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RESUMEN

Datos epidemiologicos indican que la enfermedad renal crénica (ERC) se ha convertido en un
problema de salud publica debido principalmente a trastornos de alta prevalencia como la
hipertension y la diabetes. Se manifiesta por alteraciones en la composicion de sangre u orina que
prevalecen al menos tres meses debido a cambios estructurales o funcionales en los rifiones.

En este trabajo se realizd el estudio de Sechium edule, una planta trepadora, perene nativa de los
estados de Puebla, Oaxaca y Veracruz. Se emplea en la medicina tradicional para el tratamiento de
padecimientos como la presion arterial elevada, calculos renales e inflamacion de la uretra. Previos
estudios realizados en nuestro laboratorio reportaron que la administracion de la raiz de Sechium
edule (10mg/kg) en ratones fue eficiente para combatir el dafio renal por la aplicacion cronica de
Ang-II (0.01pg/Kg). Ademas, se identificaron diferentes compuestos en la fraccion acetdnica que
podrian ser responsables de la actividad farmacologica de la raiz de S.edule, siendo el acido
cindmico el compuesto mayoritario. Sin embargo, el uso de fitofarmacos a base de acetona no esta
del todo aceptado para su administracion en humanos. En este trabajo se evaluo el efecto
nefroprotector del extracto hidroalcoholico estandarizado de la raiz de S.edule en un modelo
murino. Tomando como referencia lo reportado, se realizd la estandarizacion del extracto
hidroalcohélico de la raiz de S.edule con base en la concentracion de acido cinamico, resultando la
dosis de 11mg/kg. Ademas, se realiz6 el fraccionamiento quimico y elucidacion estructural de los
compuestos de este extracto, identificando principalmente compuestos de tipo éster de acidos
grasos, terpenos y alcoholes. Posteriormente a ratones C57BL6 se les administrd el extracto
hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule (11 mg/kg) en paralelo a la continua administracion
Ang-1I (0.01pg/Kg) durante 11 semanas. Se cuantificaron los pardmetros renales (niveles de
albumina, creatinina, urea enzimatica y acido Urico), para determinar la funcién renal de los
animales. De acuerdo con los resultados obtenidos se observé que, la aplicacion cronica de Ang-I1
incrementd de manera significativa la concentracion sérica de albumina posiblemente porque
repercutié en la calidad del higado. Ademas, propicio el incremento de acido Urico, relacionado
con el establecimiento del estrés oxidante renal y el incremento de la concentracion de creatinina,
debido al dafio en el corptsculo renal. Sin embargo, la concentraciéon de urea se mantuvo a una
concentracion similar en cada unos de los grupos. Estos cambios no se presentaron en los animales
administrados con el EHrSe por lo que se demostrd que tiene un efecto nefroprotector al

contrarrestar los efectos causados por la aplicacion de Ang-II durante 11 semanas en los ratones.

VII



1. INTRODUCCION

1.1. Funcion y estructura de los rifiones

El sistema renal esta constituido por dos rifiones situados en el espacio retroperitoneal de la cavidad
abdominal posterior, a ambos lados de la columna vertebral. Dos uréteres, conductos que conectan
a cada uno de los rifiones con la vejiga y la uretra, que llevan la orina desde la vejiga hacia el
exterior!~®. Los rifiones son los encargados de mantener la homeostasis del agua y de los solutos
mediante diversas funciones 1) funcion reguladora del equilibrio hidroelectrolitico sistémico
soportado por mecanismo glomerulares (filtracion) y tubulares (reabsorcion y secrecion), asi como
la regulacion de la presion arterial. 2) funcion excretora, resultando la eliminacion de productos
del metabolismo (urea, creatinina y &cido trico) y la eliminacion de productos provenientes de la
dieta (sodio, potasio, cloro, calcio, fosfato y agua) 3) funcion endocrina mediante la produccion de
hormonas (renina, eritropoyetina y prostaglandinas) y 4) funcion metabdlica, realizando
gluconeogénesis®>’.

Cada rinén presenta en su superficie una cépsula fibrosa de tejido conjuntivo (cépsula renal)
conformada por una capa interna de miofibroblastos y una capa externa de fibras de colageno y
fibroblastos que cubren a las estructuras internas del rifion®3. Esta capsula posee una region
concava denominada hilio; por donde ingresa la arteria renal (provee vascularizacion al rifidn) y

Corteza renal nervios renales, permite la salida de la vena

Capsula renal _Columna renal

SN o iiares renal (encargada de drenar la sangre venosa),
Papila. /& ) I \\ e S
renal/."‘-“ R, A, T — vasos linfaticos y el segmento inicial del
[~ = 2 > . . 2,5-8 ;
// = o — uréter llamado pelvis renal (Fig. 1).
-] -—"",'-_—-’g 4 ~ A e~y
ﬁ% < @l --Arteriarenal  pternamente, el rifion se conforma por la
= " _— ‘ 5 .
. oy "™ corteza (region periférica granular) y la
------ - ----- Pelvis renal , ., .
- g% i médula (region interna)®>’8, La corteza se
- % {2q- % ------- Caliz renal . ,
\ = A encuentra por debajo de la capsula,
\\ X ﬂ ) R EEEEE Uréter .
\ ‘ / - | conformada por una gran cantidad de
\ A ‘Ez: V
Ny ’ \ . r
Areria N7 9 o oA nefronas®*%%.  Mientras que la médula
arciiorme —
Arteria contiene los vasos rectos, el asa de Henle y la
interlobular

Fig. 1. Conformacién Estructural del Riién. porcion medular del conducto colector. En

Imagen tomada de Histologia, Welsch & Sobotta (2008) ., , ..
esta region, los tubulos se dividen en



piramides renales donde su base est4 orientada hacia el borde corticomedular y su vértice (papila
renal) protruye hacia la pelvis renal; esta tltima se divide en célices mayores que se extienden y
dividen en calices menores captando y transportando la orina (Fig.1)?367%-10,

1.1.1 Nefrona

La capacidad de mantener el equilibrio hidroelectrolitico sistémico y al mismo tiempo eliminar
selectivamente las sustancias de desecho provenientes del metabolismo y conducirlos a través de
la sangre, es efectuado por la unidad morfofuncional del rifion; la nefrona!®. Cada rifion alberga
alrededor de 1 a 1.5 millones de nefronas en la corteza renal, presentando dos componentes: el
corpusculo renal; constituido por la cdpsula de Bowman y el glomérulo renal, y la seccion tubular;
conformada por el tabulo contorneado

proximal, la asa de Henle, el tabulo distal y el

tubo colector'®!!, Todas las nefronas

Corteza

presentan los mismos componentes, sin

embargo, se clasifican con respecto a su

. ., . Asa Gruesa de Henle
ubicacion, las nefronas corticales que se

localizan en la corteza renal y presentan asas

! Zona Externa ,

-—— Asa Fina de Henle

de Henle cortas. Las nefronas yuxtamedulares

Médula

donde su corpusculo renal se ubica en la zona Conducto Colector.

Zona Iterna

corticomedular, ademds presenta asas de

Henle alargadas que se extienden hasta la zona ; ‘

: A 5,7
interna de la médula *". Fig. 2. Esquema de las Nefronas Corticales y

Yuxtamedulares. Imagen tomada y modificada de

1.1.2 rpusculo Renal
Corpusculo Re Tratado de Fisiologia Médica, Guyton & Hall (2011)

El corpusculo renal es el segmento inicial de

la nefrona responsable de la filtracion del plasma a través de dos estructuras; el glomérulo y la
capsula de Bowman!'%!2-15_ Se diferencia en un polo vascular conformado por la arteriola aferente
(entrada) y la arteriola eferente (salida), ademas de polo urinario que inicia con la capsula de
Bowman y el tabulo contorneado proximal que conducen y regulan al filtrado glomerular!®!213,
La capsula de Bowman (Fig. 2 y 3) es el segmento tubular inicial de la nefrona que recubre al
glomérulo, presenta una capa externa parietal constituida por un epitelio de células poligonales

110,13,16

que se asientan sobre la membrana basa y una capa interna visceral constituida por células

estrelladas con prolongaciones primarias que dan origen a los pedicelos que se adosan contra las



paredes de los capilares que conforman al glomérulo!'®!3

. Entre ambas capas queda el espacio
urinario por donde fluye el liquido que constituye al filtrado glomerular, el cual posteriormente es
conducido por el tubulo contorneado proximal hacia el asa de Henle y terminar en el tibulo
contorneado distal’. Adjunto a la capa visceral se localiza la barrera de filtracion glomerular que
permite el paso selectivo de las moléculas provenientes del flujo sanguineo a través de las
estructuras que lo constituyen; el glucocalix, las células endoteliales, la membrana basal glomerular
y los pedicelos de los podocitos®>!?. El glucocalix presenta glucosaminoglicanos que evitan el paso
de macromoléculas cargadas negativamente?. Las células endoteliales estan rodeadas casi en su
totalidad por la membrana basal glomerular y por una capa de pedicelos que limitan la filtracion
de células sanguineas y proteinas grandes a través de sus fenestraciones (70-90nm de didmetro),
ademas presentan conductos acuosos de acuaporinas 1 (AQP-1) que permiten el desplazamiento

de agua y pequefios solutos>”!°, La membrana basal es una lamina basal gruesa, producto del

endotelio y los podocitos que separa la capa endotelial de la capa epitelial, estd compuesta de

Células Tabulo contorneado distal
de masculo

liso

/
N

Arteriola — "

o - permeabilidad de la barrera de filtracion al

Células (”%ﬁ - o * f\\Aneriola
9 { 7~

i S ue‘, 5 T e restringir el paso de solutos de tamafio
L

~i—= Células
“ — mesangiales . . .
J it oxvagomeriares  intermedio y grande®’!>. Los podocitos

laminina, coldgeno IV y proteoglicanos

&
f ( Células

e heparina sulfato, que determinan la

Prolongaciones
pédicas (pedicelos)
de los podocitos

S Colutas presentan una serie de procesos pediculares
mesangiales

Capilares interdigitados conectados por diafragmas
glomerulares

S— que recubren la membrana basal situdndose

urnnario

ceuias epitelisles  entre cada interdigitacion las hendiduras de

parietales de la
céapsula de Bowman

Membrana basal
glomerular

6

Lamina basal filtracion®1©, Estos tres elementos estan

Tabulo contorneado proximal

VTTTITHTE

recubiertos de glucoproteinas con cargas

Fig. 3. Conformacion del Corpusculo Renal Imagen tomada negativas que restringen la filtracion de

de Histologia Texto y Atlas, Ross & Pawlina aniones grandesz' Otro componente del

corpusculo renal es el mesangio, conformado por células mesangiales que se localizan entre los
espacios de los capilares glomerulares adyacentes y tienen la funcion de regular el flujo sanguineo
a través de los capilares, asi como la capacidad de fagocitar’?.

En conjunto, estas estructuras dan lugar a los glomérulos, cada rifién contiene alrededor de 900,000

glomérulos, los cuales se consideran la unidad de filtracion renal, realizando la primera etapa de



formacion de la orina®>>!"'. El mal funcionamiento de cualquiera de los componentes del
corpusculo renal, conlleva a la pérdida de filtracion selectiva con respecto al tamafio y carga de las
moléculas propiciando el desarrollo de la enfermedad renal cronica (ERC) independientemente de
la patologia'®.

