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Resumen 

Introducción 

Cucurbita ficifolia Bouché (C. ficifolia) es una planta Mexicana de uso tradicional para 

el control de la diabetes tipo 2 (DT2). El efecto hipoglucémico del fruto de C. ficifolia 

ha sido demostrado en diferentes modelos de DT2 experimentales, así como en 

pacientes con DT2. El D-quiro-inositol (DQI) ha sido propuesto como el compuesto 

active del fruto. Además ha sido reportado que C. ficifolia incrementa la expression 

del RNAm de insulina y Kir 6.2 (componente del canal de K+ dependiente de ATP 

(K+
ATP), cuando es activado por una sulfonilurea) en células RINm5F. Sin embargo, 

aún no queda claro si C. ficifolia y DQI causan secreción de insulina por incremento 

en las concentraciones de calcio intracelular [Ca2+]i, a través del bloqueo de los 

K+
ATP, del reservorio proveniente del retículo endoplásmico (RE) o de la actividad del 

receptor de incretinas. Aunado a esto, se investigó si el factor de transcripción ATF-2 

está involucrado en el aumento en la expresión del RNAm de insulina.  

Material y métodos 

El extracto acuoso de C. ficifolia fue obtenido y estandarizado de acuerdo a su 

contenido en DQI. Las células RINm5F fueron incubadas a diferentes 

concentraciones (50, 100, 200 and 400 μM) de DQI o C. ficifolia (9, 18, 36 and 72 µg 

of extracto/mL), y se cuantificaron los cambios en las [Ca2+]i. Las células fueron 

permeabilizadas con el fluorocromo (fluo 4 acetoximetil ester (Fluo 4-AM) y 

visualizados en el microscopio confocal. La secreción de insulina fue medida por el 

método de ELISA. Subsecuentemente, el efecto de C. ficifolia sobre los canales de 

K+
ATP fue evaluado. En este caso, se utilizó un activador de los canales de K+

ATP, 

como lo es diazóxido, para bloquear la afluencia de calcio inducida por C. ficifolia. 
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Adicionalmente, 2-amino-toxidifenil borato (2-APB) fue utilizado para inhibir la 

afluencia de calcio proveniente de RE, causada por C. ficifolia. También fue evaluado 

el efecto C ficifolia, utilizando exendina-9 como inhibidor de la afluencia de calcio, 

proveniente de la actividad del receptor de incretinas. La fosforilación de ATF-2 fue 

medida por western blot. 

Resultados 

Se encontró que DQI solo no aumenta las [Ca2+]i ni la secreción de insulina. Por el 

contrario, el tratamiento con C ficifolia incrementa las [Ca2+]i en 10 veces comparado 

con el grupo control. La secreción de insulina incrementó un 46.9 %. Además, C. 

ficifolia  incrementa 2.5 la fosforilación de ATF-2 a los 60 minutos, lo que 

probablemente esté relacionado con el aumento en la expresión del RNAm de 

insulina.  

En presencia de diazóxido, C. ficifolia disminuye las [Ca2+]i en un 50 %,  y la 

secreción de insulina es aumentada en solo un 36.4%. Por otro lado, en presencia de 

2-APB, C. ficifolia incrementa las [Ca2+]i 18 veces, indicando un efecto aditivo, la 

secreción de insulina se mantiene constante. Estos resultados indican que C. ficifolia 

no bloquea los canales de K+ATP, sin embargo, se observó efecto en las [Ca2+]i 

provenientes de RE. En presencia de exendina-9, C. ficifolia incrementa 2 veces la 

[Ca2+]i, observándose baja actividad del receptor de incretinas en comparación con la 

actividad del receptor de RE.  

Conclusiones 

Las propiedades hipoglucemiantes de C. ficifolia pueden ser explicadas, en parte por 

el efecto secretagogo de insulina a través del incremento en las [Ca2+]i provenientes 

de los reservorios del RE. Sugerimos que el mecanismo de acción de C. ficifolia es 
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diferente al de los medicamentos hasta ahora utilizados para el tratamiento de la 

DT2, como las sulfonilureas. Estos resultados indican que C. ficifolia puede ser un 

potente agente natural para el control de la DT2. 

 

Summary 

Introduction 

Cucurbita ficifolia Bouché (C. ficifolia) is a plant used in Mexican traditional medicine 

to type 2 diabetes (T2D) control. The hypoglycemic effect of the fruit of C. ficifolia has 

been demonstrated in different experimental models and in T2D patients. It has been 

proposed that D-chiro-inositol (DCI) is the active compound of the fruit. Additionally, it 

has been reported that C. ficifolia increases the mRNA expression of insulin and Kir 

6.2 (a component of the ATP-sensitive potassium (K+
ATP) channel, which is activated 

by sulphonylurea) in RINm5F cells. However, it remains unclear whether C. ficifolia 

and DCI causes the secretion of insulin by increasing the concentration of intracellular 

calcium ([Ca2+]i) through K+
ATP channel blockage, from the reservoir in the 

endoplasmic reticulum (ER) or from receptor activity incretin. Besides knowing if the 

transcription factor ATF-2 is involved in the increase in insulin mRNA expression by 

the extract. 

Material and methods: The aqueous extract of C. ficifolia was obtained and 

standardized with regard to its DCI content. RINm5F pancreatic β-cells were 

incubated with different concentrations (50, 100, 200 and 400 μM) of DCI alone or C. 

ficifolia (9, 18, 36 and 72 µg of extract/mL), and the [Ca2+]i was quantified. The cells 

were preloaded with the Ca2+ fluorescent dye fluo4-acetoxymethyl ester (AM) and 
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visualized by confocal microscopy. Insulin secretion was measured by ELISA method. 

Subsequently, the effect of C. ficifolia on the K+
ATP channel was evaluated. In this 

case, the blocker activator diazoxide was used to inhibit the C. ficifolia-induced 

calcium influx. In addition, the inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3)-receptor-selective 

inhibitor 2-amino-thoxydiphenylborate (2-APB) was used to inhibit the influx of 

calcium from the ER that was induced by C. ficifolia. To evaluate the C. ficifolia effect 

on the receptor activity incretin, exendin 9-39 was used to inhibit the influx of calcium 

from these receptors. Moreover, the activating transcription factor ATF2 was 

measured by western blot.  

Results: It was found that DCI alone did not increase [Ca2+]i or insulin secretion. In 

contrast, treatment with C. ficifolia increased [Ca2+]i 10-fold compared with the control 

group. Insulin secretion increased by 46.9%. In the presence of diazoxide, C. ficifolia 

decreased [Ca2+]i by 50%, while insulin secretion increased by 36.4%. In contrast, in 

the presence of 2-APB, C. ficifolia increased [Ca2+]i 18-fold, while insulin secretion 

remained constant, indicating an additive effect. Therefore, C. ficifolia was not found 

to block the K+
ATP channel. However, it did exert an effect by increasing [Ca2+]i from 

the ER, which may partly explain the insulin secretion observed following treatment 

with C. ficifolia. In presence of Exendin-9, C. ficifolia increased 2-fold [Ca2+]i, without 

affecting incretin receptors. Furthermore, C. ficifolia increased 2.5 times the activity of 

the transcription factor ATF-2 at 60 min. 

Conclusions: The hypoglycemic properties of C. ficifolia can be explained in part by 

its effect as insulin secretagogue through an increase in [Ca2+]i from ER calcium 

reservoir. Therefore, the mechanism of action of C. ficifolia is different to those of the 
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currently used hypoglycemic drugs, such as sulfonylureas. These results support that 

C. ficifolia may be a potential natural resource for new agents to T2D control. 

 

 

ABREVIATURAS 

 

ADA                 Asociación Americana de Diabetes 

ADN                 Ácido desoxirribonucleico  

ARNm              Ácido ribonucleico mensajero  

ATF-2               por sus siglas en inglés: Activating Transcription Factor-2 

ATP                  Adenosin trifosfato  

Ca2+                          Calcio 
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Cdkal1            Por sus siglas en inglés: cyclin-dependent kinase 5 regulatory     

                        subunit associated protein 1-like 1                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

cDNA              Cadena complementaria al Ácido desoxirribonucleíco  

DAG                Diacilglicerol 
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DM                   Diabetes mellitus  
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DQI                  D-quiro inositol   

DT1                  Diabetes tipo 1 

DT2                  Diabetes tipo 2 

FMD                 Federación Mexicana de Diabetes 

FOXA2             Por sus siglas en inglés: Forkhead box a2, formerly Hepatocyte 

nuclear factor 3beta 
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GAD65             Isoforma más pequeña de glutamato descarboxilasa 

GAD65Ab           Autoanticuerpos dirigidos a GAD65 

GIP                   Polipéptido insulinotrófico dependiente de glucosa 

GLP-1              Péptido semejante al glucagón 1   

Glib                  Glibenclamida 

GLUT-2            Transportador de glucosa 2 

GRB2               Proteína 2 unida al receptor del factor de crecimiento 

HLA                 Human Leucocyte Antigen 

HMGA1            Por sus siglas en ingles: Variants of high-mobility group A1 

IDF                   Federación Internacional de Diabetes 

InsP3R            Receptor inositol 1,4,5-trifosfato 

IP3                   Inositol trifosfato 

IRS1                Receptor de insulina 1 

IRS2                Receptor de insulina 2 

K+                    Potasio  

K+
ATP                       Canal de K+ dependiente de ATP 

Kir6.2              Subunidad formadora del canal de K+
ATP 

(LXR)-α, β       Receptores del hígado alfa y beta 

MafA                Factor de transcripción v-maf fibrosarcoma músculo-homólogo del   

                         oncogén A                                              

MAPK       Proteínas cinasas activadas por mitógenos 

MCT1               Proteína transportadora de monocarboxilatos 

miRNA             microRNA 

MTT                  Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium 

NeuroD1          Factor de diferenciación neurogénica 1       

NR1H2            Por sus siglas en inglés:  Nuclear receptor subfamily 1, group H, 

member 2 
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NR1H3             Por sus siglas en inglés: Nuclear receptor subfamily 1, group H, 

member 3 
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PBS                 Solución salina amortiguadora de fosfatos 

