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1. Abreviaturas

°C Grados Celsius

ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosindifosfato

aPKC Proteina quinasa C atipica

ATP Adenosintrifosfato

Caz Calcio molecular

cm? Centimetro cuadrado

DM1 Diabetes mellitus tipo 1

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

GABA-A Acido gamma aminobutirico

GlSeM Grupo Interdisciplinario de Sechium en México
GLUT1 Transportador de glucosa 1

GLUT2 Transportador de glucosa 2

GLUT3 Transportador de glucosa 3

GLUT4 Transportador de glucosa 4

HbAlc Hemoglobina A glucosilada

IDF Federacion Internacional de la Diabetes
INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

IR Resistencia a Insulina



IRS1
K atp
Kg
MAPK
mg/dL
Na+
NEC2
nm
OMS
PBS

PI3K

STZ
uL

uul/mL

Receptor de insulina 1

Canales de potasio sensibles a ATP
Kilogramo

Proteina quinasa activada por mitégeno
Miligramos/decilitro

Sodio molecular

Neuroendocrina convertasa-2
Nanometros

Organizacion Mundial de la Salud
Soluciéon amortiguadora de fosfato
Fosfatidilinositol-3—cinasa

Sechium

Estreptozotocina

Microlitro

Microlito por unidad internacional/ mililitro
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2. Resumen

La diabetes mellitus es una de las afecciones con mayor relevancia a nivel nacional,
es la segunda causa de muerte por las complicaciones que se presentan, esta
proviene de una disfuncion de la secrecién de insulina por las células 3 pancreaticas
lo que provoca elevados niveles de glucosa en sangre, a pesar de que hay
tratamientos en el mercado para esta enfermedad, tienden a perder efectividad
mediante la progresion de la enfermedad, de ello surge la necesidad de buscar
alternativas que ayuden el manejo de la enfermedad, en el siglo XXI los cientificos
han presentado gran interés por las plantas medicinales, debido a los componentes
guimicos que poseen conocidos como flavonoides, debido a estos compuestos y
cOmo interaccionan con el organismo, se han conocido plantas con efecto
hipoglucemiante como es el caso del Chayote (Sechium edule) que ha demostrado
tener efectos antialérgicos, antiinflamatorios, antivirales, anticancerigenos e
hipoglucemiantes, mientras el hibrido de Sechium H387-07 tiene una actividad
hipoglucemiante en ratones sanos y mayor concentracion de flavonoides en
comparacion de Sechium edule, por lo que es necesario conocer su efecto en un
modelo de ratdn diabético, en este sentido se evaluo el efecto hipoglucemiante en
un modelo in vivo de ratones diabéticos inducidos por estreptozotocina en una sola
dosis de 175 mg/kg, en donde se probo el extracto del hibrido S. H387-07 en dosis
de 0, 8, 50, 125 y 250 mg/kg de peso de ratén, administrando una dosis via oral
cada 24 horas por 30 dias, mostrando que en los grupos no tratados con el extracto
los niveles de glucosa en sangre se mantienen en una mayor concentracion,
ademas de que los niveles de insulina son menores, las células del pancreas
contienen un mayor dafio y el nimero de islotes de Langerhans es menor, mientras
los grupos tratados con el extracto disminuyeron su concentracién de glucosa en
sangre, elevaron sus niveles de insulina en suero, mostraron una mejora en
significativa en las células pancreaticas y aumentaron el nimero de islotes de
Langerhans hasta en un 45%, asi demostrando su actividad como hipoglucemiante

en un modelo ratén diabético.
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3. Introduccién

En México la diabetes mellitus afecta a un 10.44% de la poblacion, siendo la
segunda causa de muerte, después de las enfermedades del corazdn, esta
enfermedad esta clasificada en cuatro tipos, DM1, DM2, DM gestacional y DM de
otros tipos, debido a los altos niveles de azlcar en sangre que la caracterizan,
produciendo dafios macro y microvasculares que van desde la pérdida en la
sensibilidad en extremidades hasta paros cardiacos. La diabetes mellitus se
presenta de forma progresiva, dando como primer paso a la resistencia a insulina,
provocando en el organismo una compensacion en los niveles de insulina, es decir,
las células encargadas de producir la insulina (células B pancreaticas) producen
mas insulina para compensar los niveles de glucosa que entra a la célula, al ser una
enfermedad progresiva cada vez necesitard producir mas insulina provocando
apoptosis de la células 8 haciendo necesario la administracion de insulina exégena
para la sobrevivencia del paciente. Los tratamientos para esta enfermedad
comienzan con el cambio de dieta y ejercicio, posterior a ello comienza un
tratamiento farmacol6gico con secretagogos como glibenclamida o estimuladores
de los receptores de insulina como metformina, si el tratamiento no funciona se
debera comenzar el tratamiento con insulina exégena en ultima instancia, por eso
es necesario la busqueda de tratamientos alternativos o coadyuvantes que
detengan el progreso y/o mejoren la calidad de vida de las personas con la
enfermedad, los investigadores han puesto gran interés en la fitoterapia, desde
tiempo ancestrales se han utilizado diversas plantas en la ayuda de la enfermedad.
Una de las plantas utilizadas en la medicina tradicional es el chayote (Sechium
edule), se ha demostrado que el extracto del fruto tiene diversas actividades en el
organismo como antialérgicos, antiinflamatorios, antivirales, anticancerigenos e
hipoglucemiantes, mientras el hibrido de S. H387-07 tiene efecto hipoglucemiante
en ratones sanos en bajas dosis reportado por Aguifiaga, 2017, ademas presenta
mayor concentracion de metabolitos secundarios en comparacion de Sechium
edule, muchos de ellos responsables de actividad hipoglucemiante, sin embargo se

desconoce el efecto de S. H387-07 en un modelo de raton diabético.
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4. Marco Teodrico

4.1. Pancreas

En el humano encontramos una glandula en forma de pera (Figura 1), a nivel de la
primera y segunda vértebra, en una posicion profunda en el abdomen, por detras
del estbmago. Este se divide en dos partes, una exocrina que tiene relevancia en la

parte digestiva y otra endocrina con funcion metabdlica (GEPAC,2017).

Vesicula Pancreas

biliar

Figura 1. Pancreas en el ser humano.

4.1.1 Pancreas Exocrino

Entre las principales funciones del pancreas exocrino se encuentran el neutralizar
acidos y el abastecimiento de enzimas (Ej. amilasa y lipasa) para la digestion de los
macronutrientes en moléculas mas pequefias para que el intestino pueda

absorberlas. Dentro de este se encuentran pequefios cumulos celulares acinosas
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conectadas por conductos intercalados que convergen en tubulos colectores (Figura
2). Estas secreciones dependen de la fase digestiva (Preston y Wilson, 2013;
GEPAC,2017).

Figura 2. Histologia del pancreas.

4.1.2 Pancreas Endocrino

El pancreas endocrino se encarga de la secrecion de hormonas (GEPAC,2017).
Esta conformado en la mayoria de los casos por tres tipos celulares ya sean células
a, B, & y células insulares menores, todas ellas agrupadas que se les denomina
islotes de Langerhans (Figura 3), estos se encuentran dispersos en el pancreas

exocrino en humanos aproximadamente contiene un millon de estos islotes.

Las células B representan hasta un 70% del islote de Langerhans en la porcion
central y se encarga de la produccion de insulina y amilina. Las células a
representan entre 15-20% y se localizan en la periferia del islote y secretan el

glucagén. Las células & conforman entre el 5-10% también encontradas en la
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periferia del islote y producen somatostatina, hormona idéntica a la secretada por
hipotalamo que regula la liberacion de la somatotropina de la adenohipdfisis. Las
células y representan hasta el 5% del tejido tisular, entre ellas se encuentran las
células PP que secretan polipéptido pancreatico, células D1 que secretan péptido
intestinal vasoactivo, células S que secretan secretina, motilina y sustancia P y
finalmente las células Epsilon que secretan grelina, estas se van mediando
conforme las demandas nutricionales del organismo (Habegger, 2022; Woods, et
al., 2006) y aunque estas hormonas individuales tienen numerosas funciones, se
puede generalizar que una funcién principal de los islotes pancreéticos es el control
de la homeostasis de la glucosa. Las uniones comunicantes hacen que las células
sean eficientes, comunicando entre si, pero ademas teniendo comunicacion entre

otros tipos celulares (Haedersdal et al., 2018).

