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Resumen

La enfermedad renal crénica (ERC) forma parte de las enfermedades no transmisibles (ENT) que
afectan a gran parte de la poblacién mundial (OMS, 2018). Su incidencia aumenta todos los afos
y su principal agente causal es el sindrome metabdlico (Kearney et al., 2005; Irigoyen Coria et
al.,, 2017). En este trabajo se determiné la utilidad nefroprotectora del extracto acuoso de
Eryngium alternatum, se realizaron pruebas in vitro donde se evidencio la pobre actividad anti-
oxidante del extracto, ademas, resulté moderadamente toxico en el modelo de Artemia spp.
presentando una CLsg de 481 ppm. Finalmente, se realizaron pruebas in vivo utilizando un mo-
delo animal de dano renal para valorar los efectos del extracto a nivel sistémico, dando como
resultado una disminucion de la tasa de filtrado glomerular (TFG), incremento de la actividad
enzimatica de GluAp y AlaAp en muestras de orina, asi como un incremento en la concentracion
plasmatica de urea y creatinina, todo lo anterior se corroboré mediante estudios histopatolégicos
donde se observo necrosis tubular localizada y descamacion de células tubulares. Por los resul-
tados obtenidos se puede concluir que el extracto acuoso de Eryngium alternatum no desempefia

una funcion nefroprotectora.

Palabras clave: Enfermedad renal cronica, sindrome metabdlico, Eryngium alternatum, extracto

acuoso, aminopeptidasas.
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Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is one of the non-transmissible diseases (NTD) that affect a big
part of world population (WHO, 2018). Its incidence increases every year and main causal agent
is metabolic syndrome (Kearney et al., 2005; Irigoyen Coria et al., 2017). In this work, nephropro-
tective utility of aqueous extract of Eryngium alternatum was determined, in vitro tests were car-
ried out where the poor antioxidant activity of the extract was evidenced, in addition, it was mod-
erately toxic in Artemia spp. model presenting a LCso of 481 ppm. Finally, in vivo tests were per-
formed using an animal model of kidney damage to evaluate the effects of aqueous extract at
systemic level, resulting in a decrease in the glomerular filtration rate (GFR), increased enzymatic
activity of GIuAp and AlaAp in urine samples, as well as an increase in plasma concentration of
urea and creatinine, all above was corroborated by histopathological studies where localized tub-
ular necrosis and tubular cell sloughing were found. Due results obtained it can be concluded that

aqueous extract of Eryngium alternatum does not play a nephroprotective role.

Keywords: Chronic kidney disease, metabolic syndrome, Eryngium alternatum, aqueous extract,
aminopeptidases.
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1. Introduccion

Podemos definir a la enfermedad renal crénica (ERC) como un conglomerado de
anormalidades que tienen que ver com la estructura o funcién del rinébn y que ademas
estan presentes por un lapso de tiempo de al menos 3 meses (Martinez et al., 2016).
Dentro de los métodos de diagnédstico se encuentran los estudios para determinar la pre-
sencia de proteina y globulos rojos en orina (proteinuria y hematuria respectivamente),
asi como los estudios séricos para la determinacion de urea y creatinina (Thomas et al.,
2008; Martinez-Castelao et al., 2015). Sin embargo, uno de los principales inconvenien-
tes en la metodologia actual yace en el diagndstico tardio, ya que dichos procedimientos
son capaces de detectar a la enfermedad renal cronica (ERC) en sus etapas avanzadas
(etapas 3-5), es decir, cuando la tasa de filtrado glomerular (TFG) esta severamente re-
ducida, por lo que resulta evidente y sintomatico el proceso de la enfermedad (Bonventre
et al., 2010; Quesada et al., 2017; Marquez et al., 2018; AL-Naimi et al., 2019 ).