PCR                 Reacción en cadena de la polimeras 

Pdx-1              Por sus siglas en inglés:  Factor de transcripción pancreático/duodenal 

homeobox-1 

PI3K                 Fosfatidilinositol 3-cinasa 

PKA                 Proteína cinasa A 

PKC                 Proteína cinasa C 

PLC                 Fosfolipasa C 

RE                   Retículo endoplásmico  

RI                     Resistencia a la insulina 

ROS                   Especies reactivas de oxígeno  

SH2                 De homología al dominio 2 de la proteína Src 

SNARE            Por sus siglas en inglés: soluble N-ethylmeleimide-sensitive factor   

                         attachment protein receptor 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Definición de la diabetes mellitus (DM) 

La DM se define como un desorden metabólico de etiología múltiple caracterizado 

por hiperglucemia crónica. Las alteraciones del metabolismo de carbohidratos, 

grasas y proteínas, son resultado de defectos en la secreción y/o acción de la 

insulina [1] 

1.2 Clasificación de la Diabetes Mellitus (DM) 

El Comité de expertos de la Asociación Americana de Diabetes (ADA), clasificó a la 

DM en 4 grupos [2]:  

a) Diabetes tipo 1 (DT1). Destrucción de las células β y ausencia de insulina 

[3]. 

b) Diabetes tipo 2 (DT2). Resultado de un defecto progresivo en la secreción 

de insulina y resistencia a esta hormona. 

c) Diabetes gestacional. Se presenta en el embarazo y se caracteriza por 

resistencia a la insulina [4, 5].   

d) Otros tipos de DM. Debidos a defectos genéticos en la función de las 

células β, defectos genéticos en la acción de la insulina, enfermedades del 

páncreas exocrino (por ejemplo, fibrosis quística), por químicos o drogas, 

como aquellas usadas en el tratamiento del VIH/SIDA o después de un 

trasplante de órganos [6]. 

1.3 Prevalencia de la diabetes mellitus  

Del 5 al 10% de la población mundial tiene DT1, mientras que del 85 a 90% de los 

casos presenta la diabetes de tipo 2 [7]. La Federación Internacional de Diabetes 
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(IDF) estimó en 2010 que México ocupó la décima posición entre los países con el 

mayor número de personas con DM (6.8 millones). Sin embargo, en los datos de la 

Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 2006 se reportaron 7.3 millones de casos [8]. 

La incidencia nacional de DT2 por año es de 404,770 [9], de los cuales 9.7% son 

mujeres y  8% hombres [10].  En 2009 se reportó un total que osciló entre los 6.5 y 

10 millones de pacientes [11].   

1.4 Etiología de la DT2 

El páncreas es un órgano mixto, exocrino (segrega enzimas digestivas que pasan al 

intestino delgado) y endocrino (produce hormonas, como la insulina, glucagón, 

polipéptido pancreático y somatostatina, entre otros, que pasan a la sangre) [12]. 

Uno de los primeros eventos que conducen a DT2 es la resistencia a la insulina (RI), 

que lleva a un incremento de la síntesis y secreción de insulina [13], generalmente 

acompañada de obesidad [14-16] y otros factores, como hipercolesterolemia, 

hipertrigliceridemia, hipertensión, hiperglucemia, etc., que en conjunto establecen el 

síndrome metabólico [17-20]. Además hay una respuesta inflamatoria, aumento del 

nivel de daño oxidativo del ADN por la condición de hiperglucemia y la  generación 

de especies reactivas de oxígeno (EROS) [21].  Los factores genéticos, también 

juegan un papel importante en el desarrollo de la DT2 [22, 23].  

El inicio de la DT2 tiene un carácter irreversible en la mayoría de los casos. Está 

asociada también a defectos en las células β [24-26]. La exposición aguda de las 

células β a una alta concentración de glucosa estimula la expresión del gen de 

insulina. Sin embargo, la exposición crónica tiene diversos efectos adversos sobre la 

función de las células β [27]. La hiperglucemia crónica es una causa de deterioro de 

la biosíntesis y secreción de insulina [28]. La disminución en su masa y volumen 
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debido a la disfunción de la mitocondria causa estrés oxidante, así como disminución 

de la síntesis de ATP [29]. El incremento en la apoptosis, que no se compensa 

adecuadamente por la regeneración de estas células β, causa DT2 [30]. El adecuado 

funcionamiento del retículo endoplásmico (RE) es indispensable para la síntesis de 

insulina. El estrés en este organelo es un factor que contribuye a la  muerte de estas 

células en DT2 [31, 32].  Estas alteraciones en las células β causan deficiencias de 

insulina, que es la base fundamental de la manifestación de la DM. De ahí la 

importancia de encontrar agentes que puedan provocar secreción de insulina, lo cual 

es fundamental para la terapéutica de la  DT2 [33]. 

1.5 Factores transcripcionales que regulan la expresión del gen de Insulina 

El gen que codifica para la insulina está localizado en el cromosoma 11p15.5. La 

expresión de este gen está controlada por el promotor, una región de DNA altamente 

conservada de 340 pb. Esta región está situada inmediatamente rio arriba del sitio de 

inicio de la transcripción. Los elementos más críticos que lo activan, son A3, C1 y E1, 

que se encuentran en el promotor del gen de insulina.  

El factor de transcripción pancreático/duodenal homeobox-1 (PDX-1) se une al sitio 

A3 del promotor de insulina [34]. El factor de transcripción v-maf fibrosarcoma 

músculo-homólogo del oncogén A (MAFA) [35] y el factor de diferenciación 

neurogénica 1 (NeuroD1), también conocido como BETA2 [36, 37], tienen la 

capacidad para activar la transcripción del gen de insulina. Lo realizan mediante la 

interacción con el coactivador CBP o proteína de unión al elemento de respuesta al 

cAMP (CREB). PDX-1, MAFA y NeuroD1 son tres factores de transcripción que 

actúan de una manera coordinada y sinérgica para estimular la expresión del gen de 

insulina en respuesta a un aumento en los niveles de glucosa [34, 38, 39]. 
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La fosforilación de CREB, se da por un aumento de glucosa. Se ha propuesto que un 

aumento de [Ca2+] nuclear es necesario para la transcripción de CREB mediada por 

CRE [40, 41]. La fosforilación de CREB en el residuo Ser 133 se da por la proteína 

cinasa A (PKA) y es esencial para su activación. Las cinasas Ca2+/calmodulina 

dependiente de la proteína cinasa II (CaMKII) y CaMKIV también pueden fosforilar a 

Ser 133 de CREB. CaMKII también puede fosforilar el segundo sitio (Ser 142) dentro 

del dominio de activación transcripcional de CREB. CREB fosforilado interactúa con 

una unidad de transcripción basal a través de la unión a los coactivadores, tales 

como la proteína de unión CREB (CBP) o p300 [42]. La activación del factor de 

transcripción-2 (ATF-2), también llamado CRE-BP1, es un miembro de la familia 

CREB/ATF, caracterizada por sus dominios básicos de quinación y dominios de 

cremallera de leucina (b-ZIP dominios). ATF-2 es fosforilado por c-Jun NH2 terminal 

cinasa (JNK) y P38 activada por mitógenos (P38 MAP), en Thr 69, Thr 71 y Ser 90, 

que se encuentran cerca del dominio de activación trasncripcional. Los factores de 

transcripción que se unen a este elemento regulador podrían desempeñar un papel 

importante en la regulación de la transcripción del gen de insulina [43, 44].  

Sin duda, los diversos factores de transcripción que regulan la expresión del gen de 

insulina son de suma importancia. Este proyecto se enfoca en CRE-BP1, también 

llamado ATF-2, debido a que su actividad transcripcional se incrementa por la 

elevación de las concentraciones de Ca2+ a través de la activación de CaMKIV. La 

activación de ATF-2 incrementa la transcripción del gen de insulina [42, 45]. Uno de 

los objetivos del presente trabajo se centra en identificar un factor de transcripción 

que aumente la expresión del gen de insulina, debido a que el extracto acuoso de C. 
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ficifolia estimula la expresión de este gen. Es probable que sea un factor de 

trascripción relacionado con el incremento de [Ca2+]i. 

1.6 Mecanismos de secreción de insulina y su regulación 

La secreción de insulina es estimulada directamente por glucosa, secretagogos no 

glucosídicos (aminoácidos y lípidos), hormonas insulinotropas y neurotransmisores. 

Los aminoácidos, principalmente arginina, glicina y leucina son capaces de estimular 

la secreción de insulina [46]. Por otro lado, la exposición prolongada a ácidos grasos 

libres inhibe la secreción de insulina estimulada por glucosa [47].  

Los factores clave en el proceso de secreción de insulina son: 

 

 El transportador de glucosa transmembranal GLUT 1 y 3 en humanos y 

GLUT2 en roedores. 

 Canales específicos de K+ dependientes de ATP. 

 Canales de calcio dependientes de voltaje que favorecen la liberación de los 

gránulos de insulina. 

La Figura 1 integra las vías de secreción de insulina. Cuando la concentración de 

glucosa aumenta entre 4-8 mM en el plasma, ésta ingresa en la célula β a través del 

transportador GLUT1 y GLUT3 en humanos; o GLUT 2 en roedores [7]. La glucosa 

se metaboliza a glucosa-6-fosfato por la glucocinasa, cuyo gen está regulado por 

insulina. Posteriormente el nivel intracelular de ATP aumenta como consecuencia del 

metabolismo de la glucosa (A en Figura 1). Los canales de K+ se encuentran abiertos 

en concentraciones usuales de ATP y contribuyen de forma sustancial a mantener el 

potencial de membrana en reposo de las células β. Cuando el nivel de ATP aumenta, 

el canal de K+ dependiente de ATP (K+
ATP) de la subfamilia Kir6.2 se cierra. Por lo 
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tanto, la salida de este ion se ve alterada (B en Figura 1). Con este fenómeno, la 

membrana plasmática de la célula β se despolariza hasta alcanzar un voltaje en el 

que se activan los canales de calcio dependientes de voltaje (C en Figura 1). La 

apertura del canal  permite la entrada de Ca2+ y desencadena la movilización y 

liberación de los gránulos de insulina. Además, el aumento en las concentraciones 

intracelulares de Ca2+ regula una serie de eventos (D en Figura 1). Por un lado, la 

exocitosis de insulina mediada por segundos mensajeros dependientes de Ca2+, 

como la fosfolipasa C (PLC) (E en la Figura 1). La PLC se encarga de hidrolizar al 

fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) en diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) (F). 