Pancreas Endocrino

Células B

Células a

Células &

. Células
insulinares
menores

Islote de Langerhans

Figura 3. Pancreas endocrino, islote de Langerhans.
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4.2 Glucagoén

En 1923 un factor pancreético fue descubierto y describié que se opone al efecto
hipoglucemiante de la insulina. Se denomind “agonista de la insulina” o en su
abreviacion glucagon. Este efecto se debe a la capacidad para actuar sobre el
higado, donde estimula la produccién de glucosa y descomposicién del glucogeno
(Zeigerer et al., 2021). Esta hormona es secretada por las células a, en los islotes
pancreaticos, que en ratones estas células constituyen del 15-20%, mientras en
humanos corresponden del 30-40%, esto refleja una interaccion mayor entre las
células a y B3, que sugiere que el glucagon tiene un papel fisiolégico mas relevante
en humanos que en roedores (Heedersdal et al., 2018; Habegger, 2022). El gen
codificante para esta hormona es el proglucagon, este es procesado por la
neuroendocrina convertasa-2 (NEC2) para producir el péptido de glucagon de 29

aminoéacidos (Habegger et al., 2010; Habegger, 2022).

Los elementos que controlan positiva 0 negativamente las expresion de ADN
codificante para el proglucagon estan dirigidos por proteinas homeodominio
(Zeigerer et al., 2021), a pesar de que estas proteinas estan involucradas en la
activacion de la cascada de sefalizacién, los estimulos por los cuales se activan
son diversos, aunque el principal regulador es la glucosa, suprimiendo o
aumentando su secrecion, entre otros factores activadores o inhibidores se
encuentran neurotransmisores circulantes, aminoacidos, acidos grasos libres,
hormonas como las incretinas (Wu et al., 2021). Como se mencioné el principal
estimulo de la secrecién o supresion del glucagén es la glucosa en contexto de
ayuno e hiperglucemia, esto hace que en las células a se vea expresado el
transportador de glucosa 1 (GLUT1) y canales de potasio sensibles a ATP (K atp)
en especifico los canales Ca?2 y Na + dependientes de voltaje, esta entrada de
elementos provoca la liberacion del glucagén, cuando los niveles de glucosa se ven
aumentados provoca un aumento en la proporcion de adenosin trifosfato (ATP)
sobre adenosin difosfato (ADP) citosélico da como resultado el cierre de los canales

K atp (Ca2 y Na +) que inhibe la secrecién de la hormona (Janah et al., 2019;
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Zeigerer et al., 2021; Habegger, 2022), los niveles de insulina pueden afectar la
expresion de glucagon, debido a que las células a expresan el receptores de insulina
en su membrana, la insulina tiene la capacidad de inhibir la secrecién del glucagon
a través de los canales de ATP (K atp) dependientes de la fosfoinositida 3 quinasa,
ademas de que la insulina aumenta la translocacién de receptores GABA-A en
células a, inhibiendo su secrecién, pero hay otras células del pancreas endocrino
que regulan la secrecidon de glucagobn y son las células &, que secretan
somatostatina que inhibe la secrecién de glucagon (Hughes et al., 2018; Zeigerer et
al., 2021; Habegger, 2022).

La expresion de la hormona de glucagon, es que su nivel de secrecidn, los niveles
de expresion de esta hormona, provoca cambios en el organismo, desencadenando
procesos fisioldgicos, cuando el organismo entra en un estado hipoglucémico, se
libera el glucagén, que al llegar al higado promueve la descomposicion del
glucogeno en glucosa, es decir, la glucogendlisis, también promueve la sintesis de
glucosa (gluconeogénesis) e inhibe la formacién de glucégeno (glucogénesis) esto
con la finalidad de movilizar la glucosa a la sangre, dando el sustrato energético

necesario, para adecuado funcionamiento del organismo (Haedersdal et al., 2018).

4.3 Insulina

En 1921 fue descubierta la insulina, esta hormona es la principal encargada de
promover la descomposicion de la fuente de carbono en la dieta, compuesta por 51
aminoéacidos. La sintesis, control, calidad y segregacion, regulada por el sistema
pancreatico endocrino, ya que son las células B, de los islotes pancreaticos, las
encargadas de expresar el gen codificante para esta hormona, esta expresion esta
mediada en respuesta a la concentracion de glucosa, insulina autocrina, nutrientes
como aminoacidos, acidos grasos libres, neurotransmisores y las hormonas (Tokarz
et al., 2018; Rahman et al., 2021; Park et al., 2021), el proceso por el cual se da las
secrecion de esta hormona comienza la estimulacion por parte de los niveles altos

de glucosa a las células y entra gracias a los transportadores de glucosa 1 (GLUT1)
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y el transportador 3 (GLUT3) en humanos, en cambio en ratones se ha observado
gue el encargado del mayor transporte de la glucosa el es transportador 2 (GLUT2).
Una vez dentro de la célula, se lleva a cabo la fosforilacion de la glucosa por la
enzima glucoquinasa y se oxida en las mitocondrias, lo que lleva a la produccién de
ATP sobre ADP en las células, provoca la despolarizacion de la membrana celular
por el cierre de los canales de ATP (K atp), permitiendo la entrada de Ca?, al
elevarse los niveles de Caz inducen la secrecion de la insulina por exocitosis de los
granulos de insulina/proinsulina, la insulina almacenada en estos granulos es de
aproximadamente de 40 mM. (Fu et al.,, 2013; Rahman et al., 2021; Park et al.,
2021). Los cambios fisiolégicos que genera la insulina, son diferentes, pero el mas
relevante es el control en la homeostasis de los niveles de glucosa en el organismo,
que logra a través de inhibicion de glucosa hepatica (glucogendlisis) (Edgerton et
al., 2017), otro 6rgano que se ve estimulado por la insulina es el musculo esquelético
en donde promueve la utilizacion y almacenamiento de la glucosa, al activar los
translocadores de glucosa, principalmente GLUT4 y la sintesis de glucdgeno, este
organo es responsable de consumir hasta el 70% de glucosa ingerida, mientras en
el tejido adiposo se inhibe la lipdlisis y aumenta el translocacion de glucosa
(principalmente por GLUT4 y la adipogénesis (Figura 4). Ademas, se ha observado
que la insulina ejerce un efecto inhibitorio sobre la produccion de glucagén (Guo
2014; Tokarz et al., 2018; Rahman et al., 2021; Park et al., 2021).
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Figura 4. Activacién e inhibicion de procesos fisioldgicos en el higado,

musculo esquelético y tejido adiposo mediado por la insulina.

4.4 Parametros normales y alteraciones en glucagén e insulina

Aungue hace tiempo se ha documentado que la homeostasis de la glucosa depende
de dos hormonas pancreaticas endocrinas que son la insulina y glucagén (Li y Zou
2013). La alteracion de alguna de estas hormonas pueden generar hiperglucemia
postprandial (altos niveles de glucosa después de comer), esto surge del retraso de
la insulina en la secrecion y/o deficiencia, asi como la alteracion de la supresion del
glucagon, lo que genera una alteracion en los niveles de glucosa circulante, aunque
son varios los factores que pueden alterar independiente la insulina del glucagén o
viceversa, se ha observado una relacion de mutua supresion, es decir, los niveles
de insulina pueden inhibir o estimular la secrecion de glucagon y viceversa, aunque
aun se necesita mas evidencias para clarificar el proceso, por otro lado se ha

observado que estas concentraciones dependen de los niveles de glucosa (Laurenti
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et al., 2022). Aungue aln no se establezca si existe una relacion de mutua supresion
entre las dos hormonas, existe el hecho de su comportamiento en individuos sanos,
en donde se observa el aumento o disminucion de la insulina cuando el glucagén
baja y una disminucion de la insulina cuando el glucagdbn aumenta (Figura 5)
(Adams et al., 2021).

En cambio, en personas que padecen diabetes mellitus tienden a tener niveles de
glucosa elevados mediados por el glucagén, es decir, tienen un nivel de glucagon
elevado, impulsando una excesiva produccion de glucosa hepatica, lo que
contribuye a la hiperglucemia en ayunas y una mayor concentracién de glucosa
postprandial (Heedersdal et al., 2018; Zeigerer et al., 2021). Otra hormona que se
observa en descontrol es la insulina, que contribuye a las desregulaciones del
organismo por aumentar la secrecion de insulina por las células B e hiperinsulinemia
(exceso de insulina) (Rachdaoui 2020; Zhang et al.,, 2021), esto contribuye a
resistencia a insulina (RI) por diferentes mecanismos, que incluyen la disminucion
de la expresion del receptor de insulina y alteracion en cascadas de sefializacion,
inhibiendo la actividad de la quinasa del receptor de insulina y los sustratos del
receptor (Rachdaoui, 2020). En resumen, el conjunto de estas alteraciones impide
la homeostasis de los niveles de glucosa desarrollando el padecimiento conocido

como diabetes mellitus.
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Figura 5. Niveles de insulina, glucagén y glucosa en personas no diabéticas y
en diabéticas después de una comida rica en carbohidratos (Miller, et al.,
1970).

