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RESUMEN

La nefropatia diabética (ND) es la primera causa de enfermedad renal terminal.
El estrés oxidativo generado por el metabolismo alterado de la persistente
hiperglucemia, juega un papel clave en la fisiopatologia de la ND. Buddleja
cordata (Escropulariaceae) es un arbol con propiedades antioxidantes y por ello
podria ayudar en el tratamiento de la ND. Obijetivo: Investigar el efecto del
extracto metandlico de las hojas de B. cordata (EMHBC) sobre el dafio renal en
la diabetes mellitus (DM) en rata. Material y métodos: Se indujo la DM en
ratas Wistar machos (230-260 g) por administracion de estreptozotocina (STZ)
(65 mg/kg, ip). Al grupo control 1 (C1) se le administré vehiculo citrato 10 mM,
pH 4.5; grupo DM control 2 (DMC2), STZ; a grupo DM tratamiento 3 (DMT3) y
grupo DM tratamiento 4 (DMT4), STZ + EMHBC a 100 y 200 mg/kg via oral,
diariamente durante 6 semanas. Se sacrificaron las ratas y se determinaron la
relacion peso renal/peso corporal (PR/PC), proteinuria, depuracion de
creatinina (DCreat) y actividad de catalasa, superdoxido dismutasa y glutation
peroxidasa corticales renales. Resultados: £/ EMHBC mostré una capacidad
antioxidante media de 22 pg/mL. En los organismos diabéticos se observd
polidipsia, polifagia, poliuria, aumento del peso renal, proteinuria y disminucién
de la actividad de las enzimas antioxidantes. El tratamiento de B. cordata
disminuyd la ingesta de agua y alimento y el volumen urinario, la proteinuria y
restauraron la actividad de las enzimas antioxidantes. El tratamiento de B.
cordata no disminuy6 la hiperglucemia, ni la relacion PR/PCT. Conclusién: El

tratamiento con B. cordata disminuy6 el dafio renal causado por la DM.



. INTRODUCCION

En México mas de 12 millones de personas padecen Diabetes Mellitus (DM) y
se calcula que la cifra aumentara casi el doble en el afno 2045 (Federacién
Internacional de Diabetes, 2017). La DM es una enfermedad crénica del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas caracterizada por una
deficiente produccién de insulina (DM1), resistencia a la misma (DM2) o ambas
(Sefi y col.,, 2012). Los niveles de glucosa aumentan cronicamente, a esta
condicion se conoce como hiperglucemia (Radenkovi¢ y col, 2016), y se
manifiesta en la pérdida de peso, polifagia, polidipsia y poliuria (Montier y col.,
2015). La hiperglucemia produce estrés oxidativo (EOx) en células renales y
ocasiona la activacion de diversas vias como el flujo de glucosa mediante la via
del poliol, la via de las hexosaminas, la activacion de la proteina cinasa C y
acumulacion de los productos finales de la glicacion avanzada (PFGA). Los
PFGA estan relacionados en el desarrollo de la nefropatia diabética (ND)
(Kishore y cols, 2016). La ND es la causa principal de enfermedad renal
terminal, debido a que se desarrolla en un 30% en personas con DM1 y del 25-
40% en la DM2 (Hall, 2006). Una gran parte de la poblacion mexicana recurre a

la terapia con plantas medicinales por su bajo costo, rapido acceso y facil uso.

Las plantas medicinales son bancos de compuestos quimicos que se han
utiizado en el tratamiento del EOx (Krishnaiah y col., 2011; Jiménez y
col.,2015) en modelos animales con ND (Katyal y col.,2009; Ayeleso y
col.,2016) La informacién obtenida de dichos constituyentes debe investigarse
exhaustivamente mediante pruebas fitoquimicas y biolégicas con el fin de
validar sus posibles usos en la medicina tradicional popular y producir nuevos
farmacos a bajo costo. Sin embargo, estos procesos llevan tiempo en
desarrollarse, mientras esto sucede, las plantas medicinales se consideran
eficientes contra el EOx (Conforti y col., 2009; Krishnaiah y col., 2011; Jiménez
y col.,2015). Los antioxidantes de origen vegetal son compuestos que
favorecen la disminucion y eliminacién de radicales libres (RL) causantes de la
degeneracion celular (Adedapo y cols., 2009). Los tratamientos con
antioxidantes son indispensables principalmente en zonas urbanas marginales
que carecen de servicios de salud y la obtencion de medicamentos (Farnsworth
y col, 1985; Kishore y col., 2016).



Existen plantas medicinales que contienen sustancias que disminuyen los
niveles de glucosa en sangre; entre los constituyentes estan los fenoles,
terpenoides, flavonoides y las cumarinas (Elgawish y col., 1996; Modak y col.,
2007; El-Rafaei, 2014). Algunas de las especies mas interesantes por sus
registros de actividad antioxidante, abundancia y propiedades medicinales
pertenecen al género Buddleja (Houghton, 1984; Avila y col., 1999). Varias de
sus especies se han utilizado para aliviar ulceras, congestidon conjuntival y

desordenes en la piel (Ahmad y col., 2008).

Buddleja cordata pertenece a las Escrofulariaceas, es un arbol o arbusto que
mide de 2 a 15 m. de alto con un diametro de 10 a 45 cm (Camacho y col.,
2009). Abarca ampliamente el territorio mexicano y se desarrolla en bosques
de encino, coniferas y vegetacién secundaria donde las condiciones son
extremas (Rzedowski J & Rzedowski, 1985; Avila y col.,2014). Es una especie
dominante de la Ciudad de México y Ciudad Universitaria (Gonzalez-Rebeles,
2012; Garcia-Garcia y col., 2015). B. cordata se utiliza para combatir la cirrosis,
ulceras y zonas afectadas por tumores (Ortiz, 1996; Romero y col., 2003).
También se ha empleado para el tratamiento de lesiones de la piel, DM y
trastornos renales (Mendoza & Lugo, 2010). Estudios fitoquimicos de hojas,
semillas, corteza y raices han revelado propiedades bactericidas y amebicidas
(Ordaz, 1996; Romero y col., 2003). Los compuestos reportados para la planta
son: polifenoles, verbascésidos, linarina, y acidos como el cafeico, ferulico, p-
cumarico y sinapico (Pérez-Barrén y col., 2015). Se considera que B. cordata al
tener constituyentes antioxidantes (Avila y col., 2014) podria mostrar efecto

nefroprotector en un modelo de DM.

Il. Diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico caracterizado por
hiperglucemia croénica, resultado de defectos en la secrecion y/o accion de la
insulina. Tiene multiples etiologias e incluye un grupo de enfermedades que
presentan variados procesos patogénicos como trastornos genéticos,
ambientales y autoinmunes que conducen a alteraciones en la funcién de las

células pancreaticas beta, provocando deficiencia en la secrecion de insulina y



distintos grados de resistencia a la insulina (RIl); los mecanismos pueden
asociarse (Sanzana y Durruty, 2016). La ausencia o deficiencia de insulina
conduce a varios signos y sintomas como la hiperglucemia, polifagia, polidipsia,

poliuria y pérdida de peso (Ayeleso y col., 2016).

Clasificacion de la DM

Su clasificacion sigue siendo un tema actual de investigacion y de arduos
debates debido a la complejidad de la enfermedad, hoy en dia, la Federacién
Internacional de Diabetes (FID, 2017) acepta y clasifica 3 categorias
principales: DM tipo 1, DM tipo 2 y DM gestacional (DMG). Se comentara las

principales.

Diabetes mellitus 1 (DM1)

La DM1 es causada por una reaccion autoinmune en la que el sistema inmune
del organismo (células Th1/Th17) ataca las células beta, productoras de
insulina, que se encuentran en los islotes pancreaticos. Como resultado, el
organismo deja de fabricar suficiente cantidad de insulina, provocando una
deficiencia relativa o absoluta de dicha hormona. Las causas de este proceso
destructivo no se entienden plenamente, pero se sabe que es una interaccion
de susceptibilidad genética y unos desencadenantes medioambientales, como
infecciones virales, toxinas o algunos factores dietéticos (You y Henneberg,
2016). Esta enfermedad puede iniciar a cualquier edad, pero generalmente es
mas frecuente en nifios y adolescentes. Las personas con DM1 necesitan
inyecciones diarias de insulina a fin de mantener el nivel de glucosa dentro de
un intervalo adecuado y sin esta hormona no serian capaces de sobrevivir
(FID, 2017).

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

La DM2, también conocida como «diabetes no dependiente de insulina» o
«diabetes del adulto», es una enfermedad crénico-degenerativa que se

caracteriza por la presencia de resistencia a la insulina (RI), condicién en la que



las células que habitualmente responden a la insulina dejan de hacerlo, y/o por
una deficiencia relativa de esta hormona en el organismo (Gutiérrez-Rodelo y
col., 2017).

En la DM2, la hiperglucemia es el resultado de una produccién inadecuada de
insulina y la incapacidad del organismo de responder plenamente a dicha
hormona, que se define como RI. Durante un estado de RI, esta es ineficaz v,
por lo tanto, en un principio, se dispara la produccion de insulina a fin de reducir
el aumento de los niveles de glucosa, pero, con el tiempo, puede desarrollarse

un estado de produccion relativamente inadecuada de insulina (IDF, 2017).

La DM2 es la forma mas frecuente de DM que afecta a mas del 90% de los
adultos con diabetes, se desarrolla tipicamente en la edad adulta (Rodriguez y
col.,2012), pero aparece cada vez con mas frecuencia en nifios, adolescentes y
jévenes adultos debido al aumento de los niveles de obesidad, a la falta de
actividad fisica y a las deficiencias de la dieta (FID, 2017). Las personas con
DM2 son, en general, obesos y fisicamente inactivos (Rydén y col., 2007). En
esta categoria, durante un lapso prolongado y antes de que la DM sea
detectada y aparezcan sintomas clinicos, puede haber un grado de
hiperglucemia suficiente para causar alteraciones patoldgicas y funcionales en

los diferentes tejidos diana (Garcia-Bellon, 2013).

DM Gestacional

La DM gestacional (DMG) afecta a mujeres embarazadas, se diagnostica por
hiperglucemia en el embarazo y existen altas posibilidades que se manifieste
antes del embarazo. La DMG se desarrolla por resistencia a la insulina a causa
de la produccion de hormonas en la placenta (Lopez, 2014) y el riesgo de
padecerla aumenta por la edad avanzada, obesidad, antecedentes familiares
con DM y antecedentes de bebés muertos o con alguna anomalia congénita.
Generalmente, la DMG aparece en el transcurso del embarazo y una vez
finalizada esta etapa desaparece, aunque cabe sehalar que existe mayor
riesgo de desarrollar DMG en los proximos embarazos y un 50% de mujeres
con DMG pueden desarrollar DM2 alrededor de 5 a 10 afios después del ultimo
parto (IDF, 2017).



Otros tipos de DM

Existen otros tipos especificos de diabetes. En la Tabla 1 se mencionan las

diferentes variantes de esta enfermedad.

Tabla 1. Otros tipos de DM. (Asociacion Americana de Diabetes, 2015; Sanzana y col., 2016)

a) Defectos genéticos de la funcién de células beta

1. Cromosoma 12, HNF-1a (MODY3) 5. Diabetes neonatal transitoria
2. Cromosoma 20, HNF-4a (MODY1) 6. Diabetes neonatal permanente
3. Cromosoma 7, glucocinasa (MODY?2) 7. ADN mitocondrial

4. Otras formas muy raras de MODY 8. Otros

b) Defectos genéticos en la accién de la insulina,

1. Resistencia a la insulina tipo A 4. Diabetes lipoatrofica
2. Leprechaunismo 5. Otros

3. Sindrome de Rabson-Mendenhall

c) Enfermedades del pancreas exocrino,

1. Pancreatitis 5. Hemocromatosis
2. Trauma/pancreatectomia 6. Pancreatopatia fibrocalculosa
3. Neoplasia 7. Otros

4. Fibrosis quistica

d) Endocrinopatias

1. Acromegalia 5. Hipertiroidismo
2. Sindrome de Cushing 6. Somatostatinoma
3. Glucagonoma 7. Aldosteronoma
4. Feocromocitoma 8. Otros.

e) Inducida quimicamente o por drogas

1. Estreptozotocina 7. Agonistas 3-adrenérgicos
2. Alloxan 8. Tiazidas

3. Acido nicotinico 9. Dilantin

4. Glucocorticoides 10. Interferén-Y

5. Hormona tiroidea 11. Otros

6. Diazoxido 12. Vacor

13. Pentamidina

f) Infecciones




1. Rubéola congénita 3. Otros

2. Citomegalovirus

g) Diabetes poco comun mediada inmunitariamente

1. Rubéola congénita 3. Otros

2. Citomegalovirus

h) Otros sindromes genéticos, algunas veces asociados con diabetes

1. Sindrome de Down 7. Sindrome de Laurence-Moon-Biedl|
2. Sindrome de Klinefelter 8. Distrofia miotnica

3. Sindrome de Turner 9. Porfiria

4. Sindrome de Wolfram 10. Sindrome de Prader-Willi

5. Ataxia de Friedreich 11. Otros

6. Corea de Huntington

Criterios de diagnéstico de la DM

Segun los criterios actuales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se
diagnostica diabetes mellitus mediante la cuantificacion de niveles elevados de

glucosa en sangre (Figura 1).

Se debe diagnosticar Se debe diagnosticar

la ALTERACION DE LA ALTERACION DE LA GLUCEMIA
TOLERANCIA'A LA GLUCOSA EN AYUNAS [AGA) cuando se
(ATG) cuando se cumplan cumplan AMBOS siguientes
AMBOS siguientes criterios: criterios:

Se debe diagnosticar la
DIABETES cuando se cumplan

UNO 0 MAS de los siguientes
criterios

Glucosa en plasma en ayunas z La glucosa en plasma en ayunas  La glucosa en plasma en ayunas

7,0 mmol/L [126 mg/dl) <7,0 mmol/L (126 mg/dl) 6,1-6,9 mmol/L (110 to 125 mg/ dL]
0 b4
Glucosa en plasma tras dos La glucosa en plasma tras dos La glucosa en playsma tras dos
horas de haber ingerido por via horas de haber ingerido por horas de haber ingerido por via
oral una carga de glucosade 75g  via oral una carga de glucosa oral una carga de glucosa de 75g
de 75g 7,8-11,1 mmol/L (140- <7,8mmol/L (140 mg/dL)
200mg/dl)

o

El nivel de glucosa al azar > 11,1
mmol/L (200 mg/ dL) o la HbATc 2
48 mmol/mol (equivalente a 6,5%])

Figura 1. Criterios de diagnéstico de la DM (FID, 2017).