Por otro lado, el DAG activa a PKC que también puede activarse por Ca2+ 
 libre en el 

citoplasma e induce la exocitosis de la insulina (G en la Figura 1). Por su parte, el IP3 

entra al retículo endoplásmico (RE) para liberar más Ca2+ al citoplasma (H en el la 

Figura 1). La PLC también puede activarse por un agente extracelular que se une a 

un receptor de superficie celular (I).  

La activación del sistema parasimpático estimula la secreción de insulina y glucagón, 

mientras que la activación de receptores α-adrenérgicos la inhiben y los β-

adrenérgicos la estimulan. Además, los neurotransmisores como acetilcolina, por lo 

general, potencian la secreción de insulina por una doble acción. Aumentan 

moderadamente la señal de disparo, es decir, aumento de calcio intracelular [Ca2+]i. 

La acetilcolina es secretada por el nervio vago en respuesta tanto en la anticipación 

de una comida como en su digestión. La acetilcolina se une a su receptor activando a 

una proteína G acoplada. El resultado es un cambio conformacional disociando la 

subunidad α de la proteína G, que estimula a la PLC, la cual hidroliza el PIP2 (I) [48, 

49]. Las hormonas como el GLP-1 y el GIP se unen a su receptor acoplado a 
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proteínas G, transmitiendo una señal a la adenilato ciclasa. Esta enzima genera AMP 

cíclico a partir de ATP. El AMP cíclico interacciona con la PKC, activándola e 

induciendo así la secreción de insulina. Así mismo, La activación de la PKA o PKC 

aumenta la eficacia de la exocitosis de insulina mediada por [Ca2+]i (J en la Figura 1) 

[49-51].  

Por último, las hormonas y los neurotransmisores inhibitorios también actúan a través 

de dos vías. Deprimen la secreción de insulina, en parte por la disminución de la 

señal de disparo (a través de la repolarización de la membrana).  La reducción de la 

eficacia de Ca2+ en la exocitosis (inhibición a través de cinasas o de proteínas G) 

disminuye la secreción de insulina. De manera específica, la adenilato ciclasa puede 

ser activada o inhibida por las proteínas G que están acopladas a proteínas de 

membrana, dependiendo del estímulo hormonal. La somastatina (K en la Figura 1) es 

un ligando inhibidor [48, 49]. 
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Figura 1. Representación esquemática de las vías de secreción de insulina 

(modificado de Yamazaki y col., 2010).  

El receptor 1,4,5-trifosfato (InsP3R) se encuentran en retículo endoplásmico de 

células β. Es un canal de [Ca2+]i que juega un papel importante en la secreción de 

insulina (H) ([52]. Se ha reportado que el adenofostin A, induce la secreción de 

insulina de manera independiente a la despolarización de membrana celular y del 

cierre de los canales K+
ATP. Lo hace a través de la activación del receptor InsP3R, lo 

que lleva al incremento en la [Ca2+]i de la célula β, el cual proviene de los reservorios 

del RE [53]. El 2-aminoethoxydiphenyl borato (2-APB), un agente que impide la unión 

de IP3 al receptor InsP3R, disminuye la secreción de insulina [54-56]  

1.7 Terapéutica medicamentosa de la DM 

 Según la ADA la diabetes puede ser diagnosticada con base en los criterios de 

glucosa plasmática, ya sea el valor de glucosa plasmática en ayunas (FPG) o el valor 

de glucosa plasmática de 2 horas (2 h de PG) después de un test oral de tolerancia a 

la glucosa de 75 g. Según los siguientes criterios de diagnóstico: 

1. FPG ≥126 mg / dl (7,0 mmol / L). El ayuno se define como no hay ingesta 

calórica  por lo menos 8 h. 

2. 2-h PG ≥ 200 mg / dL (11,1 mmol / L) durante un OGTT.  

La prueba debe realizarse según lo descrito por la OMS, utilizando una carga de 

glucosa que contenga el equivalente de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua 

[57]. En este sentido, la terapéutica farmacológica de la diabetes se centra en dos 

objetivos íntimamente relacionados: 1) mejorar la utilización de la glucosa y otros 

nutrientes en los tejidos (aminoácidos, glicerol, ácidos grasos y cuerpos cetónicos) y 
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2) normalizar al máximo posible los niveles de glucemia sin perturbar de manera 

notable el estilo de vida del paciente [50]. 

Entre los principales hipoglucemiantes orales existentes para el tratamiento de la 

enfermedad se resumen en la tabla 1. Entre ellos se encuentra la pioglitazona, 

fármaco dirigido a reducir la RI e incrementar la actividad del receptor de insulina 

[58]. La metformina también es un sensibilizador de insulina usada para el 

tratamiento de la DT2 [59, 60]. La metformina y la fenformina se administran casi 

siempre en combinación con una sulfonilurea. Su mecanismo de acción incluye la 

inhibición de la gluconeogénesis hepática e incremento de la disponibilidad de la 

glucosa en músculo y tejido adiposo [61]. 

Los inhibidores de alfa glucosidasas, es decir, acarbosa, voglibosa y miglitol, inhiben 

competitivamente la absorción de los carbohidratos en el intestino delgado superior. 

Retrasan la digestión de los hidratos de carbono complejos y posteriormente retardan 

la absorción de glucosa, así como la hiperglucemia postprandial [62]. 

Los inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4) son miembros de una clase de 

agentes hipoglucemiantes orales que se han introducido como una nueva opción de 

tratamiento de la DM2. Los  Inhibidores de DPP-4 antagonizan la peptidasa de serina 

DPP-4. Ésta es responsable de la escisión rápida de las hormonas incretinas 

endógenas como el GLP-1 y el GIP in vivo. Después de la ingesta de alimentos, 

GLP-1 y GIP regulan la acción de la insulina. La secreción de glucagón también es 

reducida por GLP-1, que, a su vez, reduce la gluconeogénesis hepática. La 

prolongación de la vida media de estas incretinas aumenta la secreción de insulina 

dependiente de glucosa, inhibe la producción de glucosa endógena y disminuye la 
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glucosa en sangre [63, 64]. La exendina (9-39) es un antagonista del receptor GLP-1 

que inhibe la secreción de insulina por esta vía [65]. 

La glibenclamida, sigue siendo un fármaco útil para aumentar la secreción de insulina 

[66] y, por tanto, representa una piedra angular del tratamiento farmacológico de la 

DT2 [67]. Induce el cierre de K+
ATP mediante una interacción directa con el receptor 

del canal, llamado SUR1 ([68-70]. Las 1,2,4-tiadiazina, como el diazóxido, son 

conocidos como activadores de los K+
ATP [29, 71]. En células RINm5F tratadas con 

diazóxido se encontró una disminución en la secreción de los gránulos de insulina 

[72, 73] Cuando los canales de K+
ATP son abiertos por el diazóxido, la estimulación de 

la secreción de insulina por la glucosa se suprime porque la membrana de células no 

se despolariza y se ha propuesto que el diazóxido también impide el incremento de 

las [Ca2+]i [65, 71]. 

Tabla 1. Terapia medicamentosa de la enfermedad 
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A pesar del amplio uso de estos medicamentos, se tienen reportes que más del 64% 

de la población mundial recurre a la medicina tradicional, como única alternativa a su 

alcance, para resolver sus problemas de salud [74-76].  

1.8 Plantas medicinales en la terapéutica de la DT2 

En nuestro país el uso de plantas medicinales es tan amplio como ancestral. El 

conocimiento y uso de plantas medicinales es de primordial relevancia en 

comunidades rurales, sobretodo indígenas. Durante siglos han preservado sus 

conocimientos empíricos sobre las propiedades curativas de las plantas, 

transmitiéndolas a lo largo de generaciones. Existen plantas que se utilizan como 

antiinflamatorias, anticancerígenas, antivirales, antibacteriales, antidiabéticas, 

antioxidantes, etc. En el caso particular de la diabetes, se tienen reportes del uso de 

más de 350 plantas para el control empírico de DT2 [77]. 

Dentro del grupo de plantas que se emplean como remedio antidiabético, destaca 

Cucurbita ficifolia Bouché (C. ficifolia), especie de la familia Cucurbitaceae conocida 

en México como “chilacayote” y que ha sido ampliamente estudiada en nuestro país. 

Esta planta representa una alternativa útil en el control de la DT2 al alcance de la 

mayoría de la población. Sin embargo, su investigación experimental y clínica en 

nuestro país es todavía preliminar y aún no se conocen sus mecanismos de acción 

hipoglucemiante. 

 

2. Antecedentes 

Se han realizado diversos estudios con C. ficifolia. La planta se cultiva por sus frutos 

comestibles. El efecto hipoglucémico del fruto de C. ficifolia se ha  estudiado en 

ratas, ratones y conejos. Los estudios realizados con ratones sanos, que recibieron 
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diferentes dosis del jugo de C. ficifolia vía intraperitoneal y oral, demostraron su 

efecto hipoglucémico. Este efecto también se observó en ratas con aloxana y 

administración diaria, vía oral del jugo de C. ficifolia (4 ml/kg) durante 14 días [78]. Su 

efecto hipoglucémico también se ha valorado en pacientes con DT2 con glucemias 

entre 150-300 mg/dl. En estos estudios, después de la administración oral de un 

preparado del fruto, la glucemia se cuantificó por 5 h y se observó su disminución 

después de 3 h [79]. El fruto de C. ficifolia es comúnmente usado como un agente 

antidiabético, sin embargo, su mecanismo de acción es desconocido.  

