie, se observó que un 

grupo lo formó C. peltata de la subregión Ríos (Cp4), el cual presentó diferencias 

con las muestras de su misma especie, por otro lado, las muestras de C. peltata de 

las subregiones Centro (Cp1), Chontalpa (Cp2) y Pantanos (Cp3) fueron ubicados 

en un mismo grupo, donde, Cp1 y Cp3 muestran diferencias entre sí, pero son 

similares a Cp2, por otra parte, en el caso de las variaciones inter especie, la 

diferencia fue muy marcada, dado que, la muestra de C. obtusifolia de la subregión 

Sierra (Co5) representó un agrupamiento independiente a todas las muestras de C. 

peltata. 

A partir de los datos del Análisis Discriminante de Mínimos Cuadrados Parciales 

(PLS-DA), se realizó un análisis de Importancia Variable en la Proyección (VIP), con 
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la finalidad de identificar las señales que por su contribución marcan diferencias 

entre las muestras analizadas (Figura 20).  

 

Figura 20. Metabolitos definidos mediante el análisis de Importancia Variable en la Proyección (VIP) 
a partir de los perfiles de RMN-1H del extracto hidroalcohólico de especies de Cecropia. 

A partir del análisis VIP se corroboraron las diferencias intra especies observadas 

en el PCA, donde C. peltata de la subregión Ríos (Cp4) se agrupó de manera 

independiente a las muestras de su misma especie, esto como resultado de una 

mayor contribución en los desplazamientos químicos que pueden atribuirse a la 

presencia de xilosa (δ 3.60 y δ 3.72 ppm) de acuerdo con los desplazamientos 

químicos reportados en la literatura para este azúcar [64]; otra tendencia intra 

especie que se corroboró, fue el agrupamiento entre Cp1, Cp2 y Cp3, analizando 

la contribuciones de los desplazamientos químicos atribuidos a xilosa, además de 

los correspondientes a glucosa (δ 3.68, δ 3.76 y δ 3.88 ppm) según los 

desplazamientos reportados en la literatura [65]. Se encontró que para Cp1 la 

contribución en los valores VIP de estos conjuntos de señales fue baja en todos los 
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casos, asemejándose al comportamiento observado para Cp2, el cual a su vez 

presenta similitud con Cp3. La agrupación de estas tres subregiones ya se había 

encontrado en el análisis del CPT y de CFT, así como en la CMQT. En el caso de 

las diferencias inter especie, se encontró que C. obtusifolia (Co5), presenta un perfil 

diferente dado que alcanzó una mayor contribución en los desplazamientos 

químicos para ambos azúcares, en comparación con todas las muestras de C. 

peltata. De acuerdo con lo anterior, se consideró pertinente realizar la cuantificación 

de azúcares reductores en el extracto hidroalcohólico de las muestras de estudio, 

con la finalidad de abundar en la comprensión de los resultados obtenidos a partir 

del análisis multivariado de los perfiles de RMN-1H. Los resultados se describen a 

continuación. 

9.5. Determinación de azúcares reductores en el extracto hidroalcohólico de 
C. peltata y C. obtusifolia 

El contenido de azúcares reductores es mostrado en la Figura 21. Donde la muestra 

que presentó el mayor contenido fue C. peltata de la subregión Ríos (Cp4; 476.3 ± 

11.35 mg EGlu/g E), diferente significativamente a las demás muestras, seguido de 

C. obtusifolia de la subregión Sierra (Co5; 396.2 ± 12.88 mg EGlu/g E) y C. peltata 

de la subregión Pantanos (Cp3; 297.3 ± 4.78 mg EGlu/g E), con diferencia 

significativa entre ellos. Por otra parte, las muestras de C. peltata de la subregión 

Centro (Cp1) y Chontalpa (Cp2) mostraron un contenido de azúcares reductores 

similar (224.3 ± 3.62 y 208.7 ± 4.21 mg EGlu/g E, respectivamente), sin diferencia 

significativa entre los extractos, resultando ser las muestras con menor CAR. 
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Figura 21. Análisis del contenido de azúcares reductores (CAR) en el extracto hidroalcohólico de 
hojas de C. peltata (Cp) y C. obtusifolia (Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; Cp3, 
Pantanos; Cp4, Ríos y Co5, Sierra. CAR: mg EGlu/g E: equivalentes de glucosa por g de extracto. 
Barras con misma letra representa que no hay diferencia entre los grupos a p< 0.05. 

Cabe destacar, que estos resultados muestran una tendencia acorde con lo 

reportado por el análisis multivariado realizado a partir de los perfiles de RMN-1H 

del extracto hidroalcohólico, dado que las tres subregiones que presentaron el 

menor contenido de azúcares reductores totales (Cp1, Cp2 y Cp3), son aquellas en 

donde se encontró una menor contribución de los desplazamientos químicos 

atribuidos a glucosa y xilosa en el análisis VIP. Mientras que en términos generales 

Cp4 y Co5, cuyo contenido de azúcares reductores totales es más alto, son las que 

en el análisis VIP presentan una mayor contribución de señales atribuidas a ambos 

azúcares. 

Es importante indicar que los diferentes métodos analíticos aplicados en este trabajo 

conducen a encontrar diferencias intra e inter especies en las muestras de Cecropia 

estudiadas; ya sea mediante la cuantificación espectrofotométrica de grupos de 

metabolitos (CPT, CFT); la cuantificación mediante técnicas cromatográficas de 

marcadores químicos específicos (CTMQ); así como el análisis de un patrón de la 

huella metabólica mediante los perfiles de RMN-1H de extractos completos o incluso 
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con la determinación espectrofotométrica de azúcares reductores totales. Se 

observó que los diferentes análisis mantuvieron tendencias generales que 

permitieron identificar la diversidad entre muestras. Estos resultados resaltan la 

importancia de aplicar diversas técnicas analíticas para obtener una visión más 

completa de las diferencias metabólicas que pueden estar involucradas en el 

análisis de muestras de una misma especie obtenidas de diferentes subregiones, o 

muestras de diferentes especies del mismo género. Además, estos resultados 

marcan una pauta para realizar estudios que permitan considerar los diferentes 

factores bióticos o abióticos que rodean a estas especies, lo cual podría estar 

relacionado en la producción de ciertos grupos de metabolitos y por tanto verse 

afectado su efecto biológico [2, 7, 26, 29].  

Por otra parte, las muestras en estudio fueron evaluadas en un ensayo de Curva de 

tolerancia a la glucosa, con el objetivo de observar su efecto hipoglucemiante y 

establecer una relación con el contenido metabólico estudiado con anterioridad; los 

resultados son mostrados en la siguiente sección. 

