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RESUMEN

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico que altera las rutas metabdlicas
involucradas en la generacion de energia intracelular, se caracteriza por niveles
altos de glucosa sanguinea en ayuno, causados por la ausencia, déficit, o
resistencia a la hormona insulina. El desarrollo de la diabetes puede deberse a
muchos factores, ambientales, genéticos, y causados por alteraciones en el
metabolismo o por efecto de algunos farmacos. A grandes rasgos la diabetes
mellitus se divide en dos clases: tipol (insulinodependiente) y tipo 2 (no
insulinodependiente) dependiendo de la cantidad de insulina endégena producida
por quien la padece, pero también existen subdivisiones que abarcan procesos
especificos en los que se genera como la diabetes gestacional.

La hiperglucemia sostenida provocada por este trastorno causa diversas
complicaciones a largo plazo en diferentes 6rganos del cuerpo como pueden ser la
piel, las extremidades, el corazon, el sistema nervioso, los ojos y los rifiones. La
nefropatia diabética es una complicacién renal causada por altos niveles de fibrosis
en los rifiones, esta se genera a través de multiples factores generados inicialmente
por la hiperglucemia que desencadena una serie de alteraciones en diversos
procesos metabdlicos. Esta complicacion es considerada comun al presentarse
entre el 30% y el 40% de los pacientes con diabetes tanto tipo 1 como tipo 2 y puede

ocasionar muerte por falla renal.

Los tratamientos disponibles estan dirigidos principalmente a la inhibicién del
sistema renina angiotensina, actuando como nefroprotectores, pero se ha
comprobado que la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno también
tiene un papel determinante en el desarrollo y avance de la enfermedad, causando

sefalizaciones proinflamatorias y deterioro de la funcién glomerular.

Existe una gran cantidad de plantas que producen moléculas antioxidantes,
potencialmente capaces de evitar el efecto negativo de estas especies reactivas en
el organismo, un ejemplo de ellas es Chiranthodendron pendtadactylon Larreat.,
comunmente conocida como “flor de manita”. Se trata de un arbol utilizado en la

medicina tradicional mexicana para tratar afecciones cardiacas principalmente, con



una actividad antioxidante ya estudiada y comprobada, la cual podria ayudar a evitar
o disminuir la progresion de la nefropatia diabética.

Es por esto que en este trabajo se reprodujo un modelo de diabetes mellitus tipo 1
en grupos de ratas Wistar macho durante 6 semanas, las cuales fueron tratadas con
dos dosis de extracto metandlico de C. pentadactylon (50 mg/Kg y 100mg/Kg), a las
cuales se les evaluaron los niveles de glucosa en ayuno, peso corporal, volumen
urinario en 24 hrs, ingesta de comida y agua en 24 hrs, funcién renal e hipertrofia
renal, para determinar el estado de las mismas y el efecto del tratamiento sobre la
nefropatia diabética en los organismos.

Al utilizar el tratamiento se pudo observar que el extracto no tuvo un efecto en los
parametros del peso corporal y la glucosa en sangre, en cuanto a la cantidad de
alimento y agua ingeridos en 24 hrs, el tratamiento de 100 mg/Kg disminuyo la
ingesta de alimento y el tratamiento de 50 mg/Kg disminuyo la cantidad de agua
ingerida; ambas concentraciones disminuyeron el volumen urinario en comparacion

con el grupo control diabético.

En cuanto a la funcion renal, no se observé mejoria en comparacion con los
controles al administrar el tratamiento en cuanto a proteinuria y depuracion de
creatinina. Finalmente, en cuanto a la hipertrofia renal, medida por la relacion peso
renal/peso corporal, el extracto no mostro tener un efecto en este parametro, pero
en cuanto al area celular del tubulo contorneado proximal se encontré una
disminucién significativa en ambas concentraciones del extracto metandlico, y en el
caso de la concentracion 50 mg/Kg también se identificé que la produccion de TGF-
B fue significativamente menor en comparacion con los grupos control del
experimento. Por lo tanto, se afirma que el extracto metandlico de C. pentadactylon
Larreat logré evitar parcialmente la hipertrofia renal, atribuyendo este efecto a su

capacidad antioxidante.



INTRODUCCION

1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico; en la practica médica se le
denomina asi a cualquier trastorno que eleve la glucosa plasmatica después del
ayuno, quienes lo padecen sufren alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas debido a la ausencia, déficit o resistencia a la hormona insulina,
causando la aparicion de hiperglucemia persistente en ayunas. Gracias al
conocimiento actual de este trastorno, se sabe que existen diversos factores que
causan su desarrollo, los cuales pueden ser congénitos, ambientales e
inmunolégicos; debido a esto se ha generado una clasificacion de tipos de DM
dependiendo de los factores que se encuentren presentes en cada paciente (Islas
y Revilla, 2005). Ademas de la hiperglucemia existen otros sintomas recurrentes en
los pacientes con diabetes, como pueden ser: sed excesiva (polidipsia), vision
borrosa, miccion frecuente (poliuria), falta de energia o fatiga, hambre constante
(polifagia) y pérdida de peso repentina (International Diabetes Federation, 2019).

1.1 Clasificacion de la diabetes

Existen tipos diferentes de DM, dependiendo del origen de la enfermedad y el nivel
de afectacion metabdlica; a gran escala se clasifica en DM tipo 1
(insulinodependientes) y DM tipo 2 (no insulinodependientes), pero también existen
casos de diabetes gestacional (durante el embarazo), trastornos de tolerancia a la
glucosa, e intolerancia a la glucosa por alteraciones hormonales debido a
medicamentos, enfermedades pancreéticas, alteraciones del receptor insulinico, asi

como otros trastornos genéticos o cromosomicos (Olson, 1986).

La DM tipo 1 es causada por la pérdida de las células 3 pancreaticas, o que provoca
gue no se secrete insulina, este fendmeno ocurre debido a predisposicion genética
y la accion de factores ambientales (Secretaria de Salud, 2007). Este tipo de
diabetes afecta al 10% de los pacientes del mundo occidental, en estos, se ha
encontrado una relacion entre la presencia de la enfermedad y antigenos de

histocompatibilidad del cromosoma 6; segun el equilibrio que guarden la expresion



de estos genes y el ambiente, el dafo en las células B pancreaticas es mayor o
menor. Entre los factores ambientales se pueden encontrar algunas infecciones
virales y agentes quimicos que provocan una respuesta autoinmunitaria hacia las
células B pancredticas, lo que causando su eliminacion y, por consiguiente, la
necesidad de obtener insulina de forma exdgena para evitar cetosis espontanea,

estado de coma y la muerte (Islas y Revilla, 2005).

En la diabetes mellitus tipo 2, la incidencia es de casi un 90% en los pacientes del
mundo occidental, en este caso la relacion génica se deriva en una predisposicion
a desarrollarla cuando hay familiares con esta afectacion, y los factores
ambientales, asi como el estilo de vida, tienen una mayor influencia ya que son
compartidos entre los individuos de la familia, causando su desarrollo y evolucion
entre ellos. En estos casos la obesidad y la resistencia a la insulina son factores
importantes y recurrentes en la mayoria de los casos; al corregir el peso y los malos
habitos alimenticios suelen aminorarse los sintomas de la hiperglucemia en ayunas
y la resistencia a la insulina, la mayoria de los casos se identifican en la edad

madura (Islas y Revilla, 2005).

Las demas clasificaciones especificas de la DM se refieren a situaciones en las que
el cuerpo sufre alteraciones o sindromes que provocan el desarrollo de los signos

de la DM; a continuacion, se mencionan los casos correspondientes:



Clasificacion

[Especificaciones

1.
una deficiencia absoluta de insulina)

Tipo 1* (Destruccion de células B que conduce a

A.
B.

Mediada por mecanismos inmunoldgicos
Idiopatica

2. Tipo 2* (Con variaciones desde la resistencia 4
la insulina predominante con deficiencia relativa de|
insulina al defecto en la secrecion predominante con
resistencia alainsulina)

3. Otros:

A) Defectos genéticos de la funcién de la célula B en:

.Cromosoma 12, HNF-1a (MODY 3)

. Cromosoma 7, glucocinasa (MODY 2)
Cromosoma 20, HNF-4a (MODY 1)

. Acido desoxirribonucleico mitocondrial
Otras

B. Defectos genéticos en la accion de lainsulina

Resistencia a la insulina tipo A

. Leprechaunismo

. Sindrome de Rabson-Mendenhall
. Diabetes lipoatréfica

Otras

C. Enfermedades del pancreas exocrino

. Pancreatitis

. Traumatismo/pancreatectomia
. Neoplasia

. Fibrosis quistica

. Hemocromatosis

. Pancreatopatia fibrocalculosa
Otras

D. Endocrinopatias

. Acromegalia

. Sindrome de Cushing
. Glucagonoma

. Feocromocitoma

. Hipertiroidismo

. Somatostatinoma

. Aldosteronoma
Otras

E. Sustancias quimicas o farmacos capaces de|
inducir diabetes

Pentamidina

. Acido nicotinico

. Glucocorticoides

. Hormona tiroidea

. Diazéxido

. Agonistas adrenérgicos B
. Tiacidas

. Difenilhidantoina

. Interferén a

0. Otras

F. Infecciones

. Rubeola congénita
. Citomegalovirus
Otras

G. Formas poco comunes de diabetes mediadal
inmunolégicamente

“Sindrome del hombro rigido”
. Anticuerpos contra el receptor de insulina
Otras

H. Otros sindromes
acompafian de diabetes

que algunas veces se

Sindrome de Down

. Sindrome de Klinefelter

. Sindrome de Turner

. Sindrome de Wdlfram
Ataxia de Friedreich
Corea de Huntington

. Sindrome de Lawrence-Moon-Beidel
. Distrofia mioténica

. Porfirira

10. Sindrome de Prader-Willi
11. Otras.
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4. Diabetes mellitus gestacional

Intolerancia a los carbohidratos durante el embarazo,
puede o0 no requerir insulina y puede persistir o

desaparecer tras resolverse el embarazo.

