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Resumen

Evaluar el efecto hipoglucemiante de los extractos acuosos Kombucha y
Ganoderma en un modelo de diabetes con estreptozotocina. Se utilizaron 48 ratas
Wistar machos con un peso de 170 a 200 g, se formaron cuatro grupos: control
(C), estreptozotocina (E) sin tratamiento, Kombucha (K) al que se administré por
via oral extracto de Kombucha 324 mg/kg y Ganoderma (G), tratado con extracto
de Ganoderma utilizando la misma via de administracién a una dosis de 250
mg/kg ambos durante 45 dias. Se sacrificaron cuatro animales por grupos a los 2,
15 y 45 dias post tratamiento. Se registré el consumo de agua y alimento. Se
determind en sangre los niveles de glucosa e insulina y se cuantificaron los islotes
de Langerhans en el pancreas. Los datos obtenidos se evaluaron con un andlisis de
varianza de dos vias, una prueba pos hoc de Tukey, a un nivel de significancia de
0.05%, con el Software Sigmastat 3.1. Se encontré que ambos extractos
presentaron efectos hipoglucemiantes después de 15 dias de tratamiento y que hay
una interaccion entre el ndmero de islotes, la sintesis de insulina, el consumo de
agua y alimento, siendo el grupo de estreptozotocina quien presenté el mds bajo
promedio de islotes en comparacién con los demds grupos. Ambos extractos
mostraron un efecto hipoglucemiante, protector y regenerativo en pdncreas,
observdndose diferencias en la condicion fisica de los animales tratados con
Ganoderma, que presentaron caquexia.

Palabras clave: Estreptozotocina, insulina, islotes de Langerhans.

Abstract

Evaluate the hypoglycemic effects of Kombucha and Ganoderma aqueous extracts
in a model of diabetes with streptozotocin. Eight-week-ol male wistar rats
weighimg approximately 180 g were randomized into four groups (12 rats each
group). Control group (C), streptozotocin (E) without treatment, Kombucha (K)
was given Kombucha extract 324 mg/kg orally, and Ganoderma group (G) was
given 250 mg/kg orally both for 45 days. Four animals per group were sacrificed
at 2-, 15- and 45-days post treatment. Consumption of water and food were
registered. Blood glucose and insulin levels were measured by spectrophotometry
and the islets of Langerhans in the pancreas were quantified by ELISA assay. Data
were analyzed with an ANOVA two-ways and Tukey’s test as post hoc, Sigmastat
3.1 Software was used and 0.05% significance was considered. Among the main
results found, both extracts presented hypoglycemic effects after 15 days of
treatment. An interaction between the number of islets, insulin synthesis, water,
and food consumption were also found with the streptozotocin group that
presented the lowest average number of islets compared to other groups. Both
extracts showed a hypoglycemic, protective and regenerative effect on the
pancreas, with differences observed in the physical condition of the animals
treated with Ganoderma, which showed signs of cachexia.

Keywords: Streptozotocin, insulin, islets of Langerhans.
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Introduccion

La diabetes es una enfermedad metabolica, cronica y
degenerativa (Galicia-Garcia et al., 2020; Rojas et al.,
2012), que afecta a un gran niimero de personas en todo el
mundo, segun el ultimo informe de la OMS, la diabetes ha
causado alrededor de 1,6 millones de muertes desde 2015
(www.who.int). La frecuencia se ha intensificado mas en
los paises de ingresos medios y bajos. En todo el mundo, la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un problema de salud
humana en rapido desarrollo (Sanchez-Martinez et al.,
2020; Coughlan et al., 2014). En los pacientes aumentan los
niveles de glucosa sanguinea debido a varios factores como
la baja produccion de insulina en el pancreas (OMS, 2016),
o por alteraciones de los receptores de células blanco
bloqueando la captacion de insulina en los tejidos (Galicia-
Garcia et al, 2020; Hayes-Dorado, 2008). La
hiperglucemia provocada por este padecimiento tiene
como consecuencia la afectacion de diversos 6rganos como
los ojos, corazdn, rifidon, nervios, pancreas y vasos
sanguineos (Hayes-Dorado, 2008; Rojas et al., 2012). Esta
enfermedad requiere de tratamientos alopaticos
convencionales y prolongados que solo controlan la
enfermedad y que a largo plazo causan efectos secundarios
con mas complicaciones para el paciente, lo que representa
elevados costos para los sistemas de salud de los paises
(Cervantes-Villagrana, 2013). La busqueda de nuevos
tratamientos es fundamental para abordar la complejidad
de la diabetes, mejorar el manejo de la enfermedad y
ofrecer mejores opciones para los pacientes.

