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Resumen 1 

En México existe una gran tradición en el uso de plantas medicinales contra la diabetes; 2 

las especies del género Ibervillea conocidas en la medicina popular mexicana como 3 

“wereque” tienen una amplia historia etnobotánica como agentes antidiabéticos. 4 

Estudios previos realizados por nuestro grupo indicaron que el extracto de acetato de 5 

etilo de raíces de Iverbillea lindheimeri (Cucurbitaceae) contiene triterpenos 6 

tetracíclicos conocidos como cucurbitacinas. Algunos cucurbitanos han sido 7 

reconocidos por su actividad hipoglucemiante. En el presente trabajo evaluamos el 8 

efecto sobre la glucemia del extracto de acetato de etilo de I. lindheimeri y de sus 9 

principales metabolitos secundarios: la 23, 24-dihidrocucurbitacina D (1) y la 2-O-β 10 

glucopiranosil 23, 24-dihidrocucurbitacina D (2); adicionalmente se evaluaron los 11 

derivados acetilados 2,16-diacetil 23, 24- dihidrocucurbitacina D (3) obtenida a partir 12 

de 1, y 2-O-β- (2 ', 3', 4 ', 6' tetracetil) glucopiranosil, 16 acetil 23, 24-13 

dihidrocucurbitacina D (4) sintetizada a partir de 2. También se determinaron los 14 

mecanismos de acción in vivo de las cucurbitacinas activas 1, 2 y 4. Nuestros resultados 15 

mostraron que el extracto de acetato de etilo posee actividad antihiperglucemiante. Los 16 

compuestos 1, 2 y 4 reducen la glucemia en ratones CD1 diabéticos en comparación con 17 

el grupo control diabético. Las cucurbitacinas promovieron la translocación de Glut4 a 18 

la membrana plasmática tanto en el músculo sóleo como en el tejido adiposo del 19 

epidídimo de manera independiente de la insulina. La translocación de Glut4 es 20 

inducida tanto por la activación directa de AMPK en músculo sóleo como por la 21 

activación de AMPK y AKT en tejido adiposo. Estos resultados indican que las 22 

cucurbitacinas aisladas 1 y 2 son responsables de las propiedades antidiabéticas de I. 23 

lindheimeri ejercidas principalmente sobre el tejido adiposo y llaman la atención sobre 24 

esta especie como una nueva planta antidiabética y fuente de compuestos 25 

antidiabéticos.  26 

Adicionalmente, se evaluó la actividad citotóxica y antibacteriana de estos 27 

compuestos, y se aislaron nuevos compuestos no reportados en esta especie. 28 

 29 

 30 
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Abstract 31 

There is a great tradition in the use of medicinal plants against diabetes in Mexico; the 32 

species of the genus Ibervillea known in Mexican folk medicine as "wereque" have a 33 

long ethnobotanical history as antidiabetic agents.  Previous studies of our group 34 

indicated that the ethyl acetate extract from the roots of I. lindheimeri contains 35 

tetracyclic triterpenes known as cucurbitacins. Some Cucurbitane members have been 36 

recognized for their hypoglycemic activity. In this work, we evaluate the effect on 37 

glycemia of the ethyl acetate extract and its main secondary metabolites: 23, 24-38 

dihydrocucurbitacin D (1) and 2-O-β glucopyranosyl 23, 24-dihydrocucurbitacin D (2); 39 

additionally, the acetylated derivatives 2,16-diacetyl 23, 24-dihydrocucurbitacin D (3) 40 

obtained from 1, and 2-O-β- (2 ', 3', 4 ', 6' tetracetyl) glucopyranosyl, 16 Acetyl 23, 24-41 

dihydrocucurbitacin D (4) synthesized from 2 were also evaluated. The in vivo action 42 

mechanisms of active cucurbitacins 1, 2 and 4 were also determined. Our results 43 

showed that the ethyl acetate extract possesses antihiperglycemic activity. Compounds 44 

1, 2, and 4 lower blood glucose in diabetic CD1 mice compared to diabetic control 45 

group. Active cucurbitacins promoted the translocation of Glut4 to the plasma 46 

membrane both in the soleus muscle and in the epididymal adipose tissue 47 

independently of insulin. Glut4 translocation is induced by direct activation of AMPK in 48 

soleus muscle and by activation of AMPK and AKT in adipose tissue. These results 49 

indicate that the isolated cucurbitacins are responsible for the antidiabetic properties 50 

of I. lindheimeri exerted mainly on adipose tissue and call for attention to this species 51 

as a new antidiabetic plant, source of antidiabetic compounds. 52 

In addition to the main objective, the cytotoxic and antibacterial activities of these 53 

compounds were evaluated. Also, new compounds not reported in this species were 54 

isolated. 55 

 56 

 57 

 58 
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Introducción 59 

La prevalencia de diabetes mellitus está creciendo exponencialmente en todo el 60 

mundo a una proporción epidémica; esta enfermedad se caracteriza por una 61 

hiperglucemia crónica debido a un defecto en la producción, secreción y/o uso de 62 

insulina1. Los tratamientos actuales tienen efectos secundarios importantes haciendo 63 

necesarias ciertas medidas de farmacovigilancia2; por lo tanto se requiere de una 64 

búsqueda continua de nuevos fármacos para el tratamiento de este padecimiento.  En 65 

este contexto, las plantas medicinales, particularmente en países en vías de desarrollo, 66 

juegan un rol importante en el manejo y tratamiento de esta enfermedad 3,4. En México, 67 

el uso de remedios tradicionales juega un papel primordial como agentes terapéuticos 68 

contra la diabetes. Esto debido, principalmente, a la falta de recursos y los altos costos 69 

de los sistemas de salud. 70 

Tradicionalmente se ha utilizado a las especies del género Ibervillea, coloquialmente 71 

conocidos como “Wereque” por su actividad hipoglucemiante.  Principalmente se ha 72 

estudiado a la I. sonorae donde el efecto hipoglucemiante de los metabolitos aislados de 73 

esta planta han confirmado su uso tradicional como remedio contra la diabetes 5–7. 74 

Además de I. sonorae otras seis especies del género Ibervillea crecen en México8. Una de 75 

esas especies es Ibervillea lindheimeri (A. Gray) Greene. Las raíces secas y molidas de I. 76 

lindheimeri son similares tanto a la vista como al sabor a aquellas obtenidas de la planta 77 

medicinal I. sonorae.  Un estudio fitoquímico previo realizado por nuestro grupo 78 

demostró que I. lindheimeri sintetiza metabolitos secundarios tipo cucurbitano entre 79 

los que se encuentran la 23,24-dihidrocucurbitacina D, la 23,24-dihidrocucurbitacina F 80 

y la 2-O-β-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina D9.  81 

En la literatura existen informes que sugieren que algunos curcubitanos activan la 82 

proteína cinasa activada por AMP (AMPK) la cual a su vez promueve la translocación de 83 

los transportadores de glucosa 4 (Glut4) a la membrana plasmática10. La AMPK es 84 

considerada un detector de energía celular, el cual ayuda al balance energético de la 85 

célula el cual se activa con el aumento de relación AMP-ATP11,12.  86 

Tomando en consideración lo anterior se decidió establecer el efecto del extracto 87 

de AcOEt de Ibervillea lindheimeri y sus compuestos mayoritarios sobre la glucemia, y 88 
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en los segundos mensajeros involucrados en la translocación del Glut4 a la membrana 89 

plasmática. 90 

 Adicionalmente, se evaluaron la actividad antiproliferativa en líneas celulares de 91 

cáncer humano y de inhibición de factores de virulencia en Pseudomonas aeruginosa de 92 

estos compuestos. También se da a conocer el aislamiento de la 2,16-diacetil 23, 24- 93 

dihidrocucurbitacina D y la cucurbitacina L; compuestos no reportados en esta especie. 94 

 95 

 96 

Antecedentes  97 

La diabetes mellitus es una de las enfermedades de más rápido crecimiento en 98 

todo el mundo y se prevé que para 2045 afectará a 693 millones de adultos. Este 99 

padecimiento es un trastorno metabólico de etiología indeterminada, caracterizado por 100 

hiperglucemia crónica debido a un defecto en la producción, secreción y/o uso  de 101 

insulina1 lo que provoca un desequilibrio en la homeostasis de la glucosa derivando en 102 

alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lípidos y proteínas13–15. 103 

Eventualmente da lugar a enfermedades como ceguera, falla renal, daño a los nervios y 104 

enfermedades crónicas degenerativas principalmente cardiovasculares como 105 

arterosclerosis6,15–17.  106 

Hoy en día se tiene un diverso grupo de medicamentos para el tratamiento de 107 

esta enfermedad. Sin embargo, estos fármacos tienen importantes efectos secundarios 108 

lo que los hace inconvenientes2.  Por la cual se continúa con la búsqueda de nuevos 109 

compuestos para el tratamiento de esta enfermedad. Una aproximación para obtener 110 

nuevos fármacos la constituye el estudio de las plantas medicinales con antecedentes 111 

etnobotánicos para tratar la diabetes. Es conocido que las propiedades medicinales de 112 

estas especies vegetales se deben a la presencia de ciertos metabolitos secundarios que 113 

estas especies sintetizan. Por lo anterior, las plantas medicinales juegan un rol 114 

importante en el manejo y tratamiento de diabetes mellitus, particularmente en países 115 

en vías de desarrollo3,8.  116 

 117 
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Ibervillea lindheimeri 118 

En México, tradicionalmente se ha utilizado, por su actividad hipoglucemiante9, 119 

a la Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene, coloquialmente conocida como “wereque”. 120 

Las propiedades antidiabéticas de I. sonorae, han sido confirmadas al evaluar las 121 

propiedades hipoglucemiantes de los metabolitos secundarios obtenidos de esta 122 

planta7,19,20. Además de I. sonorae otras seis especies del género Ibervillea crecen en 123 

México8; una de estas especies es Ibervillea lindheimeri (A. Gray) Greene, la cual tiene 124 

raíces que al secarse y molerse tiene aspecto y sabor similar a I. sonorae. 125 

I. lindheimeri es una enredadera perenne delgada, rastrera o trepadora con 126 

zarcillos; produce pequeñas flores amarillas en verano y frutos color naranja a rojo 127 

brillante de 2-3.5 cm de diámetro en otoño, tiene hojas lobuladas de color verde oscuro 128 

se encuentran dispersas a lo largo de los tallos ramificados. Crece a partir de un gran 129 

cáudice grueso, casi globoso o algo aplanado, en las plantas más viejas miden hasta 35 130 

cm de diámetro.21 El cáudice es utilizado en medicina tradicional para obtener tinturas, 131 

te, o en forma de cápsulas  llenas con el cáudice pulverizado para tratar diabetes y 132 

cáncer entre otras enfermedades.  133 

 El  estudio de los de los componentes químicos de I. lindheimeri realizado por 134 

nuestro grupo mostro que el extracto de AcOEt de las raíces posee metabolitos 135 

secundarios del tipo cucurbitano entre los que se encuentran la 23,24-136 

dihidrocucurbitacina F (C30H48O7= 520.70 g/mol), la 23,24-dihidrocucurbitacina D (1) 137 

(C30H46O7= 518.60 g/mol) ( 138 

 139 

 140 

 141 

 142 

 143 

 144 

 145 

 146 

Figura 1C), y la 2-O-β-D-glucopiranosil-23,24-  147 

dihidrocucurbitacina D (2) (C36H56O12= 680.83 g/mol)9( 148 
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 149 

 150 

 151 

 152 

 153 

 154 

 155 

 156 

Figura 1D).  157 

 158 

Cucurbitacinas 159 

Las cucurbitacinas son un grupo de compuestos triterpenoides aislados originalmente 160 

como los compuestos amargos de especies de la familia Cucurbitácea. Estos 161 

triterpenoides están extensamente distribuidos en el reino vegetal, donde actúan como 162 

feromonas químicas heterólogas que protegen a las plantas de factores ambientales 163 

como la depredación, infecciones y estrés hídrico 22. La concentración de cucurbitacinas 164 

varía entre los tejidos. Pueden concentrarse en frutas y raíces de plantas maduras. Por 165 

ejemplo, en las frutas donde se producen cucurbitacinas, su mayor concentración se 166 

logra en la madurez. Las semillas generalmente contienen una concentración muy baja 167 

de estos triterpenos. La mayoría de las cucurbitacinas son solubles en éter de petróleo, 168 

cloroformo, benceno, acetato de etilo, metanol y etanol, pero son insolubles en éter. 169 