4.5 Clasificacion de los tipos de diabetes mellitus

La enfermedad de diabetes mellitus es una alarmante preocupacién a nivel mundial,
debido al rapido aumento de los casos, en especial la diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), 422 millones de personas
en todo el mundo sufren de esta enfermedad (Shahwan et al., 2022). Esta
enfermedad es crdénica que aparece cuando el pancreas no sintetiza suficiente
insulina o cuando el organismo no es capaz de utilizar de forma efectiva la insulina
sintetizada (Rachdaoui, 2020). La insuficiente actuacion de la insulina, hormona
responsable de regular el metabolismo de la glucosa, causa hiperglucemia que, si
no se controla, provoca a lo largo del tiempo dafios microvasculares (retinopatia,
nefropatia y neuropatia) y macrovasculares (enfermedad cardiovascular, vascular

periférica y cerebrovascular) (Diez 2016; Peer et al., 2020). La diabetes mal
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controlada aumenta las posibilidades de estas complicaciones y la mortalidad
prematura (OPS, 2021).

Esta enfermedad no discrimina a ninguna persona y puede verse afectado cualquier
individuo, su clasificacion la divide en cuatro diferentes tipos, aunque dos son
causante del 90-98% de los casos y son denominadas diabetes mellitus tipo 1y tipo
2, aungque no son los Unicos, también estaran presentes la diabetes mellitus

gestacional y de otros tipos (Diez, 2016).

Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1): Se trata de una situacion de hiperglucemia
secundaria a un déficit absoluto de insulina, que en la mayoria de los casos se debe
a una reaccion de autoinmunidad en la que se detectan anticuerpos frente a las
células B pancreaticas, productoras de insulina. La prevalencia de la diabetes es
mayor en varones con edades comprendidas entre 30 y 69 afios y en mujeres
mayores de 70 afios (Diez, 2016).

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2): Se caracteriza por cierta resistencia a la insulina,
que puede asociarse también a deficiencia relativa de la misma. Dado que las
células B son funcionales, en la mayoria de estos pacientes no es necesario
administrar la hormona exdgena y pueden utilizarse en su lugar los antidiabéticos
orales. Es frecuente que esté asociada a la obesidad, factor que por si mismo causa
resistencia a la insulina (Diez, 2016). La disminucién de la respuesta a la insulina
conduce a un aumento de la secrecion de la hormona, que eventualmente es
seguida por la falla de las células B pancreaticas para compensar la demanda

elevada, lo que resulta en hiperglucemia (Rosenzweig y Sampson, 2021).

Un objetivo de la medicina personalizada de precision en diabetes, en linea con el
recientemente publicado “Documento ADA / EASD de consenso sobre la medicina
de precision para la diabetes, 2020”, es poder desarrollar nuevas clasificaciones
gue nos ayuden a simplificar los tratamientos consiguiendo la combinacion mas

eficaz con los menores efectos secundarios. Especificamente, la estratificacion de
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las personas con DM2 en subgrupos con similares evoluciones y respuestas
farmacoldgicas podria ayudar a seleccionar el mejor tratamiento para cada uno de
ellos esta sub-clasificacion es la siguiente:

« diabetes autoinmune severa.

» diabetes con déficit severo de insulina.

« diabetes por resistencia severa a la insulina.

« diabetes leve relacionada con la obesidad.

« diabetes leve relacionada con la edad (Ahlgvist et al., 2018; Adana y Blanco,
2022).

Cabe sefialar que hay factores ambientales y personales pueden desencadenar el
progreso de la enfermedad como es el caso de Infeccion persistente por enterovirus,
obesidad o crecimiento rapido de la talla, alta ingesta de alimentos de alto indice
glucémico, de fructosa, de nitratos o nitrosaminas, pubertad, tratamiento
esteroideo, insulinorresistencia, respuesta autoinmune tardia y estrés psicolégico
gue pueden provocar que la diabetes mellitus tipo 2 se convierte en tipo 1,
principalmente por la muerte progresiva de células B pancreaticas provocando poca
o nula produccién de insulina haciendo que se necesite la administracion de insulina

exdgena para la sobrevivencia del paciente (Naya y Alvarez, 2016).

4.6 Fisiopatologia

La diabetes mellitus pertenece a un grupo de enfermedades metabdlicas y
consecuencia de la deficiencia en el efecto y/o produccién de la insulina, esta
enfermedad esta relacionada con la obesidad que por si sola provoca Resistencia
a la Insulina (RI) pero no es este el Unico factor, también esta relacionado con un
deterioro en las células B pancreaticas. Para vencer la R, las células B inician un
proceso que termina en el aumento de la masa celular, llevando una produccion
mayor en la cantidad de insulina (hiperinsulinismo), que inicialmente logra

compensar la Rl y logra mantener los niveles de glucosa normales, sin embargo,
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con el tiempo, las células B pierden su capacidad para mantener la hiperinsulinemia
compensatoria, produciéndose un déficit relativo de insulina con respecto a la RI.
Aparece finalmente la hiperglucemia, inicialmente en los estados postprandiales
(después de la ingesta de alimentos) y luego en ayunas, a partir de lo cual se
establece el diagnostico de diabetes mellitus (Barcias y Miembro, 2015). Durante
la diabetes mellitus, los valores de glucosa se elevan a valores anormales hasta
alcanzar concentraciones nocivas para los sistemas fisiologicos, provocando dafio
en el tejido nervioso (neuropatias), alteraciones en la retina (retinopatia), el rifién
(nefropatia) y en practicamente el organismo completo, con un prondstico letal si no

se controla (Cervantes y Presno, 2013).

De acuerdo a diversos autores (Terres, 2012; Harreiter y Roden, 2019; OPS, 2020;
Peer et al., 2020) se coincide que el principal sintoma en las personas diabéticas,
es el valor elevado de glucosa en sangre (126 mg/dL o mayor), aunque no es el

anico, hay otros sintomas que pueden manifestarse ~ como:

« Polidipsia (més sed de la habitual).

« Poliuria (mayor necesidad de orinar).

« Polifagia (hambre incluso habiendo comido).
« Fatiga

« Pérdida de peso.

« Vision borrosa.

« Heridas que tardan mas en sanar

Para el diagndstico de la diabetes se requiere realizar andlisis de glucemia basal y
en ocasiones, una curva de glucemia. La determinacion de la concentracion de
glucosa se puede realizar en sangre capilar 0 en sangre venosa (extraccion con
aguja en vena). En sangre capilar se obtienen valores mas altos que en sangre
venosa, aproximadamente 5 mg/dL. Para determinar la glucemia actualmente se
realizan procedimientos fundamentalmente enzimaticos que son totalmente

especificos para la glucosa como los métodos de la hexoquinasa o el de la glucosa
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deshidrogenasa. Segun estas determinaciones, se considera que padecen diabetes
las personas que poseen un valor de la glucemia basal o glucemia tras un ayuno de
12 horas igual o superior a 126 mg/dL (Bosquet 2001; Terres, 2012; OPS, 2020;
Rigalleau et al., 2021)

4.7 Tratamientos

La diabetes es una enfermedad progresiva, en la cual la secrecion de insulina
disminuye con el transcurso del tiempo. A menudo hace falta introducir tratamientos
hipoglucemiantes orales en los pacientes que han cambiado su alimentacion e
indicacion de actividad fisica. Otras veces es necesario intensificar el tratamiento
con insulina conforme avance la enfermedad, ya que los hipoglucemiantes orales
ya no son suficientes para controlar las altas concentraciones de glucosa en sangre.
Como primer paso en las personas diagnosticadas con esta enfermedad hacen un
manejo no farmacoldgico que consiste en cambios en el estilo de vida, con una
alimentacion saludable baja en azlcares, lipidos y carbohidratos a fin de lograr o
mantener un peso corporal normal y la realizaciéon de actividad fisica regular. Si el
paciente no logra controlar sus niveles de azucar o disminuirlos se prosigue con un
tratamiento farmacoldgico, con una dosis inicial y que puede aumentar si no se
controlan los niveles de glucosa, como es el caso de la metformina o las
sulfonilureas de primera generacion, en el caso de no tener un control adecuado
con alguno de estos farmacos se debe de pasar a una sulfonilureas de segunda
generacion de preferencia gliclazida (glibenclamida), al pasar de los afios la
enfermedad prosigue y si alguno de los medicamentos y medidas que se toman no
funcionan se debe de proceder a combinarlos con insulina exdgena, lo cual implica
un avance grave de la enfermedad en el organismo (Alfaro et al., 2000; Reyes et
al., 2016; Gomez, et al., 2018; OPS, 2020; Magkos et al., 2020).
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4.8 Complicaciones en la diabetes mellitus

Entre las complicaciones mas alarmantes se encuentra la hipoglucemia asociado al
tratamiento farmacoldgico, principalmente a personas que se les ha combinado
tratamientos orales e insulina exocrina, esta condicion se entiende como los bajos
niveles de glucosa en sangre (<60 mg/dL), aunque no necesariamente tienen que
llegar a estos niveles para causar estragos en el organismo, estos sintomas pueden
ir desde taquicardia, sudoracion, mareo, vision borrosa, convulsiones y hasta coma.
Pero al contrario de la disminucion de glucosa existe la complicacion de
hiperglucemia que es la concentracion elevada de niveles de glucosa en sangre por
la baja accion o nula de la insulina, esto se desarrolla en un cuadro de cetoacidosis

diabética o un sindrome hiperglucémico hiperosmolar (Bravo, 2001; Diez 2016).

