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1. RESUMEN

Introduccion: La nefropatia diabética (ND) es un trastorno progresivo que inicia con
microalbuminuria y es la principal causa de falla renal e inicio de terapia de
sustitucion renal. En la ND, la hiperglucemia cumple un papel importante en la
formacion carboximetil-lisina (CML) como un producto final de la glicacion
avanzada. La interaccion de CML con el receptor RAGE (CML/RAGE) participa en
la fibrogénesis renal. Se ha demostrado que los fitoquimicos de la S. oleracea
poseen propiedades anti-AGEs. Sin embargo, se desconoce sus efectos en la
fibrosis renal en la ND. Objetivos: Determinar el efecto del extracto metandlico de
espinaca (EME) en la fibrogénesis asociados a la formacion de CML, RAGE y TGF-
3, en el tejido renal de ratas con hiperglucemia crénica. Materiales y métodos: Se
utilizaron ratas macho Wistar y se dividieron al azar en cuatro grupos (n=8): (1) ratas
hiperglucémicas inducidas con estreptozotocina y tratadas con vehiculo (STZ); (2)
ratas STZ tratadas con 400 mg/kg del EME (STZ-EME) y (3) Ratas normo-
glucémicas tratadas con vehiculo (NG). A las 12 semanas se sacrificaron y se
colectaron los tejidos renales. En los cortes histolégicos se evalud la
inmunolocalizacion y la intensidad de tincibn de CML, RAGE y TGF-B1. Las
intensidades de tincidon se evaluaron por el programa Image ProPlus (version) y el
andlisis estadistico por annova test de una via. p<0.05 es considerado
estadisticamente significante. Resultados: Encontramos que la distribucion de la
CML en los DM fue positivo citoplasmatico en células mesangiales y capsula de
Bowman, e intenso y focal en epitelio tubular. Mientras que en el grupo tratado se
encontrd citoplasmatico débil Unicamente en epitelio tubular (p<0.05). En cuanto a
expresion de RAGE se encontraba positivo citoplasmatico intenso en el grupo DM
en endotelio y podocitos y en el grupo tratado con el extracto negativo (p<0.01).
TGF-3 se encontré positivo citoplasmatico intenso y focal asociado a zonas de
lesion tubular aguda; y difuso y débil en epitelio tubular residual. La intensidad de
TGF-B en EME es menor (p<0.05). Conclusion: Los fitoquimicos contenidos en el
EME poseen una accion benéfica en la atenuacion del dafio renal causado por el
incremento del estrés oxidativo inducido por la hiperglucemia; a una dosis de
400mg/kg/dia administrado por doce semanas de forma intragéstrica disminuye la
formacion de carboximetil-L-Lisina, y la expresion de RAGE y TFG-[31.



2. INTRODUCCION

La nefropatia diabética (ND) es una de las complicaciones mas frecuentes en la
Diabetes Mellitus (DM). Esta se caracteriza por proteinuria, hipertension y
reducciones progresivas de la funcion renal con alta morbilidad y mortalidad (1). Se
estima que casi la mitad de todos los pacientes con DM tipo 2 (DMT2) y un tercio
con DM tipo 1 desarrollaran enfermedad renal cronica a lo largo de su vida.
Aproximadamente, el 5 % de los pacientes recién diagnosticados con DMT2
muestran evidencia de afectacion de la funcién renal y tienen riesgo de desarrollar
nefropatia 10 afios posterior a su diagnéstico (2). En contraste con otras
complicaciones asociadas a la diabetes mellitus, la nefropatia diabética no ha
experimentado una disminucion en su prevalencia en las Ultimas tres décadas. La
ND es en la actualidad, la principal causa de insuficiencia renal y el inicio de

tratamientos de sustitucion renal a nivel mundial (3).

Un estudio realizado en 2017 en el Estado de México, que incluy6 a 44,458 sujetos
diagnosticados con DMT2, registrd la presencia de ND en 9.1% en la poblacion
estudiada (4). En un estudio transversal analitico realizado en 488 pacientes
diabéticos la prevalencia de enfermedad renal crénica fue de 32% (5). En 2019,
México registr6 un incremento de pacientes con enfermedad renal crénica,

ocupando el décimo lugar de mortalidad por la enfermedad a nivel mundial (6).

A pesar de que mantener un estricto control de los niveles de glucosa en la sangre
reduce la presencia de albuminuria en la orina y retrasa la progresion de la
enfermedad, no se observan diferencias en los desenlaces clinicos (7-10). En
consecuencia, se necesitan estrategias terapéuticas adicionales para evitar la
progresion de la nefropatia diabética. Estas estrategias deben centrarse en lograr
la normalizacion de los niveles de glucosa con un menor riesgo de hipoglucemia,
asi como en contrarrestar los efectos perjudiciales derivados de la activacion de

diversas vias de sefializacién molecular.

Debido a que la hiperglicemia genera la formacién y acumulacion de AGEs que

predispone la ND, se han desarrollado varias estrategias para inhibirla. La



aminoguanidina (pimagedina) es un inhibidor de la diamino-oxidasa y de la sintasa
de 6xido nitrico (NOS) que actian reduciendo los niveles de AGEs a través de la
interaccion con 2-desoxi-D-glucosa y proteinuria, este inhibidor ademas reduce los
niveles de citocinas profibréticas, depdsitos de colageno tipo 1V, carbonilacion de
proteinas, y albuminuria de manera significativa, incluyendo la activacion de la
proteina kinasa (11-17). La piridoxamina, un derivado de la vitamina B6, también
evita la acumulacion de AGEs, previniendo la disfuncién renal al disminuir los
niveles séricos de creatinina, TGF-R1, CML (18,19). De manera similar, otros
compuestos han mostrado en la clinica y en modelos experimentales la disminucion
de la acumulacion de AGEs a nivel renal, menor rigidez de las arterias con
mejoramiento de la funcidén ventricular, inhibicidén de citoquinas profibroticas, estrés
oxidativo, transdiferenciacion celular, proteinuria, e inhibicién de la activacién de
PKC (20).

