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ANTECEDENTES:

El sindrome metabdlico (SM) es la asociacion de tres o mas patologias que se presentan en
forma simultanea o secuencial en un individuo las cuales pueden ser: obesidad, hipertension,
resistencia a la insulina (RI), dislipidemia y diabetes mellitus. Ocasiona alteraciones a diversos
organos y sistemas e incrementa el riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares, renales,
hepaticas e incluso la muerte prematura'. La Federacion Internacional de Diabetes (FID) estima
que al menos un cuarto de la poblaciéon mundial padece este sindrome, siendo utilizado como
principal criterio para su diagnostico, la obesidad?>. De acuerdo a datos de la Asociacion
Latinoamericana de Diabetes (ALAD), la Ciudad de M¢éxico ocupa el primer lugar entre las
ciudades de América Latina en la prevalencia para desarrollar diabetes mellitus y con esto la
predisposicion a padecer SM?.

En México, en el 2015 se realiz6 un estudio en nifios obesos entre los 8 y 13 anos de edad
basados en los niveles de triglicéridos, RI, indice HOMA, peso al nacimiento y el indice de masa
corporal para evaluar la probabilidad de generar SM, reportando que entre el 35 al 55% de los
nifios y jévenes en México tienen una elevada probabilidad de generar este sindrome en su vida

adulta®.

Patologia del sindrome metabdlico

La RI es la principal patologia del conjunto de anormalidades que conforman el SM, ya
sea por alteracion genética propia del individuo o bien, adquirida por factores ambientales como
el consumo inadecuado de alimentos con elevado contenido calorico, el sedentarismo que resulta
en obesidad. La suma de estas alteraciones conlleva a una inadecuada captacion de glucosa
dependiente de insulina por parte de los 6rganos, como el higado, el musculo y el tejido adiposo y
se asocia a hiperglucemia, dislipidemias e hiperinsulinemia, es lo que provoca desarrollo de
diabetes mellitus tipo 2 (DM2)>%. En el tejido adiposo ademas existe alteracion en la liberacion de
adipocitoquinas y de hormonas como la aldosterona y la angiotensina, asi como la liberacion de
factores de coagulacion que llevan a la disfuncion endotelial, elevacion de la presion sanguinea y

a un estado protrombotico (Figura 1),
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Figura 1. Fisiopatologia del sindrome metabolico.

Ademas, el SM se relaciona con diversas complicaciones en otros 6érganos y sistemas que
incluyen: sindrome de ovario poliquistico, insuficiencia cardiaca, trastornos respiratorios del
suefio, deterioro cognitivo, cancer y enfermedad renal cronica’. Particularmente a nivel renal, el
SM se relaciona con microalbuminuria, disminucion de la tasa de filtracion glomerular, aumento
de creatinina en sangre, atrofia tubular, fibrosis intersticial, arterioesclerosis 'y
glomeruloesclerosis’.

La relacion entre el SM y el dafio renal principalmente se basa en la obesidad, en esta
condicion, el adipocito hipertrofico puede liberar citocinas proinflamatorias y acidos grasos libres
que impactan sobre el rifidn ocasionando glomerulomegalia, glomeruloesclerosis, nefrolitiasis,
alteracion del flujo sanguineo renal, asi como la pérdida de la estructura morfologica de las
nefronas, alteracion del ultrafiltrado glomerular y proliferacion celular renal’?.

Como se mencion6 anteriormente, el SM ocasiona un estado proinflamatorio por la sintesis
y liberacion de adipocitoquinas, como la interleucina-6, factor de necrosis tumoral-a y proteina C

19,10

reactiva que se asocian con fibrosis renal”™'®. Otra hormona que se incrementa en el SM es la leptina



la cual se ha relacionado con la produccion de efectos profibrdticos en las células mesengiales,
incremento del estrés oxidante (EO) y desarrollo de glomeruloesclerosis'!. El aumento de las
adipocitoquinas se ha relacionado con enfermedad renal crénica (ERC) y el SM que al reducir la
permeabilidad de los podocitos, provoca disfuncion celular y albuminuria®. Otra hormona que se
sintetiza en esta condicion es la aldosterona, que induce mayor reabsorcion de sodio que activa el
sistema renina-angiotensina generando hipertension. Esto provoca que se pierda el equilibrio
vasoconstrictor y vasodilatador en la arteriola aferente debido al dafio en el endotelio y provoca
mayor presion intraglomerular y aumento en la tasa de filtracién glomerular lo que altera y permite

el paso de moléculas de alto peso molecular como la albamina!2,

Anatomia y fisiologia renal

La funcidn del rifidn consiste en remover las sustancias toxicas productos del metabolismo
celular a través de la filtracion glomerular, ademas regula la presion arterial, la hemodinamica y
el equilibrio 4cido base del organismo'3. El rifion esta conformado por dos regiones: la corteza
(externa) y la médula (interna). En la corteza surgen las columnas renales que al ingresar hacia la
médula forman y separan a las pirdmides renales, en el cual, el vértice de cada pirdmide forma una
papila que se sitia dentro de un céliz menor y al unirse con otros calices menores forman al caliz
mayor y finalmente el conjunto de estos forman la pelvis renal que recoge la orina y la transporta
hasta la vejiga donde se acumula hasta su vaciamiento (Figura 2-A)"3.

La unidad fundamental del rifién es la nefrona conformada por el corpisculo renal que
integra al glomérulo, la capsula de Bowman, las arteriolas aferentes y eferentes. También la
nefrona contiene a los tubulos proximal, delgado, distal y colector!. La porcidn celular en el
glomérulo estd compuesta por células mesengiales extraglomerulares (fagociticas) e
intraglomerulares que son contréctiles por receptores de Angotensina II (Figura 2-B). Contiene
podocitos, células endoteliales fenestradas y la ldmina basal que juntos conforman el ultrafiltrado
glomerular. El tubulo proximal reabsorbe glucosa, aminoacidos y proteinas; elimina solutos,
farmacos y toxinas. Por su parte, el tibulo delgado absorbe agua y electrolitos y el tubulo distal
conforma la macula densa para integrar el aparato yuxtaglomerular que junto con la arteriola
aferente y las células yuxtaglomerulares participan en el sistema renina-angiotensina para la
secrecion de aldosterona y la hormona antidiurética. Finalmente, el tibulo colector es la union de

varios tubulos para la formacion de la orina'*.
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Figura 2: Estructura renal y corpusculo renal (Tomado de Tresguerres, 2005)

La irrigacion de la nefrona estd conformada principalmente por la arteria renal que aporta
la mayor cantidad de sangre al 6rgano y se bifurca para formar arterias que se subdividen en cinco
segmentos vasculares. La primera, son las interlobulares, una por cada lobulo que se contintan
entre las piramides renales hasta la union corticomedular. Posteriormente las arterias arqueadas
que forman un arco sobre la base de la pirdmide y se ramifican para formar las arterias
interlobulillares que ascenderan hacia la corteza (Figura 2-A), entran al glomérulo como la arteria
aferente, forman el plexo capilar tipo fenestrado y descienden como arteria eferente'*

Por su parte, la inervacion renal es simpdtica (adrenérgica) y parasimpatica (colinérgica).
La actividad simpdtica libera norepinefrina (Ne) y es a través de receptores adrenérgicos
localizados en las arterias, el glomérulo y los tubulos renales que contribuyen a la
vasoconstriccion, regulan el flujo sanguineo, la tasa de filtracion glomerular, la reabsorcion de
sodio y agua, pero estimula ademés la liberacion de renina en la zona yuxtlagomerular que
participa en la presion sanguinea y en la perfusion renal'>. Los receptores alfa-1, localizados en la
vasculatura, nefronas y tubulos proximales son los que contribuyen a la vasoconstriccion y
reabsorcion de sodio!S. Por otro lado, los receptores alfa-2 unidos a proteinas Gi son responsables
de regular el flujo sanguineo al disminuir el AMPc a través del inositol trifosfato que moviliza el
Ca®" intracelular y provoca contraccion del musculo liso modificando la resistencia vascular

renal!3-1¢,

La dopamina, precursor de la Ne participa de manera marginal al regular la
vasodilatacion y la reabsorcion de sodio!é. Por otra parte, la participacion parasimpatica del rifion
es a través de la acetilcolina (Ach), por medio de receptores muscarinicos acoplados a proteina G,

que libera moléculas de Ca?" y activa la enzima oxido nitrico sintasa (NOS) la cual cataliza la



conversion de L-Arginina y genera oxido nitrico (ON) que se une al grupo hemo de la
hemoglobina, que activa a la guanilato ciclasa soluble y permite la entrada de Ca®* a la célula a
través del GMP a partir de GTP al disminuir la resistencia arterial tanto aferente como eferente
siendo uno de los mecanismos fisiologicos de la vasodilatacion renal.!*!7. Se ha descrito que la
administracion de farmacos como la Ach o Ne pueden regular la resistencia arterial renal por

accion directa sobre el musculo liso arterial que altera el filtrado glomerular!8,

Estrés oxidante

Por otra parte, las especies reactivas de oxigeno (ERO) también denominados radicales
libres (RL) son moléculas quimicamente reactivas que se producen de forma natural dentro de los
sistemas biologicos, participan en diversas actividades celulares e inmunologicas que benefician
al organismo!®?. Sin embargo, €l aumento excesivo conduce a EO el cual puede alterar el
metabolismo celular por medio de dafios acumulativos, disfuncion y muerte celular llegando a
ocasionar graves complicaciones o enfermedades como degradacion de proteinas, dafio al ADN

celular, cancer, enfermedades cardiovasculares y desordenes neurodegenerativos, entre otros?!-22,

e Superéxido y Oxido Nitrico

Las ERO se forman a partir del oxigeno molecular (O2) en la mitocondria y a través de
diferentes enzimas como la Xantina oxidasa, el citocromo P450 y por la via del 6xido nitrico
(NOS). En la mitocondria el O, es liberado en la cadena transportadora de electrones en el
complejo I y III de la membrana interna que, junto con la enzima NADPH oxidasa, cataliza la
reaccion y le transfiere un electron desde el NADPH intracelular al Oz para forma el primer y el
principal ERO, el radical superéxido (O2") siendo muy citotoxico, es abundante, comun y altamente
reactivo(Figura 3)?%22,

La enzima citosolica Xantina oxidasa (XO) o Xantina deshidrogenasa (XDH) cataliza la
reaccion de xantina e hipoxantina a 4cido urico que reacciona con el O2 mitocondrial para generar
O,y peroxido de hidrogeno (H202)?*. Otro mecanismo, es a través de la autooxidacion por medio
de la familia de las enzimas citocromo P450 en el reticulo endopldsmico que al contener iones de
metales de transicion (Fe-1I, Cu-I), ocasiona intermediarios reactivos que pueden iniciar otros
procesos oxidantes como la lipoperoxidacion (LPO) y dafio al ADN?. El O, puede también
reaccionar con el ON por la accion de la eNOS calcio dependiente, localizada en la membrana

interna celular, esta enzima funciona como factor relajante derivado del endotelio y la reaccion



puede conllevar a importantes consecuencias fisioldgicas y patologicas como la propia eliminacion
del ON y con esto restringir su actividad como vasodilatador y de sefializacion celular o bien, al
combinarse con el O, genera peroxinitrito (ONOO") que causan LPO y fragmentacion del ADN?,
El ONOO" pueden reaccionar con las hemoproteinas inhibiendo la capacidad de transportar
electrones, mediante la inactivacion de los complejos I y III de la cadena respiratoria que provoca
el aumento de los niveles de O y otras ERO como el H>O2 que conlleva a la oxidacion de proteinas

y liberacion de citocromo C al citoplasma propiciando la apoptosis celular?>-24,

* Superoxido dismutasa

Por otra parte, para eliminar los RL el organismo cuenta con un sistema antioxidante
enzimatico, entre estas enzimas se encuentran la superoxido dismutasa (SOD) que es la enzima
antioxidante que detoxifica y protege a la célula contra las ERO al catalizar la dismutacion de dos
moléculas del Oy generado por medio de un cofactor metal en el sitio activo donde se realiza la
reaccion®. Dependiendo del tipo de metal requerido como cofactor, existen dos isoformas de SOD,
la primera unida al manganeso (Mn) en la que est4 localizada en las mitocondrias y la segunda
junto al cobre y zinc (Cu-Zn) localizada en el citoplasma, siendo ésta Gltima la que posee mayor
presencia y distribucion?>2%, El producto final de la dismutacion del O» con la enzima SOD es la

generacion de H2Os.