De acuerdo con datos de la “Comision Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodi-
versidad (CONABIO)”, México es un pais rico en plantas medicinales, por lo que la reco-
leccidén y uso de las mismas resulta accesible, ademas, sus propiedades ejercen accion
sistémica sobre el organismo (Mejia et al., 2017) y dichos efectos son duraderos en com-
paracion con la medicina alépata (Ringuelet & Vifa, 2013), incluso, no son excluyentes
con los medicamentos convencionales, y en la mayoria de los casos, sirven como adyu-
vantes para mejorar los resultados de un tratamiento convencional (Porras & Alvarez,
2013).

Diversos estudios han atribuido efectos terapéuticos al género Eryngium, dentro de los
cuales destacan su actividad antimicrobiana (Thiem et al., 2010), antiveneno (Price et
al., 2016) y antioxidante (Darriet et al., 2014). Sobre la misma linea, y a través de refe-
rencias populares; fue que se contempld a Eryngium alternatum como una especie con
potencial utilidad contra la ERC, aunado a que es un ejemplar poco estudiado y que por
su abundancia en las regiones templadas del pais se pueden validar sus propiedades

nefroprotectoras a través de estudios in vitro e in vivo.
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2. Antecedentes

2.1 Enfermedad renal crénica

De acuerdo con datos proporcionados por la “Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en el ano 2018 ocurrieron 41 millones de muertes cuya etiologia se remonta a las enfer-
medades no transmisibles (ENT) que equivalen al 71% de los decesos en el planeta”.
Las ENT tienden a ser padecimientos de varios meses e incluso anos, y son el resultado
de diversos factores dentro de los que destacan el estilo de vida, factores ambientales,

conductuales, genéticos y fisiolégicos (OMS, 2018).

Las ENT son un conjunto de enfermedades que afectan a todos los paises y a todas las
personas sin distincién de edad, sin embargo, se ha reportado una incidencia significativa
en los sectores poblacionales cuya edad es avanzada. Dentro de ese extenso grupo de
enfermedades que componen a las ENT yace la enfermedad renal crénica o ERC (Tsai
et al., 2016). La ERC ha sido reconocida por diversas organizaciones internacionales
como un problema de salud publica debido a su magnitud epidemioldgica, asi mismo por
la serie de complicaciones clinicas que se producen durante su desarrollo (Marquez et
al., 2018). Debido a la ausencia de un diagnéstico temprano de la enfermedad se han
generado consecuencias economicas pero sobre todo en la salud del individuo en cues-
tion. Esta enfermedad esta catalogada por ser un padecimiento silencioso ya que la sin-
tomatologia se manifiesta, en la mayoria de los casos, cuando la funcioén renal esta gra-

vemente disminuida (Quiroga et al., 2015; Marquez et al., 2018).

2.1.1 Definicién

La ERC esta definida como la “disminucién progresiva, permanente e irreversible de la
tasa de filtrado glomerular (TFG<60 ml/min/1.73m? [Superficie corporal])”, esta disminu-
cion del filtrado glomerular estd acompafado de la presencia de dafio renal durante al

menos 3 meses, (Levey et al., 2002; Martinez et al., 2016).

Una TFG <60 ml/min/1.73 m?, de acuerdo con estudios de histopatologia, implica la pér-
dida de al menos la mitad de la funcién renal, aunado al cuadro clinico caracteristico de

la ERC, sila TFG es >60 ml/min/1.73 m?, el diagndstico para determinar a la enfermedad
pag. 14



se establece mediante analisis de laboratorio que puedan poner en evidencia la presen-
cia de dafo renal, en términos generales, suelen ser de dos tipos, los primeros pertene-
cen a los estudios directos y corresponden a alteraciones propias del tejido renal deter-
minadas a través de una biopsia, y los segundos, que corresponden a los diagndsticos
indirectos (a través de biomarcadores) como pueden ser las alteraciones urinarias (albu-
minuria, microhematuria), alteraciones plasmaticas y anormalidades estructurales a tra-

vés de estudios de imagen (Thomas et al., 2008).