Los cucurbitanos se caracterizan por un núcleo tetracíclico 19-(10->9b)-abeo-170 

10α-lanosto-5-eno (núcleo de cucurbitano); una característica común entre las 171 

cucurbitacinas es la presencia de un doble enlace entre C5 y C6. Estos triterpenos se 172 

diferencian del núcleo esteroideo en el hecho de que en el esqueleto cucurbitano un 173 

grupo metilo se encuentra en C-9 en lugar de C-10 ( 174 

 175 

 176 

 177 

 178 



 

7 
 

 179 

 180 

 181 

Figura 1A). La diversidad de las cucurbitacinas radica en la variedad de sus 182 

derivados de cadena lateral; otras características importantes que los difieren de la 183 

mayoría de los otros triterpenos tetracíclicos es ser altamente insaturados y contener 184 

numerosos grupos ceto‑, hidroxil‑ y acetoxi‑ como sustituyentes en el núcleo 185 

curcubitano. Esta diversidad de sustituyentes oxigenados contribuye a sus diversas 186 

acciones farmacológicas23; en la actualidad se han documentado propiedades 187 

antiinflamatorias, antitumorales e hipoglucemiante para estos compuestos24. 188 

 189 

 190 

 191 

 192 

 193 

 194 

 195 

 196 

 197 

 198 

Figura 1. Estructura química de las cucurbitacinas. A) Estructura general del esqueleto cucurbitano 199 
(Tomado de Chen, et al, 2015). B) Estructura química de la 23, 24- dihidrocucurbitacina F. C) Estructura 200 
química de la 23, 24- dihidrocucurbitacina D (1). D) Estructura química de la 2-o-β glucopiranosil 23, 24 201 
dihidrocucurbitacina D (2). 202 

 203 

Particularmente los compuestos cucurbitanos aislados de la fruta asiática 204 

Momordica charantia han mostrado poseer actividad hipoglucémica24. Tan et al (2008) 205 

determinaron que la activación de la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) es el 206 

mecanismo de acción in vitro de estos compuestos, favoreciendo entre otras cosas, el 207 

incremento de la translocación del Glut4 a la membrana plasmática10. Este 208 

descubrimiento es particularmente interesante en relación con la diabetes y obesidad 209 
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porque la activación de AMPK aumenta la oxidación de ácidos grasos, inhibe la síntesis 210 

de lípidos y puede mejorar la acción de la insulina25, adicionalmente las cucurbitacinas 211 

han sido asociadas con la regulación del metabolismo del glucógeno hepático26,27. 212 

 213 

Captación de glucosa post-prandial: Glut4 214 

  El principal mecanismo celular que disminuye la glucemia cuando se ingieren 215 

carbohidratos es el transporte de glucosa al músculo esquelético y al tejido adiposo. El 216 

Glut4 es un transportador transmembranal encargado de facilitar el paso de la glucosa 217 

al interior de la célula (difusión facilitada) y es un regulador clave en la homeostasis de 218 

glucosa en todo el cuerpo.  La principal proteína transportadora que media la captación 219 

de glucosa post-prandial es el Glut4. En condiciones basales este transportador se 220 

encuentra dentro de vesículas en el citosol las cuales son translocadas a la membrana 221 

plasmática tras recibir un estímulo. La translocación del Glut4 puede ser activada por 222 

la insulina, la cual  estimula la activación de la proteína cinasa B (AKTβ) mediante dos 223 

mediadores: la proteína cinasa dependiente de fosfoinositido (PI3K) y el complejo 2 del 224 

blanco de rapamicina en mamíferos (mTORC2)28–30.  La activación de la AMPK también 225 

regula positivamente la translocación de Glut4; esta puede activarse mediante un 226 

aumento de AMP en la proporción AMP/ATP  (baja de energía), por la  vía  de la quinasa 227 

hepática B1 (LKB1 por sus siglas en inglés)31o un elevado nivel de calcio intracelular lo 228 

cual lleva a la activación de AMPK y la CAMKKy (Proteína cinasa dependiente de Ca2+ 229 

cinasa)32. Las rutas de señalización de AKTβ y AMPK convergen en una ruta común 230 

ambas proteínas pueden fosforilar al sustrato de AKT de 160 kDa (AS160) en diversos 231 

sitios promoviendo la unión de las proteínas 14-3-3 que inhabilita la actividad de AS160 232 

de inhibir Rab-Gap. La inhibición de GAP promueve el cambio de conformación de Rab 233 

menos activa a su forma más activa la cual permite que las vesículas de Glut4 se muevan 234 

y difundan a la membrana plasmática 33,34 (Figura 2). La falla en la translocación del 235 

Glut4 a la membrana plasmática es uno de los primeros pasos en el desarrollo de 236 

resistencia a la insulina y Diabetes mellitus tipo 2.  237 
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 238 

Figura 2. Ruta de señalización para la translocación de Glut4 a la membrana plasmática. Diseño 239 
original creado con BioRender.com. 240 

Tomando en cuenta los antecedentes anteriores, en este estudio se propone que el 241 

extracto de acetato de etilo (AcOEt) de I. lindheimeri y sus compuestos mayoritarios 242 

podrían tener un efecto hipoglucemiante independiente de insulina en un modelo de 243 

diabetes inducida. Para esto, se evaluaron el efecto del extracto de AcOEt de I. 244 

lindheimeri así como sus compuestos mayoritarios sobre la glucemia y segundos 245 

mensajeros involucrados en la translocación de Glut4 a la membrana plasmática.  246 

 247 

 248 

Hipótesis  249 

Los cucurbitanos aislados del extracto de AcOEt de Ibervillea lindheimeri tendrán un 250 

efecto hipoglucemiante, independiente de insulina, en un modelo de diabetes inducida. 251 
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Objetivos 252 

Objetivo general 253 

Evaluar el efecto del extracto de AcOEt de Ibervillea lindheimeri y sus compuestos 254 

mayoritarios sobre la glucemia y segundos mensajeros involucrados en la translocación 255 

del transportador de glucosa 4 a la membrana plasmática. 256 

 257 

Objetivos particulares 258 

1. Obtener el extracto de AcOEt de la raíz de I. lindheimeri. 259 

2. Establecer el efecto sobre la glucemia del AcOEt en un modelo de diabetes. 260 

3. Aislar los compuestos mayoritarios de AcOEt. 261 

4. Evaluar el efecto sobre la glucemia de los compuestos mayoritarios aislados. 262 

5. Evaluar el efecto de los compuestos sobre la translocación de Glut4. 263 

6. Evaluar el efecto de las cucurbitacinas sobre los segundos mensajeros 264 

involucrados en la translocación de Glut4 a la membrana plasmática. 265 

 266 

 267 

Materiales y métodos 268 

 269 

Material vegetal 270 

Se colectaron especímenes de la planta completa de Ibervillea lindheimeri para su 271 

identificación cerca de la estación Peñablanca, municipio de Peña de Miller, Querétaro, 272 

México. La colecta se realizó en tres diferentes ocasiones comprendidas entre el 273 

invierno del 2015 y el verano del 2016. Los especímenes de la planta fueron 274 

identificados por el Dr. Rafael Lira del Instituto de Biología, UNAM. El voucher de los 275 

especímenes corresponde a MEXU, 111000 del herbario del Instituto de Biología 276 

UNAM. 277 

 278 

Aislamiento y síntesis 279 

Aislamiento de la 23, 24-dihidrocucurbitacina D (1) y de la 2-O-(β-D-glucopiranosil)-280 

23,24-dihidrocucurbitacina D (2). 281 

La raíz de I. lindheimeri fue cortada en rebanadas pequeñas, secada al sol y 282 

molida. El material vegetal seco y molido fue sometido a maceración sucesiva con 283 
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hexano (Hx) anhidro, 95% Sigma-Aldrich; acetato de etilo (AcOEt) anhidro, 99.8% 284 

Sigma-Aldrich y metanol (MeOH) anhidro, 99.8% Sigma-Aldrich. La 285 

destilación(evaporación) de los disolventes a presión reducida y a temperatura de 60°C 286 

en un rotavapor Buchi produjo los respectivos extractos.   Los compuestos mayoritarios 287 

del AcOEt fueron aislados utilizando el método de cromatografía por columna abierta 288 

(CCA) utilizando sílice-gel como soporte y eluída con mezclas de disolventes de 289 

polaridad creciente. De las fracciones eluídas con Hx:AcOET (1:1) se aisló un sólido. La 290 

purificación de este sólido mediante un proceso de recromatografía por CCA en las 291 

mismas condiciones utilizadas previamente, permitió el aislamiento de la 23, 24-292 

dihidrocucurbitacina D (1). De las fracciones eluídas con una mezcla AcOEt:MeOH (9:1) 293 

de la columna inicial se aisló un precipitado el cual se purificó mediante una 294 

recromatografía como se describió anteriormente, aislándose la 2-O-(β-D-295 

glucopiranosil)-23,24-dihidrocucurbitacina D (2). La identificación de 1 y 2 se logró por 296 

el análisis y comparación de sus datos espectroscópicos con los publicados 297 

previamente9.  298 

 299 

Síntesis de la 2,16-diacetil 23, 24-dihidrocucurbitacina D (3) y la 2-O-β (2’, 3’, 4’,6’ tetra 300 

acetil) glucopiranosil-16 acetil-23,24-dihidrocucurbitacina D (4) 301 

Las cucurbitacinas 1 y 2 se acetilaron en reacciones por separado en presencia 302 

de piridina y anhídrido acético a 60° C por 6 horas. Después de ese tiempo se añadió 303 

agua y se extrajeron con AcOEt. La fase orgánica se lavó con una solución de HCl al 10% 304 

y después con agua, se secó con sulfato de sodio anhidro y se concentró a presión 305 

reducida. Los productos de estas reacciones se purificaron por CCA. Obteniéndose la 306 

2,16-diacetil 23, 24-dihidrocucurbitacina D (3) y la 2-O-β (2’, 3’, 4’,6’ tetra acetil) 307 

glucopiranosil-16 acetil-23,24-dihidrocucurbitacina D (4) respectivamente. La 308 

identificación de los compuestos se logró mediante el análisis y comparación de sus 309 

datos espectroscópicos con los datos publicados para estos compuestos (Ver Anexos). 310 

 311 
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Animales experimentales 312 

Inicialmente se utilizaron ratas Wistar macho de 200-210 g para la evaluación 313 

del efecto sobre la glicemia del AcOEt. Los animales fueron comprados en el bioterio del 314 

Instituto de Fisiología Celular, Universidad Nacional Autónoma de México.  315 

Posteriormente, para la evaluación de la actividad de las cucurbitacinas 1-4 se 316 

utilizaron ratones CD1 macho de 20-25 g.; los ratones fueron comprados en el Instituto 317 

de Ciencias de la Salud, Universidad Autónoma del estado de Hidalgo y del bioterio de 318 

la Unidad de Biomedicina (UBIMED), FES Iztacala, Universidad Nacional Autónoma de 319 

México. Los ratones se mantuvieron en un ambiente libre de patógenos en el bioterio 320 

de FES-Iztacala. Todos los procedimientos experimentales con animales fueron 321 

diseñados para minimizar el sufrimiento y el número de sujetos utilizados. Estos 322 

estudios se realizaron de acuerdo con los estándares éticos aprobados y realizados bajo 323 

estricto apego a los lineamientos para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 324 

adoptados por los Institutos Nacionales de Salud de EE. UU., y el Reglamento Mexicano 325 

de Cuidado y Mantenimiento Animal (NOM-062ZOO -1999, 2001). Este procedimiento 326 

fue aprobado por el Comité de Ética de FES-Iztacala y el IFC, UNAM. Utilizamos dos 327 

modelos diferentes para la evaluación del efecto de AcOEt y de las cucurbitacinas 1-4 328 

sobre la glucemia debido a la poca cantidad obtenida de compuestos aislados. 329 

 330 

Inducción química de diabetes 331 

Ratas Wistar 332 

La diabetes se indujo en 20 ratas seleccionadas al azar de un total de 30 333 

individuos y se formaron grupos de cinco especímenes.  Se privó de alimento a los 334 

animales por 12 horas previa a la administración de una dosis única de 40 mg/kg de 335 

estreptozotocina (STZ) en la vena de la cola. La STZ fue preparada en amortiguador de 336 

acetato (C2H3NaO2, 0.10 M C2H4O2, pH 4.5) 24 horas previa a su administración. Se 337 

monitoreo la glucemia cinco días después de la administración de STZ. Los individuos 338 

con una glucemia ≥200 mg/dL se consideran diabéticos. 339 
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Ratones CD1 340 

La diabetes se indujo en 18 ratones seleccionados al azar de un total de 32 individuos. 341 