Existe una gran cantidad de sustancias alternativas que a
través de los afios se han utilizado de forma empirica para
tratar esta enfermedad y una de ellas es una bebida
fermentada conocida popularmente como Kombucha, que
se caracteriza por tener una simbiosis de bacterias y
levaduras, entre las que se encuentran el género
Acetobacter, Zygosaccharomyces 'y Candida spp. (Vargas-
Mora, 2011) ademas de componentes quimicos entre ellos:
acidos organicos como el usnico (Jayabalan et al., 2014),
vitaminas B y C, minerales (Martinez-Leal et al., 2018) y
polifenoles (Jayabalan et «l., 2010). Gracias a esta
combinacion se le atribuyen efectos antivirales,
antibacterianos e hipoglucemiantes (Naranjo et al., 2018;
Martinez-Leal et al., 2018; Nolasco-Rodriguez et al., 2022).
El Kombucha al parecer tiene varios mecanismos para
reducir los niveles de azicar en la sangre, uno de ellos es
debido a la presencia de polifenoles que retardan la
absorcion de los carbohidratos a nivel intestinal y al mismo
tiempo protegen los islotes de Langerhans del pancreas
(Bhattacharya et «l.,2014; Coskun et al., 2005; Olinda y
Shenoy, 2016). Otro elemento indispensable en la
disminucion de la glucosa sanguinea, es el acido acético que
manifiesta actividad antidiabética al reducir la digestion
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y absorcion de los carbohidratos e inhibiendo la conversion
de azlcares simples a complejos mediante actividad
enzimatica evitando que lleguen grandes cantidades al
torrente sanguineo (Gonzalez-Téllez et al., 2019). Otros
estudios sugieren que los polifenoles de Kombucha reducen
la actividad de enzimas digestivas, tales como alfa amilasa,
asi provoca bajos niveles de absorcion de glucosa por una
diminucion en la digestion de carbohidratos y disminucion
de niveles de glucosa en sangre (Aloulou et al., 2012)

En el caso del extracto de Ganoderma sp. existen estudios
que demuestran que tienen la capacidad terapéutica para
actuar como antioxidante, anticanceroso, antiinflamatorio
e hipoglucemiante, también posee propiedades
antitumorales, antihistaminicas, antihipertensivas y
actividad antiagregante plaquetario (Kao ez al., 2013; Yue
et al, 2010; Xu et al, 2011). Contiene agentes
antioxidantes, esteroles, alcaloides, polisacaridos y todos
los aminoacidos esenciales, asi como polifenoles,
terpenoides, triterpenos, esteroles, vitaminas del complejo
B, minerales (Smina et al., 2011), ademas del ergosterol y
sus derivados que reducen la peroxidacion lipidica por lo
que es importante conocer el efecto sobre los niveles de
glucosa en la sangre (Kobori et al., 2007). Una revision
realizada por Winska et al. (2019), muestran que los
polisacaridos y terpenoides juegan un papel importante en
la reduccion de los niveles de glucosa en suero, donde los
polisacaridos son capaces de incrementar los niveles de
inflyjo de Ca* en células beta de pancreas incrementando
la liberacion de insulina (Zheng et al., 2019), ademas de
reducir el estrés oxidativo por inhibicion enzimas
antioxidantes (Lu et al., 2012). En el caso de los terpenoides
como es el caso de los triterpenos presentes en el hongo
Ganoderma su principal funcion es inhibir las enzimas
aldosa reductasa y alfa glucosidasa, involucradas en el
metabolismo de la glucosa (Ma et al., 2015).

Al considerar la creciente preocupacion por los indices
registrados para la diabetes mellitus y a la luz de las
prometedoras oportunidades que la Kombucha y el hongo
Ganoderma podrian generar para el tratamiento y/o
prevencion de esta problematica enfermedad, el presente
estudio se llevo a cabo para investigar y evaluar los efectos
hipoglucemiantes y la regeneracion de los islotes de
Langerhans del pancreas con extractos de Kombucha y
Ganoderma 'y utilizando un modelo de rata diabética.
Ademas, la serie de limitaciones relacionadas con el uso de
los farmacos antidiabéticos sintéticos  existentes,
actualmente se buscan soluciones naturales y este trabajo
seria el primero en evaluar dichos efectos.