Factores de riesgo para desarrollar DM

La probabilidad de desarrollar DM depende de la interaccion de factores como
la obesidad (IMC = 25 kg/m?), sedentarismo, antecedentes familiares,
miembros de grupos étnicos de alto riesgo (por ejemplo, afroamericano, latino,
nativo americano, asiatico americano, islefia del Pacifico), hipertensién (=
140/90 mmHg) diabetes gestacional, mujeres con sindrome de ovario
poliquistico, hipertension arterial, alteracion de los niveles de lipidos en la
sangre (colesterol HDL<35 mg/dl y/o triglicéridos >250 mg/dl), enfermedad
cardiovascular y con historia previa de anormalidades de la glucemia (ADA,
2018).

Epidemiologia

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome complejo de alta prevalencia que
esta aumentando rapidamente en incidencia en todo el mundo. Segun los datos
de la Federacion Internacional de Diabetes (FID) se calcula que a nivel mundial
mas de 425 millones de adultos (20-79 afos) padecen DM y se estima que mas
de 693 millones de personas tendran DM en el afio 2045 (FID, 2017).

Los paises principales con mayor numero de adultos que padecen DM son:
China, India, Estados Unidos, Brasil y México (en ese orden). En México 12.5
millones de adultos padecen DM y se proyecta que en el afio 2045 esta cifra
incrementara a 21.8 millones, sin embargo, las cifras podrian ser mayores por
el porcentaje de los diabéticos que no conocen su condiciéon (FID, 2017). Cerca
del 5 al 10% de las personas con DM tienen diabetes autoinmune tipo 1
dependiente de insulina, mientras que el 90 al 95 % tiene DM2 (independiente
de la insulina), sin embargo, estas cifran siguen en aumento como
consecuencia de los patrones de estilo de vida que contribuyen a la obesidad
(Kizub, 2014).

Complicaciones de la DM a corto y largo plazo

La diabetes mellitus y sus complicaciones asociadas son una de las principales

causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo (American Diabetes



Association, 2002; Laddha & Kulkarni, 2018). Las alteraciones en el
metabolismo y la hiperglucemia son los componentes mas graves de DM
(Kizub, 2014). La hiperglucemia cronica conduce al desarrollo de
complicaciones microvasculares y macrovasculares (Laddha & Kulkarni, 2018).
Las complicaciones de la DM se pueden dividir en agudas y crénicas. Las
complicaciones agudas se desarrollan a corto plazo y pueden ser
hipoglucemia, cetoacidosis diabética (CAD), estado hiperosmolar
hiperglucémico (EHH), coma diabético hiperglucémico, convulsiones o pérdida
de conciencia e infecciones. Las complicaciones cronicas se desarrollan a largo

plazo y se subdividen en microvasculares y macrovasculares.

Las complicaciones microvasculares son la retinopatia, la neuropatia y la
nefropatia, mientras que las complicaciones macrovasculares son la
enfermedad coronaria (EC) que conduce a la angina de pecho o el infarto de
miocardio, la enfermedad arterial periférica (EAP) que contribuye al accidente
cerebrovascular, la encefalopatia diabética y el pie diabético (FID, 2017).
Algunos eventos que desempefian un papel crucial en la progresion de las
complicaciones diabéticas son el factor nuclear-kB (NF-kB), factor de
crecimiento transformante B (FCTQ), poli ADP-ribosa polimerasa (PARP),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 beta (IL-1B3), proteinas cinasas activadas
por mitogenos (PQAM), factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV), que
desempefian un papel crucial en la progresion de las complicaciones diabéticas
(Garud y Kulkarni, 2014; Suryavanshi y Kulkarni, 2017; Usuelli y La Rocca,
2015; Laddha & Kulkarni, 2018).

Varios cambios histolégicos en la nefropatia, retinopatia, neuropatia y
cardiomiopatia se deben a factores de transcripcion, citocinas, quimiocinas vy

factores de crecimiento (Sharma y col., 2017; Garud y Kulkarni, 2018).

Los mecanismos implicados en la progresion de las complicaciones de la DM
son el flujo de la ruta del poliol, la ruta de la hexosamina y la activacion de la
proteina cinasa C (PKC) y el aumento del estrés oxidativo son vias clave
asociadas con la progresion de las complicaciones diabéticas (Sharma et al.,
2017). Varias lineas de evidencia que indican que estos mecanismos son

activados por un solo evento; la sobreproduccion mitocondrial de especies



reactivas de oxigeno (ERO) (Brownlee, 2005; Giacco y Browlee, 2010). El
desbalance entre la elevada produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y una baja actividad del sistema de defensa antioxidante conduce al
desarrollo del estrés oxidativo en la DM (Marra y col., 2002). El estrés oxidativo
ejerce una participacion clave en el desarrollo de las complicaciones de la

diabetes mellitus (Storino y col., 2014).

lll. Nefropatia Diabética (ND)

La nefropatia diabética (ND) es una de las complicaciones microvasculares
tipicas de la DM tipo 1 y tipo 2 y se considera la principal causa de enfermedad
renal en etapa terminal a nivel mundial (Ohga y col., 2007; Lopez, 2009;
Elmarakby y Sullivan, 2010). Se ha documentado que aproximadamente un
25% a 40% de pacientes con DM tipo 1 y tipo 2 estan propensos a desarrollar
ND alrededor de 20 a 25 anos después del inicio de la DM (Yamagishi y
Matsui, 2010). Multiples factores de riesgo influyen en el desarrollo de la ND,
tales como historia familiar, enfermedad renal, hipertensién arterial, mal control

glucémico, DM1 antes de los 20 afios y tabaquismo (Meza y col., 2017).

El conocimiento de la fisiopatologia de la ND no se ha esclarecido en su
totalidad, sin embargo, se han realizado estudios exhaustivos lo que ha
mejorado su comprension. La ND se desarrolla tanto por interacciones

metabdlicas como hemodinamicas (Benett y col., 2015).

Las vias metabdlicas y hemodinamicas inducidas por la hiperglucemia han
demostrado ser los mediadores de la enfermedad renal. La hiperglucemia se
considera el evento iniciador que genera cambios estructurales y funcionales,
como la hiperfiltracién glomerular, la hipertrofia epitelial glomerular y tubular y la
microalbuminuria, seguida del desarrollo de engrosamiento de la membrana del
basamento glomerular, acumulacion de matriz mesangial, proteinuria,

glomeruloesclerosis y enfermedad renal en etapa terminal ERET (Vinod, 2012).

La hiperfiltracion glomerular y la hipertrofia renal (HR) son manifestaciones
tempranas de la ND (Malatiali y col., 2008). La HR se define como el aumento
de tamafrio celular debido a un incremento en el contenido de ARN vy proteinas

sin cambios concomitantes en la sintesis de ADN (Wolf, 2002). El riiidn
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experimenta un incremento de su masa que puede llegar hasta un 50%,
logrado a expensas del aumento de tamafio de las nefronas restantes
(Villagran, 2013). Todos los componentes de la nefrona estan agrandados en
hipertrofia compensadora (HC) (Fine, 1986). La HC se define como el
crecimiento del tejido renal residual en respuesta a la pérdida de masa renal o
reduccion de nefronas (Guerrero y Gamero, 1997). El diametro y el volumen
glomerular aumentan en la hipertrofia establecida, al igual que el tubulo
contorneado proximal y el tubulo colector (Fine 1986). Los tubulos proximales
aumentan en longitud, diametro y volumen, estos ultimos indices reflejan un
aumento en el tamano celular (Fine, 1986). Recientemente, se ha propuesto
que el crecimiento renal completo precede y conduce a la hiperfiltraciéon
(Malatiali y col., 2008).

La hiperfiltracion glomerular es una alteracion hemodinamica que se define
como una tasa de filtracion glomerular (TFG) de mas de dos desviaciones
estandar por encima de la media de la TFG de individuos sanos (Helal y col.,
2012). Generalmente, la funcion renal normal se caracteriza por una tasa de
filtracion glomerular (TFG) de = 90 ml/min /1.73 m? sin albuminuria (Miranda-
Diaz y col., 2016). Los umbrales informados para definir la hiperfiltracion varian
entre 130 y 140 mL/min/1.73 m? en sujetos con dos rifilones en funcionamiento.
Las prevalencias informadas de hiperfiltracion a nivel de todo el rifidn varian
entre el 10% y el 67% en la DM1 con valores de TFG de hasta 162
mL/min/1.73 m? y entre el 6% y el 73% en la DM2 con valores de 166
mL/min/1.73 m2 (Tonneijck, 2017).

Otra alteracion que se manifiesta en la ND es un engrosamiento de la
membrana basal glomerular (MBG) como resultado del depdsito de matriz
mesangial y la hipertrofia de las células mesangiales. Conforme la enfermedad
progresa, se produce una deposicion excesiva de la matriz extracelular, debido
al aumento de la produccion y degradacion disminuida de sus componentes,
colageno tipo 1V, laminina y fibronectina (Khoury, 2015). Ademas de
engrosarse se hace mas permeable al paso de otras macromoléculas vy
proteinas (Torres y Zacarias, 2002). La MBG evita el paso de macromoléculas

en forma mecanica y eléctrica; esta ultima porque la presencia de carga es
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negativa, debido a los proteoglicanos de heparan sulfato (Madrazo, 2015). La
glicacién de proteoglicanos sulfatados reduce la electronegatividad de la MBG

lo que resulta en microalbuminuria (Guzman, 2015).

La ND se predice por la presencia de albuminuria persistente (tasa de
excrecion de albumina > 300 mg/24 h), disminucion de la TFG y una presién
arterial elevada. La ND incipiente se refleja en un pequefio aumento en la
excrecion de albumina urinaria conocida como microalbuminuria (tasa de
excrecion urinaria de albumina (TEUA): 20-200 mg/24 h) mientras que la ND
establecida se distingue por la presencia de macroalbuminuria o proteinuria
persistente (TEUA > 200mg/24 h) (Stephen y Gian Carlo V, 2003; Dodhi y col.,
2014).

Las lesiones mas caracteristicas se encuentran a nivel glomerular y podrian
dividirse en dos tipos: nodular y difusa. La glomeruloesclerosis difusa se
caracteriza por un aumento del espesor de la membrana basal y la matriz del
mesangio. La glomeruloesclerosis nodular es una forma de glomerulosclerosis
que se acompana de lesiones nodulares de los capilares glomerulares renales,
lo que conduce a una disminucién del flujo sanguineo con pérdida progresiva
de la funcion renal y, con el transcurso del tiempo, insuficiencia renal. Las
alteraciones de la membrana basal en la glomerulosclerosis difusa y la
glomeruloesclerosis nodular permiten la fuga de las proteinas plasmaticas
hacia la orina, lo que provoca proteinuria, hipoproteinemia, edema y otros
signos de disfuncion renal (Lazaro-Carrasco, 2017). Los cambios que
conducen a la glomeruloesclerosis son la presion intraglomerular elevada, el
aumento de la produccion de matriz de células mesangiales y el engrosamiento
de la membrana basal glomerular (Vinod, 2012). Estos cambios avanzan aun
mas hacia la enfermedad renal cronica y enfermedad renal terminal (Garud y
Kulkarni, 2018).

Cuando las personas con DM1 se ven afectadas con ND, es probable que
alcance la insuficiencia renal terminal en mas del 75% después de 20 afos.
Mientras que el riesgo para los pacientes diabéticos tipo 2 después del inicio de
la nefropatia clinica es de aproximadamente el 20%. Sin embargo, dada la

prevalencia mucho mayor de diabetes tipo 2 que tipo 1, a menudo los pacientes
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con insuficiencia renal terminal tienen diabetes tipo 2 (Shahbazian y Rezaii,
2013).

Historia natural de la ND

La ND tiene una larga historia natural de la DM tipo 1 (Figura 2). Inicialmente, el
paciente muestra hiperfiltracion, representada por valores altos de tasa de
filtracion glomerular (TFG), aproximadamente duplica el valor normal y
presencia ocasional de microalbuminuria. La duracion de estos datos de
laboratorio anormales es de aproximadamente 5 afos. Mas tarde, durante un
recorrido de 20 afios aproximadamente, el paciente muestra una disminucion
gradual de la TFG y la persistencia de la microalbuminuria que viene antes de

proteinuria leve y moderada posteriormente.

Historia natural de la ND tipo 1

TFG —  Albuminuria
Pre ND incipiente ND establecida  Fallo renal
M [ § @ 5 -
— 5000 &
= 150+ %
£ E
E 100 ' > — 1000 =
2 £
50 — 200 __E
___._.—-—-——""#H_F’H L =
0 1 | 1
i) 5 10 15 20 25
Afios
Etapa Pre Incipiente MD establecida
Funcional TEG T Microalbuminuria Proteinuria, sindrome nefrético, TFG L
[25-50%) Hiertension
Hipertrofia Expansion mesangial Nodulos mesangiales
Estructural renal Engrosamiento de la MBG Fibrosis tubulointersticial

Figura 2. Historia natural de la ND en la DM1. Manifestaciones estructurales y
funcionales de la ND. Numeros 1 al 5 indican las etapas de la ND definida por Mogensen
(Feehally, Floege, Johnson, and Tonelli (2003). Comprehensive Clinical Nephrology.
Elsevier, 2nd edition; Serna y col., 2009).
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El paso final de la historia natural de la enfermedad se caracteriza por
proteinuria severa con o sin sindrome nefrético e insuficiencia renal cronica que
termina en enfermedad renal terminal (ERT). El deterioro gradual de los
hallazgos anteriores de laboratorio es causado por alteraciones estructurales a
nivel renal, que al principio consisten en una acumulacion gradual y progresiva
de la matriz extracelular (MEC) en el mesangio y de la membrana basal
glomerular. Mas tarde, la formacién de ndédulos mesangiales representa las
lesiones caracteristicas de la nefropatia Kimmelsteil-Wilson con lesiones

extensas tubulointersticiales adicionales (Schena y Gesualdo, 2005).

Etapas de la ND

El desarrollo de la ND ha sido descrito como un proceso de 5 etapas (Serna y

col., 2009) que se describen a continuacion (Tabla 2).

Etapa 1 — Hipertrofia renal e hiperfiltracion

Se presenta un aumento del tamano renal e hiperfiltracion, pues se encuentra
una TFG de un 140% de lo normal; no hay excrecion urinaria de albumina y la

presion arterial es normal.

Etapa 2 - Lesiones glomerulares tempranas

Se presenta de 2 a 5 afios después del diagndstico y es similar al estadio uno,
excepto en los hallazgos encontrados en la biopsia renal, en la que hay
engrosamiento de la membrana basal y areas de expansion mesangial; la tasa

de filtracion glomerular puede estar normal o aumentada.

Etapa 3 - Nefropatia diabética incipiente

Se caracteriza por el inicio de la microalbuminuria (definida como una excrecion
de albumina en orina de 30-300 pg/24 h o 20-200 pg/min). Generalmente
ocurre de 10 a 15 afos después del diagnostico de DM1; la tasa de filtracién

glomerular esta conservada y la presion arterial es normal.
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Etapa 4 - Nefropatia clinica

Aproximadamente un 30% a 40% de los pacientes llega a este estadio. Es
caracterizado por proteinuria, severa hipertension arterial y disminucion
acelerada de la tasa de filtracién glomerular, la cual, sin intervencion clinica,
disminuye a 1 cm/min/mes. La presion arterial incrementa a medida que declina

la tasa de filtracion glomerular.