Tabla 1. Clasificacién de la diabetes mellitus (t

omaday modificada de Comité de expertos de

la American Diabetes Association, 1997. El simbolo * se refiere a que el paciente con este

tipo de diabetes puede requerir insulina en alg

un momento).



1.2 Diagnéstico de la diabetes mellitus

Los protocolos clinicos actuales estipulan que, para realizar el diagnoéstico de
diabetes, prediabetes y resistencia a la insulina, es necesario verificar los niveles de
glucosa en sangre en ayunas y 2 h después de ingerir 75 mg de glucosa anhidra,
para observar alguno de los siguientes parametros (Islas y Revilla, 2005; Secretaria
de Salud, 2007):

Prueba
Categoria Glucosa plasmatica en ayuno Glucosaalas 2h
Normal (normoglucémico) <100 mg/100 mL (<5.6 mmol/L) <140 mg/100 mL (<7.8 mmol/L)
Intolerancia ala glucosa| 100a 125 mg/100 mL (5.6 a 6.9 mmol/L)
en ayunas
Intolerancia ala glucosa 140 a 199 mg/mL (7.8 a 11 mmol/L)
Prediabetes <100 mg/100 mL y 2125 mg/100 MI <140 mg/100 mL y 2199 mg/100mL
Diabetes* 2126 mg/100 mL (27.0 mmolL) 2200 mg/100 mL (211.1 mmol/L)

Tabla 2 Niveles de glucosa plasmatica para el diagnostico de la DM (Islas y Revilla, 2005;
Secretaria de Salud, 2007).

1.3 Epidemiologia de la DM

La DM es una enfermedad padecida por alrededor de 500 millones de personas en
el mundo; solamente en Norteamérica y el Caribe se calculé alrededor de 48
millones de personas con esta enfermedad en el afio 2019, estimandose que en el
afo 2045 seran alrededor de 63 millones, lo que representaria un aumento de
alrededor de 33% en un lapso de 26 afios. En el afio 2019 en México, se estimo que
en la poblacién adulta de entre 20 y 79 afios de edad existen alrededor de
12,805,000 personas con diabetes, de las cuales alrededor de 4,949,000
desconocen de su condicion, y en menores de entre 1 y 19 afios alrededor de 26,
578 padecen DM tipo 1; esto convierte a México en el segundo pais con la mayor
incidencia de DM en la poblacion adulta, superado solo por Estados unidos

(International Diabetes Federation, 2019).

1.4 Complicaciones de la DM
La hiperglucemia genera dafio a largo plazo, el cual se manifiesta como
complicaciones en el organismo de la persona afectada, estas complicaciones

pueden clasificarse como macroangiopatias y microangiopatias; se generan en el



organismo al alterar el endotelio vascular por diferentes factores como: cambios
cuantitativos y cualitativos a nivel de membrana, aumento en la glicosilacién no
enzimatica, deterioro de la vasodilatacion dependiente del endotelio, incremento del
estrés oxidativo y autooxidacion de la glucosa, y aumento de la via de los polioles
(Triana y col., 2010).

Las macroangiopatias se caracterizan por afectar a arterias medias y grandes,
manifestandose principalmente como arteriosclerosis, lo cual puede dafiar al
aparato cardiovascular en general, aumentando el riesgo de infarto, accidente
cerebrovascular y gangrena en extremidades inferiores. En cambio, las
microangiopatias se refieren al dafio causado en arteriolas y capilares que deriva
en disfuncion y falla de diversos 6rganos, como son: ojos (retinopatia), rifiones
(nefropatia) y sistema nervioso periférico (neuropatia) (Secretaria de Salud, 2007)
(Pereiray col., 2015).



2. Nefropatia diabética

Una de las complicaciones generadas a través de las microangiopatias es la
nefropatia diabética (ND); la cual es una complicacion frecuente en los pacientes
con diabetes de tipo 1y tipo 2, se calcula que afecta entre el 30% y el 40% de los
diabéticos adultos, pero es mas comun en los pacientes del tipo 1, en estos la
incidencia de esta complicacion va de entre el 50 y el 60% de los pacientes, en el
caso de México se estima que por cada 100,000 habitantes 1.24 padecen ND
(Barcena y Colchero, 1999).

Durante la progresion de la ND existen diferentes sintomas y cambios anatomicos
y funcionales que causan el deterioro de la funcion renal; entre estos cambios se
pueden mencionar el aumento de la matriz mesangial y el engrosamiento de la
membrana basal glomerular, siendo estos sintomas causados por la hiperglucemia
y que marcan el inicio del dafio renal, pero sus efectos no son detectables con
analisis convencionales al inicio de la enfermedad. Con el paso del tiempo los
efectos van aumentando, apareciendo también glomeruloesclerosis capilar difusa
en la cual se obstruyen progresivamente los capilares glomerulares, asi como
glomeruloesclerosis nodular con la presencia de nodulos hialinos en asas
periféricas del ovillo glomerular, este tipo de lesiones nodulares son comunes en los
casos de ND. También se desarrollan lesiones tubulares (vacuolizacion vascular,
dilatacion, y lesiones de Armanni-Ebstein, gotas de glicdgeno en células tubulares
del tubulo contorneado proximal, que aparecen como resultado del desorden
metabolico), vasculares (hialinizaciéon de arteriolas aferentes y/o eferentes), e
intersticiales (infiltrado inflamatorio crénico, edema vy fibrosis intersticial) (Barcena 'y
Colchero, 1999). En la mayoria de estos casos se produce insuficiencia renal
terminal, siendo esta una de las principales causas de muertes en paises en

desarrollo (Ugarte y Carranza, 2002).



2.1 Fases de la ND
Segun Mogensen y col. (1983) la ND consta de 5 etapas:

1.

En la primera se puede apreciar un aumento de volumen renal e
hiperfiltracion (aumento en la velocidad de filtracion glomerular de 20 a 40%),
en este momento la afeccion es reversible con un tratamiento insolitico
estricto y los niveles de creatinina plasmética son normales al igual que la
presion arterial.

Durante la segunda etapa se puede apreciar un engrosamiento de la
membrana basal del glomérulo y expansion de la matriz mesangial, esto
ocurre alrededor de dos afios después del diagnéstico de la DM, aun es
reversible el avance en esta etapa, la creatinina plasmatica y la presion
arterial siguen siendo normales, pero se presenta una ligera albuminuria
menor a 20 pg/min.

El tercer estadio se genera entre 5y 10 afios después del diagnostico de DM,
se detecta al encontrarse una concentracion entre 20 y 200 mg/min de
albimina en al menos tres muestras de orina en seis meses
(microalbuminuria), junto con hipertension arterial, aumento de hemoglobina
glicosilada, y aparicion de otras complicaciones como anemia, alteracion del
metabolismo del calcio/fosforo, retinopatia, dislipidemia, etc.; en esta etapa
se puede detectar la ND por estudios especificos y es probablemente
reversible.

Durante la cuarta etapa, después de mas de diez afios con DM, aparece la
proteinuria superior a 200 pg/min o de 300 mg/24 h (macroalbuminuria), sin
tener una infeccion urinaria, facilmente detectable con analisis generales de
orina, se genera una disminucion de la velocidad de filtracion glomerular
progresiva y un aumento de la creatinina plasmatica. En el microscopio se
pueden detectar hialinosis arteriolar, glomeruloesclerosis, lesiones
tubulointersticiales y vasculares. En este punto el dafio es irreversible y
progresivo.

En la ultima etapa se desarrolla la insuficiencia renal terminal, la velocidad

de filtracion glomerular es menor a 10 mL/min, hay hipertension arterial, el



tamafo de los rifiones disminuye, uremia, y oclusion glomerular total, es
necesario recurrir a didlisis o trasplante renal para evitar la muerte del

paciente.

2.2 Desarrollo de la ND

Existen diversos factores para el desarrollo de la ND, como lo son la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), la autooxidacion de la glucosa, la formacion
de productos de glucosilacion avanzados (AGE), la via de los polioles y la via de las

hexosaminas.

2.3 Radicales libres y estrés oxidativo

Los radicales libres se producen en el organismo de manera natural durante la
respiracion celular y la glucdlisis, ya que el metabolismo de la glucosa hace uso de
reacciones de oxidacion para producir la energia que requiere el organismo. La
hiperglucemia aumenta la generacion de ERO a través de diferentes mecanismos,
como el incremento de la actividad mitocondrial por la cantidad de piruvato y acetil-
CoA producidos durante el metabolismo de la glucosa, los cuales saturan la via del
ciclo de Krebs vy, posteriormente, la cadena transportadora de electrones
mitocondrial; esto provoca que la reduccion del oxigeno no sea siempre efectiva y
este al ser reducido parcialmente genere ERO como el ion superdxido (O2)
(Calderon y col., 2013; Green y col., 2004).