 

9.6. Evaluación del efecto hipoglucemiante del extracto hidroalcohólico de C. 
peltata y C. obtusifolia en el modelo de CTG 

Los resultados del curso temporal de la evaluación hipoglucemiante del extracto 

hidroalcohólico de C. peltata y C. obtusifolia son mostrados en la Figura 22. 
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Figura 22. Curso temporal del extracto hidroalcohólico de C. peltata (Cp) y C. obtusifolia (Co). 
Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; Cp3, Pantanos; Cp4, Ríos y Co5, Sierra. Los datos se 
expresaron como la media ± error estándar (n=6) de un curso temporal de 120 min, mediante un 
análisis ANOVA seguido de la prueba post-hoc de Dunnett en cada punto de evaluación con un nivel 
de significancia del 95% (*p<0.05). 

Este curso temporal de 120 minutos, mostró que todos los tratamientos presentaron 

un aumento de los niveles de glucosa a partir del minuto 30, esto debido a la 

administración de la carga de glucosa, posteriormente, a los 60 minutos, se observó 

que los valores de glucosa disminuyen de manera gradual hasta el minuto 90, 

manteniéndose sobre los 120 minutos. Cabe mencionar, que todos los tratamientos 

muestran una disminución de los niveles de glucosa a partir del minuto 60, de la 

misma manera que el vehículo, sin embargo, Co5 sigue por arriba de estos niveles. 

Por otra parte, el análisis estadístico determinó que los tratamientos del extracto 

hidroalcohólico de las especies de Cecropia, no presentaron diferencias 

significativas con respecto al vehículo. No obstante, se observó que a partir del 

minuto 60, fue Cp3 de la subregión Pantanos, la que logró un efecto 

hipoglucemiante (137.0 ± 8.5 mg/dL) significativamente diferente al grupo control y 

similar a los valores obtenidos por MET (114 ± 8.5 mg/dL). Por lo anterior, el curso 
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temporal de los tratamientos mostró, que Cp3 alcanzó un efecto similar a MET en 

el doble de tiempo y los demás tratamientos alcanzaron un efecto similar a MET en 

el triple de tiempo. 

Asimismo, se determinó el área bajo de la curva (ABC), a partir del curso temporal 

de un periodo de 120 minutos en el modelo de CTG (Figura 23).  

  

Figura 23. Área bajo la curva de la evaluación en el modelo CTG de extracto hidroalcohólico de C. 
peltata (Cp) y C. obtusifolia (Co). Subregiones: Cp1, Centro; Cp2, Chontalpa; Cp3, Pantanos; Cp4, 
Ríos y Co5, Sierra. los datos se expresaron como la media ± error estándar (n=6) del área bajo la 
curva de un curso temporal de 120 min, con un nivel de significancia del 95% (*p<0.05), mediante 
ANOVA seguido de la prueba post-hoc de Dunnett. 

Donde, VEH (19075 ± 261.3) mantuvo su mismo ABC, es decir, no presentó 

variación significativa en la concentración de glucosa durante el periodo de 

evaluación. Asimismo, al comparar los extractos de C. peltata (Cp1, Cp2 y Cp4) y 

el extracto de C. obtusifolia (Co5), mostraron diferencias significativas en el ABC 

por arriba de MET (18530 ± 1249, 18720 ± 37.7, 19905 ± 552.4 y 21850 ± 933.7, 

respectivamente). Sin embargo, el extracto de C. peltata de la subregión Pantanos 

(Cp3), disminuyó el ABC (15862 ± 872.0) en la prueba de CTG, en una forma similar 

a lo obtenido por el fármaco de referencia metformina, sin diferencia significativa 

entre ellos. 
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De acuerdo con los resultados de la evaluación hipoglucemiante, los diferentes 

tratamientos del extracto hidroalcohólico de Cecropia spp. mostraron una 

disminución de los valores de glucosa en un periodo de 120 minutos, esto en 

animales sanos en ayuno. Cabe destacar, que Cp3 disminuyó los niveles de glucosa 

a partir del minuto 60, diferente significativamente al grupo control, lo cual se vio 

reflejado en la disminución del área bajo la curva, proponiendo a C. peltata de la 

subregión Pantanos, a una dosis de 100 mg/kg como un tratamiento con potencial 

efecto hipoglucemiante. Además, es importante indicar, que fue esta muestra la que 

presentó las concentraciones más altas de ácido clorogénico e isoorientina: 39.8 ± 

2.3 mg/g y 51.5 ± 2.9 mg/g, respectivamente. Lo cual apunta a que, por cada gramo 

de este tratamiento, se administraron 0.39 µg/kg de ácido clorogénico y 0.52 µg/kg 

de isoorientina.  

Contrastando estos resultados con diversos reportes que muestran la actividad 

hipoglucemiante de especies de Cecropia, se muestra un reporte previo realizado 

por Nicasio [14], donde evaluó el efecto hipoglucemiante del extracto metanólico de 

C. peltata y C. obtusifolia, colectadas en diferentes regiones de México, empleando 

una dosis de 1g/kg, esto en un modelo de curva de tolerancia a la glucosa en ratones 

normoglicémicos, indicando que fue C. peltata colectada en Tabasco la que obtuvo 

un mejor efecto hipoglucemiante (45.6 %), comparado con dos muestras de C. 

obtusifolia colectadas en Tabasco (33.3%) y Veracruz (35.7%). Cabe mencionar, 

que al correlacionar el efecto hipoglucemiante con la concentración de ácido 

clorogénico, se observó que C. peltata fue la que presentó el mayor contenido de 

este metabolito (18.9 mg/g extracto), con respecto a las muestras de C. obtusifolia 

de Tabasco (13.3 mg/g extracto) y C. obtusifolia de Veracruz (13.1 mg/g extracto), 

estos resultados muestran que por cada gramo de extracto metanólico de C. peltata, 

se administraron 18.9 mg de ácido clorogénico, lo cual supera en concentración con 

respecto a lo reportado en este trabajo, por lo tanto, es importante explorar 

diferentes dosis que permitan determinar si el comportamiento del efecto 

hipoglucemiante de las muestras de Cecropia spp., es mayor al aumentar las 

concentraciones de los marcadores químicos responsables de la actividad 

hipoglucemiante y que marquen una diferencia al compararlo contra el vehículo.  
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Por otra parte, un estudio realizado por Andrade-Cetto [66], evaluó la administración 

de un extracto acuoso y butanólico de dos muestras de C. obtusifolia colectadas en 

los estados de Hidalgo y Oaxaca, a diferentes dosis, en un modelo de curva de 

tolerancia a la glucosa en ratones diabéticos. Donde se observó que el extracto, 

acuoso a una dosis de 90 mg/kg disminuyó los niveles de glucosa a partir del minuto 

60 con una diferencia significativa de p<0.001, con respecto al grupo control, 

posterior a los 60 minutos hasta los 120 minutos. Asimismo, esta tendencia se 

observó al evaluar al ácido clorogénico e isoorientina (10 mg/kg) de manera 

individual, ya que disminuyeron los niveles de glucosa a partir del minuto 60, con un 

efecto máximo hasta el minuto 180, con una diferencia significativa de p<0.001, con 

respecto al control.  