Materiales y métodos

Se utilizaron 48 ratas machos adultos jovenes de la cepa
Wistar con un peso corporal de 200 + 10 g alojadas en
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condiciones de bioterio con agua y alimento ad-libitum
con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas con clima (26°C)
se formaron cuatro grupos (n=12) de la siguiente manera:
un grupo control (C) el cual recibié un ml de agua estéril,
un grupo con diabetes mellitus inducida con
estreptozotocina, sin tratamiento (E), un grupo diabético
tratado con extracto acuoso de Kombucha (K) a una
dosis de 324 mg/kg de peso vivo via oral (Aloulou ef al.,
2012) y otro grupo diabético tratado con extracto del
hongo Ganoderma sp. a una dosis de 250 mg/kg de peso
por via oral, la administracion de los dos extractos fue
diariamente durante 45 dias que durd el estudio. Todos
los procedimientos experimentales se realizaron de
acuerdo a los principios y procedimientos de la a Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, en la cual se
establecen las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio
y por la Comision de Bioética del Centro Universitario de
Ciencias  Biologicas 'y  Agropecuarias (Dictamen
CINV/016/2024).

Para la preparacion del extracto de Ganoderma sp. se
utilizaron basidiomas, cultivados con sustrato que
contiene aserrin (80%) y rastrojo de maiz completo (20%),
una porciéon de cal y yeso, con humedad del 75%.
Después, se esteriliza con calor humedo (121 grados
Celsius, 1.5 libras de presion) durante 50 minutos. Una
vez que fructifica se cosecha, se deshidrata y tritura, se
toman 100 g de muestra y se agregan en 100 ml de agua
hirviendo a 120 °C durante 30 minutos, se filtra y la parte
acuosa se lleva a sequedad total en rotavapor para
obtener el extracto (Chen et al., 2018) y se realiza una
cuantificacién de extracto por diferencia de peso. Para
conseguir una concentracion de 250 mg/mL, se procesan
4.616 g de basidiomas y el extracto obtenido sera de 250
mg y se diluye en 1 mL con agua para administrarse por
via oral.

El extracto de Kombucha se preparo a partir del cultivo
de una zooglea en un litro de té verde al que se agregaron
150 g de azucar refinada en un frasco de vidrio durante 14
dias para que se fermentara, posteriormente se extrajo el
fermento y se guardo en refrigeracion (Martinez et al.,
2018), posteriormente se tomaron 10 mL del extracto para
llevarse a sequedad total en rotavapor y obtener el
equivalente en peso de la muestra, posteriormente se
utilizé la dosis de 5 mL /kg de peso recomendada por
Alolulou (2012) equivalente en mg de muestra con base en
el peso de cada individuo experimental del grupo K
(Nolasco-Rodriguez et al., 2020).

Para inducir el modelo de diabetes, se administro
estreptozotocina a cada rata a una dosis de 65 mg/kg de
peso, diluida en solucion buffer citrato pH 4.5 por via
intraperitoneal como tnica dosis y dos dias después de la
induccion se comprobo la hiperglucemia tomando este dia
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como uno (Nolasco-Rodriguez et al., 2022). Las
variables que se evaluaron fueron el consumo de agua y
alimento, niveles de glucosa e insulina en sangre y el
numero de islotes de Langerhans en el pancreas.
Después de iniciado el estudio se sacrificaron 4
animales de cada grupo en los dias 2, 15 y 45 para
tomar muestras de sangre via intracardiaca y
cuantificar la concentracion de glucosa sérica
utilizando reactivos comerciales (SPINREACT REF:
1001190) a través del método espectrofotométrico asi
como los niveles de insulina en suero utilizando un kit
de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA)
(ab100578, ABCAM) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las muestras se analizaron por duplicado y
se calculd el promedio de la concentracion. El limite de
sensibilidad se fijo en <4 ulU/mL. El color se detectd
inmediatamente después de agregar la solucion
“STOP” y las absorbancias se leyeron en un lector de
placa (Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific) a 450
nm.

También, se extirparon los pancreas al momento del
sacrificio y se sumergieron en paraformaldehido 0.4 M
y pH 7.4. Se tomaron muestras de pancreas que se
sometieron al proceso histoldgico, para realizar cortes
histolégicos de 10 um de espesor que se tifieron con
hematoxilina y eosina (Heffess y Mullick, 1995). Para la
valoracion y cuantificacion de los Islotes de
Langerhans se utilizd el objetivo de 40X del
microscopio de luz, se evaluaron 10 campos por animal
aleatoriamente en una superficie total de 1 000 pm.

El analisis estadistico se realizo utilizando el software
Sigmastat Version 3.1. Los datos se presentan como
medias * DEM. Las determinaciones fueron obtenidas
de cuatro animales por grupo, y las diferencias fueron
examinadas mediante analisis de varianza (ANDEVA)
de una via debido a que se analiza el efecto de los
tratamientos durante el experimento, seguido de la
prueba pos hoc de Tukey. La significancia estadistica
fue aceptada con una p < 0.05.