Hay complicaciones pueden llegar a sufrir personas con diabetes mellitus a su estilo
de vida, como la hipertension arterial, dislipemia y tabaquismo, principalmente.
Estas se clasifican en dos tipos macrovasculares (equivalente a arteriosclerosis)
que se reflejan en la afeccién de arterias principalmente dando como resultado
enfermedad cardiaca coronaria (principal causa de muerte), cerebrovascular y
vascular periférica; las siguientes son las microvasculares causan retinopatia
(ceguera), nefropatia (insuficiencia renal) y neuropatia, en este Ultimo puede dar
como resultado el pie diabético debido a desensibilizacion del tejido (Bravo, 2001;
Diez 2016).

4.9 Estadistica Nacional

La diabetes es un trastorno metabdélico pandémico no transmisible mundial,
estrechamente relacionado con la obesidad y su incidencia esta aumentando a un
ritmo alarmante con una alta tasa de morbilidad debido a los cambios recientes en
los habitos alimentarios y el estilo de vida (INEGI, 2021). A nivel mundial la
Federacion Internacional de la Diabetes (IDF) estim6 que en 2021 habia 7.9 billones

de personas con diabetes y que esta cifra puede aumentar a 8.6 billones para 2030
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y a 9.5 billones en 2045 a nivel mundial. En México, durante 2021 de acuerdo con
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion habia 130 262 220 personas en el pais
(INEGI, 2021), de las cuales hay una estimacién de prevalencia de diabetes en
México de 10.74% (14 000 000) segun la IDF en 2022 (Figura 6) de la poblacion

total.
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Figura 6. Prevalencia de diabetes en México (14 000 000) contra la poblacion
en general (130 262 220) datos extraidos de IDF (2022).

Se observa que hay un aumento exponencial de los casos de fallecimiento por
diabetes en la sociedad mexicana (Figura 7). Esta tendencia ha provocado que sea
la segunda causa de muerte en México (Figura 8), s6lo superada por enfermedades

cardiacas segun datos de INEGI, 2022.
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Figura 7. Tabla de estadistica de muertes por diabetes mellitus de 2012-2021
(INEGI, 2022).
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Figura 8. Defunciones en México durante 2022 (INEGI,2023).
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En México, de acuerdo con los datos de mortalidad para 2022, se reportaron 1 086
743 fallecimientos, de los cuales 14% (151 019) corresponden a defunciones por
diabetes mellitus. De estas, 52% (78 922) ocurrieron en hombres y 48% (72 094) en
mujeres (INEGI, 2021).

4.10 Plantas en el tratamiento de la diabetes mellitus

La fitoterapia ha sido durante mucho tiempo una fuente de productos medicinales y
se han hecho multiples intentos de usar hierbas medicinales para el tratamiento de
la diabetes a lo largo de los afios. Ademas, el nUmero de publicaciones cientificas
sobre la medicina tradicional y la DM2 aumenta continuamente, los cientificos del
siglo XXI han desarrollado diversos intereses por productos naturales y sus
derivados, entre estos se encuentran los flavonoides por su demostrada actividad
bioldgica (Gonzalez et al., 2011). Los flavonoides se hallan en organismos vegetales
en forma de metabolitos secundarios, que en organismo animales como nosotros
causan acciones beneficiosas en el sistema, se han descrito efectos protectores en
patologias como: cancer, diabetes mellitus, cancer, infecciones viricas, Ulceras e
inflamaciones (Gonzélez et al., 2011). En nuestro interés la actividad antidiabética
se encuentra en mas de 400 especies de plantas y es atribuible a diversos
mecanismos de accidn gue incluyen la estimulacién en la secrecion de insulina, la
inhibicién de las actividades de a-amilasa y B-glucosidasa y la funcién antioxidante
(Rosenzweig y Sampson, 2021), ademas de otros aspectos celulares como el caso
de la translocacion de la proteina GLUT4 (Miranda et al., 2021). Entre estas

especies vegetales se encuentran los especificados en la siguiente tabla (Figura 9).
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Nombre Nombre Flavonoide | Forma de accion Referencia
comun cientifico
Cebolla Allium cepa | Rutina Estimula la captacion de glucosa en musculo soleo a través de las vias | (lkechukwu y
blanca de PI3K, aPKC y MAPK que conducen a un efecto estimulante sobre la | Ifeanyi,
captacién de glucosa por la translocacion del transportador de glucosa, | 2016; Kappel et
activando directamente la sintesis del transportador GLUT4 al.,, 2013)
Arandano | Vaccinium | Quercetina, | Mejora la capacidad de produccion de las células B pancreaticas, | (Blumberg et al.,
rojo macrocarp | Mirecetina y [ ademas se observé un incremento del receptor de insulina 1 (IRS 1) y | 2013; Sandeep
on Kaempferol | unincremento de las proteinas GLUT 1,2,3y 4. y Nandini, 2017)
Uvas Vitis Quercetina | Regulacién en la funcidon secretora de insulina (Babu et al.,
vinifera 2013)
Frijol negro | Phaseolus | Naringenina [ Disminucién de glucosa en sangre (Mojica et al.,
vulgaris y naringin 2017)
Citricos Género Naringenina | Reduccion de niveles de Glucosa en sangre (Babu et al.,
Citrus y 2013)
Hesperidina
Manzanilla | Chamaeme | Apigenina Reduce los niveles de glucosa en sangre (Babu et al,
lum nobile 2013)
Figura 9. Alimentos comunes con presencia de flavonoides que interactian como reductores de glucosa en sangre
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4.11 Sechium edule (Jacq.) Swartz

Una de las familias botanicas altamente utilizada en la dieta y medicina tradicional
es la Cucurbitdcea, dentro de ella se encuentra el género Sechium edule (Jacq.)
Swartz es una planta trepadora herbacea perenne con zarcillos y raices tuberosas,
cultivada desde la época precolombina en México, el fruto de esta planta es
conocido como Chayote, este esta constituido por ocho especies silvestres y dos
cultivadas: S. chinantlense, S. compositum, S. hintonii, S. talamancense, S.
panamense, S. pittieri, S. venosum y S. villosum y dos cultivadas: S. tabaco y S.
edule (Gémez, 2013; Vieira et al., 2019). En México hay presencia de tres S.
chinantlense, S. compositum y S. edule, esta
Gltima especie contiene 12 grupos varietales, debido a la variacion intraespecific
a que presenta, las cuales son: nigrum levis, albus levis, albus dulcis, nigrum conus,
albus minor, nigrum minor, amarus sylvestris, nigrum maxima, nigrum xalapensis,

virens levis, nigrum spinosum, y albus spinosum (lfiiguez et al., 2021).

Las partes comestibles del chayote contienen una amplia diversidad de compuestos
bioactivos, como peroxidasas, alcaloides, saponinas, acidos fendlicos, flavonoides,
carotenoides, triterpenoides, cucurbitacinas y fitoesteroles, que como ya se ha
mencionado, esto representa un amplio e interesante campo de investigacion, se
han encontrado compuestos de polifenoles especificos que tienen efectos
antialérgicos, antiinflamatorios, antivirales, anticancerigenos e hipoglucemiantes
algunos ellos identificados en Sechium (Diré et al., 2007; Vieira, et al., 2019) como
es el caso de la quercetina, rutina, mirecitina, galangina, naringenina (Ifiiguez et al.,
2021) que se han reportado como responsables de la disminucion de los niveles de
glucosa en sangre en ratones sanos (Aguifiiga et al.,, 2017). Se han descrito
diferentes propiedades terapéuticas para el pariente varietal Sechium edule, gracias
a los flavonoides presentes en sus frutos, estos estudios han descrito su actividad
hipoglucemiante en humanos (Sakung et al., 2018; Rosado et al., 2018; Vieira et al.,
2019; Gavia et al., 2020; Arista et al., 2022), ratas y ratones (Fernandes et al., 2006;
Maity et al., 2013; Lukiati et al., 2019; Senoadji 2019; Siahaan et al., 2020;
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Hutagalung et al., 2021). Siendo esta variedad efectiva, hace cuestionar la actividad
del hibrido de Sechium H387-07, gracias a su actividad mil veces mayor en células
cancerigenas y mayor concentracion de flavonoides que posee a comparacion de

Sechium edule.