Por otra parte, un estudio realizado por Andrade-Cetto [36], demostró que uno de 

los mecanismos probables por el cual se lleva a cabo el efecto hipoglucemiante en 

especies de Cecropia, es mediante la inhibición de la gluconeogénesis, esto se 

determinó, mediante la evaluación en un ensayo de curva de tolerancia al piruvato, 

en ratas. Donde se evaluó el extracto butanólico (150 mg/kg) de C. obtusifolia y C. 

peltata, colectadas en Hidalgo y Yucatán, respectivamente. Asimismo, se evaluó su 

componente principal, el ácido clorogénico a una dosis de 5 mg/kg. Así, después de 

la administración de piruvato, tanto los extractos como el ácido clorogénico lograron 

bloquear el aumento en las concentraciones de glucosa en sangre a partir del 60 

min, mientras que el efecto de la metformina (un inhibidor de la gluconeogénesis) 

se observó hasta los 120 min.  

Estos resultados ayudan a comprender el efecto hipoglucemiante en especies de 

Cecropia, donde se ve involucrado más de un mecanismo de acción. En este caso, 

para Cecropia obtusifolia y Cecropia peltata, uno de los mecanismos que permitió 

explicar su efecto hipoglucemiante fue mediante la inhibición de la gluconeogénesis.  

De esta forma, los resultados obtenidos están acordes con lo que se ha reportado 

previamente en cuanto al efecto hipoglucemiante de Cecropia spp., ya que fue C. 

peltata de la subregión Pantanos, el tratamiento que mostró el mejor efecto 

hipoglucemiante a una dosis de 100 mg/kg, similar a metformina. De acuerdo con 
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lo anterior, uno de los factores que podría intervenir en el efecto observado en los 

tratamientos del extracto hidroalcohólico de las especies de Cecropia, podría 

deberse a la dosis empleada en este estudio, por lo tanto, se sugiere la necesidad 

de profundizar con estudios que permitan establecer condiciones adecuadas para 

el uso racional de ambas especies para el tratamiento de la diabetes, principal 

enfermedad para la cual se emplean las especies de Cecropia.  
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10. Conclusiones 

Actualmente, el uso de plantas para el tratamiento de diversas enfermedades va en 

incremento, por lo tanto, es importante destacar que la identificación correcta de 

especies vegetales conocidas con el mismo nombre tradicional es una herramienta 

crucial para la validación y seguridad en el uso de plantas y sus derivados. En el 

presente trabajo, la identificación taxonómica permitió distinguir entre dos especies 

del género Cecropia, tal como: C. peltata y C. obtusifolia, las cuales fueron ubicadas 

en las cinco subregiones del estado de Tabasco. El primer acercamiento mediante 

la aplicación de diversas técnicas analíticas permitió encontrar diferencias intra 

especies entre las muestras de C. peltata. donde se revelaron tendencias en el 

contenido de grupos de metabolitos específicos, que si bien, mostraron 

agrupamientos entre muestras de la misma especie, como fue el caso de C. peltata 

de las subregiones Centro, Chontalpa y Pantanos, también se observaron patrones 

particulares, que permitieron diferenciar a C. peltata de la subregión Ríos de las 

muestras de su misma especie. Además, fue posible establecer una diferencia inter 

especie, donde C. obtusifolia, a pesar de mostrar variaciones en el contenido 

metabólico, su tendencia siempre fue diferente a las especies de C. peltata. 

Asimismo, la evaluación preliminar del efecto hipoglucemiante logró establecer a la 

especie con mejor efecto lo cual podría atribuirse a un mayor contenido de los 

marcadores químicos establecidos como responsables de la actividad biológica que 

se les confiere a las especies de Cecropia, tal como se observó con C. peltata de la 

subregión Pantanos. Sin embargo, es necesario profundizar en más estudios que 

demuestren la actividad biológica de estas especies y que permita relacionarlos con 

las variaciones en el contenido metabólico. Este reporte enriquece el conocimiento 

relativo a las especies del género Cecropia colectadas en la región sureste de 

México, en particular, mostrando la variabilidad regional del contenido químico de 

estas plantas. Finalmente, este trabajo busca apoyar el diseño de acciones 

específicas encaminadas al uso racional de los productos herbolarios derivados de 

plantas de este género. 
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11. Perspectivas 

Determinar los factores propios de cada subregión (tipo de suelo, altitud, 

condiciones climáticas) del estado de Tabasco. 

Evaluar el extracto hidroalcohólico de las especies de Cecropia en modelos 

hipoglucemiantes, mediante el empleo de dosis mayores a la estudiadas en este 

trabajo. 

Correlacionar el efecto hipoglucemiante y el contenido metabólico de las especies 

de Cecropia con los factores ambientales de las subregiones del estado de 

Tabasco, mediante un enfoque multivariado. 
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13. ANEXOS 

13.1. Curvas de calibración construidas para la determinación del contenido de 

polifenoles, flavonoides y azucares reductores, mediante métodos 

espectrofotométricos. 

 

Curva de calibración construida para la determinación del contenido de polifenoles totales 

mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu. 

 

 

Curva de calibración construida para la determinación del contenido de flavonoides totales 

mediante un ensayo colorimétrico. 
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Curva de calibración construida para la determinación del contenido de azúcares 

reductores mediante el ensayo DNS. 
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13.2. Curvas de calibración construidas para la determinación del contenido de 

marcadores químicos (ácido clorogénico, isoorientina, orientina y vitexina). 

 

 

 

Curva de calibración construida para la determinación de la concentración de ácido 

clorogénico. 

 

 

 

Curva de calibración construida para la determinación de la concentración de isoorientina. 
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Curva de calibración construida para la determinación de la concentración de orientina. 

