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Resumen
Las"hojas de Carica papaya han mostrado efecto hipoglucemiante en modelos de
diabétes en roedores. El objetivo de este trabajo fue identificar el contenido fitoquimico
de las fracciones de un extracto cloroférmico de hojas de C. papaya y evaluar su
actividad antidiabética en ratas con diabetes inducida. El extracto de C. papaya fue
preparado en un’extractor Soxhlet y fraccionado mediante cromatografia en columna
usando una combinacién de hexano y acetato de etilo (v/v; gradiente del 5%). De
acuerdo con el analisis de cromatografia de capa fina, las fracciones obtenidas con un
contenido quimico similar se_feunieron en cinco fracciones (Cpl, Cp2, Cp3, Cp4 y
Cp5). Posteriormente, se utilizé cromatografia liquida de alta resolucién para analizar
la composicion fitoquimica de_estas-fracciones. Los cromatogramas se monitorearon
a 240 nm, 280 nm y 330 nm, le"que permitié la deteccion de 21 picos. Por otro lado,
para evaluar la actividad antidiabética.de 1as fracciones, se administraron una dosis de
31 mg/kg a ratas diabéticas inducidas con STZ durante 15 dias. Las fracciones Cp3,
Cp4 y Cp5 disminuyeron la concentracion de glucosa, lipidos y enzimas hepéticas en
suero de ratas diabéticas. Ademas, las ratas tratadas eon,Cp4 y Cp5 mostraron valores
mas altos de ABC para el peso corporal. En las fragciones se han identificaron
terpenos, alcaloides, lignanos, taninos, acidos fendlicos, iridoides y flavonoides. Los
resultados de este trabajo sugieren que las hojas de C. papaya poseen metabolitos

con actividad antidiabética.



Abstract
Carica papaya leaves have shown hypoglycemic effect in rodent models of diabetes.
This werk aimed to identify the phytochemical content of the fractions from a chloroform
extract of(C. )papaya and assess the antidiabetic activity of these fractions in diabetes-
induced rats.,The C. papaya extract prepared in a Soxhlet extractor and fractioned by
column chromatography using a combination of hexane and ethyl acetate (v/v; 5%
gradient). After thin‘layer chromatography analysis, the fractions obtained with similar
chemical content were gathered into five fractions (Cpl, Cp2, Cp3, Cp4, and Cpb).
Subsequently, high-performanee-liquid chromatography was employed to analyze the
phytochemical composition of these fractions. Chromatograms were monitored at 240
nm, 280 nm, and 330 nm, allowing-the detection of twenty-one peaks. On the other
hand, to evaluate the antidiabetic activity,0f the fractions, a dose of 31 mg/kg was given
to diabetic rats for 15 days. Fractiens.Cp3yCp4, and Cp5 decreased the concentration
of glucose, lipids, and serum liver enzymes in'diabetic rats. In addition, rats treated with
Cp4 and Cp5 showed higher AUC valuesfor bodyaveight. Terpenes, alkaloids, lignans,
tannins, phenolic acids, iridoids, and flavonoids were”identified in the fractions. The
result of this investigation suggests that C. papaya leaves possess metabolites with

antidiabetic activity.



1. Introduccién

1.1" Diabetes

La diabetes afecta a 536.6 millones de personas en el mundo. De acuerdo con la
Federacidn\/Internacional de Diabetes, esta enfermedad representa una de las
primeras diez causas de muerte en adultos a nivel mundial (Sun et al., 2022). Por otra
parte, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia reporta que en México la
diabetes constituye“la“segunda causa de decesos en la poblacion adulta (INEGI.,
2023). La diabetes es wna, afeccion cronica y compleja caracterizada por niveles
elevados de glucosa en “sangre, identificados clinicamente como hiperglucemia
(ElSayed et al., 2022; Harreiter ycRoden, 2023). La hiperglucemia provoca sintomas
como poliuria, polidipsia, fatiga, pérdida de peso, alteraciones visuales vy
susceptibilidad a infecciones a‘Cetoacidosis. A largo plazo, la hiperglucemia se asocia
con dafio de varios tejidos y Organas “(gjos, riflones, nervios, corazon y vasos
sanguineos) (Harreiter y Roden, 2023).‘La diabetes, segun la Asociacion Americana
de Diabetes (ADA), se clasifica en: diabetes tipo 1, caracterizada por una alteracion en
la secrecion de insulina debido a la destruccion de las celulas 8 pancreaticas mediada
por el sistema inmunitario, lo que provoca una deficiencia absoluta de insulina;
diabetes tipo 2, que implica una accion reducida de la insulina (resistencia a la insulina)
con disfuncién progresiva de las células 3, a menudo acompafada«de una deficiencia
de insulina; otros tipos especificos incluyen la diabetes resultante de'‘condiciones como
enfermedades pancreaticas, trastornos endocrinos, medicamentos,) defectos

genéticos, infecciones y sindromes autoinmunes; y finalmente, la diabetes gestacional



es un trastorno de tolerancia a la glucosa que se manifiesta durante el embarazo

(Elsayed et al., 2023a).

1.2. Enfoques terapéuticos para la diabetes

El tratamiento de la diabetes se centra en mantener un control de los niveles de
glucosa. En este contexto, la terapia con insulina es fundamental en la diabetes tipo 1,
debido a la falta de'funcién de las células B (ElSayed et al., 2023b). Por otro lado, los
individuos con diabetes~tipo 2 requieren medicamentos hipoglucemiantes como
biguanidas (metformina);inhibidores de la a-glucosidasa (acarbosa, miglitol y
voglibosa), agonistas del receptor del GLP-1 (emaglutida, albiglutida, dulaglutida,
exenatida, liraglutida y lixisenatida), inhibidores de DPP-4 (sitagliptina ,vildagliptina,
alogliptina y saxagliptina), sulfonilureas (glipizida, glyburida, glimepirida, tolbutamida,
and chlorpropamida), tiazolidinediaonas (pieglitazona y rosiglitazona.) e inhibidores de
SGLT2 (canagliflozina, dapagliflozina.y empagliflozina) (Call et al., 2022; Cao et al.,
2023). La literatura sugiere que individuos eonydiabetes tipo 2 requieren terapia
combinada con insulina (ElSayed et al., 2023b). Adicionalmente, algunos
medicamentos hipoglucemiantes causan efectos secundarios como: nauseas, vomito,
dolor abdominal, acidez de estobmago, disminucién del apetito, diarrea y flatulencias
(Call et al., 2022). Asimismo, el tratamiento farmacoldgico defla diabetes puede estar
asociado con el aumento de peso, dafio hepatico, cancer desvejiga, falla renal,
reacciones de hipersensibilidad, pancreatitis, insuficiencia cardiaca”y riesgo de
infecciones urinarias (ElSayed et al., 2023b; Vaughan et al., 2020). Sumado a esto, el
tratamiento con insulina es asociado con riesgo de hipoglucemia (Vaughani et al.,

2020).



1.3. Plantas medicinales

A.nivel global, se ha observado un aumento en el uso de remedios naturales
elaborados con plantas, los cuales son utilizados en la medicina tradicional para el
tratamienia’y la prevencion de enfermedades (Belhouala y Benarba, 2021). En México
se utilizan al menos 800 plantas en el tratamiento de la diabetes y sus complicaciones
(Escandon-Rivera etal., 2020). Las plantas pueden disminuir los niveles de glucosa a
través de distintosymecanismos: inhibicion de enzimas digestivas (a-amilasa y a-
glucosidasa), accion antioxidante contra especies reactivas de oxigeno, modulacion
de la secrecion de péptidossimilar al glucagén -1 (GLP-1), aumento en la secrecion y
sensibilizacién de la insulina“(Salehi et al., 2019; Shehadeh et al., 2021). Estas
propiedades se deben a compuestos que se encuentran en las plantas, como
flavonoides, alcaloides, acidos fendlicos,/terpenos, esteroides y taninos (Shehadeh et

al., 2021).

1.4. Metabolitos de las plantas

Las plantas producen una diversidad ‘de compuestos de bajo peso molecular
denominados metabolitos, los cuales ejercen efectos sebre la propia planta y en otros
organismos. Dichos compuestos se clasifican en metabolitos. primarios y secundarios
(Erb y Kliebenstein, 2020). En este contexto, los metabolitos primarios son necesarios
para la homeostasis celular y la vida de los organismos, de los cuales se encuentran:
carbohidratos, aminoacidos, nucleotidos, acidos organicos y acidos grasos (Maeda,
2019). Por otro lado, los metabolitos secundarios son sintetizados a partir de ciertos
precursores de metabolitos primarios y realizan funciones fisioldgicas especificas

(proteccion contra patdgenos, atraer polinizadores, establecer relaciones simbibticas



y proporcionar componentes estructurales a las plantas) (Yang et al.,, 2018). De
acuerdo con sus estructuras y rutas biosintéticas, los metabolitos secundarios se

identifiean como: polifenoles (fenoles), terpenos y alcaloides (Chiocchio et al., 2021).

Los fenoles“son fitoquimicos que eliminan el perdxido de hidrogeno en las plantas, y
presentan grupos ‘hidroxilo acoplados a estructuras aromaticas en su composicion.
Estos compuestosse, identifican: &cidos fendlicos, chalconas, cumarinas, cucurmina,
estilbenos, feniletanaides; flavonoides, flavonoles, flavanoles, flavanonas, flavonas,
isoflavonas, lignanos, quinonas, taninos, xantonas y curcuminoides (Alara et al., 2021,
Sun y Shahrajabian, 2023).(Adicionalmente, los terpenos son compuestos formados
por hidrocarburos simples que se originan a través de la sintesis del acido mevalénico
y se categorizan segun la cantidad de unidades de isopreno (C5) presentes en su
estructura. Siguiendo esta regla se dividen en hemiterpenos (CsHs), monoterpenos
(CsHs)2, sesquiterpenos (CsHs)s, diterpenos_ (CsHs)s4, sesterterpenos (CsHs)s,
triterpenos (CsHs)s (Chiocchio et al., 2021:Masyitajet al., 2022). Ademas, los alcaloides
son moléculas que contienen en su estructura une.e mas atomos de nitrégeno dentro
de anillos heterociclicos. Debido a su diversidad estructural, los alcaloides se clasifican
en derivados de amino&cidos y pseudoalcaloides (Chiocchig et al., 2021; Dey et al.,

2020).