Se privó de alimento a los animales por 12 horas previa a la administración de una dosis 342 

única de 125 mg/kg de STZ intraperitoneal (ip). La STZ se preparó al momento en 343 

amortiguador de citrato (C6H8O7 0.10 M C6H9Na3O9, pH 4.5) fresco. Los ratones con una 344 

glucemia de ≥200 mg/dL se consideraron diabéticos. 345 

Medición de glucemia y curva de tolerancia a glucosa 346 

El AcOEt se evaluó de manera aguda para determinar su actividad sobre la 347 

glucemia en ratas Wistar macho. Las ratas fueron divididas en grupos de cinco 348 

individuos como se describe en la Tabla A.  Las dosis fueron administradas vía 349 

intraperitoneal (ip) en solución salina con 0.1% de tween 20 como vehículo. Los niveles 350 

de glucosa se tomaron a los tiempos 0 (previo a la administración de tratamiento), 15 351 

min, 30 min, 60 min y 120 min post administración. La concentración de glucosa en 352 

sangre se midió tomando muestras de sangre de la cola de la rata. Se utilizó un 353 

glucómetro Accutrend GC (Roche). 354 

Tabla A. Tratamientos y grupos experimentales utilizados para evaluar la actividad sobre la 355 
glucemia de AcOEt. RND=ratas no diabéticas. RD=ratas diabéticas. 356 

Grupo Individuos y tratamiento n 
1 RND + vehículo 

5 

2 RND +AcOEt [500 mg/kg] 
3 RD +vehículo 
4 RD + AcOEt [500 mg/kg] 
5 RD + AcOEt [250 mg/kg] 
6 RD +metformina [500 mg/kg] 

 357 

Las cucurbitacinas 1-4 se evaluaron de manera aguda para determinar su efecto sobre 358 

la glucemia en ratones CD1 con 10-12 horas de ayuno. Los ratones fueron divididos 359 

en grupos de 3 individuos y tratados como se describe en la tabla B. Las dosis fueron 360 

administradas oralmente utilizando solución salina más 0.1% de Tween 20 como 361 

vehículo. El nivel de glucosa se midió al tiempo 0 (previo a la administración de 362 

tratamientos); pasados 30 minutos (min) de la administración del tratamiento se les 363 

administró oralmente una solución de glucosa [1.5 g/kg]. La glucemia se midió a los 364 

tiempos 15 min, 30 min, 60 min y 120 min posteriores a la ingesta de glucosa. Para 365 
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determinar la glucemia se tomaron muestras de sangre de la cola del ratón. 366 

Utilizamos un glucómetro Accutrend GC (Roche) para medir la glucosa sanguínea.  367 

Tabla B. Tratamientos y grupos experimentales utilizados para evaluar la actividad de 1-4 368 
sobre la glucemia. Ratones no diabéticos (MND), ratones diabéticos (MD), vehículo=solución salina 369 
+0.1%tween 20, 23,24 dihidrocucurbitacina D (1), 2-O-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D 370 
(2), 2, 1616 acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D (3), 2-O-β (2’,3’,4’,6’, tetracetil) glucopiranosil, 16 371 
acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D (4).   372 

Individuos y tratamiento n Individuos y tratamiento 
 MND + vehículo 

3 

MD +vehículo 
MND + 1 [83 mg/kg] MD + 1 [83 mg/kg] 

MND + 3 [500 mg/kg] MD + 3 [500 mg/kg] 
MND + 2 [500 mg/kg] MD + 2 [500 mg/kg] 
MND + 4 [500 mg/kg] MD + 4 [500 mg/kg] 

MND + metformina[500 mg/kg] MD + metformina [500 mg/kg] 

 373 

Establecimiento del efecto de los compuestos sobre la translocación de Glut4 374 

Inmunohistoquímica  375 

Se evaluó el efecto de los compuestos 1, 2 y 4 sobre la translocación de Glut4 a 376 

la membrana plasmática (MP) en tejido muscular (músculo sóleo) y tejido adiposo 377 

(epidídimal). Los compuestos evaluados fueron seleccionados tomando en cuenta los 378 

resultados obtenidos en la prueba de tolerancia a glucosa. Nuevamente, se utilizaron 379 

ratones CD1 macho de 20-25 g a los que se les indujo diabetes con 125 mg/kg de STZ. 380 

Se monitoreó la glucosa por 2 semanas considerándose como diabéticos los individuos 381 

que presentaron una glucosa superior a 200 mg/dl. Al igual que con la prueba 382 

de tolerancia a glucosa anterior, se administraron los tratamientos (Tabla C) 30 min 383 

antes de la administración de 1.5 g/kg de glucosa oral.   384 

 Tabla C. Tratamientos y dosis utilizados en la evaluación de la translocación del Glut4 a la 385 
membrana plasmática. Ratones no diabéticos (MND), ratones diabéticos (MD), vehículo=solución 386 
salina +0.1%tween 20, 23,24 dihidrocucurbitacina D (1), 2-O-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina 387 
D (2), 2-O-β (2’,3’,4’,6’, tetracetil) glucopiranosil, 16 acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D (4).   388 

Individuos y tratamiento n Individuos y tratamiento 

MND + vehículo 

3 

MD +vehículo 
MND+ 1 [48 mg/kg] MD+ 1 [83 mg/kg] 
MND+ 2 [500mg/kg] MD+ 2 [500mg/kg] 
MND+ 4 [500 mg/kg] MD+ 4 [500mg/kg] 

MND + metformina [500mg/kg] MD + metformina [500mg/kg] 
 389 
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Los ratones fueron sacrificados 30 min posterior a la administración de glucosa, de 390 

acuerdo con lo observado en la curva de tolerancia a la glucosa. Se extrajeron el 391 

músculo sóleo y el tejido adiposo epidídimal los cuales fueron fijados con formalina 392 

15% de 18-24 h y posteriormente incluidos en parafina. Se realizaron cortes de 5 393 

micras de tejido en los que se determinó la presencia de Glut4 utilizando un anticuerpo 394 

para la fracción extracelular de este transportador.   395 

La cantidad de Glut4 [reacción diaminobencidina-HRP (Horse Radish 396 

Peroxidase)] se determinó de manera semicuantitativa utilizando la versión “FIJI” del 397 

software Image J con el método reportado por Fuhrich, 2013. En breve; la escala global 398 

del análisis de imagen fue de 3.91 píxeles = 1 µm con una proporción de píxeles de 1. Se 399 

utilizó el macro de balance de blancos escrito por Vytas Bindokas; Oct 2006, Univ. de 400 

Chicago, modificado por Patrice Mascalchi y se ajustó la imagen utilizando el comando 401 

“substract background”. La selección de áreas de interés (ROI) correspondientes a los 402 

tejidos se realizó utilizando la herramienta “Brush”. El área digitalizada fue sometida al 403 

plug-in “color deconvolution” utilizando el vector HDAB35. La intensidad final de DAB 404 

se calculó con la fórmula f = 255 − i, donde f = intensidad final de DAB, i = intensidad 405 

media de DAB obtenida del software. 406 

 407 

Establecimiento del efecto de los compuestos en los segundos mensajeros involucrados 408 

en la translocación de Glut4 a membrana plasmática 409 

Extracción de proteína 410 

Los ratones CD1 fueron sacrificados 30 min después de la administración de 411 

glucosa, como se describió previamente. El músculo sóleo y el tejido adiposo epidídimal 412 

fueron extraídos como se describió previamente. Ambos tejidos fueron 413 

criopreservados en nitrógeno y almacenados a -70 °C hasta su uso. Para la extracción 414 

proteica se utilizó el protocolo descrito por Yamamoto (2016), el cual permite obtener 415 

una fracción con proteínas de membrana y la fracción de proteína total utilizando 416 

gradientes de detergentes y lavados con microcentrífuga. En breve: 1) 417 

Homogeneización del tejido con un amortiguador con baja concentración de detergente 418 

(50 mM Tris·HCl, pH 8.0, 0.00004% mercaptoetanol (BioRad), coctel inhibidor de 419 

proteasa (c0mplete, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), coctel inhibidor de fosfatasas 420 
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(PhosStop, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), 0.1% NP-40(IGEPAL*CA-630, Sigma-421 

Aldrich); 2) remoción de células no lisadas mediante una centrifugación de baja 422 

velocidad (200 g, 1 min); 3) aislamiento de partículas de membrana del sobrenadante 423 

por centrifugación (750 g, 10 min); 4)lavado de las partículas de membrana con un 424 

amortiguador con alta concentración de detergente (1.0% NP-40). La proteína total se 425 

obtuvo con amortiguador RIPA (300 mM NaCl, 20 mM Tris·HCl, pH 8.0 2% (v/v) NP-40, 426 

cóctel inhibidor de proteasas, coctel inhibidor de fosfatasas, 0.2% (w/v) SDS (Wako 427 

Pure Chemical, cat. no. 192-14042) y 0.00008% mercaptoetanol)36. La solución de 428 

proteína se usó inmediatamente y/o se preservó a -70 °C hasta su uso. 429 

Western Blot 430 

La proteína (7.5 µg/ml) se resolvió en un gel de dodecil sulfato poliacrilamida 431 

10% (SDS-page) y transferido a una membrana de nitrocelulosa. Se utilizaron 432 

anticuerpos primarios: pAMPK, AMPK, pAKT, AKT y Glut4; se utilizó un anticuerpo 433 

secundario contra conejo como anticuerpo secundario. Como control de carga se utilizó 434 

GAPDH27. 435 

 436 

Prueba de tolerancia a piruvato 437 

Los compuestos 1, 2 y 4 se evaluaron de manera aguda para determinar su efecto 438 

sobre la producción de glucosa a partir de piruvato en ratones CD1 con 10-12 h de 439 

ayuno. Los ratones fueron divididos en grupos y tratados como se describe en la Tabla 440 

D. Los compuestos fueron administrados oralmente utilizando solución salina más 441 

0.1% de tween 20 como vehículo. La glucemia se midió al tiempo 0 (previo a la 442 

administración de tratamientos); pasados 30 min de la administración del tratamiento 443 

se les administró por vía intraperitoneal (ip) una solución de piruvato de sodio [2 g/kg] 444 

(Sigma Aldrich). Adicionalmente, se midió glucosa a los tiempos 15 min, 30 min, 60 min, 445 

90 min y 120 min posteriores a la administración de piruvato. Para determinar la 446 

glicemia se tomaron muestras de sangre de la cola del ratón. Utilizamos un glucómetro 447 

Accutrend GC (Roche) para medir la glucosa sanguínea.  448 

 449 

 450 
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Tabla D. Tratamientos y grupos experimentales utilizados para evaluar la actividad de 1, 2 y 4 451 
sobre gluconeogénesis (producción de glucosa a partir de piruvato). Ratones no diabéticos (MND), 452 
ratones diabéticos (MD), vehículo=solución salina +0.1%tween 20, 23,24 dihidrocucurbitacina D (1), 2-453 
O-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D (2), 2-O-β (2’,3’,4’,6’, tetracetil) glucopiranosil, 16 acetil, 454 
23, 24 dihidrocucurbitacina D (4).   455 

Individuos y tratamiento n Individuos y tratamiento n 
MND + vehículo 

3 

MD +vehículo 

3 
MND+ 1 [83 mg/kg] MD+ 1 [83 mg/kg] 

MND+ 2 [500 mg/kg] MD+ 2 [500 mg/kg] 
MND+ 4 [500 mg/kg] MD+ 4 [500 mg/kg] 

MND + metformina[500 mg/kg] MD + metformina [500 mg/kg] 

 456 

Análisis estadístico 457 
 458 

Los cálculos estadísticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 7 459 

para Windows. Los resultados se expresan como la media ± el error estándar de la 460 

media (EEM). Los datos se analizaron utilizando la prueba de ANOVA de una vía; los 461 

valores de P ≤ 0.05 se consideraron como significativos. 462 

Acoplamiento molecular 463 

Los datos sobre la estructura de las proteínas AMPK de rata y AKT2 humanas se 464 

obtuvieron del Protein Data Bank [números de acceso AMPK (5UFU) y AKT2 (3E8D)]. 465 

El modelo tridimensional de 1 se obtuvo de PubChem  466 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/), mientras que los modelos 467 

estructurales de los compuestos 2 y 4 se generaron con el software Maestro, Ver. 11.9 468 