 

 

Curva de calibración construida para la determinación de la concentración de vitexina. 
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Anexo 13.3. Oficios de asignación de número de identificación para cada una de 

las muestras colectadas de especies de Cecropia. 
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13.4a. Cromatogramas de CLAR-DAD y espectros de UV de los metabolitos 

identificados en el extracto hidroalcohólico de especies de Cecropia. Los picos se 

enumeran de manera ascendente de acuerdo con su tR (λ = 330 nm). 1, acido 

clorogénico; 2, isoorientina; 3, orientina; 4, vitexina; 5, análogo de catequina. 

 

 

 

Cromatograma de CLAR y espectro UV de los compuestos identificados en el extracto 

hidroalcohólico de Cecropia peltata de la subregión Centro (Cp1) 

 

 

 

 

 

 

Compuesto 1 Compuesto 3 Compuesto 4 Compuesto 5 Compuesto 2 
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Cromatograma de CLAR y espectro UV de los compuestos identificados en el extracto 

hidroalcohólico de Cecropia peltata de la subregión Chontalpa (Cp2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4 Compuesto 5 
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Cromatograma de CLAR y espectro UV de los compuestos identificados en el extracto 

hidroalcohólico de Cecropia peltata de la subregión Pantanos (Cp3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4 Compuesto 5 
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Cromatograma de CLAR y espectro UV de los compuestos identificados en el extracto 

hidroalcohólico de Cecropia peltata de la subregión Ríos (Cp3) 
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Cromatograma de CLAR y espectro UV de los compuestos identificados en el extracto 

hidroalcohólico de Cecropia obtusifolia de la subregión Sierra (Co5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4 Compuesto 5 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



71 

13.4b. Cromatogramas y espectros UV de los estándares comerciales empleados 

en el análisis por cromatografía líquida de alta resolución. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cromatograma y espectro UV del ácido clorogénico λ= 330 nm 

 

Cromatograma y espectro UV de isoorientina a λ= 350 nm 
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Cromatograma y espectro UV del orientina a λ= 350 nm 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cromatograma y espectro UV de apigenina a λ= 350 nm 
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Abstract: The genus Cecropia is used in the traditional medicine of Tabasco, Mexico, in diabetes
and hypertension treatments, mainly without distinction of the species. This contribution aimed to
carry out the metabolic analysis and Proton Nuclear Magnetic Resonance (1H-NMR) spectroscopy-
based fingerprinting of the hydroalcoholic leaf extracts of Cecropia peltata (Cp) and Cecropia obtusifolia
(Co) collected in five sub-regions of the State of Tabasco (Cp1, “Centro”; Cp2, “Chontalpa”; Cp3,
“Pantanos”; Cp4, “Ríos” and Co5, “Sierra”). Firstly, the extracts were evaluated for their Total Phenol
Content (TPC) and Total Flavonoid Content (TFC) by spectrophotometric methods. In addition,
metabolic analysis was performed using High-Performance Liquid Chromatography with Diode-
Array Detection HPLC–DAD, which allowed the quantification of the chemical markers: chlorogenic
acid, isoorientin, and orientin, as well as a vitexin analog. Finally, metabolomic analysis was carried
out based on the 1H-NMR spectra. The Cp4 extract (C. peltata from the “Ríos” sub-region) presented
the highest values of TPC (155 ± 9.1 mg GAE/g E) and TFC (724 ± 22.2 mg RE/g E). The metabolic
analysis was similar among the five samples; the highest concentrations of the four chemical markers
were found in Cp3 (C. peltata from the “Pantanos” sub-region) for chlorogenic acid (39.8 ± 2.3 mg/g)
and isoorientin (51.5 ± 2.9 mg/g), in Cp4 for orientin (49.9 ± 0.6 mg/g), and in Cp2 (C. peltata from
the “Chontalpa” sub-region) for the vitexin analog (6.2 ± 0.2 mg/g). The metabolic analysis and
the 1H-NMR fingerprint analysis showed intraspecies differences among the C. peltata samples and
interspecies between C. peltata and C. obtusifolia, which were attributed to variations in the metabolite
groups as well as in the proportion of sugars such as glucose and xylose.
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1. Introduction

Plant metabolomics is a field of increasing interest due to different applications, such
as knowing the impact that different environmental factors have on metabolism, deter-
mining the tolerance to stress by abiotic and biotic agents, as well as determining the
complexity of the metabolic content between species of the same genus [1–3]. A first
approach to determine the metabolic profile of a plant species is to use spectrophotometric
and chromatographic techniques that allow the quantification of groups of metabolites
as well as the identification of chemical markers of interest [4,5]. In addition, Hydrogen
Nuclear Magnetic Resonance (1H-NMR) is one of the main analytical tools used to perform
metabolomic studies, as this technique shows a broad overview of the metabolic content
in plant extracts, with the advantage of detecting metabolites of various polarities, easily
allowing their quantification. Furthermore, NMR provides enough information to carry
out studies of structural elucidation without requiring derivatization processes [6]. The
ease of processing the 1H-NMR spectra using several computer programs, as well as the
managing, interpretation, and statistical analysis of the data, makes this technique a fast
and convenient tool for discriminating species based on their metabolic content [7,8]. For
instance, a recent study showed the effectiveness of using 1H-NMR to evaluate differences
in chemical markers related to the different growth stages of Peganum harmala L. [9].

In this sense, the genus Cecropia constitutes a group of plants that presents challenges in
defining of its metabolic profile. This genus is distributed from the tropical and subtropical
jungle of Mexico to South America and is made up of 61 species—most of them are tradition-
ally named “guarumo” or variants of this name such as “guarumbo” or “yarumbo”; in the
Yokot’an language spoken in the state of Tabasco, the word “k’olok’” is employed [10,11].
It is noteworthy that folk names do not distinguish between species of this genus, which
implies challenges in the systematic knowledge of their use in traditional medicine. Dif-
ferent reports on Cecropia spp. emphasize the use of these plants in diabetes [12,13] and
hypertension [14,15] treatments, as well as in the alleviation of inflammation and pain [16].
In addition, antimicrobial [17] and antimalarial properties have also been reported [18].
In Tabasco State, Mexico, C. peltata and C. obtusifolia are the two species with the greatest
distribution and use [19]. The coexistence of both species with the same popular name can
lead to potentially inappropriate use derived from the null differentiation between them,
with the concomitant risk that the substitution of one plant species for another may have
implications for the therapeutic effect that is being sought, including potentially adverse
health reactions. In this sense, the evaluation of the hypoglycemic effect of methanolic
extracts from the leaves of C. peltata and C. obtusifolia demonstrated a greater effectiveness
for the first species, attributed to a higher concentration of chlorogenic acid, which is the
main metabolite related to this activity [20]. Furthermore, it is important to indicate that
the metabolic content of a plant may present differences depending on the region where it
is collected [21–23].