Con el objetivo de proteger contra el dafio renal causado por niveles elevados de
glucosa en sangre, se han realizado estudios en modelos animales para probar
varios fitoquimicos purificados o presentes en extractos naturales. Estos estudios
han demostrado que estos compuestos tienen capacidad citoprotectora al reducir
factores profibréticos, oxidativos e inflamatorios. Se ha observado que los
compuestos aislados del extracto metandlico de Epidemii herba muestran actividad
anti-AGEs in vitro al inhibir la formaciéon de CML y N (w)-(carboximetil) arginina
(CMA) durante la incubacion de ribosa con gelatina derivada del colageno (21).
Shen y colaboradores han identificado una serie de compuestos de origen vegetal
con la capacidad de inhibir tanto la reaccion de Maillard como la via AGE-RAGE.
Estos fitoquimicos podrian tener el potencial de actuar como agentes
guimiopreventivos y protectores del dafio renal al regular diversas vias que

contribuyen al desarrollo de la nefropatia diabética.

La espinaca contiene una cantidad significativa de compuestos fendlicos con
propiedades funcionales notables. Estos compuestos presentan actividad
antioxidante al actuar como eliminadores de especies reactivas de oxigeno, lo que

reduce el dafio oxidativo en macromoléculas. Ademas, exhiben capacidad para



inhibir la activacion de la via de sefalizacién inflamatoria y sus marcadores
proinflamatorios asociados. Estudios epidemiolégicos y en modelos animales han
revelado los efectos protectores y preventivos de la espinaca al disminuir factores
de riesgo relacionados con el sindrome metabdlico, como la obesidad, la
hiperglucemia y la hipertrigliceridemia (22,23,24) Es importante destacar que los
extractos acuosos, los glucolipidos y los tilacoides derivados de la espinaca no han
mostrado efectos adversos segun investigaciones previas (25,26). Aunque se
desconoce el efecto benéfico de los fitoquimicos contenidos en la espinaca en la
proteccion del dafio renal, asociado a la regulacion del eje AGE-RAGE; se ha
identificado que algunos de sus fitoquimicos poseen efectos en la via AGE-RAGE.
Por ejemplo, estudios usando B-caroteno, han demostrado efectos significativos en
la inhibicion de la formacion de AGEs in vitro evitando cambios estructurales
secundarios en albumina sérica bovina (BSA) debido a la glicaciéon térmica (27). En
retinas de ratas con hiperglucemia, la administracién de la quercetina y de
carotenoides (luteolina y la astaxantina) presenta efectos neuroprotectores al
reducir mediadores del estrés oxidativo (glutation, superoxido dismutasa y catalasa)
e inflamatorios (NF-kB, TNF-a, IL-1B3, ICAM-1, MCP-1) con reduccién del dafo
neuronal observado por la baja expresion de GFAP y caspasa-3 (28-32). Las células
del epitelio pigmentario de la retina (EPR) dafadas por fotooxidacion, son
protegidas por la quercetina al inhibir la formacién de MGO y la expresion de RAGE,
asi como la atenuacion de factores proinflamatorios y apoptéticos (33). Al parecer
la accién inhibidora de la quercetina sobre los AGEs se debe a que su estructura
guimica posee sitios para quelar o atrapar el MGO y convertirlo en aductos (mono-
MGO y di-MGO) evitando la reaccion de Maillard (34).

El objetivo del presente estudio es investigar el papel del extracto metandlico de
espinaca (EME) en la fibrosis renal asociada a la formacion del AGE CML con RAGE

(CML-RAGE) en un modelo animal con hiperglucemia cronica.



3. ANTECEDENTES

3.1LA ESPINACA

La espinaca, Spinacea oleracea var. L, es una hortaliza de hoja verde ampliamente
consumida debido a sus numerosas propiedades benficas. Es baja en grasas y
calorias, al mismo tiempo que es rica en fibra y micronutrientes como vitamina C,
vitamina A y minerales, especialmente hierro. Se trata de una planta de hojas
comestibles que se cosecha anualmente y se consume de diversas formas. Los
primeros registros de esta planta se remontan al siglo VII en China. Posteriormente,
fue introducida desde Persia a Espafa alrededor del siglo Xl y, a partir de alli, se

extendié al continente americano durante el periodo de colonizacién. (35).

3.1.1 Valor nutricional

Cada 100 gramos de espinaca contienen aproximadamente 23 calorias, con un 2%
de carbohidratos, un 3% de proteinas y un 91% de agua. Esta hortaliza se
caracteriza por tener un contenido proteico relativamente alto en comparacion con
otros vegetales, ademas de proporcionar una cantidad significativa de fibra, tanto
soluble como insoluble. La espinaca también es rica en vitaminas A, C, E, K, B2, B6
y B9, y ofrece una variedad de minerales como hierro, calcio, magnesio, fésforo,
potasio, manganeso, cobre y zinc. Estos nutrientes le confieren un valor nutricional

destacado, especialmente cuando se consume fresca. (36).

3.1.2 Composicion quimica y propiedades biologicas

La espinaca tiene un alto valor nutricional. Se compone principalmente de agua
(91,4%) ademas de pequefias cantidades de proteinas (2,9%), carbohidratos (3,6%)
y grasas (0,4%). Su fraccion lipidica estda compuesta de &cidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados (como el acido linolénico alfa72, acido linoleico,
acido oleico) y acidos grasos saturados (como acido caprico, acido miristico, acido
estearico) (35,37).

En una racién de espinaca (100g) hay 2,2 g de fibra que equivale al 8,8% de la

cantidad diaria recomendada para una dieta de 2000 kcal. Ademas, contiene altos
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niveles de magnesio, potasio y hierro que cumplen con el 20%, 16% y 15%,
respectivamente, de su cantidad diaria. La misma racién contiene suficientes
vitaminas para alcanzar o superar parcialmente su dosis diaria recomendada,
incluida la vitamina K (604%), vitamina A (188%), acido félico (49%) y vitamina C
(47%) (38). Esta hortaliza es considerada como una de las fuentes mas ricas de
carotenos (pigmentos naturales que participan en la captacion de luz en la
fotosintesis y son barredores de especies reactivas de oxigeno). La luteina es uno
de los carotenoides principales de la planta que ha reportado tener propiedades
preventivas en la degeneracion macular y formacion de cataratas (37). Estos son
producidos como metabolitos secundarios en respuesta a diversas condiciones
ambientales. Especialmente hay un alto contenido de flavonoides derivados de la
patuletina, spinacetina, spinatosida, jaceidina, flavona, acido ferudlico y acido p-
coumarico, trazas de quercetina y kaempferol. No obstante, a pesar de ser una
excelente fuente de compuestos fendlicos, la espinaca solo aporta el 0.8 mg de
equivalentes de acido galico (GAE)/dia por persona debido a su baja ingesta diaria
(1.6 g/dia) segun los datos registrados por la Autoridad Americana de Seguridad
Alimentaria (21Y).