En otros estudios se ha demostrado que el extracto acuoso de C. ficifolia contiene D-

quiro-inositol (DQI) al cual se le atribuyó el efecto hipoglucémico [80]. Recientemente 

la huella química mostró cinco compuestos mayoritarios en el extracto acuoso de C. 

ficifolia: p-cumárico (reportado con efecto antioxidante), ácido p - hidroxibenzoico, 

salicina (reportado con efecto antiinflamatorio), estigmast-7,2,2 - dien - 3 - ol y 

estigmast - 7 - en - 3 – ol [81]. En un modelo experimental de ratas diabéticas 

inducido por estreptozotocina, se administró por vía intragástrica, tanto el extracto del 

fruto de C. ficifolia como DQI sólo (10 y 20 mg con base en el contenido de DQI/kg 

de peso corporal durante 30 días). Se observó reducción de la glucemia, aumento de 

los niveles de glucógeno hepático, de la hemoglobina total y de la insulina plasmática 

[80].  Además, se demostró que C. ficifolia no induce el cierre de canales de K+
ATP en 

tejido aislado de aorta de rata [82]. Sin embargo, en otros estudios con células 

RINm5F tratadas con el extracto acuoso de C. ficifolia durante 24 horas se observó 

un incremento tanto en la expresión del gen de insulina como en la disponibilidad de 

Ca2+ citoplasmático, induciendo la secreción de insulina en estas células [83].  
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Se ha reportado que los canales de K+
ATP presentan variaciones en la respuesta que 

depende del tejido que los contenga. Por ejemplo, en las células β del páncreas el 

canal es activado por el diazóxido y sólo débilmente por pinacidil; por su parte, el 

canal de K+
ATP cardíaco se activa por pinacidil pero no por el diazóxido. El canal del 

músculo liso es activado eficazmente por ambos de estos compuestos. Así, las 

propiedades de los canales de K+
ATP varían entre los tejidos, lo que ha conducido a la 

premisa de que la familia de los canales puede estar compuesta de proteínas 

heterogéneas [84]. Así por ejemplo, el SUR1 es un receptor de alta afinidad para 

sulfonilureas que se expresa en las células β pancreáticas y el cerebro, mientras que 

para la subunidad SUR2 tiene una afinidad menor para estos compuestos. Existen 

también dos variantes principales de SUR2 debido al corte y empalme alternativo: 

SUR2A y SUR2B. La primera se encuentra principalmente en el corazón y el 

músculo esquelético, mientras que la segunda se localiza en el cerebro, corazón, 

hígado, músculo liso, riñón, intestino y tejido vascular. Los canales de K+
ATP de las 

células β están compuestos por un tetradímero de Kir6.2 y SUR1, mientras que los 

canales de músculo liso, cardiaco y vascular están representados por Kir6.2-SUR2A 

y Kir6.1-SUR2B, respectivamente [85].  

Se sabe que dos genes codifican para el canal KIR6.x y dos genes para la subunidad 

SUR. Las combinaciones de subunidades da lugar a subtipos de canales de K+
ATP, 

que se encuentran distribuidos tanto en células β pancreáticas como en neuronas, 

músculo cardíaco, esquelético y liso [86, 87]. Estos datos abren la posibilidad de que 

el extracto acuoso de C. ficifolia incremente la disponibilidad de [Ca2+]i mediante el 

cierre de los canales de K+
ATP, específicos de las células β del páncreas.  



28 
 

Estos datos nos permiten colocar una pieza en el rompecabezas del mecanismo de 

acción hipoglucemiante de este extracto que, al parecer, activa al gen de insulina e 

incrementa el [Ca2+]i. Es probable que el extracto acuoso de C. ficifolia esté 

activando factores de transcripción involucrados en la activación del gen de insulina, 

así como aumentando la disponibilidad de [Ca2+]i, ya sea que provenga de la 

apertura del canal de K+
ATP que se encuentra en  la membrana plasmática, o por la 

movilización del [Ca2+]i, proveniente de RE. Cabe señalar que no existen reportes 

que indiquen que las sulfonilureas u otros agentes orales usados para el control de la 

diabetes aumenten la expresión génica de la insulina en las células β del páncreas. 

MafA, Pdx-1, NeuroD1/Beta2, IPF-1 y ATF-2 se han reportado como los factores de 

transcripción que se unen al promotor del gen de insulina para modular su expresión 

[28, 34, 36, 88] y quizá el extracto acuso de C. ficifolia podría actuar a este nivel.  

La señal desencadenante más importante para la maquinaria de exocitosis en las 

células β, en ambas fases de la secreción de insulina, es la disponibilidad de [Ca2+]i 

[89], así como la señal del cierre de canales de K+
ATP. La activación directa del canal 

K+
ATP con un fármaco conocido como el diazóxido [71, 90] en las células RINm5F 

tratadas con extracto acuoso de C. ficifolia,  permitiría dilucidar si el aumento en la 

disponibilidad del [Ca2+]i que provoca este extracto es en realidad mediante el cierre 

del canal de K+
ATP o por otro mecanismo. El receptor InsP3R, un mediador de la 

movilización de [Ca2+]i, juega un papel importante en la regulación de la secreción de 

insulina, activa canales de Ca2+ que se encuentran en el RE, núcleo, gránulos 

secretores de insulina y en la membrana plasmática [45, 91]. 

Así, el receptor InsP3R es un canal de [Ca2+]i que juega un papel importante en la 

regulación de la secreción de insulina. En islotes pancreáticos aislados de rata se 
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han identificado mRNA de InsP3R de los tipos I, II y III, tanto por PCR (reacción en 

cadena de la polimerasa) como por estudios de secuenciación. El tipo III se expresa 

predominantemente en islotes de rata y en las células RINm5F [92, 93]. 

Aunque la posibilidad de que el incremento de la expresión del gen de insulina en las 

células RINm5F tratadas con el extracto acuoso de C. ficifolia [83] se deba a una 

acción similar al de las sulfonilureas no se descarta, también podría ser una acción 

similar a las producidas por las incretinas, por ejemplo GLP-1, que es una hormona 

activadora de la adenilato ciclasa que estimula al promotor del gen 1 de la insulina en 

ratas (RIP1), promoviendo su transcripción, un efecto mediado por el elemento de 

respuesta a AMPc (CRE) [65, 94].  

Las células tumorales RINm5F son un buen modelo para evaluar la síntesis y 

secreción de insulina [41, 95, 96], ya que su característica principal es sintetizar y 

secretar insulina. Además, en dicha línea es posible identificar la activación de 

factores de transcripción involucrados en la expresión del gen de insulina [97]. 

Entre las ventajas generales de usar líneas celulares se pueden mencionar las 

siguientes: son modelos in vitro que permiten obtener resultados a corto plazo, los 

efectos de los tratamientos se verifican específicamente en un tipo particular de 

células (en nuestro caso de células β pancreáticas productoras de insulina) y, 

controlando las condiciones del medio, es posible obtener resultados confiables, 

homogéneos y reproducibles.  

3. Justificación 

La DM se asocia con una menor esperanza de vida. Las alteraciones en las células β 

causan deficiencias de insulina, que es la base fundamental de la manifestación de la 

DM. La importancia de encontrar agentes que puedan provocar síntesis y secreción 
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de insulina, es fundamental para la terapéutica de la  DT2.  Esto hace necesario 

trabajar en la búsqueda de nuevas sustancias o mezclas de sustancias que permitan 

ofrecer una alternativa eficaz para el paciente. Cucurbita ficifolia Bouché es una 

especie de la familia Cucurbitaceae ampliamente estudiada en México. Representa 

una alternativa útil en el control de la DT2 al alcance de la mayoría de la población, 

con la ventaja de ser un fruto comestible. Estudios recientes muestran que el extracto 

del fruto de C. ficifolia contiene un compuesto llamado DQI, que aparentemente es el 

responsable de la disminución de la hiperglucemia en animales sanos y diabéticos. 

En estudios in vitro se ha encontrado que esto puede ocurrir por aumento en la 

síntesis y secreción de insulina. Por lo tanto, es importante conocer el efecto de del 

extracto de C. ficifolia y de DQI sobre las [Ca2+]i y secreción de insulina. Los 

resultados obtenidos ampliarán el conocimiento acerca de la acción hipoglucemiante 

de esta planta antidiabética, así como del DQI. Se aportará una evidencia más, a 

nivel molecular, de sus efectos en la diabetes. Además de tener gran potencial para 

el desarrollo y uso de fitomedicamentos o nuevos medicamentos, con un sustento 

científico apropiado, para el control de la diabetes.  

4.  Pregunta de investigación: 

¿El aumento en la concentración de [Ca2+]i que provoca C. ficifolia ocurre debido a la 

actividad agonista del canal K+
ATP,  al receptor InsP3R y/o del receptor de GLP? ¿La 

síntesis de insulina estimulada por C. ficifolia y DQI ocurre por activación del factor 

de transcripción ATF-2 del gen de insulina?  

5. Hipótesis 

La acción hipoglucemiante del extracto acuoso de C. ficifolia ocurre debido a un 

incremento en las [Ca2+]i, como resultado del cierre de los canales K+
ATP, activación 



31 
 

del receptor InsP3R y/o del receptor de GLP-1, con participación del factor de 

transcripción ATF-2 asociado con el gen de insulina. 

 

6. Objetivo general 

Determinar si C. ficifolia aumenta la secreción de insulina a través de la afluencia de 

calcio proveniente del canal de K+
ATP, del receptor InsP3R y/o del receptor de GLP-1 

6.1 Objetivos particulares 

 Establecer el aumento en la secreción de insulina por C. ficifolia mediado por 

la apertura de canales de K+
ATP o por el receptor de GLP-1. 

 Demostrar la participación del receptor InsP3R en el efecto secretagogo de la 

insulina inducido por el extracto de C. ficifolia. 

 Determinar la participación de C. ficifolia en la fosforilación de ATF-2  

7. Material y Métodos 

7.1 Material vegetal 

El fruto de Cucurbita ficifolia fue colectado en el municipio de Acolman, Estado de 

México en el mes de Marzo y Septiembre.  