1.2 Enfermedad Renal Crénica (ERC)

La enfermedad renal cronica es un problema de salud ptblica a nivel mundial, se presenta como
consecuencia de cambios en la dindmica poblacional y trastornos de alta prevalencia. En el primer
caso, el aumento en la esperanza de vida con el consecuente aumento en los estratos de mayor edad
(envejecimiento poblacional) y por otro lado, el incremento de la incidencia de enfermedades
cronico degenerativas como hipertension arterial, diabetes y obesidad?’?2, La ERC se establece
por el dafio que prevalece al menos tres meses debido a cambios estructurales o funcionales del
rifén con o sin descenso del filtrado glomerular (<60ml/min/1.73m?)**24, Se manifiesta por
alteraciones en la composicion de sangre u orina a causa de lesiones (seccion 1.3) que llevan a la
acumulacion excesiva de la matriz extracelular en los glomérulos y la adhesion local de los
pedicelos a la capsula de Bowman?®. Aunado a esto, se observa el incremento de angiotensina-II
(Ang-11), que promueve el desarrollo de hipertension, hipertrofia vascular y disfuncion endotelial
mediante efectos no hemodinamicos como la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs),
la liberacion de factores de crecimiento profibroticos (TGF-, TNF-a) asi como la activacion y

liberacion de macrofagos??2426-28

. En conjunto, afectan los diferentes tipos celulares que
conforman a los glomérulos (células mesangiales, células endoteliales y células epiteliales
viscerales y parietales) incitando un circulo vicioso de lesion e inflamacion, resultando en un
mecanismo fisiopatoldgico por el cual se establece la glomeruloesclerosis llevando a la pérdida
eventual de las nefronas?$26-28,

Dado que, la ERC es una enfermedad progresiva, se clasifica en cinco estadios evolutivos,
representando los estadios 3-5 como ERC y especificamente los estadios 4 y 5 como ERC avanzada

(Tabla 1)'°.



Tabla 1: Estadios evolutivos de la Enfermedad Renal Cronica

Estadio Descripcion FG (ml/min/1.73 m?)
1 Dafio renal con FG normal >90
2 Dafio renal con FG levemente disminuido 60-89
3 FG moderadamente disminuido 30-59
4 FG gravemente disminuido 15-29
5 Falla renal <15 o didlisis

Tomada de “M¢étodos de evaluacion de la funcion renal en el paciente anciano: fiabilidad e implicaciones clinicas”
Carracedo & Baztan; 2009

En el estadio 1, se establece la presencia de alteraciones histologicas en la biopsia renal o por
marcadores indirectos (albuminuria o alteraciones en el sedimento urinario). En el estadio 2 se debe
descartar el dafio renal determinando el cociente albimina/creatinina por estudios de muestra
aislada de orina y alteraciones en el sedimento urinario?®. Ademas, se valora la existencia de
patologias principalmente hipertension arterial y diabetes, con la finalidad de evitar la progresion
de la ERC. En el estadio 3 existe mayor riesgo en la progresion de la ERC y de complicaciones
cardiovasculares, asi como la presencia de factores que lleven a la insuficiencia renal, como anemia
y alteraciones del metabolismo calcio-fosforo. En el estadio 4, dado la disminucion grave del
filtrado glomerular, se debe valorar al paciente para el tratamiento renal sustitutivo. En el estadio
5, el filtrado glomerular es deficiente y se debe iniciar el tratamiento renal sustitutivo®.

1.2.1 Parametros de la Funcion Renal

Para establecer la progresion de la ERC se emplean marcadores bioquimicos renales (Tabla 2) que
permiten conocer la calidad de la funcion renal'”.

Tabla 2. Pruebas quimicas para la determinacion de la funcion renal

Pruebas Valor normal
Filtracion glomerular (ml/min/1.73m?) Hombre 124 %25
Mujer 119 + 13
Aclaramiento de creatinina (ml/min/1.73m?) 90-130
Creatinina sérica (mg/dl) 0.5-1.1
Aclaramiento de urea (ml/min/1.73m?) 60-100
Urea sérica 5-50

Tabla tomada y modificada de “Nefrologia Clinica, 2008”



1.2.1.1 Creatinina

Estudios de laboratorio permiten estimar el indice del filtrado glomerular mediante la
cuantificacion creatinina sérica o en orina. La creatinina es el producto de la degradacion de
creatina en el metabolismo muscular que no se reabsorbe, pero se excreta a través de la orina. En
el metabolismo muscular, la creatina se sintetiza en el higado a partir de glicina, arginina y
metionina, se libera al torrente sanguineo hasta el tejido muscular donde la creatina fosfoquinasa
cataliza la conversion de creatina a fosfocreatina, que funge como un almacén de energia. Al darse
la contraccion muscular se da la degradacion de fosfocreatina por la accion catalitica de la creatina
cinasa mitocondrial formando nuevamente ATP y creatina, ésta Ultima puede deshidratarse y

83032 La depuracion de creatinina representa

generarse creatinina que sera excretada por la orina
la estimacion clinica mas aproximada del indice de filtrado glomerular, se define como el volumen
de plasma que debe ser depurado en su totalidad de creatinina a través de los rifiones por unidad de
tiempo en una concentracion de 1.65-2.33 ml/s. Sin embargo, el uso clinico de la creatinina
presenta ciertas restricciones en pacientes con ERC dado que, la secrecion de creatinina por el
tubulo proximal incrementa a medida que eleva la concentracion sanguinea, por lo que, la cantidad
que se elimina incrementa en forma concomitante®!%32, Por lo tanto, a medida que el deterioro
funcional renal progresa, se da una sobreestimacion del indice del filtrado glomerular verdadero

mediante la depuracion de creatinina. Es por ello que se recurre a la determinacion de otros

parametros para la determinacion de la funcion renal en pacientes con la enfermedad® 13,

&
N
YNH
NH
(0]
Creatinina

1.2.1.2 Albumina

La albumina es un producto proveniente del higado que se distribuye entre los compartimientos
intravasculares. Constituye alrededor del 50% de las proteinas plasmaticas y es responsable del 70-
80% de la presion oncotica, asi como del transporte de hormonas, enzimas y oligoelementos®*3>.
Actia como agente antioxidante, presenta efectos hemostaticos y favorece la estabilizacion

endotelial, es por ello que las fibras de colageno y la electronegatividad de la pared capilar impiden

la pérdida de proteinas a través del rifon®**3°, Sin embargo, cuando los glomérulos presentan un



dafio se vuelven mas permeables permitiendo el paso de moléculas de mayor peso molecular>,
Uno de los primeros indicios de dafio renal, es el aumento de albumina en la orina (albuminuria),
la cual precede a la disminucion de la funcidn renal?!-36-3%,

1.2.1.3 Urea

La urea es un producto final del catabolismo de aminoécidos a nivel hepatico por el ciclo de la

10,30,31

urea, asi como en musculo y rifion . Su produccion depende del metabolismo proteico, la

3031 Se sintetiza en la matriz mitocondrial por la

dieta, la funcion renal y la funcion hepatica
condensacion de la L-ornitina y carbamoil fosfato produciendo L-citrulina, que entra en el citosol
formando arginosuccinato, al ser escindido por la arginosuccinasa forma L-arginina y fumarato. A
partir de la arginina se genera la urea y se regenera la ornitina. La urea se filtra libremente por los
glomérulos y se elimina en su totalidad a través de los rifiones®®3!33, Sin embargo, cualquier
proceso que sea extrarrenal (incremento en la carga proteica) o renal (disminucion del
aclaramiento) conlleva a una disminucion del filtrado glomerular o del volumen sanguineo
incrementando los niveles de urea plasmaticos!'®*°. La azoemia es un incremento significativo de
la concentracion plasmatica de compuestos nitrogenados no proteicos, principalmente urea y
creatinina*’, Siendo prerrenal como consecuencia de una disminucion del filtrado glomerular, pero
con una funcién normal; renal cuando hay una disminucion del filtrado glomerular con una

retencion de la urea como consecuencia de un proceso renal agudo o crénico; postrenal, siendo

secundaria a una obstruccion ureteral o uretal, reabsorbiendo urea a la circulacion*'.
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1.2.1.4 Acido Urico
Otro parametro para determinar el dafio renal es el 4cido trico. Se produce en el higado, musculo
e intestino por la degradacion de purinas. Cuando el adenilato cinasa hace la ruptura del grupo
amino del adenilato para formar inosinato (IMP) al ser desfosforilado se libera la hipoxantina y la
ribosa-1-fosfato. La xantina-oxidasa convierte la hipoxantina en xantina y posteriormente en acido
urico*>*. La mayor parte de 4cido urico se produce endogenamente y alrededor de un tercio

proviene de la dieta por el aporte de bases puricas y acidos nucleicos procedentes de la fructosa y



del alcohol. Cerca del 70% se excreta por la orina en forma de urato y en menor proporcion por las
heces!®#,

La sintesis excesiva de acido urico (hiperuricemia) es un marcador de riesgo para el desarrollo de
la enfermedad renal cronica. Este incremento propicia la hipertension sistémica y glomerular que
llevan a la progresion de la enfermedad renal en estado terminal. Ademas, la hiperuricemia lleva a

la precipitacion de cristales intratubulares llegando a depositarse en el intersticio medular

produciendo fibrosis intersticial!%#446,
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1.3 Glomeruloesclerosis

La glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GEFS) es un patréon morfolégico constante en la
enfermedad renal cronica caracterizado por la combinacion de diversas lesiones como el colapso
de los capilares glomerulares por la deposicion excesiva de la matriz extracelular y acumulacion
de colageno tipo I y fibronectina (obliteracion), hiperplasia, esclerosis mesangial, formaciéon de
adhesiones (sinequia), eliminacion extensiva de los procesos podocitarios e hialinosis que llevan
a la formacion de lesiones escleroticas focales (glomeruloesclerosis focal), afectando a una porcion
de la poblacion de glomérulos o segmentarias (glomeruloesclerosis segmentaria), afectando a una
porcion del glomérulo individual®>#7-4.'Y en etapas avanzadas, el desprendimiento masivo de los
podocitos y el colapso del penacho glomerular se establece una glomeruloesclerosis global>%4,
La glomeruloesclerosis se clasifica de acuerdo a los criterios morfologicos o etiologicos’!.
Primeramente, la clasificacion morfoldgica o clasificacion Columbia, considera cinco tipos de
variantes de la GEFS; la variante perihilar, puntual, celular, de colapso y la no especifica (GNE)
(Tabla 3)*-3255-38_ En la variante perihilar, la lesion se presenta en el polo vascular con o sin
esclerosis e hialinosis. Se presenta en la GEFS primaria y en las formas adaptativas secundarias
por la pérdida de nefronas o hipertension glomerular. En la variante celular, los glomérulos
presentan hipercelularidad endocapilar llevando a la oclusion del lumen capilar. Es poco comun y
suele confundirse con la glomerulonefritis proliferativa local al carecer de cicatrices segmentarias.

En la variante puntual, la lesiéon segmentaria se da en el polo urinario, presenta células espumosas,



hipercelularidad endocapilar o esclerosis, que afectan al mechon capilar glomerular. En la variante
de colapso el glomérulo presenta obliteracion global o segmentaria en el capilar glomerular por la
presencia de hipertrofia e hiperplasia en los podocitos. Finalmente, la variante no especifica no se
correlacionada con las otras variantes, se caracteriza por la solidificacion segmentaria del penacho
glomerular con adhesion a la capsula de Bowman.

Tabla 3: Clasificacion morfologica de las variantes de la Glomeruloesclerosis Focal y Segmentaria

Tipo Criterio de inclusion Criterio de exclusion
Esclerosis  segmentaria. Puede
haber colapso de la pared capilar
sin hiperplasia de los podocitos.

Hialinosis en el polo vascular del | Excluye variantes: celular,

GEFS no especifica
(NOS)

Excluye variantes: perihilar,
celular, puntual y de colapso.