Las ERO suelen tener como blanco a los lipidos de las membranas plasmaticas de
células renales, asi como en la retina y las células del sistema nervioso periférico,
peroxidandolas y alterando su funcién. El estrés oxidativo también puede afectar la
funcién glomerular al dafiar las células mesangiales y endoteliales glomerulares; de
igual manera causa la activacién de genes mediadores inflamatorios en las células
del epitelio tubular renal, que promueven el reclutamiento de leucocitos y
macrofagos a este nivel, los cuales aumentan el dafio previo (Hernandez y col.,
2011).
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2.4 Autooxidacion de la glucosay productos de glucosilacion avanzada
(AGE)

La glucosa tiene la cualidad de autooxidarse al encontrarse en altas
concentraciones en la célula, creando un enediol, que en presencia de metales de
transicion como el Fe*® reacciona con oxigeno (O2) y una proteina, formando
proteinas glucosiladas conocidas como productos de glucosilacion avanzada
(AGE), los cuales, son capaces de producir oxidaciones en cadena con otras
proteinas causando dafos estructurales y funcionales en las células. La oxidacién
de productos intermediarios en la generacion de AGE también causa la formacién
027, que es metabolizado por la enzima superéxido dismutasa y transformado en
peroxido de hidrégeno (H202), el cual reacciona también con metales de transicion
aumentando la produccion del ion hidroxilo (HO") (Yamagishi, 2010; Calderony col.,
2013).

De igual forma el aumento de la glucdlisis en las células bajo esta condicion hace
gue se puedan formar intermediarios que reaccionen facilmente con proteinas
formando mas AGE, como el glioxal y la 3-desoxiglucosa; también existe la
acumulacion de glicerol-3-fosfato que al encontrarse en altas concentraciones
funciona como segundo mensajero activando a la proteina cinasa C (PKC) y la
actividad de la NADPH oxidasa que reduce parcialmente al oxigeno y produce H20>
gue reacciona facilmente con proteinas y lipidos (Das y King, 2007; Calderon y col.,
2013).

2.5 Via de los polioles o del sorbitol

La hiperglucemia puede activar vias alternas en células no insulinodependientes
como la via del sorbitol o de los polioles, en la cual se utiliza a la enzima aldosa
reductasa para metabolizar la glucosa en sorbitol y posteriormente en fructosa-6-
fosfato, pero con el aumento de sorbitol intracelular se da un incremento en la
osmolaridad, por lo cual, las células tienden a absorber agua causando edema, y

de manera paralela la enzima aldosa reductasa requiere de equivalentes reductores
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(NADPH) para poder realizar esta funcion; por lo tanto existe una descompensacién
de equivalentes, lo cual disminuye la capacidad antioxidante endégena al inhibir la
funcion de la glutation hidrogenasa, la cual es dependiente de NADPH, aumentando
las concentraciones de ERO intracelulares (Ugarte y Carranza, 2002; Calderon y
col., 2013).

2.6 Via de las hexosaminas

Como consecuencia del exceso de glucosa procesada en la glucdlisis y también en
vias alternas como la de los polioles, existe un aumento en la cantidad de fructosa-
6-fosfato intracelular, asi como de gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona-
fosfato; estos Ultimos son compuestos reactivos que pueden contribuir a la
formacion de AGE y O>~ al encontrarse en altas concentraciones. En cuanto a la
fructosa como tal, en exceso, puede estimular la activacion de la via de las
hexosaminas al encontrarse un exceso de O en la célula, formandose
glucosamina-6-fosfato. La activacion de esta via se relaciona con la estimulacion en
la transcripcion de genes que codifican factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), el cual participa también en el desarrollo
de la ND tanto por esta via como por su expresion mediada por el sistema renina-

angiotensina (Diaz, 2006).

2.7 Sistema renina-angiotensina

El Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRA) es una cascada proteolitica
gue se une a un sistema de transduccion de sefiales a través de los receptores de
angiotensina tipo 1 y 2 (AT1 y AT2). Para generar el efecto de esta via se requiere
de la activacion de varias enzimas; en primer lugar, debe formarse la angiotensina
I, a través de la accion de la renina en el angiotensindégeno. La renina se encuentra
principalmente en el rifidn donde es convertida en renina a partir de la prorenina, y
el angiotensindbgeno se produce principalmente en el higado, pero también se
expresa en zonas como el cerebro, tejido adiposo, arterias grandes, corazén vy el

rifdn. Posteriormente, la angiotensina |, al ser un decapéptido inactivo, debe ser
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activada por la enzima convertidora de angiotensina (ECA), la cual elimina una
fraccion de la angiotensina |, convirtiéndola en angiotensina Il (un octapéptido

bioactivo) (Santeliz y col., 2008).

La angiotensina Il es la molécula efectora del SRA, al entrar en contacto con el
receptor AT1, en el rifién, produce vasoconstriccion de la arteria renal, reabsorcion
de Na+ en el tubulo epitelial, reabsorcion de agua y contraccién de células
mesangiales disminuyendo el flujo sanguineo renal y la tasa de filtraciébn glomerular
(Ortega-Pierre y col., 2007), cuando existe estrés oxidativo se produce hipertensiéon
glomerular, este efecto depende de la aparicion del ion superéxido, el cual proviene
de la oxidasa de NADPH (Landmesser y col., 2002).

En los pacientes con diabetes, la activacion del receptor AT1 también produce una
mayor produccion de factores de crecimiento como TGF-f3, debido inicialmente a las
altas concentraciones de glucosa intracelular y a una expresiéon aumentada de
protooncogenes que regulan la transcripcion de genes comprometidos en el
crecimiento celular. En el tejido renal, debido a la hipertension provocada por el
efecto constante del receptor AT1, se genera un deterioro en los poros de la
membrana basal glomerular; debido a esto muchos pierden su selectividad y se
produce la albuminuria, esto provoca efectos toxicos en los tubulos y apoptosis en
el epitelio, asi como la produccién de moléculas proinflamatorias que atraen
monocitos y linfocitos T. La albumina también aumenta la produccién de TGF-B, y
hace que las células de los tubulos sean mas sensibles a éste, incrementando sus
efectos, contribuyendo a la fibrosis renal al tratar de reparar el tejido renal dafiado,
tanto por los efectos apoptéticos de la albuminuria como por los monocitos y
linfocitos T al entrar al tejido, aumentando la produccion de colagena, fibronectina y

tenascina, causando asi el deterioro progresivo del rifion (Topete-Reyes, 2015).
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3. Antioxidantes en la ND

Actualmente, el tratamiento de la ND esta dirigido a mantener un control metabdlico
estable y el manejo adecuado de la presion arterial, utilizando antihipertensivos
nefroprotectores, como inhibidores y bloqueadores del sistema renina angiotensina,
pero a pesar de conocerse el papel que juegan las ERO en la ND, el uso de
antioxidantes no ha tenido una participacion destacada para su prevencion y
tratamiento (Moray col., 2009).

Una alternativa para la obtencién de nuevos farmacos para tratar la ND es la
experimentacion con compuestos fitoquimicos; se ha comprobado que existen
diversas plantas que tienen actividades favorables utilizadas en el control y
prevencion de la diabetes debido a sus componentes antioxidantes, como son los
compuestos fendlicos. Existe una amplia diversidad de compuestos fendlicos
producidos por organismos vegetales (Rivas y col., 2015); un ejemplo de esto es el
resveratrol, el cual se encuentra en las uvas, moras y cacahuates, asi como en
productos procesados como el vino tinto. Este compuesto posee una amplia
variedad de efectos bioactivos, de los cuales se puede destacar el efecto
antioxidante, el cual inactiva las especies reactivas de oxigeno al estabilizarlas

donandoles electrones (Albertoni y Schir, 2014).
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4. Uso de plantas antioxidantes en la DM

Desde hace muchos afos, el uso de plantas para controlar las afecciones
provocadas por la DM es conocido en la medicina tradicional alrededor del mundo,
ya sea a través de tratamientos realizados directamente con los elementos de las
plantas conocidas, o por productos procesados obtenidos de estas. En 2003 se
estimd que existian alrededor de 400 productos en el mercado para el control de la
DM con el fin principal de tener un mayor control de los niveles de glucosa en la
sangre de los pacientes (Yeh y col., 2003).

México, al ser un pais con una gran diversidad vegetal, también presenta casos de
plantas usadas para tratar esta afeccion. Esquivel-Gutiérrez y col. (2012) mencionan
las principales familias vegetales a las que pertenecen las plantas mas utilizadas en
el tratamiento de la DM mundialmente: Fabaceae, Asteraceae, Lambiaceae,
Liliaceae, Poaceae, Euphorbiaceae, entre otras. Y mencionan las principales
plantas usadas en la herbolaria mexicana para esta enfermedad: gordolobo
(Gnaphalium sp.), eucalipto (Eucaliptus globulus), hierbabuena (Menta sp.),
manzanilla (Matricaria Chamomilla), nopal (Opuntia ficus-indica), verbena (Verbena
carolinica), arnica (Meterotheca spp.), guarumbo (Cecropia obtusifolia), sauco
amarillo (Tecoma stans), epazote (Chenopodium ambrosloides), sabila (Aloe vera),

ruda (Ruta gravreolens), romero (Rosmarinus ofinacinalis), etc.

De igual manera mencionan una especie de la familia Malvaceae, Guazuma
ullmifolia, conocida comunmente como Guasimo o Guasima, la cual corresponde a
un arbol utilizado en la medicina tradicional en paises como Indonesia y México,
donde se realizan infusiones con sus hojas y corteza (Andrade-Cetto y Heinrich,
2005). Prahastuti y col. (2009) demostraron que el extracto de G. ullmifolia
disminuye los niveles de glucosa, fibronectina, TGF-8, y ERO intracelulares en una
linea celular de células mesangiales de ratén, lo cual podria evitar la progresion de
complicaciones renales como la ND, atribuyendo este efecto a la capacidad
antioxidante de sus metabolitos secundarios (acido clorogénico, flavonoides,

guercetina y glucésidos de quercetina).
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Asi mismo, C. pentadactylon, mejor conocida como “flor de manita”, es un arbol
perteneciente a la familia Malvaceae, tiene una altura de entre 10 y 40 m, con hojas
grandes lobuladas, amarillentas y palidas en el envés con terminacion en punta, que
produce flores solitarias de color rojizo, cada arbol produce varios cientos de flores
distribuidas en las partes bajas del arbol (Toledo, 1975; Brocca y Tovar, 2000).