(Schrodinger, LLC, Nueva York, NY, EE. UU.). Para el análisis de acoplamiento, los 469 

inhibidores N- [2- (5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il) fenil] -7H-pirrolo [2,3-d] pirimidin-4-470 

amina y 4 - [2- (4-amino-2,5-dihidro-1,2,5-oxadiazol-3-il) -6 - {[(1S) -3-amino-1-471 

fenilpropil] oxi} -1-etilo -1H-imidazo [4,5-c] piridin-4-il] -2-metilbut-3-in-2-ol de AKT2 472 

y el agonista AMP de AMPK se eliminaron del sitio de unión usando el software UCFS 473 

Chimera Ver. 1,13,1 (desarrollado por Resource for Biocomputing, Visualization, and 474 

Informatics en la Universidad de California, San Francisco, con el apoyo de NIH P41-475 

GM103311)37. Las estructuras de proteína y ligando se prepararon para el 476 

acoplamiento usando el software ADT 1.5.2.38. El análisis de acoplamiento se realizó 477 

utilizando el software AutoDock 4.2.5.1 (disponible en 478 

http://autodock.scripps.edu/)38. Después del acoplamiento, se obtuvieron cien 479 

conformaciones de cada compuesto y luego se agruparon para su análisis usando el 480 
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software ADT 1.5.2. Las conformaciones seleccionadas estaban dentro del grupo más 481 

representado y correspondían a las que mostraban los valores más bajos de energía de 482 

unión y Ki. Los análisis de modelos y dibujos de figuras se llevaron a cabo con PYMOL 483 

2.1.0 (The PyMOL Molecular Graphics System, Versión 2.1.0 Schrödinger, LLC; 484 

https://sourceforge.net/p/pymol). 485 

 486 

 487 

Resultados y Discusión  488 

Extracción, aislamiento y síntesis 489 

Se colectaron tres muestras diferentes de raíz de I. lindheimeri y procesadas 490 

como se describió previamente para obtener un total de 84.37 g de extracto de AcOEt 491 

correspondiente al 1.14 ± 0.48% del peso seco de la raíz (). 492 

Tabla E). Una proporción similar a la reportada por Figueroa (2014). 493 

Tabla E. Rendimientos de extractos a partir de las colectas de raíz de I. lindheimeri. PH=peso 494 

húmedo, PS= peso seco, Ext Hx= gramos de extracto de Hx obtenidos, Ext. MeOH=gramos de extracto de 495 

MeOH obtenidos, Ext. AcOEt=gramos de extracto de AcOEt obtenidos, % de Ext AcOEt=porcentaje del 496 

peso seco correspondiente al extracto de AcOEt (calculado como el promedio de la igualdad de razones 497 

PS/Ext AcOEt=% PS/% de Ext AcOEt de las tres colectas ± desviación estándar de las tres colectas). 498 

PH [g] PS [g] 
Ext. Hx 

[g] 
Ext. MeOH 

[g] 
Ext. AcOEt 

[g] 
% de Ext. AcOEt 

4990.0 789.0 8.0 64.0 12.9 
1.14 ± 0.48 14359.3 3360.0 26.4 184.0 22.5 

25680.0 4333.0 21.3 328.0 49.0 
45,029.3 8,482.0 55.7 576.0 84.37  

 499 

Las cucurbitacinas 23, 24-dihidrocucurbitacina D (1) y de la 2-O-(β-D-500 

glucopiranosil)-23,24-dihidrocucurbitacina D (2) se aislaron del extracto de AcOEt 501 

mediante cromatografía en columna abierta (CCA) como se describió en la sección de 502 

métodos. El rendimiento de la cucurbitacina 1 fue del 4.07 ± 0.74% a partir de AcOEt, 503 

mientras que la cucurbitacina 2 se aisló con un rendimiento del 18.32 ± 6.94% a partir 504 

de AcOEt (Tabla F).  505 

Para facilitar el aislamiento de las cucurbitacinas y comenzar a estudiar la 506 

relación estructura/función se sintetizaron productos acetilados como se describió 507 
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previamente. El producto de acetilación de 1 se identificó como 2,16 di acetil 23, 24-508 

dihidrocucurbitacina D (3) y el producto de acetilación de 2 se identificó como (2,3,4,6, 509 

tetracetil)2-O-β glucopiranosil, 16 acetil, 23, 24-dihidrocucurbitacina (4). Ambos 510 

productos sufrieron acetilaciones en los sustituyentes de la posición 2, la cual ha sido 511 

reportada por su importancia en la función biológica de las cucurbitacinas20,22,39,40.  512 

 513 

Tabla F. Rendimiento de compuestos aislados a partir del extracto de AcOEt de la raíz de I. 514 
lindheimeri.  Ext AcOEt= gramos de extracto de AcOEt obtenidos, % de Ext AcOEt= porcentaje del peso 515 
seco correspondiente al extracto de AcOEt. 1 peso de la 23, 24-dihidrocucurbitacina D (1) del conjunto 516 
de fracciones eluídas con 1:1 (Hx:AcOEt). 2 peso en gramos de la 2-O-(β-D-glucopiranosil)-23,24-517 
dihidrocucurbitacina D (2) del conjunto de fracciones eluídas con 9:1 (AcOEt:MeOH). 1%= % peso en 518 
gramos de 1 a partir del extracto de AcOET. 2%= % peso en gramos de 2 a partir del extracto de AcOET. 519 

Ext AcOEt 
[g] 

% de Ext 
AcOEt 

1 [g] 2 [g] 1% 2% 

12.87 
1.14 ±0.48 

0.47 2.35 
4.07±0.74 18.32±6.94 22.50 1.11 2.57 

49.00 1.78 12.40 
84.37  3.36 17.32   

 520 

La identificación de 1-4 se realizó mediante el análisis de sus espectros 521 

monodimensional y bidimensional de RMN 1H y 13C. Así como mediante la comparación 522 

de sus datos físicos y espectroscópicos con los datos previamente reportados (ver 523 

Anexos) 41,42. 524 
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 525 

Figura 3. Estructura química de los triterpenos cucurbitanos aislados del extracto de AcOEt de I. 526 
lindheimeri. 1=23,24-dihidrocucurbitacina D, 3= 2,16-diacetil 23, 24-dihidrocucurbitacina D y; 527 
derivados acetilados, 2=2-O-β glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacin D y 4=2-O-β (2’, 3’, 4’,6’ 528 
tetra acetil) glucopiranosil-16 acetil-23,24-dihidrocucurbitacina D. 529 

Un hecho interesante a resaltar es que a pesar de que la proporción del extracto 530 

de AcOEt respecto al peso seco no cambio durante las colectas, la cantidad de 2 sí varió 531 

entre los meses de colecta. Esto podría ser debido a las distintas condiciones de estrés 532 

a lo largo de los meses de colecta, como fueron: sequías, ataque de depredadores y/o 533 

parásitos, o a que en la segunda colecta el estado de desarrollo del individuo era mayor 534 

que los colectados en fechas anteriores. Las diferencias en las temporadas de colecta 535 

podrían también explicar por qué el aislamiento del tercer compuesto de I. lindheimeri 536 

descrito, la 23, 24-dihidrocucurbitacina F, no se logró, ya que los metabolitos 537 

secundarios están involucrados fuertemente en la manera en como las plantas 538 

interactúan con su ecosistema. Se han descrito como antibióticos y antifúngicos además 539 

de prevenir el daño causado por la luz UV al follaje4; en particular, las cucurbitacinas 540 

han sido descritas por su rol en la resistencia al ataque de plagas, donde se ha sugerido 541 

una relación cuantitativa entre la producción de estos triterpenos y la resistencia a los 542 

insectos43,44 . Sin embargo, hasta el momento no existe un estudio de metabolómica o 543 

de la producción de metabolitos secundarios de esta especie que permitan contestar si 544 

fueron factores de estrés ecológico los que ocasionan la diferencia en la síntesis de estos 545 

metabolitos. 546 
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Adicionalmente se aislaron dos nuevos compuestos no reportados en esta 547 

especie a partir del extracto de AcOEt: el acetato natural de 1; 2,16-diacetil 23, 24-548 

dihidrocucurbitacina D (3) y la cucurbitacina L. El diacetato natural también se aisló del 549 

extracto AcOEt de la raíz de I. lindheimeri; al igual que su equivalente sintético este 550 

compuesto eluye en una polaridad de 6:4 Hexano:AcOEt, representa el 0.03% del peso 551 

seco total de la raíz y el 1.8% del extracto de AcOEt. Este fue identificado al analizar y 552 

comparar sus datos espectroscópicos contra los reportados previamente. El compuesto 553 

empleado en las evaluaciones fue el sintetizado a partir de 1 mediante una reacción de 554 

acetilación descrita en la sección de métodos.  555 

La cucurbitacina L (CL), se diferencia de las cucurbitacinas previamente aisladas al 556 

presentar un segundo doble enlace entre las posiciones C-1 y C-2 además de un grupo 557 

hidroxilo en la posición C-24 ( 558 

 559 

 560 

 561 

 562 

 563 

 564 

Figura 4). CL fue aislada de una placa preparativa donde también se aisló la 565 

cucurbitacina 1. Esta placa fue eluída con 7:1 AcOEt:Hx presento 2 bandas, siendo la 566 

banda minoritaria y de mayor polaridad la CL; fue identificada al analizar y comparar 567 

sus datos espectroscópicos contra los reportados en la literatura. 568 

 569 

 570 

 571 

 572 

 573 

 574 

 575 

 576 

 577 
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Figura 4. Estructura química de la cucurbitacina L aislada del extracto de AcOEt de I. lindheimeri. (9R, 13R, 578 
14S, 16R, 17R)-17-(2, 6-dihidroxi-5, 6-dimetil-3-oxoheptano-2-yl)-2,16-dihidroxi-4,4,9,13,14-pentametil-579 
7,8,9,10,12,13,14,15,16,17-decahidro-3H-ciclopenta[a] fenantreno-3,11 (4H)-diona. Formula química: C31H46O7. 580 
Peso molecular: 530.32  581 

Establecimiento del efecto sobre la glucemia del extracto de AcOEt en un 582 

modelo de diabetes 583 

Para evaluar el efecto sobre la glucemia del extracto de AcOEt de I. lindheimeri 584 

se utilizaron ratas Wistar macho químicamente diabetizadas y divididas en seis grupos. 585 

Los resultados muestran que la dosis de 500 mg/kg, pero no la de 250 mg/kg disminuyó 586 

la glucemia de manera estadísticamente significativa comparada con el control de ratas 587 

diabéticas más vehículo (RD+V). Por otro lado, los animales de los grupos RD+V y de 588 

ratas diabéticas más 250mg/kg de AcOEt (RD+AcOEt. 250mg/kg) tuvieron valores de 589 

glucemia estadísticamente diferentes del control de ratas no diabéticas más vehículo 590 

(RND+V) (ANOVA, Bonferroni P≤0.001 y P≤0.0001).  591 

De manera interesante, la dosis de 500mg/kg no disminuyó la glucemia en ratas 592 

no diabéticas (RND) lo que sugiere una actividad anti-hiperglucemiante; siendo 593 

necesaria esta dosis para observar este efecto en RD. Este efecto ha sido reportado para 594 

metformina, cucurbitacinas y AICAR, un activador de la AMPK lo que indica un 595 

mecanismo independiente de insulina 10,12,45–48.  596 

 597 
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 598 

Figura 5. Efecto sobre la glucemia del extracto de acetato de etilo de la raíz de I. lindheimeri. A) Curva de 599 
tolerancia a la glucosa de los grupos sometidos a tratamiento. RND= Ratas no diabéticas, RD= ratas diabéticas; 600 
ext. AcOEt= extracto de AcOEt de I. lindheimeri. * diferencia significativa P≤0.05. Se muestra n=5 ± EEM. 601 

 602 

http://f1000.com/work/citation?ids=58371,2346462,3537792,3537866,1794077,414565&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0,0
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Evaluación del efecto sobre la glucemia de las cucurbitacinas 1-4 603 

Para evaluar el efecto de las cucurbitacinas 1 y 2 y sus derivados acetilados 3 y 604 

4 sobre la glucemia se utilizaron ratones CD1 macho químicamente diabetizados como 605 

se describió previamente. Tomando en consideración que las dosis de extracto 606 

utilizadas en el estudio no provocaban hipoglucemias ni tenían ningún efecto tóxico 607 

aparente, se decidió utilizar la dosis de 500 mg/kg en las pruebas de actividad de los 608 

compuestos. Sin embargo, el compuesto 1 demostró ser demasiado potente causando 609 

hipoglucemias letales en los animales de estudio, por lo que se realizó una curva de 610 

dosis respuesta para este compuesto en ratones CD1  no diabéticos (NDM) (Figura 6).  611 