Variante perihilar

glomérulo c/s esclerosis. puntual y de colapso.
Proliferacion endocapilar .
: . . ! Excluye variantes: puntual y
Celular segmentaria, con o sin cariorexis, a de colanso
menudo hiperplasia de podocitos P
Esclerosis en los pedicelos,
Puntual adhesion o confluencia de los Excluye las variantes de
podocitos con celular parietales o colapso y perihilar

tubulares en el polo tubular
Colapso de los pedicelos con lesion
De colapso segmentaria o global, hiperplasia e Ninguna

hipertrofia de los podocitos
Tomada de “Practical Application of Columbia Classification for Focal Segmental Glomerulosclerosis”

En lo que respecta a la etiologia clinica, subdivide a la GEFS en primaria y secundaria. La GEFS
primaria o idiopatica, es el resultado de lesiones en los podocitos por factores permeables
circulantes (CLC-1 o suPAR) que son la causa del sindrome nefrético (hipoalbuminemia,
hipercolesterolemia y edema periférico), borramiento de los procesos podocitarios y el desarrollo
rapido de la insuficiencia renal®-7-%, Por otra parte, en la GEFS secundaria se da el borramiento
de los procesos podocitarios segmentales, hay ausencia de sindrome nefrdtico pero una respuesta
adaptativa estructural-funcional ante las diversas causas etiologicas como los factores genéticos
(Genes que codifican proteinas especificas de los podocitos como podocina, a-actina y CD2AP),
los virus (Epstein-Barr, VIH y Hepatitis C), las drogas (Heroina, interferones, inhibidores de calcio

y esteroides anabdlicos) o las enfermedades sistémicas (Hipertension, Diabetes u
Obesidad)>435-57:60,



1.4 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

La nefrona presenta el aparato yuxtaglomerular, se conforma por un componente tubular; la macula
densa y uno vascular; la arteriola aferente que presenta células mesangiales agranulares y las
células mioepiteliales granulares (células yuxtaglomerulares)®!>!. Ya sea en situaciones
fisioldgicas (decremento de la liberacion de Cl” a la macula densa o estimulacion del nervio
simpatico por la via Bi-adrenoreceptores) o patologicas (reduccion del volumen sanguineo), las
células yuxtaglomerulares llevan a la activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA). Este sistema influye en diversos procesos homeostaticos y moduladores que permiten
mantener la estabilidad hemodindmica por la regulacion de la presion arterial asi como por el
balance de agua y electrolitos®®2%3, A nivel periférico, cuando desciende la presion arterial, se da
una serie de reacciones intrinsecas en las células yuxtaglomerulares provocando la escision de
prorrenina, siendo liberada al torrente sanguineo su forma activa, la renina>!>®!, En la sangre, la
renina cataliza la conversion del angiotensindgeno (Agt) a angiotensina-lI (Ang-I), que es
transportada hasta los capilares pulmonares donde es escindida por la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) formando al octapéptido angiotensina IT (Ang-IT)%!5-61:64,

Las acciones biologicas de Ang-II son mediadas por receptores acoplados a proteinas G de tipo 1
(AT)) y tipo 2 (AT>). El receptor AT se encuentra en los elementos vascular, glomerular y tubular
del rifién e interviene en la mayoria de los efectos fisioldgicos y fisiopatoldgicos de Ang-II. Esto
incluye acciones en el sistema cardiovascular (vasoconstriccion e incremento de la presion arterial)
renal (reabsorcion de sodio tubular e inhibicidn de la secrecidon de renina) en el sistema nervioso
simpatico y en la corteza adrenal (estimulando la sintesis y secrecion de aldosterona)?*28:63.65.66,
Asimismo, estd implicado en el crecimiento y proliferacion celular, en la respuesta inflamatoria y
en el establecimiento del estrés oxidante. Por otra parte, el receptor AT> es menos abundante en
etapas adultas y se localiza principalmente en los elementos vasculares. Propicia la vasodilatacion
y el decremento de la presion arterial por la formacion de 6xido nitrico. Ademas, participa en la
diferenciacion celular, sintesis de coldgeno y se ha propuesto que estimula la conversion de
prostaglandina E; a prostaglandina F,q?28:63-66:67,

Por otra parte, la funcion de los organos estd regulada por el sistema renina-angiotensina-
aldosterona local o tisular (SRAAs) que actiia de manera paracrina/autocrina®®%®, A diferencia del

SRAA sistémico, en el SRAA intrarrenal la cascada de sefializacion se da como consecuencia de

la enfermedad renal. La activacion del receptor de pro-renina en la células mesangiales se
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influenciada por el incremento de la pro-renina sistémica que ademds promueve la activacion de la
via MAPK-ERK®-7°, La secrecion de renina hacia el tibulo colector es estimulada por la Ang-1I a
través del receptor AT a diferencia del SRAA sistémico donde la Ang-II inhibe la actividad de la
renina. Al escindir la renina al angiotensindgeno proveniente de las células epiteliales del tibulo
proximal y secretado al lumen tubular se da la formacion de Ang-1 y subsecuentemente la
formacion de Ang-II dentro de la nefrona por la presencia de la ECA en el fluido tubular®®"°. De
esta manera se establece la activacion del sistema SRAAs.

1.5 Disfuncion Endotelial

El endotelio es un tejido de origen mesodérmico constituido por una monocapa de células que actiia
como barrera fisica entre la pared de los vasos y el torrente sanguineo manteniendo la homeostasis,
la autorregulacion de los tejidos y el trafico de nutrientes’! =76, Contribuye al equilibrio local de las
moléculas pro y antiinflamatorias asi como en la actividad pro y anticoagulante’>”>77, Ademas,
regula el tono vascular y contribuye al control de la presion arterial mediante la produccion de
moléculas vasoactivas, siendo las vasodilatadoras el oxido nitrico (NO), prostaciclina,
bradiquinina, diferentes factores hiperpolarizantes y el péptido natriurético tipo C que actiian
inhibiendo sinérgicamente la agregacion plaquetaria, al tiempo que estimulan la fibrin6lisis. Por
otra parte, las sustancias vasoconstrictoras y prooxidantes son la endotelina-1 (ET-1), Ang-II,
tromboxano A, prostaglandina H» y especies reactivas de oxigeno (EROs)”>78,

Sin embargo, al presentarse alteraciones en el endotelio debido a la disminucion en la secrecion de
los mediadores vasodilatadores con mayor produccion de mediadores vasoconstrictores y la
resistencia del musculo vascular liso a los vasodilatadores derivados del endotelio conllevan
desequilibrio homeostatico conocido como disfuncion endotelial'®’¢78, Ademas de denotar una
vasodilatacion deteriorada, la disfuncion endotelial comprende un estado de activacion endotelial
en respuesta al dafo. Se caracteriza por el establecimiento de un proceso proinflamatorio,
proliferativo y procoagulante, incrementando la adhesividad de leucocitos y plaquetas, migracion
de monocitos/macréfagos, produccion de citocinas y deposicion de lipidos en el espacio
subendotelial, asi como el crecimiento y migracion de la fibra muscular lisa vascular
subyacente’>7>777,

Los rifiones presentan una de las poblaciones de células endoteliales mas diversificadas que
contribuyen a las capacidades de transporte diferencial a través de los diversos segmentos de la

nefrona”. Las lesiones en las células endoteliales glomerulares inducen la pérdida de las cargas
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negativas de la superficie, lo que favorece al desarrollo de la albuminuria, la actividad
procoagulante y el incremento en la secrecion de sustancias vasoconstrictoras.

En patologias severas como la GEFS, aunado a la patologia antes descrita, se da la reduccion de la
tasa de filtrado glomerular y del flujo peritubular, el incremento de la resistencia en la arteriola
aferente y eferente, asi como el incremento en la presion hidrostatica intragromerular®®®!, La
retencién de sustancias vasotoxicas y/o cambios metabolicos llevan al incremento de factores
presentes en el estrés oxidante, inflamacion, hipoalbuminemia y dislipidemia que contribuyen al
deterioro del endotelio’>®2. En conjunto llevan al deterioro de la relajacion dependiente del
endotelio, como consecuencia de la carente biodisponibilidad de NO causada por el consumo de
las EROs®.

1.5.1  Estrés Oxidante

En el proceso del establecimiento de la disfuncién endotelial, el 6xido nitrico es un importante
mediador proinflamatorio y pro-oxidante generado en las células endoteliales por la NO sintasa
(NOS), la cual convierte a la L-arginina y oxigeno molecular en L-citrulina y NO a través de
diferentes cofactores como tetrahidrobioterina (BH4), flavina-adenina-dinucleotido, flavina-
mononucledtido y la nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato (NADPH)®3. Al interactuar con la
prostaciclina el NO inhibe la agregacion plaquetaria, la union de neutrofilos a las células
endoteliales, asi como la expresion de moléculas de adhesion®*. Sin embargo, esto puede verse
afectado como consecuencia de diversas patologias llevando a la activacion de NADPH, la xantina
oxidasa (X0O), ciclooxigenasa, asi como el desacople de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS),
la oxidacion de BH4 y la inactivacion del sistema antioxidante (superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa y catalasa) dando el incremento en la produccion de las EROs incluyendo los radicales
libres anién superdxido (O2), el radical hidroxilo (OH) y los radicales no libres, peroxido de
hidrogeno (H20x), el 4cido hipocloroso (HOCI) y el peroxinitrito (ONOO")3>#, Aunado a esto, el
estrés oxidante induce la proliferacion celular, hipertrofia, apoptosis e inflamacion alterando
directamente la funcién, el tono vascular y la funcion de la matriz extracelular, dando como
resultado la disfuncion endotelial®-8¢. En estados patologicos como la hipertension renovascular,
el estrés oxidante esta asociado con el incremento de Ang-II celular, induciendo la activacion de la
NADPH oxidasa a través del receptor AT, esto promueve la disfuncién mitocondrial renal que a
su vez produce grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno como el superoxido, peroxido

de hidrogeno y el peroxinitrito, afectando la integridad de la nefrona®>-87:88,
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1.5.2 Inflamacion

La inflamacion es la respuesta protectora ante una lesion o infeccion que mediante células de la
respuesta inflamatoria se identifica el tejido afectado, se realiza el reclutamiento de leucocitos en
la zona afectada y se promueve la eliminacion del agente ofensivo para poder realizar la reparacion
del sitio de lesion®®. En la inflamacion cronica el desbalance entre el sistema enzimatico de oxigeno
con los radicales libres, consecuencia del estrés oxidante y del desequilibrio del sistema renina-
angiotensina causa un efecto perjudicial que conduce a la alteracion de la pared arterial®®®!. Esta
alteracion en la pared arterial da lugar a cambios como el remodelado vascular y funcional
conduciendo a la disfuncioén endotelial y a la pérdida de la proteccion contra la aterosclerosis,
contribuyendo al dafio vascular acelerado en la hipertension y enfermedad renal®®>3. La
activacion de SRAA y sobre todo el incremento de Ang-II provocan el incremento de la
permeabilidad vascular al promover la expresion y secrecion VEGF (Factor de crecimiento
endotelial vascular) que induce la expresion de moléculas adhesivas endoteliales (P y L-selectina),
moléculas de adhesion de células vasculares (VCAM-1), moléculas de adhesion intercelulares
(ICAM-1) e integrinas”®%*, Ademas, durante la inflamacion, al unirse Ang-II al receptor AT el
reordenamiento del citoesqueleto en células T desencadena la liberacion de citocinas (IL-13 y
TNF-a) y quimiocinas especificas a través de la proteina C-reactiva (CRP) en respuesta a IL-6
favoreciendo el reclutamiento de células T en los sitios de inflamacion?3-24:62:89.91.92.94.95

1.6 Hipertension

La enfermedad renal cronica es un problema de salud asociado a la enfermedad cardiovascular y
progresion de la insuficiencia renal. La disminucion de la tasa de filtrado glomerular y el aumento
de la albumina (factores clave de la enfermedad renal crénica) coexisten con los factores de riesgo

96,97

cardiovascular, siendo la hipertension la méas comtn””’. La hipertension arterial sistémica es una

enfermedad cronico-degenerativa, con una presion arterial por encima de los limites establecidos
(120/80mmHg) que provoca accidentes cardiovasculares e insuficiencia renal derivada de la

15,98

disfuncion endotelial>”®. En el rifidn, la hipertension renal es el resultado de cambios progresivos

como arterioesclerosis, fibrosis cortical, atrofia tubular y glomeruloesclerosis®®~!%. Existen dos

98,101,102 La forma

patrones de esclerosis glomerular: la obsolescencia y la solidificacion
predominante de glomeruloesclerosis en la nefropatia hipertensiva es la obsolescencia que se
reconoce por el colapso del penacho glomerular y la fibrosis intracapsular®®. La obsolescencia es

el resultado de una perfusion glomerular reducida a consecuencia del estrechamiento
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arterioesclerdtico de las arterias y las arteriolas preglomerulares®®19%192 Ta solidificacion
glomerular se da por la acumulacion de la matriz mesangial y la expansion del penacho glomerular
que se relaciona con la hiperfiltracion secundaria®®.