La flor tiene forma de copa, carece de pétalos, esta formada por un céliz dividido en
cinco partes carnosas de color rojo intenso en la parte interior y café rojizo en la
exterior, cinco estambres fusionados en la base que forma una columna
asemejando una mano extendida de un color rojo intenso y estan formados por dos
anteras que contienen abundante polen, pistilo en la parte posterior de los
estambres con cinco pequefias extensiones estigmaticas y cinco cavidades

nectarinas que producen abundante néctar (Toledo, 1975; Brocca y Tovar, 2000).

Las caracteristicas de las flores de C. pentadactylon permiten su polinizacion al
facilitar el acercamiento de aves percheras, principalmente nectivoras, las flores se
encuentran en los bordes de las ramas que funcionan como percha para las aves
mientras estas se alimentan del néctar impregnando el polen en sus cabezas y
frente dispersandolo y polinizando otras flores que visite el ave. Algunos ejemplos
de aves que se alimentan de esta planta son: Icterus sp, Setophaga picta, Dendroica

sp, Plylogonys cinereus, Hylocharis leucotis, Colibri thalassinus (Toledo, 1975).

C. pentadactylon se distribuye desde la zona centro y sur de México hasta
Colombia, en alturas de entre 1700 y 2500 metros sobre el nivel del mar, habita
generalmente en climas calidos semicalidos y templados. En nuestro pais se
encuentra en estados como Estado de México, Michoacan, Guerrero, Oaxaca,
Guanajuato, Chiapas y Puebla en bosques caducifolios y bosques de pino-encino,
ocasionalmente forma bosques en montafias o en selvas y suele florecer del mes
de febrero a mayo, pero algunos arboles cultivados florean entre junio y diciembre,

o a finales del otofio y principios del invierno (Toledo, 1975; Brocca y Tovar, 2000).

Bye y Linares (1983) reportaron a C. pentadactylon en un estudio etnobotanico de
las plantas encontradas en mercados mexicanos como una especie con utilidad

para tratar afecciones cardiacas, las flores son utilizadas ya sea solas o en conjunto
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con otras plantas como la magnolia, tila, toronjil, hinojo, hierbabuena y flor de
azahar, principalmente en infusiones utilizadas como agua de uso, y se sabe de su

utilizacion desde la época prehispénica (Brocca y Tovar, 2000).

Existen estudios que han probado el efecto antioxidante de extractos de C.
pentadactylon asi como su efectividad contra afecciones de diferentes ambitos,
como la diarrea provocada por toxinas de bacterias como E. coli o V. cholerae, la
parasitosis de protozoarios como Entamoeba histolytica y Giardia lamblia, y su
efecto vasoactivo. En los cuales se mencionan principalmente a los compuestos
fendlicos como posibles principios activos para generar estos efectos, mencionando
algunos como la epicatequina y el tilirosido, y mostrando en todos los casos
resultados favorables tanto en ensayos in vivo como in vitro (Perusquia y col., 1995;
Calzada y col., 2006; Velazquez y col., 2012; Villa-Ruano y col., 2013; Calzada y
col., 2017).
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5. JUSTIFICACION

La DM es una enfermedad de gran importancia a nivel mundial, es padecida por
millones de adultos en México, con una alta tasa de mortalidad relacionada con las
complicaciones que esta enfermedad conlleva, como la ND; esta llega a afectar
alrededor del 50% de las personas que padecen DM, por lo cual la busqueda de
farmacos y tratamientos novedosos para su control es necesaria. Una posible
respuesta a esta necesidad puede ser la utilizacion de compuestos naturales con
actividad antioxidante, ya que se sabe que el desarrollo de esta complicacién es
generado en gran parte por factores del estrés oxidativo, por lo tanto, plantas como
C. pentadactylon, cuya actividad antioxidante ha sido comprobada previamente,
pueden contener compuestos que ayuden a combatir la condicion prooxidante en

los pacientes con DM y retardar el desarrollo de la ND.
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6. HIPOTESIS

Ya que el estrés oxidativo es un factor determinante en el desarrollo de la nefropatia
diabética, la actividad antioxidante del extracto metandlico de C. pentadactylon
podria ser (til en el tratamiento o prevencion de la de la nefropatia diabética en ratas

con diabetes mellitus experimental, evitando o ralentizando su desarrollo.

7. OBJETIVOS

Objetivo general

. Estudiar el efecto del extracto metandlico de la flor de manita (C.
pentadactylon) sobre la nefropatia diabética en ratas con diabetes mellitus

experimental.
Objetivos particulares

. Evaluar la funcion renal, a través de la proteinuria y depuracion de creatinina

en ratas diabéticas tratadas con el extracto metandlico de C. pentadactylon.

. Determinar la hipertrofia renal mediante la relacion peso renal/peso corporal
y la medicion del area de las células del tubulo contorneado proximal en cortes
histolégicos de la corteza renal de las ratas diabéticas tratadas con extracto

metanolico de C. pentadactylon.

. Determinar la expresion de la proteina TGF-B1 en la corteza renal de ratas

diabéticas tratadas con el extracto metandlico de C. pentadactylon.
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8. METODOLOGIA

8.1. Obtencidn del extracto metandlico

Se obtuvieron 320 g de flores deshidratadas de C. pentadactylon en el Mercado de
Zumpango, Estado de México, con un productor que proporciondé una muestra
vegetal, la cual fue prensada para su determinacién en el herbario IZTA. Las flores
fueron pulverizadas y sometidas a extraccion exhaustiva por soxhlet en dos pasos,
el primero con hexano para eliminar lipidos, y el segundo con metanol para obtener
el extracto a utilizar en el tratamiento; este fue posteriormente concentrado en

rotaevaporador a 55°C para eliminar el metanol.

8.2. Pruebas fitoquimicas

Se realizaron pruebas de analisis fitoquimico para determinar las propiedades
antioxidantes del mismo, asi como pruebas cualitativas para identificar el contenido
de alcaloides, saponinas, fenoles, coumarinas y lactonas en el extracto de C.

pentadactylon (Dey y Harbone, 1989).

8.2.1 Compuestos quimicos
Los grupos quimicos presentes en el extracto metandlico de C. pentadactylon fueron

identificados a través de pruebas especificas para cada grupo:

Saponinas Presencia de espuma
Fenoles FeCls

Alcaloides Dragendorff
Coumarinas NH4,OH

Lactonas Hidroximato férrico

Tabla 3 Grupos quimicos evaluados en el extracto metanélico de C. pentadactylon L. con la
prueba o reactivo utilizados para su identificacién.
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Saponinas: Prueba de altura y estabilidad de espuma. En un tubo de ensaye se
coloc6 1 mL del extracto, se agité vigorosamente y se midi6 la altura de la espuma,
considerando la prueba positiva si esta alcanzaba una altura de entre 8 y 10 mmy

se mantenia por 30 min.

Fenoles: A 1 mL del extracto se le agregaron 2 mL de agua destilada y 3 gotas de
cloruro de sodio al 2%, se calenté a ebulicibn por un minuto, se enfri6 y filtro,
posteriormente se agregd una gota de cloruro férrico al 1%, la formacion de
coloraciones de azul a negro indica una presencia de derivados del acido gélico; y
las coloraciones verdes, de derivados del catecol.

Alcaloides: Se tomd una porcién del extracto y se le agregaron 5 mL de &cido
clorhidrico al 10%, se calento6 a ebullicion por 5 min, se enfrid y se filtré. Se adiciono
una gota de reactivo de Dragendorff, la prueba se consideré positiva si se formé un

precipitado naranja.

Coumarinas: Se concentré una porcion del extracto y se le adicionaron 0.5 mL de
etanol y dos gotas de hidroxido de amonio concentrado. Se considerd positiva la

prueba si se presento una fluorescencia azul.

Lactonas: Se agrego una porcion del extracto a una capsula de porcelana, se le
adicionaron dos gotas de clorhidrato de hidroxilamina 2 N y una gota de hidroxido
de potasio 2 N en metanol. Se calentd la mezcla a ebullicion durante 2 min, se enfrié
y ajusté el pH 1 con acido clorhidrico 0.5 N. Se agreg6 una gota de cloruro férrico

1%; si la coloracién es roja, violeta o rosa, la prueba es positiva.

8.2.2 Fenoles totales

También se cuantifico la cantidad de fenoles totales utilizando la técnica del reactivo
de Folin-Ciocalteu, mediante una curva de calibracion con &cido galico (0-120
pg/mL), para identificar la concentracion del extracto a través de una reaccion
colorimétrica evaluada por espectrofotometria, con la absorbancia obtenida a 760
nm (en las mismas concentraciones) interpolando el valor obtenido al diluir el

extracto con la curva patrén generada (Singleton y Rossi, 1965).
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8.2.3 Capacidad antioxidante media

La capacidad antioxidante media del extracto se evalud a través de la técnica del
radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), utilizando una curva estandar de
quercetina como control, se diluyé el extracto y la quercetina con metanol para
generar soluciones stock, con las cuales se realizaron reacciones en placas de 96
pozos con 150 uL de DPPH y se cubrié la placa con papel aluminio, después de 30
min de reaccion se midié la absorbancia en un espectrofotbmetro a 517 nm,
generando dos curvas, una estandar de quercetina (0-15 pug/mL) y otra del extracto
metandlico (0-50 pg/mL); con los valores de absorbancia obtenidos se calcul6 el
porcentaje de decoloracion con la siguiente formula: ((Abs blanco — Abs
muestra)/Abs blanco) * 100, y finalmente usando la ecuacion de la curva se calculo

la concentracion antioxidante media del extracto (CAso) (Palomo y col., 2009).