La espinaca alberga componentes fendlicos producidos en respuesta al estrés
ambiental, por ejemplo: bajas temperaturas, radiacion ultravioleta, deficiencia de
nutrientes y patdégenos. Los fenoles poseen propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antifingicas y antivirales. Estos se clasifican en 4 grupos segun su
estructura quimica: Acidos fendlicos, estilbenos, lignanos y flavonoides. Entre los
flavonoides se encuentran la quercetina, kaempferol, patuletina, espinacetina,
espinatosida, jaceidina y flavona (FIGURA 1). La espinaca, junto con el brocoli, tiene
el mayor contenido de acido fendlico total entre las verduras de hoja verde, los
principales acidos fendlicos encontrados son; el acido ferulico y el &cido p-cumérico.
En cuanto a los lignanos, estos son metabolizados por la microflora intestinal en
fitoestrogenos bioldégicamente activos, enterolactona y enterodiol. Los principales
lignanos que se encuentran en las espinacas son lariciresinol, secoisolariciresinol y

pinoresinol (36).



LY L

Flavonoides

Oy o
HO

P-cumarico

H3C.__~_OH
HiG CHy G GHa CI O
W i | . )

: ) g |
i J ikl HaC CHy HaC CHy

Luteina

Figura 1. Adaptada de Roberts JL, Moreau R. Functional properties of spinach (Spinacia oleracea
L.) phytochemicals and bioactives. Food Funct. 2016;7(8):3337-53.

3.2DIABETES MELLITUS

3.2.1 Definicién

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico en el que se manifiesta un
aumento de los niveles de glucosa en la sangre debido a la falta parcial o total de
insulina. Se trata de una enfermedad cronica que abarca diversos trastornos que
afectan la produccion y utilizacion de la insulina en el organismo. La diabetes
mellitus tipo 1 se distingue por la destruccion de las células beta en el pancreas
debido a una respuesta autoinmune, lo cual resulta en una falta completa de
produccion de insulina. Por lo general, afecta a nifios y adolescentes. Por otro lado,
la DM tipo 2 se caracteriza por alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas, y contabiliza aproximadamente el 90% de todos los casos de
DM (39,40).

3.2.2 Epidemiologia

La diabetes mellitus tipo 2 y sus complicaciones constituyen un importante problema
de salud publica a nivel mundial. De acuerdo con las estimaciones de la Federacion
Internacional de Diabetes, en el afio 2013 habian alrededor de 382 millones de
personas entre los 20 y 70 afios que padecian diabetes en todo el mundo. Se
proyecta que para el afio 2035 esta cifra aumentara a aproximadamente 592
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millones. (41). Los factores de riesgo como la obesidad, el sedentarismo, estilos de
vida y alimentacion inadecuados se encuentran en aumento en gran parte de la

poblacién mundial (40).

En México, la diabetes mellitus tipo 2 ha alcanzado proporciones epidémicas y su
prevalencia ha experimentado un rapido aumento. Dentro de las enfermedades
cronico-degenerativas, la diabetes ha mostrado el incremento mas significativo en
los dltimos afios. Segun un estudio realizado en 2010, se reportdé una prevalencia
del 14.42% de casos de diabetes, y por cada caso previamente diagnosticado se
identifico otro caso nuevo. La edad promedio de fallecimiento de las personas con
diabetes en 2010 fue alrededor de los 65 afios, y la esperanza de vida de las

personas con diabetes se reduce entre 5y 10 afios. (42).

Por otro lado, segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2012,
se indica que la prevalencia de diabetes por diagnéstico previo es del 9.17%
(equivalente a 6.4 millones de personas), y se estima que para el afio 2025 esta
cifra aumente al 12.3%. En las &reas urbanas, se observo una prevalencia del 9.7%,
mientras que en las areas rurales fue del 7%. Las mujeres presentaron una
prevalencia del 9.67% (equivalente a 3.5 millones de personas), mientras que los
hombres mostraron una prevalencia del 8.6% (equivalente a 2.8 millones de
personas). La edad mas frecuente de diagndstico de diabetes fue entre los 50 y 69

afnos, representando el 63.9% de los casos.

Segun datos proporcionados por la Federacion Internacional de Diabetes, en el afio
2013 se registraron en México aproximadamente 8.7 millones de casos de diabetes
con una prevalencia del 11.77% en personas de 20 a 79 afos. Desde el afio 2003,
se han reportado alrededor de 400,000 nuevos casos de diabetes anualmente. Es
importante destacar que el diagndstico de la enfermedad generalmente se realiza
después de 7 a 10 afios de su inicio. Durante el periodo de 2002 a 2011, la

incidencia de diabetes (sin ajuste por edad) aumenté gradualmente, pasando de



una tasa de 308.6 a 391.07 por cada 100,000 habitantes. Esto indica que la

incidencia de diabetes ha seguido aumentando de forma constante. (42).
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Figura 2. Adaptado de Rev Med Hosp Gen Mex 2014; 77:114

3.2.3 Aspectos fisiopatoldgicos

La nefropatia diabética esta caracterizada histopatolégicamente por la acumulacién
de matriz extracelular (MEC), y su progresién consta de tres pasos: (i) hipertrofia
glomerular e hiperfiltracién; (i) inflamacibn de glomérulos y regiones
tubulointersticiales; y (iii) reduccion del numero de células por apoptosis y
acumulaciéon de MEC. La hiperglucemia es el factor predominante que subyace en
el desarrollo de ND que a su vez activa 3 importantes vias; La primera via es la
anomalia del metabolismo intracelular, como la activacion de las vias de los polioles
y PKC (proteina quinasa C). La segunda via es la formacion de AGE (productos
toxicos finales de la glucosilacion avanzada) que son un grupo de proteinas
modificadas y/o lipidos que se vuelven glicadas tras su exposicién a azucares, que
inducen una alteracion de la barrera de filtracibn glomerular al aumentar la
permeabilidad de las células endoteliales, alterando la glicocalix endotelial y
finalmente resultando en albuminuria. La via RAGE (receptor para AGE) esta
criticamente involucrada en la transduccion de la sefializacion celular subsiguiente
relacionada con la inflamacion y el estrés oxidativo. La activacion de esta via por los