1.5. Fitoguimica y compuestos bioactivos

Alrededor del 35% de medicamentos tienen un origen directo o inditecto a partir de
productos naturales (Calixto, 2019). Diversos metabolitos secundarios son utilizados
en la industria farmacéutica y son llamados compuestos bioactivos ya que eausan

efectos farmacolégicos y toxicolégicos en humanos y animales, también se emplean
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en elaboracién de cosmeéticos, suplementos nutricionales y suplementos dietéticos
(Guerriero et al.,, 2018). Los compuestos aislados de plantas medicinales tienen
estructuras uUnicas, mayor cantidad de atomos de oxigeno, centros quirales,
complejidad'estérica, rigidez molecular, aceptores y donantes de enlaces de hidrégeno
(Najmi et al,, 2022). La obtencion de estos compuestos es mediante aislamiento
biodirigido, que gonsiste en una serie de fraccionamientos del extracto de la planta,
guiados por evaluaeiones de la actividad farmacologica, que cuando son positivas
dirigen el estudio hasta aislar el compuesto de interés (Najmi et al., 2022; Zhang et al.,

2020).

1.6. Métodos de extraccién y fraccionamiento

Los extractos de plantas se.€laboran mediante la extraccion solido-liquido, para ello
se utilizan diversos métodos dée extraccion«infusion, decoccion, extraccion por Soxhlet
y maceracion) (Chuo et al., 2022). Por su’parte, las fracciones se obtienen por un
proceso de separacion de los extractos~de plantas, y estas contienen un nimero
determinado de compuestos (Abubakar y*Haque, 2020). En la extraccion se emplean
solventes considerando su capacidad de disolucionsdada por la polaridad, esta
representa las interacciones posibles entre un solvente'y cualquier soluto potencial
(Florindo et al., 2018). En general, los solventes polares (agua, metanol y etanol)
extraen compuestos de polaridad alta, mientras que los solventes.no ‘polares (hexano
y éter de petr6leo) extraen compuestos de polaridad baja (Abubakar'y-Haque, 2020).
Por lo tanto, es posible predecir la naturaleza de los metabolitos contenidos en los

extractos a partir del tipo de solvente empleado.



1.7. Carica papaya
Q( papaya es una planta herbacea, perenne, poco ramificada, de tallo liso y hojas
Iargé e tienen 5 a 6 l6bulos, esta puede crecer hasta 10 m de altura y vivirde 5 a
10 afios @Jra 1). Esta especie vegetal es originaria de las tierras bajas de América
Central entrws‘ur de México y Nicaragua (Jain y Priyadarshan, 2009; Vazquez-
Yanes et al., 1{@)@ fruta, la corteza, las raices, las semillas, la cascara, la pulpa y

las hojas de C. pap ienen muchos usos terapéuticos conocidos en el mundo (Singh

et al., 2020).

Figura 1

o
Planta de C. papaya @

Nota: fotografia de la planta C. papaya (A) y hoja (B) (Elaboracion propia). A

Particularmente, las hojas de Carica papaya destacan por su relev terapéutica,
ya que exhiben actividad antidiabética, antiinflamatoria, antiviral, an cerigena,
antibacteriana, analgésica, antiespasmaddica y antioxidante (Sharma et @2019).

Ademas, el analisis de las hojas mediante GC-MS revel6 una diversidad de



compuestos quimicos, entre los cuales se encuentran a-tocoferol, escualeno, fitol y
una‘mezcla de fitoesteroles como campesterol, estigmasterol y 3-sitosterol. También
se identificaron acido hexadecanoico, y-tocoferol, oleano-12-eno, 13,17-cicloursan-3-

ona y cicleartenol (Khor et al., 2021).

1.8. Extractos‘de la hoja de C. papaya con actividad antidiabética

Las publicaciones/disponibles reportan que la administracion del extracto acuoso de la
hoja de C. papaya ‘a _ratas diabéticas disminuye los niveles séricos de glucosa,
colesterol, triglicéridos, bilirrubina total, fosfatasa alcalina, aminotransferasas, mayor
namero de islotes de Langérhans y aumento de los niveles de éxido nitrico sérico.
Ademas, en ratas no diabéticas aumento los niveles de insulina tras la administracion
de este extracto (Juarez-Rojop et al., 2012). Asi mismo, Miranda-Osorio et al. (2016)
demostraron que el extracto cloroférmice de C. papaya (31 y 62 mg/kg) en ratas
diabéticas disminuyeron los niveles de glucosa..Adicionalmente, las células tratadas
con el extracto cloroférmico produjeromymayor cantidad de insulina, y un efecto
protector contra los efectos de la STZ (Miranda-Oserio:et al., 2016). Por otro lado, Khor
et al. (2021) indican que la hoja de C. papaya contieng‘metabolitos que actian como
agentes reductores, donantes de hidrogeno y quelantes de metales. Ademas, los
extractos hidrofilicos de C. papaya (etanol y jugo liofilizado) mostraron capacidad de
reduccion, y el extracto elaborado con el jugo liofilizado de la hoja”C. papaya protegio
a las células del estrés oxidativo. También, los extractos elaborados con fluido critico
(scCO2 y scCO2 +CHs3OH) presentaron actividad antioxidante (1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo) (Khor et al., 2021). En otro estudio, Roy et al. (2022) mostraron ‘que el

extracto etandlico de C. papaya mejora la sensibilidad a la insulina en el musculo



esquelético en ratas diabéticas, y aumenta los niveles de hexoquinasa y piruvato

quinasa (Roy et al., 2022).

1.9. Técnicas cromatograficas

La cromatografia es una técnica empleada para separar, identificar y aislar los
compuestos de un extracto o mezcla determinada (Abubakar y Haque, 2020). La
cromatografia se-pasa en la aplicacion de una mezcla sobre un material inmovil (fase
estacionaria), y las moléeulas se desplazan con la asistencia de un liquido o un gas
(fase movil), resultando ‘enssu separacion (Coskun, 2016). Esta técnica se divide en
fase normal y fase inversa, Cuya eleccion es determinada segun la naturaleza de la
muestra. En la fase inversa, la faseymovil es polar y la fase estacionaria es no polar, y
en la fase normal, la fase movil es no polar y la fase estacionaria es polar (Boldura et
al., 2020). La separacion de los,€omponentes es determinada por las propiedades de
la muestra y el disolvente (tamafio, forma polaridad, pH), asi como por el tipo de fase
estacionaria (Abubakar y Haque, 2020;Sahu«etial., 2018). Por lo anterior, algunas
moléculas de la mezcla tienden a quedarse en la fase_.estacionaria durante un periodo
prolongado, y otras de ellas se desplazan con mayor rapidez hacia la fase mouvil
(Coskun, 2016). La mayoria de las moléculas organicas. tienen una naturaleza
aromatica o insaturada, y muestran propiedades de absorcion“en la regién UV-Vis, se
requiere un detector para identificarlas y cuantificarlas a través de_los picos de maxima
absorcion (espectrofotometro UV-Vis y el detector de matriz de diodas;.DAD) (Boldura

et al., 2020).

En la investigacion de compuestos bioactivos, se emplean diversas técnicas de

separacién, como la cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) y la
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cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés). La TLC se
preseénta como una opcion sencilla y econdmica; esta técnica utiliza una fase
estaciomaria en una placa compuesta por una capa porosa adsorbente (gel de silice)
unida a untsoporte inerte (H6lzl y Dérmann, 2021). Para el proceso de separacion, la
placa se colocayen una camara llena con el eluyente (fase movil), que transporta los
analitos por accién capilar (Mukherjee, 2019). Por otro lado, en la técnica de HPLC, la
muestra disuelta enun.solvente (fase movil) se bombea a alta presion a través de una
columna con un material de relleno cromatografico inmovilizado (fase estacionaria)
(Ahmad Dar et al., 2020).»Cuando la fase moévil sale de la columna, pasa por un
detector de absorbancia, enviando una sefial a un programa de software de control

para analisis posteriores (Petrovay-Sauer, 2017).

1.10. Modelos experimentales/de diabetes en ratas

La diabetes experimental en ratas se desarrolla mediante la induccion por agentes
quimicos 0 manipulacion genética. Partieularmente, los modelos de estreptozotocina
(STZ) y aloxano son los mas utilizados’para lasinduccion quimica de diabetes en
animales (Hasan et al., 2018; Pandey y Dvorakova, 2020). La STZ es un compuesto
citotéxico analogo de la glucosa que se acumula y transporta selectivamente en las
células B pancreaticas a través de GLUT-2. Los efectos toxicos'de la STZ en las células
del pancreas se deben a la interaccion de la metil-nitrosourea que‘transfiere el grupo
metilo a la molécula de ADN (alquilacidn), iniciando una serie {de“eventos que
conducen a la fragmentacion del ADN (Figura 2) (Hasan et al., 2018; Kottaisamy et al.,
2021). En consecuencia, los animales experimentan deficiencia de( insulina,

hiperglucemia, polidipsia y poliuria, todas ellas caracteristicas de la diabetes tipo' 1. La



administracion de una sola dosis por via parenteral de STZ (40 a 70 mg/kg) es
importante para inducir el estado de diabetes. Por otro lado, el aloxano es un
compuesto hidrofilico con una estructura similar a la glucosa vy, al igual que la STZ,
ingresa aslas células B a través de transportadores GLUT2 (Pandey y Dvorakova,
2020). La molécula de aloxano posee un grupo 5-carbonilo central que reacciona con
el grupo tiol de laglucoquinasa (hexoquinasa IV) inhibiendo la enzima, ademas, genera
especies reactivas de oxigeno en presencia de glutation intracelular, lo que conduce a
la destruccién de las células B pancreaticas (Hasan et al., 2018; Kottaisamy et al.,
2021; Radenkovi¢ et al.,"2016). La cantidad de aloxano necesaria para provocar
diabetes en roedores varia de 40 a 200 mg/kg, dependiendo de la cepa y via de

administracion (intraperitoneal,.subeutanea o intravenosa) (Kottaisamy et al., 2021).
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Figura 2

TaxiCidad de la estreptozotocina en las células B del pancreas

Estreptozotocina

\Vl

!