* Peroxido de hidrogeno y catalasa

El H20: es una molécula capaz de difundirse a través de las membranas, posee vida media
mas larga, puede actuar como segundo mensajero en diferentes vias de sefializacion?’”. Como
molécula mensajera, difunde a través de las células en el citoplasma para iniciar efectos
inmediatos, como cambios en la estructura celular, proliferacion celular, reclutamiento de células
inmunologicas y dafio celular?®. La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante de estructura rigida,
muy estable a la desnaturalizacion térmica y a la protedlisis, su papel principal es el de controlar
o neutralizar la concentracion y los efectos del H>0>?°. Su actividad es alta en higado y eritrocitos,
relativamente alta en el rifdn y en tejido adiposo, intermedia en pulmoén y pancreas, muy baja en
corazoOn, cerebro y ausente en células vasculares del musculo liso?>*. Se ha reportado que protege
a la hemoglobina al eliminar mas de la mitad del H>O> generado en los eritrocitos, como factor

inflamatorio, en la mutagénesis previene la apoptosis y como enzima antioxidante dependera del



tipo de tejido y de la lesion tisular generada®®. Sin embargo, cuando hay bajas concentraciones de
H>0>,1a CAT conduce a una funcién menos especifica capaz de inducir la via peroxidativa en la
que diversos donantes de hidrogeno (alcoholes, fenoles, hormonas, metales pesados y nitritos) que
sirven como segundas moléculas reactivas para continuar con la oxidacion y formar una tercera

molécula ERO como el radical hidroxilo (OH")%.

* Glutation reducido, oxidado y Glutation peroxidasa

El glutation (GSH) es un tripéptido, antioxidante no enzimatico, ampliamente distribuido
en el citoplasma y puede reaccionar con el H>Oz por si mismo, pero también al ser sustrato de la
glutation peroxidasa (GPx) para formar el disulfito de glutation (GSSG)3!. Constituido por
glutamato, cisteina y glicina, es sintetizado por la enzima glutamato-cisteina ligasa (GCL) y por
glutamato sintetasa la cual utiliza una molécula de ATP para cada reaccion. EI GSH es el principal
protector antioxidante de la célula al actuar como cofactor en diversas enzimas, es transportador
de aminodcidos a través de la membrana plasmatica y recolector de OH™ y O> asi como
detoxificador de H20O> y de LPO; ademas, su disponibilidad regenera otros antioxidantes no
enzimaticos como la vitamina C y E. Ademas, es capaz de volver a reducirse a través de la enzima

H?*32, Directamente esta

glutation reductasa (GR) para disponer de mas moléculas de GS
relacionado al EO ya que se ha demostrado que la expresion de GCL esté regulada por el factor de
transcripcion Nrf2 (regulador de la expresion de proteinas antioxidantes e inflamacion) que
conduce a una mayor produccion de GSH?2,

La GPx ademas de detoxificar al H>O; también desempefia un papel importante en la
inhibicion del proceso de peroxidacion lipidica y por lo tanto funciona como protector de las
células contra dafio oxidante. Se ha reportado que hay al menos ocho tipos diferentes de isoformas
de Gpx (GPx 1-8) siendo la GPx1 la selenoperoxidasa mas abundante en todas las células y cuando
existe disminucion en su actividad, predispone a la pérdida del equilibrio antioxidante induciendo
un incremento en el EO vascular que se relaciona al desarrollo de enfermedades cardiovasculares
y al cancer®. Por otra parte, la GR es una enzima especifica que reduce al disulfito de glutation-
GSSQG, reaccion mediada por NADPH para formar dos moléculas GSH. Se reporta que el aumento
de la actividad de la GR junto con la reduccion de GSH, estd relacionada con diversas
enfermedades como fibrosis quistica, VIH/SIDA, infecciones virales, neumonia, hepatitis,

inmunosupresion generalizada, enfermedades neurodegenerativas y cancer?>,
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Figura 3: Ejemplificacion de las reacciones oxidantes y antioxidantes.

MIM: Membrana interna mitocondrial, ON: Oxido nitrico, NOS: Oxido nitrico sintasa, ONOO-: Peroxinitritos, SOD:
Superdxido dismutasa, Gred: Glutation Reductasa, GPx: Glutatién Peroxidasa, GSH: Glutation, GSSG: Disulfito de
glutation, Aa: Aminodcidos, L: Radical lipidico, LOO: Peréxido lipidico, LOOH: Hidroperéxido lipidico, GST:
Gluation S-transferasa, MDA: Malondialdehido, 4-HNE: 4-hidroxi-2-nonenal.



* Radical hidroxilo y el daiio al ADN
Ademas del Oz y del H20; existe otra principal ERO qué es el radical OH", se genera
primeramente por medio de la reaccion de Haber-Weiss al reaccionar con el Oz"y con iones de
hierro al reducir el ion férrico a ferroso (Fe’" + O, —— Fe?' + O2), la liberacion de este ion

ferroso participa en la reaccion de Fenton al reaccionar con el H2O; generando un ion y un OH"

Fe’* + OH™ + OH)**. E1 OH" posee

mientras que el hierro nuevamente se oxida (Fe?" + H,0,
vida media muy corta, es altamente reactivo y dafiino para las células que en condiciones de
liberacion excesiva de O27, H>O; y hierro hacen susceptible al organismo para que se lleve a cabo
la reaccion Fenton facilitando su produccion®,

En general, las altas concentraciones de ERO pueden ser importantes mediadores del
deterioro a la estructura celular, a los 4cidos nucleicos, los lipidos y a las proteinas; representan
los primeros pasos involucrados en la mutagénesis, carcinogénesis y el envejecimiento.
Particularmente, el OH- reacciona con todos los componentes de la molécula de ADN, las bases
puricas y pirimidinicas asi como en la estructura de desoxiribosa®*. Hay tres principales tipos de
reacciones del OH (figura 4): 1) La extraccion de hidrogeno como sucede en la reaccion del OH
con el alcohol en la que el OH- extrae el hidrogeno para formar agua dejando un electron
desapareado en el atomo de carbono del alcohol, 2) Reaccion del OH™ que puede ser adherido al
carbono de un doble enlace formando derivados hidroxilos y 3) Mecanismo en que el OH™ forma

parte en la reaccion de transferencia de electrones®.

b ;
H—(l:—?—O—H +°'OH ——» H—(l:—<':—O—H + H,0
H H H H
2) \_ / OH
C—C +°'OH —>» \C/—C/
\ / *\
3) Cl-+°'OH —>» Cl*+ OH

Figura 4: Tres principales reacciones del OH 1) Extraccion, 2) Adicion y 3) Transferencia. (Tomado de Treml J.
Et. al 2016).
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El dafio en el ADN se reporta principalmente en la guanina que es la base mas susceptible
a la oxidacion por ERO al perder un electron y modificar su estructura molecular genera un aducto
de ADN con el OH reduciéndose a 8-hidroxiguanina que permite la mutacion de transversion de
la  Guanina-Citocina a Timina-Adenina asocidandose con disfuncion mitocondrial vy
carcinogénesis?®¥, La guanina también puede verse afectada al reaccionar con otros compuestos
dafiinos como el acido hipocloroso (HOCI), cloroaminas, acido hipobromoso, ON, peroxinitrito
(ONOO), Oy y algunos metales pesados como el ion ferroso que pueden provocar la liberacion
de la desoxiribosa de la cadena dejandola sin uno de estos pares de bases y dafiando la estructura
del ADN la cual, se asocia como un potencial mutagénico?*2!-**, EI'OH también puede dafiar los
nucledtidos del ADN como el 5-hidroxiuracilo, la 5-hidroxicitosina y la 8-hidroxiadenina que se
asocia con trastornos como la aterosclerosis, la carcinogénesis y la mutagénesis®®. También se ha
reportado que el ARN esté sujeto a oxidacion al afectar la degradacion del ARNm o al inhibir la

traduccion de proteinas?®,

* Oxidacion de proteinas (carbonilacion)

El dafio oxidativo a través del OH™ puede también actuar en las proteinas alterando el
funcionamiento de receptores, de anticuerpos, en la transduccion de senales, proteinas de
transporte y en algunas enzimas que pueden fragmentarse, reticularse y/o desnaturalizarse?®%. Las
modificaciones de proteinas se dan por la reaccion oxidante directa a los aminoacidos como la
lisina, arginina, prolina, treolina o bien, por un mecanismo secundario en los residuos proteicos
como los que se presentan en la cisteina, metionina, histidina y lisina que reaccionan con
compuestos carbonilos reactivos y conducen a la modificaciéon de la estructura en el carbono
formando dobles enlaces con el oxigeno (aldehidos y cetonas), enlaces disulfuros mixtos de los
grupos tiol (-SH) y/o con los tioles de bajo peso molecular (S-glutation), en la que finalmente

formaran grupos carbonilos?+*,

El principal dano oxidante es el que resulta del mal
funcionamiento de la actividad proteica al alterar la traduccion de proteinas y aumentar la
protedlisis, mecanismos que se generan al evitar la agregacion nociva de proteinas ya oxidadas y
que se han reportado en una variedad de trastornos como la enfermedad de Alzheimer, trastornos

pulmonares cronicos, falla renal cronica, diabetes o septicemias?®-3®,
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* Oxidacion de lipidos (lipoperoxidacion)

El proceso de oxidacion de los lipidos ocurre a partir de los acidos grasos poliinsaturados
(AGP) a través de una serie de reacciones en cadena con los RL llevando a cabo la reaccion en tres
etapas®’. El proceso inicia por la adicion de un OH" con el doble enlace del oxigeno o bien, por la
remocion de un atomo de hidrogeno del AGP (Figura 4) en ambos casos, resulta en la formacion
de un radical lipidico (L)*°. La etapa de propagacion es cuando el L- reacciona con el oxigeno
para formar el radical perdxido lipidico (LOO") que es altamente inestable. EIl LOO™ puede extraer
una molécula de hidrogeno que proviene de otro AGP adyacente y producir hidroperoxido lipidico
(LOOH) y un segundo L, en la que el LOOH puede reaccionar con iones metalicos (Fe2+)
produciendo un radical alcoxilo lipidico (LO"). Tanto el radical LO™ y el LOO" estimulan la
reaccion en cadena y de propagacion para extraer atomos de hidrégeno adicionales no solo de los
lipidos circundantes sino también de otras biomoléculas®>37-*, Si la concentracion de los radicales
producidos (L, LO", LOO") es suficientemente alta, reaccionaran entre ellos para detener la
reaccion en cadena, eliminar los RL y creando moléculas no radicales o productos de degradacion
como alcanos, hidroxiacidos y componentes carbonilicos (cetonas y aldehidos)?”. Algunos de estos
aldehidos son mensajeros secundarios, altamente reactivos y toxicos como el 4-hidroxi-2-nonenal
(4-HNE) que es el aldehido principal durante la LPO del 4cido araquidénico y linoleico. Otro
aldehido abundantemente formado es el malondialdehido (MDA) que puede determinarse al
reaccionar con el acido tiobarbitirico durante los ensayos de TBARS siendo capaz de reaccionar
con proteinas del ADN*>-38, E1 EO generado por los productos de la LPO tienen un papel principal
en muchos procesos celulares como en la autofagia, el desacoplamiento de proteinas, en disfuncion
mitocondrial, dafio en el ADN y en la apoptosis*®. En procesos fisiopatologicos se ha relacionado

con isquemia/reperfusion, enfermedades inflamatorias, enfermedades hepaticas y en el vitiligo®”.
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* Glutation -S-Transferasa

Se le denomina, Glutation -S-transferasas (GST) a la superfamilia de isoenzimas (alfa [a],
Mu [u], Pi [n], Omega [w], Teta [0], Delta [3], Zeta [g], Sigma [c], Kappa [k] y mitocondrial [m])
multifuncionales localizadas en el citoplasma, mitocondrias, reticulo endoplasmico, nticleo y en la
membrana plasmatica, que funcionan como enzimas protectoras de detoxificacion celular de
metabolitos endogenos, exdgenos y de ERO*. Esta detoxificacion se realiza principalmente a
través de la conjugacion enzimatica con el GSH que reacciona con los metabolitos toxicos para
convertirlos en compuestos mas solubles que puedan ser capaces de eliminarse del organismo®!.
Se ha reportado que la GST pueden reducir los niveles de LOOH y que pueden desintoxicar

productos finales de la LPO como el 4-HNE, teniendo una funcion de enzima antioxidante*2,

* Vitamina C

La vitamina C (VitC) o acido ascorbico es un potente antioxidante hidrosoluble que elimina
de forma natural una gran variedad de RL o de ERO al donar electrones y proteger a las células
del dafio oxidante**. El acido ascorbico se metaboliza primero como ascorbato anidnico que sufre
de dos pérdidas posteriores de un electron, para formar el radical ascorbato y el &cido
deshidroascorbico. El ascorbato anidnico es un co-antioxidante con vitamina E que protege a las
LDL de los radicales LOO"y el radical ascorbato al ser poco reactivo, puede reducirse de nueva
cuenta a ascorbato anidnico mediante NADH y NADPH o puede formar al acido

deshidroascorbico, molécula que es de mas facil absorcion y eliminacion del organismo**.