1.7 Fibrosis

Dado que, los rifiones desempefian un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis a
través de diferentes estructuras como son los glomérulos, el sistema tubular y el intersticio; las
lesiones causadas por factores como la hipertension pueden propiciar lesiones en cualquiera de
estos sitios dando una alteracion del equilibrio fisiologico!®. Al presentarse el dafio sostenido y
como consecuencia la inflamacion cronica, se promueve la fibrosis renal progresiva!® mediante la
sustitucion del tejido funcional por proteinas de la matriz extracelular en el compartimiento
intersticial asi como la acumulacion de colageno (tipo I y III), elastina, fibronectina, laminina,
heparan y perlecan, la pérdida de redes capilares y la activacion de miofibroblastos y células
inflamatorias, propiciando el remodelado vascular y la formacion de cicatrices®>!%-110, Ademas,
se da la muerte de células epiteliales tubulares lo que conduce a una reduccién en la expresion de
los marcadores epiteliales y el incremento en la expresion de los marcadores mesenquimales!%6.
El sistema renina-angiotensina-aldosterona tiene una participacion en la patogénesis y progresion
de la fibrosis renal al controlar la produccién de mediadores profibréticos como el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) y las EROs!'%-!!1:112 TGF-f presenta la isoforma TGF-B1,
la cual en su forma activa es liberada mediante la escision proteolitica de la matriz extracelular,
uniéndose al receptor TGF-BIIR e inicia rutas sefializacion independientes y dependientes del
sistema de transcripcion Smad!'!*!'13, La fosforilacion del complejo Smad2/3 con Smad4 se
transloca en el nticleo modulando la transcripcidon de diversos genes que codifican a proteinas en
la matriz extracelular incluyendo las de colageno y fibronectina dando como resultado la fibrosis
renal progresiva al estimular la sintesis de la matriz extracelular y evitando su degradacion!!®!13,
Asimismo TGF-B1 es un potente quimioatrayente de células de linaje macréfago/monocito y junto
con las quimiocinas MCP-1, MIP-1 y MIP-2, que participan en el reclutamiento de células
inflamatorias'!!. Sin embargo, la via de Smad puede ser activada por diversas moléculas como los
productos finales de glicacion (AGEs), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), factores de
crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK),
especies reactivas de oxigeno y quimiocinas, todas ellas involucradas en el progreso de la

disfuncion endotelial, inflamacion y fibrosis'!%!!2, Ademas de la activacion de Smad, TGF-f1
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activa diversas vias de proteina cinasa activadas por nitrégenos, como la via de cinasas reguladas
por senales extracelulares (ERK), p38 MAPK y la via de cinasas c-Jun-N-terminal (JNK). Estas
cascadas de sefializacion promueven aiin mas la sefializacion de Smad, asi como la diferenciacion,
proliferacion y apoptosis!!>.

1.8 Epidemiologia de la Enfermedad Renal Croénica

En los ultimos afios la incidencia y prevalencia de pacientes con enfermedad renal cronica han
incrementado debido a cambios demograficos y a la falta de reconocimiento de la enfermedad en
etapas tempranas convirtiéndose en un problema de salud publica a nivel mundial'!“,
Actualmente no hay un registro nacional en México sobre la incidencia y prevalencia de la ERC,
sin embargo, se han realizado diversos estudios que permiten tener un panorama de la
enfermedad!!’>. Obrador, ef al. 2010, reporté un estudio de 106 pacientes con dafio renal
preexistente, dando seguimiento a la enfermedad, 39% permanecieron en el mismo estadio, 7%
progresaron a un estadio mas avanzado, 7% regresaron a un estadio menos avanzado y 47% no
presentaron dicha enfermedad!!®. Estudios realizados por Valencia y colaboradores (2014) durante
siete afios en el Hospital General Regional 46 del IMSS, encontraron que la GEFS es la
glomerulopatia primaria mas comun en pacientes del occidente de México, siendo el sexo
masculino el mas propenso al desarrollo de la ERC!!'*. En el 2015 Torres-Toledano y colaboradores
realizaron un estudio con un enfoque de la carga global de la enfermedad, reportando que la
incidencia de la ERC aumenté 108.28% en comparacion con los casos reportados en 1990 y el
nimero de muertes en ambos sexos increment6 11.18-16.75 por cada 100,000 habitantes, siendo
las principales causas de desarrollo de la ERC la diabetes mellitus y la hipertension arterial
sistémica!!s, Ademas, reportes del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia establecen que la
edad en México con prevalencia en el desarrollo de la ERC en ambos sexos es de 55 a 65 afios,
siendo la Ciudad México, Veracruz, Puebla, Guerrero y Morelos los estados con mayor incidencia
de muertes, ocupando el lugar 11¥° de causas de muerte en México'!®,

1.9 Tratamientos Farmacologicos de la Enfermedad Renal Cronica

Los actuales tratamientos para la enfermedad renal crénica tienen como objetivo retrasar la
progresion de la enfermedad renal hacia la etapa terminal. Sin embargo, debido a que los primeros
estadios de la ERC son asintomaticos el poder dar un tratamiento efectivo para el paciente es

limitante debido a que estd basado en la deteccion de pruebas de laboratorio, siendo tardia su

prevencion. Debido a que los principales factores que llevan al desarrollo de la ERC son la
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hipertension, diabetes y enfermedades cardiovasculares, medicamentos como captopril, enalapril
y fosfonopril, actian como inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y estan enfocados
en disminuir la presion arterial elevada. Otro tipo de medicamentos como el azilsartan, valsartar y
losartan actiian como bloqueadores de los receptores de angiotensina II, permitiendo que los vasos
sanguineos se relajen y ensanchen permitiendo la reduccion de la presion arterial. En personas con
diabetes se debe controlar la glicemia para reducir la progresion de la enfermedad renal. En
cualquiera de los casos se debe restringir dietas ricas en proteinas para evitar la acidosis metabolica
y el incremento de acido urico.

En estadios avanzados de la ERC se debe atender el desarrollo de la glomeruloesclerosis mediante
diversas terapias enfocadas en el tratamiento. En lo que respecta a la GEFS primaria, inicialmente
se administran glucocorticoides (prednisona); son un tratamiento estdndar que ejerce diferentes
mecanismos de accion sobre citocinas (IL-6 e IL-8) y factores de crecimiento (VEGF y TGF-p),
contribuyendo a la reduccién de la proteinuria. Sin embargo, los polimorfismos funcionales en los
receptores de los glucocorticoides codificados por NR3C1 se han asociado a recaidas en los
pacientes dando como resultado la ausencia de remision generando una resistencia a esteroides!!’.
Es por ello, que los inhibidores de calcineurina (ICN), ciclosporina (CsA) y tacrolimus (TAC) se
consideran una segunda linea de tratamiento a alta dosis para pacientes dependientes de esteroides,
con resistencia a esteroides o con contraindicaciones de tratamiento con esteroides!!#120, Los ICN
presentan un efecto dual sobre los podocitos teniendo una accién inmunosupresora mediante la
inhibicion del factor nuclear de células T activadas (NFAT), indispensable en la transcripcion de
IL-2 y la activacion de células T. Ademas, bloquean la desfosforilacion de sinanptopodina, esencial
en la integridad del citoesqueleto de los podocitos y decremento de la proteinuria!'®-120, Por otra
parte, la ciclosporina A se considera un agente inmunosupresor para el tratamiento de nefrosis,
incluyendo la GEFS. Su eficacia depende de la respuesta previa que tengan los pacientes hacia los
esteroides, ya que la combinacioén de esteroides con CsA mejoran la respuesta y disminuyen la
toxicidad, mejoran la remision tanto en nifios como en adultos reduciendo la proteinuria!?’. Sin
embargo, el tratamiento a tiempos prolongados conlleva a problemas de nefrotoxicidad!?!. En lo
que respecta al tracolimus, es otro inmunosupresor alternativo a las ciclosporinas, administrado a
dosis mas bajas, con una remision por arriba del 81% y descendiendo la proteinuria hasta en un

8%121122_ Los problemas asociados a la administracion de tacrolimus son similares a los efectos
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causados por la ciclosporinas, como la alta incidencia de recidivas al suspender el medicamento y
riesgo de nefrotoxicidad!2!.
Dada la multiplicidad etiologica de la GEFS secundaria, el tratamiento debe orientarse en funcion

)12, Un tratamiento viable son

de su causa (Genético, asociado a virus o enfermedades sistémicas
los medicamento que bloquean el sistema renina-angiotensina, como los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) o los antagonistas de los receptores de angiotensina-II (ARA
1), que contrarrestan las alteraciones hemodinamicas y profibroticas, reducen la proteinuria, siendo

fecti ient insuficienci 1 cronica!?!:122, Losartan fue el pri t ista del
efectivo para pacientes con insuficiencia renal cronica . Losartan fue el primer antagonista de

receptor de Ang-II, actuando competitiva y selectivamente sobre el receptor AT impidiendo los

efectos fisioldgicos inducidos por Ang-II y disminuyendo la hipertension!?3,

2. Antecedentes

Sechium edule es una planta herbacea, trepadora, perenne perteneciente a la familia Cucurbitacea,

endémica de la zona sur de México (Veracruz, Puebla y Oaxaca) que ha sido domesticada y

cultivada para propositos alimenticios!'?4-126,
Taxonomia

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Curcubitales
Familia Cucurbitaceae
Género Sechium
Especie Sechium edule (Jacq) Sw

Se emplea en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de diversos padecimientos como
el dolor de cabeza, nerviosismo y ansiedad, mediante la decoccion de las hojas'?®. Se ha reportado
el uso empirico de las partes aéreas de esta planta para el tratamiento de desdrdenes renales como
inflamacion de la uretra y célculos renales, asi como para disminuir la presion arterial, tratar la
arterioesclerosis y las varices!?*!12°,

En diversos estudios se menciona los beneficios de diferentes extractos obtenidos de S.edule.
Lozoya (1980) demostrd que la administracion del extracto acuoso e hidroalcohdlico de las partes

areas y semillas de S. edule presentan actividad vasodilatadora. Siciliano y colaboradores (2004)

reportaron que la raiz de S. edule presenta flavonoides, como la apigenina (1) y luteolina (2), los
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cuales estan relacionados con efectos vasorrelajantes!?#!26:127 T ombardo (2006) observo que el
EHrSe presenta un efecto antihipertensivo. Asimismo, estudios realizados en el laboratorio
mostraron que la fraccidon acetonica de la raiz de S. edule presenta como compuesto mayoritario al
acido cinamico (3) siendo corroborado mediante resonancia magnética nuclear y cromatografia de
gases-masas. Ademas, se identifico y reporto al dcido palmitico (4), acido linoleico (5), cloruro de

acido linoleico (6), 11-Z-acido hexadecenoico (7) y 2-palmitoilglicerol (8) en este extracto!?®,