Analogo de glucosa téxico para las
células B

Accion selectiva de células B

Mecanismo de muerte de las células B

4 )
Captacion selectiva de células f a
través del transportador GLUT2
. 4 J
4 )
Toxicidad de las células.B\por
alquilacion
. l =

~
Muerte de células B por necrosis
l —t
>
Ausencia de insulina
J

Consecuencia del dano celular

Nota. Adaptado de Hasan et al., (2018).

Modelo de diabetes tipo 1

V. aa
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2. Planteamiento de problema

La diabetes es un trastorno metabdlico grave con una alta tasa de mortalidad (Guo et
al., 2028). El tratamiento farmacologico presenta limitaciones en el uso de
medicamentos hipoglucemiantes orales e insulina, riesgos de efectos secundarios, la
disponibilidad y ‘los costos (Vaughan et al., 2020). Esto puede afectar la capacidad
para controlar la‘diabetes, lo que contribuye a una disminucion de la calidad de vida
en las personas que padecen esta enfermedad (Janssen et al., 2020). Por otra parte,
una alternativa farmacolégicCa es el empleo de plantas medicinales con menos efectos
secundarios y mayor accesibilidad (Zhang et al., 2020). En este contexto, se estudi
la planta Carica papaya en modelos de diabetes en roedores, demostrando que el
extracto acuoso de sus hojas’tiene actividad hipoglucemiante (Juérez-Rojop et al.,
2012; Maniyar y Bhixavatimath,2012)./Asimismo, en otro estudio se revelé que el
extracto cloroférmico de hojas deC: papaya mostraba actividad hipoglucemiante y
antidiabética en ratas, con un alto contenido de“esteroides y quinonas (Juarez-Rojop

et al., 2014) (Miranda-Osorio et al., 2016):

Hasta la fecha, existen pocas evidencias de la “identificacion de compuestos
responsables de la actividad antidiabética del extracto cloroférmico de las hojas de C.
papaya. Ademas, de estudios biodirigidos de las hojas de C. papaya para la obtencion
de fracciones activas con actividad bioldgica. Considerando lo anterior, se plantea la
siguiente pregunta: ¢ las fracciones obtenidas del extracto cloroformice de hojas de C.

papaya poseen metabolitos con actividad antidiabética?
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3. Justificacion

Las plantas de la medicina tradicional son esenciales en la atencion médica,
principalmente en paises en desarrollo. En el contexto de la diabetes, algunas
personas(optan por utilizar productos elaborados con plantas medicinales como una
alternativa al(tratamiento farmacolégico debido a su accesibilidad y costo razonable.
Sin embargo, los _productos herbolarios tienen efectos adversos, por lo tanto, es
necesario evaluar su~seguridad y eficacia. Ademas, la investigacion en plantas
medicinales revela una diversidad de compuestos quimicos que pueden regular los
niveles glucosa en sangre.’Asimismo, en estudios biodirigidos se realiza la deteccion
de los metabolitos de las plantas«ysu evaluacién en modelos experimentales, ya sea
a través de la obtencion de frageiones o compuestos aislados de extractos herbolarios.
En este sentido, diversos estudios-muestran que la planta C. papaya posee actividades
biolégicas que se relacionan conla-eomposicion fitoquimica de extractos elaborados
con distintos solventes (agua, etanol,’ metanol.y cloroformo). Particularmente, el
extracto cloroférmico de hojas C. papaya,muestra actividad antidiabética en modelos
de diabetes en roedores. Estas evidencias sugieren gue las hojas de C. papaya
contienen metabolitos que pueden tener efectos beneficiosos en el control de la
diabetes. De acuerdo con lo mencionado anteriormente, 1acfinalidad del presente
trabajo fue determinar el contenido fitoquimico de fraccioness\de un extracto
cloroférmico de las hojas de C. papaya mediante la técnica de HPLC»y evaluar su

actividad antidiabética en un modelo experimental de diabetes.
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4. Hipotesis
Las fracciones del extracto cloroférmico de la hoja de C. papaya tienen actividad

antidiabética en un modelo experimental de diabetes en ratas.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Identificar el contenido fitoquimico de fracciones del extracto cloroférmico de la hoja
de C. papaya y evaluar su actividad antidiabética en el modelo de diabetes inducida

por estreptozotocina en ratas«

5.2 Objetivos especificos

1. Obtener fracciones del.extracto cloroformico de la hoja de C. papaya mediante
técnicas cromatograficas.

2. Separar e identificar el contenido fitequimico de cada fraccion por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion:

3. Evaluar el efecto hipoglucemiante de las fracciones del extracto cloroférmico de
C. papaya en ratas diabéticas.

4. Determinar los parametros bioquimicos en suero de las ratas diabéticas

tratadas con las fracciones del extracto cloroférmico de.€. papaya.
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6. Metodologia

Figura 3

Esquema general de la metodologia

(Cintalapa, Chiapas, México)

L

[ Recoleccion de hojas de Carica papaya )

{ N
Identificaciéon y resguardo en herbario
q (No 32307,DACbiol, UJAT) )
{ ‘ N
Elaboracion-de extracto cloroféormico por soxhlet
\ 7
( ‘ N
Fraccionamiento en.columna del extracto cloroférmico

\ 7

{ N
Analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucién

\ ‘ 7
[ Evaluacién de actividad hipoglucemiante en ratas/diabéticas ]

6.1. Recoleccion de material vegetal

Las hojas de C. papaya fueron recolectadas en Cintalapa, Chiapas, en septiembre de
2021, asegurando que se obtuviera la cantidad necesaria sin exceder los fimites éticos
de recoleccion y cumpliendo con las regulaciones de recoleccién de- plantas

(Rudalevige y Whitman, 2019). El material vegetal fue lavado, secado (temperatura
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ambiente), pulverizado y almacenado hasta su uso (4°C). Un vaucher del espécimen
(Carica papaya L., 32307) se conserva en el herbario de la Division Académica de

Ciencias Biologicas de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco (UJAT).

6.2. Preparacién del extracto cloroférmico de hoja de C. papaya

200 g de muestra fueron colocados en un sistema Soxhlet y sometidos a reflujo con
500 mL de clorofermo durante 24 horas. Posteriormente, el extracto obtenido fue
filtrado y concentrada enun evaporador rotatorio Heidolph G3 (Schwabach, Alemania)
a 45°C con una presion-de 2 milibares. Finalmente, el extracto fue sometido a un
proceso de liofilizacién utilizando un equipo Heto Drywinner DW3. EIl extracto
cloroférmico de hojas C. papaya(CpC) se almacend bajo resguardo de la luz y el calor
para su posterior uso. El rendimiento del extracto fue calculado de acuerdo con la

siguiente formula:

extracto
Rendimiento % = x 100

muestra

De 600 gr de material vegetal se obtuvieron 83.5 gr de extracto. Por lo tanto, el

rendimiento del extracto es: 13.91%.

6.3. Fraccionamiento en columnay analisis por cromategrafia en capa fina

20 g del extracto de cloroformo de C. papaya (CpC) fueron adsorbidos en 200 g de gel
de silice 60 (0,063-0,200 mm, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) de fase normal y
colocados en una columna cromatografica (50 mm x 600 mm). La separacion en la
columna se llevé a cabo mediante la eluciéon sucesiva con mezclas de . n*hexano y
acetato de etilo, con un incremento gradual de la polaridad del 5% v/v, seguido-de un

lavado con metanol. Este proceso generd un total de cincuenta y seis fracciones, las
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cuales fueron concentradas utilizando un rotavapor y posteriormente analizadas
mediante cromatografia en capa fina (gel de silice 60 F254, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) con una fase mévil compuesta por una mezcla de diclorometano y acetona.
Con bases€n sus perfiles cromatograficos, las fracciones fueron agrupadas en cinco
reuniones de, fracciones designadas como Cpl (7,34 g), Cp2 (2,01 g), Cp3 (1,73 g),

Cp4 (1,02 g) y Cp5)(3,38 g).

6.4. Andlisis HPLC-DAD

El analisis del CpC y susfraeciones (Cp1-Cp5) fue realizado mediante el sistema HPLC
Waters 2695 Separation Madule (Waters, Milford, MA), acoplado a un detector PDA
(deteccién UV de 200-600 nm), yna columna Discovery C18 (0,46 cm x 25 cm, 5 um;
Supelco, Merck KGaA, Darmstadt; Alemania) y el software Empower Pro (Waters,
Milford, MA). La fase movil /#ue" compuesta por H20 (grado HPLC) + acido
trifluoroacético (0,5%) (disolvente/A),y ace€tonitrilo (disolvente B). El gradiente de
elucién se muestra en la Tabla 1. El velumen de inyeccién de muestra de 0,01 mly el
caudal de 0,9 ml/min. Los espectros de absorbancia’de las muestras se monitorearon
a 240 nm, 280 nm y 330 nm segun la resolucién de lospicos. Los compuestos fueron
detectados mediante el tiempo de retencion (tr), y Lambda maxima (Amax) de las
bandas UV-Vis de los picos obtenidos con estandares de genipésido (tr= 8.5 min, Amax=
204 y 238 nm), cafeina (tr= 9.16 min, Amax= 223.9, 2.72.2 nm), naringenina (tr= 16. 0
min, Amax= 213.4 y 289.9 nm), catequina (tr= 8.64 min, Amax= 226 y 279..am), apigenina
(tr= 16.76 min, Amax=267.5 y 338.6 nm) y acido gallico (tr= 7.38 min, Amax=218 and 271
nm). Todos los estandares fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis/MO, EE.

uu.).
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Tabla 1

Gradiente de elucién para HPLC

Tiempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)

0-1 100 0
2:3 95 5

4-20 70 30

21-23 50 50

24-25 0 80

26-27 0 100

28-30 100 0

Nota: solvente A (agua) y solvente B (acetonitrilo)

6.5. Animales

El presente estudio utilizé ratas Wistar macho adultas (10 y 11 semanas) con un peso
de 250 a 300 g. Los animales.fueron ebtenidos de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Autonoma de Meéxico y’se alojaron en condiciones estandar de
laboratorio: 22 + 2°C, ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Las ratas tuvieron acceso a
agua y comida estandar para roedores ad libitupy;excepto durante los periodos
designados de ayuno. Los procedimientos experimentales'en animales se apegaron a
la NOM-062-Z0O0-1999 y a la guia ARRIVE 2.0 para la gnvestigacion en animales
(ARRIVE Animal Research: Reporting In Vivo Experiments; Tabla 2). Este estudio fue
aprobado por la coordinacion de investigacion de la Division Académica de Ciencias

de la Salud (UJAT, JI-PG-176).
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Tabla 2

Guida ARRIVE 2.0

L.as 10 Esenciales

#B8tos items recogen la informacién basica y minima a incluir en el manuscrito. Sin esta informacién, los lectores
Miores no pueden evaluarlafiabilidad de los hallazgos.