7.2 Obtención del extracto acuoso, cuantificación y adquisición del DQI 

El fruto de C. ficifolia, sin cáscara, se cortó en rebanadas delgadas y se colocó en un 

recipiente para su deshidratación a temperatura ambiente y con aireación constante. 

El material seco se trituró en un molino eléctrico marca Turmix, se utilizó una rejilla 

de 1 mm de diámetro. Este material (100 g) se sometió a una maceración con agua 

(1 L) por separado, durante 72 h dentro de una campana de flujo laminar. La fase 

acuosa se filtró y se centrifugó a 805 x g para obtener un precipitado, el cual se 

separó y liofilizó. El producto liofilizado fue utilizado para los experimentos 
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correspondientes, tal como se ha reportado en estudios previos [78, 98, 99]. La 

estandarización del  extracto fue realizada mediante la cuantificación del contenido 

de DQI en el mismo extracto mediante HPLC. Para ello se usó una columna de 

amino con un detector de arreglo de diodos, se utilizó como vehículo CH3CN/H2O en 

una proporción 8:2. El DQI se adquirió comercialmente (Merck KGaA©, Darmstadt, 

Germany).  

7.3 Cultivo de células RINm5F 

La línea de células productoras de insulina derivadas de un tumor de los islotes 

pancreáticos RINm5F fue adquirida comercialmente de la American Type Culture 

Collection (ATCC., Virginia, USA). Las células se cultivaron en monocapa usando 

medio RPMI 1640 (glucosa 11,1 mM) (GIBCO™ Thermo Fisher Scientific, Rockford, 

IL, USA), suplementado con 10% de suero bovino fetal (ATCC., Virginia, USA), 2 mM 

L-glutamina, piruvato de sodio 1 mM y 2 mg/ml de gentamicina (Invitrogen of Life 

Technologies Corporation, Frederick, MD, USA). Las células se cultivaron a 37 °C en 

botellas de plástico desechables (Nunc® Labware & Supplies, USA) en una 

atmósfera humidificada de 5% de aire CO2/95%. El medio se reemplazó dos veces 

por semana [97, 100, 101].  

7.4 Ensayo de MTT 

La funcionalidad de las células después de la aplicación de los tratamientos con C. 

ficifolia y DCI, se midió usando el reactivo (-dimetiltiazol-2-il 4,5) -2,5-

dihenyltetrazolium (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)). Se realizó un ensayo 

por triplicado de acuerdo con la método de Mosmann (Mosmann, 1983). Las células 

RINm5F se sembraron 5.000 células/pozo en microplacas de 96 pocillos a una 

densidad de semiconfluencia. Después de 24 h, el medio se reemplazó con medio 
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que contenía extracto de C. ficifolia a diferentes concentraciones: 1.8, 3.6, 7.2, 18, 

36, 72, 180, 360 y 720 mg de extracto/mL. Dichas concentraciones de extracto 

contuvieron 10, 20, 40, 100, 200, 400, 1000, 2000 y 4000 µM de DQI (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA), respectivamente. Por su parte, en los experimentos con el DQI 

se usaron las mismas concentraciones (10, 20, 40, 100, 200, 400, 1000, 2000 y 4000 

µM de DQI). Las células se trataron durante 30 min. Posteriormente fueron lavadas 

con solución salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7.4, y una solución de MTT 0.1 

mg.  Se añadió PBS (pH 7.5) para los lavados. Las células se incubaron durante 3 

horas a 37 °C, seguido de lavado con PBS. Después se añadió HCl 40 mM (200 µl) 

preparado en isopropanol a cada pocillo durante 15 min para solubilizar el formazán 

producido. La densidad óptica (DO) se leyó a 570 nm [102]. Los datos se expresaron 

como el porcentaje de células viables después del tratamiento con el extracto acuoso 

de C. ficifolia y DQI en comparación con las células del control. 

7.5 Ensayos de viabilidad utilizando sonda DRAQ7 ™ 

Las células RINm5F fueron cultivadas en portaobjetos de vidrio de ocho pocillos Lab-

Tek II. Las células tratadas se cultivaron en medio RPMI-1640 (GIBCO™ Thermo 

Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) suplementado con 10% de suero bovino fetal 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y antibióticos. Las células se cultivaron en una 

atmósfera de CO2 al 5% humidificada a 37 °C y fueron tripsinizadas al 80% de 

confluencia usando 0.05% de EDTA tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El 

medio fue cambiado cada 48 h. Las células RINm5F fueron incubadas, por separado, 

con el extracto de C. ficifolia (72 mg de extracto/ml) y 400 µM de DQI durante 30 

minutos. Los tratamientos fueron sustituidos por DRAQ7™ (3 µM). Las células se 

lavaron dos veces con PBS. Posteriormente, PBS/glicerol/DAPI (polifosfato 
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inorgánico 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol, 1:1000) se incubó con las células para teñir el 

núcleo. Las células fueron montadas en un soporte de acero, la muestra se colocó en 

una platina del microscopio y la imagen se visualizó utilizando el microscopio 

confocal Zen-SP1 ZEISS de escaneo láser DRAQ7™, excitado por tanto 488 y 633-

647 nm láseres [103, 104]. 

7.6 Evaluación de la actividad de InsP3R  

Para la medir la activación del canal de InsP3R de células se incubaron con un 

antagonista del receptor a GLP o InsP3R (2-amino-toxidifenil borato, 2-APB., Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) a concentraciones de 50, 100, 150 y 200 µM durante 30 

minutos) [105]. Posteriormente las células se incubaron durante 10 minutos con el 

extracto acuoso de C. ficifolia (9, 18, 36 y 72 µg de extracto/mL), que en términos de  

DQI correspondieron a 50, 100, 200 y 400 µM. Se determinaron las [Ca2+]i y la 

secreción de insulina de estas células por el método de ELISA.  

7.7 Evaluación de la actividad del canal de K+
ATP  

Para medir la actividad del canal de K+
ATP se colocaron tratamientos con un activador 

del canal (diazóxido, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a concentraciones de 100, 

200, 400, 800, 1000, 2000 y 4000 µM durante 1 h [106]. Posteriormente estas células 

se incubaron durante 10 min con el extracto acuoso de C. ficifolia (9, 18, 36 y 72 µg 

de extracto/mL conteniendo 50, 100, 200 y 400 µM de DQI). Otro grupo de células se 

incubó con glibenclamida, un inhibidor del canal de K+
ATP, a concentraciones de 50, 

100, 200 y 400 µM durante 10 minutos [107, 108]. Finalmente se determinaron las 

[Ca2+]i y la secreción de insulina de estas células por el método de ELISA. 

7.8 Evaluación de la actividad del receptor de incretinas 
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Para medir la actividad del receptor a GLP-1 las células se trataron con exendina-4 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), un agonista de este receptor (0.5, 1, 2 y 4 µM) 

durante 30 min (Ebinger y col., 2000; Kang y col., 2009). Otro grupo de células se 

incubó con exendina 9-39, un antagonista del receptor a GLP-1, a concentraciones 

de 0.5, 1, 2 y 4 µM durante 30 min (Ebinger y col., 2000; Skoglund y col., 2000). 

Posteriormente estas células se incubaron durante 10 min con el extracto acuoso de 

C. ficifolia (9, 18, 36 y 72 µg de extracto/mL conteniendo 50, 100, 200 y 400 µM de 

DQI, respectivamente. Se midieron las [Ca2+]i mediante el microscopio confocal y la 

secreción de insulina de estas células por el método de ELISA. 

7.9 Cuantificación de [Ca2+]i 

Las células RINm5F fueron cultivadas en portaobjetos de vidrio de ocho pocillos Lab-

Tek II. Después de 24 h de cultivo se permeabilizaron las células durante 30 min con 

1 µM del indicador de las [Ca2+]i,  Fluo-4 AM (Molecular Probes) en HBSS 

suplementado con gentamicina a 10 mg/ml y BSA al 0.1%; se lavó con el mismo 

medio y se dejó equilibrar. La fluorescencia se midió con una emisión de 488 nm de 

excitación y 535 nm usando un microscopio confocal (Zeiss Zen-Sp1) con escaneo 

láser. Las imágenes fueron adquiridas cada segundo con un tiempo de exposición de 

20 ms por 10 min a 23 °C. El extracto acuoso de C. ficifolia (9, 18, 36 y 72 mg de 

extracto/mL y DCI solo (50, 100, 200 y 400 µM), Glibenclamida (50, 100, 200 y 400 

µM) y adenofostin A (2, 4, 6 y 8 μM) se aplicaron antes de tomar 5 imágenes en cada 

secuencia. Los archivos de secuencias se analizaron utilizando el software ImageJ 

analizador de imágenes de los NIH, EE.UU. (http://rsb.info.nih.gov/ij). Las regiones 

de interés fueron seleccionados en el citoplasma de las células, y se midió la 

intensidad media de píxeles. Los cambios de fluorescencia relativa (ΔF/Fo) se 
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representaron gráficamente como una función del tiempo y se integraron para 

determinar el área bajo la curva [109]. 

 

 

7.10 Cuantificación de la secreción de insulina por el método de ELISA 

Para cuantificar la secreción de insulina por la técnica de ELISA, se colectó el medio 

RPMI de las células con los tratamientos correspondientes. Se midió la densidad 

óptica por lector de microplacas a 450 nm con una longitud de onda de referencia de 

620 nm. La intensidad del color generado fue directamente proporcional a la cantidad 

de insulina en la muestra. Esta técnica de ELISA se basa en un inmunoensayo tipo 

sándwich, con anticuerpos monoclonales específicos para insulina, inmovilizados en 

la microplaca de 96 pozos en una fase sólida que contiene controles estándares 

(ALPCO) [110].  