2.1.2 Clasificacion de la enfermedad renal cronica

En el ano 2002, la Fundacién Nacional del Rifion a través de la “Iniciativa para la Calidad
de Resultados en la Insuficiencia Renal (K/DOQI)” propuso una complilacién para
establecer los estadios por los que cursa la ERC, esta clasificacion ha sido un punto de
referencia a escala global (Levey et al., 2002, National Collaborating Centre for Chronic
Conditions, 2008; Webster et al., 2017). La clasificacién subdivide a la enfermedad en 5
etapas, y estan en funcién de la TFG (Tabla 1). La guia K/DOQI tiene como principal
objetivo la prevencion de las complicaciones clinicas, ademas del manejo terapéutico

pertinente de acuerdo con cada estadio de la enfermedad.

Estadios de la ERC seguén las guias K/IDOQUI 2002 de la National Kidney Fundation

Etapa Descripcion TFG (ml/min/1.73 m? de superficie corporal)
- Factores de riesgo* >60 (sin dafo renal)
1 TFG normal con dafo renal t >90
2 TFG ligeramente reducida con dafio renal 60-89
3 TFG moderadamente reducida 30-59
4 TFG severamente reducida 15-29
5 Falla renal terminal <15 o dialisis

Tabla 1. Clasificacion de la ERC en funcién de la guia K/DOKI 2002 de la National Kidney Fundation.

*Factores de riesgo: Tension arterial elevada, diabetes, antecedentes familiares con ERC, edad avanzada,
infecciones urinarias, farmacos nefrotoxicos, litiasis y enfermedades sistémicas y autoinmunes

T Dafio renal: Alteraciones patoldgicas y diagnéstico indirecto (biomarcadores), fundamentalmente protei-
nuria/albuminuria (albumina/creatinina >30 mg/g); otras metodologias que se pueden considerar son las
irregularidades en el sedimento urinario y/o anomalias detectadas con estudios de imagenologia.

pag. 15



2.1.3 Factores de riesgo

Los factores de riesgo de la ERC pueden estar definidos por una condicién no modificable
o bien pueden desarrollarse a lo largo de la vida y pueden ser modificables (Levey et al.,
2002). Los factores de riesgo se pueden clasificar en tres grupos, el primero corresponde
a los factores de susceptibilidad como la edad, antecedentes clinicos familiares con ERC
e incluso la condicién racial. El segundo grupo corresponde a los factores de iniciacién,
donde las enfermedades cronicas e infecciones tienen un rol determinante. Por ultimo,
los factores de progresion, que suelen empeorar el problema y declinar con mayor
rapidez la funcion renal (Tabla 2), (Tejedor, 2008; Flores et al., 2009, Martinez-Castelao
et al., 2015).

Factores de riesgo de la Enfermedad Renal Crénica

Factor Concepto Ejemplos

Antecedentes familiares con ERC
Bajo peso al nacimiento
Vejez y senectud

De susceptibilidad Incrementa la prob~ab|I|dad Masa renal disminuida
de padecer un dafo renal Transplantes
Raza negra

Pobreza econdmica
Tensién arterial elevada

Diabetes
Enfermedades autoinmunes
Son responsables de cau- Infecciones a nivel sistémico
De iniciacion sar el dano (Inician directa- Tension arterial elevada
mente el dafio) Afecciones y obstrucciones del tracto urinario

Uso de drogas y farmacos (AINES)
Litiasis urinaria

Proteinuria
Anemia
Diabetes
Hipercalcemia
Tension arterial elevada
Obesidad
Tabaquismo

Generan un empeora-
miento del dafo renal y de-
clinan con mayor rapidez la

funcion renal

De progresion

Tabla 2. Factores de riesgo de la ERC. La prevalencia de la enfermedad incrementa conforme la pobla-
cion envejece, otros factores fuertemente relacionados con el padecimiento de la ERC son la diabetes
mellitus, tensién arterial elevada y los problemas asociados al peso (obesidad y anemia). Algunos facto-
res como la tension arterial elevada y la diabetes mellitus pueden presentarse de forma simultanea como

factores de susceptibilidad, iniciadores y de progresion.
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2.1.4 Diagnostico de la enfermedad renal crénica