Seccion /o razén para no

Apartado Recomendacién informar
Disefio del 1 Detalles resumidos del disefio de cada experimento, sobre: Seccion de disefio experimental.
estudiof a. Los grupos que se estdn comparando, incluyendo los grupos control.  Si
no se utilizan grupos control, se debe justificar.
b. La unidad experimental (un animal, una camada, una jaula de animales). Seccion de disefio experimental.

Tamaiio dela a. Especificar el nimero exacto de unidades experimentales de cada grupo ¥y Seccién de disefio experimental.
muestra el nimero total en cada experimento. E indicar también el nimero total de

animales utilizados. o ~
Se decidio un tamafio de muestra de

_Fxplicar como se ha decidido el tamafio de la muestra, 6 animales por grupo para minimizar
ﬁ?ionan{!o detalles sobre el célculo del tamafio de la el numero total de sujetos y obtener
ra a priori, en caso de que se haya realizado. resultados significativos.
Criterios de 3 at"Describir todos los criterios utilizados en la inclusion y exclusion de Seccion de induccion de diabetes.
inclusiény de animales 46 unidades experimentales) durante el experimento, y
exclusion datios #Gutante el andlisis. Especificar si estos criterios se

establegieron a priori, y si no fue asi, decirlo explicitamente.

Informar sobgé cualquier animal, unidad experimental o dates no incluidos No hubo exclusiones en el estudio.
en el andlisis especificando la razén. Si no ha habido exclusiones, decirlo

explicitamente

=

. i . Seccion de disefio experimental.
. Decir el valorgfactade n en cada grupo experimental, en todos los andlisis.

2]

Aleatorizacién 4 a. Informar sob?lsaha utilizado aleatorizacién para distribuir las  El disefio del estudio no incluye la
unidades experimel en los diferentes grupos de tratamiento y de  aleatorizacion de los animales.
control. En caso , informar sobre el método utilizado para
determinar la secueggid’dealeatorizacion.

b. Describir la estr: ia apara minimi;aylasvariablesde }:.mfusién, Estas variables no se controlaron.
como el ord los traamientos y mediciones o localizacion de los
animalesj Si no se han controlado las variables de confusidn, se
debe decir d icita
Cegamiento 5 Describir quién tenig@’Conocimiento de l@ distribucién de los grupos en El autor conocia la distribucion de los
las diferentes fasesgldeExperimepfo (durante la distribucion, la grupos en las distintas fases del
realizacion del experimenfo, la evaluagion de los resultados y el experimento.
andlisis de los datos)?
Medida de los 6  a Definir daramente t didas eva Or ejemplo, muerte celular, Seccion de determinacion de la
resultados marcadores celulares, o g@mbios dél compaftamiento). glucosa en ayunas y del peso
b. Especificar la medida de r do primaria, esfe edida deresultado corporall Parametros bioguimicos.
que se ha utilizado No se determind un tamafio de
para determinar el tamafio de fa muésira. A muestra en este estudio.

Métodos 7 a. Proporcionar detalles de los métodps estadisticos utilizados para cada Seccion de analisis estadistico.

estadisticos andlisis, incluyendo el software utiizadaf

b. Describir cualguier método utilizado para evaluar si l@s dafos se Né’_ . ulllllzamos I"'"g'."ln dmelodo
ajustan a las suposiciones estadisticas, y lo que se ha Meghd dedio adicional para evaluar si los dates se
ser asi ajustan con las  suposiciones

i estadisticas.

Animales 8 a. Proporcionar informacion sobre los animales utilizad Seccidn de animales.

experimentales incluyendo la especie, la cepa y subcepa, el sexo, la edad o etapa
del desarrolloy, si procede, el peso.

b. Proporcionar toda la informacion relevante sobre el origen d Seccid -
. N S ccion de animales.
animales, su estado de salud’ inmunitario, su estado de modificaci
genética, su genotipoy cualquier procedimiento previo al que hayan sido
sometidos.
Procedimientos 9 Describir detalladamente los procedimientos de cada grupo fones: Induccién de la diabetes,
experimentales experimental, incluyendo los controles, al objeto que otros Di%efi imental, Determinacion
investigadores puedan replicarlos: del pes poral y glucosa en
; ayun dmetrgs bioquimicos.
a. Lo que se ha hecho, como se ha hecho y lo que se ha ufilizado. 2l {
b. Cuando y con qué frecuencia.
¢. Dénde (incluyendo la informacion sobre los periodos de aclimatacion). e
d. Por qué (justificar los procedimientos). Seccién de anim
- S
Seccion de disefio ex|
Resultados 10 En cada uno se los experimenios realizados, incluyendo las Seccion de analisis estadi i

replicaciones independientes, informar sobre:

a Los datos estadisticos resumidos/descriptivos, con medidas de la
variabilidad, en su caso (por ejemplo, media y desviacién estandar, o
mediana e intervalo). ’
N

b. En su caso, el tamafio del efecto con un intervalo de confianza. No aplica.

Nota: La guia ARRIVE 2.0 se compone de un conjunto de criterios que deben verificarse al redactar trabajos de
investigacion que incluyan la participacion de animales. Modificado de Percie du Sert et al., (2020).
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6.6. Induccion de diabetes

La.diabetes fue inducida mediante la inyeccion de 60 mg/kg de STZ (Sigma, St. Louis,
MO)disuelta en agua destilada por via i.p. en ratas en ayunas (Courteix et al., 1994).
Los animales del grupo de control recibieron solucion salina estéril al 0,9%. Después
de 72 h, se, midieron los niveles de glucosa en sangre en ayunas utilizando un
glucometro en la’vepa de la cola de las ratas (Accu-Chek® Instant, Roche, México).
Las ratas con niveles. de glucosa en sangre en ayunas de 2250 mg/dL fueron

identificadas como diabéticas. Ninguno de los animales fue excluido del estudio.

6.7. Disefio experimental

Cuarenta y dos ratas fueron distribuidas en siete grupos (Figura 4; n=6). Los grupos
ND (ratas control no diabétiecas) y*D (ratas control diabéticas) recibieron 300 pl de
Tween-20 al 5 % (Sigma-AldrichsSt: Louis¢ MO). Las ratas diabéticas restantes fueron
tratadas con las distintas fracciones, a una¢osis de 31 mg/kg de peso corporal, de la
siguiente manera: Grupo | (Cpl), Grupe-ll (Cp2); Grupo Il (Cp3), Grupo IV (Cp4d) y
Grupo V (Cpb5). Los animales fueron tratados diarlamente a la misma hora (10:00 am)
mediante administracion oral de las fracciones en 300 pyl'de Tween-20 al 5%. La dosis
se seleccion6 con base en estudios previos del extracto cloroférmico de C. papaya

(Miranda-Osorio et al., 2016).
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Figura 4

Disefio experimental

Ratas Wistar Macho

Grupos Grupos de
control tratamiento

[Nodiabéticas]l Diabéticas ] I Diabéticas l

Control (ND) Control (D)

Grupo | Grupo ll Grupo lli Grupo IV Grupo V
(%22 é’r']‘ gg (13.32 e“ri'zdoe (31 mg/kg,d& (31 mg/kg de (31 mgkg de (31 mgkg de (31 mg/kg de
) 3 Cp1 viaoral) Cp2 via oral) Cp3 via oral) Cp4 via oral) Cpb5 via oral)
via oral) via oral) P
=6 =6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6

6.8. Determinacion del peso corporal/y.glucosa en ayunas

El peso corporal fue determinado /con‘una’bascula electronica (PGW 4502e, Adam
Equipment Inc., Danbury CT, EE. UU.,)y los#niveles de glucosa en ayunas fueron
medidos mediante puncién en la punta de la cola’utilizando un glucémetro (Accu-
Chek® Instant, Roche, México). Estos parametros se midieron en todos los animales

antes del tratamiento, cada 5 dias durante 15 dias.

6.9. Parametros bioquimicos

Tras un periodo de tratamiento de 15 dias, los animales fueron-sacrificados, se
procedio a obtener muestras de suero que se almacenaron de inmediato hasta su
posterior analisis (-80°C). Las muestras fueron analizadas en un equipo, de, quimica

clinica (VITROS 4600, Ortho Clinical Diagnostics) con el fin de medir los niveles de
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glucosa (Clic), colesterol (Chol), triacilgliceroles (TAG) y enzimas hepaticas (ALT, AST

VALP).

6.10. Analisis estadistico

Los resultados de glucosa en ayunas y peso corporal durante 15 dias se presentan
como el area’bajo la curva (ABC), que se calcul6é utilizando el método de los
trapezoides, y los,demas datos se expresan como media + error estandar. El andlisis
estadistico se llevd ar~cabo mediante un andlisis de varianza, seguido de
comparaciones multiples~entre tratamientos utilizando la prueba de Tukey, en el
software GraphPad Prism 9(0\(GraphPad Software Inc., USA). Se consider6 un nivel

de significancia de p < 0,05.
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7. Resultados

7.1. Fracciones del extracto cloroformico de la hoja de C. papaya

Las fraceiones obtenidas del fraccionamiento en columna cromatografica (Anexo A)
fueron analizadas mediante TLC y reunidas en cinco fracciones (Cp1, Cp2, Cp3, Cp4
y Cp5). Los tendimientos de las fracciones se muestran en la Tabla 3, donde Cpl

exhibié mayor rendimiento, mientras que la fraccion Cp4 presentdé menor rendimiento.

Tabla 3

Fracciones obtenidas de CpC.