Etapa 5 - Falla renal terminal

Se presenta en 35% de los diabéticos tipo 1; generalmente, luego de 20-30
afos de evolucion de su enfermedad. En este estadio hay necesidad de dialisis

y trasplante renal.

Tabla 2. Etapas de la ND (Mogensen y Schmitz, 1988).

Etapa | Caracteristicas TFG Excrecion de | Presién Cronologia
albumina arterial
1 Hiperfiltracion Aumentada Puede estar DM1 normal Presente en
glomerular en DM1y incrementada MD2 normal el tiempo de
DM2 0] la diagnosis
hipertension
2 Engrosamiento de la | Normal DM1 normal DM1 normal Primeros 5
membrana basal y DM2 puede DM2 normal anos
expansion del ser < 30-300 0]
mesangio mg/dI hipertension
3 Microalbuminuria TFG 30-300 mg/dl DM1 6-15 afios
comienza a aumentado
caer DM2 normal o
hipertension
4 Macroalbuminuria TFG bajo > 300 mg/dl Hipertension 15-25 afos
5 Insuficiencia renal 0-10 ml/min Decrecimiento | hipertension 25-30 afos
en etapa terminal

Mecanismos implicados en la ND

Varios estudios han postulado que la hiperglucemia conduce a la induccion de
estrés oxidativo, una condicidn que consiste en el aumento de la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y disminucién de los mecanismos de
defensa antioxidante de la célula. Este desequilibrio da como resultado el inicio

de 4 vias principales involucradas en la patogénesis de la ND: productos finales
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de la glicacién avanzada (PFGA), flujo de glucosa mejorado en las vias de

poliol y hexosaminas, y activacion de PKC (Dhodi y col., 2014).

Productos finales de la glicacién avanzada (PFGA)

En la diabetes, el estado persistente de hiperglicemia genera glicosilacion
proteica no enzimatica reversible. Estos productos glicosilados pueden
reorganizarse en otros cada vez mas estables, por ejemplo, la hemoglobina
glicosilada, hasta que se vuelven irreversibles mediante una sucesion de
reordenamientos en su estructura. Estos ultimos productos irreversibles se
denominan productos finales de glicosilacién avanzada, los que se acumulan
por una hiperglicemia mantenida en el tiempo. Ademas, han sido ligados a
consecuencias renales (Mora-Fernandez y col., 2008; Tervaet y col., 2010). Se
han encontrado receptores para los productos avanzados de glicosilacién en
diferentes zonas del rifion. Estos se encuentran en células endoteliales,
mesangiales, tubulares y musculares lisas (Mora-Fernandez y col., 2008).
Cuando se ligan estos productos finales con sus respectivos receptores se
produce liberacidn de citocinas proinflamatorias, factores de transcripcion,
factores de crecimiento y se observa activacion de vias de sefalizacion. Todo
esto permite la generacion de especies reactivas de oxigeno, dano endotelial,
activacion de procesos inflamatorios y, por ende, dafo microvascular en los

rifiones (Meza y col., 2017).

Via del poliol

La via de los polioles es aquella implicada en la formacion de sorbitol. Inicia en
la accion de la enzima aldosa reductasa, que convierte irreversiblemente
glucosa en sorbitol, sobre el que luego actua la deshidrogenasa del sorbitol
para producir fructosa. Normalmente, la hexocinasa transforma glucosa en
glucosa-6-fosfato, pero en condiciones de hiperglucemia esta enzima se satura,
por lo que se produce mayor cantidad de sorbitol y hay también un mayor
consumo de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP*) por parte de la
aldosa reductasa, sugiriendo como posibles mecanismos de dafo la falta de

poder reductor para reducir el estrés oxidativo y el edema producido por la
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mayor concentracion del sorbitol (Krishan y Chakkarwarb, 2011; Meza y col.,
2017).

Existen estudios que demuestran mayor expresidon de la aldosa reductasa en
pacientes con nefropatia diabética, de modo que se ha encontrado una
actividad significativamente mayor en diabéticos con nefropatia, respecto a

diabéticos sin nefropatia (Krishan y Chakkarwarb, 2011; Meza y col., 2017).

Un estudio en ratas mostré que un inhibidor de la aldosa reductasa prevenia
los efectos de la ND al reducir la sobreexpresion renal del factor de crecimiento
endotelial vascular (Hodgkinson y col., 2011; Meza y col., 2017). Otro estudio
en ratas reveld6 que la enzima RSOR/MIOX (Renal-specific oxido-
reductase/myoinositol oxigenase), que cataboliza la produccién de mioinositol y
presenta ciertas similitudes con la aldosa reductasa, también estaria implicada
en la produccion del daio a nivel renal. Esto porque se encontré una relacién
directa entre niveles aumentados de ROSOR/MIOX vy fibronectina
tubuloinsterticial, factor de crecimiento transformante 3 y proteina cinasa C,
entre otros. Ademas, fue posible observar que al inhibir la aldosa reductasa se

revertian parcialmente estos cambios (Sung y col., 2010; Meza y col., 2010).

Via de la hexosamina

El exceso de glucosa intracelular puede inducir la activacion de la via de las
hexosaminas, en la que la fructosa-6-fosfato se desvia de la glucdlisis a
glucosamina-6-fosfato y otros sustratos para reacciones que requieren difosfato
de uridina -N acetilglucosamina (UDP-GIcNAc). Sobre la base de la evidencia,
la glutamina-fructosa-6-fosfato amidotransferasa (GFAT) es la enzima limitante
de la velocidad de esta via. Tanto la glucosa alta como la angiotensina Il
activan el promotor GFAT en las células mesangiales. El aumento del flujo del
metabolismo de la glucosa a través de la via de la hexosamina puede inducir la
sobreexpresion del gen GFAT en las células mesangiales, lo que mejora la
expresion tanto de TGF-B como de fibronectina. Aunque el mecanismo por el
cual se induce la sobreexpresion es incierto, se ha supuesto que el mecanismo
es por el aumento de N-acetilglucosamina que puede modificar covalentemente

los factores de transcripcion y las moléculas de sefializaciéon. Ademas, la N-
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acetilglucosamina puede activar la PKC y todos los factores asociados con el
desarrollo de ND (Oikari y col., 2016; Rainbar y col., 2016; Luo y col., 2016;
Aghadavod y col., 2016).

Via de la proteina cinasa C (PKC)

En diabéticos, se activan vias de sefalizacion como proteina kinasa C,
incrementando la produccién de especies reactivas del oxigeno y, por
consiguiente, desencadenando el estrés oxidativo que dafa la macro y
microcirculacion en el organismo. Esta via depende de la nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato oxidasa, sobre expresada en las células mesangiales del
rindn en pacientes diabéticos, generando un dano localizado en este 6rgano
(Xie y col., 2010). Por otro lado, la generacion de isoformas de la proteina
cinasa C y los altos niveles de diacilglicerol sanguineo conducen a la disfuncién
microvascular y a la progresion de la enfermedad renal crénica. También, se le
atribuyen otros efectos en su sobreexpresién, como la apoptosis y proliferacién
celular, contribuyendo de manera independiente al dafo renal (Inogushi y col.,
2003; Meza y col., 2017).

Entre los dafios que genera esta via de sefalizacion se encuentran
alteraciones en la permeabilidad renal (albuminuria), alteraciones en la tasa de
fitrado glomerular, fibrosis del tejido intersticial, generacion de especies
reactivas del oxigeno y engrosamiento de la membrana basal. Todo esto altera
la funcion renal pudiendo generar insuficiencia renal crénica a largo plazo (Li y
Gobe, 2006; Meza y col., 2017).

Via del estrés oxidativo (EOx)

El EOx se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por la produccién
excesiva de especies reactivas de oxigeno (ERO) y radicales libres (RL), que
provocan dafio oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser

contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa (Ramos y col., 2006).

La DM esta acompanada por el aumento de la generacion de superdxido,

radical hidroxilo, peréxido de hidrégeno y peroxinitrito. Las fuentes notables de
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produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en el riidn diabético son
las mitocondrias (la fuente predominante) y la NADPH oxidasa (NOX)
citosdlica. Con la acumulacién de glucosa intracelular y el aumento de la
glucdlisis, aumenta el flujo de electrones a través de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, un alto gradiente de protones y una alta diferencia de
potencial electroquimico que mejora la generacién de superdxido. La NOX, en
particular la NOX4, se expresa de manera difusa en las células renales y se ha
demostrado que esta regulado al alza en modelos animales de enfermedad
renal diabética (Etoh y col., 2003; Khoury, 2015). Se ha demostrado que varios
mediadores de la DM alteran la actividad o expresion de las proteinas NOX,
incluida la hiperglucemia, Ang Il, factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), PFGA, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), endotelina y
aldosterona (Gorin y block, 2013; Khoury, 2015). Sin embargo, la activacién
concomitante de la ruta del poliol requiere el cofactor NADPH (Khoury, 2015).
Dado que el NADPH es el principal reductor para los mecanismos
antioxidantes, su consumo en estados glucotdéxicos compensa el equilibrio
redox (Stanton, 2011; Khoury, 2015). Por consiguiente, las proteinas, los
lipidos, los acidos nucleicos y los carbohidratos se convierten en objetivos de la
oxidacion (Khoury, 2015). Esto conduce a una funcion e interacciones alteradas
de las membranas celulares, los organulos intracelulares, la sefalizacidn

intracelular, la regulacion génica y la supervivencia celular (Khoury, 2015).

Los objetivos de las ERO son multiples y variados y afectan a multiples niveles
y etapas de la ND. En particular, la generacidon de superoxido inicia la ruptura
de la cadena de DNA, lo que lleva a la inhibicién de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Du y col., 2003). Como resultado, el metabolismo
de la glucosa se detiene a nivel de gliceraldehido-3-fosfato, lo que lleva a un
aumento de la glucotoxicidad con un mayor flujo a través de las vias del poliol y
la hexosamina, incremento en la formacion de PFGA y la activacion de PKC
(Brownlee, 2001; Khoury, 2015). Las ERO se han implicado en todas las
diferentes etapas de ND, contribuyen a la hipertrofia glomerular, causan
lesiones al podocito y promueven la fibrogénesis en los glomérulos y los
tubulos (Gorin y Block, 2013; Khoury, 2013).
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IV. Radicales libres (RL)

Un RL es un atomo o molécula con uno o mas electrones desapareados en el
orbital antienlazante, por lo que le confiere mayor reactividad (Kehrer et al.,
2010). Los radicales mas comunes en sistemas bioldgicos son especies
reactivas de oxigeno (ERO), aunque existen otros como los de nitrogeno (Tabla
3) (Cruz-Aguado, 2015). Las ERO y especies reactivas de nitrégeno (ERN)
desempefian una doble funcién como compuestos beneficiosos y toxicos para
el sistema vivo. En niveles moderados o bajos, las ERO y ERN tienen efectos
beneficiosos y participan en diversas funciones fisiolégicas, como en la funcion
inmune, en varias vias de sefializacién celular, en la respuesta mitogénica y en
la regulacion redox (Nordberg y Arner, 2001; Valko y col., 2007; Phaniedra y
col.,, 2014). Sin embargo, los RL a concentraciones mayores pueden causar

danos en las biomoléculas (Phaniedra y col., 2014).

Tabla 3. Lista de ERO y ERN producidas durante el metabolismo (16, 17, 19; Phaniedra 'y
col.,2014)

Radical libre (RL) Simbolo
Especies reactivas de oxigeno

Radicales

Superéxido Oge-
Hidroxilo OH-
Radical alcoxilo RO-
Radical peroxilo ROO-
No radicales

Peréxido de hidrégeno H,0O,
Oxigeno singulete 10,]
Ozono O
Peroxido organico ROOH
Acido hipocloroso HOCI
Acido hipobromoso HOBr
Especies reactivas de nitrégeno (ERN)

Radicales

Oxido nitrico NO-
Dioxido de nitrogeno NO,*
No radicales

Peroxinitrito ONOO-
Cation nitrosilo NO*
Anién nitrosilo NO-
Trioxido de dinitrogeno N,O;
Tetradxido de dinitrégeno N,O,4
Acido nitroso HNO,
Acido peroxinitroso ONOOH
Cloruro de nitrilo NO,CI
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Fuentes de RL

Las fuentes de RL pueden ser enddgenas y exdégenas. Las fuentes enddgenas
de RL son generadas intracelularmente de la autooxidacion o inactivacion de
moléculas pequefias y se derivan de la mitocondria, peroxisomas, reticulo
endoplasmico, células fagociticas, etc. (Phaniedra y col., 2014). Las fuentes
exdgenas de RL por citar algunos ejemplos son el humo del tabaco, ciertos
contaminantes ambientales, solventes organicos, anestésicos y pesticidas
(Tabla 4). Los sitios de generacion de radicales libres abarcan todos los
constituyentes celulares, incluidas las mitocondrias, los lisosomas, los
peroxisomas, el reticulo endoplasmico, la membrana plasmatica y los sitios
dentro del citosol (Machlin y Bendich, 1987; Rao y col., 2011). Aparte de esto,
ciertos medicamentos metabolizados a los productos intermedios de RL

también causan dafo oxidativo dentro de los tejidos diana (Rao, y col., 2011).

Tabla 4. Generacion de ERO de fuentes exégenas (Phaniedra y col., 2014).

Contaminacion del agua y aire Luz ultravioleta

Bebidas alcohdlicas Coccion (carne ahumada, aceite usado,
Humo de tabaco grasa)

Metales de transicion Cd, Hg, Pb, As Drogas como halotano, paracetamol
Metales pesados Fe, Cu, Co, Cr Bleomicina, doxorubicina, metronidazol,
Solventes industriales etanol.

Pesticidas Tetracloluro de carbono (CCly,

V. Antioxidantes

Por definicibn quimica, un antioxidante es cualquier sustancia capaz de
retardar una reaccidén en cadena de RL que propaga la oxidacién (pérdida de
uno 0 mas electrones) a otras moléculas (Frankel, 2007). Desde la perspectiva
biologica, los antioxidantes son sustancias que ayudan a proteger a las
moléculas de la oxidacion (Frankel, 2007) mediante la eliminacién de RL, de tal
forma que esto favorece a la disminucién de los efectos nocivos causados por
el estrés oxidativo (Sen & Chakraborty, 2011).

Los antioxidantes se clasifican en diferentes categorias, aunque se recomienda
dividirlos en enddgenos, los que son sintetizados por la célula y exégenos o
antioxidantes que ingresan al organismo a través de fuentes externas como los
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alimentos (Tabla 5) (Rodriguez y col., 2001; Sanchez-Rodriguez y col., 2004;

Ramos, 2006).