The state of Tabasco is located in the southeast of Mexico and is officially divided into
five sub-regions (“Centro”, “Chontalpa”, “Pantanos”, “Ríos”, and “Sierra”) that are delim-
ited by geographical, cultural, and productive aspects [24]. In these sub-regions, inhabitants
traditionally use the leaves of both Cecropia species (C. peltata and C. obtusifolia) as an infu-
sion for the treatment of diabetes [10,25]. However, reports concerning the phytochemical
and/or metabolomic analyses of these Cecropia species are scarce. In order to promote the
rational use of extracts and herbal products derived from these plants, it is necessary to
generate information that allows an adequate recognition of their phytochemical contents.
In this sense, the objective of this study was to characterize the metabolic composition of
the hydroalcoholic extracts from the leaves of C. peltata and C. obtusifolia collected in each
of the five sub-regions of the state of Tabasco, emphasizing the study of the quantification
of chlorogenic acid, isoorientin, orientin, and a vitexin analog, which are well recognized
as chemical markers for this genus [26]. Additionally, a multivariate analytical approach
was applied by the assessment of 1H-NMR fingerprinting of the aforementioned extracts in
order to have a comprehensive view of the chemical composition of these species.
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2. Results and Discussion
2.1. Total Phenol Content (TPC) and Total Flavonoid Content (TFC) of Hydroalcoholic Extracts
from Cecropia Species

The quantification of TPC and TFC in the five samples analyzed is shown in Figure 1.
The sample identified as C. peltata from the “Ríos” sub-region (Cp4) showed the highest
concentration of both groups of metabolites. The TPC from extract Cp4 (155 ± 9.1 mg
GAE/g E) presented significant differences with respect to the other samples, whereas
Cp2 from the “Chontalpa” sub-region and Cp3 from the “Pantanos” sub-region did not
show significant differences in the TPC values (103.4 ± 6.3 and 111.3 ± 4.8 mg GAE/g E,
respectively). It is noteworthy that Cp2 also did not show significant differences in the
content of phenolic compounds when compared to Cp1 from the “Centro” sub-region
(84.1 ± 3.3 mg GAE/g E). It should also be noted that the extract of C. obtusifolia from the
“Sierra” sub-region (Co5) presented the lowest concentration of TPC (53.5 ± 1.1 mg GAE/g E)
and exhibited a significant difference with respect to the C. peltata samples. Regarding the
quantification of TFC, Cp4 showed a content of 724 ± 22.2 mg RE/g E, with a significant
difference compared to the other extracts. The extracts Co5 (567.1 ± 30.5 mg RE/g E) and
Cp3 (374.5 ± 36.1 mg RE/g E) were the second and third samples, respectively, with the
highest content of flavonoids, with a significant difference between them. On the other
hand, the Cp1 and Cp2 samples presented the lowest TFC (100.1± 5.5 and 158.8 ± 19.6 mg
RE/g E, respectively), with no significant difference between them.
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Figure 1. Comparison of TPC (A) and TFC (B) in the hydroalcoholic extracts of C. peltata (Cp1–Cp4)
and C. obtusifolia (Co5). TPC: Total phenol content; mg GAE/g E: Gallic acid equivalents per gram of
extract. TFC: Total flavonoid content; mg RE/g E: rutin equivalents per gram of extract. The data
represent the mean ± standard error (n = 3) of each extract. Statistical significance was determined
using analysis of variance (ANOVA) followed by a post hoc Tukey test. Bars with the same letter
(a–d) represent no significant difference at p < 0.05.

These results contrast with those reported by Rivera-Mondragón et al., 2019, concern-
ing the TPC and TFC contents of several species of Cecropia in Panama; C. obtusifolia had
the highest content of these metabolites [27]. However, in the present study, the C. peltata
samples (Cp1–Cp4) presented higher levels of TPC in contrast to the C. obtusifolia sample
(Co5), which presented the lowest content of this group of metabolites. Similarly, when
comparing the values of TFC, an extract of C. peltata (Cp4) was the one with the highest
concentration of flavonoids, followed by the C. obtusifolia sample (Co5).
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2.2. Preliminary HPLC Analysis of Hydroalcoholic Extracts from Cecropia Species

The analysis of the HPLC chromatograms obtained from the hydroalcoholic extracts
of the Cecropia spp. (Figures S1–S5) allowed the identification of five peaks with a retention
time (tR) ranging from 8.5 to 24.9 min (Figure 2). They were characterized as follows: Peak
1 with a tR of 8.53 min showed absorption bands at λmax = 220.4 and 327.6 nm; these
parameters coincided with those of the chlorogenic acid standard analyzed under the same
experimental conditions. Likewise, peaks 2 and 3 were identified as isoorientin (tR of
8.65 min) and orientin (tR of 8.78 min); the absorption bands of both peaks at λmax = 208.7,
269.8, and 351.7 nm and at 215.7, 268.6, and 345.8 nm, respectively, coincided with the
standards analyzed under the same experimental conditions. In the case of peak 4, with a
tR of 9.06 min, the absorption bands at λmax = 215.7, 268.6, and 336.3 nm showed similarity
with those reported for a flavone-type glycosylated compound that can be attributed to
a vitexin analog that was previously reported in Cecropia spp. [27–30]. Additionally, the
chromatograms showed peak 5, with a tR of 24.9 min and absorption bands at λmax = 209.9
and 279.3 nm, which exhibited similarity to an esterified catechin analog that has been re-
ported for this genus [26]. It is worth noting that the results obtained are in good agreement
with previous reports on the phytochemical content of this genus [31–35]. Likewise, this
study highlights the presence of a similar metabolic profile for these four metabolites in the
extracts analyzed from C. peltata and C. obtusifolia.
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Figure 2. HPLC chromatograms of the hydroalcoholic extracts of C. peltata (Cp1–Cp4) and
C. obtusifolia (Co5). The peaks are numbered in ascending order according to their retention times
(λ = 330 nm). 1, chlorogenic acid; 2, isoorientin; 3, orientin; 4, vitexin analog; 5 cathequin analog.