Con esta curva se calculó 48mg/kg como la dosis efectiva 50 (DE50) la cual fue empleada 612 

en las pruebas con los NDM.  La dosis de 48mg/kg no disminuyó la glucemia en los 613 

ratones diabéticos (DM) por lo que se decidió emplear la dosis de 83mg/kg que ya había 614 

sido evaluada en la curva dosis respuesta y que provocaba un efecto hipoglucemiante 615 

no letal en los ratones.  616 

 617 

Figura 6. Curva dosis respuesta de 1 en el grupo NDM. ABC=Área bajo la curva de tolerancia a glucosa como 618 
expresión integrada de la glucemia. 619 

  620 
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Los resultados muestran que 1 disminuyó la concentración de glucosa en sangre 621 

en NDM y DM a las dosis 48 mg/kg y 83 mg/kg respectivamente. La glicemia fue 622 

estadísticamente diferente de DM (P≤ 0.001) y similar a MND. Los otros 3 compuestos 623 

no disminuyeron la glicemia en NDM (estadísticamente similar a NDM + Vehículo). En 624 

ratones diabéticos solo 2 [500 mg/kg] y 4 [500mg/kg] mostraron diferencias 625 

significativas contra DM (P≤ 0.05, y 0.001 respectivamente) y no diferente a NDM. A 626 

pesar de que 3 disminuyó la glucemia no mostró diferencia significativa contra el 627 

control DM + Vehículo. 628 

 629 

Figura 7. Efecto sobre la glucemia de las cucurbitacinas 1-4. A) Curva de tolerancia a glucosa. B) Área bajo la 630 
curva de tolerancia a glucosa como expresión integrada de la concentración de glucemia. NDM= ratones CD1 no 631 
diabéticos, DM= ratones CD1 diabéticos; 1= 23,24 dihidrocucurbitacina; 3= 2,16 diacetil 23,24 dihidrocucurbitacina 632 
D; 2= 2-O-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D; 4= 2,3,4,6, tetracetil la 2-O-β glucopiranosil, 16 acetil, 23, 633 
24 dihidrocucurbitacina D. **, ****, significativo a una P≤0.01 y 0.0001 respectivamente vs NDM+Vehículo, ##, #### 634 
significativo a una P≤0.01 y 0.0001 respectivamente vs DM+Vehículo. Se muestra n=8 ± EEM.  635 

 636 
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Las cucurbitacinas 1-4 tienen efectos muy diferentes sobre la glucemia. Los 637 

resultados muestran que 1 es el compuesto más efectivo al bajar la glucemia de manera 638 

similar a la metformina a una dosis de 83 mg/kg. Desafortunadamente causa 639 

hipoglucemias letales a dosis más altas tanto en el grupo NDM como en el DM. Por otro 640 

lado, a pesar de que el glucósido (2) y su derivado acetilado (4) tienen efecto a dosis 641 

mayores (500mg/kg) no causaron hipoglucemia o baja de glucosa en ratones no 642 

diabéticos, una característica deseable para compuestos para tratar la diabetes. Aunque 643 

el extracto de AcOEt contiene la aglicona 1 y el glucósido de cucurbitacina D 2 el efecto 644 

observado al tratar a los ratones con extracto fue antihiperglucemiante, no 645 

hipoglucemiante. Los resultados observados pueden ser explicados debido a la 646 

presencia mayoritaria de 2 en el extracto (6 veces mayor que 1).  647 

La naturaleza de los sustituyentes en la posición C-2 tiene una gran influencia en 648 

el efecto observado sobre la glucemia ejercido por estas cucurbitacinas y por 649 

consiguiente en su mecanismo de acción en sus tejidos blanco. Comparando los efectos 650 

sobre la glucemia de los compuestos 1 y 3, observamos que 1 fue el más activo, mientras 651 

que el compuesto diacetilado 3 fue el menos activo, aunque ambas cucurbitacinas 652 

presentaron una conformación similar de menor energía. De manera interesante la 653 

sustitución en C2 por un residuo de glucosa (glucopiranosil) en 2 y la acetilación de este 654 

residuo y del hidroxilo en C16 en 4 tienen un efecto antihiperglucemiante. Estos 655 

resultados indican que posiblemente los sustituyentes en C2 y C16 pueden ser 656 

esenciales para la actividad biológica de estas cucurbitacinas.  657 

 658 

Finalmente, ninguno de los grupos tratados tanto con el extracto, como con las 659 

cucurbitacinas 1-4 mostró diarrea, vomito, sangrado gastrointestinal, hipotensión o 660 

irritación de las mucosas, todos los síntomas descritos por envenenamiento de 661 

cucurbitacinas49. Más aún los animales tratados con 2 o 4 no mostraron algún síntoma 662 

de envenenamiento ni toxicidad aguda, aun cuando se usaron a dosis mucho más altas 663 

de las reportadas en ensayos previos20,49,50. 664 

 665 
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Evaluación del efecto de los compuestos 1, 2 y 4 en la translocación de Glut4 666 

a membrana plasmática de músculo sóleo y tejido adiposo epidídimal  667 

 Una vez que se determinó el efecto de las cucurbitacinas sobre la glucemia en los 668 

grupos NDM y DM (actividad hipoglucemiante para 1 y antihiperglucemiante para 2 y 669 

4) se procedió a establecer el mecanismo de acción. La captación de glucosa 670 

postprandial es uno de los principales mecanismos para mantener la homeostasis de 671 

glucosa en el organismo. La translocación de vesículas de Glut4 del citoplasma a 672 

membrana plasmática (MP) en tejidos blanco como el músculo esquelético y el tejido 673 

adiposo juega un papel principal en este mecanismo. Tomando lo anterior en 674 

consideración se buscó establecer el efecto de las cucurbitacinas de I. lindheimeri sobre 675 

la translocación in vivo del Glut4 a la MP (objetivo 5) utilizando músculo sóleo (MS) y 676 

tejido adiposo epidídimal (TAE) tanto de NDM como de DM.  677 

 678 

Efecto de los compuestos en la translocación de Glut4 a la membrana plasmática 679 

de músculo sóleo  680 

Los resultados muestran que los compuestos 1, 2 y 4 aumentan la presencia de 681 

Glut4 en la MP de MS al observarse una mayor intensidad de DAB comparado con el 682 

control DM + Vehículo. Sin embargo, solo la cucurbitacina 1 promovió la translocación 683 

de Glut4 de manera estadísticamente significativa, alcanzando una presencia de este 684 

transportador en MP similar a la del control NDM (correspondiendo al 99.70 ± 16.87% 685 

del control NDM + Vehículo) y estadísticamente diferente a DM + Vehículo (p≤0.001), 686 

(Figura 8B). Aunque 2 y 4 aumentan más de 100% la cantidad de Glut4 en la MP 687 

comparado con DM+Vehículo su cantidad es menor al observado en NDM+Vehículo 688 

(62.37±15.96% y 37.99±5.27% respectivamente). No obstante, estos compuestos 689 

también reducen la glucemia en DM de manera significa lo que sugiere que están 690 

actuando en algún otro mecanismo o tejido blanco como el tejido adiposo. 691 

Cabe resaltar el caso del glucósido 2 el cual presenta una actividad sobre la 692 

translocación de GLUT4 (segundo lugar en actividad) significativamente similar tanto 693 

al control NDM+Vehículo como al DM+Vehículo lo que pareciera indicar una activación 694 

parcial de la ruta de señalización involucrada en la translocación de Glut4 (Figura 8B) 695 

en este tejido. Dicho efecto parcial podría explicarse por una hidrólisis parcial del 696 
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enlace glucosídico en C2 dando como producto la cucurbitacina 151 , o a una interacción 697 

en distintos sitios de unión de las proteínas blanco de este compuesto. Para tratar de 698 

llegar a una conclusión es necesario realizar estudios sobre las transformaciones y 699 

estabilidad de la 2 in vivo. 700 

Efecto de los compuestos en la translocación de Glut4 a la membrana 701 

plasmática de tejido adiposo epidídimal  702 

Se evaluó el efecto de los compuestos en tejido TAE obtenido de los mismos 703 

ratones donde se tomaron las muestras de MS. Los niveles detectados de Glut4 en MP 704 

de TAE son menores comparados a los observados en MS en concordancia con lo 705 

reportado en literatura52 (en nuestro experimento TAE NDM+vehículo corresponde al 706 

17% de la cantidad observada en MS NDM+vehículo). En los individuos NDM tratados 707 

con las cucurbitacinas y metformina la translocación de Glut4 fue similar al observado 708 

en el grupo NDM+Vehículo (datos no mostrados). En cambio, en los grupos de DM 709 

tratados con las cucurbitacinas 1, 2 y 4 incrementan la translocación de Glut4 de 710 

manera estadísticamente significativa comparadas con el control DM aumentando la 711 

presencia de este transportador en MP en un 222.7%±9.84 comparado con 712 

NDM+Vehículo y 494.2%±21.85 con DM+Vehículo de manera similar a la metformina.  713 

 714 
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 715 

Figura 8. Efecto sobre la translocación del transportador de glucosa 4 (GLUT4) de las cucurbitacinas aisladas 716 
del extracto de AcOEt de la raíz de I. lindheimeri. A) Inmunohistoquímica (IHC) de GLUT4 translocado a 717 
membrana plasmática (MP) de músculo sóleo y tejido adiposo en CD1 no diabéticos (NDM) y CD1 diabéticos (DM) 718 
sometidos a tratamiento con las cucurbitacinas y metformina. B) Intensidad de diaminobencidina (DAB) como 719 
expresión de la presencia de GLUT4 en la MP de células de músculo sóleo. C) Intensidad de DAB como expresión de 720 
la presencia de GLUT4 en la MP de células de tejido adiposo epidídimal.  Ambas intensidades fueron calculadas 721 
utilizando el programa “Fiji “de ImageJ. NDM= ratones CD1 no diabéticos, DM= ratones CD1 diabéticos; 1= 23,24 722 
dihidrocucurbitacina D (48mg/kg en ratones no diabéticos y 83mg/kg en ratones diabéticos); 2= 2-O-glucopiranosil 723 
23,24-dihidrocucurbitacina D; 4= 2,3,4,6, tetracetil la 2-O-β glucopiranosil, 16 acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D. 724 
Cada barra denota la media ± desviación estándar. # significativo a una P≤0.05 respectivamente vs DM + Vehículo; 725 
**, *** significativo a una p≤0.01 y 0.001 respectivamente vs NDM + Vehículo. Se muestra n=3 ± EEM. 726 
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Al comparar los datos obtenidos por inmunohistoquímica (Figura 8B y Figura 727 

8C) contra la curva de tolerancia a la glucosa (Figura 4) indican que la cucurbitacina 1 728 

ejerce su efecto hipoglucemiante al aumentar la captación de glucosa tanto en el MS 729 

como en el de TAE promoviendo la translocación de Glut4 a la MP. De manera 730 

interesante, los compuestos 2 y 4 disminuyen la glucemia de manera significativa al 731 

compararlos con el grupo DM+Vehículo(Figura 7B) mientras que la presencia de Glut4 732 

en la MP no fue estadísticamente diferente a este control en el MS (Figura 8B). Sin 733 

embargo, se observó un incremento significativo en TAE (Figura 8C) a la dosis 734 

empleada. Estos resultados parecen indicar que el aumento en la translocación de Glut4 735 

a MP en tejido adiposo es suficiente para contender en gran medida con la 736 

hiperglucemia en DM. Previamente se ha reportado que organismos knock-out (KO) 737 

para Glut4 en músculo dan resistencia a insulina pero también lo hacen los que son solo 738 

KO en tejido adiposo a un grado similar al KO de músculo, aun cuando el músculo capta 739 

aproximadamente el 70% de la glucosa postprandial contra el 10% aproximado del 740 

tejido adiposo53. Estos resultados sugieren que el tejido TAE es muy importante para la 741 

homeostasis de glucosa en un organismo. El compuesto 1 fue el único capaz de 742 

promover la translocación de Glut4 a MP tanto en TAE como en MS de manera 743 

significativa y siendo este último el principal aceptor de glucosa postprandial explicaría 744 

el efecto hipoglucemiante presentado por esta cucurbitacina. Teniendo en cuenta el 745 

comportamiento observado, los compuestos que promueven la eliminación de glucosa 746 

por el tejido adiposo, como las cucurbitacinas de I. lindheimeri, son ideales para el 747 

tratamiento de la diabetes mellitus al reducir la glucosa en sangre en personas 748 

diabéticas de forma segura y sin causar hipoglucemia. 749 

 750 

Evaluar el efecto de 1, 2 y 4 en los segundos mensajeros involucrados en 751 

la translocación de Glut4 a MP en MS y TAE 752 

Se ha determinado experimentalmente que las vías AMPK y AKT son los 753 

principales controladores de la translocación de Glut4 en el tejido muscular y adiposo54. 754 