8.3. Ensayo bioldgico

Para evaluar el efecto del extracto, se formaron al azar 5 grupos de ratas Wistar,
machos (control, control diabético (DM), 50 mg/kg de extracto metandlico (EM50
mg), 100 mg/kg (EM100 mg) y 65 mg/Kg de captopril (Cap), con un peso corporal
entre 230 y 250 g, las cuales fueron obtenidas en el Bioterio de la FES Iztacala,
UNAM; se alimentaron con agua y alimento ad libitum, y tuvieron ciclos de
luz/oscuridad de 12 h por igual. Cinco dias después, se cuantifico su glucosa en
sangre tras un ayuno de 8 h con un glucémetro de marca Accu-check y a los grupos
DM, EM50 mg, EM100 mg y Cap se les administr6 una dosis Unica de
estreptozotocina (STZ) 65 mg/kg, via intraperitoneal, disuelta en un buffer de citrato
10 mM, pH 4.5, para inducir la diabetes mellitus, al grupo control solo se le
administré el buffer de citratos como control. Se cuantific6 de nuevo la glucosa en
sangre 48 h después a la aplicacion de STZ y se consideraron diabéticas a las ratas
gue presentaron una glucemia = 300 mg/dL (Amato, y col., 2016). Los tratamientos
se administraron diariamente, por via oral, durante 6 semanas, diluidos en

propilenglicol, con ayuda de una canula gastroesofagica; se pesaron a los
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organismos 3 veces a la semana (lunes, miércoles y viernes) y se les midi6 la

glucemia en sangre una vez por semana.

Un dia previo a terminar el periodo del tratamiento, se cuantificé el consumo de agua
y alimento, asi como el volumen de orina en 24 h. Para este fin, los organismos se
colocaron en jaulas metabdlicas, y también se colecté su orina para evaluar la
proteinuria y la depuracion de creatinina. Al concluir el tratamiento los organismos
se anestesiaron con pentobarbital sédico (45 mg/kg, via intraperitoneal), para
realizar una incisiéon en el abdomen y poder extraer los rifiones, y una muestra de 3
mL de sangre de la aorta abdominal en un tubo de ensaye con citrato de sodio 3.2%
(1:20) como anticoagulante, para finalmente sacrificarlos. Ambos rifiones fueron
decapsulados, el rifidn derecho fue pesado y se le separé la corteza de la médula,
y posteriormente fue preservado en refrigeracion a -80°C. El rifidn izquierdo fue
seccionado primero con un corte sagital, y una de las mitades se dividio en 3 partes
gue fueron fijadas en una solucion de para-formaldehido al 4% con buffer PBS, pH
7.4; las muestras se mantuvieron de esta manera hasta su posterior utilizacion. Las
muestras de sangre fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 15 min para obtener
el plasma que fue guardado en alicuotas etiquetadas para su posterior utilizacion.
Estos procesos fueron realizados bajo lo establecido en la norma de Regulacion
Federal Mexicana NOM-062-ZO0-2001 para el cuidado y la experimentacion en

animales de laboratorio.

8.4. Funcién renal
Para determinar el estado del funcionamiento de los rifiones de las ratas se

evaluaron parametros como la proteinuria y la depuracién de creatinina.

8.4.1 Proteinuria
Se evalué la proteinuria de 24 h con el método de Bradford (1976), con la orina
colectada en las cajas metabdlicas, en placas de 96 pozos. Se colocé una muestra

de 5 pL de orina en cada pozo (las muestras del grupo control fueron previamente
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diluidas 1:10) junto con 155 pL de agua destilada y 40 pL de reactivo de Bradford
por duplicado, después de agitar se valoré la absorbancia obtenida a 570 nm
comparandola con una curva de calibracién con una concentracion conocida de
albumina entre 0 y 100 ug, y se realizaron los calculos pertinentes para conocer la
concentracion de proteinas eliminadas por la orina durante 24 h para cada
tratamiento (mg/24 h).

8.4.2 Depuracion de creatinina

Para la estimacion de la depuracion de creatinina, se midié la concentracion
existente de la molécula en el plasma y la orina de las ratas por el método cinético
colorimétrico de tiempo fijo (Jaffé, 1886), con el uso de un kit comercial de la marca
Cayman Chemical (item No. 500701).

En placas de 96 pozos por duplicado, se prepararon las muestras con 15 pL de
orina (las muestras del grupo control fueron diluidas 1:10) con 150 pL de solucion
de picrato alcalino; la placa fue agitada durante 10 min y se midi6 la absorbancia a
490 nm, con una curva de calibracion realizada con una concentracion conocida de
creatinina (0-15 mg/dL), posteriormente se afiadieron 10 pL de una mezcla de
acidos aceético y sulfurico, se volvio a agitar durante 15 min, y se midié la
absorbancia de las muestras a 490 nm. Después se resto el valor de la absorbancia
final al de la inicial para obtener la absorbancia corregida y se realizaron los calculos

para conocer la concentracion de creatinina en la orina.

Para conocer la concentracion de creatinina en plasma, se utilizaron 15 uyL de
plasma con 100 L de buffer de reacciéon y 100 pL de acido picrico, después de un
minuto se midio la absorbancia a 490 nm, se incubo la placa a temperatura ambiente
durante 7 min y se volvié a medir la absorbancia a 490 nm, las mediciones fueron
contrastadas con una curva estandar de creatinina (0-15 mg/dL) y se realizé el
célculo para conocer la concentracion de creatinina en plasma. Finalmente se

calculd la depuracién de creatinina por minuto (mL/min).
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8.5. Hipertrofia renal

La determinacion del dafio en las nefronas se evalué por la relacién del peso del
rifidn derecho con el peso corporal total y la realizacion de cortes histolégicos
tefiidos con la técnica de hematoxilina y eosina para medir el area de células del
tubulo contorneado proximal (Vazquez y col., 2018).

8.5.1 Relacién peso renal/peso corporal total

Para obtener este valor, se realiz6 el cociente del peso del riidbn derecho recién
extraido y decapsulado entre el peso corporal total de la rata el dia en que se
sacrifico. El rifion fue pesado usando una balanza analitica y el peso corporal de la

rata se obtuvo con una balanza para animales (Vazquez y col., 2018).

8.5.2 Histologia

Los tejidos previamente fijados en para-formaldehido al 4 % en PBS, fueron
retirados de éste al dia siguiente, y posteriormente fueron deshidratados con un tren
de alcoholes de concentraciones ascendentes (agua, alcohol 70 %, 80 %, 90 %,
absoluto) con periodos de una hora en cada uno; posteriormente se aclararon con
una aplicacion de xilol por una hora, después los rifiones fueron colocados en
frascos de vidrio con parafina previamente derretida a 60°C (parafina I); la parafina
fue cambiada después de una hora (parafina Il) para eliminar el exceso de xilol, y
finalmente fueron colocados en moldes de inclusion rapidamente con parafina

nueva derretida.

De los cubos obtenidos se obtuvieron cortes de 7 um con un microtomo, que fueron
extendidos en portaobjetos y se les agregaron gotas de liquido de Ruyter como
adherente, luego fueron colocados en una placa de calentamiento a 57°C para

estirar el tejido con ayuda de un pincel, y se dejaron enfriar.

Los cortes fueron colocados en un horno a 57°C durante 2 h minimo, para eliminar

los residuos de parafina antes de ser teflidos con Hematoxilina y Eosina, con un tren
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de alcoholes ascendentes; posteriormente fueron montados con el uso de resina
Entellan y un cubreobjetos y se dejaron secar por 24 h. Finalmente, para observar
el area de las células del tubo proximal se utiliz6 un microscopio Optico, se tomaron
fotomicrografias y se evalu6 el resultado con el software Motic Image plus 3.0ML
(Diaz, 2015).

8.5.3 Determinacion de la expresion de TGF-B por Western blot

Con una muestra de 100 mg del tejido de corteza renal almacenada a -80°C, se
realizé un homogeneizado con 1 mL de solucion Tris HCI 0.1 M, pH 7.4, junto con
una mezcla de inhibidores de proteasas (pastillas Mini complete, Roche), el cual fue
centrifugado a 10,000 rpm durante 15 min, se recuperaron cuatro alicuotas de 200
pL del sobrenadante, una para la cuantificacion de proteinas por el método de
Bradford (1976), y tres para determinar la expresion de la proteina TGF-B1 por
inmunoblot; a estas se les agrego buffer Laemli (buffer de carga) con -
mercaptoetanol al 10 %, se colocaron en un bafio de agua hirviendo por 10 min y

se almacenaron en congelacion hasta su utilizacion.

Con las alicuotas listas se separaron las proteinas por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10 % junto con un marcador de peso molecular Bio-Rad, en
muestras de 100 pg de proteina. Se preparo el gel de poliacrilamida al 10 % con
SDS para la separacion de las proteinas, se coloco en una camara de electroforesis
marca BioRad con buffer de corrida 1X y se colocé una guia para agregar las
muestras (de 100 pg de proteinas) y las proteinas marcadoras de peso molecular
BioRad (5 uL), pretefiidas, con una micropipeta. Se realiz6 la electroforesis durante
120 min a 88 voltios, al terminar los geles fueron separados de los cristales y se

eliminé el gel de concentracion.