1 2 4

Dado qué, estudios indican que S. edule posee un efecto sobre los desordenes renales
probablemente debido a que contiene diferentes polifenoles. En el laboratorio se evalu6 si debido
a su efecto antiinflamatorio, el extracto metandlico y acetonico de S. edule podian reparar el dano
tisular y controlar la inflamacion resultante de la hipertension. Para esto, animales hembras
C57BL/6 se administraron via intragastrica por 10 semanas con diferentes tratamientos (PBS,
Carboximetil celular, Losartan, Extracto metandlico y Extracto acetonico de S. edule) al mismo
tiempo que fueron administrados via intraperitoneal con Ang-II (0.01pg/Kg). Los animales
administrados con los extractos de S. edule mostraron un efecto antihipertensivo, generaron la
restauracion tisular y actuaron sobre el estado inflamatorio a nivel sistémico y local'26-128, Dado
qué, Trejo y colaboradores reportaron la presencia de compuestos sin identificar, en este estudio se

pretende realizar la elucidacion estructural de los compuestos del EHrSe.
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3. Justificacion

Aunque existen tratamientos farmacologicos para el control de la enfermedad renal crénica, estos
no presentan un efecto protector contra el dano tisular producido por la enfermedad. Estudios
previos realizados en un modelo murino de disfuncion endotelial inducido por la aplicacion cronica
de angiotensina-II, indicaron que dicho extracto es altamente eficiente para el control de esta
enfermedad. Ademas, se observo que el acido cindmico es la que molécula que se encuentra en
mayor proporcion en el extracto acetonico (eficiente para el control de la hipertension, inflamacion
y estrés oxidante). Sin embargo, es probable que el conjunto de moléculas que conforman el
extracto sean los responsables del control del dafio. Por otra parte, la administracion de extractos
vegetales acetonicos en personas no es del todo aceptada, por lo que es necesaria la estandarizacion
del EH con base en varios de sus principios activos para que la dosis administrada contenga una
concentracion conocida del conjunto de moléculas parecida a la dosis administrada de extractos
organicos activos.

A partir de esto, surge la pregunta de investigacion que rige este proyecto, (El extracto
hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule estandarizado en sus principios activos tiene actividad

nefroprotectora?

4. Hipotesis

El extracto hidroalcoholico de la raiz de Sechium edule estandarizado en acido cinamico, tiene
actividad nefroprotectora en un modelo murino con enfermedad renal cronica, secundaria a

disfuncién endotelial

5. Objetivo General

Evaluar la actividad nefroprotectora del extracto hidroalcoholico de la raiz de Sechium edule
estandarizado en acido cinamico en un modelo murino con enfermedad renal cronica, secundaria a

disfuncién endotelial.

6. Objetivos Particulares

1.  Estandarizar el extracto hidroalcohodlico de la raiz de Sechium edule en acido cinamico.

II.  Evaluar el efecto del EHrSeE sobre el dafio renal.
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III.  Evaluar la actividad antiinflamatoria del EHrSeE asociada al dafio renal.

7. Materiales y Métodos

7.1 Obtencion del Extracto Hidroalcohodlico de la raiz de Sechium edule

La raiz de Sechium edule (60 kg) se obtuvo en la localidad de Cuautlapan perteneciente al
municipio de Ixtaczoquitldn, Veracruz (DMS: 18°53°05.1°’N 97°00°57.6°W). Se someti6 a un
lavado con agua para eliminar las impurezas y posteriormente se trasladé al Centro de Investigacion
Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS) donde se seco en condiciones de oscuridad a una temperatura de
70°C con recirculacion de aire durante 24-36 horas. Subsecuentemente se realiz6 la molienda del
material vegetal hasta alcanzar un tamafio de particula aproximadamente de 3cm. El material
molido (10 kg) se sometié a una extraccion por maceracion en 60% etanol — 40% agua (12 litros
de la mezcla) durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se filtrd y se concentrd por
destilacion a presion reducida en un evaporador rotatorio a 56°C. Para el secado completo, el
extracto fue liofilizado por 24hrs obteniendo un rendimiento del 7.12%. Finalmente, el producto

fue almacenado a 4°C hasta su uso.

s = =

Figura 4. Planta de Sechium edule, Cuautlapan, Veracruz.

7.1.1 Extraccion liquido-liquido del Extracto Integro

Para realizar el fraccionamiento de los compuestos quimicos presentes en el extracto integro se
realiz6 un proceso de biparticion usando una mezcla heterogénea de acetato de etilo/agua (10 gr de
extracto, 1L de agua, 1L de acetato de etilo). Se utilizé nuevamente el proceso de destilacion a
presion reducida para la eliminacion del disolvente de la fase organica. En el caso de la fase acuosa,
el agua de esta fraccion fue eliminada por rota-evaporacion y liofilizacion. Las dos fracciones

resultantes fueron almacenadas a -4°C hasta su utilizacion.
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7.1.2 Fraccionamiento quimico de la F-AcOEt

El proceso de separacion quimica de los compuestos presentes en el EHrSe fue realizado mediante
procesos sucesivos de cromatografia de liquidos en columna abierta (CCA). Se utilizaron como
fase estacionaria silica gel 60 0.063-0.200 mm (fase normal, Merck) para la separacion de los
compuestos poco polares y silica fase reversa POLYGOPREP 60-50 C18 (fase reversa,
MACHEREY-NAGEL) para separar los compuestos mas polares. En el caso de las cromatografias
de fase normal se utilizé un sistema de gradiente hexano/acetato de etilo iniciando con 100%
hexano y terminando con acetato de etilo. Para las columnas de fase reversa la fase movil consistio
en una mezcla agua/acetonitrilo iniciando con 100% de agua y finalizando con acetonitrilo. En
todos los casos se utilizd la cromatografia de capa fina (CFF) de fase normal (Silica gel 60 F254,
Merck) y fase reversa (Silica gel 60 RP-18 F254S, Merck) para el seguimiento de cada una de estas
separaciones quimicas. La deteccion fisica de los compuestos presentes en cada alicuota fue
mediante la exposicion de la placa en una cdmara oscura provista de una ldmpara UV de
254/365nm. Para la deteccion quimica, se utilizaron reveladores comerciales de sulfato cérico, 4-
hidroxibenzaldehido y reactivo de productos naturales'?,

En la tabla 4, se presenta un resumen del sistema de gradiente de la columna 1 en la que se separo

la fraccion de acetato de etilo mediante una columna de fase reversa.

Tabla 4. Proceso Cromatografico de la Fraccion de Acetato de Etilo
Reunion Fracciones Sistema de Elusion
C1F1-2, C1F3-4, C1F5-6 1-6 100:0 H2O-CoH3N

CI1F7-8, C1F9-10, C1F12-14 7-14 95:5 H2O0-CoH3N

CI1F15-16, C1F17-20 15-21 90:10 H20-CoH3N
C1F21-23, C1F24-27 22-27 85:15 H20-CoH3N
C1F28-29, C1F30-31, C1F32-33 28-34 80:20 H2O-CoH3N
CI1F35-36, C1F37-39 35-41 75:25 H20-CoH3N
C1F41-43, C1F44-45, C1F46-47, C1F48-51 42-52 70:30 H20-CoH3N
C1F52-54, C1F55-56, C1F58-60 53-60 50:50 H2O-CoH3N
C1F61-62, 63, 63 61-64 0:100 H20-C2H3N

La fraccion 61-64 fue fraccionada en una siguiente columna abierta de fase normal utilizando como

fase movil el sistema de gradiente descrito en la tabla 5.
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Tabla 5. Proceso Cromatografico de la Fraccion 61-64
Reunion Fracciones Sistema de Elusion
C2F1-6 1-3 100:0:0 nHex-AcOEt-MeOH
C2F7-8, C2F9, C2F10, C2F11-12, C2F13 4-13 95:5:0 nHex-AcOEt-MeOH
C2F14-15, C2F16-17 14-19 90:10:0 nHex-AcOEt-MeOH
C2F18-27 20-26 85:15:0 nHex-AcOEt-MeOH
C2F2835 27-32 80:20:0 nHex-AcOEt-MeOH
C2F36-41 33-39 75:25:0 nHex-AcOEt-MeOH
C2F42-43 40-46 70:30:0 nHex-AcOEt-MeOH
C2F44-48, C2F49 47-52 60:40:0 nHex-AcOEt-MeOH
C2F50-57, C2F58-62 53-60 50:50:0 nHex-AcOEt-MeOH
C2F63-65, C2F67-68 61-67 50:50:0.5 nHex-AcOEt-MeOH
C2F69-71, C2F72-75 68-73 50:50:1 nHex-AcOEt-MeOH
C2F76, C2F77-79 74-79 50:50:2 nHex-AcOEt-MeOH

7.1.3 Purificacion del Extracto Integro
Para determinar los componentes presentes en el extracto integro se pesaron 4.2 gramos del EHrSe

y se realiz6 una cromatografia en columna abierta de fase normal como a continuacion se describe.

Tabla 6. Proceso Cromatografico del EHrSe

Reunion Fracciones Sistema de Elusion

C3F1-6 1-3 100:0:0 nHex-AcOEt-MeOH

C3F7, C3F8 4-8 95:5:0 nHex-AcOEt-MeOH

C3F9-10, C3F11-12 9-12 90:10:0 nHex-AcOEt-MecOH

C3F13, C3F14-16 13-17 85:15:0 nHex-AcOEt-MeOH

C3F17-19, C3F20-24 18-22 80:20:0 nHex-AcOEt-MeOH

C3F25, C3F26-27, C3F28-32 23-32 70:30:0 nHex-AcOEt-MeOH

C3F33-35, C3F36-40, C3F41 33-41 60:40:0 nHex-AcOEt-MeOH

C3F42-44, C3F45, C3F46, C3F47-49 42-48 50:50:0 nHex-AcOEt-MeOH
C3F50-52, C3F53, C3F54-57 49-55 50:50:0.5 nHex-AcOEt-MeOH

C3F58-64 56-60 50:50:1 nHex-AcOEt-MeOH




C3F65, C3F66, C3F67-69, C3F70-71, C3F72 61-73 50:50:3 nHex-AcOEt-MeOH
C3F73-77, C3F78, C3F79-81 74-80 50:50:3 nHex-AcOEt-MeOH
C3F82-85 81-85 0:0:100 nHex-AcOEt-MeOH

7.1.4 Analisis CLAR

Para llevar a cabo el andlisis cromatografico de alta resolucion del extracto integro y las fracciones
obtenidas tanto de la biparticion como de las cromatografias en columnas abiertas, se utilizé un
equipo de HPLC marca Waters con moddulo de separacion 2695 y mddulo de deteccion (PDA)
2996, con un programa de corrida en el cual se mantuvo el degasificador encendido, detector de
burbujas activado. Para la separacion quimica se utiliz6 una columna SUPELCO ANALYTICAL
SUPELCOSIL LC-F cat 59158 25*4.6mm con particulas de Spm. El equipo fue programado para
manejar presiones de hasta 5000psi para el adecuado cuidado de la columna. La fase movil
consistié en una mezcla de disolventes separados en lineas independientes de a) agua acidulada
(agua con acido trifluoroacético, es decir, por cada 1000ml agua/5 ml de TFA) y b) acetonitrilo
(ACN). El gradiente fue ajustado de la siguiente manera: 0-1 min, 0%, 2-3 min, 5%, de 4-20 min,
30%, 21-23 min, 50%, 24-25, 80%, 26-27 min, 100% y de 28-30 min, 0%. Los cromatogramas
fueron observados mediante el programa Empower 3 a un rango de longitud de onda 190-600 nm,
determinando la presencia de compuestos por su tiempo de retencion y espectro UV. Las muestras
fueron inyectadas a un volumen de 10 pl de muestra por corrida, todas las alicuotas fueron disueltas
con metanol grado analitico. Se emplearon referencias comerciales de acido cinamico y acido
cumarico como estandares.