Daiio oxidante al sistema renal

El EO tiene un papel fundamental en el dafo renal ya sea de tipo agudo o crénico, se le ha
relacionado como parte de la patogénesis de enfermedades cardiovasculares, ateroesclerosis,
hipertension, cancer, diabetes, artritis y enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson®. La pérdida de la funcion renal a través de las ERO se debe a que
provocan disfuncion endotelial, pérdida en la estructura celular glomerular y tubular, procesos
inflamatorios, fibrosis o por factores genotoxicos*®. Se reporta que las ERO que mayormente
participan en el dafio renal es el ON, el O, el H202, los ONOO" y con un menor nivel de oxidacion

los procesos generados por el OH™ como la oxidacion de las proteinas y de los lipidos. Por su
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parte, las enzimas antioxidantes que tienen mayor actividad a nivel renal son la SOD, catalasa,
peroxidasas, el sistema antioxidante dependiente de glutation®.

Los dafios oxidativos a nivel renal en el SM conducen a la disminucion paulatina de la tasa
de filtracion glomerular y a la pérdida de la masa renal*’*¥. En este cuadro, se ha descrito la
participacion del EO como mecanismo que contribuye al dafio renal crénico al incrementar el O2°
en la microvasculatura renal®. En la obesidad, se liberan citocinas inflamatorias secretadas por el
tejido adiposo como la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)) que estan

parcialmente relacionadas en promover el dafio renal,>

particularmente el TNF-a, puede promover
la produccion de ROS en las células mesengiales lo que puede provocar apoptosis celular’!.
Estudios en roedores indican que una dieta alta en grasa condujo a disminucion de las enzimas
antioxidantes y del GSH y se correlacionaron con el aumento del MDA y de carbonilacion®. Asi
mismo, el aumento en la glucosa en sangre promueve la glucosilacion no enzimatica de las
proteinas formando productos de glucosilacion avanzada que son altamente oxidantes, asi como
disminucion de las enzimas antioxidantes como la CAT y la GPx>2. Por su parte la ateroesclerosis
provoca la disminucion de la actividad de SODcu.zny de SODwmn™?. Ademas, se han reportado otros
mecanismos potenciales dentro del SM que generan alteraciones renales como crecimiento del
tejido conectivo, fibrosis, incremento del volumen glomerular, hipertrofia de podocitos, isquemia,
dafio microvascular con acumulacion de triacilgliceridos y de acidos grasos, que conllevan a
disminuir la tasa de filtracion glomerular, proteinuria y cambios histologicos como atrofia tubular,
fibrosis intersticial y arterioesclerosis®*™.

A pesar que se ha demostrado que el EO tiene un papel importante en el dafio renal causado
por el SM, la aplicacion de antioxidantes como medida terapéutica clinica ha tenido un éxito
limitado debido a la diversidad de los elementos que crean a los RL y por la interconexion dinamica
generadoras de EO. En la medicina alternativa, con la Hibiscus sabdariffa linnaeus (HSL), se ha

encontrado una fuente alimenticia generadora de grandes cantidades de antioxidantes naturales

que pueden funcionar como un tratamiento para controlar el dafio oxidante ocasionado en el rifion.

Antecedentes de la Hibiscus Sabdariffa Linnaeus en el sindrome metabdlico
La HSL o también conocida como flor de jamaica, es una planta medicinal ampliamente
usada en la medicina tradicional en Asia, Africa, América y en México; contiene polifenoles como

las antocianinas, 4cido protocatecuico, epigalocatequinas, resveratrol, asi como flavonoides,
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reportados como protectores contra las diferentes patologias que comprenden el SM>°, Se ha
descrito que las antocianinas poseen actividad antioxidante al reducir el riesgo de enfermedades
coronarias y de prevencion para enfermedades cronicas y mejora la funcion de las enzimas CAT
y GPx>". El acido protocatecuico, tiene efecto protector contra citotoxicidad y genotoxicidad al
retardar la iniciacién de la peroxidacion lipidica inhibiendo al superdxido y al OH™ en los
hepatocitos®®. Ademas, eleva la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y CAT inhibiendo
también citocinas inflamatorias®. Los flavonoides previenen la aterosclerosis y enfermedades
cardiovasculares al prevenir la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y sus
acciones hipocolesterolémicas®’. Otros componentes de la HSL son las catequinas que reducen la
excrecion de albumina, asi como la fibrosis producida en el rifidon en ratas con diabetes®!. También,
se ha reportado que la epigalocatequina puede aliviar el dafio renal en ratas diabéticas al disminuir
la hiperglucemia, proteinuria y la LPO®. La HSL posee también otros componentes de accion
rapida en el metabolismo como el resveratrol y los polifenoles que por sus efectos antioxidantes y
antiinflamatorios pueden llegar a ser benéficos®.

Se ha reportado en diversos estudios los efectos que posee diferentes fracciones de la
infusién de HSL a nivel renal, por ejemplo, en el 2009, Wen-Chin y colaboradores, indicaron que
el extracto de polifenoles obtenidos de la HSL mejora el intercambio hidrico y reduce el dafio renal
en ratas con diabetes inducidas con streptozotocina®. De la misma manera, se reportd que al
inducir el dafo renal agudo con distintas dosis de cisplatino en ratas y al administrarles 1.6% de
HSL en el agua de bebida, hay mejora en el filtrado glomerular, los niveles de nitrégeno no
proteico y provee accion protectora antioxidante4. Otro estudio demostrd que la HSL disminuye
la incidencia de infecciones en el tracto urinario en humanos al inhibir la infiltracién de células
inflamatorias en el rifion, la expresion de los genes de citocinas proinflamatorias, las enzimas
implicadas en la produccion de prostaglandinas y del ON®. Finalmente, estudios recientes indican
que el extracto de antocianinas de la HSL al 1% reduce el dafio renal cronico inducido por adenina
y actua como antagonista del EO en el proceso inflamatorio®®. Considerando lo anterior, atin no se

ha reportado la utilizacion de la HSL sobre el EO en un modelo en ratas con SM.

Antecedentes del modelo en rata con SM
Para entender la causa, progresion y los agentes terapéuticos relacionados con el SM, se

han desarrollado modelos experimentales a partir de roedores basado en dietas altas en
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carbohidratos y/o grasas. En 1987, Hwang et al. indujeron hipertension en ratas mediante el
suministro de fructosa®’. Posteriormente en otro estudio, se observo que al alimentar ratas machos
durante dos semanas con dieta al 60% de glucosa o sacarosa desarrollan algunas de las patologias
que comprenden el SM como hipertension, hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia®®. En México,
en ¢éste mismo sentido en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavéz” (INCICh), se
desarroll6 en 1995 un modelo de SM en la rata Wistar a partir de la administracion de azicar
comercial al 30% en el agua de bebida en un tiempo de 20-24 semanas en donde se observa la
presencia de varias enfermedades implicadas en el SM®-7°, Sin embargo, cabe mencionar que este
modelo ha sido modificado a través del tiempo, porque ha sido demostrado que en animales con
mayor peso corporal (250-300 gr) las alteraciones metabolicas asociadas al sindrome son mas
agresivas’!. Bajo éste mismo modelo experimental se ha podido realizar estudios relacionados con

el SMy su relacion con el EO.
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JUSTIFICACION:

Debido a que el SM es una enfermedad cronica progresiva y mortal que afecta a 6rganos y
sistemas como el renal, en donde el EO esta involucrado en el proceso fisiopatoldgico de la
enfermedad aunado a que se ha reportado que al administrar antioxidantes naturales provenientes
de diversas plantas, pueden proveen defensas antioxidantes y mejorar la funciéon vascular, con el
presente protocolo se pretendi6 abarcar y ampliar la informacion sobre los beneficios antioxidantes
de la infusion de HSL al 2 % en la modulacién de la funcion renal en el SM y con esto proponer
que la administracion de la infusion de HSL puede ser utilizada como tratamiento alternativo,
accesible y econémico a la poblacion mexicana que padece las complicaciones renales de este

sindrome.
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HIPOTESIS:
Los antioxidantes proporcionados por el consumo de la infusiéon de HSL al 2% mejorara la

funcion renal y su capacidad antioxidante en ratas con SM

OBJETIVO GENERAL:
Evaluar el efecto protector de la infusion al 2% de HSL sobre el EO renal ocasionado por

el consumo cronico de sacarosa en un modelo en rata con SM.

OBJETIVOS PARTICULARES:

 Determinar la resistencia vascular renal por medio de rifién aislado y perfundido segun el método

de Langerdoff
o Cuantificar la filtracion glomerular
 Determinar los cambios histologicos

« Cuantificar la actividad de algunas enzimas antioxidantes tales como SOD, CAT, GPx, GST,

GR, peroxidasas y GST

« Determinar los marcadores de EO como la lipoperoxidacion, carbonilacion y FRAP , GSH,

Nitratos (NO3") - Nitritos (NOy) y Vitamina C

« Cuantificar los niveles de colesterol, triacilglicéridos, glucosa, insulina, indice HOMA y leptina

€n sucro
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MATERIAL Y METODOS:

Animales y preparacion de infusiones

Se utilizaron 40 ratas Wistar, macho con peso de 250 - 300gr, divididos en cuatro grupos
con 8 animales cada grupo con tratamiento durante 12 semanas. El primer grupo control (C) se le
administr6 agua de beber ad libitum. El segundo grupo de SM se le proporcion6 sacarosa al 30%
en el agua de beber ad libitum’. El tercer grupo sacarosa al 30% mas HSL al 2% en el agua de
beber ad libitum. Finalmente, al cuarto grupo control con HSL al 2% en el agua de beber ad libitum

sin sacarosa. Todos lo grupos se les proporcioné alimento s6lido comercial 5008.

Sacarosa al 30% e infusiones de HSL al 2%

La HSL se adquiri6 del municipio de Chilapa de Alvarez del estado de Guerrero, México.
Para la preparacion del agua con sacarosa al 30%, se pesé 300 gramos de azlicar comercial en un
litro de agua y se hemogeneiz6d durante 10 minutos hasta su completa disolucion. La primera
infusién de HSL: a 1 litro de agua en ebullicion se le agregaron 20 gramos de flor de Jamaica la
cual hirvié por 10 min., posteriormente se adicioné6 300 gramos de azicar comercial y se
homogeneiz6 durante 10 minutos hasta su completa disolucion. Para el grupo 4 el tratamiento se
realizo igual que el procedimiento anterior pero no se agregaron los 300 gramos de azlcar
comercial. En todas las preparaciones, se dejo atemperar y se le suministré como agua de bebida

a las ratas.