Las proteinas ya separadas se transfirieron a una membrana de difluoruro de
polivinideno (Amersham Hybond TM-P GE Healthcare) con un sistema semiseco
Trans-blot SD, Bio-Rad. En buffer de transferencia se colocaron dos papeles filtro
gruesos por cada membrana a procesar junto con las membranas (previamente

lavadas con metanol durante 5 min y enjuagadas con agua destilada) y se dejaron
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enfriar en un refrigerador, posteriormente se colocaron sobre el sistema semiseco
en forma de sandwich (papel, membrana, gel, papel) usando un tubo de ensaye
para aplanar las capas eliminando burbujas que pudieran evitar la transferencia de
las proteinas y marcando la membrana para saber a qué muestras correspondia,

después se realizé la transferencia durante una hora a 19 voltios.

Estas membranas fueron posteriormente bloqueadas con leche descremada en
polvo al 5 %, diluida en buffer TBST (buffer Tris salino con Tween 20 al 1%) por 2 h
a temperatura ambiente en agitacion, después se incubaron con un anticuerpo
primario contra 3-actina (de ratén) (Santa Cruz Biotechnology) durante 18 h a 4°C
en una dilucién de 1:1000; posteriormente se enjuagaron con TBST en 3 intervalos
de 5 min con agitacion, para inmediatamente incubarlas con un anticuerpo
secundario (de cabra) contra el anticuerpo primario durante 2 h en agitacion a
temperatura ambiente a una dilucion de 1:1000; pasado este tiempo se volvieron a
enjuagar 3 veces con TBST en intervalos de 5 min y se realizo el revelado en un
cuarto obscuro exponiendo las membranas a una solucion de Luminol (1 mL por
membrana), dejandola reaccionar un minuto y colocandolas en un hyppercassette
con una fraccion de pelicula sobre cada membrana, se expuso la pelicula a la
membrana en un periodo de entre 2 y 12 min dependiendo de la fluorescencia
observada, y posteriormente se revelaron con solucién reveladora Kodak, agua y

solucion fijadora Kodak, se enjuagaron y se dejaron secatr.

Para obtener los resultados de las demas proteinas, se retiraron los anticuerpos
utilizados anteriormente, lavando las membranas en agua desionizada durante 5
min, luego se colocaron las membranas en una solucion de hidréxido de sodio (0.2
M) durante 5 min e inmediatamente enjuagando con agua dos veces, una rapida
para evitar que siga la reaccion y otra de 5 min; por ultimo, se realizaba otro bloqueo
con leche descremada en polvo al 5% en buffer TBST durante media hora. Se

realizo este procedimiento cada vez que se obtenia un nuevo resultado.

Por ultimo, las peliculas fueron escaneadas y se evalud la expresion de las

proteinas por densitometria con ayuda de un software especializado, mediante la
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evaluacion del cociente entre la densitometria del receptor AT1y el TGF-B1 contra
la proteina estructural p-actina.

8.6. Analisis de datos
Los datos fueron procesados por un andlisis de varianza ANOVA, y la prueba de
diferencia minima significativa LSD, considerandose un nivel de significancia a=0.05

para determinar las diferencias entre los grupos.

9. RESULTADOS

9.1. Extracto metandlico

Se obtuvieron un total de 33.4 g de extracto metandlico (EM) seco, a partir de 320
g de flores deshidratadas de C. pentadactylon, lo que equivale a un rendimiento del
10.43 %.

9.1.1. Compuestos fitoquimicos

En el extracto metandlico se pudieron identificar compuestos de los tipos saponinas
y fenoles, al observarse la presencia de espuma que persistié después de 30 min
tras agitar el extracto diluido durante 5 min y la aparicion de una coloracién azul al
afadir gotas de FeCls respectivamente (Tabla 4). En los demas grupos evaluados

el resultado fue negativo.
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Tipo de compuesto Resultado

Saponinas +

Fenoles +

Terpenoides -

Alcaloides -

Coumarinas .

Lactonas -

Tabla 4. Resultados de las pruebas realizadas en el extracto metandlico de C. pentadactylon
L., enlos cuales el signo (+) denomina la presencia de este tipo de compuestos y el signo
(-) expresa una reaccion negativa.

9.1.2 Fenoles totales

Se generd una curva patron con concentraciones conocidas de acido gélico (Figura
1) para estimar la concentracion de fenoles en el EM, con el uso de la ecuacion de
la recta, se encontré una concentracion de 0.23 equivalentes de acido galico por

miligramo de extracto.

Curva estandar acido galico

16
.~® 1.483666667
1.4

15 1249
1 .-970.998333333

0.8 0785333333

Absorbancia

e
. 8.-0566666667 y = 12.185x + 0.0349

0.4 R?=0.9977

..®70.278666667
0.2

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

Concentracion de ac. gélico (mg/mL)

Figura 1. Curva estandar de acido galico para conocer la concentracion de fenoles en el EM
de C. pentadactylon Los valores representan la absorbancia media + ESM con n=3.
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9.1.3 Capacidad antioxidante media CAsg

Al interpolar el valor de la curva generada con el EM después de reducir al 50 % la
concentracion de DPPH, se elucid6 la CAso con una concentracion de 11.71 pg/mL;
en el caso de la curva de quercetina se obtuvo una CAsg de 2.62 pg/mL. Con esto
se observa que la quercetina tiene una mayor capacidad antioxidante en

comparacién con el extracto metandlico (Figura 2).

Capacidad antioxidante - DPPH

—@— Extracto Quercetina
120
y =5.0342x + 36.81
R2=0.7222 . e
100
. 3 o o
Y
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g 8 y = 1.6059x + 31.191
3 R?=0.757
€
© 60
©
O
©
=
S 40
<
x
20
0
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion (pg/mL)

Figura 2. Curvas generadas con el extracto metandlico (verde), y la quercetina (azul) durante
la prueba de reduccién del radical DPPH, para determinar la capacidad antioxidante media
(CA50) del extracto y compararla con un compuesto antioxidante puro con actividad
antioxidante conocida. Los valores representan la media del porcentaje de decoloracién de
DPPH + ESM con n=3.
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9.2. Modelo de DM tipo 1

De acuerdo con los valores obtenidos en las mediciones del peso corporal de las
ratas, la concentracion de glucosa en sangre, la cantidad de alimento y agua que
ingerian en 24 h, asi como el volumen urinario producido en 24 h, se estableci6 que

el modelo diabético tipo 1 fue replicado con éxito.

9.2.1 Peso corporal

El peso de los organismos aumenté a lo largo del periodo experimental; al comparar
los valores de los grupos se pudo observar que los grupos diabéticos lograron un
peso corporal menor en comparaciéon con el del grupo control normoglucémico, este
comportamiento se mantuvo presente a lo largo del experimento, con excepcion del
grupo EM50mg en la semana 6, en el cual no hay una diferencia estadisticamente
significativa en comparacion con el grupo control (Figura 3). Tomando en cuenta
eso se puede afirmar que los grupos tratados con STZ tuvieron una disminucion en

Su peso corporal en comparacion con el grupo normoglucémico control.
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Figura 3. Peso corporal promedio de los organismos alo largo del periodo experimental (Inicio
del experimento, semana 3 y semana 6). Los valores representan la media + ESM con n=6.
ANOVA de un factor (a=0.05), los grupos con diferencias significativas con respecto al grupo
control se muestran con el simbolo *.

9.2.2 Glucosa en sangre

Al medir la concentracion de glucosa 48 h después de la administracion de STZ en
los grupos diabéticos experimentales y el buffer de citratos en grupo control, los
organismos de grupos diabéticos aumentaron su glucosa en sangre
aproximadamente 4 veces en comparacion con la concentracion que tenian
previamente a la administracién, considerandose, asi como hiperglucémicos al
tener una concentracion de glucosa superior a 300 mg/dL. Esta condicidon se

mantuvo a lo largo del experimento como se observa en la figura 4.
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Figura 4. Niveles promedio de glucosa en sangre por cada tratamiento a lo largo del periodo
experimental, donde se puede observar un aumento de la concentracién de glucosa en los
grupos diabéticos experimentales a partir de las 48horas posteriores a la administracion de
STZ. Los valores representan la media £ ESM con n=6. ANOVA de un factor (a=0.05), los
grupos con diferencias significativas con respecto al grupo control se muestran con el
simbolo *.

9.2.3 Parametros alimenticios en 24 h

Después de las 24 h en las jaulas metabdlicas, se observo que la cantidad de
alimento ingerido por las ratas de los grupos diabéticos se incrementd
significativamente en comparacién con las del grupo control (7.19 g + 0.79 @),
llegando a aumentar casi cuatro veces esta cantidad en el grupo DM (27.5 g + 3.19),
y que los organismos del grupo EM100mg (18.54 g £ 4.61 g) mostraron una ingesta
significativamente menor en comparacion con el grupo DM (Figura 5), evidenciando
asi que los grupos diabéticos presentan polifagia, y que el EM en la concentracion

de 100 mg/kg pudo disminuir este signo de la DM en contraste con el grupo DM.
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Figura 5. Ingesta promedio de alimento en 24 h de cada grupo. Los valores representan la
media + ESM con n=6. ANOVA de un factor con a=0.05. Los grupos con diferencias
significativas en comparacion al grupo Control se muestran con el simbolo *y con el grupo
DM con el simbolo #.