4.12 Hibrido Sechium H387-07

Sechium edule en México presenta una gran diversidad biologica de la que han
surgido hibridos de distintas variedades, confiriendo no solo caracteristicas
morfologicas distintas sino también metabolitos secundarios diferentes y/o en
proporciones variables (Ifiguez et al., 2021). Gracias a esto, recientemente se
generd un hibrido denominado H387-07 proveniente de la cruza entre S. edule
madre negra y S. edule virens levis 290 (Cadena et al., 2013), se ha identificado un
potencial mil veces mayor en la inhibicion de células tumorales (Aguifiiga et al.,
2020) lo que abre un nicho importante en la investigacion por su potencial en
enfermedades crénicas no transmisibles asociadas a dafio oxidativo inflamatorio.
Ademas de que esta variedad contiene 6 polifenoles mas frente a los 10 detectados
en el Sechium comestible y todos estos se encontraron en concentraciones mas
altas en H387-07 (Aguifiiga et al., 2020).

Como ya se mencion6 se han descrito diferentes propiedades terapéuticas para el
pariente varietal Sechium edule, gracias a los compuestos quimicos presentes en
sus frutos, estos estudios han descrito su actividad hipoglucemiante en humanos,
ratas y ratones. Siendo esta variedad efectiva, hace resaltar la actividad del hibrido
S. H387-07, gracias a su actividad diez veces mayor en células cancerigenas y la
mayor concentracion de flavonoides que este posee a comparacion de Sechium
edule. Sin embargo, este posible efecto hipoglucemiante no habia sido evaluado,

de ahi la importancia de este trabajo.
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5. Planteamiento del Problema.

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica no transmisible, pandemia que
aqueja al 10% de la poblacién mundial, en México es la segunda causa de muerte
s6lo superada por enfermedades del corazén, ademas de las complicaciones macro
y microvasculares, por lo que sigue vigente la necesidad de alternativas terapéuticas
que coadyuven en reducir los niveles de glucosa en pacientes diabéticos y con ello
prevenir los efectos secundarios de la enfermedad aumentando su calidad de vida.
En este sentido Sechium edule presenta actividad antialérgica, antiinflamatoria,
antiviral, nefroprotector, hepatoprotector antitumoral, hipoglucemiante vy
antidiabética, mientras que el hibrido de Sechium H387-07 ha mostrado tener un
mayor potencial como antiinflamatorio, antitumoral e hipoglucemiante en ratones
sanos, en dosis menores que Sechium edule. Pero se desconoce si el extracto del
hibrido Sechium H387-07 mantiene el efecto hipoglucemiante en un modelo de

raton diabético.
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6. Justificacion

La diabetes es una enfermedad degenerativa con diversas complicaciones macro y
microvasculares, siendo uno de los problemas de salud mas graves en México,
actualmente en el 2023 es la segunda causa de muerte. Por ello surge la necesidad
de buscar alternativas terapéuticas naturales para evitar dafios graves y/o reducir
los estragos ocasionados. El hibrido de Sechium H387-07 ha mostrado tener un
mayor potencial como antiinflamatorio, antitumoral e hipoglucemiante en ratones
sanos, en dosis menores que Sechium edule, efectos relacionados con un mayor
contenido de metabolitos secundarios como flavonoides que tienen actividad
hipoglucemiante tal es el caso de rutina, quercetina, naringenina, apigenina y
galangina, por lo que se espera que en el modelo de ratdn diabético se mantenga
el efecto hipoglucemiante, ademas de ayudar a elucidar el mecanismo de accion.
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7. Objetivos

e General

Determinar la participacion del extracto del hibrido de Sechium H387-07 como

hipoglucemiante en un modelo de raton diabético.

o Particulares

a. Establecer el modelo de diabetes en ratones.

b. Evaluar los niveles de glucosa en sangre de los ratones diabéticos tratados
0 no con el hibrido Sechium H387-07.

C. Evaluar los niveles de insulina en sangre de los ratones diabéticos tratados
0 no con el hibrido Sechium H387-07.

d. Evaluar los niveles de hemoglobina glicosilada en sangre de los ratones

diabéticos tratados o no con el hibrido Sechium H387-07.
e. Analizar la histopatologia del pancreas de los ratones diabéticos tratados o
no con el hibrido Sechium H387-07.
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8. Material y Método

8.1 Obtencidén del extracto

Los frutos del hibrido de Sechium H387-07 se obtuvieron del Grupo Interdisciplinario
de Investigacion en Sechium edule, los cuales fueron lavados, rebanados y secados
a 40°C en una estufa con circulacion de aire y molidos hasta obtener un polvo fino,
el cual se sumergio 1.5 kg de polvo en metanol por 48 horas a temperatura ambiente
(20 + 2°C), después de este tiempo se realiz6 un cambio de solvente, para ello se
filtré con papel Whatman No.1 y evapor6 en un rota vapor (IKA® RV10, control
automatico/BUCHI R-114 Equipan S.A. de C.V., Switzerland) a 45 °C para
concentrar y recuperar el extracto, este procedimiento se repite 25 veces hasta que
el solvente no mostro color, a este extracto se le llamé extracto alcohdlico (Che et
al., 1985; Afifi et al., 1999; Cadena, 2005). El extracto obtenido se mantuvo en
frascos ambar a temperatura ambiente hasta su uso. El extracto en diferentes
concentraciones se diluy6 en una solucion salina tamponada con fosfato (PBS) para

la administracidon gastrica en los ratones o aplicacion en cultivos in vitro.

8.2 Adquisicién de ratones

Los ratones (Mus musculus L.) de la cepa CD-1 de 08 a 10 semanas de edad, con
peso 30-40g en promedio, todos machos, estos fueron proporcionados por el
bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Se mantuvieron en un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas, a
una temperatura promedio de 22°C, agua estéril y alimento estandar ad libitum bajo
las condiciones establecidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
siguiendo esta misma norma se obtuvieron las técnicas para el cuidado y manejo

de los animales.

37



8.3 Induccion de modelo diabético en raton

Los protocolos se realizaron bajo la NOM-062-Z00-1999 y bajo la aprobacién del
comité de ética de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. Para la
induccion del modelo de ratén diabético se utilizaron ratones de la cepa CD-1 a los
que se les administrd estreptozotocina (STZ) (MERCK, USA) como lo establece
Furman 2015. Se determind la condiciobn de diabetes cuando los ratones

presentaron niveles de glucosa de 200 mg/dL o mas en el torrente sanguineo.

8.4 Tratamiento de ratones diabéticos

Una vez establecidos como diabéticos los ratones se integraron en grupos de cinco
individuos, bajo el siguiente esquema: vehiculo solucién tamponada de fosfato (0),
8, 50, 125 y 250 mg/kg del extracto del hibrido de Sechium H387-07, como control
de hipoglucemiante glibenclamida en dosis de 50 mg/kg, ratones diabéticos sin
tratamiento y ratones sanos como basales. Todos los tratamientos fueron
administrados via gastrica cada 24 horas durante 30 dias, durante el tratamiento los
ratones se mantuvieron con agua purificada y alimento ad libitum. Los experimentos

descritos se realizaron por quintuplicado.

8.5 Evaluacion como hipoglucemiante

Los niveles de glucosa fueron evaluados en los dias 0, 7, 14, 21 y 31 en los que
previamente se mantuvieron en ayuno durante cuatro horas y agua ad libitum. La
muestra de sangre fue tomada por puncion coccidia y analizada con glucometro
(Accu Chek, Performa, USA).

Al término del tratamiento los ratones se mantuvieron en ayuno durante cuatro horas
y fueron anestesiados con pentobarbital al 10% y se tomaron muestras de sangre
por plexo axilar donde se obtuvo sangre total para en un tubo con EDTA (BD, USA)
para el andlisis de HbAlc y para suero la muestra se obtuvo en un tubo con SST
(BD, USA) para el analisis de insulina.
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La HbAlc fue analizada con el estuche de Spinreact (HbAlc Turbidimetria Latex,
USA) se agregd6 un mililitro de reactivo hemolizante en un un tubo etiquetado con el
namero de muestra y se le agrego 20uL de sangre total, una vez mezclado se dejo
reposar durante cinco minutos a temperatura ambiente, mediante un analizador
automético de bioquimica clinica (Selectra Junior, Vital Scientific, Dieren, Paises

Bajos).