I:)rk?tcecr:?dnaess F{Z‘ﬁ‘;',‘;gis Peso (9) Rendimiento (%)
1-23 Cpl 7.43 3715
24-27 Cp2 2.01 10.5
28-41 Cp3 1.73 8 65
42-55 Cp4 1.02 51
56 Cp5 3:38 16.9

Los cromatogramas del extracto y las cinco fracciones.se presentan en la figura 5, los
valores Rt de los compuestos muestran las diferencias‘en/la composicion quimica de
cada muestra. Los compuestos de las fracciones Cp4 y Cp5“no se separaron en la

placa de TLC de fase normal utilizando el sistema diclorometano:acetona (6:4).
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Figura5

cromatograficas del extracto cloroférmico y fracciones.

Bs Au CpC Cp1 Cp2 @ Cp5 Bs Au CpC Cp1 Cp2 Cp3 Cp4 Cp5

Bs Au CpC Cp1 Cp2 Cp3 Cp4 Cp5 Bs Au @ Cp1 Cp2 Cp3 Cp4 Cp5
Nota: Placas TLC fase normal eluidas con el sistema diclorometano: a (6:4) y observadas bajo
lampara UV de 254-nm: sin revelador (A), con revelador sulfato cérico (B) revelador NP-PEG (C) y

reactivo de Komarovsky (4-hidroxibenzaldehido) (D). Extracto cloroférmico de\hojas de C. papaya
(CpC), estandar de acido ursdlico (Au), estandar de B-sitosterol (Bs), factor de r ion (Ry) y fracciones

(Cp1-Cp5). (?6
(%‘

o
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7.2. Anadlisis de la composicion fitoquimica de CpC y fracciones

El.analisis mediante HPLC-DAD de CpC y sus fracciones permitid la separacion e
identifieacion de 21 picos, los cuales se enumeraron de acuerdo con sus tiempos de
retencion(tr) (Anexo B). La Tabla 4 presenta los picos detectados, sus tr y las bandas
de absorcion, UV-Vis (Anexo C), asi como las comparaciones con los estandares de

referencia (Anexo D):

El andlisis cromatografice revel6 la presencia de terpenos en CpC, Cpl, Cp2 y Cp5
(picos 1, 2, 3, 15 y 16)“e0n una sola Amax entre 200 y 212 nm (Jiang et al., 2016).
Ademas, se identificaron dos derivados de genipdsido (picos 17 y 20) en Cpl y Cp5
(Liu et al., 2011). Ademas, dos compuestos (picos 4y 7) en Cp4 corresponden al acido
vanilico (Amax = 256 nm y 290°nm) (Rasheeda et al., 2018). Ademas, se identificé un

compuesto (pico 5) en Cp3 come_un derivado de la cafeina (Muhammed et al., 2021).

Durante el analisis se detectaron oeho-picos’correspondientes a compuestos de tipo
flavonoides. Entre estos, dos derivados de naringenina (picos 6 y 11) presentes en
Cp2 y Cp4 exhibieron dos Amax entre 212-215 nm y 287-289 (Latos-Brozio et al., 2021).
Ademas, cinco compuestos (picos 8, 9, 10, 12 y 18))fueron reconocidos como
derivados de catequinas en CpC, Cp3 y Cp4 (Wandee €t al, 2022). Ademas, se
identificd un derivado de apigenina (pico 14) en Cp2 (Costa Marques et al., 2013). Se
detecté un compuesto reconocido como un derivado del &cido gélico en Cp4 (pico 13;
Amax = 272 nm) (de Mesquita et al., 2015). Finalmente, dos compuestos (picos 19y 21)
en Cp3, Cp4 y Cp5 fueron similares a los lignanos (Amax=227,6 y 283,5 nm) (Moazzami

et al., 2006).
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Tabla 4

Perdfil fitoquimico del extracto cloroférmico y fracciones.

, tr ) Extracto / ,
Pico Compuesto (min) Amax (Nm) fraccion Referencia
1 Terpeno 3.98 212 CpC Jiang et al., 2016
2 Terpeno 6.9 212 CpC, Cpl Jiang et al., 2016
3 Terpeno 8.30 212 CpC,Cp2, Jiang et al., 2016
Cp5
4 Derivado de @eido 8.88 262.7,293.5 Rasheeda et al.,
vanilico Cp4 2018
5 Alcaloide derivado de 9.16 227,279 Co3 Muhammed et al.,
cafeina P 2021, std.
6 Glic6sido derivado de 9.33 215, 289.9 Cp4 Latos-Brozio et al.,
naringenina 2021, std
7 Derivado de &cido 9.56 246.2, 295.9 Co4 Rasheeda et al.,
vanilico P 2018
8 Derivado de catequina 9:93 217.0, 280.5 Cpa Wandee et al.,
2022, std
9 Derivado de catequina 1043 229.8,273 4 e Wandee et al.,
P 2022, Std
10 Derivado de catequina 11.25 212.0, 284 Cp4 Wandee et al.,
2022, std
11  Glicésido derivado de 193 212.2,287.6 Co2 Latos-Brozio et al.,
naringenina P 2021, std
12 Derivado de catequina 12.56 2781 Co3 Wandee et al.,
P 2022, Std
13  Derivado de &cido 12.63 272 Co4 de Mesquita et al.,
galico P 2015, Std
14 Derivado de apigenina 14.56 268.6, 339.8 Costa Marques et
Cp2 al., 2013, Std
15 Terpeno 25.2 204 CpC, Cp1, Jiang et al., 2016
Cp5
16  Terpeno 27.71 200.5 €pC, Cpl, Jiang et al., 2016
Cp5
17  Derivado de genipésido  28.46 197.0, 236.8 Cps Liu et al., 2011, Std
18 Derivado de catequina 28.66 220, 280 Cp3 Wandee et al.,
P 2022, Std
19 Lignano 29.25 200.5, 225.1, Cpa Moazzami et al.,
274.6 P 2006
20 Derivado de genip6sido  29.26 198.2,234.5 Cp1l, Cp5 Liuet al., 2011, Std
21  Lignano 29.28 199.3, 241.5, Moazzami et al.,
282.8 Cp3, Cp5 2006

Nota: Extracto cloroférmico de la hoja de C. papaya (CpC), fracciones del extracto de cloroférmico (Cp1-Cp5) y
estandar (Std).
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7.3 Efecto de las fracciones sobre la glucosa en ayunas y el peso corporal

Para evaluar la actividad hipoglucemiante de las fracciones, este estudio demuestra
que €l _tratamiento durante 15 dias con Cp3, Cp4 y Cp5 (31 mg/kg) redujo el ABC de
los niveles®e glucosa en ayunas en ratas diabéticas (4176 + 613,50, 2555 + 217,70 y
2587 + 342,50, respectivamente) en comparacion con el grupo D (6569 + 227,70)
(Figura 6). EI ABC del peso corporal de las ratas diabéticas que recibieron Cp4 y Cp5
fue mayor que el delgrupo D (P < 0,05); de manera inesperada, la administracion de
Cp2 disminuy6 el AUC del_peso corporal en ratas diabéticas mas que en el grupo D
(2318 £ 31,62 y 2559 * 4617 .respectivamente). El ABC de los niveles de niveles de
glucosa en ayunas fue mayor“en_el grupo D en comparacién con el grupo ND (P <

0,05) (Figura 7).

7.4 Efecto de las fracciones entles parametros bioquimicos en suero

Los grupos de ratas diabéticas tratadas'con”Cp3, Cp4 y Cp5 disminuyeron los niveles
de glucosa sérica (203,33 + 66,62, 114;66-+ 12,71y 98,33 + 5,58) en comparacién con
el grupo D (418,36 *+ 16,89) (Tabla 5). Los cinco.grupos tratados con las fracciones
mostraron niveles séricos de colesterol y triacilgliceroles mas bajos que el grupo D
(p<0,05). Mientras que, los grupos de tratamiento con ‘Cp3, Cp4 y Cp5 exhibieron
niveles séricos de enzimas hepaticas (ALT, AST y ALP) mas¢bajos que el grupo D (p
< 0,05). Las ratas tratadas con Cp1l solo presentaron niveles mas.bajos de ALT, y las
tratadas con Cp2 mostraron niveles ain mas altos de esta enzima enicomparacion con
grupo D (p < 0,05). Todos los parametros bioquimicos aumentaron en‘elgrupo D en

comparacion con ND (p < 0,05) (Tabla 5).
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Figura 6

Efecto de las fracciones en los niveles de glucosa periférica

A 9009 OnND
Ho
800 1 O Cp1 (31 mglkg)
1 O cp2 (31 mgikg)
- 700 <> Cp3 (31 mglkg)
S 600 - § Cp4 (31 mg/kg)
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Extracto cloroformico
de C. papaya
(31 mg/kg)

Nota: Curso temporal de los valores de glucosa periférica en ayunas durante 15 dias de tratamiento con fracciones
del extracto cloroférmico en ratas diabéticas (A) y grafico del area bajo la curva del curso temporal (B). Los datos
se expresan como media + SEM. (n=6), analizados mediante ANOVA seguido de la prueba_de Tukey. *En
comparacion con el grupo de control no diabético (p< 0,05) y *en comparacién con el control diabético (p< 0,05).
Fracciones (Cpl a Cp5), grupo diabético (D) y grupo no diabético (ND).
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Figura 7

Efecto de las fracciones en el peso corporal
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Nota: Curso temporal de los valores de peso corporal en ayunas durante 15 dias de tratamiento.con fracciones del
extracto cloroférmico en ratas diabéticas (A) y grafico del area bajo la curva del curso temporal(B): Los datos se
expresan como media £ SEM. (n=6), analizados mediante ANOVA seguido de la prueba de Tukey.#*En‘ecomparacién
con el grupo de control no diabético (p< 0,05) y *en comparacién con el control diabético (ps 0,05). Fracciones (Cpl
a Cpb), grupo diabético (D) y grupo no diabético (ND).
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Tabla b

Efecto de las fracciones en parametros bioquimicos

Grupo Glu ol TAG AST ALT ALP
(mg/dL) (m@/dL) (mg/dL) (UIL) (UIL) (UIL)