AGE lleva a la generacién de especies reactivas de oxigeno (en inglés: ROS)
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ademas de disminuir los niveles de enzimas antioxidantes y los niveles celulares
de glutation, su activacion resulta en la sobre regulacion de la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH), oxido nitrico sintasa (en inglés: NOS) y
ciclooxigenasa (COX), con ello amplificando la inflamacion y contribuyendo al
establecimiento de un estado cronico inflamatorio en los rifiones, culminando en la

perdida gradual de la arquitectura renal y su funcién. (4, 43)

3.4 ESTRES OXIDATIVO Y DIABETES MELLITUS

El estrés oxidativo se produce cuando la generacion de radicales libres excede la
capacidad antioxidante natural del cuerpo para neutralizar estos compuestos
guimicos altamente reactivos. Esto resulta en un dafo celular que se manifiesta en
forma de entrecruzamiento del ADN y apoptosis, caracteristicas distintivas del
estrés oxidativo y procesos patolégicos clave en el cancer, el envejecimiento y
diversas enfermedades cronicas. En el caso de la diabetes mellitus, se ha conocido
desde hace tiempo que la alteracion de la homeostasis redox desempefia un papel
en la patogénesis de la enfermedad y sus complicaciones, a través de diferentes
mecanismos. Se ha demostrado que los pacientes diabéticos presentan niveles
elevados de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y dafio

inducido por ROS en el ADN a nivel celular (44).

El aumento de la carga glucémica en la diabetes afecta negativamente al ciclo de
Krebs, lo que resulta en la interrupcion de la transferencia de electrones en la
membrana mitocondrial y la acumulacion de radicales libres. Estos radicales libres,
como el superdxido y el hidroxilo, son altamente reactivos. A medida que se
incrementa la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), se activan de
forma positiva cuatro vias bioquimicas. Estas alteraciones generan una variedad de
efectos secundarios en la patogénesis y progresion de la diabetes mellitus. Estos
efectos incluyen la disminucién de las moléculas antioxidantes naturales, el dafio a
las células vasculares, asi como cambios en la expresion de genes y proteinas, el

flujo sanguineo y la permeabilidad de las células endoteliales (45).
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3.6 LA VIA DE LOS PRODUCTOS AVANZADOS DE LA GLICOSILACION Y SU
RECEPTOR

El mecanismo fisiopatoldgico que conlleva al desarrollo y avance de la nefropatia
diabética (ND) se origina a partir de la formacion y acumulacion de productos finales
de glicacion avanzada (AGEs), siendo la hiperglucemia el factor mas relevante en
su formacion (46-49). Los AGEs se generan a través de la glicacion no enzimatica,
gue implica la reaccidn entre grupos carbonilos de azlcares reductores y grupos
aminos de proteinas (especialmente lisina y arginina) que son susceptibles a
modificaciones. Estos compuestos resultantes suelen ser persistentes y pueden
tomar meses o incluso afios para degradarse. En la etapa inicial de esta reaccion,
se forman bases de Schiff, que son reversibles e inestables. Estas bases de Schiff
experimentan un reordenamiento estructural y se convierten en productos de
Amadori, como la hemoglobina glicada. A través de una serie de procesos, como
deshidratacion, oxidacion, transposicion y fragmentacion, los productos de Amadori
se estabilizan y se transforman en los productos finales de glicacion avanzada
(AGEs) (50). Se han identificado diversos tipos de productos finales de glicacion
avanzada (AGEs) en tejidos humanos, sangre y alimentos; tanto fluorescentes
como no fluorescentes. Entre ellos la Ne-(carboximetil) lisina (CML), la
hidroimidazolona, la pentosidina, el furoil-furanil imidazol, el 1-alkyl-2-foril-3,4-
glicosil-pirrol, la argpirimidina, los dimeros de glioxal-lisina y los dimeros de
metilglioxilamina (51-54). Su velocidad de formacion no solo estd determinada por
la vida util de las proteinas, sino también por factores como la composicién del
azucar reductor, la presencia de iones metalicos, el equilibrio redox y la actividad de
las glioxilasas citoplasmaticas. Su eliminacion incluye la protedlisis extracelular y su

captacion mediada por receptores, seguida de degradacion intracelular (55-57).

3.6.1 Via de los productos avanzados de la glicosilaciéon y fibrogénesis renal

Estudios en modelos animales, han sugerido que los (AGES) son filtrados a través
del glomérulo y ulteriormente reabsorbidos por las células de los tubulos proximales.
(58-60). Los macrofagos y las células de Kupffer desempefian un papel activo en la

endocitosis de los productos finales de glicacion avanzada (AGESs), lo que resulta
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en la generacién de péptidos solubles de bajo peso molecular. Estos péptidos son
posteriormente excretados en la orina a través de la funcién renal (61). No obstante,
cuando se produce una pérdida de la homeostasis, los AGEs pueden acumularse
en diversas células, como las células endoteliales, tubulares, mesangiales y los
podocitos. Esto desencadena la activacibon de mecanismos que incluyen la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la expresion de factores de
crecimiento y la liberacion de mediadores proinflamatorios, entre otros. Estos
procesos resultan en el engrosamiento de la membrana basal glomerular (MBG), la
acumulacién de matriz extracelular (ECM), la expansion mesangial, la apoptosis de
los podocitos, la esclerosis glomerular y la reduccién de la filtracion glomerular, lo

cual finalmente conduce a la fibrosis intersticial y la glomeruloesclerosis. (22, 62)

Durante la progresion de la nefropatia diabética, se ha observado que los niveles
elevados de AGEs derivados del metilglioxal (MGO), como la hidroimidazolona
derivada de metilglioxal (MG-H1), la carboximetil lisina (CML) y la carboxietil lisina
(CEL), se correlacionan con el engrosamiento de la membrana basal glomerular.
(63,64). Se ha observado que la glucoxidacion o el producto de lipoxidacion
conocido como CML (carboximetil lisina) aumenta la acumulacion de lipidos en las
células epiteliales tubulares renales humanas. (65). Lo que sugiere que la reduccion

en la producciéon de AGEs favoreceria la proteccion renal (63-65).