7.1.5 Curva de Calibracién del Acido Cinamico

Para la preparacion de la curva patrén de acido cindmico (Sigma Aldrich, Inc) se preparé una
concentracion inicial de 1mg/ml de este fenilpropanoide en metanol y a partir de esta solucion se
tomo una alicuota para realizar las sucesivas diluciones y conseguir las concentraciones deseadas:
1.562 pg/ml, 3.12 pg/ml, 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml. Cada una de estas
muestras fue inyectada en el equipo de HPLC por triplicado y los cromatogramas obtenidos fueron
observados a una longitud de onda de 280nm, se integro el 4rea bajo la curva de cada pico obtenido
(Rt 12.00) para generar la ecuacion y = mx + b (y = 1945.6x — 461.88) considerando como
adecuado un R?>>0.98. Ademas, se inyect6 el EHrSe (300ug/ml) y de la fraccion acetonica (300

pg/ml) para determinar el drea bajo la curva. Con base en la cantidad de acido cinamico presente
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en la fraccion acetonica, obtenida a partir de la ecuacion de la recta se determind la dosis a
administrar del EHrSe. Esta cuantificacion del dcido cindmico se determind como mg de compuesto
por gramo de extracto.

7.1.6 Elucidacion Estructural de los Compuestos Aislados

Para el andlisis y elucidacion de los compuestos de menor polaridad presentes en la muestra del
EHrSe se realizd cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas. Las muestras
fueron previamente liofilizadas, etiquetadas para su identificacion y llevadas al laboratorio de CG-
MS del Centro de Investigaciones Quimicas (CIQ) donde se realiz6 el estudio indicando como
estructura quimica probable compuestos de tipo esteroles, terpenos y acidos grasos, siendo soluble
la muestra en cloruro de metileno y/o cloroformo. Para la identificacion de los compuestos se
realiz6 el andlisis de los patrones de fragmentacion que fueron comparados con los patrones de
fragmentacion reportados en la literatura.

7.2 Animales de Experimentacion

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6J (Bioterio de la Facultad de Medicina, UAEM)
con peso de 19-21 gramos. Los animales se mantuvieron con alimento y agua ad /ibitum con un
ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Los procesos experimentales se apegaron a las reglas
establecidas por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina, UAEM.

7.3 Grupos Experimentales

Los ratones se agruparon de acuerdo con el tratamiento que recibieron como se muestra en la Tabla
7. Los tratamientos fueron administrados via intragastrica durante 10 semanas, aunado a la
aplicacion cronica de Ang-11 (0.01pg/kg) via intraperitoneal.

Tabla 7. Grupos Experimentales

Tratamiento Control (-) Ang-II Losartan EHrSe
(0.01ug/Kg) (10 mg/Kg) (11 mg/Kg)
Con Ang-II - v 4 v
Sin Ang-11 v - - -
7.4 Pruebas Bioquimicas para el analisis de los parametros de funcion renal

Para determinar la concentracion de los pardmetros renales en suero, se utilzaron los kits para
creatinina (Método de Jaffe modicado, Quimica Clinca Aplicada S.A. Ref. 998891), urea (Método
Berthelot-Searcy, Quimica Clinca Aplicada S.A. Ref. 993648), 4cido trico (Método Uricasa POD,



Quimica Clinca Aplicada S.A. Ref. 994022) y albimina (Método Vede bromocresol, Quimica
Clinca Aplicada S.A. Ref. 997258). Siguiendo las instrucciones del fabricante, para determinar la
concentracion de creatinina, en placas de 96 pozos (Nunc-Inmuno Plate, Maxisorp, Rosekilde,
Demark) se colocé 20ul de suero seguido de 200l de la mezcla de reactivo A (4cido picrico) y B
(disolucién alcalina). La lectura de densidad optica se realizd en un lector de ELISA (VERSAmax
Molecular Devices) a los 20 y 80 segundos cuantificando picrato alcalino de creatinina a una
longitud de onda de 510nm. Para determinar la absorbancia se emple6 la formula:

AAbs = Abs80seg — Abs20seg

AAbsPR
AADsST

2 = mg creatinina/dl

Para determinar la concentracion de urea, en placas de 96 pozos, se colocd 1l de suero seguido de
100u1 del reactivo A (urea/salicilato disuelto en agua desionizada) dejando incubar por 5 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente se coloco 100ul del reactivo B (hipoclorito alcalino
disuelto en agua desionizada) dejando incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. Se cuantifico
la hidrolisis de urea por ureasa obteniendo iones amonio y carbonato a una longitud de onda de

578nm. Para determinar la absorbancia se emple¢ la formula:

Abs Pr
Abs ST

x40 = mg/dlurea

Para determinar la concentracion de 4cido urico, en placas de 96 pozos se colocd 4ul de suero
seguido de 200u1 del reactivo color (uricasa) y se dejo incubar por 10 minutos a 37°C. Se cuantifico
la degradacion de acico urico con uricasa a alantoina con liberacion de agua oxigenada a una

longitud de onde de 546nm. Para determinar la absorbancia se emple6 la formula:

Abs Pr
Abs ST

x5 = mgdeac.urico/dl

Para determinar la concentracion de albtimina, en placas de 96 pozos se coloco 1ul de suero seguido
de 250ul del reactivo color (verdo bromocresol) dejando incubar por 5 minutos a temperatura
ambiente. Se cuantifico la combinacion de albumina con el verde bromocresol a una longitud de

onda de 600nm. Para determinar la absorbancia se empled la féormula:
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Abs Pr
Abs ST

x5 = gdealbumina/dl

7.5 Histopatologia

Al termino de 11 semanas, los ratones fueron anestesiados con pentobarbital (30 mg/kg i.p) y se
realizo una perfusion con PBS frio (NaCl 140 mM, KC1 2 mM y KoHPO4 1.15mM). Los rifiones
fueron removidos y fijados en una solucién Zamboni (formaldehido 2.0%, acido picrico 0.2%, pH
7.0). Posteriormente los tejidos fueron deshidratados y embebidos en parafina para realizar cortes
de 3-5um, los cuales fueron transferidos a portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina previo a
desparafinarlos y rehidratarlos. Para los estudios histopatologicos, se realizo la tincion de PAS azul,
Hematoxilina-Eosina (HE), Tricromica de Masson (TM) y Tincién de Jones (TJ).

7.6 Deteccion de citocinas por ELISA

Para la cuantificacion del ambiente de citocinas, los rifiones fueron macerados en un mortero con
PBS-PMSF (0.1%) 1:5 p/v. La suspension se centrifugd y se recuperd el sobrenadante el cual se
congel6 a -20°C hasta su uso. Se utilizaron diferentes kits ELISA para determinar la concentracion
de citocinas, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaran los kits: Mouse IL-1 BD
OptEIA™ ELISA kit, Mouse IL-6 BD OptEIA™ ELISA kit, Mouse TNF BD OptEIA™,
siguiendo las instrucciones descritas por los fabricantes. Brevemente, las placas de ELISA de 96
pozos de fondo plano se cubrieron con los anticuerpos de captura para IL-1 o IL-6 o TNF y se
incubaron toda la noche a 4°C. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20
(0.05%) y se bloquearon durante 30 minutos a temperatura ambiente con PBS-SFB 5% repitiendo
los lavados. Las placas se incubaron por dos horas con las muestras de rifion o anticuerpos
estandares a temperatura ambiente. Después se lavaron 5 veces y se incubaron con los anticuerpos
de deteccion correspondientes acoplados a la enzima HRP por 30 minutos a temperatura ambiente.
Se realizaron 7 lavados con PBS-Tween 20, posteriormente se agregd el sustrato TMB y se
incubaron durante 30 minutos en oscuridad. Al término de la incubacion se agregd H>SO42N para
detener la reaccion y realizo la lectura de la placa a una longitud de onda de 450nm a 37°C.

7.7 Estadistica

Se utilizo la prueba estadistica Anova de una via, seguido de la prueba de comparacién Tukey para
conocer las diferencias entre grupos utilizando el programa GraphPad Prism 6 para Mac. Se

consideré como minimo p < 0.05.
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8. Resultados

8.1 Identificacién del Acido Cinamico

En estudios previos se demostré que la dosis de 10 mg/kg de la fraccion acetonica de la raiz de
Sechium edule fue eficiente para combatir el dafio renal inducido por la aplicacion cronica de Ang-
IT (0.1pg/kg) durante 10 semanas en la cepa de raton C57BL6!%. Sin embargo, en humanos no es
factible la administracion de fitofArmacos basados en extracciones con acetona, cosa que no sucede
con el extracto hidroalcoholico!*’. Con la intencion de evaluar el extracto hidroalcohélico en el
mismo modelo murino, se compararon los tiempos de retencion (TR) de la FArSe (Fig.5A) con los
tiempos de retencion del EHrSe (Fig.5B). Resultando el mismo pico en ambos casos, pero con una
menor concentracion en el extracto integro y una mayor concentracion en la fraccion de acetato de

etilo.
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Figura 5. Cromatograma A) de la FAErSe, B) del EHrSe, la lectura se realiz6 a una A =290 nm

El andlisis de una referencia comercial de 4cido cindmico (Sigma Aldrich, Inc) permitié verificar
que estos picos corresponden con este fenilpropanoide (Fig. 6A). Este resultado fue verificado con
el espectro UV tanto del &cido cinamico comercial como el del EHrSe y ambos presentaron
absorbancia de 216.9 y 276.9nm para esos picos (Fig. 6B). Es importante mencionar que ademas
del 4cido cinamico se observaron compuestos con mayor polaridad a los Tr 6.95, 9.075 y 9.98

minutos.
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Figura 6. Cromatograma de CLAR del estandar de acido cindmico B) Cromatograma de CLAR del EHrSe. Fueron
observados 290nm. Se muestra el espectro de absorcion de UV del acido cinamico.

8.2 Estandarizacion del EHrSe: 11 mg/Kg

En los estudios de Trejo y colaboradores'?® la dosis administrada de la FAErSe en el modelo
bioldgico fue de 10mg/kg. Sin embargo, para tener la cantidad (mg/kg) especifica del acido
cinamico en la dosis a administrar, estos requirieron ser estandarizados.

Para la estandarizacién del EHrSe se consider6 como compuesto referencia al acido cindmico
presente en la FAErSe y que también se observo en el extracto hidroalcoholico. Se realizé una
curva patron de acido cinamico (Sigma Aldrich, Inc) por CLAR cuantificando la concentracion de
este compuesto utilizando la ecuacion de la recta. En la FAErSe se obtuvo una concentracion de
acido cinamico de 161ug, mientras que en el EHrSe se obtuvo una concentracion de 141.76pug. Con
base en la concentracion de acido cindmico de la FAErSe que estd a una dosis de 10mg/kg, para

tener la misma concentracion de acido cindmico en el EHrSe se obtuvo la dosis de 11mg/kg (Fig.7).
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Figura 7. Curva patrén para la determinacion de la dosis terapéutica del EHrSe.

8.3 Perfil Quimico de la Fraccion Activa

75 90 105

Tomando en cuenta que ademads del &cido cindmico, el extracto también contiene otros compuestos

cuyos tiempos de retencion estan entre los 8-11 minutos (Figura 6), se realizo el fraccionamiento

quimico por cromatografia en columna abierta fase reversa (Agua:Acetonitrilo) (C1), obteniendo

64 muestras que fueron comparadas por CCF y analizadas en una cdmara UV a A: 264nm (Fig. §).