ND 90.90 * 5.58 73.03 £ 2,99 98.67+ 5.03 235.70 + 14.36 35.00 + 3.59 169.00 * 7.33
D 418.36 + 16.89* 88.00 + 2.81* 180.5 + 7.92* 478.20 + 35.39* 279.7 + 19.22* 752.70 + 43.40*
Cpl 493.66 + 11.81 50.67 + 0.42* 134,30 + 2.10* 393.00 + 152.50 181.00 + 35.10" 561.70 + 55.76
Cp2 435.00 + 1.05 52.00 + 0.73" 98133 + 1.64 559.50 + 69.56 468.00 + 94.21* 771.00 + 97.86
Cp3 203.33 + 66.62* 69.33 + 2.14* 74.67 + 11.35" 158.00 + 21.19* 57.00 + 2.03* 301.00 + 64.15"
Cp4 114.66 + 12.71* 65.67 + 3.73" 69.00.4°1.93" 198.00 + 45.22% 71.33 £ 23.61 259.00 + 35.14*
Cp5 98.33 + 5.58" 71.00 + 1.31* 69.00 + 1,93 124.7 + 2.56" 41.33 £ 2.14* 228.00 + 4.66"

Nota: Los datos se expresan como media + SEM (n=6). Los resultados fueron analizados mediante ANOVA seguido de la prueba de Tukey. *En comparacion
con el grupo de control no diabético; *en comparacién con el control diabético (p < 0,05). Control no.diabético (ND), grupo diabético (D), fracciones (Cpl a Cp5),

glucosa (Glu), colesterol (Col), triacilgliceroles (TAG), aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y alcalina. fosfatasa (ALP).
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8. Discusion

En este .estudio, se identifico6 que las fracciones Cp3, Cp4 y Cp5 del extracto
cloroférmico de hojas de C. papaya contienen terpenos, alcaloides y polifenoles
(lignanos, «taninos, flavonoides). Estas fracciones demostraron actividad

hipoglucemiante“en ratas diabéticas.

8.1. Contenido fitoguimico de fracciones del extracto cloroformico de hojas de
C. papaya

La evidencia disponible reporta la presencia de diversos fitoquimicos en las hojas de
C. papaya. Por ejemplo, '‘en un extracto etanodlico se identificaron saponinas,
flavonoides y taninos, y en un extracto cloroférmico quinonas y esteroides, ambos con
actividad hipoglucemiante (Nyakundi y Yang, 2023; Sasidharan et al., 2011). En un
estudio sobre el perfil de metabalitos delas hojas de C. papaya se informo la presencia
de fenoles (apigenina, acido cafeico, acido\-clorogénico, acido cinamico, acido
cumarico, hesperidina, naringenina, acido protocatecuico, rutina y &cido vanilico),
aminoacidos (alanina, acido aspartico, cisteina; .GABA, acido glutamico &cido,
histidina, leucina, fenilalanina, serina, triptéfano, tirosina, y valina) y carbohidratos
(rafinosa, sacarosa, a-glucosa y B-glucosa) (Gogna et al., 2015). Ademas, Anjum et al.
(2017) en el jugo de hojas de C. papaya determinaron fenaoles, alcaloides y acidos
hidroxicinamicos (Anjum et al., 2017). Por su parte, Khor et al. (2021) detectaron a-
tocoferol, escualeno, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol, acido hexadecanoico, y-
tocoferol, cicloartenol, triterpenos, carpainay rutina en extractos de hojas'de €. papaya

elaborados con dioxido de carbono supercritico (Khor et al., 2021).
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Nuestro estudio revelé que las fracciones Cp3, Cp4 y Cpb5, las cuales presentaron
actividad hipoglucemiante, contenian terpenos, lignanos, derivados de geniposido,
apigenina, cafeina, acido vanilico, catequina y acido galico. En contraste, las
fracciones®Cpl y Cp2, sin actividad hipoglucemiante, exhibieron terpenos, derivados
de genipdésido,(haringenina y apigenina. Estos resultados sugieren una relacion con el
tipo de solvente utilizado, ya que las fracciones con mayor polaridad (Cp3, Cp4 y Cp5)
mostraron actividadhipoglucemiante. De manera similar, otros estudios han empleado
solventes polares en extractos de hojas de C. papaya con efecto hipoglucemiante

(Santana et al., 2019; Sasidharan et al., 2011).

8.2. Actividad hipoglucemiante'de las fracciones del extracto cloroférmico de
hojas de C. papaya

Nosotros observamos que la‘administracion de 60 mg/kg de STZ en ratas produjo un
aumento en los niveles de glucosa en_sangre. Por otro lado, los animales que
recibieron tratamiento con las fracciones Cp3, Cp4 y Cp5 mostraron una reduccion en
los niveles de glucosa en sangre. De acuerde, con la literatura, la actividad
hipoglucemiante esta relacionada con la presencia de fenoles. Deka et al. (2022)
sugieren que estos compuestos regulan el metabolismo,de la glucosa mediante el
aumento de la sensibilidad a la insulina, inhibicién de “a./glucosidasa/a amilasa,

activacion de PPAR y la via AMPK (Deka et al., 2022).

Roy et al. (2022) informaron que el extracto etandlico de hojas de'€. papaya reduce
glucosa sérica y aumenta la insulina en ratas con diabetes tipo 2, debido@un aumento
en la expresion de GLUT4 y el receptor de insulina. Ademas, la evaluacién-ipssilico de

compuestos de este extracto demostré que el kaempferol, quercetina y-acido
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transferulico de C. papaya fueron los tres ligandos principales de GLUT4 y del receptor
de.insulina (Roy et al., 2022). En otra investigacion, se reportd que la naringenina
aumenta de la sensibilidad a insulina, disminuye la glucosa en sangre y la inflamacion
en ratones_con diabetes gestacional. Ademas, en cultivos celulares, la naringenina
aumenta la expresion de GLUT4 al activar la AMPK (Li et al., 2019). Adicionalmente,
Radmehr et al. (2023) indicaron que el acido galico aumenta la sensibilidad a insulina,
reduce la glucosa y-ehzimas hepaticas en suero ratones con diabetes (Radmehr et al.,
2023). Por su parte, el acido vanilico regula la glucosa sérica mediante la disminucion
de la resistencia a la insulina’y larespuesta inflamatoria en higado (Chang et al., 2015).
También, se ha descrito que los extractos preparados con dioxido de carbono
supercritico y el jugo de hojas de=C. papaya, exhiben propiedades antioxidantes
atribuidas a compuestos fendlicos (rutina’y a-tocoferol) (Khor et al., 2021). Asimismo,
Samarghandian et al. (2017) revelaron que‘la.catequina disminuye glucosa y el estrés
oxidativo en ratas diabéticas (Samarghandian.et al., 2017). Prunus domestica presenta
efecto hipoglucemiante mediante el pinoresinol-4-@-B-D-glucopirandsido (lignano) que
inhibe la enzima a-glucosidasa in vitro (Youssef etsal, 2020). Estos reportes son
similares a nuestros hallazgos en las fracciones Cp3, Cp4 y Cp5 de C. papaya con
actividad hipoglucemiante relacionado con su contenido fiteguimico (lignanos, acido

vanilico, naringenina, catequina y acido galico).

Los terpenosy los alcaloides se consideran fitoquimicos con actividad hipoglucemiante
(Shehadeh et al., 2021). De acuerdo con Ihara et al. (2023) la cafeinajaumenta la
secrecion de la insulina y el volumen de las células 8 pancreaticas (Ihara et al.,12023).

También, el terpeno genipdsido promueve la regeneracién de las células in vivo
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mediante activacion del complejo de transcripcion B-catenina/TCF7L2 (Gao y Feng,
2022). La B-catenina juega un papel clave en la regulacién de procesos celulares,
como la’proliferacion y diferenciacién (Zhang y Wang, 2020). En relacién con esto, el
extracto cleroférmico de la hoja de C. papaya tiene un efecto protector en células 8 en
cultivos celulares tratados con STZ (Santana et al., 2019). Ademas, un estudio de P.
pavonia reporto que.dos terpenos aumentan la sensibilidad a insulina y disminuyen la

glucosa, lipidos y elestrés oxidativo en ratas diabéticas (Germoush et al., 2019).

En conjunto, estos compuestos de C. papaya podrian regular el metabolismo de la
glucosa mediante la dismindcion el estrés oxidativo, el aumento de la expresion de

GLUT4 e inhibicién enziméatica.

8.3. Actividad hipolipemiante.de las.fracciones del extracto cloroférmico de
hojas de C. papaya

En la diabetes, se observa un aumento€n les niveles de triacilgliceroles, LDL y VLDL,
asi como una disminucion de HDL. Esto. se debe a la sobreproduccion hepatica de
VLDL con APOB, al aumento de la secrecion intestinal de APOB48, al aclaramiento
desregulado de las lipoproteinas ricas en triacilgliceroles'y a la actividad deficiente de
la lipoproteina lipasa (Espinoza-Hernandez y Andrade-Cetto, 2022; Kothari y Bornfeldt,

2020).

En nuestro estudio las ratas diabéticas mostraron niveles elevados_de colesterol y
triacilgliceroles en sangre. Asimismo, los animales diabéticos tratados con Cp1l, Cp2,
Cp3, Cp4 y Cp5 presentaron una disminucion en los niveles de iCalesterol y
triacilglicéridos. Estos resultados estdn de acuerdo con Maniyar y Bhixavatimath

(2012), demuestran que el extracto acuoso de hojas de C. papaya (400 mg/kg)
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disminuye el colesterol y triacilgliceroles en suero en ratas diabéticas (Maniyar y

Bhixavatimath, 2012).

En un estudio se describe que el acido gélico reduce la hiperlipidemia mediante la
regulacion.de. los niveles de glucosa en ratas diabéticas (Radmehr et al., 2023). La
evidencia indica gue las catequinas participan en el efecto hipolipemiante a través de
la inhibicién de “radicales libres de oxigeno (ROS) (Samarghandian et al., 2017).
Adicionalmente, Germoush et al. (2019) informan que los terpenos participan en la
activacion de PPARY lo querprovoca la disminucién de la concentracién en sangre de
triacilgliceroles, colesterol, KDL-C, y VLDL-C en ratas diabéticas (Germoush et al.,
2019). Los receptores PPAR regulan la oxidacion de acidos grasos generando la
expresion de translocasa de-dcido graso CD36, encargada de la absorcién de acidos
grasos (Eid et al.,, 2019). Otra \estudiorsefiala que el acido vanilico reduce la
acumulacion de acidos grasos libres no*esterificados en higado mediante la expresion
del acetil CoA carboxilasa fosforilada, una-enzima gue participa en la sintesis de acidos

grasos (Chang et al., 2015).