Medicion de presion arterial y obtencion de orina

Al final del tratamiento y antes de sacrificar a los animales se les midi6 la presion arterial
sistolica por medio del pletismografo (Narco Bio-system). El animal se ingresd en una cdmara
térmica durante aproximadamente 20 minutos. Posteriormente, se coloco un sensor en la cola del
animal, conectado a un transductor de presion que envia sefiales a una computadora equipada con
el software Siewart 1.1 para la captura y procesamiento de los datos. Antes del sacrificio, las ratas

se pesaron y se colocaron en cajas metabdlicas en ayuno de 24 horas, se recolect6 la orina, se

almacené a -30°C y posteriormente se determiné la presencia de albuminuria por el método de

verde bromocresol”? y los niveles de creatinina.
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Determinacion de la resistencia vascular renal (RVR)

Se utilizo la técnica del rifion aislado y perfundido segin Langendorff modificada por

Véazquez-Cruz y colaboradores . A los animales anestesiados (pentobarbital sédico, 63 mg/kg de
peso corporal, i.p.) se les practico una incision en la linea media, se visualiz6 la aorta, la arteria
mesentérica y el rindn derecho. Se colocod un lazo laxo de seda 3-0 en la aorta abdominal sin
comprimirla, por arriba de la arteria renal derecha y en la arteria mesentérica, se tensaron las
ligaduras con pinzas hemostaticas, de inmediato se realizé la incision en la arteria mesentérica, se

introdujo un catéter y se atraveso la aorta; el catéter se introdujo en la arteria renal y se perfundié

inmediatamente con solucion Krebs mantenida a 37°C y aereada con gas carbogeno (95% de O2
y 5% de CO2) con la siguiente composicion (mM): NaCl 118, NaH2PO4 1.2, NaHCO3 25, KCI
4.7, CaClz 1.2, MgS0O4 4.2, glucosa 5.5, pH 7.4, inmediatamente después, se anudaron las
ligaduras, se secciond la vena cava y la aorta y por debajo de la arteria renal se corto el uréter
derecho en su extremo distal, y se extrajo el rifion.

La canula del rifidon derecho se removi6 y fij6 al sistema para o6rgano aislado y perfundido.
Inmediatamente después de haber sujetado al rifidn, se inicid la calibracion del flujo de la solucion
amortiguadora, hasta obtener un flujo constante entre 9-10 mL/min de salida que se control6 por
medio de una bomba peristaltica (MasterFlex, Easy-load II. ColeParmer No 77200-50), que
mantuvo una presion de perfusion de 70 a 90 mmHg. La presion de perfusion se midié por medio
de un transductor de presion (Grass Telefactor). El transductor se conectd a un poligrafo Grass
79D que amplificd la sefial y se registrd6 en una computadora equipada por un programa
especializado (Grass PolyView version 2.0).

Después de un periodo de 20 minutos de equilibrio, se procedié a inyectar bolos de
farmacos vasodilatadores y vasoconstrictores, lo que se administraron a intervalos
aproximadamente de entre 10 y 20 minutos para permitir que la presion de perfusion retorne al

nivel basal (entre 70 y 90 mmHg).

Las secuencias y concentraciones de los bolos fueron: 2uM de NE, 2uM de Ach + 2uM de
Ne, 50uL de H2O2, y finalmente 2uM de Ne + 50uL de H2O2. Los niveles de presion en mmHg

se registraron cada minuto durante ocho minutos continuos de perfusion por cada bolo, dejando

un descanso de aproximadamente cinco minutos entre cada bolo.
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En el modelo de rifién aislado y perfundido segin Langendoff, se valora la reactividad
vascular inducida por la perfusion de distintos bolos que representen cambios en la resistencia de
la arteria renal que indiquen vasodilatacion o vasoconstriccion. De acuerdo a la teoria biogénica
menciona que el flujo sanguineo renal es igual a la presion arterial dividida por la resistencia
vascular renal a medida que aumenta la presion, los vasos incrementan su resistencia, este
mecanismo es intrinseco y autorregulado en condiciones renales normales, pero hay un
desequilibrio en condiciones patologicas, por lo que al aumentar la resistencia arteriolar
preglomerular por accion de la vasodilatacion o vasoconstriccion, la tasa de filtracién glomerular

sera afectada’’.

Cuantificacion de los marcadores de EO en el riiion
El rindn derecho se disecd y se mantuvo en hielo con solucion de Krebs, pH 7.4 a 37°C y

se congeld a -30°C hasta su proceso. Posteriormente, el rindn se homogeneizé en hielo utilizando

un politron junto con solucidon de sacarosa pH 7.35 en presencia de inhibidores de proteasas. Se

centrifugd a 5,000 rpm y a 4°C durante 10 minutos y se recupero el sobrenadante para determinar
el dafio oxidante y las enzimas antioxidantes. La cantidad de proteinas total se determin6 por el

método de Bradford’2.

* Determinacion de la lipoperoxidacion

Esta prueba se basa en la reaccion del malondialdehido, producto secundario de la
oxidacion de los acidos grasos de tres o mas ligaduras con el acido tiobarbitirico en un medio
acido y a alta temperatura, generando un producto de coloracion rosa’s. Para esta medicion se
utilizar6 el equivalente a 1 mg de proteina de cada muestra por duplicado, al cual se le agreg6 a
cada muestra 50 pL de butilhidroxitolueno (BHT) al 4% mas 1 mL de fosfato monobasico
(KH2PO4) pH 7.0, se homogeneizd en el vortex durante 5 segundos y se incub6 30 minutos en
bafio Maria a 37 °C, al final de la incubacion se agregaron 1.5 mL de &cido tiobarbiturico al 0.8 M
y se incubd en bano Maria a 100 °C durante 45 minutos. Después de ese tiempo y para detener la
reaccion, las muestras se colocaron en hielo y se agregdé 1mL de NaCl, se homogeneizé en el vortex
durante 15 segundos, después se agregaron 4 mL de n-Butanol, se colocaron en vortex durante 30

segundos y se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente. Después se
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extrajo la fase de n-Butanol y se midi6 la absorbancia en el espectofotometro a 532 nm. La curva

de calibracion se realizo utilizando tetractoxipropano’’.

* Determinacion de los niveles de oxidacion de proteinas

Para medir la carbonilacion de proteinas, se afiadié 2 mg de proteina del homogeneizado
del rifidn y se le agregaron 500 puL. de HCI al 2.5 N o 500 pL de dinitrofenilhidrazina (DNT) al
0.01 M, se mezcl6 de forma vigorosa y se incub6 en la oscuridad a temperatura ambiente durante
una hora, agitandose en vortex cada 15 minutos. Al concluir la incubacion, se le agregaron 500 pL
de acido tricloroacético al 20% y la mezcla se centrifugé a 15000 RPM durante 5 minutos. Se
desecho el sobrenadante y en el precipitado se realizaron tres lavados con 500 pL de etanol/acetato
de etilo dejando reposar durante 10 minutos entre cada lavado para permitir la eliminacion del
DNT mezclando y centrifugando a 15000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, se afiadié 1 mL de
clorhidrato de guanidina 6 M con KH>2PO4 al 20 mM pH 2.3 y se incub6 nuevamente a 37 °C
durante 30 minutos. La absorcion final se ley6 en un espectrofotometro a 370 nM utilizando aire

como blanco’®.

* Determinacion de Nitratos y Nitritos
Esta determinacion se reportd previamente por Pérez-Torres et al., 2009. En un 1 mg de
proteinas del homogeneizado de rifién se agregd 100 puL de Sulfato de Zinc (ZnSO4) al 10% y 100
uL 0.5N de Hidroxido de Sodio (NaOH) y se centrifugd a 5000 rpm durante 8 minutos. El
sobrenadante fue recuperado y se incubd con 400 pL del reactivo de Griess (200 puL 1%
sulfanilamida y 200 pL 0.1% de N-1-naftil-etilenediamina). El volumen total se ajusto a 1 mL. La
curva de calibracion de obtuvo con solucion de Nitrito de Potasio (KNO») en el rango de 10-0.156

nmoles /mL. La absorbancia se midié a 540 nm.

* Determinacion de la enzima glutation (GSH)

Para determinar la concentraciéon del GSH, las muestras primero se desproteinizaron, ya
que las proteinas intervienen con la cuantificacion del GSH. Tomando 1 mg de proteina del
homogeneizado del rifion se le anadieron 100 pL de KH>,PO40.05 M pH 7.35, mas 100 pL de
tungstato de sodio al 5% y se agregd 100 pL de acido sulfurico (H2SO4) 0.33 M, se homogeneiz6
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en el vortex y se centrifugd durante 5 minutos a 5000 rpm. Después de la centrifugacion se traspasé
el sobrenadante y se agregaron 700 pL. de KH>PO4mas 100 puL de reactivo de Ellman (5,5 Ditiobis
2-4cido nitrobenzoico) 10M. La mezcla fue incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos y
la absorbancia se ley6 a 412 nM. La calibracion de la curva fue realizada con GSH de 5 a 25

umol/mg de proteina

* Evaluacion de la capacidad antioxidante del sistema no enzimdtico (FRAP)

Consiste en la reaccion de los antioxidantes presentes en la muestra y el cloruro de hiero
(Fe III) en un medio 4cido, formando ion ferroso (Fe II), el cual se une al 2,4,6,-Tris2-pyridil-s-
triazine (TPTZ) para generar un compuesto de color azul . A 1mg de proteina del homogeneizado
de rifion de cada muestra, se le agregd 1.5 mL de mezcla de reaccion; que consistié en 300 mM de
amortiguador de acetatos pH 3.6, 20 mM de hexadidrato de cloruro férrico (FeCl3), 10 mM de
TPTZ en HCI en una proporcion de 10:2:1 v/v respectivamente; se mezclo en el vortex durante 5
segundos y se incubo a 37°C por 15 minutos en la oscuridad, posteriormente se centrifugd a 5000
rpm. La absorbancia se midi6 a 593 nm en el espectrofotometro (UNICO UV 2100). La curva de

calibracion se obtuvo con trolox a una concentracion final en nM.

* Determinacion de Vitamina C (VitC)

Se tom6 1 mg de proteina del homogeneizado de rifiéon y se agregaron 400 pL de 4cido
tricloroacético al 10%, esta mezcla se homogeneizd en el vortex durante un minuto y después se
colocoé en hielo, este proceso se repitio por un lapso de 5 minutos, posteriormente se centrifugod 5
minutos a 5000 rpm. Se recuper6 el sobrenadante y se le agregd 200 pL del reactivo de Folly
(compuesto por fenol reactivo y agua destilada en proporcion 1:1). Se incubd a temperatura

ambiente durante 15 minutos y se leyd mediante espectrofotometria a 760 nm.

* Determinacion de enzimas antioxidantes: Catalasa, SOD extracelular y peroxidasas
Se realiz6 la separacion de las enzimas catalasa, SOD y peroxidasas mediante geles nativos
de poliacrilamida para evaluar la actividad de las mismas, mediante la técnica descrita por Laemnli
(1979)”. El gen concentrador al 4% se prepar6 con 3.036 mL de agua desionizada y destilada,
1.250 mL de amortiguador pH 6.8, 0.664 mL de solucion de acrilamida/bis-acrilamida 30%, 100
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uL de persulfato de amonio y 10 uL. de N,N,N’,N’-tetrametiletiletilendiamina (TEMED). El gel
resolvedor al 8% se elaboré con 4.730 mL de agua desionizada y destilada, 2.500 mL de
amortiguador pH 8.9, 2.730 mL de solucion de acrilamida/bis-acrilamida 30%, 100 pL de
persulfato de amonio y 10 uLL TEMED. Los geles se cargaron con 20 pL de amortiguador de
muestra de gel nativo, 13 pL de catalasa bovina a una concentracion de 100 ng como estandar mas
el equivalente de 1 mg de proteina del homogeneizado de rifién, para la actividad de SOD se tomo
25 uL de SOD bovino a una concentracion de 1 pg como estandar y el equivalente a un Img de
proteinas de homogeneizado de rifion, mientras que para la actividad de las peroxidasas se cargaron
10 pL de amortiguador de muestra de gel nativo, 45 pL de peroxidasa a una concentracion de 229.5
pug como estandar mas el equivalente a 1 mg de proteina del homogeneizado de rifion. La
electroforesis se corrid en un amortiguador de tris-glicina pH 8.3 a 100 voltios.

Al término de la electroforesis y para determinar la actividad de la catalasa, se dejo incubar
con H20> al 30% durante 20 minutos posteriormente con una mezcla de ferricianuro de potasio
(K3Fe(CN)e) al 1% y cloruro férrico (FeCl36H>0) al 1% durante 10 minutos en la oscuridad.
Finalmente, el gel se lavo tres veces con agua’?