Tabla 5. Clasificacion de los principales antioxidantes

Antioxidantes

Endégenos Exégenos
Enzimaticos No enzimaticos
- Vitaminas Ey C

Directos Indirectos Metabdlicos - Betacarotenos

Conjugacion - Polifenoles
-Superdxido - Glutation reducido
dismutasa SOD | -Glutation sulfidril | (GSH)
-Catalasa (CAT) | transferasa (GST) |- CoQ10
-Glutation UDP-Glucuronil - Melatonina
peroxidasa Transferasa - L-arginina
(GPx) (UDPGT) - Acido urico
-Glutation NADPH: quinona - Proteinas quelantes
reductasa (GR) | gxidorreductasa de metales (transferrina

(NQO) y ferritina)

Beta-caroteno
Reticulo Cu-Zn-S0OD

Vitamina E

Catalasa

Glutatic

peroxidasa

Glutation

endoplasmico

Mitocondria
Citoplasma

Glutation

Beta-caroteno

Vitamina E

reductasa

Figura 3. Lugar especifico de accion de cada antioxidante dentro de la célula (Fardy y
Silverman, 1995; Galvan y col., 2008)
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La defensa antioxidante del cuerpo

La defensa antioxidante del cuerpo consiste tanto de antioxidantes endégenos
como de compuestos exogenos derivados de la dieta, que pueden ser
clasificados en 3 amplias categorias: enzimas antioxidantes, enzimas que
rompen cadenas y proteinas de union a metales. Las principales enzimas
antioxidantes de origen enddégeno son la superoxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx). Los antioxidantes que
interfieren con las reacciones en cadena iniciadas por los RL se conocen como
antioxidantes que rompen cadenas. Estos antioxidantes son pequeias
moléculas que pueden ser solubles en agua o solubles en lipidos. Algunos de
estos antioxidantes se derivan de la dieta, como los carotenoides, los
flavonoides y las vitaminas antioxidantes. Las proteinas enddégenas como la
ferritina, la transferrina y la ceruloplasmina también son proteinas antioxidantes
importantes porque son capaces de unirse a iones metalicos, como el cobre y
el hierro, por lo que los RL no se generan a través de la reaccion de Fenton
(Dasgupta y Kein, 2014).

Por lo general, las enzimas antioxidantes proporcionan la mejor defensa
antioxidante, aunque todos los antioxidantes son importantes para la

neutralizacion adecuada del estrés oxidativo (Dasgupta y Kein, 2014).

Enzimas antioxidantes

La enzima antioxidante superdoxido dismutasa (SOD) neutraliza el radical
aniénico superéxido dafino al convertirlo en peroxido de hidrégeno. Hay tres
isoformas de superéxido dismutasa. SOD1 requiere tanto cobre como zinc para
su funciéon y se encuentra tanto en las mitocondrias como en el citosol. La
superoxido dismutasa del manganeso (SOD2) se encuentra principalmente en
la mitocondria. La tercera isoforma de superdéxido dismutasa (SOD3) se
encuentra fuera de las células. SOD3 también requiere cobre-zinc como
cofactor. Las concentraciones de estas enzimas estan reguladas por genes
apropiados (Miao y Clair, 2009). SOD1 es un dimero, mientras que SOD2 y
SOD3 son tetrameros con un peso molecular mas alto que SOD1 (Dasgupta y
Klein 2014).
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La catalasa (CAT), otra importante enzima antioxidante tetramérica, convierte
el perdoxido de hidrégeno en agua y oxigeno, y por lo tanto neutraliza
completamente el radical libre superéxido que fue dismutado por la superéxido
dismutasa y convertido en oxigeno y peréxido de hidrogeno (H,0O,). La catalasa
es un homotetramero con un peso molecular de 240 kDa que se distribuye
ampliamente dentro de las células. La catalasa requiere hierro como cofactor,
que se adjunta al sitio activo (Kirkman y Gaetani, 2007; Dasgupta y Klein,
2014).

El glutation peroxidasa (GPx) esta presente en el citoplasma de las células y
protege a la célula contra el dafo oxidativo causado por el perdxido de
hidrégeno y previene la formacion de radicales hidroxilos a partir del H,O,. Se
compone de cuatro subunidades de proteinas; cada uno de los cuales contiene
un atomo del elemento selenio en su sitio activo. La GPx elimina el H,0O,
acoplando su reduccion a H,O con la oxidacion del glutation (GSH) (Sen vy
Chakraborty, 2011).

Antioxidantes rompe-cadenas (ARC)

Los ARC son pequenas moléculas capaces de neutralizar los radicales libres al
romper la reaccion en cadena iniciada por los radicales libres. Los ARC pueden
ser de origen enddgeno o exdégeno. El ejemplo clasico de una reaccién en
cadena iniciada por los radicales libres es la peroxidacion lipidica. Los ARC
actuan ya sea donando un electron o recibiendo un electron de una especie de
radicales libres, convirtiéndolo en una especie estable (Dasgupta y Klein,
2014).

Los ARC pueden clasificarse en dos categorias amplias: solubles en agua y
solubles en grasa. El antioxidante que rompe cadena soluble en agua mas
importante es la vitamina C, que también se conoce como acido ascoérbico. La
vitamina C es capaz de eliminar los radicales superoxidos, hidroxilo y peroxilo
acuoso, asi como otros oxidantes, incluido el peroxido de hidrogeno, el acido
hipocloroso y el oxigeno singlete. En este proceso, la vitamina C se convierte
en acido deshidroascorbico, que eventualmente se descompone en acido

oxalico. El acido urico esta presente en la sangre humana y actua como un
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antioxidante. El acido urico también forma complejos con el hierro, evitando asi
la reaccion dafina de Fenton. Las moléculas de glutation contienen tres
aminoacidos. Esta molécula puede existir en estado reducido o en estado
oxidado. En el estado reducido, el glutation es un excelente antioxidante capaz
de eliminar una variedad de radicales libres, y la reaccion es catalizada por la
glutation peroxidasa. Dentro de la célula, la mayor parte del glutation se
encuentra en estado reducido porque también es util para el buen
funcionamiento de la glutation peroxidasa. La bilirrubina, el producto final del
catabolismo del hemo, es un excelente antioxidante que puede proteger a las
células de los niveles toxicos del perdxido de hidrogeno. La bilirrubina también
puede neutralizar los radicales peroxilo (Stocker y col., 1987; Dasgupta y Klein,
2014).

El antioxidante que rompe cadenas solubles en grasa mas importante es la
vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles), que existe en 8 estados diferentes. Sin
embargo, el a-tocoferol, la forma comun de la vitamina E, es muy eficaz para
romper la reaccidn en cadena de la peroxidacion lipidica. Los carotenoides
también son importantes antioxidantes solubles en lipidos, y la forma mas
comun es el B-caroteno. Estos antioxidantes también pueden neutralizar los
radicales peroxilo, asi como el oxigeno singulete. Ademas, el B-caroteno es un

precursor de la vitamina A, que también tiene actividad antioxidante.

Los flavonoides son antioxidantes que se encuentran en las plantas y en los
alimentos, como las frutas y los vegetales. Ademas, beber té o café puede
proporcionar suficientes flavonoides para una adecuada defensa antioxidante
del cuerpo humano. La forma reducida de la coenzima Q10 (también conocida
como ubiquinol-10) es un eficaz antioxidante que rompe cadenas solubles en
lipidos y es capaz de eliminar el radical peroxilo del lipido. Es un antioxidante
eficaz que previene la oxidaciéon dafiina del colesterol de lipoproteinas de baja
densidad (Hegde y col., 2013; Dasgupta y Klein, 2014).
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Tabla 6. Diferentes antioxidantes y sus efectos (Sen y Chakraborty, 2011).

ANTIOXIDANTE
SOD

CAT

GPx

GR

GSH

Acido urico

CoQ10

Transferrina

Ceruloplasmina

Bilirrubina

UBICACION/FUENTE

Citosol, mitocondria,
nucleo, plasma
Peroxisomas

Citosol, mitocondria

Citosol, mitocondria

Un tripéptido que esta
presente en altas
concentraciones en la
mayoria de las células
eucarioticas. Esta presente
dentro del citosol y es el
principal compuesto
intracelular tiol no proteico

Amplia distribucion

Sintetizada en células
humanas y también se
encuentra en el salvado de
trigo

Principal proteina
transportadora de hierro en
el cuerpo

Una proteina que une
metales extracelularmente

Flujo sanguineo en tejido,
plasma y lugar
extravascular. Es el
componente principal de
los glébulos rojos
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OBSERVACIONES

Dismutacion del H,O,

Dismutacion de H,0,
al oxigeno molecular y agua

Reduccién de H,0,

y otros hidroperoéxidos,
peroxidos lipidicos, productos
de lipoxigenasa

Reduccién de disulfuros de
bajo peso molecular
Sustrato en el ciclo redox de
GSH, actua como un
reductante, reduce H,O,
directamente a agua dentro
de la formacién de GSSG.
También reacciona con los
radicales anién superoéxido,
hidroxilo y alcoxilo
directamente mediante un
proceso de transferencia de
radicales e inhibe el dafio
tisular. GSH es capaz de
eliminar ERO directamente o
enzimaticamente a través de
GPx.

Antioxidante efectivo
eliminador del oxigeno
singulete y radicales como
anion superoéxido, hidroxilo y
alcoxilo y se une con metales
de transicion

Inhibe la peroxidacién lipidica,
reduce el EOX mitocondrial y
también es capaz de reciclar
la vitamina E

Se une a sales de hierro
libres, lo que puede conducir
a la generacion de ERO

Es una proteina que une
cobre. Cataliza la oxidacién
de Fe?* a Fe® mientras el
oxigeno es reducido a agua
Es un producto final del
catabolismo del hemo,
generalmente visto como
producto de desecho
citotéxico, soluble en lipidos.
Pero a concentraciones
micromolares in vitro, elimina



Vitamina E

Vitamina C

Carotenoides:
a-caroteno,
B-caroteno,
y-caroteno, crocina,
B-criptoxantina,
licopeno, luteina,
zeaxantina, bixina,
astaxantina
capsorubina
cantaxantina

Flavonoides
Antocianidinas

flavonoles
(miricetina,
quercetina 'y
kaempferol)
Isoflavonoides
(Anisol,

cumestrol, daidzeina,
genisteina)

Presente relativamente en
altas concentraciones tanto
en células y membranas
mitocondriales. Se
encuentra en el limoén,
naranja, aceite de oliva y
de palma, nueces,
germinados, etc.

Se encuentra en el limon,
naranja, aceite de oliva y
de palma y germinados.

Manzanas, platano
bayas, uvas,

kiwi, limon,

mango, pifia

naranja, papaya,

sandia dulce,

patata, ciruela, zanahoria,
esparragos, remolacha,
berenjena, brécoli, col de
Bruselas, tomates,
espinacas, coliflor,

maiz, cebollas, coles,
frijoles, pepino, seta,
chiles, aceite de palma
roja, leche, yogur, huevos y
plantas medicinales

Moras, arandanos,
fresas, ciruela

Manzana, tomate, cereza,
brécoli, cebolla

La soya, los alimentos de
soya, leguminosas
Guisantes altramuces,
habas de soya
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eficazmente los radicales
peroxilo y protege el acido
linoleico unido a la albumina
de la oxidacion inducida por el
radical peroxilo.

Eliminador directo de los
radicales superéxido e
hidroxilo, regulacion positiva
de las enzimas antioxidantes,
rompe las reacciones de la
cadena de peroxidacion
lipidica.

Eliminador de los radicales
superoxido, hidroxilo,
neutraliza oxidantes
estimulados de neutrofilos,
regenera la vitamina E

La actividad antioxidante de
los carotenoides se basa en
su actividad de inactivacion
del oxigeno singulete.

Los carotenoides se
encuentran utiles en el
cancer, enfermedades
cardiovasculares, cataratas,
infeccién por VIH. Caroteina
util para disminuir el riesgo de
enfermedades
cardiovasculares y ciertos
tipos de cancer; luteina y
zeaxantina efectiva en
trastornos oculares; La a-y B-
caroteina y la B-criptoxantina
pueden convertirse en
vitamina A y su papel
relacionado en el desarrollo y
la prevencion de
enfermedades; el licopeno es
eficaz en el cancer,
enfermedades
cardiovasculares,
osteoporosis, enfisema.

Los flavonoides tienen
capacidad para eliminar los
radicales hidroxilo, los
aniones superoxido y los
radicales peroxilipidicos.
Diferentes flavonoides se han
encontrado efectivos en varios
estudios clinicos y preclinicos.
Algunos de los efectos
importantes de los favonoides



Flavonas

(apigenina,

luteolina)

Flavanones
(naringenina,
hesperetin. Eridictyol)
Flavanol
(epicatequina,
catequina)

Otros polifenoles:
acido cinamico,
cumarina

taninos condensados,
hidroxibenzoico
acido galico,

Especias de hojas verdes.

(perejil)

Frutas citricas (naranja,
limén)

Té, uvas rojas,
chocolate, cacao
bebidas, vino tinto

Verduras de hoja verde,

ciruela, moras,
arandanos, fresas,
manzana,

tomate, cereza, brocoli,
cebolla

incluyen: antiulceroso,
antiviral, antiinflamatorio,
antiartritis, antiosteoporético,
antidiarreico,
antiateroscleratico,
agregacion de plaquetas y
efectos antitrombogénicos,

acido vanilico,

acido hidroxicinamico
acido cafeico

acido caftarico

acido clorogénico
acido, cumarico
acido ferulico,

acido sinapico,
proantocianidinas

Agentes antioxidantes en la ND

Los antioxidantes como la taurina, la acetil-L-carnitina, el acido alfa lipdico, la
vitamina E, el acido ascorbico, la curcumina, etc. han mostrado una reduccion
significativa en la progresion de la ND. Como el EOX es uno de los principales
culpables de la progresién de la ND, la inhibicién del EOX por los compuestos
antioxidantes puede proporcionar un nuevo enfoque en el tratamiento de la ND
mediante el uso de agentes de origen vegetal (Negi y col., 2011; Dhodi y col.,
2014).

Antioxidantes de origen vegetal en la ND

Las plantas se consideran fuentes naturales ricas en antioxidantes y algunos
extractos herbales se probaron en un modelo de ND. Algunos de estos
productos de origen vegetal con sus efectos benéficos sobre la ND y el posible

mecanismo de accion se resumen a continuaciéon (Al-Waili y col., 2017).
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Tabla 7. Efecto de algunas especies vegetales en la ND (Al-Waili y col., 2017).

Nombre de la

Efecto en la ND en un modelo de

Mecanismo de accion

planta/compuesto rata

activo

Cdarcuma sp. -Induce la expresién de SOD, CAT, -Antioxidante y
curcumina GR, GPx, HO-1y GST, disminuye  -Antiinflamatorio

proteinuria, niveles de urea en
sangre, protege los rifiones de
ratas o ratones con DM, Inhibe la
expresion génica inflamatoria vy
mejora la ND,

-Previene la transicion epitelial
mesenquimal de los podocitos

y proteinuria,

-Disminuye la albuminuria y atenua
la esclerosis glomerular, - Reduce
el area mesangial, proteinuria y
creatinina sérica basal

-Induccién de Nrf2

-Suprime la fosforilaciéon de
caveolina-1.