7.11 Análisis por Western Blot   

Las células RINm5F se colectaron después de ser incubadas por 15, 30 y 60 minutos 

(periodo de actividad de síntesis) con el extracto acuoso de C. ficifolia (36 µg de 

extracto/mL conteniendo 200 µM de DQI). Estas células se lisaron en 1 ml de tampón 

de lisis celular, que contenía 10 mmol/l de Tris-HCl (pH 7.4), 2 mmol/l EDTA, 100 

mmol/l de NaCl, 20% glicerol (peso/volumen), y los inhibidores de la proteasa. Las 

proteínas se colocaron en gel SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de 

difluoruro de polivinilideno (Millipore, Bedford, MA) mediante electrotransferencia. Las 

membranas se bloquearon en 5% leche baja en grasa seca disuelta en Tris-solución 

salina tamponada que contenía 0.1% de Tween-20 (TBS-T, pH 8.0) durante la noche 

a 4 °C. Después de un lavado en TBS-T, las membranas se incubaron durante 1 h a 
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37 °C con el anticuerpo primario (anticuerpo de rata fosfo-ATF-2 (Thr71) (Santa 

Cruz) se utilizó una dilución 1:1000. La detección se realizó usando el Kit ECL 

(Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido). El anticuerpo secundario fue diluido a 

de 1:1000. Los niveles de fosfo-ATF-2 (Thr71) se determinaron utilizando el 

programa NIH Imagen [42]. 

8. Análisis estadístico  

Cada experimento se realizó por triplicado en tres eventos independientes. El análisis 

estadístico de los resultados obtenidos fue realizado mediante un análisis de 

varianza (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey-Kramer. Se utilizó el programa 

GraphPad Prism 5 y el nivel de significancia fue del 95%.  

9. Resultados 

9.1 Efecto sobre la viabilidad celular 

El efecto de diferentes concentraciones de C. ficifolia y DQI sobre la viabilidad celular 

se evaluó mediante un ensayo de MTT. Las células RINm5F fueron relativamente 

más susceptibles al extracto de C. ficfolia que al DQI solo. En estas células, el 

extracto de C. ficifolia a concentraciones superiores a 180 mg/ml (superiores a 1000 

µM de DQI) redujo la viabilidad celular de manera dosis dependiente respecto al 

control, con más del 40% de reducción (Fig. 2). Por su parte, las concentraciones de 

DQI no mostraron diferencias significativas con respecto al control, sin mostrar 

evidencias de efectos citotóxicos a dichas concentraciones (Fig. 2). De acuerdo con 

estos datos, las concentraciones de 50, 100, 200 y 400 µM de DQI solo y en el 

extracto se eligieron para continuar con los experimentos. La conversión de MTT a 

formazán insoluble por la actividad enzimática deshidrogenasa de las células se 
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mostró intacta en nuestros tratamientos con C. ficifolia. La cantidad de formazán 

producido es directamente proporcional al número de células vivas. 

 

Figura 2. El efecto de diferentes concentraciones de extracto de C. ficifolia y DQI 

sobre la viabilidad de células RINm5F (ensayo de MTT, T = 1 h). El extracto acuoso 

de C. ficifolia fue estandarizado con base en el contenido de DQI. Media ± E.E.M. (N 

= 4). *P<0.05 diferencia significativa con respecto al control. 

9.2 Efectos sobre la secreción de insulina 

El extracto de C. ficifolia (72 µg/ml del extracto conteniendo 400 µM de DQI) aumentó 

la secreción de insulina en 46.9%. Glibenclamida aumentó la secreción de insulina 

en 37%, mientras que adenofostina A lo hizo en 45% y  Exendina-4 en 46%. En 

contraste, DQI (400 µM), Dz y 2-APB no estimularon la secreción de insulina en las 

células RINm5F después de 15 min de incubación. El pretratamiento con Dz inhibió 

el efecto de la glibenclamida, pero no impidió el aumento de la secreción de insulina 

causada por C ficifolia. Además, 2-APB tampoco logró inhibir el efecto de C. ficifolia. 

En contraste, la liberación de  insulina observada en las células con adenofostina A 
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se atenuó con la presencia de 2-APB. Finalmente, la incubación de  Exendina 4 

estimuló y Exendina 9 inhibió la secreción de insulina; en el efecto combinado de 

éstos, predominó Exendina 9, que redujo de manera significativa el efecto 

secretagogo de Exendina-4. El pretratamiento con Exendina 9 no inhibió el efecto 

secretagogo de C. ficifolia  (Fig. 3).  

 

Figura 3. El efecto de diferentes tratamientos sobre la secreción de insulina en las 

células RINm5f. C. ficifolia (72 µg de extracto/mL), DQI (400 mM), diazóxido (4,000 

µM, Dz), 2-APB (200 µM), adenofostin-A (8 µM), Dz (4,000 µM) + C. ficifolia (72 µg 

de extracto / mL), Dz (4,000 µM) + glibenclamida (500 µM), 2-APB (200 µM) + 

adenofostin-A (8 µM) y 2-APB (200 µM) + C. ficifolia (72 µg del extracto/mL), 

Exendina 4 (4 µM), Exendina 9 (4 µM). Media ± E.E.M. (N = 4). * P <0.05 comparado 

con el control. 

9.3 Efecto sobre la [Ca2 +]i 

La fluorescencia normalizada de las [Ca2 +]i en las células RINm5F tratadas con C. 

ficifolia, DQI y glibenclamida se muestra en la Fig. 4. La barra de escala vertical 
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indica el aumento de la fluorescencia debido a los tratamientos. C. ficifolia y 

glibenclamida aumentaron las [Ca2+]i y fueron dosis-dependiente, mientras que DQI y 

Dz las disminuyeron en un 50% frente al grupo control (los datos para Dz sólo fueron 

omitidos de la Figura 4, debido a la importancia de mostrar las diferencias entre los 

tratamientos: DQI y C. ficifolia.  
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Figura 4. El efecto de C. ficifolia, DQI y glibenclamida en las [Ca2 +]i en las células 

RINm5F (T=10 min). (A) Fluorescencia normalizada de [Ca2+]i en las células debido a 

los tratamientos. La barra de escala vertical indica el aumento de la fluorescencia 
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debido a los tratamientos. (B) Fluorescencia de las células RINm5F en el campo 

claro y oscuro, que muestra los cambios en la fluorescencia, mostrados en los tonos 

rojos, verdes y azules. (C) Fluorescencia normalizada de [Ca2+]i en las células debido 

al tratamiento con salicina y ácido cumárico. Media ± E.E.M. (N = 4). *p<0.05 con 

respecto al control. 

 

9.4 Ensayos de viabilidad utilizando sonda DRAQ7 TM 

Debido a que existen aumentos en las [Ca2+]i que podrían estar asociados con el 

daño celular debido a los tratamientos, fue necesario analizar la integridad de las 

células con el reactivo DRAQ7TM, que cuantifica núcleos teñidos. Las células 

mostraron un 100% de viabilidad en el grupo control (Fig. 5A), así como en las 

células incubadas con C. ficifolia (Fig. 4B). Por el contrario, en las células incubadas 

con 40 µM H2O2, el núcleo teñido en rojo con el reactivo DRAQ7TM indicó que el 

100% de las células eran inviables (Fig. 5C). 

 

Figura 5. Ensayos de viabilidad utilizando la sonda DRAQ7 TM. Las células RINm5F 

fueron tratadas con C. ficifolia y H2O2 (aumento x 20).  
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9.5 La participación de C. ficifolia como regulador de [Ca2 +]i a través de 

canales de K+
ATP 

Las curvas concentración-respuesta se determinaron para investigar la actividad de 

C. ficifolia como regulador de la [Ca2+]i a través de canales de K+
ATP. La 

glibenclamida sola mostró un claro aumento de la [Ca2 +]i. Sin embargo, en presencia 

de concentraciones crecientes de Dz, el efecto de la glibenclamida se inhibió 

gradualmente (Fig. 6A), lo que resultó en una curva típica de antagonismo 

competitivo. En cambio, aunque la  [Ca2 +]i  también se incrementó con C. ficifolia, al 

adicionar Dz, las [Ca2+]i disminuyeron, pero en este caso las curvas se redujeron 

progresivamente, lo que muestra un antagonismo no competitivo, interfiriendo con la 

respuesta máxima (Rmax) de C. ficifolia (Fig. 6B, Tabla 3). Por lo tanto, la acción de 

C. ficifolia sobre las [Ca2 +]i no implica el cierre de los canales de K+
ATP, como lo hace 

glibenclamida. Los datos para Dz solo fueron omitidos de la Figura 6.  
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Figura 6. Efecto en las [Ca2 +]i por administración simultánea de diazóxido (Dz) con 

glibenclamida o C. ficifolia en células RINm5F. (A) Glibenclamida (50, 100, 200 y 400 

µM) con Dz. (B) C. ficifolia (9, 18, 36 y 72 mg del extracto/ml) con Dz. Media ± E.E.M 

(N = 4). 

 

Tabla 2. Respuesta máxima (Rmax) de las [Ca2+]i en las células RINm5F tratadas 

con glibenclamida, administración simultánea de Dz con glibenclamida o C. ficifolia, 

así como la IC50 con los mismos tratamientos.  

 

Tratamiento IC50  Rmax (%) 

Glibenclamida 

Glibenclamida + Dz (1000 µM) 

260.0±9.1 

150.0±8.8 

426.4±8.6a 

76.8±9.6 
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C. ficifolia 

C. ficifolia + Dz (1000 µM) 

C. ficifolia + Dz (2000 µM) 

C. ficifolia + Dz (4000 µM) 

45.0±12.2 

34.2±9.1 

36.0±13.1 

34.2±14.1 

1103.6±9.8a 

372.0±13.3a 

400.0±14.1a 

600.0± 10.1a 

Diazoxido 500.0±12.5 65.0±12.9 

 

La IC50 para glibenclamida se expresa en µM; IC50 para el extracto de C. ficifolia se 

expresa en µg/ml. a: diferencia significativa con respecto a la respuesta máxima de 

diazoxido (Dz), p<0.05. Media ± E.E.M (N = 4). 