En nuestra investigacion, hemos observado que las fracCiones Cp4 y Cp5 tienen el
efecto de disminuir los niveles de glucosa y lipidos, al tiempao.que aumentan el peso
corporal en ratas diabéticas. Este efecto podria estar vinculado, ya,que la pérdida de
peso en las ratas diabéticas podria relacionarse con un aumento en elmetabolismo de
los lipidos y las proteinas para la gluconeogénesis. Esto, a su vez, podria llevar a una
pérdida de tejido adiposo y musculo esquelético (Galicia-Garcia et al., 2020;\Sukanya

et al., 2020). Por lo tanto, los compuestos de C. papaya que regulan los niveles de
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glucosa y lipidos podrian restaurar el peso corporal de las ratas diabéticas al inhibir la
glueoneogeénesis, lipolisis y protedlisis.

8.4. Actividad hepatoprotectora de las fracciones del extracto cloroférmico de
hojas de G~papaya

La diabeteS se, asocia con estrés oxidativo generado por ROS y una respuesta
inflamatoria mediada_por 183, IL-6 y factor de necrosis tumoral-a, considerados factores
que contribuyen al'dafio hepético (Oguntibeju, 2019). Las enzimas ALP, ALT y AST
participan en la homeostasis de la glucosa, insulina y citocinas inflamatorias en el
higado (Rafaqat et al., 2023)” Nosotros observamos aumento de las concentraciones
séricas de ALT, AST y ALP ensfatas diabéticas, y una disminucién de estas enzimas
hepéticas en los grupos tratados comyCp3, Cp4 y Cp5. En este contexto, los lignanos
disminuyen los niveles de lasenzimashepéticas y aumentan la actividad de la catalasa
y superédxido dismutasa en el~suero desfatas diabéticas (Youssef et al., 2020).
Asimismo, la evidencia demuestra que“el acido/galico inhibe la respuesta inflamatoria
mediante la disminucion de los niveles«de TNF-a,y NF-kB en higado de ratones
diabéticos (Radmehr et al., 2023). Ademas, el &cido vanilico reduce la expresiéon de
ciclooxigenasa-2 y la proteina quimioatrayente de monQgitos-1 en el higado de ratas

con una dieta alta en grasas (Chang et al., 2015).

La actividad antiinflamatoria y antioxidante participan en la obesidad'y la diabetes. La
inflamacion asociada con la obesidad activa la via del NF-kB en“el tejido adiposo,
relacionandose con la resistencia a la insulina (Chen et al., 2023). Tambien, la via del
NF-kB es activada por la generaciéon de ROS, la cual promueve la liberacion de

moléculas de adhesién y factores proinflamatorios (Jin et al., 2023). Interesantemente,
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las ratas diabéticas tratadas con Cpl y Cp2 presentaron niveles elevados de ALT y
ASTFen comparacion con los animales del grupo control no diabético. En este sentido,
existensevidencias acerca de plantas que pueden generar metabolitos hepatotdxicos

(Teschkeetal., 2021).

El presente estudio es novedoso al abordar por primera vez el fraccionamiento del
extracto cloroférmico, de C. papaya con actividad antidiabética asociada con su
contenido fitoquimico. Entre estos compuestos se destacan terpenos, lignanos,
derivados de genipdsidoi-naringenina, cafeina, acido vanilico, catequina y acido galico
(Figura 8), lo que contribuye\a la investigacion de los productos naturales para el

tratamiento de la diabetes.
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Figura 8

Actividad antidiabética de C. papaya
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9. Conclusién

La‘investigacion reveld que las fracciones Cp3, Cp4 y Cp5 del extracto cloroférmico de
las hejas de C. papaya contienen terpenos, alcaloides, lignanos, taninos, acidos
fenolicos (yvflavonoides. Ademas, estas fracciones mostraron disminucion de los
niveles de glucosa, lipidos y enzimas hepaticas (actividad antidiabética) en ratas
diabéticas. Estos.hallazgos sugieren a los metabolitos de las hojas de C. papaya como
una alternativa en el/desarrollo de farmacos para el tratamiento de la diabetes, sin
embargo, se requieren realizar estudios fitoquimicos de las hojas de C. papaya que se

enfoquen en la identificacioney, aislamiento de compuestos con actividad antidiabética.
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Anexo A. Cromatogramas TLC

Cum CpC 1 }\7 Cum CpC 1 2 3 4 5 6 7
"4

Nota. Placas de TLC eluidas con el sis no:acetato de etilo:acido acético (95:5:0.5) y observadas bajo
lampara UV a 254-nm (A) y 366-nm (B). Extracto cloroférmico de hojas de C. papaya (CpC) y estandar de cumarina

(Cum) - ‘70

) 2

Figura A.2 P O‘

Placas cromatograficas del extracto cloroférmic C. papaya y fracciones 8-22

CumCpC 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 0
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Cum &9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Nota. Placas de TLC eluidas ¢ istema hexano:acetato de etilo:acido acético (95:5:0.5) y observadas bajo
lampara UV a 254-nm (A) y 366- . Extracto cloroférmico de hojas de C. papaya (CpC) y estandar de cumarina
(Cum)

%
Figura A.3 %

Placas cromatogréficas del e rmico de C. papaya y fracciones 23-30

CpC 23 24 25 26 27 28 29 30 CpC 23 24 25 7 28 29 30

Nota. Placas de TLC eluidas con el sistema hexano:acetona (7:3) y observadas bajo lam UV a 254-nm (A) y
366-nm (B). Extracto cloroférmico de hojas de C. papaya (CpC). & 5

C%,O
O
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Figura A.4

cromatograficas del extracto cloroférmico de C. papaya y fracciones 31-38

CpC 31 32 33 34 35 36 37 38

CpC 31 32 33 34 35,36, .37 38

(y

Nota. Placas de TLC eluidas con el sistema
(A) y 366-nm (B). Extracto cloroférmico de

0 ge C. papaya (CpC).
Figura A.5 ? = ;

o

&@ro 3 o.de C. papaya y fracciones 38-44

lorometano:acetona (7:3) y observadas bajo lampara UV a 254-nm

Placas cromatogréficas del extra

Nota. Placas de TLC eluidas con el sistema hexano:acetona (6:4) y observadas bajo Iémpara@ 254-nm (A) y
366-nm (B). Extracto cloroférmico de hojas de C. papaya (CpC).
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Figura A.6

cromatograficas del extracto cloroférmico de C. papaya y fracciones 45-51

Nota. Placas de TLC eluidas con el sisiﬁ\exano:acetona (6:4) y observadas bajo lampara UV a 254-nm (A) y
366-nm (B). Extracto cloroférmico de hojas@. papaya (CpC).

Figura A.7 - ;
Cl'*e! &c%@?co de C. papaya y fracciones 51-57

Placas cromatograficas del extra

51 52 53 54 55 56 57 51 52 53 54 55

A 3

Nota. Placas de TLC eluidas con el sistema hexano:acetona (6:4) y observadas bajo lampara 254-nm (A) y
366-nm (B). Extracto cloroférmico de hojas de C. papaya (CpC). \9

o
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: Anexo B. Cromatogramas HPLC
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Figura B.3

Qstograma de la fraccion Cp2 a una longitud de onda de deteccion de 330 nm.
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Figura C.1

Anexo C. Espectros UV-Vis de picos

Espectro,de absorcion UV-Vis de pico 1
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Figura C.3

Espectro de absorcion UV-Vis de pico 3
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Figura C.4
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Figura C.5

Espectro de absorcion UV-Vis de pico 5
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Figura C.7

Espectro de absorcion UV-Vis de pico 7
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Figura C.8
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Figura C.9

Espectro UV-Vis de pico 9
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Figura C.11

Espectro UV-Vis de pico 11
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Figura C.12
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Figura C.13

Espectro UV-Vis de pico 13
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Figura C.15

Espectro UV-Vis de pico 15
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Figura C.16

Espectro UV-Vis de pico 16
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Figura C.17

Espectro UV-Vis de pico 17
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Figura C.18

Espectro UV-Vis de pico 18 detectade’en Cp3
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Figura C.19

Espectro UV-Vis de pico 19 detectado en Cp4
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Figura C.20

Espectro UV-Vis de pico 20
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Figura C.21

Ige'tro UV-Vis de pico 21
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Figura D.1

Anexo D. Espectros UV-Vis de estandares

Espectro,UV-Vis de estandar de cafeina
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Figura D.2

Espectro UV-Vis de estandar de catequina
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Nota. Pico de estandar procesado bajo las mismas condiciones experimentales que las fracciones.
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Figura D.3

Espectro UV-Vis de estandar de naringenina
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Figura D.4

Espectro UV-Vis de estandar de &cido-gélico
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Nota. Pico de estandar procesado bajo las mismas condiciones experimentales que las fracciones!
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Figura D.5

Espectro UV-Vis de estandar de apigenina
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Figura D.6

Espectro UV-Vis de estandar de genipdsido
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Anexo E. Productos generados durante la maestria

Asistente al curso-taller “El Sistema Cardiovascular y sus Alteraciones desde un
Enfoque Farmacologico”, organizado por la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco

en Villahermosa Tabasco del 22 al 27 de mayo de 2022.

ARECn

(TP Division

| Académica

1 de Ciencias de
la salud

Otorgan la presente

Constancia

Dr. Juan Daniel Cruz Castillo

NIVERSIDAD JUAREZ
AuTONOMA DE TABASCO
¥ LA DUDA. ACCION £N LA FE*

Por haber asistido al curso-taller "El Sistema Cardiovascular y sus Alteraciones
desde un Enfoque Farmacoldgico", dirigido a los alumnos y profesores del
programa académico de la Maestria en Ciencias Biomédicas (SNP 5101), con una
duracion‘de.40voras, realizado los dias 22 al 27 de mayo del 2022.