-Inhibe la fosforilacion de
STAT3 y la degradacién de
IkB (inhibidor de NF-kB)

Camellia sinensis
(L.) Kuntze
Epigalocatequina-
3-galato, catequina

-Tiene propiedades
renoprotectoras comparables con
el inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina.
-Reduccién de la glucemia,
hemoglobina glicosilada, creatinina
sérica basal y niveles de urea en
sangre

-Atenta la proteinuria,
hiperfiltracion, glomeruloesclerosis,
y fibrosis tubulointersticial

-Antioxidante y
Antiinflamatorio.

Aumenta el ARNm de Nrf2 y
NQO1

-Disminuye las vias de
proteina cinasa b, cinasa de
sefializacion  extracelular,
NFkB

Activa la proteina Sirtuina-1
deacetilasa dependiente de
NAD

Gingko biloba L.

-Reduce el EOX, y mejora la
estructura del tejido renal y
funciones renales

-Protege contra la
glomeruloesclerosis.

-Disminuye la glucemia, creatinina

Antioxidantes y
antiinflamatorios.
Inhibe la formacion de
productos finales de Ia
glicacion avanzada.
Reduce el factor de

sérica, niveles de urea en sangrey crecimiento de tejido
proteinuria. conectivo y TGF-f31
-Inhibe la produccién de PFGA. Aumenta Nrf2 y regula
-Mejora la estructura del tejido positivamente la  hemo
renal y las funciones renales. oxigenasa-1
-Disminuye la  excrecion de
albumina urinaria.
Rosmarinus Disminuye la necrosis glomerular Antioxidante y
officinalis L. focal, dilatacion de la capsula de antiinflamatorio.
(Acido Bowman, degeneracion del epitelio Inhibe CTGF
rosmarinico) tubular, necrosis en el epitelio Reduce NFkB
(Acido carnésico) tubular y dilatacién tubular. Aumenta la glutatién

Previene lesiones por isquemia /
reperfusién en los rifiones.
controla la glomeruloesclerosis

transferasa, la actividad de
la proteina anti-apoptética
Bcl-2 y eliminador del
peroxinitrito.
Activa Nrf2
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VI. Género Buddleja

Existen unas 100 especies arbdreas del género Buddleja extendidas en el Este
de Asia, América, Sudafrica y otras regiones del mundo (Ahmad y col., 2008).
Este género se distribuye desde Chihuahua hasta el sur de Argentina (Norman,
1973; Carrillo, 2012). Aproximadamente existen unas 20 especies distribuidas
en México y 5 en el valle de México (Vargas, 1985). Algunas especies de este

género pueden ser destinadas para diferentes usos (Romero y col., 2003).

Descripcion de Buddleja cordata Kunth

Buddleja cordata se conoce como Tepozan (Figura 4), se clasifica en la familia
de las Escrofularidaceas (Gonzalez-Rebeles, 2012; Garcia-Garcia y Cano-
Santana, 2015). Planta con el envés de las hojas previsto de pelos estrellados
aplicados y pelos estrellados laxos, grandes, candelabriformes; corola
amarillenta, generalmente con un toque anaranjado en la garganta. El Tepozan
se encuentra ampliamente distribuido en el Valle de México a una altitud de
2250-3000  msnm. Crece en Matorrales, pastizales y bosques, pero
preferentemente en la vegetacion secundaria y en lugares intensamente
perturbados, incluyendo zonas urbanas. En ocasiones nace espontdneamente
cerca de lasa casa y se deja como arbol de ornato; sus hojas se utilizan en

infusidn para evitar el exceso de sudor y como diurético (Vargas, 1985).

Es un arbol o arbusto dioico de 2 a 15 m de alto, tronco de 10 a 45 cm de
diametro en la base, corteza rugosa de color café a negruzca; ramas jévenes
cuadrangulares; lineas estipulares o estipulas foliosas presentes, peciolo de 1
a 5.5 cm de largo, lamina lanceolada, ovada u oblonga a eliptica, de 5 a 28 cm
de largo por 2 a 13 cm de ancho, apice de agudo a acuminado, base cordada,
obtusa o truncada, margen entero, serrado o serrulado, venacion prominente
en el enveés, textura un tanto coriacea, haz de las hojas jéovenes tomentoso, a
menudo con pelos glandulares, sobre todo cerca de las venas, caducos con el
tiempo, haz de las hojas maduras glabro a glabrescente, envés con tomento

adpreso y en ocasiones con tomento espeso, flocoso;

29



Figura 4. Buddleja cordata (Tepozan).

inflorescencia paniculada, terminal, de 14 a 28 cm de largo por 15 a 27 cm. de
ancho, ramificada de 2 a 4 veces, con bracteas en cada ramificacién, flores en
grupos de 5 a 10 por cimula, ésta de 0.5 a 1 cm de didametro, bracteas en la
base de las flores, lineares, de 1.5 a 2.5 mm de largo, I6bulos de 0.8 a 1.2 mm
de largo por 0.6 a 1.2 mm de ancho; corola campanulada, de color blanco,
crema o amarillo, volviéndose anaranjada en la madurez, tubo de 1.5 a 2.5 mm
de largo, lébulos extendidos, imbricados en el botdn, oblongos a ampliamente
obovados, de 1 a 2 (2.1) mm de largo por 1 a 1.5 mm de ancho, apice
redondeado, tomentosos por fuera, con pelos filiformes por dentro; estambres
subsésiles o con filamentos, insertos ligeramente debajo del seno de los
I6bulos; capsula ovoide a elipsoide, tomentulosa y glandular, de dehiscencia
septicida; semillas elipsoides a ovoides, aladas, de 1 a 2 mm de largo por 0.2 a

0.6 mm de ancho (Rzedowski y Rzedowski, 1985; Camacho y col., 2009).

Distribuciéon de Buddleja cordata

Se extiende del norte de México hasta Guatemala (Figura 5) en altitudes que

van de los 1500-3000 msnm (Avila y col., 2014). Se desarrolla en habitats
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perturbados con vegetaciéon secundaria y sitios urbanos (Camacho et al.,
2009).
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Figura 5. Distribucion de Buddleja cordata en México y a nivel mundial (Norman, 1973;
Carrillo, 2012).

Situaciéon taxonémica de Buddleja cordata

Tabla 8. Situacion taxonémica de B. cordata

Reino Plantae

Phylum Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Lamiales

Familia Scropulariaceae
Género Buddleja

Especie Buddleja cordata Kunth
Nombre comun Tepozan
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Usos medicinales de Buddleja cordata

El Tepozan se considera benéfico para aliviar heridas, uUlceras, abscesos y
granos. Ademas, se ha reportado que se utiliza en el tratamiento del cancery la
diabetes mellitus (Argueta y cols., 1994).

Los grupos étnicos tarahumaras la conocen como matowi o wasala y las partes
de la planta que utilizan son las hojas y la corteza para curar heridas e
inflamacion (Bye, 1983; Cardenas, 1993; Martinez, 1999). En la tabla 9 se

muestran algunos usos medicinales de Buddleja cordata.

La gente ha utilizado sus hojas en forma de cataplasma para tratar tumores,
abscesos, llagas y quemaduras. Las decocciones de las raices, las hojas y la
corteza de B. cordata tienen efectos diuréticos cuando se administran por via
oral, mientras que la aplicacion tépica se utiliza para curar heridas y dolores
reumaticos (Adedapo, 2009; Alonso-Castro y col., 2011; Espinoza-Gonzalez y
col., 2016).

Las decocciones de las hojas, las raices y la corteza se usan como un diurético
que se administra por via oral y se aplica tépicamente para curar heridas y
dolores reumaticos (Martinez, 2010; Avila y col., 2014).

Tabla 9. Usos medicinales de B. cordata (Martinez, 1999).

e LSO POPULAR e JPARTEDE LA PLANTALYIA DEADMINISTRACION
Enfermedades hepiticas . Hojas Oral
Afecciones cutineas Hajas Topica
Dolores de cabeza R R Hojas Oral
Antileproso Hojas ' Topica
AntiasmAtico . ' Hojas Oral
Antitusivo Hojas _ Oral
Tratamiento de la bronguitis Hojas Oral
Eupéptico Hojas Qral
Antiséptico - - " Hojas Oral
Analgésico Hojas Oral_
Anti-inflamatorio Hojas Oral
Antidiarreica Hojas, corteza y raiz Oral
Antipirético : Hojas, conteza v raiz Oral
Antitumoral Hojas, conteza v raiz Oral
Antipahidico Raiz Oral
Hipnbtico Raiz Oral
Contracciones uterinas Toda la planta Oral
| Diurdtico Tada Ia planta Oral
| Antiespasmidico Toda fa planta Oral
[ratamiento de la cirrosis _ Todala plantz Onl
Tratamiento de disfunciones Toda la planta Oral
biliares
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Fitoquimica de Buddleja cordata

Tabla 10. Metabolitos secundarios relacionados a las propiedades medicinales de

Buddleja cordata (Estrada, 2010)

Fenilpropancide

Actividades

Acldo p-coumdarleo (CoHeDa) PM: 164.168)

HO
OH

Inhibitor de aldosa reductasa: 4 pgfml (débil
aclividad)

Antileucémico; 1IC50=25-56 pg/mil;
Antioxidante; 1/3 BHA; IC24=30 ppm
Ofras: Alelopdtico, Anlimicrobiano
Antinepatotdxice, Antilumoral, Pesticida

Acido cafeico [CyHgOy; PM: 180.18)

HO
OH

Inhibitor de aldesa reductasa: 4 pg/mil (daébil
actividad)

AnliHIV: ECE0=200 ugfmil

Antioxidante: 1/2 BHA; 13 quercetina; 30 mi;
30 uM; IC5F=30 ppm

Antitumaral (piel): 200 ppm (dieta)
Citotdxico: TCS50=200 pg/ml

Fungicida: MIC=0.4 mg/ml;

Protector solar: 1C50=2.5 mg; 1IC91=5 mg/;
1C98=25 mgi

Otras ‘Analgésico, antibacterial, Quelante,
Antinepatotdxico, Antiinflamatorio, Diuratico

Acido ferdlico [CyHyCy; PM: 194.19)

o EH;;
-~

HO
OH

Antileucémico; IC50=25-56 pgfmil

Antioxidante: 1/2 BHA; 1/3 quercetin; 3,000 pb;
ECS0=9-15 pg/mil; 1C51=200 ppm
Lterosedative: 30-100 mgfkqg en ratas

Oflras: Alelopdtico, Analgésico, Antimicrebiano,
Anticancerigeno {colon, estdmago,higador,
piel), Antiinflamatorio, Antiviral, Herbicida,
Quelanle, Pesticida, Proteclor solar

Acido sinapico(CiHi205 PM: 224.21)

“”‘”gf

HyE”

Antioxidante: IC27=30 ppm
Otras:Antibacterial, Antinepalotdxico,
Preventivo de cancer, Fungicida, Peslicida

Verbascosido (CgHy;04s PM: 624.21)

CH

OH

Inhibitor de aldosa reduclasa: 1C50=-0.39-15.1
phd; Antileucémico: EQS0=2.6 pg/mi
Antioxidante: EDS0=1 uM

Citotoxico: EDS0=2.6 pg/mil

Fungicida: MIC=0_4 mg/m]

Protector solar: SFF 24 {Avila y col., 2005)
Otras: Analgesico, Anlibacterial,
Antihepatoldxico, Anliniperensivo,
Antiinflamatorio, Antiviral (Nezbedova y col.,
1999}, Protector del DNA (Zhao y cal., 2005),
Neuroprotector (Guo-Qing ¥ col., 2002),
Parasiticida {Diaz y col,, 2000}, Inhibitor de la
Froleina Cinasa C, Pesticida, Fitoalexing

Linaring (CzaH12014 PMIS22.55)
Hy

=]

[+ ]

Inhibitor de aldesa reductasa: 1C20=10 pi
Proteclor solar: SPF 9 (Avila y col., 2005)
Olras: Analgéslico (Martinez-vazquez y col.,
1996}, Antipirética (Martinez-Vazquez y cal.,
1998), Antinflamatorio (Marlinez-Varquez y
col., 1998), Amebicidal (Rodriguez-ZaragoZa y
col., 1999), Sedativo y potenciador de suefio
{Femandez y col,2004)
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Las especies del género Buddleja producen constituyentes fendlicos como los
flavonoides y los fenilpropanoides los cuales son ricos en linarina y
verbascésido (Martinez-Vasquez y col., 1996; Avila y col., 2005; Avila y col.,
2014).

VII. Justificacion

A pesar de que se han desarrollado nuevos farmacos para controlar la
progresion de la DM a la enfermedad renal, los tratamientos siguen siendo
escasos, costosos y hasta ineficientes. Dado que el EOX es el principal
mediador sobre el dafio renal en modelos animales, la inhibicién del EOX con
antioxidantes de origen vegetal podria prevenir la progresion de la enfermedad
a muy bajo costo. B. cordata es una especie con amplia distribucion en México
y ha mostrado capacidad antioxidante tanto in vitro como in vivo. Por lo tanto,
B. cordata podria ser una fuente potencial de antioxidantes para desarrollar
nuevos tratamientos terapéuticos sobre el dafo renal en la DM. Asimismo, esta
investigacion permite la continuacidn de nuevos estudios farmacolégicos,

toxicologicos, entre otros.

VIII. Pregunta de investigacion

¢, Qué efecto tienen los antioxidantes del extracto metandlico de Buddleja

cordata sobre el daifo renal en la DM?

IX. Antecedentes

Avila y col. (2014) investigaron las propiedades fotoprotectoras del extracto
metandlico de Buddleja cordata contra el dafio cutaneo inducido por radiacion
ultravioleta (RUV) en ratones sin pelo SKH-1. El extracto metandlico de B.
cordata mostré absorbancia en todo el espectro de RUV y present6é altas
concentraciones de linarina y verbascésido. El extracto metandlico de B.
cordata exhibié actividad antioxidante y elimin6é los radicales hidroxilos. El

extracto metandlico de B. cordata redujo el eritema, la produccién de células de
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gquemaduras solares, la congestién de vasos y el engrosamiento epidérmico del
raton irradiado con RUV. La administracion tépica del extracto metandlico de B.

cordata puede prevenir el dafio solar.

Avila y col. (1998) evaluaron el modo de accién del verbascésido obtenido de
B. cordata contra Staphilococcus aureus por cinética de eliminacion. El efecto
letal inducido por verbascdsidos sobre S. aureus, elimina a esta cepa

bacteriana al inhibir la captacidn de leucina para la sintesis de proteinas.

Backhouse y col. (2007) investigaron los efectos analgésicos, antinflamatorios
y antioxidantes de los extractos metandlico y hexanico de Buddleja globosa
mediante pruebas in vivo e in vitro, con el fin de validar su uso medicinal. Los
extractos mostraron actividad analgésica y antiinflamatoria. El verbascdsico y
luteolina fueron los principales componentes del extracto metandlico. La
inhibicién del anién superodxido, lipoperoxidacion y DPPH fueron observados en

los extractos.