Ademas, se han identificado diversos receptores para los productos finales de
glicacion avanzada (AGEs), como AGER1, AGER2, AGER3, receptores scavenger
ScR-Il, CD-36 y RAGE. (66). RAGE es el receptor mas ampliamente estudiado y
caracterizado dentro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Se ha investigado
y comprendido en detalle tanto su estructura como su funcion (67-68). Este mismo,
se expresa en varios tipos de tejidos y células inmunolégicas diferenciadas,
incluyendo los rifiones en donde se encuentra en concentraciones bajas en los
podocitos y se expresa de manera significativa en las células del epitelio tubular (69-
73). El dafio renal causado de manera indirecta por los AGEs se explica a través de
su interaccion con el receptor RAGE (AGEs-RAGE). Esta interaccion promueve la

formacibn de mas AGEs en condiciones de hiperglucemia, lo que a su vez
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desencadena ciclos de retroalimentacion positiva entre los AGEs y las vias de
sefializacion mediadas por RAGE. Estos ciclos generan un circulo vicioso de dafio

tisular, contribuyendo asi al deterioro renal (74).

La interaccion entre los AGEs y su receptor RAGE desempefia un papel importante
en la fibrogénesis de la nefropatia diabética. La activacion de vias como la proteina
guinasa C y el factor nuclear kappa B (NFkB), inducida por estrés oxidativo, resulta
en el aumento de factores pro-fibréticos como el factor de crecimiento transformante
(TGF-B1), el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) y el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) (75-77). La inhibicién de la enzima
NADPH oxidasa o la proteina quinasa Ca (PKCa) en ratas diabéticas reduce la
acumulacién de factores como VEGF-A, superoéxido, colageno IV y fibronectina, asi

como también disminuye la albuminuria y la glomeruloesclerosis (78).

En la fibrosis renal, la interaccion entre los productos finales de glicacion avanzada
(AGESs) y el receptor RAGE desencadenan hipertrofia de la matriz, lo que se asocia
con un aumento en la expresion de TGF-B1 y activacion subsiguiente del sistema
canonico Smad-2/3 (79-83). La activacion de la via canonica del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) provoca la acumulacion de matriz
extracelular y el engrosamiento de la membrana de la barrera glomerular. Ademas,
se observa una transdiferenciacion de las células epiteliales y endoteliales hacia
células mesenquimales, lo que implica que las células endoteliales comienzan a
expresar caracteristicas propias de las células mesenquimales, como la a-actina de
musculo liso (aSMA), y a perder marcadores endoteliales como VE-cadherina y
CD31 (84-88). Inhibidores de la formacién de AGE (pilidoxamina, ALT-711, u otro
inhibidor de AGE OPB-9195) muestran reducir los niveles de ARNm de TGF-31
asociados a la disminucién en la tasa de excrecion de albamina urinaria en ratones,

mejorando la lesion renal en animales hiperglucémicos (89-91).

Dado que la proteina CTGF, activada a través de la via de TGF-B1-Smad-2/3,
desempefia un papel crucial en el dafio glomerular y en la transdiferenciacion del
epitelio al mesénquima inducida por los productos finales de glicacion avanzada

(AGESs), y considerando que los inhibidores de AGEs como la aminoguanidina y
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ALT-711 disminuyen los niveles de CTGF, es posible que se puedan investigar
nuevas estrategias terapéuticas enfocadas en CTGF para prevenir la

glomeruloesclerosis tubulointersticial en la nefropatia diabética (92-94).

14



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el afio 2016 por medio de la encuesta nacional de salud y nutricion, se establecio
gue la prevalencia de diabetes mellitus ha incrementado en casi un 10% con
respecto al afio 2012 y las proyecciones a futuro segun la organizacion mundial de
la salud consideran que para el afio 2025 8.5% de las personas a nivel mundial
presentaran esta entidad y consecuentemente la incidencia y prevalencia de la

nefropatia diabética.

Los fitoquimicos contenidos en la espinaca han sido estudiados por sus
mecanismos antioxidantes, sin embargo, es poco conocido el efecto que puede
tener sobre la atenuacion del dafio renal en modelos de nefropatia diabética y con
seguimiento de marcadores profibroticos. Por lo tanto, se necesitan mas
investigaciones para determinar el efecto de estos fitoquimicos en dicha patologia.
Por este motivo, el presente estudio se centra en investigar si dentro de las
propiedades benéficas de la espinaca que condicione un efecto anti fibrotico en un

modelo inducido con nefropatia diabética.
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5. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica que engloba diferentes
trastornos, caracterizada por niveles elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia)
y otros factores. Es un problema global en términos de salud y economia. En nuestro
pais, la atencion a la diabetes es insuficiente, tardia y costosa, ya que afecta a
aproximadamente 11.5 millones de personas. Ademas, cerca del 20% de las
muertes prevenibles en México estan relacionadas con la diabetes y enfermedades
metabolicas.El control de la glucemia y la presion arterial es el principal enfoque en
el tratamiento de las enfermedades renales diabéticas (ERD). Sin embargo, la
mayoria de los pacientes con diabetes progresan hacia etapas terminales de la
enfermedad, lo que eventualmente requiere terapias como la hemodialisis y el
trasplante renal. Por lo tanto, a pesar del control glucémico y la inhibicion del sistema
renina-angiotensina, existe la necesidad de establecer estrategias terapéuticas

complementarias.

Debido a que la formacién y acumulacion de los productos finales de glicacion
avanzada (AGES) y su interaccion con diversos componentes celulares, incluido su
receptor RAGE, desempefian un papel en la fisiopatologia de la nefropatia diabética
(ND), se han propuesto estrategias para prevenir y regular los mecanismos
moleculares relacionados con la acumulacion de AGEs y la activacion de AGE-
RAGE. La alta formaciéon de AGEs exdgenos provenientes de la dieta puede ser
potencialmente perjudicial. Sin embargo, es posible prevenir su formacion al reducir
el consumo de &cidos grasos n-6 presentes en las dietas occidentales ricas en
grasas, asi como de productos lacteos y refrescos con alto contenido de fructosa o
sacarosa. Por otro lado, se sugiere aumentar el consumo de pescado enriquecido
con &cidos grasos n-3 y alimentos de origen vegetal como legumbres, verduras,
frutas y granos integrales, ya que estos ayudan a disminuir los niveles de AGEs
producidos en el cuerpo. Sin embargo, para que estos alimentos tengan un efecto
beneficioso en la salud humana, es necesario consumirlos en cantidades
significativas y asegurarse de obtener una cantidad adecuada de fitoquimicos con