En la figura 6 se muestra la ingesta de agua en 24 h; se puede observar que los
grupos diabéticos mostraron un aumento significativo en la ingesta de agua en
comparacion con el grupo Control (32.33 mL + 2.98 mL), llegando a ser mas del
triple en los casos de los grupos DM (118.5 mL + 20.79 mL) y EM100mg (116.33
mL £ 16.74 mL), pero en el caso del grupo EM50mg (71 mL + 12.48 mL) este valor
es estadisticamente menor en comparacion con el grupo DM, llegando Unicamente
a poco mas del doble del grupo Control. Con esto se pudo identificar la presencia
de polidipsia en las ratas diabéticas del experimento y que el EM a una

concentracion de 50 mg/kg disminuye estadisticamente este signo de la diabetes.
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Figura 6. Ingesta promedio de agua de cada grupo en 24 h. Los valores representan la media
+ ESM con n=6. ANOVA de un factor con a=0.05. Los grupos con diferencias significativas en
comparacién al grupo Control se muestran con el simbolo *, con el grupo DM con el simbolo
#y con el grupo EM100mg con el simbolo +.

9.2.4 Volumen urinario

La cantidad de orina producida por las ratas se muestra en la figura 7, donde
podemos ver que los grupos diabéticos eliminaron una cantidad mayor de esta en
24 h en comparacion con el grupo control; en este caso el grupo DM fue el que
eliminé mas orina en comparacién con los tres grupos con tratamientos, con lo cual
se observo que tanto el EM en ambas concentraciones como el captopril pudieron
disminuir la poliuria provocada por el desarrollo de la DM en las ratas durante el

experimento.
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Figura 7. Promedio de la orina producida en 24 h por cada grupo. Los valores representan la
media + ESM con n=6. ANOVA de un factor con a=0.05. Los grupos con diferencias
significativas en comparacion al grupo Control se muestran con el simbolo *y con el grupo
DM con el simbolo #.

9.3. Funcién renal

9.3.1 Proteinuria

Al analizar la cantidad de proteinas eliminadas a través de la orina por los
organismos en los diferentes grupos, se observo que las ratas con DM tuvieron un
aumento significativo en este valor en comparacién con las ratas del grupo Control,
en el caso del grupo EM100mg se puede observar una disminucién en la
concentracion de proteinas en la orina de las ratas (Figura 8), sin embargo esta
disminucién no es estadisticamente significativa, por lo tanto no se encontré ningun

efecto del EM en este parametro.
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Figura 8. Concentracién promedio de proteinas en orina cada 24 h en cada grupo. Los valores
representan la media + ESM con n=6. ANOVA de un factor con a=0.05. Los grupos con
diferencias significativas en comparacion al grupo Control se muestran con el simbolo *.

9.3.2 Depuracion de creatinina

En el caso de la depuracion de creatinina, se puede observar en la figura 9 que los
grupos diabéticos presentan una menor eliminacion de este metabolito a través de
la orina en comparacion con los organismos del grupo Control, en el caso de los
grupos EM100mg y captopril se puede apreciar una depuraciéon ligeramente mas

efectiva pero no es estadisticamente significativa en comparacion con el grupo DM.
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Figura 9. Promedio de la cantidad de creatinina eliminada por minuto en cada grupo. Los
valores representan la media + ESM con n=6. ANOVA de un factor con a=0.05. Los grupos con
diferencias significativas en comparacion al grupo Control se muestran con el simbolo *.

9.4 Hipertrofia renal

9.4.1 Relacién peso renal/peso corporal

En la figura 10, se puede observar que el valor de la relacion peso renal/peso
corporal aumenta en los grupos diabéticos, seflalando que en estos organismos
hubo un aumento en la masa del rifion representando este un peso mayor en los
organismos. En los grupos EM50mg se puede observar una leve tendencia a
disminuir este parametro, pero no es estadisticamente significativo al compararlo
con el grupo DM,; sdlo el tratamiento con captopril redujo este indicador de hipertrofia

renal en las ratas DM.
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Figura 10. Valores promedio de la relacién peso renal/peso corporal en cada grupo. Los
valores representan la media + ESM con n=6. ANOVA de un factor con a=0.05. Los grupos con
diferencias significativas en comparacién al grupo Control se muestran con el simbolo *y con
el grupo EM100mg con el simbolo &.

9.4.2 Histologia

En cuanto al area celular de las células del tubo contorneado proximal (figuras 11y
12), se observa un aumento en los organismos diabéticos con excepcioén del grupo
Captopril, el cual no tiene diferencias en comparacion con el grupo control, pero
puede apreciarse que en ambos grupos tratados con el EM existe una disminucion
significativa en comparacién con el grupo DM, mencionando con especial énfasis al
grupo EM50mg ya que este alcanzo valores muy aproximados a los de los grupos
captopril y Control. Con esto se determind que el EM retrasa el aumento del area
celular en el tubulo contorneado proximal, evitando el progreso de la hipertrofia

renal.
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C) Captopril D) EM50mg

E) EM100mg

Figura 11. Micrografias (400 X) representativas de los cortes histolégicos de rifion tefiidos
mediante la técnica de Hematoxilina — Eosina. En la imagen A se observan las células del
grupo control, en la B las del grupo diabético control, en la C las del grupo tratado con
captopri, en el D las del grupo tratado con 50 mg del extracto metandlico y en el E las del
grupo tratado con 100 mg de extracto metanélico.
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Figura 12. Area celular promedio observada en microscopio 6ptico aun aumento de 400x. Los
valores representan la media + ESM con n=600 por tratamiento (100 por portaobjetos y un
portaobjeto por sujeto experimental). ANOVA de un factor con a=0.05. Los grupos con
diferencias significativas en comparacion al grupo Control se muestran con el simbolo *, con
el grupo DM con el simbolo #, con el grupo EM50mg con el simbolo +y con el grupo EM100mg
con el simbolo &.

9.4.3 Expresion proteica

La figura 13 muestra la expresion de la proteina TGF-B1 en la corteza renal de los
organismos al final del estudio, se puede apreciar que las ratas del grupo DM
aumentaron la concentracién de esta proteina hasta llegar aproximadamente al
doble de la concentracién que se encontro en los individuos del grupo Control, Al
observar los grupos EM100mg y captopril se aprecia una tendencia a disminuir esta
concentracion pero sin diferencias significativas al compararlos con el grupo DM, en
cambio en el grupo EM50mg existe una disminucién significativa de esta proteina

no solamente en comparacion con el grupo DM si no también con el grupo Control.
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10. Discusién

Los componentes fitoquimicos encontrados en el estudio preliminar difieren
parcialmente con los reportados por Villa-Ruano y col. (2013), donde al igual que en
este trabajo (Tabla 2), ellos encontraron la presencia de compuestos fendlicos y
mencionan la ausencia de alcaloides; sin embargo, también mencionan que el
extracto que analizaron no presenta saponinas y si contiene terpenos. Estas
diferencias pueden deberse tanto a factores biolégicos como la distribucién de los
arboles en cuestion, ya que el material biolégico usado en este trabajo fue colectado
en el Estado de México y no en Oaxaca, y al hecho de que para realizar el extracto
se utilizaron las hojas y raices del arbol, como a que el extracto fue obtenido con
etanol. Esto puede explicar también la diferencia en la concentracion antioxidante
media encontrada por ellos, 102.6 ug/mL, la cual es mucho mayor en comparacion
a la obtenida en los resultados de este trabajo, que debe ser por la diferencia de
concentracion de compuestos fenolicos entre las hojas y raices y las flores del arbol

(Figuras 1y 2).

En los resultados de los parametros bioldgicos de los organismos a los que se les
administré STZ, tanto alimenticios como de excrecion de orina y glucosa en sangre
(Figuras 3-7), puede apreciarse que aparecen los sintomas clasicos de un paciente
con diabetes mellitus, pérdida de peso, polifagia, polidipsia, poliuria y principalmente
la hiperglucemia persistente después de la administracion de STZ, lo que confirma
gue se replico con éxito el modelo de DM tipo 1 debido a lo siguiente: la STZ es un
farmaco conocido por su utilidad para generar modelos de diabetes tanto
insulinodependientes (Tipo 1) como no insulinodependientes (Tipo 2), con la
aplicacion de dosis de entre 40 y 60 mg/kg generalmente, aunque pueden usarse
dosis mayores en una sola aplicacion como fue el caso de este trabajo (Ganda y
col., 1976).

La STZ dana a las células B pancreaticas al entrar en estas utilizando el
transportador de glucosa GLUT 2; dentro de ellas genera alteraciones en su ADN,
principalmente por alquilacién, pero también a través de liberacion de moléculas

oxidativas como 6xido nitrico (NO) y ERO como O>~ durante el metabolismo de la
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STZ, en consecuencia existen alteraciones como por ejemplo en el ciclo de Krebs,
el cual se ve inhibido por la union de NO con la enzima aconitasa, limitando la
produccién de ATP mitocondrial, de igual manera debido al aumento de la
produccién del O, se generan también otras ERO como el H>O: y radicales
hidroxilo (OH), los cuales por si mismos generan dafio oxidativo en el ADN pero
también pueden actuar en conjunto con el ON formando peroxinitrito (ONOO") el
cual es altamente toxico, y finalmente la accién del NO para estimular la ADP-
ribosilacién, la cual provoca el agotamiento de NAD* y la reduccion de ATP,
inhibiendo la produccién de insulina, en conjunto estos mecanismos terminan por

danar y causar la eliminacion de las células 3 pancreaticas (Skudelzki, 2001).

Esta eliminacidén de las células 3 pancreaticas es la causa del estado hiperglucémico
constante de los organismos de los grupos con DM experimental a los que se les
administré STZ (DM, EM50mg, EM100mg y Cap), lo cual en consecuencia causo la
aparicion de los demas sintomas clasicos de la DM, con los que se puede demostrar

la replicacion correcta del modelo de DM tipo 1.