Estas muestras fueron agrupadas en funcion del contenido quimico observado por andlisis de

cromatografia en capa fina (Figura 8). Los compuestos mas abundantes que resultaron de esta

separacion quimica se eluyeron en las fracciones 20, 24, 28, 30, 38-40, 41-43 y 51-56 donde las

primeras corresponden a los compuestos mas polares y las ltimas corresponden a los menos

polares como acidos grasos y terpenos.
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Figura 8. Placas de silica fase reversa (C1), fase movil Agua/Acetonitrilo. Revelador sulfato cerico, R; referencia

extracto integro, A; Acido ursolico, B; Beta-sitoesterol.



Para un mayor conocimiento quimico (cantidad y tipo de compuestos en cada muestra), se realizé
el analisis CLAR de las fracciones C1F30-31(Fig.9), C1F47 (Fig.10) y C1F58-60 (Fig.11). La
fraccion C1F30-31 produjo dos picos mayoritarios a los 9.16 y 9.86 minutos. Considerando el

espectro UV del compuesto a los 9.68 minutos, éste corresponde al acido cumarico.
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Figura 9. Cromatograma de CLAR C1F30-31. Fue observado a 290nm.
Por otra parte, en el cromatograma de la fraccion C1F47 (Fig.10A), se observd un pico
predominante a los 12.00 minutos (Imax= 216, 278nm) que al compararlo con una muestra

comercial de acido cindmico (Fig.10B) presentd el mismo tiempo de retencion y espectro UV.
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Figura 10. Cromatograma de CLAR A) Acido cinamico comercial y B) C1F47. Fue observado a 290nm.

El CLAR de la C1F58-50 mostro6 los compuestos menos polares a los 17.59, 21.68, 25.57 y 27.37,

como se menciono anteriormente, son de tipo terpeno o acido grasos (Fig.11).
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Figura 11. Cromatograma de CLAR de C1F58-60. Fue observado a 290nm.

Posteriormente se realizo la purificacion de compuestos menos polares de la fraccion C1F63
obteniendo dos fracciones de interés, la C2F11 y C2F36, que para su identificacion quimica fueron
analizadas por cromatografia de gases acoplado a masas, obteniendo compuestos de tipo ésteres de

acido graso y terpeno en cada fraccion (Fig. 12A y B). La identificacion de estos compuestos se
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realiz6 mediante el andlisis de sus patrones de fragmentacion que fueron comparados con los

patrones de fragmentacion reportados en la literatura.
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Figura 12. A) Cromatograma por CGM de C2F11, Tabla de los compuestos identificados B) Cromatograma de CGM
de C2F36, Tabla de los compuestos identificados.

Mismo procedimiento se realizd con el extracto integro obteniendo la separacion quimica las
fracciones C3F20, C3F23 y C3F43, las cuales se les realiz6 cromatografia de gases-masas,
identificando al 4cido hexadecanoico métil éster en las tres fracciones con un tiempo de retencion
de 18.69. Asimismo, en la C3F20 se identificd un compuesto tipo alcohol con un Tr de 36.18 (Fig.
13A), en C3F23 se identificod un esterol con un Tr 36-11 (Fig. 13B) y en la C3F43, se identificd un
compuesto éster con un Tr de 22.20 (Fig. 13C).
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Figura 13. Cromatograma por CGM A) de la C3F20, Tabla de los compuestos identificados B) C3F23, Tabla de los
compuestos identificados, C) C3F43, Tabla de los compuestos identificados.

8.4 El EHrSe previene el incremento de la concentracion sérica de albumina y acido urico.
La albiimina es un parametro bioquimico utilizado en la clinica para determinar la calidad del

funcionamiento renal*

. El decremento en sangre de este parametro estd relacionado con el
desarrollo de la hipoalbuminemia que se da por dos factores; 1) la generacion de radicales libres
que llevan a la oxidacion de la albumina y la afectacion a los hepatocitos disminuyendo la
produccion de albumina, caracteristico en la patogénesis de la insuficiencia hepatica aguda!3!:132,
2) La disminucion de la albtimina sérica hace referencia al dafo renal a nivel de la barrera filtracion
glomerular, propiciando la generacion de vacuolas en el espacio urinario. Para el conocer el efecto
protector del EHrSe ante el dafio renal inducido por Ang-1II (0.01pg/kg), se analiz6 la concentracion
de albumina en sangre en ratones control, solo tratados con Ang-II o coadministrados con Ang-II
y losartan (10mg/kg) o Ang-II y EHrSe (11mg/kg). Los resultados obtenidos indican que en los
ratones tratados con Ang-II la concentracion de albtimina se triplico significativamente (p<0.05)
comparado con el grupo control, mientras que los ratones coadministrados con Ang-II y losartan o

el EHrSe, los valores se mantuvieron sin diferencias significativas con respecto al grupo control

(Fig. 14). Ademas, no hubo diferencias entre el tratamiento con Losartan y el EHrSe.
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Figura 14. Medicién de la concentraciéon de albumina sérica.

La aplicacion cronica de Ang-II (0.01pg/kg) produce el incremento significativo de la concentracion sérica de
albumina (p<0.05) en el transcurso de 11 semanas en ratones C57BL6 en comparacion con el grupo control. La
aplicacion de Ang-II y losartan o EHrSe mantienen valores sin diferencia significativa de la concentracion de albimina
alas 11 semanas en comparacion con el grupo control. Media + SE; n= 6-7/grupo. Literales iguales indican que no hay
diferencia significativa (a). Literales diferentes indican diferencia significativa (b).

Por otro lado, en pacientes con ERC el establecimiento de la disfuncién endotelial e inflamacion
propician el incremento de 4cido Urico en sangre generandose un estado de hiperuricemia'*>!13%, La
aplicacion cronica de Ang-II incremento, aunque no de manera significativa la concentracion de
acido urico sérico (Fig.15). Mientras que en los grupos que recibieron losartan (10mg/kg) o EHrSe
(11mg/kg) aunado a la aplicacion de Ang-II, no se observé dicho incremento, ya que los valores se

mantuvieron sin diferencias con el grupo control.
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Figura 15. Medicién de la concentracion de acido urico sérico.

La aplicacion cronica de Ang-1I (0.01pg/kg) produce una tendencia de incremento de la concentracion sérica de acido
arico en el transcurso de 11 semanas en ratones C57BL6 en comparacion con el grupo control. La aplicacion de Ang-
IT'y losartan o EHrSe mantienen valores sin diferencia significativa de la concentracion de acido urico a las 11 semanas
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en comparacion con el grupo control. Media + SE; n= 6-7/grupo. Literales iguales indican que no hay diferencia
significativa (a). Literales diferentes indican diferencia significativa (b).

8.5 El EHrSe mantiene la concentracion de Creatinina

Por otra parte, la creatinina se considera el marcador clinico principal para el estudio de la
progresion de la ERC. En individuos con esta enfermedad se incrementa la degradacion de
creatinina sérica que posteriormente resulta en la pérdida significativa como consecuencia de la

sobreactividad de la creatininasa!3’

. Al determinar la concentracion de creatinina sérica en ratones,
la aplicacion crénica de Ang-II propicidé que este parametro tuviera tendencia a incrementar de
manera significativa (p<0.05) en comparacion con el grupo control. A diferencia de los grupos que
recibieron losartan o el EHrSe, cuya concentracion de creatinina fue similar al grupo control a pesar

de la presencia de Ang-II (Fig. 16).
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Figura 16. Medicion de la concentracion de creatinina sérica.

La aplicacion cronica de Ang-II (0.01pg/kg) produce la disminucion significativa de la concentracion sérica de
creatinina (p<0.05) en el transcurso de 11 semanas en ratones C57BL6 en comparacion con el grupo control. La
aplicacion de Ang-I1 y losartdn o EHrSe mantienen valores sin diferencia significativa de la concentracion de creatinina
alas 11 semanas en comparacion con el grupo control. Media + SE; n= 6-7/grupo. Literales iguales indican que no hay
diferencia significativa (a). Literales diferentes indican diferencia significativa (b).

8.6 La concentracion de urea no se modifico por la administracion de Ang-11
La urea es un compuesto nitrogenado que se incrementa en sangre cuando disminuye el

aclaramiento renal durante la progresion de la ERC o por afecciones hepaticas!.

Diez semanas
después de la administracion diaria de Ang-II, la concentracién de urea no presentd variacion
significativa en los individuos experimentales con excepcion del grupo tratado con Ang-II mas

losartan que disminuy6 significativamente (p<0.05) la concentracién de esta molécula (Fig.17).
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Figura 17. Medicién de la concentraciéon de albumina sérica.

La aplicacion cronica de Ang-II (0.01pg/kg) no produce variacion en la concentracion sérica de urea (p<0.05) en el
transcurso de 11 semanas en ratones C57BL6 en comparacion con el grupo control. La aplicacion de Ang-1I y losartan
o EHrSe mantienen valores sin diferencia significativa de la concentracion de urea a las 11 semanas en comparacion
con el grupo control. Media + SE; n= 6-7/grupo. Literales iguales indican que no hay diferencia significativa (a).
Literales diferentes indican diferencia significativa (b).

8.7 El EHrSe evita el incremento de las citocinas proinflamatorias IL-1 y TNF-a en rifion.

Las citocinas son proteinas solubles que ejercen su accion local o sistémica ante un proceso
inmunoinflamatorio. En este trabajo para evaluar el efecto del EHrSe sobre la inflamacion local, se
cuantificaron la concentraciones de las citocinas proinflamatorias IL-1f (Fig. 18A), involucrada en
mantenimiento de las reacciones proinflamatorias ante una respuesta de dafo asociada a patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs) o a patrones moleculares asociados a la lesion
(DAMPs mediante el reclutamiento de macrofagos, monocitos, condrocitos o fibroblastos!'3*-140, y
TNF-o (Fig. 18B), una proteina de fase aguda involucrada en el desarrollo de la disfuncion
endotelial incrementando la permeabilidad vascular, asi como el reclutamiento de macrofagos y
neutrofilos al sitio de lesion) en rifion!4!"143, Se observa que la aplicacion cronica de losartan
modifico, aunque no de manera significativa los niveles de IL-1 con respecto al grupo control.
Mientras que el grupo de Ang-11 y el grupo del EHrSe presentaron un efecto contrario al disminuir
los niveles de IL-1f3, atin por debajo del grupo control (Fig.18A). Por otra parte, al cuantificar la
concentracion de TNF-a, se observa que la aplicacion cronica de Ang-11'y de Ang-II con el EHrSe
disminuyen de manera significativa (p<0.05) el nivel de esta citocina con respecto al grupo control.
Sin embargo, la coadministracion de losartdin no influyd sobre TNF-o al presentar una

concentracion semejante al grupo control (Fig. 18B).
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Fig. 18 Niveles de citocinas proinflamatorias en rifién.

La concentracion de IL-1mantienen concentraciones sin diferencia en los grupos aplicados con Ang-II y Ang-II con
losartan o EHrSe en comparacion con el grupo control B) La concentracion de TNF en los grupos de Ang-11 y Ang-II
mas EHrSe disminuye de manera significativa a las 11 semanas mientras que el grupo de Ang-II con losartan mantienen
la concentracion sin diferencia con respecto al grupo control. Media + SE; n= 6-7/grupo. Literales iguales indican que
no hay diferencia significativa (a). Literales diferentes indican diferencia significativa (b).

9. Discusion

En los ultimos afios la incidencia de pacientes con enfermedad renal crénica ha incrementado a
nivel mundial?2!, El panorama actual sefiala la necesidad de buscar tratamientos alternativos que
sean efectivos y con menores reacciones adversas. El uso de plantas medicinales ha sido
documentado desde nuestros antepasados, pasando por todas las etapas cronoldgicas del desarrollo
humano y que cuentan con vigencia actual. La raiz de la especie Sechium edule ha sido estudiada
por nuestro grupo de investigacion con la finalidad de comprobar cientificamente el potencial
benéfico de diferentes extractos orgénicos (FArSe, MeOHrSe, EarSe) y del E. Hidroalcohdlico

sobre la disfuncion endotelial en diversos drganos!26:128

. Ademas, se ha reportado la presencia de
compuestos de muy baja polaridad con diversas propiedades como: 4cido palmitico, acido
linoleico, cloruro de 4cido linoleico, 11-Z-4acido hexadecenoico y 2-palmitoilglicerol!8.