Chlorogenic acid, isoorientin, orientin, and the vitexin analog have been established
as chemical markers in quality control for the medicinal use of Cecropia species [26,30]. The
quantification of these metabolites by HPLC are summarized in Figure 3. The Cp3 sample
presented the highest concentrations of chlorogenic acid and isoorientin: 39.8 ± 2.3 mg/g
and 51.5 ± 2.9 mg/g, respectively, whereas two extracts of C. peltata (Cp1 and Cp4) and
the extract of C. obtusifolia (Co5), did not show significant differences for both chemical
markers: chlorogenic acid (25.3 ± 2.8, 24.3 ± 0.3, and 24.1 ± 1.5 mg/g, respectively)
and isoorientin (34.6 ± 0.3, 38.5 ± 0.3, and 37.2 ± 1.5 mg/g, respectively). However, a
particular case was detected when analyzing the extract Cp2; although it showed similarity
in its chlorogenic acid content (22.61 ± 1.7 mg/g) with respect to Cp1, Cp4, and Co5,
it was the sample with the lowest concentration of isoorientin (8.1 ± 0.4 mg/g), with
a significant difference when compared with the other extracts. In the case of orientin,
Cp4 showed the highest content (49.9 ± 0.6 mg/g), followed by Cp1 (34.5 ± 1.8 mg/g)
and Cp2 (27.9 ± 1.5 mg/g), with significant differences between them; likewise, Cp3 and
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Co5 exhibited the lowest concentrations (7.9 ± 0.8 and 11.6 ± 0.6 mg/g, respectively),
with no significant difference between them. For the vitexin analog, the quantification
was performed by employing the aglycone moiety apigenin, and the sample with the
highest content was Cp2 (6.2 ± 0.2 mg/g), which was significantly different from the
other samples, followed by Cp4 (5.1 ± 0.2 mg/g) and Cp1 (4.7 ± 0.2 mg/g), which were
not different. The samples with the lowest concentration of this compound were Cp3
(4.4 ± 0.4 mg/g) and Co5 (4.5 ± 0.3 mg/g); these values were significantly different from
Cp4, but they were statistically similar to Cp1. Regarding the esterified catechin analog, the
area under the curve obtained was unsuitable for quantification. These results are consistent
with those of previous studies that showed regional variability in the concentration of
these chemical markers, which may impact the use attributed to the species in traditional
medicine [20,27,34].
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Figure 3. Concentration (mg/g) of chlorogenic acid, isoorientin, orientin, and the vitexin analog in
the hydroalcoholic extracts of C. peltata (Cp1–Cp4) and C. obtusifolia (Co5). The data represent the
mean ± standard error (n = 3) for each extract. Statistical significance was determined using analysis
of variance (ANOVA) followed by a post hoc Tukey test. Bars with the same letter (a–l) represent no
significant difference at p < 0.05.

The spectroscopic and chromatographic methods used for the quantification of TPC,
TFC, and the total chemical marker content (TCMC) are not comparable to each other, as
each one has particular scopes and limitations [36–38]. Therefore, it was not possible to
establish a direct relationship between the TPC, TFC, and TCMC values. However, it was
possible to observe a trend that marked differences both within and between species, where
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C. peltata (Cp4) from the “Ríos” sub-region differed from the other samples of the same
species (Cp1, Cp2, and Cp3), with higher values of TPC, TFC, and TCMC. On the other
hand, C. obtusifolia (Co5) showed a statistically significant variation in TPC and TFC with
respect to all C. peltata samples and was similar only to Cp2 in TCMC (Table 1).

Table 1. TPC, TFC, and TCMC in species of Cecropia *.

Cp1 Cp2 Cp3 Cp4 Co5

TPC (mg GAE/g E) 84.1 ± 3.3 c 103.4 ± 6.3 b,c 111.3 ± 4.8 b 155 ± 9.1 a 53.5 ± 1.1 d

TFC (mg RE/g E) 100.1 ± 5.5 d 158.8 ± 19.6 d 374.5 ± 36.1 c 724 ± 22.2 a 567.1 ± 30.5 b

TCMC (mg/g) 100.8 ± 4.2 b 64.9 ± 1.0 c 103.9 ± 4.7 b 118.0 ± 0.7 a 77.4 ± 1.1 c

* TPC: Total Phenol Content; TFC: Total Flavonoid Content and TCMC: Total Chemical Marker Content of the
hydroalcoholic extracts of C. peltata (Cp1–Cp4) and C. obtusifolia (Co5). Statistical significance was determined
using analysis of variance (ANOVA) followed by a post hoc Tukey test. Values with the same letter (a–d) represent
no significant difference at p < 0.05, for the same assay.

2.3. Multivariate Analysis of 1H-NMR Profiles

The 1H-NMR metabolic profiles of each of the hydroalcoholic extracts of Cecropia spp.
are shown in Figure 4.
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Figure 4. 1H-NMR profiles (D2O, 600 MHz; region δ 8.00 to 0.00 ppm) of the hydroalcoholic extracts
of C. peltata (Cp1–Cp4) and C. obtusifolia (Co5); a–c corresponds to triplicates of each sample. Inserted
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The 1H-NMR data, used in the principal component analysis and the PCA score graph
(PC1 vs. PC2), were obtained with 65.2% explained variance, as shown in Figure 5A.
This allowed the identification of differences in the metabolic content for both intra- and
interspecies. In the first case, Cp4 represented an independent group differentiated from
the other three samples of the same species, while, Cp1, Cp2, and Cp3 belonged to the
same group, with Cp1 and Cp3 being different from each other but similar to Cp2. On the
other hand, the interspecies differences were very noticeable, as the sample of C. obtusifolia
(Co5) represented an independent grouping with no affinity to C. peltata.
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a–c correspond to triplicates of each sample. (B) Variable Importance in Projection (VIP) of the defined
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The PLS-DA generated the VIP values (Figure 5B), where the chemical shifts with
the highest score were located mainly in the region of methines of oxygenated bases
(δ 3.24–δ 3.92 ppm) that can be attributed, according to the literature [39,40], to the presence
of sugars such as glucose (δ 3.68, δ 3.76, and δ 3.88 ppm) and xylose (δ 3.60 and δ 3.72 ppm),
which have been previously reported in Cecropia species [27]. These results are consistent
with the intraspecies differences observed in the PCA, as the independent group of C. peltata
from the “Ríos” sub-region (Cp4) obtained a higher score in chemical shifts attributed to
xylose than Cp1, Cp2, and Cp3. By contrast, the intraspecies differences observed in the
PCA between Cp1 and Cp3 can be associated with a higher score, in the second sample,
for the chemical shifts attributed to glucose and xylose. The interspecies differences were
also corroborated, as C. obtusifolia, which represented an independent group in the PCA,
was the sample with the highest score for the chemical shifts attributed to both sugars.