 

9.6 La participación de los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) en [Ca2 +]i. 

Las curvas concentración-respuesta se determinaron para probar si el efecto de C. 

ficifolia implica los reservorios de Ca2+ del retículo endoplásmico. Estas curvas se 

muestran en la Figura 7. El compuesto Adenofostina A aumenta las [Ca2+]i. Sin 

embargo, en presencia de 2-APB, este efecto fue inhibido gradualmente conforme 

las concentraciones de 2-APB aumentaron (Fig. 7A), resultando una curva típica de 

antagonismo competitivo. En contraste, C. ficifolia en presencia de concentraciones 

bajas de 2-APB, incrementa las [Ca2+]i. En este caso, se observa que la Rmax 

aumenta en la acción de 2-APB y C. ficifolia (Tabla 3). Sin embargo, a dosis altas se 

observó un efecto inhibidor con 2-APB, interfiriendo con la respuesta de C. ficifolia  

(Fig. 7B). En este caso, las curvas denotan dualismo competitivo para los receptores 

de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) con las [Ca2 +]i. 
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Figura 7. Efecto en las [Ca2 +]i por la administración simultánea de Adenophostin-A 

con 2-APB o C. ficifolia en células RINm5F. (A) Adenophostin-A (2, 4, 6 y 8 µM) con 

2-APB. (B) C. ficifolia (9, 18, 36, 72 y 90 µg de extracto/ml) con 2-APB. p<0.05, 

Media ± E.E.M. (N = 4). 

 

Tabla 3. Respuesta máxima (Rmax) de las [Ca2+]i en las células RINm5F 

tratadas con 2-APB, administración simultánea de 2-APB con adenophostin o 

C. ficifolia, así como la IC50 con los mismos tratamientos.  

 

Tratamiento IC50  Rmax (%) 

Adenophostin 

 

Adenophostin + 2-APB (50 µM) 

 

Adenophostin + 2-APB (100 µM) 

 

Adenophostin + 2-APB (200 µM) 

 

4.0± 0.5 

 

5.0±1.2 

 

1.0±0.5 

 

2.0±1.3 

396.0±7.8a 

 

95.0±12.9 

 

114.9±5.3 

 

106.4±25.5 
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C. ficifolia 

C. ficifolia + 2-APB (50 µM) 

C. ficifolia + 2-APB (100 µM) 

C. ficifolia + 2-APB (200 µM) 

45.0 ±12.2 

36.0±12.2 

34.2±14.1 

36.0±25.5 

1103.6±9.8a 

1663.6±11.2a 

1208.0±12.3a 

1018.0±353.9a 

2-APB 200.0±15.9 80.6±12.4 

 

La IC50 para glibenclamida se expresa en µM; IC50 para el extracto de C. ficifolia se 

expresa en µg/ml. a: diferencia significativa con respecto a la respuesta máxima de 2-

APB (p<0.05). Media ± E.E.M (N = 4). 

 

El efecto aditivo de 2-APB a bajas concentraciones de C. ficifolia y la participación de 

los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) en las [Ca2+]i, se observa en la Fig. 8. 

Se utilizaron las curvas de concentración-respuesta para determinar este efecto de 2-

APB (50, 100, 150 y 200 µM) y menores concentraciones de C. ficifolia (4, 5, 9, 18 y 

36 µg de extracto/mL) debido a inositol 1,4,5-trifosfato receptores (IP3). En particular 

se observó un efecto aditivo en todas las combinaciones de dosis (Fig. 8). 
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Figura 8. Efecto aditivo en las [Ca2+]i por la administración simultánea de 2-APB (50, 

100 y 150 µM) con C. ficifolia (4.5, 9, 18 y 36 µg del extracto/mL) en células RINm5F. 

p<0.05 Media ± E.E.M. (N = 4).  

9.7 La participación de los receptores de incretinas  

Para probar si el efecto de C. ficifolia implica la movilización de [Ca2+]i debido a la 

actividad de los receptores de incretinas, se realizaron las curvas concentración-

respuesta que se muestran en la Figura 9. Exendina 4 aumentó las [Ca2+]i. Sin 

embargo, en presencia de concentraciones crecientes de Exendina 9 este efecto fue 

inhibido gradualmente (Fig. 9A), resultando en una curva típica de antagonismo 

competitivo. En contraste, C. ficifolia en presencia de concentraciones crecientes de 

Exendina 9, redujo las [Ca2 +]i. En este caso, se observa que la Rmax aumenta en la 

acción de Exendina 4 y Exendina 9; por el contrario, no se observaron cambios en la 

acción de Exendina 9 y C. ficifolia (Tabla 3). Además, a la concentración más baja 

(0.5 µM) se observa que existe un efecto inhibidor con Exendina 9, interfiriendo con 
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la respuesta máxima de C. ficifolia  (Fig. 9B). En este caso las curvas muestran 

antagonismo no competitivo para los receptores de incretinas sobre las [Ca2 +]i. 

 

Tabla 3. Respuesta máxima (Rmax) de las [Ca2+]i en las células RINm5F 

tratadas con exendina 9, administración simultánea de exendina-9 con 

exendina-4 o con C. ficifolia, así como la IC50 con los mismos tratamientos. 

 

Tratamiento IC50  Rmax (%) 

Exendina 4 

 

Exendina 4 + Exendina 9 (0.5 

µM) 

 

Exendina 4 + Exendina 9 (1 µM) 

 

Exendina 4 + Exendina 9 (2 µM) 

 

Exendina 4 + Exendina 9 (4 µM) 

 

4±3.2 

 

0.5± 0.6 

 

0.5±1.2 

 

0.5±6.5 

 

4.0±4.3 

230.0±4.6 a 

 

86.0±7.8 

 

94.0±18.9 

 

106.9±6.3 

 

98.4±21.5 

C. ficifolia 

C. ficifolia + Exendina 9 (0.5 µM) 

C. ficifolia + Exendina 9 (1 µM) 

C. ficifolia + Exendina 9 (2 µM) 

Exendina 4 + Exendina 9 (4 µM) 

45.0 ±12.2 

72.0 ±12.2 

72.0 ±12.2 

72.0±12.1 

72.0±25.5 

1103.6±9.8a  

526.0±11.2a 

470.0±12.3a 

616.0±353.9a 

474.0±353.9a 

Exendina 9 0.5±15.9 84.6±12.4 
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IC50 para exendina 4 se expresa en µM; IC50 para el extracto de C. ficifolia se 

expresa en µg/ml. p<0.05. a: diferencia significativa con respecto a la respuesta 

máxima de exendina 9, Media ± E.E.M. (n = 4). 

 

 

Figura 9. Efecto en las [Ca2 +]i por la administración simultánea de Exendina 9 con 

Exendina 4 o con C. ficifolia en las células RINm5F. (A) Exendina 4 (0.5, 1, 2 y 4 µM) 

con Exendina 9. (B) C. ficifolia (9, 18, 36 y 72 µg del extracto/ml) con Exendina 9. 

Media ± E.E.M. (N = 4). 

9.8 ATF-2 fosforilación en treonina 71 (Thr 71) 

Para investigar la fosforilación de ATF-2 en treonina 71, las células RINm5F fueron 

tratadas con C. ficifolia (36 µg del extracto/ml) a diferentes tiempos. El análisis de 

western blot confirmó que el tratamiento de 60 minutos aumenta 2.5 veces más los 

niveles de proteína ATF-2 fosforilada en treonina 71, en comparación con el grupo 

control. Sin embargo, al minuto 30 y 15 los niveles de ATF-2 se comportan parecido 
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al grupo control. El tratamiento con Exendina 4, por 30 minutos, aumenta 1.5 veces 

los niveles de ATF-2 fosforilado (Figura 10).   

  

Figura 10. Efecto de la administración de C. ficifolia sobre la fosforilación de ATF-2. 

Células RINm5F fueron tratadas con Exendina 4 (Ex, 4 µM), C. ficifolia (36 µg de 

extracto/mL) durante 15, 30 y 60 minutos. Media ± E.E.M. *p<0.05 con respecto al 

control (N = 3). C: control., Ex: exendina-4., 15 m: 15 minutos., 30 m: 30 minutos., 60 

m: 60 minutos. 

10. Discusión 

El fruto de Cucurbita ficifolia, popularmente conocido como chilacayote es una planta 

comestible mexicana cuya actividad hipoglucemiante, antioxidante y antiinflamatoria 
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han sido demostradas en varias condiciones experimentales y clínicas [7]. Este 

estudio es una aproximación a la elucidación de los cambios moleculares que 

antceden al efecto hipoclucémico de C. ficifolia por aumento en las [Ca+2]i, asociado 

a la secreción de insulina por diferentes vías, como es el canal de K+
ATP, el receptor 

de retículo endoplásmico (RE) y el receptor de incretinas.  

Recientemente el DQI se propuso como el compuesto responsable de los efectos 

hipoglucemiantes de los frutos de C. ficifolia [80]. DQI fue originalmente descubierto 

como un mediador de la acción intracelular de la insulina. Se ha demostrado que 

acelera la desfosforilación de las enzimas glucógeno sintasa y piruvato 

deshidrogenasa, limitando la actividad de dichas enzimas para la eliminación de la 

glucosa por medio de las vías oxidativa y no oxidativa [7]. La administración de DQI 

en ratas diabéticas, monos Rhesus y humanos aceleró la utilización de glucosa y la 

acción de la insulina [80]. Posteriormente estudios en nuestro laboratorio mostraron 

aumento significativo en la expresión del gen de insulina en las células RINm5F 

tratadas con DQI [83]. Este resultado sustenta la idea de que esta molécula es en 

parte responsable del efecto hipoglucémico del extracto acuoso de C. ficifolia. Sin 

descartar la idea de que el sinergismo entre otro tipo moléculas contenidas en este 

extracto sea el responsable de su efecto hipoglucémico. Sin embargo, en el presente 

estudio se demostró que DQI no ejerce su efecto hipoglucemiante mediante el 

aumento en las [Ca+2]i y secreción de insulina. Por lo tanto, es probable que el efecto 

hipoglucémico del DQI observado en otros estudios no involucra la secreción de 

insulina.  