Ahmad y col. (2008) investigaron los compuestos quimicos del extracto
metandlico de B. crispa responsables de la actividad antioxidante e inhibitoria
contra la enzima lipoxigenasa. ldentificaron siete iridioides, buddlejosido A,
buddlejosido B, buddlejésido C, genipina, b-gardiol, buddlejésido A2 y
buddlejésido A5.

Kim y col. (2011) estudiaron los efectos protectores de la linarina aislada de B.
officinalis sobre la respuesta en cultivos de células osteoblasticas MC3T3-E1 al
estrés oxidativo. Los resultados indican que la linarina protege los osteoblastos
contra la disfuncion osteoblastica inducida por peroxido de hidrégeno y redujo

el dano oxidativo.

Pendota y col. (2014) evaluaron la actividad antinflamatoria, antioxidante y los
parametros in silico de tres compuestos aislados de B. salviifolia: 4'-hidroxifenil
etil vainillato, actedsido y quercetina. El actedsido fue el mas efectivo en todos
los ensayos, mostré una capacidad antioxidante (CAs0) de 63.30 ug/mL. La
actividad demostrada de estos compuestos sugiere que podria ser satisfactorio

en el manejo de condiciones antiinflamatorias.
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X. Hipétesis

Buddleja cordata se utiliza en la medicina tradicional popular y ha mostrado
efecto antioxidante tanto in vitro como in vivo. Si el extracto metandlico de B.
cordata tiene actividad antioxidante, entonces podria tener efecto antioxidante

en un modelo de DM sobre el dano renal.

XI. Objetivos

General

Evaluar el efecto del extracto metandlico de las hojas de Buddleja cordata
sobre el dafio renal en ratas con diabetes mellitus inducida por

estreptozotocina.
Particulares

Obtener el extracto metandlico de la parte aérea de Buddleja cordata por el

método de extraccion Soxhlet.

Conocer la composicién fitoquimica general del extracto metandlico de

Buddleja cordata mediante pruebas coloridas.

Evaluar la capacidad antioxidante de la parte aérea de las hojas de Buddleja

cordata ante la prueba de DPPH.

Cuantificar el contenido de fenoles totales del extracto metandlico de Buddleja

cordata.

Caracterizar el modelo de DM en ratas Wistar macho por induccion con STZ.

Evaluar el efecto del extracto metandlico de Buddleja cordata sobre la actividad

de las enzimas antioxidantes de la corteza renal de ratas diabéticas.
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XIl. Material y métodos

Figura 6. Ubicacion de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San
Angel de Ciudad Universitaria, UNAM, Distrito Federal, México. En

color rojo pertenece a la zona nucleo de la REPSA. La zona de

muestreo (color amarillo) pertenece a la zona de amortiguamiento de
la REPSA ( Recuperado de:

http://www.repsa.unam.mx/index.php/ubicacion).

Colecta de la especie

Las hojas de Buddleja cordata se colectaron el 1 de marzo de 2016 en la zona
de amortiguamiento de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel
(REPSA) (Figura 6), Ciudad de México, entre las coordenadas 19° 19' 40.26"N
99° 10' 40.3"W (Figura 7). ElI material vegetal se trasladé al laboratorio de
Farmacologia de la UIICSE, FES-Iztacala, UNAM. Se obtuvo un total de 1 kg

de material fresco de las hojas y posteriormente se secaron a temperatura

ambiente.
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Figura 7. Zona de muestreo. Mapa para 19° 19' 40.26"N 99° 10' 40.3"W.

Identificacion de la especie

Se herborizaron dos muestras de la parte aérea de Buddleja cordata 'y se
depositaron en el Herbario de la FES Iztacala, UNAM. Posteriormente, fue

identificada.

Preparacion y obtencion del extracto

Las hojas de Buddleja cordata se secaron, se trituraron (Figura 8), se pesaron y

se extrajeron con metanol por el método Soxhlet (Caldas, 2012).

El sistema de extraccion soxhlet se compone de un matraz de bola de fondo

plano, una camara de extraccion y un condensador (Figura 9).

Se colocaron 30g de las hojas trituradas de Buddleja cordata en un cilindro de
papel filtro (cartucho) y se introdujo el cartucho en la cadmara de extraccion.
Posteriormente, se vertieron 300 mL de metanol en un matraz de bola de fondo

plano, se montd el equipo y se calenté a 55 °C hasta ebullicion. Después de
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evaporarse, el solvente es condensado y cae en la camara del equipo, en el
cual se extrae el contenido de las hojas trituradas. Una vez que el tubo de
extraccion esta lleno de solvente este es sifoneado hasta el matraz de bola que
contiene el resto del solvente y el proceso es repetido de forma exhaustiva. El

precipitado resultante se dejoé secando a 55 °C y se almaceno6 a 4°C

Figura 8. Hojas de Buddleja cordata trituradas con una licuadora.
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Figura 9. Montaje del equipo Soxhlet para la preparacion del
extracto metanolico de las hojas de Buddleja cordata con el
método de extraccion exhaustiva.

Analisis fitoquimico preliminar

Se detectaron los principales grupos de metabolitos del extracto metandlico de
las hojas de Buddleja cordata (EMHBC) mediante pruebas cualitativas para
alcaloides, terpenos, glicosidos (Miller, 2001), quinonas, coumarinas, esteroles,
fenoles y saponinas (Dey y Harbone, 1989). A continuacion, se presentan en la
Tabla 11.

40



Tabla 11. Pruebas cualitativas para identificar metabolitos en el extracto
metandlico (Dey y Harbone, 1989).

GRUPO REACTIVO COLORACION
Alcaloides Dragendorff precipitado café
Fenoles Cloruro férrico Azul o verde
Glicésidos Molish Anillo morado
Monoterpenos Vainillina en acido Azul o verde
Saponinas Agua caliente Prueba de espuma

Ensayos in vitro de la actividad antioxidante

DPPH

La capacidad antioxidante del EMHBC se determiné midiendo el porcentaje de
decoloracion del radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidracilo) en solucién
metandlica. EI DPPH absorbe a un maximo de 517 nm cuando reacciona con

un compuesto antioxidante, sufre una decoloracién de morado a amarillo.

La actividad antioxidante se determiné utilizando el método de Villano y col.
(2006). Se preparo un stock del extracto a 100 ppm. El extracto se evaluo a
diferentes concentraciones y 50 yL de cada concentracion (9, 18, 27, 36, 45,
54, 63, 72 y 90 ug/mL). Las placas se incubaron en oscuridad durante 30 min,
posteriormente, se midid6 su absorbancia a 517 nm utilizando un lector de
microplacas ELISA Thermo Scientific, EE. UU. (Figura 10). Los ensayos se

hicieron por duplicado.

La actividad antioxidante se expresa como porcentaje de inhibicion lo cual
corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una
determinada concentracién, de acuerdo a la siguiente ecuacion: % | = [(AbsO-
Af) / AbsO] x 100. Donde AbsO es la absorbancia de DPPH y Af es la
absorbancia de la muestra. La disminucion de la absorbancia de la mezcla de

reaccion indica una mayor actividad de eliminacion de radicales DPPH.
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Figura 10. Lector de microplacas ELISA Thermo Scientific EE. UU.

Se utilizé la ecuacion de linea de tendencia y se determiné la concentracion de
compuestos antioxidantes requeridos para reducir un 50% el radical (CAs),
mediante la transformacion de esta ecuacion. Valores bajos de CAsp indica una
actividad antioxidante alta. La quercetina (control positivo) se utilizé cémo
compuesto de referencia para la evaluacion de la actividad de eliminacion de
radicales libres. Como blanco se utilizé metanol (MeOH) y control negativo
MeOH + DPPH.

Cuantificacion de fenoles totales por el método Folin Ciocalteu

El contenido total de polifenoles de EMHBC se determiné usando la técnica del
reactivo de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999). Los ensayos se realizaron
por triplicado. Los polifenoles totales se expresaron como g equivalentes de

acido galico por gramo de extracto (Avila y col., 2014).

42



Reproduccion del modelo de DM

Obtencion de los animales de experimentacién

Se utilizaron ratas Wistar macho (Figura 11) con un peso entre 230 y 250g; las
ratas se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala,
UNAM. Posteriormente, se trasladaron al laboratorio de farmacologia para su

aclimatacion durante 3 dias.

Figura 11. Rata Wistar macho.

Se formaron cuatro grupos experimentales asignando aleatoriamente cinco
ratas en cada grupo Los grupos se dividieron de la siguiente manera: Grupo
control sin induccién a DM (C1), grupo control inducido a DM, (DMC2) y grupos
inducidos a DM tratados con el extracto de Buddleja cordata en dosis de 100
mg/kg (DMT3) y 200 mg/kg (DMT4) (Tabla 12).

Tabla 12. Grupos experimentales y sus tratamientos

Grupo C1 DMC2 DMT3 DMT4
Tratamiento Buffer de ninguno EMHBC EMHBC
citratos (100 mg/kg) (200 mg/kg)

Las ratas se mantuvieron en ayunas durante 8 h y después se les cuantifico la
glucosa mediante puncién de la vena caudal y se obtuvo una gota de sangre la

cual fue analizada con un glucémetro ACCU-CHEK Active. Al grupo C1 se le
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administré buffer de citratos y a los grupos restantes (DMC2, DMT3 y DMT4) se
les administrdé STZ (65 mg/kg), por via intraperitoneal. Transcurrido 48 h de la
induccion, se midi6 nuevamente la glucosa en sangre para corroborar la
hiperglucemia. EI EMHBC se disolvio en propilenglicol (vehiculo) y se
administré por via oral en dosis de 100 mg/kg en el grupo DMT3 y 200 mg/kg
en el grupo DMT4. Los grupos C1 y DMC2 recibieron solamente el vehiculo
(Dogany col., 2015).

Después de 6 semanas las ratas se colocaron en las cajas metabdlicas (Figura
12) para cuantificar la ingesta de agua, el volumen urinario y la ingesta de
alimento en 24 h. La ingesta de alimento se calcul6é restando el peso del
alimento inicial (100 g) menos el peso del alimento sobrante. La ingesta de
agua se calculo restando el volumen de agua inicial (200mL) menos el volumen

del agua sobrante.
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Figura 12. Cajas metabdlicas.
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Determinacién de la hipertrofia renal

Relacién peso renal/peso corporal (PR/PC)

La hipertrofia renal se calculd con el indice de hipertrofia renal para el cual, se
obtiene del peso del riidn humedo en miligramos y se divide con el peso
corporal en gramos (mg/g). Para la extraccion de los rifiones, las ratas se
anestesiaron con pentobarbital sédico (45 mg/kg, via ip). El rifdn derecho se
descapsulé y se separo la corteza renal y el otro riidn se colocé en p-
formaldehido al 4% en solucion salina amortiguada con fosfatos, pH 7.4.
Después se obtuvo el indice del peso renal en miligramos y del peso corporal

en gramos.

Determinacion de la funcién renal

Cuantificacion de proteinas en orina (proteinuria)

Se cuantificaron las proteinas contenidas en la orina con el método de Bradford
(1976). Se realiz6 una curva de calibracion de albumina sérica bovina (0-100
Mg/uL) y para las muestras se agregaron 5 uL de orina, 155 pL de buffer PBS
1X, tanto a las muestras como a la curva se les agregaron 40 uL de reactivo de
Bradford, se mezclaron y se leyd la absorbancia a 595 nm en un lector de
microplacas ELISA (Multiskan Ascent Thermo Labsystems). La concentracion
de proteinas se determiné por interpolacién de las muestras en la curva

estandar.

Estudio de la actividad de las enzimas antioxidantes

Homogenizacion de la corteza renal

Se pesaron 100 mg de las cortezas renales, se colocaron en tubos Eppendorf,
y se le afiadi6 1 mL de amortiguador de fosfatos 66.6 mM, pH 7 con una
mezcla de inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche), posteriormente se
homogeneizaron las muestras de tejido en frio con un homogeneizador IKA®
T10 basic Ultra-Turrax, a 4° C a una velocidad de 10,000 a 12,000 rpm, en tres

repeticiones de 10 segundos cada una. Posteriormente se centrifugaron en una
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microcentrifuga Eppendorf 5418, a 4°C a 5,000 rpm durante 10 min. Se
tomaron alicuotas de 200 pl, y se conservaron a -80°C para determinar la

actividad de las siguientes enzimas antioxidantes:

Catalasa (CAT)

La enzima CAT se determiné mediante una técnica cinética. Se colocé 1 ml de
amortiguador de fosfatos 66.6 mM en una cubeta de cuarzo, pH 7 y se ajusté la
absorbancia a cero en un espectrofotometro Jenway 6305. Para las muestras
en una cubeta de cuarzo se agregd 1 mL de peroxido de hidrégeno (16 pl de
H.O, al 30% en 10 ml de amortiguador), mas 10 pl de homogeneizado de
corteza renal y se leyo a 240 nm registrando la absorbancia cada 15 s, a partir
de la adiciéon de la muestra. La actividad enzimatica se calculéo por la
desaparicion de peréxido de hidrégeno utilizando el coeficiente de extincidn
molar del perdxido de hidrégeno: € = 40/M-cm a 240 nm. Se corrigié por
concentracion de proteinas en la muestra y se reporté como Ul/mg proteina
(Aebi, 1984).

Superéxido Dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD se determind con un método colorimétrico, basado en la
reaccion de la xantina oxidasa (XOD) al reducir el nitroazul de tetrazolio, esta
reduccion se inhibe por accion de la SOD. De las muestras se agregaron 10 yL
de homogeneizado renal, 1 ml de la mezcla de reaccion y 20 ul de XOD, se
agito y se leyo su absorbancia a 560 nm en un espectrofotdmetro Genesys 20,
al inicio de la adicién de la SOD y después de un minuto (Beauchamp y col.,
1971).

Glutation Peroxidasa (GPx)

La GPx consume glutation y como cofactor oxida NADPH. Esta reaccion se
acopla con la reaccién de glutation reductasa, que regenera al cofactor. La
reaccion se vuelve ciclica, y la diferencia en la absorbancia a 340 nm entre los

2 y 4 min de reaccion es proporcional a la actividad de la GPx. Se calibr6 a
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cero el espectrofotdmetro Jenway 6305 con agua destilada, a 240 nm; para las
muestras en una cubeta se colocaron 50 pl del homogeneizado renal, 50 pl de
reactivo de Drabkin y se mezclaron, posteriormente se afadieron 2.58 ml de
amortiguador de fosfato 50 mM, pH 7, 100 yl de NADPH, 10 ul de glutatién
reductasa, 10 ul de azida de sodio y 100 yl de GSH, finalmente se agregaron
100 pl de perdxido de hidrégeno para iniciar la reaccion y se registro la
absorbancia al inicio, a los 2 y 4 min. Para determinar la actividad enzimatica
se obtiene la diferencia (AAs40) entre las lecturas a los 2 y los 4 min. Se define
una Ul como la desaparicion de 1 pmol de NADPH por min (Paglia y Valentine,

1967) y se calcula la actividad enzimatica en Ul/mg de proteina.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como la media £ error estandar de la media. Los
datos se analizaron a través de un ANOVA con pruebas de comparacioén de
medias de Tukey (a= 0.05). Los datos se consideraron significativos con p <
0.05.