En términos generales, se recomienda que los individuos que presenten uno 0 mas
factores de riesgo acudan a la realizacién de analisis de laboratorio para comprobar la
presencia de dafio renal y valorar la TFG. Las pruebas que se recomiendan son el
examen general de orina (determinacion de glucosa y proteinas), el analisis de
sedimento urinario y los estudios en sangre para determinar la creatinina en plasma;
partiendo de ese valor se podra calcular la TFG (Martinez-Pérez et al., 2016; Irigoyen et
al., 2017), existen otras pruebas diagnoésticas como la determinacion de electrolitos
(sodio, potasio, cloruros y bicarbonato), pruebas de densidad, pH urinarios y osmolaridad
(Campos-Gutiérrez et al., 2011), asi como estudios de histopatologia e imagen
(Martinez-Pérez et al., 2016).

2.1.4.1 Proteinuria

Incluso en un estado fisiolégico éptimo, se excretan pequefias cantidades de proteinas
(=100 mg/ 24 h). Las proteinas a determinar en un estudio de orina son la “albumina
(40%), globulinas de bajo peso molecular (20%) y proteinas de origen tubular y del tracto
urinario (40%)”, (Poortmans & Jeanloz, 1968; Martinez-Castelao et al., 2014). Cuando la
excrecion de proteinas supera los 150 mg/ 24 h se habla de estado de proteinuria
(Robinson, 1980; Webser et al., 2017) y es indicativo de enfermedad renal y/o progresiéon
de una nefropatia (Grim et al., 1997). Es importante la realizacion de un buen sondeo del
paciente ya que se pueden reportar falsos positivos generados por el diagnostico de
proteinuria intermitente o transitoria como es el caso de las dietas cuyo contenido de
proteinas es elevado, el ejercicio intenso, cuadros febriles, embarazo e insuficiencia

cardiaca.

Para la determinacion de proteinuria se disponen de métodos cualitativos,
semicuantitativos y cuantitativos (Webser et al., 2017). Dentro de los semicuantitativos
yacen las tiras reactivas con un indicador colorimétrico de tetrabromofenol, el cual
reacciona cuando se unen las proteinas de la orina, es altamente especifico, sin
embargo, posee poca sensibilidad ya que solo detecta albumina en concentraciones

mayores a 300-500 mg/ 24 h (30 mg/dl), por lo tanto, no se puede determinar la presencia
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de microalbuminuria o proteinas que no sean albumina. El método mas empleado es la
cuantificacion de proteina urinaria durante un periodo de 24 h (Flores et al., 2009). Un

rango fisiolégico normal debe ser <150 mg/24 h (Tabla 3).

Definicion de proteinuria y albuminuria
Categoria Valor (mg/24h) Valor (mg/g creatinina)
Excrecion de proteina PC
Normal <150 <200
Proteinuria >150 >200
Proteinuria nefrotica >3.500 >3.500
Excrecién de albumina CAC
Normal <30 <30
Microalbuminuria 30-300 30-300
Macroalbuminuria >300 >300

Tabla 3. PC: cociente proteina-creatinina, CAC: cociente albumina-creatinina.

2.1.4.2 Microalbuminuria

La microalbuminuria esta definida como “el incremento en la excrecion urinaria de
albumina que es superior al rango fisiolégico normal y que simultaneamente esta por
debajo del umbral de deteccién de albuminuria”, es decir, que la concentracion de
albumina se encuentra entre 30 y 300 mg/ 24 h (Tsai et al., 2016; Webster et al., 2017).