It is noteworthy that the analytical methods applied in this contribution revealed
intra- and interspecies differences in the Cecropia samples studied, by quantifying specific
groups of metabolites (TPC, TFC, and TCMC) and by analyzing the pattern in the 1H-NMR
fingerprinting of whole extracts. The general tendencies that allowed the identification of
the diversity between samples remained the same. These results highlight the importance of
applying diverse analytical techniques in order to obtain a more comprehensive view of the
metabolic differences that may be involved in the analysis of samples of the same species
obtained from different sub-regions or samples of different species of the same genus.

Finally, it is important to highlight that the presence of polyphenols and flavonoids,
as well as that of the four chemical markers, correlates with the use of these species in
traditional medicine. However, the intra- and interspecies differences in the concentrations
of these metabolites suggest the need to establish adequate conditions for the rational use
of both species for the treatment of diabetes and hypertension, the main diseases for which
Cecropia species are employed.

3. Materials and Methods
3.1. Plant Material and Extraction of Cecropia Species

Mature specimens of Cecropia spp. (with a height greater than 2 m) [11] were identified
at the five sampling points (Figure 6). The leaves of Cecropia spp. were collected in triplicate
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in the five sub-regions of the state of Tabasco, Mexico, in the periods of March–May and
August 2021.
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Figure 6. Collection points in Tabasco, Mexico, of leaves of C. peltata (Cp1–Cp4) and C. obtusifolia
(Co5); map was made using QGIS® v. 3.30.3 (Beaverton, OR, USA).

Table 2 shows the data corresponding to the geolocation (Google Maps®, Mountain
View, CA, USA) of the points where each of the samples was collected. One specimen from
each collection was deposited in the Herbarium of the Universidad Juárez Autónoma de
Tabasco, Mexico.

Table 2. Geolocation of collection sites and taxonomic identification of Cecropia species.

Sub-Region Municipality Geographical
Coordinates Species Voucher

Number

“Centro” Jalpa de Méndez N 18◦11′50.046′′/W
93◦10′15.2544′′ C. peltata 36575

“Chontalpa” Comalcalco N 18◦15′47.0916′′/W
93◦14′22.884′′ C. peltata 36575

“Pantanos” Centla N 18◦32′22.8084′′/W
92◦38′11.7852′′ C. peltata 36666

“Ríos” Tenosique N 18◦11′50.046′′/W
93◦10′15.2544′′ C. peltata 36575

“Sierra” Tacotalpa N 17◦27′28.2024′′/W
92◦46′46.2108 C. obtusifolia 36667

The leaves were dried at room temperature in the dark for 72 h and ground (4–6 mm)
using a Pulvex MP300. The dried plant materials (500 g each) were extracted by maceration
with a mixture of reaction-grade solvents (ethanol:water 7:3 (2 L); Merck, Darmstadt,
Germany); the maceration procedure was performed three times (24 h each) for each sample
in order to ensure an exhaustive extraction. These extracts were filtered, concentrated in a
rotary evaporator (Büchi R-300, Flawil, Switzerland), and then lyophilized (Freeze Dryer,
Scientz-10N); a total of 15 extracts were obtained, and the labels for their identification and
their average yield are shown in Table 3.

Table 3. Nomenclature and percentages for hydroalcoholic extracts obtained from C. peltata (Cp) and
C. obtusifolia (Co).

Sub-Region Label * Average Yield %

“Centro” Cp1a–c 9.3 ± 2.5
“Chontalpa” Cp2a–c 10.5 ± 3.2
“Pantanos” Cp3a–c 13.2 ± 2.6

“Ríos” Cp4a–c 8.6 ± 1.8
“Sierra” Co5a–c 10.5 ± 2.2

* a–c corresponds to triplicates of each sample.
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3.2. Total Phenol Content of the Hydroalcoholic Extracts of C. peltata and C. obtusifolia

The total phenol content was determined according to the Folin–Ciocalteu method
described by Difonzo et al., 2022. The extract (10 mg) was properly diluted in 1 mL of
MeOH (179337, Merck, Darmstadt, Germany); an aliquot of 100 µL was mixed with 250 µL
of Folin–Ciocalteu reagent (47641, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 1400 µL of
H2O; this mixture was incubated for 3 min and subsequently, 250 µL of 20% of Na2CO3
(223530, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added; the solution was incubated in
the dark for 2 h at room temperature. The absorbance was measured at 760 nm using a
spectrophotometer (GENESYS™ 10S UV–Visible Spectrophotometer, Thermo Scientific,
Madison, WI, USA). A calibration curve was prepared with standard solutions of gallic acid
(398225, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in MeOH (1.0, 2.0, 4.0, 6.0 and 7.0 µg/mL).
The curve had an R2 of 0.9991. The results were expressed as mg of gallic acid equivalent
per g of extract (mg GAE/g E). The analyses were carried out in triplicate [41].

3.3. Total Flavonoid Content of the Hydroalcoholic Extracts of C. peltata and C. obtusifolia

The total flavonoid content was measured by a colorimetric assay developed by
Zhu et al., 2010. An aliquot of the diluted sample in MeOH (100 µL) was mixed with
1675 µL of H2O, and 75 µL of NaNO2 (5%, w/w; 221341, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) was added to the flask. After 5 min, 150 µL of AlCl3 (10% w/w; 206911, Merck,
Darmstadt, Germany) was incorporated, and the reaction was quenched 6 min later by
the addition of 500 µL of NaOH (1 M; 221465, Merck, Darmstadt, Germany); the solution
was incubated in the dark for 2 h at room temperature. The absorbance of the mixture was
determined at 510 nm using a spectrophotometer (GENESYS™ 10S UV-Visible Spectropho-
tometers, Thermo Scientific, Madison, Wisconsin, USA). A calibration curve was prepared
with rutin standard solutions (10.0, 20.0, 30.0, 40.0, and 50.0 µg/mL; 78095, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). The calibration curve had an R2 of 0.9994. The results were expressed
as mg of rutin equivalents per g of extract (mg RE/g E). The analyses were carried out
in triplicate [37].