Para observar la actividad de la SOD, el gel se lavo tres veces con agua destilada durante
5 minutos, para después incubarse con 2.45 mM de nitroazul de tetrazolio (NBT) por 20 minutos,
se decantd la solucion de NBT y se incubd en una solucion de EDTA 28 uM, riboflavina 0.028
uM, amortiguador de fosfatos 36 mM pH 7.8 durante 20 minutos, posteriormente fue expuesto a
una lampara de luz UV durante 3 minutos, se realizaron tres lavados y se dejo incubando con agua
destilada durante 48 horas’.

Para determinar la actividad de las peroxidasas el gel se lavo con agua destilada tres veces
durante 5 minutos y se reveld de acuerdo a la modificacion del método de Abrams y Webster®”
incubando con una mezcla de 0.003mg/mL 3,3",5,5 -tetrametilbenzidina disuelta en una solucion
de etanol:acido acético: agua (1:1:1 v/v) con H>O: durante 10 minutos en la oscuridad. Los geles
fueron analizados por densitometria con el analizador de imagenes Kodak Image 3.5 y los calculos

para estimar la actividad enzimatica se realizaron de acuerdo a lo descrito por Chen®!.

* Actividad de la glutation peroxidasa
La actividad de la enzima GPx se determin6 indirectamente por la cantidad de NADPH

oxidado, esta reaccion requiere de GSH cuya disponibilidad a su vez depende de la actividad de la
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GR, la ausencia del NADPH se monitorea mediante el uso de espectrofotometria. Para medir la
actividad de la GPx, se utilizo el equivalente a 1 mg de proteina de cada muestra suspendidos en
2.4 mL de amortiguador de fosfatos (KH2PO4) 50 mM (pH 7.0), adicionado con NADPH 0.2 mM,
GSH 1 mM y GR 1 UI/mL. La mezcla se leyd en un espectrofotometro (UNICO UV 2100) a 340
nM y se dejo estabilizar durante 1 minuto a 37°C, después de ese tiempo se adiciono el H>O; y se

ley6 inmediatamente en un intervalo de 7 minutos®?.

* Actividad de la glutation reductasa
Para evaluar la actividad de la GR se utilizaron 2400 mL de KH,PO40.1 mM con 0.5 mM
de EDTA pH 7.4, 300 uL. de NADPH 0.1 mM y se le agregd el equivalente a 1 mg de proteina del
homogeneizado de riidén. Se incubd y monitoreo la actividad de la enzima durante 7 minutos a

37°Cy la absorbancia se leyo a 340 nm. La actividad de la GR se expresa en U/min/mg de proteina.

* Actividad de la glutation -S- tranferasa
Para evaluar la actividad de la GST se utilizaron 2400 mL de KH2PO4 (0.1M, pH 6.5) més
300 uL de GSH 0.1 mM y 300 pL 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB) 0.1 mM, posteriormente se
le afadieron el equivalente a 1 mg de proteina del homogeneizado del rifion. La muestra se incub6
y monitored a 340 nm durante 7 minutos a 37°C. Los valores de la GST se expresan en U/min/mg.
Una unidad de actividad de GST se expresa en umol de conjugado de GS-DNB formado/min/mg

de proteina.

Cuantificacion de la funcion renal

La sangre se obtuvo directamente de la aorta previo a la realizacion de la técnica de rindn

aislado y perfundido, se centrifugd a 3,000 rpm durante 20 minutos a 4°C y se obtuvo el suero, en
este se determind los niveles de creatinina sérica y junto con lo niveles de creatinina urinaria y con
el volumen recolectado de orina de 24 horas se calcul6 la depuracion de creatinina utilizando la
siguiente formula:

(Crea_urinaria / Crea_sérica (Volumen orina)) / 1440 minutos
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Ademas, en el suero se determiné la quimica sanguinea de colesterol, triglicéridos, glucosa,
insulina, indice HOMA (Insulina_basal X Glucosa_basal)/22.5) y los niveles de leptina, la proteinuria

de determin6 usando el reactivo verde bromocresol.

Morfologia renal

Una fraccion del rifién se proceso bajo las técnicas convencionales de histologia y se tifio
con tricromica de Masson y metenamina de Jones. El andlisis de la morfologia se evalué mediante
un microscopio Carl Zeiss acoplado con una cdmara digital de 9 megapixeles y analizadas por

densitofotometria mediante el programa Sigma Scan pro5.

Analisis estadistico

El analisis se realiz6 con el programa Sigma Plot 14 y se obtuvo la media de los datos con
su desviacion estandar. La significancia estadistica se determind mediante la prueba ANOVA de
una via y con la prueba de Pos hoc de Tukey tomando una significancia de p < 0.5. Los resultados

se expresan como la media + el error estandar.
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RESULTADOS:

Caracteristicas generales, bioquimica sanguinea y marcadores renales

Cuadro 1: Indicadores bioquimicos y metabdlicos (En rojo se marcan las diferencias significativas entre

Presion Glucosa  Colesterol TAG Insulina Leptina

Grupo Peso (gr) HOMA

(mmHg)  (mg/dL)  (mg/dL)  (mg/dL) (ng/mL) (ng/mL)
Sl 4149+252 117.9+42 119.6+27.1 46.1+6.0 52.5+13.1 53+14 2005 19+05
S\ 569.6 + 122.5¢ 141.4 +6.0¢ 178.7+102.6 51.5+5.0 139.5+72.6¢ 17.6 £3.5¢ 9.9 £5.1¢ 13.5+7.8¢
SVESSR 418.8 £21.6¢ 131.4 4.0+ 1285+21.7 51.2+2.3 74.1+16.7+ 11.6+3.2+ 4.2+ 0.8% 3.6+ 0.8¢

O sRIE 313.0 £25.9¢ 1154+6.0 113.0+158 453+7.0 46.7+13.7 5.0+32 1.6+04 3.0=+0.5¢

C, SM+HSL vs. SM: *p < 0.05, *p < 0.01, ¢p < 0.001. (n=8), resultados expresados en media + error estdindar
Abreviaturas: TAG=Triacilglicéridos, HOMA=Indicador de resistencia a la insulina, SM=Sindrome Metabdlico,
HSL=Hibiscus Sabdariffa Linaleus, C+HSL=Hibiscus Sabdariffa Linaleus control.

los grupos).

En el cuadro 1 se muestran las caracteristicas fisiologicas generales y los valores de
bioquimica sanguinea obtenidos de los animales experimentales. Las ratas con SM presentaron
diferencias significativas en el peso (p <0.001), presion arterial sistolica (p <0.001),
hipertrigliceridemia (p <0.001), hiperinsulinemia (p <0.001), aumento del indice HOMA (p
<0.001) e hiperleptinemia (p <0.001) al compararse con el grupo control. Por su parte, en las ratas
con SM més el tratamiento de HSL comparadas con las ratas con SM presentaron disminucion
significativa de la ganancia de peso (p <0.001), presion arterial (p <0.01), asi como de los niveles
de triglicéridos (p <0.01), insulina (p <0.01), indice HOMA (p <0.05) y de leptina en sangre (p
<0.001). Para el grupo control mas HSL, se observo diferencia significativa en el peso (p <0.001)
y aumento en los valores de leptina (p <0.001) comparadas con el grupo control. Los valores de

glucosa y colesterol no mostraron diferencias significativas en ninguno de los grupos.
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Cuadro 2: Indicadores de funcion renal (En rojo se marcan las diferencias significativas entre los grupos)

Pesoriion  Agua Orina CrS CrU  Depuracion Albuminuria

Grupo

(g (mL/24h) (mL/24h) (mg/dL) (mg/dL) (mL/min)  mg/mL
& 119005 13.75+35 13.6+71  0.4+007 108+31 25+10 3234166
590 1.29+0.1 (3812 +22.0%(24.0 +11.9%|0.70 £ 0.07+| 3.9+1.0¢ | 1.4+04+ | 73.6%16.6¢
SULEE 127401 35.00+14.4 | 27.0+9.4 |0.38+0.06* 6.7+3.3* | 27+1.6* | 43.1+22.6

(00188 1.11+0.2 | 23.12+9.2* | 23.0+18.0 | 0.38+0.03 | 12.2+6.7 | 2.6+2.3 449 +19.3

C, SM+HSL vs. SM: *p < 0.05, *p < 0.01, ép < 0.001. (n=8), resultados expresados en media + error estdndar

Abreviaturas: CrS=Creatinina sérica, CrU= Creatinina urinaria, SM=Sindrome Metabélico, HSL=Hibiscus
Sabdariffa Linaleus, C+HSL=Hibisbus Sabdariffa Linaleus control

En el cuadro 2 se describen los marcadores de funcion renal. Las ratas con SM mostraron
deterioro de la funcidn renal al presentar aumento significativo de la creatinina sérica (p <0.01),
menor creatinina en la orina (p <0.001) menor depuracién (p <0.01), asi como diferencia
significativa (p <0.001) en la albuminuria en comparacion con el grupo control. Ademas, las ratas
con SM mostraron aumento en la cantidad de orina (p <0.01) asi como mayor consumo de agua (p
<0.01) comparadas con el grupo control. Por su parte, en las ratas del grupo SM+HSL al
compararse con las ratas con SM, presentaron aumento en la tasa filtracion glomerular al depurar
mayor cantidad de creatinina (p <0.01) mostrando como resultado menor cantidad de creatinina
en el suero (p <0.01) junto con aumento de la liberacion de creatinina en la orina (p <0.01) asi
como reduccion en la cantidad de albuminuria (p <0.01). Las ratas del grupo 4 unicamente

mostraron un ligero aumento del consumo de agua (p <0.01) comparadas con el grupo control.
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Histologia renal
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Figura 5: Cortes histologicos representativo de un glomérulo en cada uno de los grupos experimentales.
Técnica de Masson (40x). Abreviaturas: A=Control, B=SM, C=SM+HSL, D=C+HSL. HG: Hilio
glomerular, AC: Asas capilares, EU: Espacio urinario, TP: Tubulo proximal, MP: Material proteinaceo.

La figura 5 muestra los cortes histologicos representativos de un glomérulo de cada uno de
los grupos de las ratas experimentales. En las que las ratas con SM presentaron retraccion del lecho
vascular, fibrosis, detritus celular e incremento del espacio urinario, que el los grupos restantes no
se observan estas mismas caracteristicas celulares. En la grafica 1 muestra el tamafio promedio del
lecho vascular de cada uno de los grupos y se observa que las ratas con SM presentaron diminucion
significativa del tamafio del glomérulo en comparacion con el grupo control (p <0.05). Las ratas
con SM+HSL presentaron aumento en el tamafio del glomérulo a diferencia del grupo con SM (p
<0.01). Los glomérulos del grupo 4 no mostraron diferencia significativa al compararse con el

grupo control.
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Grafica 1: Representacion del area del lecho vascular renal en cada uno de los grupos
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Grifica 2: Valores de la A de la presion de perfusion en el rifion ejercida por vasocontrictores (NE),
vasodilatadores (Ach) y el H202 sobre la resistencia vascular renal. (n=8), resultados expresados en

media zerror estandar*C vs SM (p < 0.05), **SM vs SM+HSL (p < 0.05), "C vs HSL (p < 0.05)

La gréfica 2 muestra los cambios de la A de la presion de perfusion en el rifion la cudl se
incremento significativamente (p <0.05) al perfundir 20 pM de NE en el rifidn de las ratas con SM
en comparacion con las ratas control (116.8 +49.1 mmHg vs. 45.7 + 33.3 mmHg). El tratamiento

con HSL en las ratas con SM+HSL mostr6 reduccion significativa (p <0.05) de la A de la presion
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de perfusion al administrar NE (20 pM) comparado con las ratas con SM (63.2 + 20.2 mmHg vs.
116.8 +49.1 mmHg). En el caso del grupo de las ratas control+HSL, al administrar 20 uM NE no
mostraron disminucion significativa en la A de la presion de perfusion comparada con las ratas
control (18.2 + 10.1 mmHg vs.45.7 + 33.3 mmHg). Al perfundir 20uM de NE y 20uM de Ach, en
las ratas control la A de la presion de perfusion disminuy6 en un 11% aunque la variacioén no fue
significativa. La A de la presion de perfusion decrecio en el rindn de las ratas con SM (26%) en
comparacion con la presentada unicamente con NE, con diferencia significativa (p <0.05). Al
inhibir la vasoconstriccion con Ach en el rifién de las ratas control y con SM, la A de la presion de
perfusion fue significativamente mayor que la presentada en las ratas control (p <0.05) al mostrar
la A de la presion de perfusion de 40.6 £22.8 mmHg vs 86.6 + 44.4 mmHg, respectivamente. Por
su parte, en las ratas con SM+HSL los valores obtenidos al agregar Ach mostré disminucién en la
A de la presion de perfusion de hasta un 36% al compararse inicamente con NE (p <0.05) ademas,
mostr6 disminucion de la A de la presion de perfusion al compararse con las ratas con SM (40.4 +
22.8 mmHg vs. 86.6 + 44.5 mmHg), con diferencia significativa (p <0.05). Al perfundir H>O> mas
NE, se observo en el grupo control disminucion de la A de la presion de perfusion en 52% al
compararse con NE (p <0.05) sin presentar diferencia significativa. Sin embargo, en el grupo de
SM se presentd disminucion significativa de la A de la presion de perfusion de hasta 63% al
compararse con la vasoconstriccion presentada inicamente con NE (p <0.05). Cuando se compar6

¢éste mismo efecto del H,O» en cada uno de los grupos experimentales se observo que en las ratas

con SM la A de la presion de perfusion fue mayor que en las ratas control (43.7 £ 14.6 mmHg vs.