La insulina se analiz6 en suero por la técnica de ELISA (Thermo Fisher Scientific
Inc., EMINS, USA), para lo cual se agregaron 100uLde muestra por pocillo dejando
incubar durante dos y media horas a temperatura ambiente y agitacion constante,
transcurrido el tiempo se procedié a realizar cuatro lavados con solucion
amortiguadora, una vez terminados los lavados se retir6 lo mejor posible los restos
de solucion amortiguadora y procedié a afadir 100uLde conjugado de biotina
preparado previamente a cada pocillo, dejando incubar durante una hora en
temperatura ambiente y agitacion constante, transcurrido el tiempo se procedio a
descartar el conjugado y realizar cuatro lavados con solucion amortiguadora y retirar
el exceso una vez terminados los lavados, posteriormente se afiadié 100ulLde
estreptavidina-HRP preparada a cada pocillo y se dej6 incubar durante 45 minutos
a temperatura ambiente y agitacion constante, pasado el tiempo se realizaron cuatro
lavados con solucién amortiguadora y retiro al maximo los restos para afadir
100uLde sustrato TMB que comenzaron a poner azul las muestras, se dejaron
incubar durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y agitacion
constante, terminado el tiempo de incubacion se agregaron 50uLde solucion de alto
a cada pocillo, cambiando la tonalidad de azul a amarillo, con ayuda de un
espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Multiskan Go, USA) se leyo la placa a

450 nm de absorbancia.

39



8.7 Andlisis histopatoldgico del pancreas

Después del tratamiento los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical
donde se obtuvo el pancreas por diseccidbn y se coloc6 en frascos con
paraformaldehido amortiguado al 4%, para su fijacion, luego el tejido se deshidrato
en series de etanol y se realizé el aclarado en xileno. Finalmente, se incluy6 en
parafina y realizaron los cortes de 3-4 micras del bloque de tejido incluido en
parafina en el microtomo (Leica Biosystems, Barrington, U.S.A) y se tifid con
hematoxilina y eosina, y fueron montados con resina para su conservacion. Los
portaobjetos fueron preparados y analizados en el microscopio DM750 (Leica
Microsystems, Barrington, U.S.A). Las imagenes fueron capturadas usando la
camara Flexacam C3 en un aumento original a 10x y 40x (Leica Microsystems,
Barrington, U.S.A). Posterior a ello se procedié al analisis morfolégico y se realizd
el conteo de islotes de Langerhans por laminilla.

8.8 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. Los datos de peso
se analizaron por una ANCOVA vy los datos de tratamiento por un analisis de
medidas repetidas y también sometidas para el andlisis unidireccional de varianza
(ANOVA) entre tratamientos y diferencias entre las muestras se determinaron por
comparacion multiple de Dunnett, mediante el software SPSS. Los resultados se

consideraron significativos con valores de p <0.05.
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9. Resultados y Andlisis de resultados

9.1 Establecimiento del modelo diabético

El establecimiento del modelo diabético se realiz6 en primera instancia siguiendo
tal cual el protocolo de Furman (2015): una de dosis de 200 mg/kg de STZ via
intraperitoneal, bajo nuestras condiciones, se encontré una alta tasa de mortalidad
(>70%) con esta dosis, por lo que fue necesario modificar y buscar una dosis menor
para evitar los decesos, se decidié emplear una dosis de 125 mg/kg, obteniendo
solo cerca del 30% de ratones diabéticos. Una dosis de 175 mg/kg permitié

aumentar los niveles de glucosa respecto al basal (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de glucosa (mg/dL) pre induccién y a los 15 dias post
inducciéon. Promedio de ratones inducidos, = desviacion estandar. * diferencia

significativa con respecto al basal (p< 0.01, prueba Tukey).

El éxito descrito se logré con los siguientes ajustes que consistieron en ratones (Mus
Musculus L.) macho de 08-10 semanas de edad. Una semana antes de la induccion
se pesaron y cambiaron de sala para que no resintieran el cambio y al momento de

la induccion el estrés fuera menor, una estrategia de aclimatacion. La segunda
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semana se realiz6 la induccidén con una sola inyeccion via intraperitoneal de 500uL
de STZ en una concentracién de 175 mg/kg diluido en un tampén de citrato de sodio
en una concentracion de 20 mg/mL (pH 4.5), previo ayuno de cuatro horas. La STZ
se disolvig, filtrd6 (membrana de 0.22 um) y se inyectd en los primeros cinco minutos,
en condiciones de la mayor oscuridad posible, esto con la finalidad de reducir la alta
reactividad a la oxidacién de la STZ. Furman establecié un periodo de 15 minutos
después de la preparaciéon de la disolucién (Furman, 2015), pero ensayos
preliminares, bajo nuestras condiciones, este tiempo redujo el éxito de la generacion

de ratones diabéticos.

Por otro lado, Furman (2015) establece que después de la administracion de STZ,
inmediatamente se les proporcione agua con sacarosa al 10% durante cinco dias,
monitoreando su estado de salud y contabilizando los decesos (Figura 11) y a los
10 dias medir los niveles de glucosa en sangre. Siguiendo este protocolo se detecto
que bajo nuestras condiciones a los 10 dias el nimero de ratones diabéticos fue
reducido, por lo que se midio a los 15 dias y se encontré un aumento en el nimero
de ratones diabéticos. Este ajuste permiti6 que mas ratones alcanzaran tener
concentraciones de 200 mg/mL o méas de glucosa en sangre y considerados como
diabéticos (Figura 11), tal como los establece Furman (2015). A partir de estos
niveles de glucosa se terminé la eficacia de la dosis Unica administrada de 175
mg/kg de STZ, en donde el 67.26% desarrollaron diabetes mellitus, el 15.74%
ratones a los que se les suministro el farmaco (STZ) no desarrollaron la enfermedad
y 17.40% de ratones murieron antes de la toma de glucosa para observar si
desarrollan la enfermedad (Figura 12). Estos datos concuerdan con lo establecido
por Furman (2015) quien establece que la dosis administrada debe de alcanzar una
eficacia mayor al 60% de ratones diabéticos y menos del 20% en mortalidad, por lo

anterior se consiguio una alta eficiencia en la induccion de diabetes.
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Figura 11. Preparacion y cuidados de los ratones pre y post induccién con
estreptozotocina en una sola dosis de 175 mg/kg.
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Figura 12. Eficiencia de la estreptozotocina en una sola dosis de 175 mg/kg en
ratones machos. Promedio de cinco experimentos independientes de ratones
inducidos, £ desviacion estandar. * diferencia significativa con respecto a los

ratones diabéticos (p< 0.01, prueba Tukey).
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9.2 Niveles de glucosa y peso durante el tratamiento con el hibrido S. H387-
07

Una vez establecida la diabetes en los ratones se realizaron los grupos
correspondientes y se dio inicio al tratamiento. Durante los 30 dias del tratamiento
con el hibrido de S. H387-07 se cuantificd el peso de los ratones cada 7 dias, asi
como los niveles de glucosa para observar la dindmica del tratamiento con respecto

a la enfermedad (Figura 13).
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Figura 13. Procedimiento pre tratamiento, al inicio, durante y fin del mismo y

tomas de glucosa.

Con respecto al peso de los ratones se tuvo en promedio de 39.8 = 1g, pre
induccién, mientras que en los post induccion se muestra que todos los grupos de
ratones diabéticos perdieron peso de hasta un 10.5% respecto al grupo sano, esta
reduccion es similar a lo reportado en ratas tratadas con STZ (Meng et al., 2022).

El grupo control que solo tuvo induccion con STZ mantuvo un peso promedio de 36
+ 1g con una pérdida de peso de 7.69% respecto al grupo sano durante el
tratamiento, mientras el grupo vehiculo mantuvo un promedio de 33 = 2g
disminuyendo su peso en un 15.38%, respecto al grupo sano, en los

grupos tratados con el extracto del hibrido de S. H387-07 tienen una tendencia a la
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pérdida de peso, en la dosis de 8 mg/kg un peso promedio durante el tratamiento
de 35 + 2.7g, mientras la dosis de 50 mg/kg tuvo un peso de 32 * 4.3g, en la dosis
de 125 mg/kg tenemos un peso promedio de 33 + 4.5¢g, en cambio en la dosis de
250 mg/kg mantienen un peso de 32.5 £ 4.5¢g, los ratones tratados con el hibrido
disminuyeron su peso corporal hasta en un 17.94% respecto a los ratones sanos,
mientras los ratones tratados con glibenclamida mantuvieron un peso de 35 + 3g

teniendo una pérdida de peso en un 10.2% respecto al grupo sano.