XIlll. Resultados

Figura 13. Ejemplar herborizado de Buddleja cordata.
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Informacién de Herbario de Buddleja cordata

Los ejemplares fueron identificados por la M. en C. Maria Edith Lépez
Villafranco, responsable del Herbario. Se le asigné el numero de registro 2524-

IZTA en la coleccion cientifica del Herbario de la FES Iztacala (Figura.13).

Rendimiento

El extracto metandlico se obtuvo de 392 g de las hojas de Buddleja cordata. En

la tabla 13 se muestra el rendimiento del extracto.

Tabla 13. Porcentaje de rendimiento del extracto.

Parte de la planta  peso seco Extracto Rendimiento
(9) (9) (%)
Hojas 392 27 30.12

Caracterizacion fitoquimica del extracto

Las pruebas cualitativas se analizaron en presencia y ausencia de flavonoides,
fenoles, glucosidos, monoterpenos, cumarinas y saponinas. A continuacion, los

resultados se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Pruebas de deteccién de los principales grupos de metabolitos
secundarios del EMHBC.

GRUPO REACTIVO COLORACION REACCION
Flavonoides NaOH Precipitacion +
café

Fenoles Cloruro Azul o Verde +
Férrico

Glucodsidos Molish Anillo Morado -

Monoterpenos Vainillina en Azul o verde -
acido

Cumarinas Formacién Rojo +

Hidroximato
Saponinas Agua espuma +

Presencia (+) o ausencia (-) de los metabolitos secundarios en el EMHBC
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Ensayos in vitro de la actividad antioxidante

Porcentaje de decoloraciéon de DPPH

En la figura 14 se observa que el porcentaje de decoloracion del DPPH
incrementé de manera proporcional al incremento de la concentracion del

extracto de Buddleja cordata.
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radical DPPH (%)

Figura 14. Grafica del porcentaje de decoloracion del radical DPPH contra el extracto
metandlico de Buddleja cordata.

Los datos obtenidos en la parte lineal de la grafica permitieron obtener la
ecuacion de la recta y con ella calcular la capacidad antioxidante media del
extracto. EIl EMHBC mostré una CAsy de 21.92 + 0.52 ug/mL (Figura 15). Se
utilizé la quercetina como control positivo porque este compuesto se utiliza
como estandar por su alta capacidad antioxidante. La quercetina tuvo una CAs
de 5.1 £ 0.69 (Figura 16).

49



100 DPPH

20 ©
80
70
60
50 - CA50=21.92
40
30
20 &3
10

0

radical DPPH (%)
')

Porcentaje de decoloracion del

0 2 4 6 81012141618 202224 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Concentracion (ug/mL)

Figura 15. Grafica de la capacidad antioxidante 50 (CA50). Capacidad
media del extracto de Buddleja cordata para reducir el radical DPPH.
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Figura 16. Grafica del porcentaje de decoloracién del radical DPPH
contra la quercetina
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Fenoles totales presentes en el EMHBC

A partir de la curva patron de acido galico, se determind la concentracion de

fenoles totales presentes en el EMHBC (Figura 17).

o
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o
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Equivalentes de acido galico (pg/mL)

Figura 17. Grafica de la curva patrén de acido galico (color azul).

El contenido fendlico total del EMhBC se obtuvo con la ecuacién de la curva de
calibracion de acido galico (y = 0.035X - 0.1096) y se obtuvo 157 equivalentes
de acido galico (EAG) / g de extracto (Tabla 15).

Los valores de la CAso del extracto de Buddleja cordata y quercetina se

registraron en la Tabla 15.

Tabla 15. Contenido de fenoles totales y capacidad reductora del DPPH en términos de
CA50 del extracto de Buddleja cordata y control quercetina.

Compuestos CA50 Fenoles totales (EAG/g de extracto)
DPPH

EMHBC 21.92 £ 0.52 | 157 £ 0.01

Quercetina 5.1+£0.69 ---
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Caracterizacion del modelo de DM

La figura 18 muestra el contenido de glucosa (a) contenido de alimento (b) y
consumo de agua (c) de los sujetos a los que se les indujo DM. Se observa que
hubo un aumento significativo en los niveles de glucosa, consumo de alimento
y consumo de agua de las ratas con DM control (DMC2) comparadas con ratas
sin DM control (C1). Esto indica que 65 mg/kg de STZ permitieron la induccién
a DM.

En la Figura 18-a no hubo diferencias significativas en los niveles de glucosa
de las ratas diabéticas tratadas con Buddleja cordata a dosis de 100 mg/kg
(DMT3) y 200 mg/kg (DMT4) en comparacion con el grupo DMC2. Esto
significa que los animales de estos grupos permanecieron hiperglucémicos y no

hubo disminucion en los niveles de glucosa en los sujetos con tratamiento.

En la Figura 18-b y 18-c se muestra una disminucion significativa en el
consumo de alimento y consumo de agua del grupo DMT3 tratado con el
EMHBC en dosis de 100 mg/kg comparadas con el grupo DMC2. El grupo
DMT4 tratadas con B. cordata en dosis de 200 mg/kg aumentaron
significativamente la ingesta de alimento y agua respecto al grupo C1. Esto

indica que 100 mg/kg de extracto permitieron la disminucién de ingesta de

— 0 I
c1

c1 bmc2 DMT3 DMT2

alimento y agua.

200

1w €

*
* * #
160
# 140 *
1
100
80 #
60
40
0
Cc1

DMC2 DMT3 DMT4 DMmc2 DMT3 DMT4

e
g 8
Q
*
*
*
I

._]_.

N

v
N
o

Glucosa (mg/dL)
=
(7))

N w

8 8
Consumo de alimento (g)

N

Q

Consumo de agua (mL)

=

8
'
o

o
v

Figura 18. Media * ESM del contenido de glucosa (a), consumo de alimento (b) y
consumo de agua (c) a los grupos a los que se les indujo DM (n=4). Grupo control sin
DM. Grupo control sin DM (C1), Induccidn de la Diabetes mellitus (DMC2), grupo tratado con
Buddleja cordata 100 mg/kg (DMT3) y grupo tratado con EMHBC 200 mg/kg (DMT4) en el
modelo de DM durante 6 semanas. Los datos fueron analizados con ANOVA seguido por una
prueba de Tuckey con *p<0.05 respecto al control y # con respecto al grupo DMC2.
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En la Figura 19 se observa un aumento significativo en la excrecién urinaria (a)
y peso renal (c) y una disminucion significativa del peso corporal (b) del grupo
DMC2 comparado con el grupo C1. Esto indica que 65 mg/kg permitieron la

induccién a DM y ocasionaron dafos renales.

En la Figura 19-a hubo una disminucion significativa de la excrecion urinaria del
grupo DMT3 tratado con dosis de 100 mg/kg de EMHBC en comparacion con el
grupo DMC2 y el grupo DMT4 tratado con dosis de 200 mg/kg de EMHBC
aumentd significativamente la excrecién urinaria en comparacion con los
grupos C1 y DMC2. Esto indica que 100 mg/kg de extracto permitieron una

disminucioén de la excrecion urinaria.

En la Figura 19-b hubo un aumento significativo del peso corporal en el grupo
DMT3 tratado con dosis de 100 mg/kg en comparacién con el grupo DMC2 vy el
grupo DMT4 tratado con dosis de 200 mg/kg de EMHBC disminuyé
significativamente el peso corporal en comparacion con el grupo C1. Esto

indica que 100 mg/kg de extracto permitieron un aumento del peso corporal.

En la Figura 19-c hubo un aumento significativo del peso renal en los grupos
DMT3 y DMT4 tratados con EMHBC a 100 mg/kg y 200 mg/kg comparados con
el grupo C1. Sin embargo, estos grupos no presentaron una disminucién

significativa con el grupo DMC2.
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Figura 19. Media * ESM de la excrecion urinaria (a), peso corporal (b) y peso renal (c) en
los grupos a los que se les indujo DM (n=4). Grupo control sin DM. Grupo control sin DM
(C1), Induccién de la Diabetes mellitus (DMC2), grupo tratado con Buddleja cordata a 100
mg/kg (DMT3) y grupo tratado con EMHBC a 200 mg/kg (DMT4) en el modelo de DM durante
6 semanas. Los datos fueron analizados con ANOVA seguido por una prueba de Tuckey con
*p<0.05 respecto al control y # con respecto al grupo DMC2.
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Hipertrofia renal

En la Figura 20 se observa un aumento significativo entre la relacion peso
renal/peso corporal (PR/PC) total en los grupos DMC2 y DMT4 en comparacion
con el grupo C1. El grupo DMT3 tratado con EMHBC 100 mg/kg tuvo una
tendencia en disminuir la relacién PR/PC, aunque éste no fue significativo con
el grupo control DM (DMC2). Esto indica que 100 mg/kg de extracto permitieron

una tendencia no significativa en la disminucion del indice de la hipertrofia

renal.
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Figura 20. Media * ESM de la hipertrofia renal en los grupos a los que se
les indujo DM (n=4). Grupo control sin DM. Grupo control sin DM (C1), grupo
inducido a DM (DMC2), grupo inducido a DM + EMHBC a 100 mg/kg (DMT3) y
grupo inducido a DM + EMHBC a 200 mg/kg (DMT4) en el modelo de DM
durante 6 semanas. Los datos fueron analizados con ANOVA seguido por una
prueba de Tuckey con *p<0.05 respecto al control y # con respecto al grupo
DMC2.
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Proteinuria

En la Figura 21 hubo un aumento significativo de la proteinuria en el grupo
DMC2 en comparacion con el grupo C1. Esto indica que la DM inducida con 65

mg/kg de STZ provoco dafios a nivel renal.

Los grupos tratados con EMHBC disminuyeron de manera significativa la
proteinuria en comparacién con el grupo DMC2. Esto indica que las dosis de

100 y 200 mg/kg disminuyeron la proteinuria satisfactoriamente.
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Figura 21. Media £ ESM del contenido de proteinuria en los grupos a los
que se les indujo DM (n=4). Grupo control sin DM. Grupo control sin DM
(C1), grupo inducido a DM (DMC2), grupo inducido a DM + EMHBC a 100
mg/kg (DMT3) y grupo inducido a DM + EMHBC a 200 mg/kg (DMT4) en el
modelo de DM durante 6 semanas. Los datos fueron analizados con ANOVA
seguido por una prueba de Tuckey con *p<0.05 respecto al control y # con
respecto al grupo DMC2.
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Enzimas antioxidantes

La Figura 22 muestra una disminucion significativa de la actividad de las
enzimas catalasa (a), superéxido dismutasa (b) y glutatién peroxidasa (c) del
grupo DMC2 comparado con el grupo C1. Esto indica que la induccion de DM

con STZ disminuy® la actividad de las enzimas antioxidantes.

en los rinones de ratas inducidas a DM control (DMC2) comparadas con los
riniones de ratas sin DM control (C1). Las enzimas SOD y GPx aumentaron
significativamente su actividad en ratas diabéticas tratadas con EMHBC 200
mg/kg (DMT4) comparadas con el grupo C1, mientras que el grupo de ratas
diabéticas tratadas con EMHBC 100 mg/kg (DMT3) tuvieron una tendencia en
aumentar la actividad de las enzimas SOD y GPx, sin embargo, no fueron

significativas con el grupo DMC2.
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Figura 22. Media * ESM de la actividad de las enzimas catalasa (a), superéxido dismutasa
(b) y glutation peroxidasa (c) en los grupos a los que se les indujo DM (n=4). Grupo
control sin DM. Grupo control sin DM (C1), Induccién de la Diabetes mellitus (DMC2), grupo
tratado con Buddleja cordata a 100 mg/kg (DMT3) y grupo tratado con EMHBC a 200 mg/kg
(DMT4) en el modelo de DM durante 6 semanas. Los datos fueron analizados con ANOVA
seguido por una prueba de Tuckey con *p<0.05 respecto al control y # con respecto al grupo
DMC2.

La Tabla 16 resume los niveles de glucosa, consumo de alimento, consumo de
agua, peso corporal, excrecion urinaria, hipertrofia renal, relacién peso renal
sobre peso corporal total, proteinuria y enzimas antioxidantes de las ratas

Wistar macho.
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Tabla 16. Resumen del efecto del EMHBC (100 y 200 mg/kg, via oral) en los parametros
metabolicos y renales durante 6 semanas.

C1 DMC2 DMT3 DMT4

glucemia 81.33+4.41 447.33+23.13 449.33+41.51 506.33+4.1

alimento 21.99+1.30 32.3+1.16 24.9+1.82 36+1

agua 48.66+1.76 116.66+10.35 58+4.16 166.66+10.97
peso 371.33+11.84 319.33+1.2 391.66+22.45 292.66+18.68
excrecion 26.66+6.77 65+10.54 28+4.04 114.33+22.02
hipertrofia 0.93+0.04 1.28+0.06 1.25+0.05 1.2+0.09
PR/PC 2.52+0.08 4+0.17 3.24+0.33 4.12+0.17
proteinuria  31.99+0.98 59.31+4.32 30.76+1.47 28.035+3.7
CAT 69.92+1.90 52.05+0.74 47.98+6.37 59.43+4 .4
SOD 58.17+7.44 21.16+2.42 36.36+11.31  61.95+0.87
GPx 68.45+0.74 23.58+3.15 34.60+9.49 50.82+2.57

Cada punto representa la media % error estandar de la media (EEM) de 4 ratas por grupo
(*p < 0.05). * Control vs DM, # DM vs tratamientos).

XIV. Discusion

En las ultimas décadas, la utilizacion de hierbas medicinales ha despertado el
interés publico y también de los investigadores por su eficacia para el
tratamiento de algunas enfermedades cronicas. El estudio de productos
naturales de origen vegetal representa una fuente compleja de constituyentes
para el desarrollo de farmacos contra la DM y sus complicaciones. Buddleja
cordata se ha utilizado ampliamente en la medicina tradicional popular y ha
mostrado capacidad antioxidante a través de la experimentacion. En este
trabajo, se investigo el efecto antioxidante de B. cordata sobre el dafio renal en
la DM

En primer lugar, se obtuvo el rendimiento del extracto metandlico de las hojas
de Buddleja cordata el cual representa el 30.12% de los sdlidos totales a partir
de 392 g de peso seco de las hojas. Respecto a las pruebas cualitativas de los
grupos de metabolitos presentes en el extracto fueron: fenoles, flavonoides y
cumarinas. Rice-Evans y colaboradores (1996) han reportado que estos
compuestos exhiben propiedades antioxidantes. Ruikar y colaboradores (2011)
también han reportado que los flavonoides y fenoles son los principales

fitocompuestos con mayor actividad antioxidante.
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Con relacién a las pruebas cuantitativas de actividad antioxidante, el EMHBC
fue capaz de reducir el radical DPPH a un 50% con una concentracién de 21.92
+ 0.52 ug/mL. EI DPPH es un radical libre estable a diferencia de otros
radicales y acepta un electron para convertirse en una molécula diamagnética
(Meir et al., 1995). El valor de la CAso del EMHBC es mas alto que el valor de
de la quercetina. Cuanto mas bajo es el valor de la Casg, mayor es la actividad
antioxidante de un compuesto (Villano y col., 2006). A pesar de que los
resultados indican que la quercetina tuvo una actividad antioxidante cuatro
veces mas alta que el EMHBC, Buddleja cordata podria competir con otros
antioxidantes, considerando que se trata de un extracto en comparacion con la

quercetina que es un compuesto puro.