Para investigar el mecanismo de acción responsable de la estimulación de la 755 

translocación de Glut4 por las cucurbitacinas, examinamos sus efectos sobre estas rutas 756 

mediante la técnica de Western Blot como se describió previamente. 757 
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Efecto de las cucurbitacinas en los segundos mensajeros involucrados en la 758 

translocación de Glut4 a membrana plasmática en tejido adiposo  759 

Los resultados indican una mayor expresión de proteínas (segundos 760 

mensajeros) en tejido adiposo comparado con MS (Figura 9F). Además se observa que 761 

bajo las condiciones de este estudio tanto la AMPK como AKT se encuentran activas en 762 

el control NDM; comportamiento descrito para tejido adiposo donde AMPK es capaz de 763 

controlar la activación de AKT por la vía de mTOR55 (Figura 9G y Figura 9I). En TAE, la 764 

activación de la enzima AKT se observó en los grupos tratados con 1, 2 y metformina, 765 

similar al grupo NDM+vehículo; sin embargo, la expresión total de esta enzima fue 766 

diferente en cada grupo tratado.  767 

Adicionalmente, se observó un aumento en pAMPK en los grupos tratados con 1, 768 

4 y metformina en comparación con DM + Vehículo; la cantidad de pAMPK fue similar 769 

a la observada en el control NDM (Figura 9G) pero la expresión total de esta enzima fue 770 

diferente en cada grupo tratado (Figura 9H). La activación de la vía parece depender de 771 

la cantidad de enzima activada independientemente de la proteína total expresada. Los 772 

compuestos 1, 4 y metformina activan AMPK de manera similar, lo que sugiere que las 773 

dosis utilizadas pueden inducir la activación de una cierta cantidad de enzima 774 

independientemente de la enzima total disponible. En nuestros experimentos 775 

observamos variaciones entre la expresión de proteínas, las cucurbitacinas 1, 2 y 4 776 

parecen ser capaces de modificar la expresión de AMPK y AKT en TAE. No obstante, se 777 

desconoce cómo los compuestos influencian la expresión de estas enzimas. 778 

Aunque el compuesto 4 no causó un aumento de la fosforilación de AKT (Figura 779 

6I), sí promovió la activación de AMPK, la translocación de la membrana Glut4 y la 780 

reducción de la hiperglucemia. Estos resultados, junto con la activación relativa de 781 

AMPK (Figura 9G), junto con la inhibición de la activación de AKT (Figura 9I) en el grupo 782 

DM, sugieren que en TAE, la vía AMPK y no la vía AKT es la principal responsable del 783 

aumento en translocación de Glut4 a MP en diabéticos tratados con cucurbitacinas 1, 2 784 

y 4. La no activación de AKT por el compuesto 4 puede significar que las cucurbitacinas 785 

de I. lindheimeri están activando AMPK y AKT de manera independiente en este tejido. 786 

Esta propuesta se ve apoyada por el hecho de que 4 tiene una conformación diferente a 787 

las cucurbitacinas 1-3. Sin embargo, el modelo de diabetes que utilizamos, interrumpe 788 
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la vía de señalización de la insulina56,por lo que la falta de activación podría estar más 789 

relacionada con 4 no regulando positivamente la vía de señalización de AKT, que 790 

interactuar independientemente con ella. Por otro lado, la no activación de AKT se 791 

asemeja más al comportamiento observado en SM que puede explicarse por la 792 

estructura de la cucurbitacina y cómo interactúa y activa AMPK.  Se requieren más 793 

estudios para corroborar estas hipótesis. 794 

El tratamiento con cucurbitacina 2 tuvo la menor cantidad de pAMPK, aunque 795 

aumenta el pAMPK en comparación con DM + Vehículo también tenía la expresión total 796 

más baja y AMPK. Sin embargo, el tratamiento con este compuesto es capaz de inducir 797 

la translocación de Glut4 al mismo nivel que las otras cucurbitacinas y metformina 798 

(Figura 5C), esto podría indicar que los niveles de pAMPK alcanzados son suficientes 799 

para promover la translocación de Glut4 de manera significativa. Por otro lado, este 800 

compuesto también aumenta el pAKT en forma similar al control del vehículo NDM + 801 

(Figura 6I), por lo que la activación dual de estas vías podría ser responsable de la 802 

translocación Glut4 observada. 803 

 804 

Efecto de las cucurbitacinas en los segundos mensajeros involucrados en la translocación 805 

de Glut4 a la membrana plasmática (MP) en músculo sóleo (MS) 806 

Nuestros resultados demuestran que de las tres cucurbitacinas evaluadas solo 807 

la 1 promueve la fosforilación (activación) de AMPK de manera similar al compuesto 808 

control metformina de manera estadísticamente significativa en MS. Esta actividad 809 

podría explicar la inducción de la translocación de Glut4 inducida por 1, es similar a la 810 

del grupo NDM+vehículo y más alta que la del grupo DM con metformina (Figura 8B). La 811 

cucurbitacina 2 indujo la presencia de pAMPK comparable a la del grupo de control 812 

NDM, mientras que 4 mostró una mayor activación. Sin embargo, ambos fueron menos 813 

activos que la metformina (Figura 9B). Es posible que los incrementos de pAMPK 814 

inducidos por 2 y 4 no fueran suficientes para promover la translocación de Glut4 de 815 

manera significativa (Figura 8B) en MS. La expresión total de AMPK disminuyó en los 816 

grupos de DM tratados con cucurbitacinas o metformina en comparación con NDM 817 

(Figura 9C). Por otro lado, ninguno de los tratamientos con cucurbitacinas tuvieron un 818 

efecto positivo sobre la fosforilación de AKT (pAKT)(Figura 9D) en MS. Todos los 819 
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grupos mantuvieron niveles bajos similares al control DM. Si consideramos que se 820 

utilizó un modelo de diabetes inducida que interrumpe la vía de señalización de insulina 821 

la cual media la translocación de GLUT4 vía la fosforilación de AKT56, estos resultados 822 

indican que las cucurbitacinas empleadas en este estudio no ejercen su efecto activando 823 

a esta enzima, pero sí activan AMPK en ausencia de insulina en el músculo. Además, se 824 

ha informado que la activación de AMPK inhibe la activación de AKT en este tejido57,58.  825 

La administración de 1 parece promover la expresión de AKT o acumulación de 826 

AKT (Figura 9D). Esto podría deberse a la activación de AMPK la cual tiene un efecto 827 

inhibitorio sobre el receptor alfa activado por proliferador de peroxisoma (PPARα) el 828 

cual a su vez regula la expresión de AKT59. Sin embargo, este efecto no se observa con 829 

metformina el cual es también un activador de AMPK lo que podría indicar que este 830 

efecto se debe a un mecanismo distinto, o bien, a la activación directa de la 831 

transcripción.  832 

 833 
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 834 

Figura 9. Determinación del efecto de las cucurbitacinas sobre los segundos mensajeros 835 
involucrados en la translocación de Glut4. A) Análisis de densitometría de la relación pAMPK/GAPDH 836 
en músculo sóleo (MS); B) Análisis de densitometría de las relaciones AMPK/GAPDH en MS; C) Análisis 837 
de densitometría de las relaciones pAKT/GAPDH en MS; D) Análisis de densitometría de las relaciones 838 
pAMPK / GAPDH en MS. E) Análisis de densitometría de la relación pAMPK/GAPDH en tejido adiposo 839 
epidídimal (TAE); F) Análisis de densitometría de las relaciones AMPK/GAPDH en TAE; G) Análisis de 840 
densitometría de las relaciones pAKT/GAPDH en TAE; H) Análisis de densitometría de las relaciones 841 
pAMPK/GAPDH en TAE. El contenido proteico de GAPDH se usó como control de carga. Se muestran las 842 
medias de n=3±E.E.M. *, ** significativo a una P≤0.01 y 0.001 respectivamente vs NDM + Vehículo. 843 
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 Estos resultados, junto con los observados en TAE y la translocación de la 844 

membrana Glut4 en ambos tejidos parecen indicar que las cucurbitacinas 1-4 845 

disminuyen la glucemia al promover la translocación de Glut4 a PM mediante la 846 

activación de AMPK en SM (cucurbitacina 1) y tejido TAE (cucurbitacina 1, 2 y 4). 847 

Ejerciendo su efecto principalmente sobre el tejido adiposo ya que el aumento en el 848 

transporte de glucosa en este tejido es suficiente para tratar la hipoglucemia 849 

característica del modelo de diabetes mellitus utilizado en este experimento. 850 

Teniendo en cuenta nuestros resultados y la evidencia disponible sobre la 851 

importancia del tejido adiposo en la homeostasis energética, proponemos que las 852 

cucurbitacinas de I. lindheimeri ayudan a lidiar con la hiperglucemia y mejoran el 853 

aclaramiento de glucosa al estimular la absorción de este carbohidrato principalmente 854 

en el tejido adiposo al promover la translocación de Glut4 a PM de una manera 855 

dependiente de AMPK. 856 

 857 

Estudios previos han evaluado distintas cucurbitacinas en adipocitos y miocitos 858 

que inducen la activación de AMPK similar a la observada con AICAR en ambos tejidos 859 

in vitro. Cuando esos triterpenos se evaluaron in vivo, observaron un aumento en el 860 

consumo de oxígeno (VO2) y la relación de intercambio respiratorio (RER), que se 861 

relacionan con el gasto de energía y la oxidación de ácidos grasos, respectivamente10; 862 

dos procesos metabólicos donde el tejido adiposo juega un papel importante. La 863 

producción de lactato puede alterar el RER (el organismo intenta compensar el 864 

aumento de lactato y reducir la acidificación de la sangre al expulsar más CO2 a través 865 

del sistema respiratorio)60. Además, aunque hay una reducción en el nivel reportado de 866 

RER, es más alto que 0.7, cayendo en el rango de 0.7-1.0 que indica una mezcla de ácidos 867 

grasos y carbohidratos como fuente de energía61. 868 

Se ha demostrado que un aumento de la absorción de glucosa por el tejido 869 

adiposo conduce a la producción de aproximadamente el 70% de lactato. En este 870 

estudio se sobre expresaron Glut4 y hexoquinasa II (HKII) para aumentar la absorción 871 

de glucosa62. Del mismo modo, las cucurbitacinas  1-4 aumentan la captación de glucosa 872 

al aumentar la translocación de Glut4 a PM en TAE a través de la activación de AMPK; 873 

además se ha reportado que la activación de AMPK aumenta la expresión de HKII63,64. 874 
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La glucosa es transportada por Glut4 y es fosforilada por HKII; esta cinasa está regulada 875 

por un mecanismo de inhibición de retroalimentación inhibido por la glucosa 6-876 

fosfato65. La eliminación de lactato requiere su oxidación a piruvato por la lactato 877 

deshidrogenasa, luego el piruvato se oxida a dióxido de carbono en el ciclo de Krebs 878 

para posteriormente generar energía 66. Adicionalmente, se ha reportado que en 879 

ratones con glucemia de 5 mmol / L = 90.08 mg / dL la tasa de conversión lactato-880 

piruvato es baja comparada con ratones con una concentración de glucosa de 20 mmol 881 

/ L = 360.32 mg / dL donde, la tasa de conversión de lactato-piruvato aumentó. En 882 

conjunto con el aumento en la tasa de conversión se reportó una mejora en la 883 

sensibilidad sistémica de insulina y tolerancia a glucosa62. Este comportamiento es 884 

consistente con el efecto inducido por las cucurbitacinas, en el qué individuos 885 

diabetizados con una glucemia superior a 200 mg / dL se observó una disminución de 886 

la glucemia.  887 

Teniendo en cuenta nuestros resultados y la evidencia disponible sobre la 888 

importancia del tejido adiposo en la homeostasis energética, proponemos que las 889 

cucurbitacinas disminuyen la hiperglucemia y mejoran el aclaramiento de glucosa al 890 

estimular la absorción de este carbohidrato, principalmente en el tejido adiposo y 891 

promoviendo la translocación de Glut4 a PM de manera dependiente de AMPK. Además 892 

del aumento en la translocación de Glut4, la activación de AMPK también aumentaría la 893 

captación de glucosa al activar HKII. El aumento de la entrada de glucosa se 894 

metabolizaría en lactato y se convertiría en glucógeno o se metabolizaría en glicerol 3-895 

fosfato (clave para la deposición de grasa) en el tejido adiposo, o viajaría en el torrente 896 

sanguíneo al hígado donde se convertiría en piruvato, ingresar a la cadena respiratoria, 897 

sin afectar los niveles sistémicos de glucosa y triacilglicerol. Además, la eliminación del 898 

lactato explicaría la disminución de glucemia; el aumento en el VO2 y la disminución en 899 

el RER reportado para las cucurbitacinas de Momordica charantia10. Por lo tanto, 900 

proponemos que este pudiera ser el mecanismo de acción general para las 901 

cucurbitacinas. Sin embargo, aún se necesitan más estudios para corroborar esta 902 

hipótesis. 903 

 904 
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 Acoplamiento molecular 905 