Dra. Mirian Caro£na Mdrtinez Lépez
Directora

Libro:14 Foja:26 Curso:93 Folio: 118

Asistente al taller “Principios Basicoss«del Paguete Estadistico SPSS” impartido por el

IMSS Tabasco en Villahermosa, Tabasco, el'9“de junio de 2022.

- oIT: P Foro
@ 4 / DE INVESTIGACION
- )N SALUD

IMSS Tabasco

ORGANO DE OPERACION ADMINISTRATIVA D SCONCENTRADA

CONSTANCIA

JUAN DANIEL CRUZ CASTILLO

Por haber Participado en el Taller
"Principios basicos del paquete estadistico SPSS"
ler. Foro de Investigacion en Salud
COVID-19: Espacio de Reflexiéon y Aprendizaje
Villahermosa, Tabasco: a 09 de Junio del 2022

ATENTAMENTE
“SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL"

Q&%x@;&, G ok

Lic. en Enf. Rosa Herlinda Madrigal Miramontes Dr. Marcos David Castillo Vazquez Dra. Mirian Cam[inl Mértinez Lépez
Tabasco - . .17

Jefe del Servicio de Prestaciones Médicas 1a DACS UIAT
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Asistente al curso “Understanding Clinical Research: Behind the Statistics”, ofrecido
por la University of Cape Town, en linea, el 22 de junio de 2022.

gy L

IYUNIVESITHI YASEKAPA + UNIVERSITEIT VAN KAAPSTAD CERTIFICATE

UNIVERSITY OF CAPE TOWN COURSE

‘WITH HONORS

Jun 22, 2022

Juan Daniel Cruz Castillo

compié#é con honores

Un@erstanding Clinical Research: Behind the
Statigtics

un curso en {inea sing@@to autorizado por University of Cape Town y ofrecido a través
de Coursera

Verify at:
hitps: ify/MYCGATIVIGEX

Coursera confirmé la Identidad de esta persona y su
participacién en el curso.

5 Ia

Presentacion del trabajo titulado ‘Evaluacion del efecto hipoglucemiante de los
extractos hexanico, acetato de‘etilo y metandlico de la hoja de C. papaya en ratas
diabéticas”, en el VII Congreso Internacionalde Investigacion en Ciencias de la Salud,
que se llevard a cabo en VillahermoSa;Tabasco, en septiembre de 2022.

OV
Iy

&

&) ) ‘ AUSTIN
COLLEGE
uc ‘ ll M COLLEGE CCTEL

CONGRESO INTERNACIONAL ?
DE INVESTIGACION EN CIENCIAS &LUD

s de

21, 22 Y 23 DE SEPTIEMBRE DE 2022
“Atencion a las Problematicas Emergentes en Salud”

Reconocimiento %

Juan Daniel Cruz Castillo, German Alberto Nolasco Rosales

Por su participacién como Ponente en la Modalidad Oral
“Evaluacion del efecto hipoglucemiante de los extractos hexanico, acetato
de etilo y metandlico de la hoja de c. Papaya en ratas diabéticas”.

Villahermosa Tabasco México, septiembre de 2022. é

C

@t

Diectora de Centio de Estucios
ef Suroeste y Estucios MeNcanos
Austin College Texas, LiSA

Libro: 14 Foja: 35 Curso: 120 Folio: 273

69



Asistente al curso “Deteccién de productos naturales por RMN y metabolémica”, en el
r Congreso Internacional de Quimica: Sustentabilidad Energética y Ambiental, en
li n diciembre de 2022.

i UNIVERSIDAD JUAREZ ‘{ éﬂ}l
AUTONOMA DE TABASCO AN
° -~ UIAT

EN LA DUDA. ACCION EN LA FE®
Otorga el presente
4 L a

Juan Daniel Cruz Castillo

(/ A

Por haber asi@urso: “Deteccion de Productos Naturales por RMN y Metabolémicadentro de las
actividades del s8"nternacional de Quimica Sustentabilidad Energética y Ambiental “Dr. Mario
Molina Henriquez” ad virtual, llevado a cabo del 28 de noviembre al 2 de diciembre de 2022, con
una duracion de 25 h

1Kl
Dra. Hermi . nda Pére ‘%ﬁ P Dr. Adrién%r;antes Uribe
Digactara : i Presidente de/Comité Organizador

can, Tabasco a 2 de diciembre de 2022

Universidad Juarez Autbnoma bas linea, del 27 al 31 de marzo de 2023
L )

/.)
1 7] UNIVERSIDAI @
AUT6NOMA D BASCO

“ISTUDIO EN LA DUDA. ACCION EN LA FE-

Asistente al curso-taller “In ciés :il analisis genético” organizado por la

Otorgan la presente
Constanci

Juan Daniel Cruz Castillo @

Por su asistencia al curso — taller: “Introduccién al analisis genético” dirigid profesores y
alumnos del posgrado en Ciencias Biomédicas con una duracién de 25 horas, en el periodo

del 27 al 31 de marzo de 2023. ®
Villahermosa Tabasco, Mayo 2023.
“Estudio en I? duda. Accién en la fe” )

7“?/ @
Dra. Mirian Cawmez Lopez

Director:

W Libro:14 Foja:44 Curso:155 Folio:135
W o \p
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Presentacion del trabajo “Efecto hipoglucemiante de fracciones de un extracto
organico de hojas de Carica papaya”, en el 18va Reunion Internacional de
Investigacion en Productos Naturales, Morelia, Michoacan, en mayo de 2023.

l?éuni()n Internacional
a  de Investigacion en
Productos Naturales

e -
Dr. Carlos M. Cerda Garcia Rojas

Mo, 12t

La Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo y - Rl
La Asociacién Mexicana de Investigacion en Productos Naturales gz S

Otorgan la presente:

Gonslancia i

’

« (Jyan'Daniel Cruz Castillo, Isela Esther Juarez Rojop, Abraham Gémez Rivera, .
Carlos Emesto Lobato Garcia, Juan Cuauhtémoc Diaz Zagoya y Rodrigo Miranda 1, -/, N
Zamora v

Por haber presentado el trabajo titulado: N
Efecto hipoglucemiantsde fracciones de un extracto organico de hojas de Carica papaya @F
En el marco de las actividades de |a 18a Reunidon Internacional de Investigacion en

Productos Naturales, quese llevo a cabo del 24 al 27 de Mayo de 2023
en la ciudad desMorelia Michoacén, México.

/ L — / — .
Cgrgeea) 0 ey Copprne 452 !
Dra. Verénica Mayela Rivas Galindo Dra. Rgsa Eiva Norma Del Rie Torres! A
Presidenta de la AMIPRONAT Presidentadel Comité Organizador Lol“al w"j’,("j
\

Reconocimiento por el 3er lugar, en eliconcurso de carteles con del trabajo “Efecto
hipoglucemiante de fracciones de.un extraetoserganico de hojas de Carica papaya”, en
el 18va Reunidon Internacional de _lnvestigacion en Productos Naturales, Morelia,
Michoacan, en mayo de 2023.

° t Asociaeiéh Mexicana de Investigacion
m | pr n a ;! en Produgtos Naturales, A.C.
Otorga.a:

Juan Daiiiel
Cruz Castillo

TERCER LUGAR NIVEL
MAESTRIA

En el Concurso de Trabajos Presentados en Cartel por Estudiantes Socios de l2
AMIPRONAT Durante la 18 Reunién Internacional de Investigacion en
Productos Naturales
Del 24 al 27 de mayo de 2023 en Morelia. Michoacan.

Con el trabajo
“Efecto hipoglucemiante de fracciones de un extracto organico de hojas,
de Carica papaya”
Juan Daniel Cruz Castillo, Isela Esther Juarez Rojop, Abraham Goémez Rivera,

Carlos Ernesto Lobato Garcia, Juan Cuauhtémoc Diaz Zagoya, Rodrigd
Miranda Zamora

) "
O&?&«umlg/«u (/

kb f\;:' 3 Dra. C. Verénica Mayela Rivas Galindo
k- 5 Presidente de la AMIPRONAT

26 de mayo, 2023
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Presentacion del trabajo “Evaluacion fitoquimica y actividad hipoglucemiante de
fracciones de un extracto de hojas de C. papaya”, en el LXVI Congreso Nacional de la
Sociedad Mexicana de Ciencias fisiologicas, Puebla, Puebla, en septiembre de 2023.

Sociedad Mexicana de

La Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiolégicas A. C.

Otorga la siguiente

CONSTANCIA

Cruz=Castille, Juan Daniel, Nolasco-Rosales German Alberto, Ble-Castillo Jorge Luis, Miranda-Zamora
Rodrigo, Juarez-Rojop Isela Esther.

por el trabajo presentado en formato de péster titulado:

ica y activie il i de fracci de un extracto de hojas de C. papaya

como parte del LXVI Congreso Nacional de Ciencias Fisiologicas.
17 al 21 de septiembre, 2023
Pueblg, Pue.

Dr. en Cortés
Presidenta

Presentacion del trabajo “Evaluacion fitoquimica y actividad hipoglucemiante de
fracciones de un extracto de hejas de'C. papaya”, el 4to Congreso Internacional de
Quimica: Sustentabilidad Energetica y Ambiental, en linea en diciembre de 2023.

Seebnoneso 2
INTERNACIONAL
.. DE QUIMICA,

 SUSTENTABILORS ENERGETICA  AVBIENT)
OR. MARIO MOLINA HEARIQUEZ

OTORGA LA PRESENTE

CONSTANCTIACY

Diormingueyy PRloards Lipay Podiigusy
Por haber presentado la Ponencia Oral: “Evaluacién fitoquimica y efecto
hipoglucemiante de fracciones de un extracto de hojas de c. papaya”.
dentro de las actividades del 4° Congreso Intermacional de Quimica
Sustentabilidad Energética y Ambiental “Dr. Mario Molina
Henriquez”, modalidad virtual, llevado a cabo del 27 de noviembre al 01
de diciembre de 2023,

! —

Dra. Hermicenda Pérez Vi Dr. Abraham/Gémez Rivera
Directora de la Division Académica Presidente del Comité Organizador
de Ciencias Bisicas

\ ‘ Cunduacdn, Tabasco 01 de diciembre de 2023
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