Resultados
Consumo de alimento y agua

El consumo promedio de alimento por dia fue similar
entre los grupos experimentales y sélo el grupo control
consumié menor cantidad de alimento (42.547+1.65
g/dia; p<0.05) comparado con los otros grupos (Figura
1).

De la misma forma, el consumo de agua fue similar
entre los grupos experimentales y los grupos control
(76.52+2.79 mL/dia; p<0.05) y control EZ (121.46%4.99
mL/dia; p<0.05) ingirieron menor cantidad de agua
comparados con los otros grupos (Figura 2).
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Figura 1. Consumo de alimento diario en g/dia por grupo. Literales
diferentes presentan diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 2. Consumo de agua diario en mL/dia por grupo. Literales
diferentes presentan diferencia significativa (p<0.05).

Niveles de glucosa e insulina

Al analizar los niveles de glucosa se encuentra que el
grupo control EZ presenta altos niveles de glucosa
(488194.05 mg/dL; p<0.05) comparado con los otros
grupos en el dia 1. Ademas, en el dia 15 de tratamiento,

Niveles de glucosa (mg/dL)

Dia 1 Dia 15 Dia 45
E3A Control EE3 Control EZ E3 Kombucha [0 Ganoderma

Figura 3. Niveles de glucosa en mg/dL en los cuatro grupos de estudio.
Literales diferentes presentan diferencia significativa en el dia
correspondiente (p<0.05), los valores obtenidos a los 45 dias no
presentan diferencias significativas.
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los grupos control y control EZ presentaron bajos niveles de
glucosa (174.5119.10 y 168.7517.77 mg/dL respectivamente;
<0.05) comparados con los otros grupos. Al dia 45, no se
encontraron diferencias significativas entre los distintos
grupos (Figura 3).

Al analizar los niveles de insulina se encuentra que al dia 1 no
existen diferencias significativas entre los distintos grupos. Sin
embargo, al dia 15, los niveles de insulina disminuyeron en los
grupos control EZ (19.39714.988 mlIU/mL), Kombucha
(19.9£2.483 mIU/mL) y Ganoderma (15.751£1.732 mIU/mL)
comparados con el grupo control (35.805£7.334 mIU/mL;
p<0.05). Al dia 45, el grupo tratado con Kombucha
(49.235%2.542 mIU/mL) presentod niveles de insulina en suero
similares al grupo control (52.024%£10.136 mlIU/mL);
mientras que el grupo tratado con Ganoderma permanecid
con niveles bajos de insulina (15.737+3.819 mIU/mL) en
comparacion con los otros grupos (Figura 4).
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Figura 4. Niveles promedios de Insulina en suero sanguineo en mIU/mL
en los 4 grupos de estudio. Literales diferentes presentan diferencia
significativa en el dia correspondiente (p<0.05).

Numero de islotes de Langerhans

La cuantificacion de Islotes de Langerhans entre grupos y
tratamientos se observan diferencias estadisticas solamente al
dia 45 dias entre el grupo control con un promedio de 8 islotes
y los Kombucha y Ganoderma con un promedio de 3 y 5
islotes por campo respectivamente.

ab

Promedio de Islotes de Langerhans

T
Dia 45
[0 Ganoderma

Dia1 Dia 15
3 Control E=3 Control EZ E3 Kombucha

Figura 5. Promedio de Islotes de Langerhans entre grupos y en las diferentes
etapas de muestreo. Literales diferentes presentan diferencia significativa (p<0.05).
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Discusion

Los animales del grupo tratado con Ganoderma estaban
caquéxicos con un color de pelo amarillento sin brillo,
hirsuto y bajos de peso a pesar de consumir grandes
cantidades de agua y de alimento (Figuras 1y 2), y
mostraron condiciones fisicas deterioradas y signos
relacionados con la diabetes. Por el contrario, los
animales del grupo tratados con extracto acuoso de
Kombucha, su pelo era blanco brilloso, con buen peso y
buenas condiciones fisicas, semejantes a los animales del
grupo control insulina (Galicia-Garcia et al., 2020;
Conget, 2002) acompanada de cambios en el metabolismo
de los carbohidratos, grasas y proteinas (Conget, 2002).
Los niveles de glucosa e insulina tienen una interaccion
con el numero de islotes de Langerhans como se observan
en las figuras 3, 4 y 5 donde el grupo control mantiene un
numero promedio de islotes entre 8§ y 10 por campo
durante todo el estudio (Figura 5) y en la produccion de
insulina, que se mantiene en los 30 y 40 uUI/ml. En el
grupo de estreptozotocina se observa un incremento de
glucosa en el dia 1 al mismo tiempo aumenta su numero
de islotes, sin embargo, después comienzan a bajar en el
dia 15 al igual que sus niveles de glucosa e insulina,
marcando una interaccion entre la glucosa, los islotes y la
produccion de insulina coincidiendo con los resultados
reportados por Szkudelski (2001).