De acuerdo con nuestros resultados 1, 2 y 4 aumentan la captación de glucosa al 906 

promover la translocación de Glut4 a través de AMPK o ambas vías AMPK / AKT. Para 907 

evaluar si los compuestos 1, 2 y 4 podrían unirse a las estructuras AKT y AMPK, se 908 

realizó un análisis de acoplamiento como se describe en la sección 2.9. AMPK es una 909 

proteína quinasa heteromérica compuesta por una subunidad catalítica (α) y dos 910 

reguladoras (β y γ) que detecta la proporción de nucleótidos de adenina mediante la 911 

unión competitiva de AMP, ADP y ATP a cuatro motivos de cistationina β-sintetasa 912 

(CBS), que funcionan como sitios de unión de nucleótidos de adenina67,68. 913 

Los resultados del acoplamiento indicaron que la cucurbitacina 1 puede unirse 914 

a CBS1, CBS3 y CBS4 con alta afinidad. Curiosamente, el análisis indicó que la afinidad 915 

del compuesto 2 con los sitios CBS 1 y 3 era aproximadamente 80 y 6 veces mayor que 916 

la del compuesto 1, pero la afinidad con CBS4 era baja (Tabla GB). 917 

La cucurbitacina 1 se estabilizó en 4 Å de los mismos aminoácidos que 918 

interactúan con los nucleótidos de adenina en los motivos CBS1, CBS3 y CBS4. Este 919 

compuesto mostró posibles enlaces H entre R2-OH y el oxígeno en el enlace peptídico 920 

de Arg152; el –OH de C20 también con el O en el enlace peptídico de Arg152; y el -OH 921 

de C25 con el -O en la cadena lateral Thr89 en CBS1. Se sabe que Thr89 forma un enlace 922 

H con el fosfato de AMP en condiciones fisiológicas. En CBS3 1 mostró posibles enlaces 923 

H entre el oxígeno en C1 y el hidrógeno de N3 de la cadena lateral de His298; el –OH de 924 

C20 con el –O en el enlace peptídico de Gly275; y el –OH de C25 con el –O del enlace 925 

peptídico de Arg299; tanto His298 como Arg299 forman enlaces H con AMP con el 926 

fosfato y la adenina respectivamente. Además, aunque R1OH no mostró interacciones 927 

en este análisis, el hidrógeno del –OH está justo en 2.6Å del N3 de His298 y también 928 

podría estar formando un enlace H con este átomo. En el sitio CBS4, 1 mostró enlaces H 929 

potenciales entre –O de C1 y –H de N del enlace peptídico de Ala205; este aminoácido 930 

forma un enlace H con la adenina de AMP; También hay un enlace H entre el –OH de R1 931 

con el –O del enlace peptídico de Ile20469,70 (Figura 10B). 932 

El compuesto 2 se localizó dentro de 4Å de la mayoría de los aminoácidos que 933 

interaccionan con los nucleótidos de adenina en los motivos CBS1, CBS3 y CBS4. Sin 934 

embargo, siendo esta cucurbitacina más voluminosa que el compuesto 1, por 935 
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impedimento estérico, no pudo interactuar con los mismos aminoácidos que su 936 

aglicona. En el sitio CBS1 estaba más allá de 4Å de Arg152; en el sitio CBS3 de Gly275, 937 

Asp245, Ser242 y Arg70; y en el sitio CBS4 de Ser316, Ser226, Ala227, Ile312 (aunque 938 

estaba cerca de Ile311) y Ser314. Esta cucurbitacina mostró posibles enlaces H entre 939 

R1-GlucC2-OH y el oxígeno en el enlace peptídico de Val83 y R1GlucC6-OH con el 940 

oxígeno del enlace peptídico de Met85 en el motivo CBS1; se sabe que Met85 forma un 941 

enlace H con la ribosa de AMP en condiciones fisiológicas. En el motivo CBS3 mostró 942 

enlaces H potenciales entre el –OH de R1GlucC4 y el –O del enlace peptídico de Glu296; 943 

la –O de R2C16 con la –H de N en el enlace peptídico de Leu277; este aminoácido forma 944 

un enlace H con la adenina de AMP69; y el –OH de C20 con el –O del enlace peptídico de 945 

Arg299. Finalmente, en el sitio CBS4, la cucurbitacina 2 tenía enlaces H potenciales 946 

entre el –O en R1GlucC2 y el –H del N del enlace peptídico de Ala205 (Figura 10B). 947 

De los aminoácidos ubicados dentro de 4Å, Val276 y Leu277 en el motivo CBS3 948 

e Ile312 en CBS4, se ha demostrado que son esenciales para el correcto funcionamiento 949 

y activación de AMPK69. His151 se une a los grupos fosfato y His298 forma enlaces de 950 

hidrógeno con los fosfatos de los nucleótidos de adenina tanto en CBS3 como en CBS470. 951 

Estos resultados de acoplamiento sugieren que las cucurbitacinas 1 y 2 pueden no solo 952 

estar en la proximidad de aminoácidos importantes para la activación de AMPK, sino 953 

que también pueden interactuar en los motivos CBS de forma similar a como AMP activa 954 

esta quinasa. El análisis de acoplamiento también indicó que C1, C2 y sus sustituyentes 955 

probablemente interactúen con CBS3 y CBS4, los más importantes para la detección de 956 

nucleótidos de adenina y la activación de AMPK, que es congruente con lo que se 957 

informó anteriormente para este dominio, siendo el más importante para otros efectos 958 

biológicos de las cucurbitacinas71,72. 959 

 960 

Sorprendentemente, al comparar los resultados de afinidad con los resultados 961 

de activación de AMPK (Figura 9) para el compuesto 2, observamos que incluso cuando 962 

tiene una alta afinidad por estos dos sitios, particularmente con CBS3, que se considera 963 

el sitio sensor de nucleótidos de adenina, la activación de esta quinasa es casi la mitad 964 

de la observada en DM tratada con 1 en EAT y mucho menor en SM. Algunos estudios 965 

han demostrado que es precisamente esta unión de AMP al sitio CBS4 la que estabiliza 966 
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la molécula en una conformación que permite la preferencia de unión de AMP al sitio 967 

CBS3 manteniendo la relación de alta afinidad por AMP / baja afinidad por ATP; cuando 968 

CBS4 no se une al AMP, esta relación de afinidad se invierte aumentando la afinidad por 969 

el ATP, lo que impide la detección de nucleótidos de adenina y, por tanto, la activación 970 

de AMPK69. Nuestros resultados de acoplamiento indican que es probable que estos 971 

compuestos interactúen con AMPK de manera similar a AMP y ADP en los motivos 972 

CBS1, CBS3 y CBS4, por lo que parece lógico que, al no tener una alta afinidad por el 973 

sitio CBS4, la cucurbitacina 2 tenga menos efecto sobre la activación de esta enzima. 974 

Se observó que el compuesto 4 estaba unido a un sitio diferente de la estructura 975 

cerca de los otros compuestos, pero con una afinidad muy baja. Aunque el análisis de 976 

acoplamiento indicó que el compuesto 4 (un compuesto más voluminoso) no se une 977 

adecuadamente a ninguna de las estructuras, estos resultados no descartan la 978 

interacción de este compuesto con las quinasas. Dado que las estructuras de las 979 

proteínas son bastante dinámicas, es posible que en otra conformación esta proteína 980 

pueda unirse al compuesto 4 con mayor afinidad. 981 

AKT es una proteína quinasa de serina-treonina activada por la fosforilación de 982 

los dos residuos críticos: Thr308 y Ser473, que induce un cambio conformacional 983 

sustancial aumentando su actividad quinasa73. El análisis de acoplamiento de nuestros 984 

compuestos contra esta quinasa indicó que los compuestos 1 y 2 pueden unirse con alta 985 

afinidad a un sitio cercano al sitio de unión del inhibidor competitivo de AKT G98, con 986 

valores teóricos de Kd de 1.43 y 37.05 µM, respectivamente (Figura 10A, Tabla G). 987 

También se observó que, a diferencia del inhibidor de G68, los compuestos 1 y 2 no 988 

bloquean el acceso de ATP al sitio de unión. Con respecto al compuesto 4, los resultados 989 

indicaron que puede unirse, pero con baja afinidad, a un sitio diferente cerca de la 990 

entrada al sitio de unión de ATP. Al relacionar este resultado con los de la Figura 9I, 991 

donde se observa que las cucurbitacinas 1 y 2 promueven la activación de AKT en EAT, 992 

parece contradictorio que las interacciones de estos compuestos sean cerca de un sitio 993 

de inhibición de AKT. Sin embargo, se ha informado de que los inhibidores competitivos 994 

con ATP causan una hiperfosforilación de AKT al estabilizar una conformación en la que 995 

ambos sitios fosforilados eran inaccesibles para las fosfatasas73,74. Como nuestros 996 

compuestos muestran una alta afinidad por el sitio de unión del inhibidor competitivo, 997 
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pero no bloquean el acceso de ATP, es posible que ayuden a estabilizar la conformación 998 

de AKT para mantener la fosforilación por AMPK, permitiendo así la unión de ATP 999 

creando un bucle de retroalimentación positiva para la activación de la vía AKT. En la 1000 

misma línea de pensamiento, siendo 4 el compuesto más voluminoso, su impedimento 1001 

estérico impediría la formación de la conformación estable de AKT, lo que explicaría 1002 

por qué no observamos un aumento de pAKT en los grupos tratados con este 1003 

compuesto. Sin embargo, se necesitan más estudios para corroborar esta hipótesis. 1004 

Probablemente la actividad de 4 se deba a su cambio de conformación en comparación 1005 

con las cucurbitacinas 1, 2 y 3. Este resultado sugiere que posiblemente 4 se une a AMPK 1006 

y AKT en sitios distintos de los sitios de unión de 1 y 2 (Figura 10). 1007 

 1008 

Tabla G. Resultados del análisis de acoplamiento de los compuestos 1, 2 y 3. A) con el sitio activo de AKT y B) 1009 
con sitios de cistationina β-sintetasa (CBS) de AMPK. B.E. = energía de enlace, Kd = constante de disociación estimada. 1010 
Nótese que no se encontró ningún enlace. 1011 

A) AKT 

 Compuesto 1 Compuesto  2 Compuesto  4 

Sitio de 

interacción 

B.E. 

kCal/mol 

Kd (µM) B.E. 

kCal/mol 

Kd 

(µM) 

B.E. 

kCal/mol 

Kd 

(mM) 

Sitio de unión a 

ATP 

-7.97 1.43 -6.05 37.05 -3.05 5.83 

B) AMPK 

Cbs1 -6.46 18.4 -9.08 0.22 -3.23 4.26 

Cbs3 -6.31 23.57 -7.32 4.11 -3.3 N.B. 