propiedades funcionales. Existen evidencias que indican que los polifenoles como
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el acido gdlico, los flavonoides, las antocianinas y el acido ferulico pueden atenuar
la glicacion de proteinas, inhibir la biosintesis de AGEs y bloquear la activacion de
AGE-RAGE. En el caso especifico de la espinaca, se ha observado que debido a
su contenido de fitoquimicos, posee efectos antioxidantes, antiinflamatorios y, mas
recientemente, se ha demostrado un efecto anti-AGESs. alin se conoce poco acerca
del mecanismo regulador en la fibrogénesis renal asociada a la interaccion AGE-
RAGE. A medida que se avance en el conocimiento sobre este tema, sera posible
desarrollar estrategias terapéuticas o preventivas mas efectivas. En este contexto,
el presente estudio se enfoca en investigar si los fitoquimicos presentes en un
extracto metandlico de espinaca pueden atenuar el dafio renal causado por la
fibrosis mediada por la activacion de CML-RAGE en un modelo animal con
hiperglucemia. Esto permitirhd determinar si el extracto tiene capacidad funcional
para mantener la morfologia del tejido renal y si RAGE, AGEs y otros marcadores
de dafo tienen efectos paracrinos en las distintas poblaciones celulares que
conforman el tejido. Por lo tanto, este estudio se considera original y abrira nuevas
investigaciones para la intervencién terapéutica o preventiva utilizando los
bioactivos presentes en la espinaca, los cuales poseen propiedades anti fibréticas
asociadas a la activacion AGE-RAGE, siendo este uno de los mecanismos
implicados y potenciales en el desarrollo de complicaciones como la nefropatia

diabética.
6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudles son los efectos benéficos de los fitoquimicos contenidos en el extracto metandlico
de Spinacia oleracea (EME) en la fibrosis renal en ratas con ND, asociados a la activacion
de CML-RAGE?

7. HIPOTESIS

Los componentes bioactivos contenidos en el EME atenuan la expresion de marcadores
fibroticos activados por eje CML-RAGE en el tejido renal de ratas a las que se les induce

hiperglucemia y que pueden desarrollar dafio renal similar a la ND.

17



8. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del EME en la expresion de factores fibréticos activados por la

via CML-RAGE en un modelo de rata con ND inducidas por hiperglucemia.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Inmunolocalizar la formacion de Ne- (carboximetil) lisina y RAGE en el tejido renal de
los grupos estudiados.

2. Determinar el efecto de EME en la expresion de marcadores pro-fibréticos en el tejido
renal.

3. Determinar la inmuno-colocalizacién de la expresion de RAGE con marcadores pro-

fibréticos en el tejido renal.

8. METODOLOGIA

8.1 Disefio del estudio

Experimental y transversal

8.2 Materiales y métodos

En referencia al protocolo aceptado por el Comité de Investigacién del Hospital
Juarez de México HIM: 010 / 23-1 y por el Comité de Etica en Investigacion de la
Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del IPN ((ENCB/CEI/043/2019), se
colectaron diferentes tipos de muestras biologicas, entre ellas, el tejido renal de los
diferentes grupos de estudio. Los tejidos fueron almacenados adecuadamente para
una posterior pregunta de investigacion. No obstante, a continuacion, se describen
algunos aspectos éticos y procedimientos que fueron previamente considerados y

gue se seguirdn considerando en el presente protocolo.

A manera de ilustracion se presenta un diagrama de flujo del disefio experimental,
haciendo hincapié en que este proyecto abarca a partir las muestras previamente

colectadas y almacenadas (marcado con flecha roja) (Figura 3).
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Obtencion del extracto metandlico de S.
oleracea (EME)
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I Conclusiones y discusion de resultados I

Figura 3. Flujograma de disefio experimental

8.3 Elaboracion de extractos

La espinaca fresca fue cosechada en la época otofio-invierno, adquirida con un
proveedor ubicado en el mercado “La Merced” de la CDMX. Las hojas se
deshidrataron vy trituraron a temperatura ambiente bajo sombra. Para eliminar los
compuestos no polares se adiciond, por cada kilogramo de espinaca seca, 5 litros
de hexano en reflujo por 3 horas y se llevé a sequedad utilizando un rotavapor al
vacio (Yamato water BM 100). Posteriormente la extraccion de los componentes
polares se realizé con 5 L de metanol en un reflujo por 3 horas, este procedimiento

se llevo a cabo dos veces para obtener la mayor concentracion de los bioactivos

8.4 Animales y sus consideraciones éticas

Las ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 180 + 20 g fueron proporcionadas
por el bioterio, previo a la aceptacion por el CEI-ENCB. Se mantuvieron en un
periodo de adaptacién de al menos 7 dias; a temperatura constante de 25 + 3°C,

con humedad relativa del 65-69% y un ciclo alternante luz/oscuridad de 12 horas.
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Los animales se alimentaron con dieta estandar (LabDiet 5001®, PMI Nutrition
INT’L., LLC) y agua ad libitum.

Para el manejo de los animales se utilizé equipo de proteccién y en caso de heridas
causadas por el animal se administré antibiotico de amplio espectro. El cuidado y
manejo de los animales estuvo bajo la responsabilidad del investigador principal,
investigadores colaboradores del INCar y el encargado del bioterio bajo las
especificaciones técnicas descritas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-
1999. Los desechos biolégicos, materiales punzo cortantes fueron, y seran,
manejados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-
2002, asi como de acuerdo con la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y Proteccion

al Ambiente.

8.5 Modelo de Induccidon de hiperglucemia en ratas y grupos de estudio

Las ratas Wistar con un peso de 280 + 10 g se mantuvieron en ayuno por 8 horas.
Luego, se pre-anestesiaron con sevoflurano para administrar por via intraperitoneal
una dosis de 60 mg/kg de solucidn fresca de estreptozotocina (STZ; Sigma-Aldrich,
Inc., St. Louis, MO, USA), preparada en una solucion de amortiguador de citratos
(acido citrico y citrato de sodio 10 mM, pH 4.5). Cinco dias después se midi6 la
glucosa (glucometro; ACCU-CHEK active; Roche diagnostic, GmbH) colectando por
puncion una gota de muestra sanguinea de la punta de la cola. Los animales con
niveles glicémicos superiores a 350 mg/dL fueron incluidos en el estudio y cada 7

dias se midio la glucosa en ayuno.