3.4. Preliminary HPLC Analysis and the Quantification of Chlorogenic Acid, Isoorientin, Orientin,
and the Vitexin Analog in Hydroalcoholic Extracts of C. peltata and C. obtusifolia

The chromatographic analysis was performed as described by Gallegos-García et al.,
2022. In general, it was performed using a Waters 2695 chromatograph with a Waters
2696 separation module and a photodiode array detector with Empower Pro software
(Waters Corporation, Milford, MA, USA). A Supelcosil LC-F column (4.6 mm × 250 mm
i.d., particle size 5 µm; Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA) was used. The mobile phase
consisted of a 0.5% aqueous solution of trifluroacetic acid (302031, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), as solvent A and acetonitrile (34851, Merck, Darmstadt, Germany) as solvent
B, with the following gradient: 0–1 min, 0% of B; 2–3 min, 5% of B; 4–20 min, 30% of B;
21–23 min, 50% of B; 24–25 min, 80% of B; 26–27 min, 100% of B; 28–30 min, 0% of B; the
flow rate was 0.9 mL/min. The sample volume was 10 µL of a methanolic solution of each
extract (2 mg/mL) [42]. Likewise, a spectrophotometric scan was performed from 200 to
600 nm, and it was observed that by adjusting the detector to 330 nm, the distortion of the
linear base decreased, and the peaks became more defined with a greater definition of the
absorption bands corresponding to the identified compounds.

Quantification of the chlorogenic acid, isoorientin, orientin, and the vitexin analog
was performed using calibration curves of external standards. Each calibration curve
was constructed by injecting 50 µL of serial dilutions of pure chlorogenic acid (C3878,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), isoorientin (78019, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), and orientin (55736, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); in the case of the vitexin
analog, the quantification was performed with apigenin standard (42251, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA); all extracts and standards were dissolved in MeOH (12, 25, 50, 100, and
200 µg/mL). The calibration curves were based on peak areas of the HPLC chromatograms
and had an R2 of 0.998, 0.999, 0.999, and 0.9998, respectively. The results are represented as
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mg per g of extract [20,43]. To visualize the differences in the content of chemical markers
in the Cecropia species, the Total Chemical Marker Content (TCMC) was expressed as the
sum of the concentrations of each chemical marker (chlorogenic acid, isoorientin, orientin,
and the vitexin analog) in each sample.

3.5. 1H-NMR Fingerprinting and Multivariate Analysis of the Hydroalcoholic Extracts of C.
peltata and C. obtusifolia

1H-NMR experiments were performed as described by Hernández-Bolio et al., 2021,
with some modifications. The samples were processed at 25 ◦C on a Varian AR Premium
Compact at 600 MHz. In brief, 10 mg of each extract was dissolved in 700 µL of D2O (0.05%
TSP; 450510, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and transferred to a 5 mm NMR tube.
The 1H-NMR spectra were recorded with the following parameters: pulse width: 5.9 µs,
relaxation time: 1.0 s, number of transients: 64 with data collected from 65K data points.
During the recycle delay, a pre-saturation sequence was employed to suppress the residual
H2O signal with a selective low-power irradiation at the water resonance frequency. The
resulting spectra were processed using MNova 12.0 (MestreLab Research S.L.) as described
below. The phase was manually adjusted and the baseline was automatically corrected, a
Gaussian function with a line-broadening factor of 0.3 Hz was applied, and the reference
was set to sodium 3-trimethlysilyl [2, 2, 3, 3-d4] propionate (TSP; 0.0 ppm). After the
spectra were stacked, the region from δ 4.6–4.8 corresponding to residual water was deleted
to discard the effects of these intense signals in the multivariate analysis. Afterwards,
the spectra were normalized to the TSP signal and divided into intervals of equal size of
0.04 ppm each to obtain a total of 301 regions. The multivariate data were analyzed using
Principal Component Analysis (PCA) and Partial Least-Squares Discriminant Analysis
(PLS-DA) by MetaboAnalyst Software version 5.0 (www.metaboanalyst.ca, Alberta, Canada;
accessed on 26 January 2023). Those metabolites relative to the different species and/or
influencing the discrimination of the samples were identified using Chenomx NMR suite
software (v. 8.3, evaluation version, Chenomx Inc. Edmonton, Canada) [44].

3.6. Statistical Analysis

The total phenol, flavonoid, chlorogenic acid, isoorientin, orientin, vitexin analog, and
total chemical marker contents were expressed as the mean ± standard error of the mean
(SEM), and statistical significance was determined using analysis of variance (ANOVA)
with a confidence level of 95% (* p≤ 0.05) followed by the Tukey test. All statistics analyzed
were performed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

4. Conclusions

The hydroalcoholic extracts of the Cecropia species collected in the five sub-regions of
the state of Tabasco, Mexico, presented both intra- and interspecies differences based on
the content of the metabolic groups analyzed. C. peltata from the “Ríos” sub-region showed
the highest values of TPC, TFC, and TCMC compared to the other samples of the same
species; on the other hand, C. obtusifolia from the “Sierra” sub-region showed differences in
TPC and TFC with respect to the C. peltata samples, but it was similar in TCMC to C. peltata
from the “Chontalpa” sub-region. Likewise, a similar behavior was demonstrated in the
multivariate analysis of the 1H-NMR-fingerprinting, in which the differences were based
on the proportions of those signals attributed to sugar moieties present in the samples;
C. peltata from the “Ríos” sub-region again showed a difference when compared to the
other samples of the same species by presenting a higher proportion of signals attributed
to xylose. By contrast, the C. obtusifolia sample was completely differentiated from all
C. peltata samples, as it presented the highest proportion of signals attributed to glucose. It
should be noted that the application of various analytical techniques found differences in
the metabolic content of plants of the same species collected in different sub-regions, as
well as in species belonging to the same genus. This report constitutes a first study, to our
knowledge, among species of the genus Cecropia collected in the southeastern region of
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Mexico; therefore it contributes to the knowledge of the chemical contents of these plants.
Finally, this work seeks to support the design of specific actions aimed at the rational use of
herbal products derived from plants of this genus.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at
https://www.mdpi.com/article/10.3390/plants12132440/s1, Figure S1: HPLC chromatogram and
UV spectra of the main compounds of hydroalcoholic extracts of Cp1; Figure S2: HPLC chromatogram
and UV spectra of the main compounds of hydroalcoholic extracts of Cp2; Figure S3: HPLC chro-
matogram and UV spectra of the main compounds of hydroalcoholic extracts of Cp3; Figure S4:
HPLC chromatogram and UV spectra of the main compounds of hydroalcoholic extracts of Cp4;
Figure S5: HPLC chromatogram and UV spectra of the main compounds of hydroalcoholic extracts
of Co5.
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