21.7 + 17.2 mmHg) presentando diferencia significativa (p <0.05). Por otro lado, en el grupo

SM+HSL presentd disminucion en la A de la presion de perfusion en 73% comparado con el mismo
grupo pero al perfundir inicamente con NE (p <0.05) también mostr6é disminucién significativa
en la A de la presion de perfusion (p <0.05) al administrar NE+H>O» y compararse con las ratas

con SM (17.1 £7.2 mmHg vs. 43.7 + 14.6 mmHg).
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Enzimas antioxidantes
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Grifica 3y 4: Actividad de la enzima SOD_Mn (A) y de la enzima SOD_Cu/Zn (B) representada en gel de
acrilamida (n=8) por mg de proteina en homogeneizado de rifion. Resultados expresados en media + error estandar.
Abreviaturas C=Control, SM=Sindrome metaboélico, HSL=Hibiscus Sabdariffa Linnaaeus.

Las gréficas 3 y 4 muestran la actividad de las isoformas de SOD. En el panel A se presenta
la actividad de la SODwi en el homogeneizado de rifidn de los grupos experimentales, en las ratas
con SM se observo disminucion de la actividad de SODwmna en comparacion con el grupo control (p
<0.05) pero en las ratas con SM+HSL, se incremento la actividad de la SODw, significativamente
en comparacion con la de las ratas con SM (p <0.05). En el grupo de las ratas control+HSL no
mostrd diferencia significativa. Por su parte, la expresion de SODcuyzn no mostré cambios
significativos en el grupo de las ratas control comparada con las ratas con SM, pero la actividad
de SODcuwza se incrementd significativamente entre las ratas en comparacion con el grupo
SM+HSL vy las ratas con SM (p <0.08). Las ratas control+ HSL no mostraron cambios relevantes

en comparacion con las ratas control.
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Grafica 5: Actividad de la enzima Catalasa en homogeneizado de rifidn representado en gel de acrilamida (n=8),
resultados expresados en media + error estandar.Abreviaturas: C=Control SM=Sindrome metabdlico, HSL=Hibiscus
Sabdariffa Linnaaeus.

En la grafica 5 se muestra la actividad de la enzima catalasa que no mostr6 diferencias
significativas en ninguno de los grupos experimentales.

Por su parte, la actividad de las peroxidasas (grafica 6) no mostrdé cambios significativos
en las ratas con SM contra las ratas control, pero en las ratas con SM+HSL mostr6 incremento
significativo (p <0.008) comparadas con las ratas con SM. Sin embargo, la expresion de la GPx
disminuy¢ significativamente (p <0.01) en las ratas con SM en comparacion con las ratas control
y se increment6 significativamente (p <0.05) en las ratas con SM+HSL, comparadas con las ratas

SM. En el grupo de las ratas del grupo 4 no se encontraron diferencias significativas.

Grifica 6: Actividad de la GPx/minuto en homogeneizado de rifidn representado en gel de acrilamida. (n=8),
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resultados expresados en media + error estindar. Abreviaturas: GPx=Glutation Peroxidasa, C=Control
SM=Sindrome metabolico, HSL=Hibiscus Sabdariffa Linnaaeus.
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La actividad de la enzima GR se muestra en la grafica 7, fue significativamente mayor en
las ratas con SM (p <0.02) comparadas con las ratas control. En las ratas con SM+HSL se present6
disminucion significativa (p <0.01) en la actividad de la enzima al compararse con las ratas con

SM. No hubo diferencias significativas con el grupo HSL control.
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Grifica 7: Actividad de la enzima Glutation Reductasa del homogeneizado de riiidn representado por
espectofotometria. (n=8), resultados expresados en media = error estandar.Abreviaturas: GR=Glutatiéon Reductasa,
C=Control SM=Sindrome metaboélico, HSL=Hibiscus Sabdariffa Linnaaeus.

La actividad de la GST (grafica 8) fue significativamente menor (p <0.05) en las ratas con
SM comparadas con las ratas control. Sin embargo, mostr6 una tendencia a incrementarse, pero

sin alcanzar diferencia significativa en las ratas con el tratamiento de SM+HSL al igual que las

ratas con control+HSL.
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Grifica 8: Actividad de la enzima GST en homogeneizado de rifién en los grupos experimentales (n=8), resultados
expresados en media £ error estandar.Abreviaturas: GST=Glutation -S-transferasa, C= Control SM= Sindrome
metabolico, HSL= Hibiscus Sabdariffa Linnaaeus.

35



Marcadores de estrés oxidante

Cuadro 3: Indicadores de EO en el homogeneizado de rindn (En rojo

significativas entre los grupos).

|8 {0

Grupo \/MDA)

Carbonilacién NO;/NO;-

(ng/carbonilos)

(nM)

GSH
(nM)

S€ marcan

TAC

(nM/Trolox)

las diferencias

VitC
((ThY%)

Control EUcCEL Y- 0.07 +£0.01 0.09+£0.01 | 0.0015 +0.0004 0.6 +0.05  0.020 + 0.006
0.54+0.1* | 0.11£0.02* | 0.06+0.03 | 0.0009 +0.0004 | 0.5+0.03 0.016 + 0.003

Sbasiil | 048 +£0.2° 1 0.09+0.03 | 0.10+0.01+ | 0.0013 + 0.0002* | 0.6 +0.03  0.018 + 0.002
029+0.2  0.09+0.02* | 0.10£0.01 0.0014 £ 0.0005 | 0.6+ 0.06 0.021 + 0.004

C, SM+HSL vs. SM: *p < 0.05, *p < 0.01, ¢p < 0.001. (n=8), resultados expresados en media + error estdndar.
Abreviaturas: LPO=Lipoperoxidacién, NOs/NO,=Nitratos/Nitritos, GSH=Glutation, TAC, por sus
siglas en inglés=Capacidad antioxidante total, VitC=Vitamina C, HSL=Hibiscus Sabdariffa Linaleus,
C+HSL= Hibiscus Sabdariffa Linaleus control

Los indicadores de EO en el homogeneizado de rifion mostraron aumento significativo en
la LPO (p <0.05), carbonilacién (p <0.01) y disminucion en la concentracion de GSH (p <0.01) en
el grupo de las ratas con SM respectivamente, comparados con el grupo control. Por otro lado, los
indicadores de LPO (p <0.05, ) y de GSH (p <0.05, ) en el grupos con SM+HSL mostraron
diferencias significativas comparados con el grupo de SM y a pesar de que no se observo diferencia
significativa en los niveles de carbonilacion, se aprecia tendencia en la disminucion en los valores.
Los valores de NO3;/NO; disminuyeron significativamente en las ratas tratadas con SM+HSL
comparada con las ratas con SM. Los valores de FRAP y Vitamina C no mostraron diferencias

significativas en ninguno de los grupos (Cuadro 3).
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DISCUSION

El SM conforma la suma de alteraciones patologicas como, hipertension, dislipidemias RI.
Sin embargo, la etiologia principal es el sedentarismo y una mala alimentaciéon que resulta en
obesidad. El SM ha llevado a cobrar la vida de miles de personas cada afio en todo el mundo, por
lo que la busqueda de nuevos tratamientos alternativos y accesibles es de gran interés para la
investigacion aplicada y clinica. Como parte del proceso fisiopatologico del SM, el EO participa
tanto en el dafio celular como en las alteraciones hemodindmicas que a largo plazo llegan a afectar
la funcion renal y con esto, la complicacion de la enfermedad’. Se han realizado diversos estudios
para contrarrestar el dafio ocasionado por los radicales libres utilizando medicina tradicional, como
la infusion de HSL en la que se ha demostrado que disminuye el EO en higado y corazon de ratas
con SM’>7_ Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue en evaluar el efecto protector de la
infusion de HSL sobre el EO en el rifidén ocasionado por el consumo cronico de sacarosa en el
modelo en rata con SM. Los resultados de este estudio sugieren que el consumo de HSL al 2%
disminuye la hipertension, la dislipidemia y la RI, ademés de mejorar la hemodinamia renal al
presentar disminucion de la A de la presion perfusion que resulta en el aumento de la filtracion

glomerular. Ademas, la infusion de HSL mostré disminucion del EO en el rifion.

Caracteristicas fisioldgicas

De acuerdo a nuestros resultados, el grupo con SM presentaron aumento de peso,
hipertrigliceridemia e hipertension en el cual en un estudio similar de Bafios et al. (1997) y Pérez-
Torres et al (2019) en ratas con SM desarrollaron las mismas caracteristicas’®’?. Por su parte, las
ratas del grupo SM+HSL al 2% presentaron disminucion de peso y menores niveles de TAG a
comparacion con las ratas SM. Este efecto puede atribuirse a los polifenoles, flavonoides y a la
curcumina de la HSL ya que se ha reportado qué poseen efectos hipolipidémicos que en el caso de
los polifenoles y flavonoides inhiben la acumulacion de grasa al disminuir los oxisteroles en el
metabolismo de los 4cidos biliares, bloquean la acumulacion de los lipidos en el higado y aumentan
la excrecion de 4cido palmitico en las heces®84. Zaifiiga-Mufioz et al. (2013) report6 que la pérdida
de la grasa intra-abdominal y los niveles de TAG, se debe a la disminucién de la lipogenesis debido
al +/- hidroxicitrato (+/- HCA) que al trasformarse en -/- HCA inhibe la enzima extramitocondrial

ATP-citrato-liasa que cataliza la ruptura de citrato para obtener oxaloacetato y acetil-CoA, paso
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importante para la sintesis de grasas; asi como también inhibe la formacion de malonil-CoA que
estimula la actividad de la carnitina transferasa que disminuye la lipogénesis y aumenta la
oxidacion de los lipidos y/o de la glucogenogénesis’.

Por otro lado, a pesar de que los niveles de glucosa permanecieron sin cambios en todos
los grupos, la hiperinsulinemia y el indice HOMA fueron mas altos en las ratas con SM en
comparacion con las del grupo control, pero al administrar HSL al 2% se observo que estos valores
fueron menores a comparacion de las ratas con SM, en las que este efecto puede deberse a la
presencia de cianidina 3 glucosido que es capaz de disminuir la expresion de adipocitocinas

proinflamatorias (MCP1 y TNFQ) y esto permite la expresion del transportador GLUT4 en el tejido

adiposo que facilita el transporte de glucosa al interior de los adipocitos y en el musculo
esquelético®®,®7.