2.1.4.3 Alteraciones en el sedimento urinario

Microhematuria

La microhematuria esta considerada como el hallazgo de glébulos rojos superior a 3 cé-
lulas por campo microscoépico en el sedimento urinario en dos muestras urinarias que
han sido captadas de forma correcta (Grossfeld et al., 2001). De acuerdo con la etiologia
de las microhematurias, podran ser de origen glomerular o no-glomerular. Cuando es
glomerular suelen estar acompanadas de proteinas, tension arterial elevada, edema e
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insuficiencia renal. En estos casos se recomienda la deteccion de cilindros hematicos en
la muestra, asi como dimorfismos de los glébulos rojos mediante microscopia de fases
(Moreno et al., 2016; Webster et al., 2017). Cuando la etiologia es no-glomerular se re-
comienda la implementacion de estudios de imagen del tracto urinario superior (escaner
helicoidal, ecotomografia y pielografia intravenosa) para descartar el desarrollo de neo-
plasias del tracto urinario y del parénquima renal, asi como la presencia de quistes, calcu-
los renales y lesiones obstructivas del tracto urinario (Flores et al., 2019; Moreno et al.,
2016).

2.1.4.4 Evaluacion de la funcién renal

La TFG esta definida como “el volumen de plasma depurado de una sustancia ideal
(filtrada a través del glomérulo y que no se secreta ni reabsorbe en el tubulo renal) por
unidad de tiempo, expresada en ml/minuto” (Traynor et al., 2006; Levey et al., 2015). El
valor de la TFG depende de la edad, sexo y estatura, sin embargo, a nivel global se toma
como referencia 120-130 ml/min/1.73 m? (donde 1.73 m? se considera como una medida
estandarizada de la superficie corporal). Estos valores declinan con una razén de

1 ml/min a partir de los 30 afos (Stevens et al., 2006; Levey et al., 2015).

2.1.4.5 Medicion de la tasa de filtrado glomerular
La TFG no puede ser medida directamente, se pueden realizar estimaciones a través de

diferentes metodologias (Levey et al., 2015). Se describen las mas importantes:

Marcadores de filtracion exdégenos

Inulina: Considerada como una sustancia ideal, cuando es filtrada por el glomérulo no es
absorbida ni secretada en los tubulos renales (Duran & Rivera, 2017; Loredo et al.,
2017).

Radioisétopos: También conocidos como radiofarmacos (CrEDTA, Tc-DTPA vy
I-lotalamato), su aplicacion es intravenosa y su medicion estd determinada por la
velocidad de desaparicion por eliminacién renal (Duran & Rivera, 2017; Loredo et al.,
2017).
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2. Marcadores de filtracién endégenos

Creatinina (Cr): Las resultados son similares a los hechos a través de inulina. La
creatinina es considerada como un producto metabdlico casi exclusivo de la actividad
muscular, los niveles en plasma presentan ligeras fluctuaciones entre personas con
funcién renal estable (Duran & Rivera, 2017). La sintesis de creatinina es proporcional a
la masa muscular (1mg de Cr/20 g de musculo), es filtrada por el glomérulo y no es
reabsorbida pero si secretada en el tubulo proximal. Cuando la TFG disminuye, la
secrecion de creatinina incrementa gradualmente hasta llegar a la saturacion (Flores et
al., 2009; Grilo & Schurch, 2019).

Aclaramiento de creatinina (CrCl): Se calcula a partir de la Cr plasmatica y una
recoleccion urinaria de 24 h. Se aplica la ecuacién “CrCl (ml/min) = U x V / P, donde U
corresponde con la concentracidén de creatinina en la orina (mg/dl), V hace referencia al
volumen minuto de orina (ml/min) y P es la concentracion en plasma de creatinina
(mg/dl)”, (Duran & Rivera, 2017). A pesar de que el aclaramiento de creatinina es la
metodologia mas empleada para el calculo de la TFG presenta limitantes, dentro de las
principales esta la recoleccion de orina de 24 h, ademas se heredan los errores de la Cr

en plasma y se sobreestima el volumen de filtrado glomerular (Flores et al., 2009).