Los animales hiperglucémicos (STZ) se dividieron al azar en dos grupos (n=8): 1)
STZ tratados por via intragastrica con 2 ml de agua potable usado como vehiculo
(STZ) y STZ tratados con 400 mg/kg del extracto metandlico de espinaca (STZ-
EME). Adicionalmente se incluyeron 2 grupos (n=8): Ratas normo-glucémicas
tratadas con vehiculo (NG) y ratas NG tratadas con EME a 400 mg/kg (NG-EME).

Las dosis asignadas se administraron cada 24 horas (10:00 am) por 12 semanas.

El régimen de dosificacion del EME (400 mg/kg) se fundamenté en lo siguiente: 1-
siete gramos del extracto equivale a un consumo diario 100 gr de espinaca cruda

por persona (70 kg peso promedio) lo cual corresponde a 100 mg de extracto/kg de
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peso corporal; 2- Debido a la diferencia al metabolismo acelerado de las ratas se

recomienda incrementar cuatro veces mas el consumo del extracto metanolico.

8.6 Coleccion y preservacion de muestras.

Plasma

Los animales se anestesiaron por via intramuscular con una dosis de
Ketamina/Xilacina (100/50 mg/kg). El estado de anestesia se confirmé a través de
la falta de reflejos por la estimulacion del cojinete plantar y de la estimulacion
palpebral. Posteriormente, por puncion en la vena porta se colecté sangre total en
tubos con heparina, se centrifug6 a 2000g por 10 minutos a temperatura ambiente

y el plasma se conservé a -70 °C.
Tejido renal

Después de la toma de muestra sanguinea, los animales se sacrificaron con 1.0 ml
de lidocaina/epinefrina intracardiaca (20mg/0.005mg). La muerte del animal se
confirmé a través de la falta de reflejos por la estimulacion del cojinete plantar y de

la estimulacion palpebral, asi como el paro de la frecuencia cardiaca.

Inmediatamente, la cavidad abdominal fue diseccionada y se colectaron los rifiones,
se perfusionaron con solucién salina fria estéril y heparina. Los tejidos fueron
diseccionados en dos partes iguales en sentido longitudinal y almacenados a -70°C

y en formalina neutra.

8.7 Inmunotincién

Los tejidos renales fijados en formalina neutra, fueron deshidratados en alcoholes
graduales (PBS-alcoholes-Xilol) y embebidos en parafina. Luego, de los bloques de
parafina se realizaron cortes seriados de 2-3 micras de espesor y montados en
laminillas electrocargadas (Micro Slide, Cristal Cruz Santa Cruz, biotechnology, Inc.)
y se hidrataron en alcoholes (Xilol-alcoholes-PBS). Las secciones fueron
rehidratadas y los antigenos recuperados usando soluciones que desenmascaren
los antigenos (solucion amortiguadora de citratos pH 6.0 o EDTA a pH 9.0) en una
olla de presién, luego, las laminillas se montaron en una caAmara Shandon Sequenza

(Thermo Fisher Scientific, Inc) y los tejidos fueron inmunomarcados de acuerdo al
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procedimiento descrito por el sistema de inmunodeteccion basado en polimero
Polymer (sistema de deteccién de DAB ratén / conejo PolyVue®, Diagnostic
BioSystems, Pleasanton, CA, EE. UU.). Diluciones de anticuerpos (120 pl volumen
final; anti-CML, -RAGE, -TGFB1) se incubaron toda la noche a 4 ° C.
Posteriormente, se adicionaron el potenciador Polyvue Plus y HRP y se incubaron
con sustrato DAB plus/cromogeno. Los tejidos seran contratefiidos con hematoxilina
de Harris. La captura de imagenes histoldgicas se realizé con el microscopio Axio
Imager.A2 (ZEISS) con camara integrada (Axiocam ICc5, Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Alemania). Para evaluar la intensidad de tincion y el porcentaje de células
inmunotefidas se uso el software Image-Pro-Plus version 6.0 (Media Cybernetics,
Inc., Rockville, MD, USA).

9. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se expresaron en media + desviacion estandar (SD). El analisis se realizo
con analisis de varianza de una via. Las comparaciones post hoc de rango de
Dunnett se usaron para determinar la fuente de las diferencias significativas, cuando
correspondia. Todos los analisis estadisticos se realizaron con SPSS para Windows
(version 21.0; IBM Corporation, Armonk, NY, EE. UU.). Un valor de p <0.05 se

considerara estadisticamente significante.
10.RESULTADOS

10.1 Depésitos de carboximetil-L-Lisina (CML) en el tejido renal

Para determinar el efecto del extracto metandlico (EME) en el depésito de CML en
el tejido renal de ratas hiperglucémicas inducidas con STZ, se evalud la distribucién
y la intensidad de tincion en los grupos estudiados. En las figuras 4-A-C muestra la
distribucion de la tincién de CML en el tejido renal. En todos los grupos, CML se
distribuyd en el citoplasma de las células tubulares, mesangiales glomerulares y
capsula de Bowman. No obstante, la intensidad de CML en estas unidades fue
mayor en las ratas diabética comparada con las tratadas con EME (p<0.05) y sanas
(p<0.05). Adicionalmente, la tincion de CML en el glomérulo del grupo diabético

tratado con EME fue menor que en el grupo sano (p<0.05) (Figura 4D).
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Figura 4. Imagenes representativas del efecto del extracto metandlico de espinaca (EME) en la
tincion Carboximetil-L- Lisina (CML) en tejido renal de ratas estudiadas. En A, grupo sano, B
Diabeticas y en C Diabeticas tratadas con EME. En A , La flecha gris indica la tincion citoplasmatica

de CML en el epitelio tubular; en B, La flecha verde indica tincion de CML en celulas mesangiales y

La fecha negra indica la tincion citoplasmatica en la capsula de Bowman; en C, Magnitud 400X.