La leptina es una adipocitocina involucrada en el gasto energético, en la inflamacion, en el
metabolismo de la glucosa y de los lipidos. En este estudio los resultados mostraron que las ratas
con SM presentaron hiperleptinemia a comparacion del grupo control. Se ha reportado que niveles
aumentados de leptina en suero tienen relacion positiva con el SM y con aumento en el indice
HOMA que se relaciona directamente con el aumento en la acumulacion del tejido graso®.
Cuando se administré HSL al 2% se observo disminucion de los valores de leptina lo que sugiere
que la HSL tiene efecto directo en el tejido adiposo al inhibir la acumulacion de lipidos
citoplasmicos y en la diferenciacion de los preadipocitos®®”. Por su parte, Diez-Echave ef al.
(2020) demostraron que al administrar entre 10 y 25 mg/kg/dia de extracto de HSL a ratones
durante 6 semanas, se reducian los niveles de ARNm de la leptina en la grasa, Joven et al. (2014)
, por su parte reportaron que al administrar 125 mg/kg/dia durante 4 semanas en pacientes con SM
disminuyo los niveles de leptina y aument6 los niveles de adiponectina, hormona que participa en
el metabolismo de la glucosa y de los 4cidos grasos®>*’. Al inhibir los niveles de leptina, sugiere
que el extracto de HSL puede ser efectivo para reducir el proceso inflamatorio relacionado con la
obesidad®!

Las ratas con SM presentaron incremento en la presion arterial sistdlica, se ha descrito que
debido a la obesidad hay liberacion de las adipocitoquinas que activan el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAA), que conduce a mayor absorcion de sodio renal y menor
disponibilidad del ON lo que altera la vasodilatacion dependiente del endotelio induciendo el

5,17,70

incremento de la presion sanguinea El tratamiento con HSL presenta efectos
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antihipertensivos que se han atribuido a las antocianinas (delfinidina-3-0-sambubidsidos y
cianidina-3-0-sambubidsido) a través de dos mecanismos: el primero debido a la inhibicion del
efecto diurético similar a la aldosterona al incrementar la eliminaciéon de agua y natriuresis y el
segundo ocasionado por la estimulacion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)’>"”. Por
otro lado, Riaz et al. (2018) recopilan dos mecanismos adicionales: uno a través de la activacion
de la via relajante del ON/GMPc derivado del endotelio qué implica la disminucion del flujo de
iones de Ca?* en las células del musculo liso vasculary el otro debido a la estimulacion del efecto
relajante dependiente del endotelio mediante la activacion de la lipido quinasa que conduce a la
fosforilacion de la eNOS®2. Joven ef al. (2014) ademas informaron que los polifenoles pueden
inducir en vias celulares endoteliales, respuestas favorables y que, junto con la actividad
antioxidante y antiinflamatoria, son los mecanismos mas importantes de la HSL en comparacion

con la diuresis y la inhibicion de la ECA®.

Efecto de la HSL al 2% sobre la funcion renal

Las ratas con SM mostraron deterioro de la funcidn renal al presentar mayores niveles de
creatinina en sangre y menor depuracion de creatinina en orina, ademas se observo albuminuria a
diferencia del grupo control. De acuerdo a diversos reportes, las caracteristicas patologicas del SM
como la acumulacion de tejido graso y la activacion del sistema RAA son las principales causas
de deterioro renal, que resulta en mayor presion intraglomerular, alteracion de la tasa de filtracion
que conlleva a la disminucion de la depuracion de creatinina, el aumento de creatinina en sangre
y el paso hacia la orina de sustancias de alto peso molecular como la albamina®®. De acuerdo con
Pérez-Torres et al. (2009) la administracion de sacarosa al 30% en ratas con SM desarrollan
proteinuria, disminucion de la permeabilidad glomerular y glomeruloesclerosis®®. En las ratas del
grupo con SM+HSL al 2% se observo mejora en la funcidn renal al presentar menor concentracion
en los niveles de creatinina en sangre y aumento en la depuracion de creatinina y menores niveles
de albuminuria a diferencia del grupo con SM.
Se ha reportado que cuando se induce dano renal con doxorrubicina (quimioterapéutico
nefrotoxico) o con adenina (sustancia nefrotoxica) y se administra entre 500 y 700 mg/kg®? o
50mg/kg de HSL®® respectivamente, se observa disminucion en los niveles de creatinina en sangre,
mayor depuracion de creatinina y disminucion de proteinas en la orina ocasionado por la presencia

de antioxidantes de la HSL. Las antocianinas incrementan la tasa de filtracién glomerular al inhibir
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la produccién de angiotensina Il'y por los efectos vasodilatadores de quercetina y el eugenol de la
HSL qué incrementan el flujo renal mejorando el funcionamiento glomerular debido a la liberacion
de ON#%, De la misma manera, la HSL inhibe la albuminuria y aumenta la depuracion de

creatinina causada por nefropatias en ratas obesas y diabéticas®®"7.

* Histopatologia renal

Nuestros resultados mostraron que las ratas con SM tuvieron alteraciones histologicas
como la retraccion del lecho vascular y el incremento del espacio urinario, que de acuerdo a Yang
et al. (2013) describieron en un modelo en ratas con diabetes tipo 2 que los rifiones presentan ligera
hipertrofia glomerular, congestion vascular, acumulacion de colageno y fibrosis®’. Por su parte,
Khattab et al. (2016) reportaron que las ratas con nefropatia inducida con doxorrubicina presentan
vacuolizaciéon de tubulos renales, congestion glomerular, hipertrofia, edema perivascular,
dilatacion quistica y material eosinofilico en los tubulos, asi como escasa presencia de proteinas
en el espacio de Bowman®3. Por su parte, Perez-Torres et al. (2009) en un modelo en rata con SM,
reportaron que los cambios histopatoldgicos presentan zonas mesangiales con matriz aumentada e
hipercelularidad, asi como disminucion de la luz capilar y zonas de esclerosis®. A diferencia de
nuestros resultados, las ratas con SM no mostraron acumulacion de coldgeno, zonas de esclerosis
o infiltracion celular pero si se observo la pérdida de la estructura glomerular al colapsar el hilio
renal y al aumentar el espacio de Bowman, dilatacion de los capilares, ligera hipercelularidad,
presencia de material proteinaceo en el espacio glomerular, fibrosis y detritus celular. Trujillo J et
al. (2018) reportan que estas alteraciones conducen a la disminucién de la funcion renal en
pacientes con SM”%. En este estudio, el grupo SM+HSL mostré menores cambios histopatologicos
renales en comparacion con las ratas del grupo con SM.
Chou et al., (2016) reportaron que en ratones con inflamacion renal inducida con lipopolisacéridos,
al administrar HSL en el agua de bebida se reducen las variaciones histologicas como la
inflamacion tubular®. Por otro lado, Badreldin et al. (2016), reportaron que al administrar extracto
de los calices de HSL al 5 y 10% en ratas con dafio renal cronico inducidas con adenina, reducian

los cambios histologicos como inflamacion y/o fibrosis®®.
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* Resistencia vascular renal

Los resultados obtenidos en el rifidn aislado y perfundido mostraron que la NE en las ratas
con SM aumenta la A de la presion de perfusion en comparacion con el grupo control, esto podria
deberse por la pérdida de la estructura morfologica del riion que conlleva a que se pierda el
equilibrio vasoconstrictor y vasodilatador en la arteriola aferente lo que provoca mayor presion
intraglomerular®. Se ha reportado que el efecto de la Ne sobre la funcion renal es a través de los
receptores alfa 2-adrenérgicos al regular el paso del Ca?" intracelular por medio del AMPc, que
provoca la contraccion del musculo liso de las arterias aferentes y eferentes que conllevan a la
disminucion del calibre de los vasos sanguineos renales resultando en el aumento de la resistencia
vascular renal'>!1>:1699  Correia et al. (2000), mencionaron que la NE act@ia dentro de la médula
renal al inhibir los mecanismos antihipertensivos como la reduccion de la liberacion de renina, la
presion natriurética y al afectar la liberacion de una supuesta hormona depresora de la médula
renal'%. Sin embargo, cuando se perfundio en el grupo de las ratas con SM+HSL y control+HSL,
se observo que la A de la presion de perfusion era menor que la presentada en las ratas con SM y
en las ratas control respectivamente. Esto concuerda con los resultados de Rahma et al. (2018),
quienes reportaron que las ratas diabéticas tratadas con extracto de HSL, mostraron menor grado
de contraccion vascular cuando se perfundia NE en aortas aisladas a diferencia del grupo
control'®!, Por su parte, Pérez-Torres et al, (2019) informaron que el extracto de HSL en corazones
aislados modula los efectos inotropicos negativos a través de la accidon antagonista sobre el
receptor adrenérgico By que el efecto de la HSL disminuye el dafio ocasionado en el endotelio
vascular y que esta asociado con la disminucion de la presion arterial’.

De acuerdo con los resultados del presente estudio, cuando se administr6 Ne+Ach, se
observ disminucion de la A de la presion de perfusion en cada uno de los grupos, a pesar de que
en el grupo con SM disminuy6 en un 26% comparada con la presentada inicamente con Ne. Dow
et al (2016), reportaron que, en personas con SM sin presencia de obesidad, cuando se administra
Ach, esta provoca disfuncion vasodilatadora endotelial similar a las personas unicamente con
obesidad, indicando que el SM est4 asociado directamente con la diminucion de la vasodilatacion
dependiente del endotelio lo que impide la regulacion del tono vascular debido al dafio endotelial
ocasionado por la propia enfermedad!®?. Nuestros datos comprueban el dafio endotelial presentado

en las ratas con SM y que a pesar de la administracién con Ach, no logra atenuar la A de la presion
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de perfusion en los rifiones a valores fisioldgicos. Sin embargo, a las ratas con SM+HSL, cuando
se les administré Ne + Ach disminuyd hasta en un 36% comparada Ginicamente con NE, asi como
también hay menor A de la presion de perfusion cuando se compard con el grupo de ratas con SM.
Estos datos nos indica la participacion de la HSL como regulador de la A de la presion de perfusion
diminuyendo la resistencia vascular renal como lo reporta Gholamnezhad et al. (2018) en la que
indican que la HSL posee efectos antihipertensivos mediados por mecanismos similares a los de
la Ach, asi como efectos vasorrelajantes directos!®. Asi mismo, se han descrito los mecanismos
en los que la HSL actia como antihipertensivo a través de la inhibicion de la enzima convertidora
de angiotensina, como efecto diurético, a través del ON, por disminucion del flujo de Ca®" en el
musculo liso vascular, por factores colinérgicos y/o histaminérgicos, por reduccion de la distancia
de difusion entre capilares y miocitos, asi como por la formacion de nuevos vasos sanguineos!'®.
Al perfundir el Ne+H>O; se observo disminucion de la A de la presion de perfusion en el
grupo control, al compararse con Ne+Ach y en los grupos SM y SM+HSL tanto con Ne como con
Ne+Ach, indicando que el H2Ox posee efectos vasodilatadores inclusive mejores que la Ach. Se ha
mencionado que el H>O; actia como vasoconstrictor en arterias de menor calibre para regular la
presion sanguinea!®, desempefia un papel fundamental como vasodilatador de arteriolas de
submucosas!® o incluso como vasoconstrictor y vasodilatador al regular la presion sanguinea en

el musculo esquelético ya sea en condiciones fisiologicas y patologicas!'?’

, por lo tanto, su efecto
dependera del lecho vascular o del vaso sanguineo sobre el que esté actuando. Park et al. (2015)
reportaron por medio de la respuesta oxidativa en la S-glutationilacion en ratas, que el H>O» activa
los canales de potasio sensible a 4 aminopiridina lo que conlleva a que se cierren los canales de
Ca®" voltaje-dependientes produciendo hiperpolarizacion lo que provoca la relacion del musculo
liso arterial'®.