El efecto de la induccion de la diabetes al dia 15 provoca
una disminucion de islotes que se refleja con un aumento
de glucosa en los grupos de Kombucha y Ganoderma pero
solo el grupo tratado con Kombucha fue capaz de
aumentar la sintesis de insulina a partir del dia 45 como
respuesta para bajar la glucosa. Aunque, el grupo de
Ganoderma al dia 45 tenia mas islotes de Langerhans no
pudo aumentar sus niveles de insulina para bajar los
niveles de glucosa (Figuras 3, 4 y 5) debido a una
disfuncion los islotes que no permitié aumentar la sintesis
de insulina (Mendivil-Olimpo y Sierra-Ariza, 2005; Rivas-
Alpizar et al., 2011).

El numero de islotes de Langerhans se afecto
paulatinamente en los grupos experimentales conforme
avanzo el tiempo del estudio, el pico mas alto del efecto de
la estreptozotocina utilizada como modelo de induccion
diabética es entre los 15 y 30 dias post induccion (Junod et
al., 1969) disminuyeron a partir del dia 30, como se observa
en el dia 1 (Figura 1) el grupo control mantuvo el promedio
de islotes durante todo el estudio, mientras que los grupos
experimentales empezaron bien en el dia 1 y para el dia 15
hay una marcada disminucion de islotes que continia
durante todo el estudio observandose una leve recuperacion
del grupo que fue tratado con el hongo de Ganoderma en el
dia 45, resultados similares a los reportados en el estudio de
Nolasco-Rodriguez et al. (2022). La dosis que se administrd
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de Ganoderma es similar a otros trabajos donde analizan
el efecto hipoglucemiante de este extracto (Bach et al.,
2018; Oluba et al., 2010; Seto et al, 2009), donde se
encontraron efectos hipoglucémicos. Mientras que la
dosis utilizada de Kombucha en este estudio es mayor que
en otros estudios donde dan evidencia de -efectos
hipoglucémicos (Bhattacharya et al., 2013; Alolulou et al.,
2012). Durante los primeros 15 dias de tratamiento existe
una correlacion entre la cantidad de insulina en suero
sanguineo y la cantidad de islotes de Langerhans en todos
los grupos, ante esto, estudios demuestran que la
estreptozotocina  provoca infiltracion de  células
inflamatorias (macrofagos) en células beta pancreaticas,
dependiente de la dosis administrada, provocando su
destruccion (Flores et al., 2006), lo que puede explicar que
este proceso inflamatorio reduzca la liberacion de
insulina, pero mejora la recuperacion morfoldgica de los
islotes por los efectos antiinflamatorios de la Kombucha
(Dufresne y Farnworth, 2000).

Los efectos moleculares generados por los extractos de
Ganoderma y Kombucha aun no se determinan, ya que
falta por identificar las sustancias quimicas involucradas
en estos efectos. Estudios sefialan que los polisacaridos y
triterpenoides contenidos en el hongo Ganoderma son los
compuestos bioactivos hipoglucemiantes (Winska et al.,
2019). En cuanto a Kombucha se ha visto que presenta
multiples efectos en la salud, pero las sustancias bioactivas
y mecanismos aun no se conocen (Pavlovi¢ et al., 2023).

Conclusiones

Los tratamientos con extractos de Kombucha vy
Ganoderma presentan un efecto hipoglucemiante, en la
que el tratamiento con extracto de Kombucha genero
mayor cantidad de insulina en suero y el grupo tratado
con Ganoderma recuperd islotes pancredticos de
Langerhans.

El comportamiento de los animales tratados con
Ganoderma mantiene un niimero constante de islotes de
Langerhans al dia 45 del estudio, pero no fue capaz de
sintetizar la insulina suficiente para disminuir los niveles
de glucosa presentando efecto hipoglucemiante afectando
las condiciones fisicas de los animales, mientras que el
extracto de del Kombucha presenta efecto
hipoglucemiante y permite preservar buenas condiciones
fisicas y fisiologicas en los animales. Sera necesario
realizar estudios donde se analicen los componentes
quimicos presentes en estos extractos que sean
responsables de los efectos antidiabéticos en un modelo
animal previo a su aplicacion clinica en pacientes
humanos.
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