Cbs4 -6.36 21.83 -3.46 2890 -1.73 54.39 
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 1012 

Figura 10. Unión de los compuestos 1 y 2 a AKT y AMPK. A) Unión de los compuestos 1 y 2 al sitio de unión de 1013 
ATP de AKT que muestra el inhibidor G98, compuestos 1 y 2 unidos. B) Unión de los compuestos 1 y 2 a los sitios de 1014 
cistationina β-sintetasa (CBS) CBS1, CBS3 y CBS4 de AMPK. Los paneles muestran los residuos del sitio activo de las 1015 
enzimas ubicadas dentro de 4Å de los compuestos 1 y 2. Los aminoácidos (coloreados en verde) y los compuestos 1 1016 
(coloreados en rosa) y 2 (coloreados en magenta) se muestran como barras. Para AKT, el inhibidor G98 se muestra 1017 
en cian, mientras que para AMPK, ADP unido a CBS1 y AMP unido a CBS3 y CBS4 se muestran en amarillo. Los enlaces 1018 
H de los compuestos con residuos del sitio de unión de las enzimas se indican con una línea discontinua naranja. La 1019 
figura se dibujó con pymol Versión 2.1.0 (Schrödinger, LLC; https://sourceforge.net/p/pymol). 1020 

Estos resultados indican que las cucurbitacinas pueden, de hecho, unirse y modular la 1021 

actividad de las quinasas AKT y AMPK, promoviendo la translocación de Glut4 a la 1022 

membrana de una manera dependiente del tejido. 1023 
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 1024 

Figura 11. Mecanismo de acción tejido dependiente propuesto para las cucurbitacinas aisladas de I. 1025 
lindheimeri. Las cucurbitacinas disminuyen la hiperglucemia y mejoran el aclaramiento de glucosa al estimular la 1026 
absorción de este carbohidrato principalmente en el tejido adiposo.  1, 2 y 4 promueven la translocación de Glut4 a 1027 
MP activando directamente a AMPK en los sitios CBS3 y CBS4 y en tejido adiposo indirectamente a AKT (AMPK 1028 
regularía positivamente a AKT). Además del aumento en la translocación de Glut4, el aumento de la entrada de 1029 
glucosa se metabolizaría en lactato y se convertiría en glucógeno o se metabolizaría en glicerol 3-fosfato (clave para 1030 
la deposición de grasa) en el tejido adiposo o viajaría en el torrente sanguíneo al hígado donde se convertiría en 1031 
piruvato, ingresar a la cadena respiratoria, sin afectar los niveles sistémicos de glucosa y triacilglicerol. 1032 

 1033 

Evaluación del efecto sobre la producción de glucosa a partir de piruvato de las 1034 

cucurbitacinas 1, 2 y 4 1035 

No obstante, la relativamente baja translocación de Glut4 a PM, la no activación de 1036 

AMPK en MS y el efecto antihiperglucémico presentado por los compuestos 2 y 4 1037 

también sugiere un mecanismo de acción independiente de la vía de señalización de 1038 

Glut4. La actividad antihiperglucémica se ha asociado con la inhibición de la liberación 1039 

de glucosa hepática; otro mecanismo de acción independiente de la insulina que se ha 1040 
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descrito para la cucurbitacina D27, razón por la cual se decidió llevar a cabo una curva 1041 

de tolerancia al piruvato. 1042 

Se realizó una prueba de tolerancia a piruvato con el fin de determinar si la 1043 

cucurbitacinas aisladas de I. lindheimeri tienen algún efecto sobre la gluconeogénesis 1044 

hepática como se describió previamente. Los resultados indican que ninguna de las 1045 

cucurbitacinas evaluadas fue capaz de inhibir el aumento en la glucemia observado tras 1046 

la administración de piruvato, más aún los tratamientos aumentan la producción de 1047 

glucosa a partir de este precursor. Tanto 1 como 4 aumentan la glucemia a más del 1048 

doble a partir de los 15 minutos, no obstante, en el grupo tratado con el compuesto 1 se 1049 

observa una pronunciada disminución de glucemia a partir de este intervalo de tiempo 1050 

regresando a valores basales. En cambio, el compuesto 4 provoca un aumento de 1051 

concentración en la glucosa en sangre el cual se mantiene hasta el minuto 60 a partir 1052 

del cual la glucemia comienza a disminuir. Finalmente, el compuesto 2 si bien aumenta 1053 

la glucemia, lo hace de una manera gradual y en menor medida que las otras dos 1054 

cucurbitacinas alcanzándose el máximo al minuto 60 a partir del cual comienza a 1055 

disminuir la concentración de glucosa en sangre. Nuevamente, se observan tres 1056 

comportamientos muy diferentes entre las moléculas los cuales pueden ser explicados 1057 

por la diferencia entre sus estructuras, en conjunto todas las cucurbitacinas parecen 1058 

aumentar la producción de glucosa a partir de piruvato. 1059 
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 1060 

Figura 12. Efecto sobre la producción de glucosa a partir de piruvato de las cucurbitacinas 1, 2 y 4. Curva de 1061 
tolerancia a piruvato. NDM= ratones CD1 no diabéticos, DM= ratones CD1 diabéticos; 1= 23,24 dihidrocucurbitacina; 1062 
3= 2,16 diacetil 23,24 dihidrocucurbitacina D; 2= 2-O-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D; 4= 2,3,4,6, 1063 
tetracetil la 2-O-β glucopiranosil, 16 acetil, 23, 24 dihidrocucurbitacina D. Se muestra n=3 ± EEM. 1064 
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Considerando el mecanismo de acción de las cucurbitacinas de aumentar la absorción 1065 

de glucosa, y la propuesta de que este incremento promueve la producción de lactato y, 1066 

por lo tanto, la producción de piruvato, el aumento de la gluconeogénesis podría 1067 

deberse a que los otros mecanismos para procesar el piruvato (glucogenogénesis, 1068 

metabolizado a glicerol 3-fosfato o ingresar a la cadena respiratoria) ya están saturados 1069 

entonces, cuando se administra piruvato de sodio, la mayor parte se anabóliza a 1070 

glucosa. Sin embargo, se necesitan más pruebas para saber a qué nivel las 1071 

cucurbitacinas realizan su efecto potenciador de gluconeogénesis.   1072 

 1073 

Otros resultados 1074 

La creciente evidencia de que los compuestos farmacológicos llevan a cabo sus 1075 

efectos mediante diferentes blancos ha llevado a proponer el concepto de compuestos 1076 

con blancos terapéuticos múltiples. Los productos naturales son una buena fuente de 1077 

nuevos compuestos debido a su diversidad y estructura compleja y la mayoría tienen 1078 

blancos múltiples. Existen estudios que hablan de la actividad antiinflamatoria de 1079 

AMPK al inhibir la liberación de citosinas pro inflamatorias, características de la 1080 

inflamación de grado bajo, relacionadas con desordenes metabólicos y desarrollo de 1081 

cáncer12,48. 1082 

 Tomando esto en cuenta se decidió probar la actividad el efecto de las cucurbitacinas 1083 

sobre otras actividades reportadas para el “Wereque”. Se evaluaron de manera 1084 

preliminar las actividades antiinflamatoria y antiproliferativa de las cucurbitacinas 1085 

aisladas de la raíz de I. lindheimeri y sus derivados acetilados.  1086 

 1087 

Actividad antiinflamatoria  1088 

Se evaluó la actividad antiinflamatoria de las cucurbitacinas 1, 2, 3 y 4 mediante 1089 

la prueba de 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol (TPA) en función de la inhibición de 1090 

edema provocado por la administración de este compuesto (Figura 13).  Los resultados 1091 

de esta prueba mostraron que los compuestos 1, 3 y 4 inhibieron el edema del 67.73 1092 

10.28%, 87.276.56% y 71.1412.65%, respectivamente, generado por TPA. Es 1093 

importante resaltar que la acetilación en la posición C2 aumenta la actividad 1094 

antiinflamatoria de ambas cucurbitacinas nativas; el caso más notable el de los 1095 
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compuestos 2 y su derivado acetilado 4 donde la actividad aumenta 96.80% (de 1096 

2.27±5.63 a 71.14± 12.65%) de inhibición. Este efecto también se observa, aunque en 1097 

menor medida en los compuestos 1 y su derivado acetilado 3 donde el aumento de 1098 

actividad fue de un 22.39% siendo este último el compuesto de mayor actividad 1099 

antiinflamatoria. 1100 

 1101 

Figura 13. Evaluación de la actividad antiinflamatoria de los compuestos 23,24-dihidrocucurbitacina D(1), 1102 
Acetato de 23,24-dihidrocucurbitacina D (3), 2-O-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D(2), acetato de 2-O-1103 
glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D(4). ** p≤0.01 vs TPA. Se muestra n=3 ± EEM.  1104 

 1105 

Actividad citotóxica  1106 

La inflamación predispone al desarrollo de cáncer y promueve todas las etapas 1107 

de la tumorigénesis75; teniendo en cuenta los resultados positivos de la prueba de 1108 

actividad antiinflamatoria se decidió evaluar la actividad antiproliferativa de los 1109 
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compuestos 1-4 en las líneas celulares cancerosas: U251= glía de sistema nervioso 1110 

central, PC-3= próstata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7= mama y SKLU= 1111 

pulmón a una concentración de 50μg/mL (Figura 14A). De los compuestos evaluados 1112 

1, 3 y 4 mostraron un porcentaje de inhibición superior al 60% en todas las líneas 1113 

celulares empleadas en este experimento; nuevamente el compuesto 2 mostró poca 1114 

actividad biológica.  1115 

Tras comprobarse la actividad citotóxica se evaluó la concentración inhibidora 1116 

máxima media (IC50) de los compuestos 1, 3 y 4 en U251, PC-3 y SKLU-1 (Figura 14B) 1117 

donde el compuesto más efectivo fue el 1 seguido del 4 y finalmente el 3.  Nuevamente, 1118 

se resalta la importancia de la posición C2 para la actividad biológica de estos 1119 

compuestos, ya que en el caso de 2 y 4 la acetilación de este compuesto le confiere una 1120 

actividad citotóxica alta y de gran efectividad, mientras que, si bien los compuestos 1 y 1121 

3 presentan actividad citotóxica, el compuesto 1 pierde cierto grado de efectividad al 1122 

encontrarse acetilado en C2 y C16(cucurbitacina 3). 1123 

 1124 

 1125 
Figura 14. Actividad antiproliferativa de las cucurbitacinas aisladas de I. lindheimeri y sus derivados 1126 
acetilados. A) Prueba de citotoxicidad a una concentración de 50μg/mL B) Concentración inhibidora máxima media 1127 
en tres líneas celulares. 23,24-dihidrocucurbitacina D (1), Acetato de 23,24-dihidrocucurbitacina D (3), 2-O-1128 
glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D (2), acetato de 2-O-glucopiranosil 23,24-dihidrocucurbitacina D (4) en 1129 
función de la inhibición de crecimiento en las líneas celulares (U251= glía de sistema nervioso central, PC-3= 1130 
próstata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7= mama y SKLU= pulmón) y etoposido como control positivo. n=3 1131 

 1132 



46 
 

Conclusiones 1133 

  Los resultados obtenidos muestran que el extracto de AcOEt de la raíz de I. 1134 

lindheimeri y las cucurbitacinas 1 y 2 así como el derivado acetilado 4 reducen la 1135 

glucemia in vivo en un modelo de diabetes inducida. Los tres compuestos estimulan la 1136 

absorción de glucosa al promover la translocación de Glut4 a PM a través de la vía AMPK 1137 

de manera independiente de la insulina tejido específica, teniendo su efecto principal 1138 

en el tejido adiposo. Estos resultados indican que a pesar de que I. lindheimeri no es la 1139 

especie tradicionalmente usada para el tratamiento de diabetes, esta especie posee 1140 

propiedades antidiabéticas, constituyéndose como una nueva fuente potencial para la 1141 

obtención de nuevos compuestos para el tratamiento de diabetes. Nuestros resultados 1142 

se unen a las evidencias que sugieren que el tejido adiposo juega un papel primordial 1143 

en el desarrollo de diabetes y sus síntomas destacándolo como un blanco terapéutico y 1144 

compuestos capaces de aumentar la absorción de glucosa en este tejido, como las 1145 

cucurbitacinas 1, 2 y 4, fármacos potenciales para el tratamiento de la diabetes. 1146 

Mostramos además la importancia del sustituyente de la posición C-2 de estos 1147 

compuestos para ejercer un efecto sobre la glucemia y los mecanismos de acción de los 1148 

efectos observados. C-2 es importante también en las actividades antiinflamatoria y 1149 

anti proliferativa de estos triterpenos.  1150 

 1151 
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Anexo I. Espectro de RMN de la 23, 24- dihidrocucurbitacina D (1). A) Espectro de RMN de 1H de la 1. B) Espectro 1365 
de RMN de 13C de la 1. Reportado por Figueroa, Martínez, 2014. 1366 

 1367 
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A) 1368 

 1369 
 1370 

B) 1371 

 1372 
Anexo II. Espectro de RMN de la 2,16-diacetil 23, 24- dihidrocucurbitacina D (3). A) Espectro de RMN de 1H de 1373 
3. B) Espectro de RMN de 13C de la 3. 1374 
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 A)1375 

  1376 

B) 1377 

 1378 

Anexo III. Espectro de RMN de la 2-O-β glucopiranosil 23, 24-dihidrocucurbitacina D (2). A) Espectro de 1379 
RMN de 1H de la 2. B) Espectro de RMN de 13C de la 2. 1380 
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A)  1381 

 1382 
B)   1383 

 1384 

Anexo IV. Espectro de RMN de la 2-O-β- (2 ', 3', 4 ', 6' tetracetil) glucopiranosil, 16 acetil 23, 24-1385 
dihidrocucurbitacina D (4).  A) Espectro de RMN de 1H de la 4. B) Espectro de RMN de 13C de la 4. 1386 
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