10.2 Efecto de EME sobre la expresion RAGE

La figura 5 muestra la expresion de RAGE en el tejido renal determinada por su
distribucién e intensidad de inmunotincion. En ratas las diabéticas se observan que
RAGE esta distribuido principalmente en el glomérulo, sobre las células endoteliales
y los podocitos. Comparado con las ratas diabéticas, la intensidad de RAGE en EME
es considerablemente menor (p<0.05). La diferencia en la intensidad de RAGE en

los glomérulos del grupo diabético con el sano es significativa. (p<0.01).
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Figura 5. Imagenes representativas del efecto del extracto metandlico de espinaca (EME) en la
tincion RAGE en te jido renal de ratas estudiadas. En A, grupo sano, B Diabeticas y en C Diabeticas
tratadas con EME. En A , RAGE se encuentra negativo en B, La flecha morada y azul denotan que
RAGE se encuentra positivo en el citoplasma de endotelio y podocitos. En C, RAGE se encuentra

negativo Magnitud 400X.

10.3 Efecto de EME sobre la expresion de TGF- renal

La figura 6 muestra la expresion de la proteina TGF-[3 en el tejido renal, determinada
por su distribucién e intensidad. En ratas diabéticas, TGF-3 se encuentra distribuida
predominantemente en los tabulos, superpuesto en zonas de lesidn tubular aguda.
Con respecto al tejido renal de las ratas diabéticas, la intensidad de TGF-3 en EME
es menor (p<0.05). La diferencia en la intensidad de TGF-3 en los tubulos del grupo

sano es significativa menor comparado con EME (p<0.05).
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Figura 6. Imagenes representativas del efecto del extracto metandlico de espinaca (EME) en la
tincién de TGF-B en tejido renal de ratas estudiadas. En A, grupo sano, B Diabéticas y en C
Diabéticas tratadas con EME. En A, TGF-B se encuentra negativo en B, Las flechas rojas indican la
presencia de TGF-B citoplasmatico y focal en zonas de lesién tubular aguda y en epitelio tubular
residual. En C, La flecha roja indica TGF-B positivo citoplasmatico y focal en una zona con lesion
tubular aguda. Magnitud 200X.

11.DISCUSION

La nefropatia diabética (ND) es una de las complicaciones mas comunes de la DM.
Esta caracterizada por proteinuria, hipertension y reducciones progresivas de la
funcién renal con alta morbilidad y mortalidad (1). Se estima que la mitad de todos

los pacientes con DM tipo 2 (DMT2) y un tercio con DM tipo 1 desarrollaran
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enfermedad renal crénica en el transcurso de su vida. (2). A diferencia de otras
complicaciones relacionadas a la DM, la prevalencia de la ND no ha bajado en los
ultimos 30 afios y es actualmente la principal causa de falla renal e inicio de terapia

de sustitucion renal en el mundo (3).

En los Ultimos afios, ha surgido un interés especifico en la nefropatia diabética.
Como resultado, investigaciones recientes se han centrado en el desarrollo de
terapias quimiopreventivas que puedan prevenir la fibrogénesis renal. Estas
terapias tienen como objetivo mitigar el estrés oxidativo, un factor clave en la

progresion de la enfermedad.

La espinaca es una hortaliza comestible de hoja verde de ver y sus variedades)
debido a sus multiples propiedades, es bajo en grasas, calorias y buen aportador
de fibra y micronutrientes como vitamina C, vitamina A y minerales, especialmente
hierro (35). Investigaciones anteriores han asociado los beneficios derivados de la
ingesta de esta hortaliza a sus compuestos polifenélicos, los cuales incluyen [3-
carotenos, flavonoides, luteina, acido linoleico y trilacoides. Estos, le otorgan
propiedades hipoglicemiantes, hipolipemiantes, antioxidantes y antiinflamatorias
(37)

La ND se desencadena por varias vias; una de las principales es la formacion de
AGE que inducen una alteracién de la barrera de filtracién glomerular al aumentar
la permeabilidad de las células endoteliales, alterando la glicocélix endotelial y
finalmente resultando en albuminuria. La via RAGE (receptor para AGE) esta
criticamente involucrada en la transduccién de la sefalizacién celular subsiguiente
relacionada con la inflamacion y el estrés oxidativo. La activacion de esta via por los
AGE lleva a la generacién de especies reactivas de oxigeno ademas de disminuir
los niveles de enzimas antioxidantes y los niveles celulares de glutation, resulta en
la sobre regulacion de la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa
(NADPH), 6xido nitrico sintasa (en inglés: NOS) y ciclooxigenasa (COX), con ello

amplificando la inflamacion y contribuyendo al establecimiento de un estado crénico
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inflamatorio en los rifiones, culminando en la perdida gradual de la arquitectura renal
y su funcion (4, 43).

La hipertrofia de la matriz, producto de la interaccion AGE/RAGE se asocia con un
aumento en la expresion de TGF-1 y activacion subsiguiente del sistema candnico
Smad-2/3 (79-83). La activacién de la via candnica del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-f3) provoca mayor acumulacion de matriz extracelular y el

engrosamiento de la membrana de la barrera glomerular (89-91).

Nuestros hallazgos demuestran que la suplementacion con fitoquimicos contenidos
en las hojas de espinaca en ratas diabéticas atenta el dafio renal inducido por un
incremento del estrés oxidativo; demostrado por disminucion de la producciéon de
AGE vy la interaccion con su receptor en el grupo de intervencién relacionado a la
inhibicion de su biosintesis y por ende disminuir su acumulacion en el tejido renal.
Lo que, a su vez, disminuye la expresion de TGF-B previniendo los cambios

patologicos asociados.

12.CONCLUSIONES

Los fitoquimicos contenidos en el EME poseen una accion benéfica en la atenuacion
del dafio renal causado por el incremento del estrés oxidativo inducido por la
hiperglucemia; a una dosis de 400mg/kg/dia administrado por doce semanas de
forma intragastrica disminuye la formacién de carboximetil-L-Lisina, y la expresion
de RAGE y TFG-R1. La ingesta de polifenoles contenidos en el extracto metandlico
de la Spinacia oleracea atenua el dafio renal asociado a la disminucion del eje
AGE/RAGE vy expresion del factor profibritico TFG-B1 en los glomérulos y
formacion de N-Carboximetil-L-Lisina, en la expresion de TFG-R1 renal de ratas

hiperglucémicas, asociado a la prevencion y progresion de la nefropatia diabética.
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renal de ratas con hiperglucemia, asociado a la interaccién de los productos finales de la glicacién avanzada con su
receptor RAGE (AGEs-RAGE)";
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