La concentracion de hibrido con mayor similitud respecto a la pérdida de peso entre
farmaco (glibenclamida) y el extracto, fue la de 8 mg/kg (Figura 14), sin embargo, al
realizar la comparacion estadistica de medias repetidas Bonferroni-Tukey no se
muestra una diferencia significativa (p<0.05) que implique que las concentraciones
del extracto del hibrido de S. H387-07 disminuyen de peso respecto al grupo control
(STZ) y el grupo glibenclamida, mientras el grupo control muestra similitud respecto
al grupo sano. Por lo tanto, aunque las diferentes concentraciones del hibrido
reducen el peso de los ratones diabéticos, estadisticamente no son diferentes
(Figura 14).

En los estudios realizados por Aguiiiiga (2017) en ratones sanos, se concluye que
el extracto de S. H387-07 es inocuo en la administracion oral e intraperitoneal
durante 30 dias. La pérdida de peso la podemos atribuir a la dinamica de la
enfermedad, ya que es acompafiada de resistencia a insulina, esto provoca la
pérdida de peso por la ineficiente entrada de glucosa a las células, promoviendo la
disminucién mitocondrial, inflamacion y estrés del reticulo endoplasmatico que
llevan a la muerte celular (Gutiérrez et al., 2017). Debido a que el organismo
necesita glucosa para las células, pero esta no entra, se promueve que las reservas
de energia almacenada en el tejido adiposo se vayan desgastando para cubrir la
demanda de azucar (lipolisis) estimulado por el glucagon, resultando en los altos
niveles de glucosa en sangre (Carbajal, 2015), aunque no es la Unica causa de
pérdida de peso, la cual también se debe a un descenso progresivo de la masa
muscular que puede llegar hasta el 75% en casos mal controlados (Luis et al.,
2023).
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Figura 14. Promedios de peso (gramos) de los ratones tratados con el hibrido
S. H387-07. Promedio de cinco experimentos independientes de ratones

inducidos, * error tipico. Medias repetidas Bonferroni-Tukey (p<0.05).

La STZ es usada como inductor de diabetes en animales de experimentacion (Chen
et al., 2020), por lo tanto, los ratones diabéticos inducidos por STZ desarrollan
hiperglucemia y deficiencia de insulina (Furman, 2015; 2021), debido a estos
factores es necesario que durante todo el tratamiento se tomen los niveles de
glucosa en sangre por puncién coccigea con un ayuno previo de cuatro horas y
agua a disposicion. Asi la administraron las dosis de 0 (PBS), 8, 50, 125y 250 mg/kg
del extracto del hibrido de S. H387-07 via gastrica, como control positivo

glibenclamida (50 mg/kg), cada 24 horas por 30 dias en total (Figura 13).

Bajo este esquema de tratamiento, se encontr6 que, en los ratones sanos, los
niveles de glucosa, evaluados cada siete dias, se mantuvieron entre 117 a 138
mg/dL durante las cuatro semanas de tratamiento, los ratones diabéticos del grupo
control (STZ) mantuvieron parametros de 397 a 433 mg/dL, mientras el grupo de

vehiculo mantuvo niveles de 377 a 457 mg/dL, muy similar al grupo control (STZ).
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Los ratones diabéticos tratados con el extracto del hibrido S. H387-07 se observa
que a partir de la primera semana de tratamiento hay un descenso paulatino en
todas las dosis. La dosis de 8 mg/kg inicia con niveles de glucosa en 451 mg/dL y
al término del tratamiento de 312 mg/dL, con una reduccién de un 30.66%. El grupo
tratado con 50 mg/kg inicié con 372 mg/dL y un término de 261 mg/dL, teniendo una
reduccion de 29.83% en los niveles de glucosa al finalizar el tratamiento. El siguiente
grupo fue tratado con una dosis de 125 mg/kg e inicié con 440 mg/dL y al final fue
de 189 mg/dL, con una reduccion de hasta un 57% de glucosa. El grupo tratado con
250 mg/kg se observa un valor de inicio de 420 mg/dL vy al final del tratamiento de
323 mg/dL con una reduccion en los niveles de glucosa de 23%. Finalmente, los
niveles de glucosa utilizando el farmaco de glibenclamida (50 mg/kg) al inicio del
tratamiento fueron de 421 mg/dL y al finalizar de 234 mg/dL con una reduccion total
de 44% (Figura 15).

Para conocer si la reduccién de glucosa por el extracto del hibrido de S. H387-07
es estadisticamente significativo, se llevé a cabo una prueba de Covarianza, esta
prueba permite conocer el efecto de los diferentes tratamientos de S. H387-07 sobre
los niveles de glucosa, arrojando como resultado que solo la dosis de 125 mg/kg
presenta una reduccion significativa (p<0.01) en los niveles de glucosa, respecto al
grupo control (STZ), aunque todas las concentraciones del hibrido de S. H387-07

tienen una tendencia a la reduccion de los niveles de glucosa (Figura 15).

Lo mencionado anteriormente se habia observado en ratones sanos, en donde el
extracto de S. H387-07 en dosis de 8 y 250 mg/kg logra una disminucién en los
niveles de glucosa (Aguifiiga, 2017), sin embargo, no se conocia el efecto del S.
H387-07 en un modelo de raton diabético, donde encontramos que los niveles de
glucosa en sangre disminuyen comprobando que al menos la dosis de 125 mg/kg
del extracto del hibrido de S. H387-07 tiene actividad hipoglucemiante significativa
en ratones diabéticos inducidos con STZ en una dosis Unica de 175 mg/kg, sin
embargo, surge el cuestionamiento de conocer el comportamiento en la reduccion

de glucosa un periodo mas prolongado.
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Con respecto a la literatura podemos encontrar el uso de extractos de plantas contra
la diabetes mellitus como es el caso de Momordica charantia en ratones diabéticos
inducidos por STZ con un tratamiento de 200 mg/kg de extracto via oral durante
ocho semanas, reportando una reduccion del 38.27% en los niveles de glucosa, a
la cuarta semana de tratamiento respecto al grupo STZ, sin embargo, a la octava
semana la reduccién de los niveles de glucosa solo fue de 8.1% respecto al grupo
STZ, aunque tales reducciones no son significativamente diferentes del grupo SZT
en una dosis de 200 mg/kg (Wang et al., 2014), en tanto en humanos diabéticos con
tratamiento via oral de 200 mg/kg durante 12 semanas logra realizar una

disminucién del 4% en los niveles de glucosa en sangre (Kim et al., 2020).
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Figura 15. Niveles de glucosa (mg/dL) de los ratones, al inicio del tratamiento
y durante el tratamiento de los animales tratados con hibrido S. H387-07.
Promedio de cinco experimentos independientes de ratones inducidos, £ error
tipico. Prueba de Covarianza (p<0.01). * estadisticamente diferente respecto al
grupo control (STZ).
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9.3 Niveles de HbA1c e insulina durante el tratamiento con el hibrido S.
H387-07

Al identificar que el tratamiento con las diferentes dosis de S. H387-07 existe una
tendencia a la reduccién de los niveles de glucosa en los ratones diabéticos, se dio
a la tarea de analizar los niveles de HblAc e insulina de los ratones diabéticos
tratados. Los niveles de HbAlc se midieron después de 30 dias de tratamiento, los
promedios de los valores de los ratones sanos alcanzaron un parametro de 4.6%
de Hb1Ac, estos son parecidos a los reportados por diferentes investigadores como
el caso de Poucher et al. (2012) y Sorensen et al. (2019) que evaltan la HbAlc en
un grupo de ratones sanos con valores de 5.25%. En los ratones control (STZ), se
tiene un promedio de 11.5% de HbAlc, elevandose un 60% respecto al grupo sano,
en cambio el grupo vehiculo tienen una elevacion del 63.77% respecto al grupo

sano, pero manteniéndose muy parecido al grupo control (STZ) (Figura 16).

En relacién a la administracién del extracto del hibrido de S. H387-07 se presentan
niveles de HbAlc de 10, 105 y 11% con la dosis de 8, 50 y 250 mg/kg
respectivamente, una tendencia a la reduccion, sin embargo, la dosis 125 mg/kg
presenta una reduccion significativa con un promedio de 5.25% de HbAlc, en
comparacion con el grupo de ratones diabéticos. Por lo anterior la dosis de 125
mg/kg tiene valores de HbAlc similares al grupo sano. En cambio, el grupo
glibenclamida presenta un promedio de 10.8% de HbAlc, valores similares al

obtenido con la administracion del hibrido excepto la dosis de 125 mg/kg.