Adicionalmente, el efecto de la HSL, al administrar Ne+Ach, mostré disminucion de la A
de la presion de perfusion indicando que la HSL se relaciona con el aumento en la tasa de filtracion
glomerular y la liberacion de solutos a través de la orina, como lo indica Riaz ef al. (2018) en la
que reportan los efectos diuréticos ocasionados por las antocianinas que inhiben a la ECA
reduciendo los niveles de aldosterona y la reabsorcion de solutos en el rifion incrementando su
liberacion a través de la orina’?. Otro mecanismo diurético de la HSL es explicado por la liberacion
de ON que a su vez produce vasodilatacion renal mediante la liberacion de Ca?*, mediada por la

quercetina y eugenol presentes en el extracto de HSL!®.
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Proceso oxidante/antioxidante

En el presente estudio los resultados mostraron disminucion de las enzimas antioxidantes
SODwmn, SODcwzn, GPx, peroxidasas y la GST en el rifion de las ratas con SM, enzimas que estan
asociadas con la generacion de EO cuando hay disminucion en su actividad®?. A pesar de que
SODcuwzn no mostré diferencia significativa ambas enzimas, tanto SODwmn como SODcu/zn
presentaron disminucién en su actividad en las ratas con SM lo que pudiera estar relacionado con
la incapacidad de controlar las ERO como Oy Se debe de considerar que la SODwmn es la enzima
mas importante para la proteccion contra las ERO en el cuerpo humano?®. Estudios recientes (Liu
et al., 2020), han demostrado que la disminucién de la actividad de la SOD esta asociada con el
SM independientemente del envejecimiento celular, de los marcadores de el EO, asi como de los
factores de riesgo dietéticos, actuando incluso como un predictor de este sindrome!!?. A pesar de
esto, se observo también disminucion en los niveles de GSH en las ratas con SM siendo este el
principal protector antioxidante de la célula al detoxificar el OH, O2" H,O2 y LPO*2. Por su parte,
Baifios et al., (2005), reportaron que las ratas con SM hay reduccion o inactivacion de enzimas
antioxidantes como SOD, CAT y GPx en el plasma y en el corazon'!!. Nuestros resultados
muestran que las ratas con SM presentaron disminucion de la actividad de las peroxidasas y de la
GPx que de acuerdo a Samsam et al., (2014) la actividad de las peroxidasas se reduce de manera
significativa en personas con SM, asociandose con EO al no ser suficientes para oxidar al HxO»!!2.
Ademas, la GPx es un importante sistema de defensa no enzimadtico intracelular y extracelular
contra el Oy Se ha reportado que en personas con SM hay inhibicion en su actividad''®. Por otro
lado, los niveles de LPO se observaron aumentados en las ratas con SM lo que pudiera relacionarse
con la disminucion de la GPx, SOD, CAT ya que estas desempefian un papel importante para la
disminucion de la LPO?°. Ademas, la GST también participa al reducir los niveles de LOOH y 4-
HNE ocasionados por la LPO en procesos de EO*2. Los resultados muestran que la actividad de la
GST se encontr6 significativamente disminuida a diferencia de las ratas control. Perez-Torres et
al., (2019) reportd que la RI y la hiperinsulinemia pueden contribuir a la inhibicion de la GST
debido al EO generado y aumentar la LPO’S. Por su parte, la GR siendo la enzima que cataliza al
glutation oxidado (GSSG) a su forma reducida (GSH) usando al NADPH como fuente energética,
fue la unica enzima que se encontré aumentada, esto puede estar asociado con la disminucion del

GSH presentado en las ratas con SM al estimular a la enzima como un mecanismo compensatorio
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en su actividad y reducir los niveles de GSSH al intentar aumentar los niveles de GSH!!'*. Por otra
parte, el aumento en los niveles de carbonilacion en las ratas del grupo de SM sugiere mal
funcionamiento proteico resultado del dafio oxidante ocasionado por la enfermedad, ya que se ha
reportado que esto puede presentarse en caso de existir algin dafio renal®¢.

La administracion de HSL al 2% en ratas con SM mostr6é que la concentracion de NO3®
/NOz", metabolitos secundarios del ON, disminuy6 significativamente a diferencia de las ratas con
SM, lo cual sugiere que hay mayor produccion del ON endotelial (eNOS), lo que provoca
vasodilatacion, mejoramiento en la funcion endotelial y del tono muscular en los vasos sanguineos.
Lim et al., (2017) reportaron que los polifenoles presentes en la HSL activan la via PI3K en el
endotelio, siendo capaz de regular al ON mediante la fosforilacion del eNOS y al suprimir la
movilizacion del Ca?" intracelular, aumentando la vasorrelajacion endotelial!'>.

Se observd, ademas, el aumento en la actividad de la enzima antioxidante SODwn, y la
tendencia a aumentar de la enzima SODcuza, consideradas las primeras lineas de defensa contra
las ERO al reducir los niveles de O>™ asi como de mejorar la funcion renal en ratas con SM?°,
Pérez-Torres et al., (2019) y Zuniga-Muiioz ef al., (2013) reportaron que al presentar elevacion de
las isoformas de SOD por el tratamiento con HSL se mejora tanto la funcioén cardiaca como la
funcion hepatica respectivamente, ya que evita la produccion de ERO lo que aumenta la capacidad
antioxidante y disminuyen los efectos adversos que provocan la expresion de los factores de
transcripcion Bax, tBib y pJNK que ayudan a disminuir la apoptosis inducida por ERO’%”. Se ha
reportado que el acido protocatecuico presente en la HSL, posee gran actividad antioxidante al
proteger a las células del dafio citotoxico y genotoxico al atrapar a las ERO como al O>" y OH ya
que funciona como donador de moléculas de hidrogeno haciendo mas estable al O,%. Sin
embargo, al haber mayor actividad de las SOD, esto produce al aumento de H>O> lo que puede
conducir al incremento de las enzimas que lo detoxifican como la GPx.

Los resultados muestran que la actividad de esta enzima aumenté al administrar HSL a las
ratas con SM. Se reporta (Whitin et al, 2002) que la GPx es sintetizada y secretada
predominantemente en los tubulos renales al funcionar como enzima antioxidante extracelular para
ajustar la concentracion de ERO y después de un dafio oxidante en la circulacion sanguinea y
renal!!'%. No obstante, la actividad de las peroxidasas se vio también incrementada en nuestro grupo
experimental tratadas con HSL. Se reporta que las peroxidasas pueden reducir la produccién de

ERO por medio de una reaccion similar a la CAT’. Paramita ef al., 2020, han mencionado que los
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polifenoles, las antocianinas la cianidina y la delfinidina de la HSL, son inductores para la
formacion y activacion tanto de la SOD como de la GPx actuando como donadores de electrones
y atomos de H" asi como de mejorar los niveles de GPx en el tejido renal''’. Soto ef al., (2016)
indicaron que las propiedades antioxidantes de la HSL, disminuyen el EO al aumentar la actividad
de la GPx en pacientes con sindrome de Marfan'!8, también se ha reportado que la HSL aumenta
la capacidad antioxidante contra la lesion por isquemia-reperfusion renal ocasionado por
acetaminofen'!” y en el dafio hepatico por toxicidad al tetracloruro de carbono!'%,

Ademas, se ha descrito que el extracto de HSL puede incrementar la concentracion de GSH
que es el principal antioxidante celular ya que tiene la capacidad de atrapar moléculas de OH y de
O, asi como de regenerar vitamina E y C en su forma activa’®, nuestros resultados muestran que
las ratas con SM tratadas con HSL al 2%, mostraron aumento en los niveles de GSH de manera
significativa comparadas con las ratas con SM en el homogeneizado de rifién. Soto et al., (2016)
menciona que el tratamiento con HSL en pacientes con sindrome de Marfan contribuye al aumento
en la concentracion de GSH, favoreciendo la disminucion del EOQ!'®, Por su parte, Lin et al., (2009)
menciona que el aumento del GSH se debe a la presencia del 4cido protocatecuico y a los
polifenoles de la HSL y que este acido actia como potencial inhibidor de la expresion de la iNOS
que es responsable de la sobreproduccion de ON que es inductor del EO!'?!

Por su parte, Pérez-Torres et al., (2019) reportaron que en el corazén de ratas con SM+HSL
la concentraciéon de GSH aumenta, junto con la tendencia a incrementar la actividad de la GR
sugiriendo que la infusion de HSL puede contribuir al aumento de GSH a través de su regeneracion
ocasionado por la actividad de GR’%. A diferencia de nuestros resultados, la actividad de GR se
observd disminuida en las ratas con SM+HSL esto puede ser por el aumento en la utilizacion de
GSH por la HSL y como consecuencia la GR probablemente dejo de ser estimulada como un
mecanismo compensatorio, actuando la HSL como un mecanismo coadyuvante al GSH para el
control del EO''4,

En el presente estudio las ratas tratadas con SM+HSL presentaron reduccion en los niveles
de LPO a diferencia del grupo de las ratas con SM, que en parte podria explicar el aumento de la
GSH y la disminucion de la LPO ya que se ha reportado (Soto et al., 2006) que favorece el aumento
del sistema antioxidante no enzimatico en la que los productos de la LPO reaccionan facilmente
con el GSH para la desintoxicacion''®. Se ha indicado que la HSL posee una fuerte habilidad

antioxidante para prevenir la oxidacion de las LDL, ya que reduce los niveles de MDA debido a
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los componentes polifenolicos y a los acidos dihidrobenzoicos como el acido protocatectico®.
Los polifenoles participan como captores de ERO en una segunda linea de defensa cuando no han
sido neutralizados por el propio sistema antioxidante enzimatico®®, pero particularmente en la
inhibicion de la LPO se ha relacionado con la cianidin-3-glucésido que reacciona con los radicales
peroxilos y los convierte en acido protocateciico que funciona como un inductor para la
produccion de otro eliminador de radicales que podria reaccionar con los RL!'?2. Mezni ef al.,
(2019) indico que la HSL disminuye la concentracion de MDA en ratas expuestas a Cipermetrina
un potente pesticida inductor de EOQ'?3, Pérez-Torres et al., (2019), indicaron que la HSL ayuda a
disminuir los niveles de LPO en el corazon aislado actuando como protector en la funcion cardiaca
en ratas con SM’°,

La actividad de la GST no mostré aumento significativo, presento tendencia al incremento,
esto se puede relacionar con la disminucion de la LPO ya que la GST participa en la proteccion
del dafio causado por lipidos oxidados contribuyendo al aumento en su actividad. Se ha reportado
en ratas knock-out a GST los niveles elevados de 4-HNE, se asocia a reduccion de la capacidad
antioxidante y apoptosis'?*.

Nurkhasanah et al., (2016) indican que el extracto de la flor de HSL tiene efecto
hepatoprotector al aumentar la actividad de GST en ratas tratadas con dimetilbenz(a) antraceno,
potente quimioterapéutico causante de dafio hepatico.!?. El efecto antioxidante de la GST se
realiza a través de la conjugacion enzimatica con el GSH que reacciona con los metabolitos toxicos
y los convierte en compuestos mas solubles que son capaces de eliminarse del organismo®!.

Los niveles de carbonilacion no mostraron diferencias significativas al administrar HSL,
sin embargo, se observa tendencia a la disminucion esto puede relacionarse por la presencia del
resveratrol en la HSL, al activar la Sirtl, responsable de la regulacion mediante la desacetilacion
de las proteinas que desempefian un papel importante en la fisiopatologia de las enfermedades
metabolicas, la regulacion de los lipidos, homeostasis de la glucosa, control de la insulina, efectos
antiinflamatorios, funcidon endotelial y control en el dafno oxidativo debido al incremento de la
biogénesis mitocondrial®®. Finalmente, también se reporta que los pigmentos, como las catequinas
y la epigalocatequina galato presentes en la HSL podian estar relacionados con su potente actividad
antioxidante, esto se ha demostrado en varios estudios tanto /n vitro como In vivo, al eliminar los
RL y regenerar otros antioxidantes para prevenir los dafios oxidativos celulares en diversas

enfermedades!'®.
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CONCLUSION:

Basado en esos resultados del presente estudio se sugiere que el tratamiento con infusién
de HSL al 2% protege la funcion renal en un modelo en rata con SM a través de los antioxidantes
naturales como el 4cido protocatectico, antocianinas, cianidin-3-glucosido, quercetinas y los
polifenoles; ademas de ayudar a la disminucion del peso corporal, la presion sanguinea sistolica,
los niveles de TAG, de insulina, del indice HOMA y de la leptina en sangre y favorecen la
respuesta vascular en el rindn representado con el aumento de la tasa de filtracion glomerular para
la mejor depuracion de la creatinina. Ademas de promover el aumento de la actividad enzimatica
antioxidante que conlleva a la disminucion del EO favoreciendo la funcion renal deteriorada en el

SM.
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