La cantidad de fenoles totales con el método de Folin-Ciocalteu fue de 157 ug
de EAG/g lo cual significa que el 15.7% de compuestos fendlicos estan
presentes en el EMHBC. Avila y col. (2014) obtuvieron 177.13 pg de EAG/g
para la misma especie. Se ha reportado una fuerte relacion entre el contenido de

fenoles y la actividad antioxidante en determinados productos vegetales (Velioglu et
al., 1998).

Las investigaciones de Buddleja cordata indican que los principales
compuestos que estan en mayor proporcidn en el extracto son la linarina y el
verbascoésido (Martinez-Vazquez y col., 1996; Avila y col., 2005; Avila y col.,
2014). En otros estudios han informado que existe una relacion directamente
proporcional entre los fenoles totales y la actividad antioxidante; en varias
especies de plantas se presenta la misma tendencia (Oktay y col., 2003;
Adedapo, 2009).

En la segunda etapa de esta investigacion se evaluo el efecto antioxidante del

EMHBC sobre el dafo renal en ratas Wistar inducidas a DM con STZ.

La STZ es un farmaco que se utiliza para la induccion de la DM tipo 1 en ratas
(Lenzen, 2008). Este farmaco contiene una cadena de metilnitrosurea
altamente reactiva unida a la posicién C2 de la D-glucosa (Ramos, 2013) que
ejerce efectos de citotoxicidad (Wu y Jan, 2015), mientras que el resto de
glucosa dirige el quimico a las células B pancreaticas (Johansson y Tjalve,
1978; Wu y Yan, 2015). La STZ reconoce el receptor GLUT2 que es abundante
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en las membranas plasmaticas de células B. Por lo tanto, las células 3
pancreaticas son un objetivo especifico de STZ (Wu y Yan, 2015). Una vez que
ingresa la STZ a la célula ocasiona la muerte de las células B de la siguiente

manera (Ramos, 2013):

1. Proceso de metilacion. El efecto deletéreo de la STZ resulta de la
fragmentacién reactiva de los iones carbonio (CHsz*) formados por la
descomposicion de las bases de ADN en varias posiciones (Baynes y Torpe,
1999; Ramos, 2013).

2. Formacion de RL. El peréxido de hidrégeno (H,O;) puede ser producido por
los islotes del pancreas después de la exposicién a la STZ (Papaccio y col.,
1986; Mcintosh y Pederson, 1999; Ramos, 2013). Estos radicales tienden a
fragmentar una cantidad considerable de ADN. La STZ inhibe a la superoxido
dismutasa que es un acarreador enddgeno de RL por lo que se ha concluido
que el EOX tiene una participacion importante en la citotoxicidad de la STZ
(Loredo, 2006).

Finalmente, la STZ inhibe la secrecion de insulina y causa un estado de DM
insulinodependiente. Estos efectos pueden ser atribuidos a las propiedades
alquilantes de la STZ (Lenzen, 2008).

El desarrollo de la hiperglucemia fue confirmado en los grupos tratados con
STZ (DMC2, DMT3 y DMT4) en comparacién con el grupo C1 sin induccion.
Okon y colaboradores (2012) sugieren que las células § son destruidas por la
STZ y los dafos causados por este citotoxico son irreversibles (Szkudelski,
2001; Alezandro y col., 2013).

El EMHBC no mostré una disminucion de la hiperglucemia en los grupos DMT3
y DMT4. Al Ati y colaboradores (2015) reportaron un efecto antihiperglucémico
del extracto de Buddleja polystachya a diferentes polaridades (acetato de etilo,
diclorometano y n-butanol). A pesar de que el EMHBC no disminuy6 la
hiperglucemia, se sugiere seguir realizando investigaciones exhaustivas en
extractos de Buddleja cordata con disolventes de polaridades diferentes a la del

metanol, con el fin de esclarecer el efecto antihiperglucémico.
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Una vez que se desencadena la hiperglucemia en la DM los sintomas
principales son la polifagia, polidipsia, poliuria y pérdida de peso (Ayeleso y
col., 2016). Las ratas tratadas con STZ en este experimento también mostraron
los mismos signos clasicos de la DM (Ciobotaru, 2013; Alvarez y col., 2017). Es
decir, las ratas mostraron un aumento en la ingesta de alimento y agua, un
aumento de la excrecién urinaria y una pérdida drastica de peso. Okon y col.

(2012) reportaron datos parecidos en un modelo de DM durante 4 semanas.

El uso ineficaz de la glucosa por las células como material energético obliga al
organismo a recurrir a otras sustancias y consumir las reservas de protidos
(aminoacidos y proteinas) y lipidos, o que aumenta el apetito y resulta en

polifagia (Alvarez y col., 2017).

La poliuria resulta debido a que la glucosa actua como diurético y por ende
aumenta la eliminacién de agua en el organismo (Alvarez y col., 2017). El
volumen urinario es conservado por la bomba Na*K* ATPasa en la membrana
basolateral que hidroliza ATP y por lo tanto resulta en transporte de Na* en los
espacios intercelulares e intersticiales y aumenta el movimiento de K* en las

células.

El aumento de la actividad de Na*K* ATPasa en ratas diabéticas produce un
aumento del flujo de orina (Ghule y col., 2012). En consecuencia, la pérdida
excesiva de agua conduce a la deshidratacion y aumento de la sed, lo que
resulta en polidipsia (Okon y col., 2012; Alezandro y col., 2013).

La reduccion del peso corporal se relaciona con la incapacidad de las células
para producir energia a partir de la glucosa (Alezandro, 2013). Cuando se
activa la gluconeogénesis, las proteinas musculares y las grasas se movilizan
excesivamente para la produccion de energia, lo que contribuye a la pérdida de
peso, junto con la deshidrataciéon causada por la poliuria (Okon y col., 2012;
Alezandro y col., 2013).

De acuerdo con los sintomas de la DM tratados con Buddleja cordata, las ratas
del grupo DMT3 mostraron una disminucion de la polifagia, la polidipsia, la
poliuria y aumentd de la ganancia de peso. Estos resultados indican que
100mg/kg del EMHBC resultd ser la dosis efectiva para tratar los sintomas

caracteristicos de la DM inducidos por STZ en comparacion con la dosis de
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200mg/kg. El mejoramiento de estos sintomas refuerza la idea de la actividad
antidiabética de Buddleja cordata reportada en la medicina tradicional popular y
probablemente los flavonoides son los responsables de dicha actividad. Varios
autores han reportado en otras especies de plantas que los compuestos
polifendlicos tienen actividad antidiabética Sabu y col., 2002; Hou y col., 2003;
Panda y Kar, 2007; Jia y col., 2009; Alade et al., 2012). Cabe destacar que los
estudios farmacolégicos de B. cordata contra la DM son muy escasos y estos

resultados mejoran nuestro conocimiento de la especie y de la enfermedad.

La hiperglucemia créonica conduce a una mayor produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y estan involucradas en varias complicaciones
diabéticas incluyendo la ND (Cheng y col., 2012; King y Loeken, 2004; Mestry y
col., 2017). La ND produce hipertrofia renal, razén por la cual los rifones

incrementan de peso (Loredo, 2006).

En los resultados, el peso renal del grupo control DM presentd hipertrofia a
diferencia del grupo control sin DM (Figura 19-c). La induccion de la diabetes
mellitus experimental en ratas por STZ conduce a un aumento en el peso renal
que comienza unas pocas horas después de la apariciéon de hiperglucemia y
glucosuria. EI aumento de peso renal puede verse por lo regular en 72 h
después de la inyeccion de STZ, es decir, aproximadamente 60 h después del
inicio de la diabetes mellitus. El tiempo de demora puede reducirse un poco al
tratar a las ratas con insulina durante los primeros dias después de la STZ. En
esta situacion, no hay cambios medibles en el rindn inmediatamente después
de la suspensiéon del tratamiento con insulina, pero 36 h mas tarde hay un
aumento significativo en el peso renal. La razén de esta aceleracion del
crecimiento renal es probablemente que la STZ conduce a la anorexia y la

pérdida de peso de 2 a 3 dias (Seyer-Hansen, 1973; Seyer-Hansen, 1983).

El aumento de peso renal continua durante varias semanas, pero gradualmente
disminuye. Generalmente, el rindbn aumenta su peso de 15% a 20% 3 dias
después de la induccion con STZ y de 70 a 90% después de 6 semanas
(Seyer-Hansen, 1983).

En este estudio, los grupos tratados con STZ presentaron hipertrofia renal

(relacion PR/PC), informacion consistente con lo reportado por Mestry y col.
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(2017) quienes observaron un aumento en la relacion PR/PC en ratas tratadas
con STZ. Diversos estudios indican que la induccion de la DM por STZ produce
un aumento en la relacion PR/PC (Seyer-Hansen, 1976; Kang et al., 1982;
Grover y col., 2001). Las ratas tratadas con EMHBC a 100 mg/kg mostraron
una reduccion no significativa en la relacion PR/PC. Este resultado indica que
la dosis de 100 mg/kg del EMHBC tiene un efecto terapéutico al reducir el dafio

renal provocado por la STZ.

La hipertrofia renal es proporcional al incremento en el contenido de proteinas
del rifién (Loredo, 2006) y uno de los principales marcadores en el deterioro de
la funcion renal y la progresion de la ND es la proteinuria (Umanatah y Lewis,
2018). En esta investigacion, el grupo DM control presenté un incremento en
los niveles de proteinas en orina respecto al grupo control sin DM. En otros
estudios han observado proteinuria leve y temprana en la DM experimental
(Pennell y col., 1981; Sefi y col., 2012). EL tratamiento con EMHBC en dosis de
100 y 200 mg/kg disminuyeron significativamente los niveles de proteinuria en
los grupos diabéticos. La activacion del sistema renina-angiotensina
aldosterona (RAAS) es un factor importante en la progresion de la nefropatia
diabética y el control de este sistema, a través de inhibidores de la enzima de
conversion de la angiotensina (IECA) o el bloqueo del receptor AT1, es
determinante en la reduccién de la proteinuria y en la progresiéon de la
enfermedad renal (Egido y col., 2011). Chao-Hsiang y colaboradores (2012)
reportaron que el verbascosido también conocido como actedsido exhibe
actividad inhibitoria de la ECA. En otros estudios han demostrado que el
verbascosido disminuye la proteinuria en un modelo de nefritis (Hayashi y col.,
1994; Hattori, 1995; Hattori y col., 1996). Por lo tanto, los resultados de esta
investigacion indican que el verbascosido y posiblemente otros compuestos
fendlicos del extracto tienen un papel importante en la reduccion de la
proteinuria en el modelo de DM. Por otra parte, en varios estudios se sugiere
que el restablecimiento del control glucémico en ratas y perros después de la
induccion de la DM1 previene la proteinuria, hipertrofia renal y el aumento del
EOX (Ahmed y col., 2012; Kern & Engerman, 1990; Kowluru, 2003).

El aumento del EOX es considerado como uno de los principales causantes del

dafio renal (Garud y Kulkarni, 2018). El dafno oxidativo sobre el dafio renal en la
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DM es causado por el aumento de ERO y por la disminucién de los niveles de
las defensas antioxidantes (Fernandez y col., 2016). Las actividades de las
enzimas antioxidantes, superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT)
disminuyen en la DM (Ceriello y col., 2000; Sudamrao y Anant, 2018) y son
importantes eliminadores de ERO (Garud y Kulkarni, 2018). La disminucion de
la actividad de la enzima SOD durante la progresion de la DM se debe
probablemente a la glicosilacidn enzimatica y también a la acumulacion de
H202 en tejidos afectados (Karasu, 1999; Gupta y col., 2012). Cuando se
analizaron los homogenizados de corteza renal para determinar las actividades
de la SOD, CAT y GPx, los rifiones de los animales con DM mostraron una
reduccion en las actividades de estas enzimas. En diversos estudios se han
observado actividades reducidas de las enzimas antioxidantes durante la DM vy,
por ende, puede desencadenar efectos perjudiciales debido a la acumulacion
de RL (Sellamantu y col., 2013).

Los resultados mostraron que las ratas diabéticas tratadas con EMHBC 200
mg/kg aumentaron los niveles de las enzimas GPX, CAT y SOD. La SOD
convierte al superdxido radical en una especie menos reactiva, el H202 es
reducido en agua por la CAT, de este modo, la CAT ayuda a la SOD en la
completa neutralizacion de las ERO (Niedowicz y Daleke, 2005; Mestry y col.,
2017). Aunado a esto, el gen responsable en la regulacién de la respuesta
antioxidante celular es el factor nuclear 2 relacionado al factor eritroide 2 (Nrf2),
el cual se expresa de manera constitutiva en las células (Pedraza y col., 2016).
La activacion y localizacion nuclear de Nrf2 induce la expresion de genes de
respuesta antioxidante, entre ellos, los genes de las enzimas SOD, CAT y GPx,

que se encargan de eliminar a las ERO (Pedraza y col., 2016).

En modelos diabéticos inducidos con STZ, se ha demostrado un papel
protector del factor Nrf2 contra el dafio renal mediante la regulacion de
radicales libres (Yoh y col., 2008; Jiang y col., 2010; Zheng, 2011). La actividad
antioxidante del EMHBC posiblemente funciona como activador del factor Nrf2
y, por ende, mejora la respuesta antioxidante sobre el dafio renal. En otros
estudios han reportado que la linarina tiene actividad antioxidante asociada con

el aumento de la actividad del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) (Han y col.,
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2018). Avila y col., (2014) han reportado la presencia de linarina en

concentraciones altas al igual que el verbascoésido en Buddleja cordata.

10. Conclusién

La DM es un conjunto de complicaciones que causa alteraciones en los rifiones
y finalmente estos dafios desencadenan insuficiencia renal. Por lo tanto, es de
suma importancia desarrollar nuevos tratamientos que reviertan el proceso de
la enfermedad. En este estudio, el EMHBC mostrd actividad antioxidante in
vitro y también en el modelo de DM sobre el dafo renal. Buddleja cordata
incrementd la actividad de las enzimas antioxidantes de la corteza renal de las
ratas con diabetes inducida con STZ y disminuyd la proteinuria, el consumo de
alimento, la ingesta de agua y la excrecidn urinaria. Estos resultados
probablemente revelan la importancia de la respuesta antioxidante dependiente

del factor Nrf2 para neutralizar las ERO vy aliviar el dafio oxidativo en la ND.
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