La reducciéon de HbAlc que encontramos al administrar el hibrido, es similar al
reportado con el extracto (500 mg/kg) de Momordica charantia en ratas inducidas
con STZ durante ocho semanas reduce significativamente los niveles de HbAlc en
comparacién con el grupo diabético (STZ) (Abdel et al.,, 2019), pero su
administracion en humanos no se tiene una disminucion significativa en los niveles
de HbAlc en una dosis de 200 mg/kg durante 12 semanas en comparaciéon al grupo
placebo (Kim et al., 2020).
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Figura 16. Diagramas de tipo “caja y bigote” con niveles de HbA1c (%) en
ratones inducidos con estreptozotocina tratados con diferentes dosis del
hibrido de S. H387-07. Prueba de Kruskal Walls.

El nivel de insulina de los ratones sanos se encuentra en un parametro de 1 uUl/mL,
mientras el nivel del grupo control (STZ) es de 1.2 uUl/mL presentando una
elevacion de 23.07% respecto al grupo sano, pero carece de significancia
estadistica, mientras el grupo de vehiculo no presenta una diferencia significativa

respecto al grupo control (Figura 17).

Los niveles de insulina en ratones diabéticos tratados con las dosis de 8 y 250 mg/kg
del hibrido de S. H387-07, respecto al grupo sano, tienden a incrementarla, mientras
la dosis de 50 y 125 mg/kg presentan un aumento significd (p<0.05) respecto al
grupo sano, control (STZ) y glibenclamida. Por otra parte, el grupo de glibenclamida

presenta un aumento de 50% respecto al grupo sano, esto concuerda con lo
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esperado, debido a que el farmaco es un secretagogo (Jonh y Mei, 2005). Asi, la
dosis de 50 y 125 mg/kg del hibrido, aumenta los niveles de insulina por encima de

nuestro control glibenclamida.

Nuestros datos coinciden en el incremento de insulina mediado por el hibrido,
considerando que el tratamiento con Momordica charantia administrada a ratas con
diabetes, se encontré un aumento significativo (p<0.05) en los niveles de insulina
con 57.14% en una dosis de 200 mg/kg, en la siguiente toma (semana ocho) se
mantiene un promedio de 60% superior al grupo control (STZ) en los niveles de
insulina. Sin embargo, los valores de insulina son mucho menores pasando de 0.5
ug/L a 0.25 ug/L de insulina, esto no puede estar asociado a un mejoramiento en
las condiciones del pancreas, ya que el grupo control (STZ) pasa de 0.9 ug/L a
valores de 0.1 ug/L de insulina, este grupo no tienen tratamiento y bajan sus niveles
de insulina, lo que se relaciona con un deterioro de los islotes pancreaticos (Wang
et al., 2014).

Sanos Control (ST2) Vehiculo + STZ H387 07 (8mglikg) + STZ H387 07 (50mgilkg) + STZ H387 07 (125mgllkg) +  H387 07 (250mgilkg) +  Glibenclamida + STZ
sz s

Traminetos

Figura 17. Niveles de Insulina (ulU/mL) en ratones inducidos con
estreptozotocina y tratados con diferentes dosis del hibrido de S. H387-07.
Promedio de cinco experimentos independientes de ratones inducidos, £ error
tipico. Prueba de medias repetidas ANOVA-Tukey (p<0.05) “a” es
estadisticamente diferente al grupo sano y “b” es estadisticamente diferente

al grupo STZ.
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9.4 Andlisis histopatolégico del pancreas de los ratones diabéticos tratados
o no con el hibrido Sechium H387-07

Es conocido que la STZ induce dafio al pancreas (Chen et al., 2020), para
corroborar, se realizaron preparaciones de tejido (H&E) para conocer el estado del
pancreas y observar los cambios morfolégicos con los diferentes tratamientos. En
el grupo de ratones sanos se observan acinos con células uniformes, redondeadas
y nucleo bien definido, ademas de islotes bien definidos, de gran tamarfio y limites
claros, con cromatina bien tefiida (Figura 18.A), con un numero de islotes por cmz
16 £ 1 (Figura 19), en cambio los cortes pertenecientes al grupo control (STZ) y
vehiculo presentaron acinos con células inflamadas, con grandes separaciones
entre células, limites poco claros entre la zona endocrina y exocrina, los islotes se
muestran en menor tamafio, difusos, con menor cantidad de citoplasma y
disgregados (Figuras 18.B y 18.C), con una disminucién significativa del 60% de
islotes por cm2 respecto al grupo sano, ninguno de estos grupos es estadisticamente

diferente entre ellos ni con el grupo de glibenclamida (Figura 19).

La administracion de las dosis de 8 y 50 mg/kg, el tejido en la parte exocrina y
endocrina, las células se observan mas definidas, con menor inflamacién, aunque
en el interior de los islotes las células se observan disgregadas con nucleos bien
tefidos, pero con poco citoplasma (Figuras 18.D y 18.E), presentando un
incremento en el nimero de islotes respecto al grupo control del 40 y 45%,
respectivamente, en (STZ) (Figura 19).

Por otra parte, el tratamiento con 125 mg/kg e3 hibrido, reduce la inflamacion y se
delimita mejor el tejido, los islotes se observan con un mayor tamafio y mejor
definidos, mas redondeadas y poco disgregadas, tienen semejanza con los islotes
del grupo sano (Figura 18.F). En cuanto al numero de islotes se incrementa en un
45% respecto grupo control (STZ) (Figura 19), en el corte hay presencia de invasion
de leucocitos a los islotes, lo que sugiere una respuesta autoinmune que puede
estar dafando los islotes debido a la necrosis celular y procesos de inflamacion

(Boadas et al, 2015), debido a esto se sugiere realizar ensayos que permitan
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conocer su efecto, ademas de conocer mediante histoinmunoquimica las células
presentes en los islotes (Kim et al., 2017). En el caso de la dosis de 250 mg/kg no
hubo mejora en cuanto a la morfologia del pancreas. Los islotes se observan con
un menor tamafio, aunque poco disgregados y compactos, teniendo un aumento del
50% en el numero de islotes respecto al grupo control (STZ) (Figura 18.H). Por
altimo, tenemos el grupo glibenclamida (50 mg/kg), en este corte se observan acinos
inflamados con menor definicidn, islotes poco definidos, disgregadas y con menor
confluencia entre ellas (Figura 18.H.), no hay un incremento significativo en nimero

respecto.

Se ha reportado que el extracto de Sechium edule ha logrado disminuir los dafios
en los islotes pancreéticos y aumentado su diametro (Hutagalung, 2021), lo que se
relaciona con nuestros resultados, ademas de que estad regeneracion se ha
reportado en plantas que poseen flavonoides en comun, como es el caso de
apigenina y quercetina, una de estas plantas es el berro (Lepidium sativum) que se
ha administrado extracto a ratones diabéticos inducidos con STZ, logrando un efecto
regenerativo en las células del pancreas logrando que tengan un citoplasma mas
abundante, limites claros, nucleos bien tefidos, esto se reporta como un efecto
significativo en la condicion fisica de los islotes pancreéticos segun lo reportado por
Chen et al., (2020).
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Figura 18. Tefiido de tejido de pancreas (HyE) con los diferentes tratamientos
del hibrido de S. H387-07. (A) Sano; (B) Control (STZ); (C) Vehiculo + STZ; (D)
H387 (8 mg/kg) + STZ; (E) H387 (50 mg/kg) + STZ; (F) H387 (125 mg/kg) + STZ;
(G) H387 (250 mg/kg) + STZ; (H) Glibenclamida + STZ.
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Figura 19. Numero de islotes de Langerhans por cm2 en muestras
representativas de pancreas de ratones inducidos con estreptozotocina en
una dosis de 175 mg/kg. Promedio de cinco experimentos independientes de
ratones inducidos, + error tipico. Prueba de medias repetidas Bonferroni-
Tukey (p<0.05). “a” es estadisticamente diferente al grupo sano y “b” es
estadisticamente diferente al grupo STZ.
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10. Conclusién

Los resultados presentados muestran que la ingesta oral del extracto del hibrido de
Sechium H387-07 tiene propiedades hipoglucemiantes por lo menos en la dosis de
125 mg/kg en ratones diabéticos, ademas de mostrar una mejora significativa en el
pancreas de ratones diabéticos, aumenta el nimero de islotes de Langerhans, lo
cual se correlaciona con el incremento de los niveles de insulina. Por lo anterior, el
hibrido de Sechium H387-07, parece una alternativa natural en el tratamiento de la

diabetes mellitus.
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11. Recomendaciones

Furman establece que hasta un 20% de ratones tienden a morir debido a la rapida
y masiva necrosis de las células B que da como resultado la liberacion de grandes
cantidades de insulina, lo que provoca hipoglucemia mortal y aunque no se alcanzé
este parametro, nosotros sugerimos retomar la sugerencia de Furman que consiste
en un 1 mL de inyeccién intraperitoneal de sacarosa al 5% posterior a las 6 horas

de la induccién para reducir la mortalidad en el modelo.
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