La hiperglucemia genera cambios en la hemodinamia debido a la alta concentracion
de glucosa en la sangre, esta provoca que agua proveniente de las células pase al
torrente sanguineo por osmosis para compensar la cantidad de glucosa, causando
deshidratacion celular, posteriormente el aumento en la cantidad de agua en el
torrente sanguineo hace que los rifiones se vean forzados a filtrar mas agua y
glucosa, rebasando la capacidad de estos para reabsorber la glucosa por lo que
esta se filtra hacia los tubulos renales, donde la glucosa nuevamente provoca que
haya una entrada de agua por osmosis hacia dentro de los tabulos, causando de
esta manera que haya un aumento en el numero de micciones o poliuria (Vazquez
y col., 2005).

Al eliminarse constantemente agua por la poliuria y debido al estado de
deshidratacion celular, el organismo tiende a estimular la sed y por lo tanto a ingerir
mas agua y con mas frecuencia a lo cual se le denomina polidipsia; por otra parte,
al no poder utilizar la glucosa que se encuentra en la sangre por la falta de insulina

se genera apetito en el organismo, aumentando su ingesta de alimento asi como la

44



frecuencia de sus comidas también llamado polifagia, pero a pesar de esto existe
una pérdida de peso causada por la eliminacion de la glucosa que es ingerida a
través de la orina y a la utilizacién de fuentes de energia de reserva como las grasas

corporales (Guillén Gonzélez, 2002).

Estos sintomas no parecen ser afectados por el EM en ninguna de sus
concentraciones ya que se mantuvieron a lo largo de la duracion del experimento,
con excepcion del tratamiento EM50mg en el parametro de peso corporal en la
tltima semana (Figura 3). Esto se puede relacionar directamente con el hecho de
gue como se observa en la figura 4 el EM carece de actividad hipoglucemiante
aparente la cual ayude a atenuarlos y su actividad antioxidante no esté directamente

relacionada con ellos.

En lo que corresponde a la funcion renal, el tratamiento con el EM no muestra un
efecto significativo en cuanto a la proteinuria (Figura 8) ya que se observo
unicamente una ligera disminucion de la concentracion de proteinas en la orina de
los organismos del grupo EM100mg en comparacién con el grupo DM. Torres y
Zacarias (2002) mencionan que este fendmeno es causado por alteraciones en
matrices glomerulares extracelulares, como el mesangio y la membrana basal, asi
como la disminucion de sintesis de macromoléculas anionicas llamadas
proteoglicanos lo cual genera la pérdida de la carga negativa de la membrana basal
y por lo tanto no puede repeler proteinas como la albumina, esta membrana tiene
como funcién evitar la filtracion de proteinas y su funcion se ve alterada por el
engrosamiento de la misma, el cual ocurre al pasar los afios en los humanos. Por lo
tanto, es probable que el EM no muestre ningin cambio en este parametro debido
al periodo de tiempo del experimento y que si este se alargara podria observarse

un efecto mas marcado.

De manera similar en el caso de la depuracion de creatinina (Figura 9) el grupo
EM100mg muestra una mayor eliminacién del metabolito al igual que el grupo Cap
en contraste con el grupo DM, pero este aumento en la depuracion no es
estadisticamente significativo. Amato y col. (2016) encontraron que igualmente el

captopril aumenta la depuracién de este metabolito en ratas con DM inducida por
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STZ, este medicamento funciona como un inhibidor del SRA al inhibir la ECA, y evita
gue esta active a la angiotensina | al convertirla en angiotensina I, lo que previene
de esta forma las alteraciones en la vasoconstriccion que provoca al interactuar con
su receptor AT1 (Lansang y col., 2001; Romanelli y col., 1989); por lo tanto, es
posible que la actividad antioxidante del EM en la concentracion de 100 mg/kg
también tenga un efecto sobre el SRA 'y por eso su efecto fue similar al del captopril
en este parametro, pero en un punto diferente de la cascada de sefializacion del
SRA.

En cuanto a la hipertrofia renal, se encontré que en todos los grupos diabéticos
experimentales hubo un aumento en la relacion peso renal/peso corporal total, solo
hubo una ligera disminucién en los grupos EM50mg y Cap con respecto del grupo
DM. La hipertrofia renal es un proceso que ocurre normalmente al incrementar el
tamafio de los rifiones debido a la hiperglucemia y el estrés oxidativo, que generan
la produccion de factores de crecimiento como el TGF-B1, causando el aumento de
matriz extracelular y el crecimiento excesivo de las células mesangiales. En diversos
trabajos se ha tratado esta afeccion a través del uso de antioxidantes y
bloqueadores del SRA con resultados favorables, ya que estos inhiben la
sobreproduccion de TGF-B1y evitan de esta manera el crecimiento celular excesivo
y la hipertrofia (Vazquez-Cruz y col., 2018; Amato y col., 2016; Jiao y col., 2011),
debido a esto es probable que el efecto antioxidante del EM en la concentracion de

50 mg/kg haya podido evitar este efecto en las células mesangiales de las ratas.

Se sabe que el estrés oxidativo genera el aumento de la actividad del TGF-1, esto
ocurre debido al exceso de ERO que causan diversas sefalizaciones de estrés en
las células renales, lo cual, entre otras cosas, causa el aumento de la produccion
de angiotensina Il en las células, provocando que el TGF-B1 se exprese en mayor
cantidad debido a la produccion de protooncogenes que facilitan su expresion, y
debido a esto las células mesangiales aumentan el tamafio de su matriz extracelular
hasta terminar obstruyendo la luz de los capilares glomerulares en consecuencia de
una alteracion del ciclo celular en la que se genera la sintesis de proteinas sin

replicacion de ADN al inducir inhibidores de quinasas dependientes de ciclina, se
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evita su apoptosis por la inhibicion de proteasas y la membrana basal glomerular
aumenta su tamafo perdiendo de esta manera su selectividad y capacidad de
filtracion de moléculas (Calderén y col., 2013; Schultz Johansen y col., 2005; Islas
y Revilla, 2004; Barcena y Colchero, 1999), por lo tanto el efecto antioxidante del
EM pudo haber aminorado el dafio causado por las ERO en las células renales
causando el efecto observado en las figuras 8, 9 y 10, donde se puede observar

una tendencia a mejorar la funcién renal de los organismos tratados.

En cuanto a los resultados obtenidos en el estudio histoldgico realizado, se puede
observar en la figura 11 una clara disminucion del area de las células del tabulo
contorneado proximal en los grupos tratados, tanto con ambas concentraciones del
EM como con captopril en comparacion de las células de los organismos del grupo
DM, llegando incluso a obtenerse valores muy cercanos a los del grupo control en
el caso del grupo EM50mg. Estos resultados se relacionan directamente con la
expresion proteica de TGF-B1 que se observa en la figura 11, donde vemos que de
igual manera los organismos del grupo DM tienden a aumentar la expresion de esta
proteina y los grupos tratados con el EM en ambas concentraciones y con captopril
disminuyeron en comparacion la expresion de esta proteina, especialmente el grupo
EM50mg en el que esta diferencia fue estadisticamente significativa y la produccion

disminuy6 a un valor incluso menor que en el grupo control normoglucémico.

Estos resultados pueden compararse con otros estudios en los que se han probado
tratamientos similares. Por ejemplo, Huan-Wei y col. (2019) utilizaron un extracto
acuoso de Nelumbo nucifera en un modelo de DM tipo 2 en ratas con una
alimentacion alta en grasas, y lograron disminuir el dafio de las células tubulares
renales causado por la hiperglucemia, en las cuales se pudo observar una
disminucién en la produccion de proteinas de la matriz extracelular como el
colageno en comparacion con las ratas diabéticas sin tratamiento, tanto con la
alimentacion alta en grasas como con una dieta normal, lo que evita asi la hipertrofia
renal, y se atribuyen estos efectos a la capacidad antioxidante del extracto
compuesto en su mayoria por flavonoides, principalmente quercetina-3’-

glucuronido. En este estudio, a pesar de que no se aborda directamente, puede
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intuirse un efecto similar al de los resultados obtenidos en este trabajo en la
expresion del TGF-B1 debido a las cantidades de matriz extracelular observable en
sus mediciones, debido al papel que desarrolla el TGF-B1 en la expresion del

coladgeno (Galvez-Gastélumy col., 2004).

En otro caso, en el trabajo realizado por Amato y col. (2016) se utiliz6 un tratamiento
gue consistia en la administracion de Angiotensina (1-7) exdgena, la cual pudo
inhibir la via de MAP cinasas (MAPK) que es estimulada por las altas
concentraciones de glucosa, y de esta forma disminuyen la expresion de TGF- B1
en células del tubulo proximal y en consecuencia atenuando el incremento del
tamafo de estas en comparacién con los organismos diabeticos sin el tratamiento.
Al comparar los resultados del estudio de Amato y col. (2016) con los obtenidos en
este trabajo, Schultz y col. (2005) mencionan que hay una relacion directa entre la
sefalizacion de estrés producida por la sobreproduccion de ion O, entre las cuales
entra la p38 MAPK, con el aumento en la produccion de angiotensina Il que en
consecuencia genera, entre otras cosas, el aumento en la expresion de TGF- 1 en
las células renales, por lo tanto el efecto antioxidante del EM de C. pentadactylon
pudo haber inhibido el efecto de esta sefializacion de estrés al disminuir la cantidad

de Oz~ en los organismos tratados, especialmente en la concentracion de 50 mg/Kg.
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11. Conclusiones

El extracto metandlico de C. pentadactylon mejord ligeramente la funcién

renal de una manera no significativa

El extracto metandlico de C. pentadactylon evito la hipertrofia renal debido al
efecto de su capacidad antioxidante en la inhibicion de los dafios causados

por el estrés oxidativo en la diabetes mellitus

El extracto metandlico de C. pentadactylon inhibié parcialmente de la
expresion del factor de crecimiento transformante 31.
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