En estudios previos se sugirió que C. ficifolia aumenta la insulina en plasma en ratas 

diabéticas inducidas con estreptozotocina [80]. Sin embargo, la participación y la 
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fuente de las [Ca2 +]i en la secreción de insulina causada por C. ficifolia eran 

inciertas. En este estudio se demostró el aumento de 1 vez las [Ca2 +]i para p-

cumarico y 10 veces para el extracto que se asociaron con la secreción de insulina 

mediados por C. ficifolia. Sin embargo, una prueba de MTT fue requerida, debido a 

que este ensayo se utiliza ampliamente para estudios de citotoxicidad, viabilidad y 

proliferación [102]. Las células RINm5F mostraron estar intactas en los tratamientos 

con C. ficifolia [100].  

En la presente investigación se determinó también la procedencia del Ca2+ 

intracelular. Es decir, si proviene del exterior celular, del RE o de la actividad del 

receptor de incretinas. Esto mediante el estudio de interacciones farmacológicas 

entre distintos fármacos agonistas y antagonistas implicados en estos procesos, ya 

sea implicados con el canal de K+
ATP, con el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) 

y/o el receptor de incretinas, administrados conjuntamente con C. ficifolia. Con la 

finalidad de asegurar la normalización y continuidad de los estudios con el extracto 

de C. ficifolia, éste fue estandarizado con base en su contenido de DQI. De esta 

manera, 1 g de extracto contenía 167.2 mg de DQI. Esto es especialmente 

importante debido a que las diferentes preparaciones de este extracto pueden 

contener concentraciones variables de DQI. En este sentido, cabe señalar que el 

mencionado  contenido es el más alto en relación con los reportados previamente 

para otras preparaciones de C. ficifolia [83]. Las diferencias en el contenido de DQI 

podrían depender de las diferentes regiones de colecta, de la estación anual de la 

colecta, o del estado de madurez del fruto, como se ha reportado para otras especies 

frutales [111].  
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El extracto del fruto de C. ficifolia mostró un efecto citotóxico sobre las células 

RINm5F a 1 h de incubación y fue dependiente de la concentración. Por el contrario, 

DQI solo no afectó a la viabilidad celular a las concentraciones administradas (de 10 

a 4000 µm). En relación con las [Ca2+]i, las células tratadas con C. ficifolia y 

glibenclamida mostraron cambios en la fluorescencia en tonos rojos, verdes y azules, 

lo que indica aumento significativo de la [Ca2+]i, que positivamente correlaciona con 

el aumento de las concentraciones de insulina. Sin embargo, DQI causó una 

reducción de más del 50% en las [Ca2+]i en todas las dosis dadas, que también se 

correlacionó positivamente con la ausencia de efecto sobre la secreción de insulina. 

Por lo tanto, DQI fue excluido de los experimentos posteriores.  

En consecuencia, además de la concentración molar de DQI en el extracto, las 

concentraciones también se expresaron en µg de extracto/mL. Esto también es 

importante porque DQI no parece ser el principio activo probablemente su efecto 

hipoglucémico es mediante otro mecanismo. Sin embargo el extracto completo de C. 

ficiolia mostró efectos hipoglucémicos y podría ser un recurso natural potencial de 

nuevos agentes contra la diabetes tipo 2.  

Dado que un aumento en las [Ca2+]i puede desencadenar estrés del retículo 

endoplásmico y la muerte celular a causa de los tratamientos [112], fue necesario 

analizar la integridad de las células con el reactivo DRAQ7TM, que cuantifica núcleos 

teñidos [103]. Las células incubadas con C. ficifolia mostraron 100% de viabilidad, 

similar al grupo control. Por lo tanto, el aumento de la [Ca2+]i causado por C. ficifolia 

no representa ningún signo de daño celular pero si podría explicar el aumento en la 

secreción de insulina por C. ficifolia 
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El Dz, un inhibidor competitivo de la secreción de insulina inducida por glibenclamida 

a través de la apertura de los canales de K+
ATP [113], no afectó la secreción de 

insulina causada por C. ficifolia. Para determinar el mecanismo de esta interacción 

farmacológica, se realizaron las curvas de concentración-respuesta para las [Ca2 +]i. 

Las diferentes concentraciones de Dz impidieron el aumento de las [Ca2 +]i causados 

por glibenclamida debido a que ambos agentes compiten por el mismo sitio en los 

canales de K+
ATP, lo que se representa en una curva típica de antagonismo 

competitivo [114]. Por el contrario, aunque Dz también inhibió la liberación de las 

[Ca2 +]i causado por C. ficifolia, la curva exhibe antagonismo no competitivo. Este 

resultado indica que C. ficifolia no bloquea los canales de K+
ATP, lo cual es coherente 

con un informe previo en el que C. ficifolia no bloquea estos canales en la aorta 

torácica de rata [82].  

Sin embargo, las concentraciones más altas de Dz en presencia de C. ficifolia 

aumentaron las [Ca2 +]i. Este aumento puede ser el resultado de la activación de 

otras vías diferentes a los canales de potasio dependientes de ATP, que se activan 

como un mecanismo de compensación a la incapacidad de este canales de 

mantener normales las [Ca2 +]i debido principalmente a las altas concentraciones de 

Dz. De hecho, la administración simultánea de glibenclamida y C. ficifolia debería 

resultar en un efecto sinérgico. Sin embargo, esto tiene que ser determinado en 

estudios posteriores. Por lo tanto, otro mecanismo que pudiera participar en la 

liberación de las [Ca2 +]i que no implique canales de K+
ATP fue explorado, tal como el 

receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) [49, 115]. 

En relación con adenofostina A (un agonista del inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) 

receptor), diferentes concentraciones de 2-APB previenen el aumento de las [Ca2 +]i 
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inducido por adenofostina A, lo cual es debido a que ambos agentes compiten por el 

mismo sitio en el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3); la curva de dosis-

respuesta correspondiente exhibió una curva típica de antagonismo competitivo (Fig 

6A) [114]. Este resultado está de acuerdo con informes anteriores sobre adenofostina 

A y 2-APB [105, 116, 117]. Por el contrario, si bien 2-APB también inhibió la 

liberación de [Ca2 +]i causado por C. ficifolia, esta curva exhibió dualismo competitivo 

aparente (Figura 6B). Esto fue confirmado claramente cuando el compuesto se 

incubó con C. ficifolia a concentraciones más bajas (Fig. 7). Estos resultados son 

coherentes con los informes anteriores. Dosis bajas de 2-APB no bloquearon de 

manera efectiva los receptores InsPR cuando se incubaron con otras moléculas de 

estos receptores agonistas [56, 118]. Por lo tanto, sugerimos que el 2-APB y bajas 

concentraciones de C. ficifolia tienen efectos aditivos en la inducción de las [Ca2 +]i 

en células RINm5F. 

En relación con los receptores de incretinas, diferentes concentraciones de exendina 

9 previenen el aumento de las [Ca2+]i inducido con exendina 4, debido a que ambos 

agentes compiten por el mismo sitio de unión y la curva de dosis-respuesta exhibió 

una curva típica de antagonismo competitivo (Fig. 8A). Este resultado está de 

acuerdo con informes anteriores sobre exendina 4 y exendina 9 [106, 119, 120]. Por 

el contrario, si bien exendina 9 también inhibió la liberación de las [Ca2+]i causado 

por C. ficifolia, esta curva exhibió un antagonismo no competitivo (Figura 8B).  

Por último, de acuerdo con estudios previos, C. ficifolia aumenta la expresión del 

RNAm de la insulina en asociación con un aumento de la secreción de insulina [83]. 

Por medio de dicho efecto C.ficifolia puede regular la homeostasis de glucosa. La 

transcripción del gen de insulina está potenciada por una elevada concentración 
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intracelular de iones calcio, donde C. ficifolia tiene una participación importante, 

como ha sido demostrado en el presente trabajo. Uno de los elementos importantes 

que regulan la expresión del gen de insulina es la actividad del factor de transcripción 

2 (ATF-2) que se une a los elementos sensibles a cAMP, la cual está potenciada por 

este aumento intracelular de iones calcio. La fosforilación en Thr 71, es requerida 

para que se regule la activación del gen de insulina [42]. En el presente trabajo se 

demostró el aumento en la fosforilación de la proteína ATF-2 (Thr 71) a los 60 

minutos de la incubación, así como un aumento en las [Ca2+]i en las células RINm5f 

tratadas con C. ficifolia (36 µg de extracto/mL). Por lo tanto, este trabajo propone que 

los tratamientos con C. ficifolia aumentan la expresión del RNAm de insulina, 

mediante la fosforilación de ATF-2 (Thr 71). Este trabajo representa también un 

acercamiento a la elucidación del mecanismo de acción hipoglucemiante de C. 

ficifolia. La actividad antioxidante del ácido p-cumárico podría ayudar a reducir el 

estrés oxidativo y podrían contribuir al efecto hipoglucemiante del extracto mediante 

el aumento en las [Ca2+]i asociados a la secreción de insulina. 

11. Conclusión 

1. Las curvas para los  receptores del canal de K+
ATP, así como para el de 

incretinas, sobre las [Ca2 +]i, muestran antagonismo no competitivo. 

2. Las propiedades hipoglucemiantes de C. ficifolia se pueden explicar en parte 

por sus efectos sobre la secreción de insulina a través de un aumento en 

[Ca2+]i por la activación del receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) en el RE.  

3. El efecto secretagogo de C. ficifolia es diferente al de los fármacos 

hipoglucemiantes utilizados actualmente, tales como las sulfonilureas. 
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Nuestros resultados apoyan que C. ficifolia puede ser un recurso natural 

potencial para el desarrollo de nuevos agentes para el control de la DT2 

 12. Perspectivas 

1. Corroborar los resultados en el cultivo primario 

2. Determinar si alguno de los compuestos mayoritarios reportados en el fruto son los 

responsables de la acción sobre el receptor de retículo endoplásmico. 

3. Establecer el mecanismo de la activación de este receptor.  
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