Con la intencion de conocer el efecto protector del EHrSe se realizo su estudio fitoquimico obtenido
por técnicas cromatograficas, espectroscopicas y espectrométricas (CLAR-UV, CLAR-MS y
CGMS). Se establecio la dosis del EHrSe (11 mg/kg) con base en la concentracion de acido
cindmico, un compuesto que previamente se reportd como mayoritario en la FArSe!?®. Este

fenilpropanoide es un compuesto de baja toxicidad cuyos derivados (acido cumadrico, acido cafeico,

acido ferulico o sinapico) presentan propiedades antioxidantes inhibiendo la oxidacion de lipidos
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y la eliminacion de radicales libres como el anion superoxido!'#*. En este estudio, la administracion
cronica de Ang-II (0.01pg/kg), llevo al establecimiento del estrés oxidante que podria estar siendo
controlado por el &cido cindmico y sus derivados. De la fraccion C1F47 se obtuvo el acido cinamico
que fue corroborado con el tiempo de retencidon y espectro de UV entre esta muestra y una
referencia comercial (SIGMA-ALDRICH). De manera interesante el derivado de 4cido cindmico
que se obtuvo fue el 4cido cumarico en la fraccion C1F30-31, un compuesto con actividad
antioxidante. La purificacion de los compuestos menos polares presentes en la fraccion C1F63
permitié obtener un par de fracciones (C2F11 y C2F36) que, para su identificacion quimica fueron
analizadas por cromatografia de gases acoplada a un detector de masas. El analisis de los patrones
de fragmentacion, de los principales picos presentes en estas fracciones indico la presencia de
terpenos y acidos grasos sin determinar el compuesto correspondiente. Por otra parte, en la C2F11
se identificaron una serie de compuestos principalmente con actividad antiinflamatoria y
antioxidante entre los que se encuentran el metil palmitato, un compuesto que causa vasodilatacion
al abrir los canales de potasio en células del musculo liso vascular por lo cual podria prevenir el
desarrollo de la hipertension. Ademds inhibe la actividad fagocitica y actua sobre la via
inflamatoria y antifibrotica!*-'47. Otro compuesto identificado fue el escualeno, un triterpeno
intermediario de la biosintesis de esteroles, se considera un emoliente y actia sobre el estrés
oxidante al capturar radicales peroxilo. Asimismo, se sabe que inhibe la actividad de la ornitina
descarboxilasa, una enzima participe en el ciclo de la urea por lo que se intuye que estaria evitando
la formacion de uratos que en la ERC que propician el dafio a los rifiones!#*315°, El stigmasta-3,5-
dien-7-one, es otro compuesto presente en el EHrSe que actia sobre la inflamacion al disminuir la
cantidad de citocinas proinflamatorias e impide la actividad de la via de NF-kB, lo cual es crucial
en la ERC donde la inflamacion cronica es participe de la disfuncion endotelial'>!!1>2, Por otra parte,
el estudio del extracto integro dio como resultado compuestos de tipo éster de acido graso,
identificando algunos compuestos como el stigmasta-5,22,dien-3-o0l un derivado del estigmasterol

que se ha reportado con actividad antiinflamatoria y antioxidante!>3154

, promoviendo el incremento
de la actividad de la catalasa, superoxido dismutasa y la disminucion de la peroxidacion lipidica
hepatica'>*!33, Por lo tanto, los compuestos reportados en este estudio en conjunto podrian actuar
como agentes antiinflamatorios y antioxidantes dando el efecto preventivo sobre la ERC.

Al evaluar el EHrSe en el modelo biologico, se determind la concentracion sérica de los pardmetros

renales; albumina, 4cido Urico, creatinina y urea, como indicadores de la calidad de la funcién renal
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en los ratones que fueron coadministrados con Ang-II (0.01pg/kg) y losartan (10mg/kg) o EHrSe
(11mg/kg). El primer indicativo que un paciente presenta ERC es el decremento de albumina en
sangre (albuminuria) por el deterioro de la barrera de filtracion, excretandose en cantidades altas
por la orina. Sin embargo, en este estudio, la concentracion de alblimina en los animales que s6lo
fueron administrados con Ang-II se incrementé de manera significativa a las 11 en comparacion
con el grupo control. Se sabe que el incremento de albumina se da en individuos con deshidratacion
o estudios mds especificos sefialan que en pacientes con dafio hepatico, el incremento de las
transaminasas esta correlacionado con el incremento de la albumina sérica, esto se sustenta en
estudios realizados en nuestro laboratorio por Zimri Alvarado!>®, donde reporta que en ratones
C57BL6 que fueron aplicados con Ang-II (0.01pg/kg), se encontraban incrementadas las
transaminasas TGP/ALT. En los animales que recibieron losartan no se observo el incremento o
disminucioén de albumna sérica con respecto al grupo control, lo que podria estar manteniendo
estable la barrera de filtracion glomerular y la estructura de los podocitos. Asimismo se estaria
evitando el incremento de la presion arterial. Esto tltmimo, se sustenta con el trabajo realizado por
Trejo y colaboradores!?®, que reportaron que la aplicacion cronica de Ang-II se relaciona con el
incremento de la presion arterial y que medicamentos como el losartan impiden que se dé la
vasoconstriccion sostenida, evitando la union de Ang-II con el receptor AT1 y con ello no haya
una afectacion a nivel renal'>’. De manera esperada, el EHrSe mostrd un efecto preventivo sobre
la concentracion de albumina sérica, ya que se mantuvo sin diferencia con el grupo control. Como
se describid en el apartado 1.4, la progresion de la enfermedad renal crénica activa el sistema
SRAA celular, afectado el mantenimiento estructural de la nefrona. Posiblemente el conjunto de
compuestos presentes en el EHrSe estén ejerciendo una accion nefroprotectora.

Por otra parte, dentro de la patologia de los ratones que sdlo recibieron Ang-II, reportamos la
tendencia a incrementar de la concentracion de 4cido Urico sérico con respecto al grupo control.
Basados en la literatura, el incremento intracelular de acido urico condiciona el incremento del
contenido corporal de urato, hiperuricemia y excrecion renal de acido urico. Este incremento
promueve la activacion de cinasas, factores de transcripcion nuclear, la generacion de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2), asi como la produccion de factores de crecimiento provocando la
disfuncion tubular por la liberacion de quimiocinas inflamatorias. En conjunto, estos factores de
dafio pueden inducir la proliferacion de las células del musculo liso vascular y el desarrollo de la

158-160

hipertension En contraparte, los grupos coadminitrados con losartin o el EHrSe
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mantuvieron una concentraciéon por debajo del grupo control. La accion del losartan esta
relacionada con la reduccion de los transportadores de urato (URAT1) y la incapacidad de la
reabsorcion de urato en el tabulo proximal, mantiendo la concentracion de acido tUrico y uratos
bajas en sangre'®!192, Mientras que, la accion del EHrSe puede deberse a la capacidad de inhibir a
la xantina oxidasa, una enzima participe en la formacion de acido trico*®. Considerando este
antecedente, se puede mencionar que el EHrSe tiene la capacidad de evitar la formacion de acido
urico y uratos previniendo la liberacion de factores inflamatorios. Al determinar la concentracion
de creatinina, se consideraron las limitantes que esta molécula presentaba cuando la cuantificacion
de este parametro es el mas habitual. La literatura ha reportado que cambios en la masa muscular
asi como grado de secrecion tubular en pacientes con insuficiencia renal aguda conducen a una
sobreestimacion de la tasa de filtrado glomerular'®*-165. Se observo el incremento significativo de
la concentracion de creatinina en comparacion con el control cuando se aplicé Ang-II. A diferencia
de los grupos tratados con Ang-II mas losartdn o EHrSe que no tuvieron diferencias significativas
con respecto al grupo control, Sin embargo, aunque en todos los grupos la concentracién de
creatinina se encuentra en el rango establecido para ratones (0.06-2.72mg/dl)!%®. Con base en los
resultados obtenidos previamente, donde consideramos que hay cambios estructurales y
funcionales en la nefrona, especificamente en el corpusculo renal, estos podrian ser factores que
influyan en la concentracion de creatinina en los animales que recibieron Ang-II. Por otra parte, se
ha reportado que el incremento de Ang-II no ejerce una variacion en la permeabilidad de urea basal
pero si incrementa la permeabilidad de urea por estimulacion de vasopresina. Klein y
colaboradores, determinaron qué, la aplicacion de Ang-II en ratas durante 14 dias disminuy¢ el

167.168 ' Ademas,

namero de trasportadores de urea UT-A1 lo cual contribuy6 al desarrollo de diuresis
el incremento de la concentracion de Ang-1I favorece a una mayor excrecion de sodio y agua. Aqui
reportamos que, a las 10 semanas de experimentacion, 0.01pg/kg de Ang-II no modifico la
concentracion de urea en sangre, aun cuando se coadministrd con el EHrSe. Cuando se cuantifico
este parametro en los animales coadministrados con Ang-Il y losartdn hubo un decremento
significativo. Considerando la literatura, se ha establecido que la administracion de losartan en
pacientes con enfermedad renal cronica, este medicamento induce un decremento del aclaramiento
de urea por lo tanto la concentracion de urea sérica se ve disminuida tal y como lo observamos en

los resultados de este proyecto!¢*-17!,
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Como se menciono en el apartado 1.5, el incremento de Ang-II esté relacionado con el incremento
de la permeabilidad vascular. Sin importar la causa de la enfermedad renal crénica, se presenta un
estado de inflamacion desencadenando la liberacion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e
IL-18. Contrario a lo que esperabamos, esto no evidenci6 un incremento en la concentracion de las
citocinas por la aplicacion cronica de Ang-I1. Posiblemente la aplicacion y el tiempo de exposicion
a Ang-II no repercuta de manera considerable.

En conjunto, estos resultados sugieren que la administracion del extracto hidroalcohélico de la raiz
de Sechium edule presenta una accion preventiva en el progreso de la enfermedad renal al mantener
la concentracion de los pardmetros renales a un nivel similar del grupo sano. Sin embargo, no se
puede afirmar que haya tenido un efecto en la concentracion de urea dado que no se presentd una
variacion al aplicarse la Ang-II. Ademas, se debe considerar que la aplicacion cronica de Ang-II
no es especifica para un 6rgano blanco teniendo la capacidad de repercutir en otros 6rganos. Esto
quedd evidenciado en los datos reportados por Zimri Alvarado!>®, donde el higado presentd
afeccion por la aplicacion cronica de Ang-11 y en el presente estudio se pudo obtener resultados

que involucran a la afeccion hepdtica.

10. Conclusiones

El extracto hidroalcoholico de la raiz de Sechium edule estandarizado posee efecto nefroprotector
en el desarrollo de la enfermedad renal cronica, inducida por la aplicacion cronica de Ang-11 en un

modelo murino.

11. Perspectivas

En el presente trabajo proponemos los efectos benéficos del EHrSe sobre los parametros renales
que permiten determinar el progreso de la enfermedad renal crénica. Sin embargo, se requiere
evaluar otros parametros como la determinacién de los niveles de citocinas no inflamatorias (IL-
10, TGF-B), asi como factores inflamatorios (citocinas y quimiocinas proinflamatorias, proteinas
de fase aguda, metaloproteasas), entre otros factores involucrados en la patologia de la enfermedad
renal cronica. Ademads, se requiere de un tiempo mas prolongado de la coadministracion del
extracto para determinar si los ratones que s6lo son administrados con Ang-II presentan etapas mas

avanzadas de la ERC y si el EHrSe es capaz de contrarrestar el dafio.
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