3. Estimacion de la TFG mediante ecuaciones
La finalidad es predecir la TFG basados en los resultados de los niveles de creatinina en
plasma, se incluyen variables como el sexo, edad, tamafio corporal y raza (Grilo &

Schurch, 2019). Las ecuaciones mayormente empleadas son las siguientes:

Cockcroft-Gault (CG): Empleada en el ajuste dosis-farmaco y es referencia para el
célculo de la TFG, sin embargo, no es aconsejable su empleo ya que no ha sido
adaptada para los métodos contemporaneos de medida de creatinina (lrigoyen et al.,
2017).
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Modificacion de la dieta en enfermedad renal (MDR-4): Si el método empleado por el
laboratorio para la medicion de creatinina es IDMS (espectrometria de masas-dilucion
isotopica) la ecuacion se llamara MDR-IDMS, si el método empleado no fue a través de

IDMS entonces la ecuacion solo tendra por nombre MDR-4 (Stevents et al., 2010).

Colaboracion Epidemiolégica de la Enfermedad Renal Crénica CKD-EPI: Presenta
mayor exactitud y mejora la prediccion de la TFG (valores comprendidos entre 60-90
ml/min/1.73 m?). Ademas, ha demostrado mejores resultados en comparacién con otras
ecuaciones (MDR-4) basadas en la concentracidén sérica de creatinina (Stevens et al.,
2010; Martinez-Castelao, 2014).
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2.2 Nefropatia

El término de nefropatia se ha acufiado para caracterizar al conjunto de lesiones renales
originadas por un dafo de tipo vascular o microvascular, esto da como resultado
alteraciones en la funcion y estructura de los glomérulos e incluso alteraciones de nivel
tubular (Quesada et al., 2016). En etapas iniciales, la nefropatia se caracteriza por un
estado de hiperfiltracion glomerular al mismo tiempo en que incrementa la excrecion de
albumina, si esta condicion no se corresponde con atencion inmediata, la excrecion de
albumina tiende a incrementar hasta llegar a un estado de proteinuria, otra problematica
que deriva en la mayoria de los casos es el descenso en la TFG acompanado de un

incremento en la tensién arterial (Martinez-Castelao, 2014; Quesada et al., 2016).
La nefropatia es declarada por la presencia de proteinuria superior a los 300 mg/24 h.

Cuando el diagnéstico implica valores menores a los 300 mg/24 h (microalbuminuria) se

habla de dano renal precoz o nefropatia incipiente (Haneda et al., 2015).
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2.3 Aminopeptidasas como biomarcadores tempranos de daiio renal

Actualmente, el diagnéstico temprano de la ERC representa un problema clinico. Como
se ha descrito anteriormente, las metodologias tradicionales (creatinina, albuminuria,
sedimento urinario, etc.) proporcionan informacion de lesién renal tardia (Devarajan,
2007; Bonventre et al., 2010; Quesada et al., 2017), aunado a que estos marcadores
presentan poca sensibilidad y especificidad y no diferencian adecuadamente del lugar
en donde se ha generado la lesion renal (Vaida et al., 2008). Ademas, se ha reportado
que los niveles de creatinina plasmatica tienden a acumularse con el tiempo por lo que
los cambios en su concentracion son evidentes cuando los rifiones han perdido al menos

la mitad de su funcionalidad (Devarajan, 2007; Bonventre et al., 2010).

Alanil aminopeptidasa (AlaAp), es una exopeptidasa de 937 aminoacidos en la estructura
primaria que se encuentra en el borde en cepillo de las células tubulares renales, esta
enzima desempena funciones protagdnicas en diferentes procesos fisioldgicos dentro de
los que destaca el metabolismo de los péptidos involucrados en la analgesia, el control
de la presion arterial, motilidad y adhesion celular. Ademas, se ha reportado que una
elevada actividad de esta enzima esta implicada en la patogenia de enfermedades como

el cancer y el dafo a algunos 6rganos y sistemas (Pascual et al., 2015).

Glutamil aminopeptidasa (GluAp) es una ectoenzima homodimérica metalopeptidasa
unida a membrana dependiente de zinc de 170 kDa que hidroliza selectivamente
residuos de aminoacidos acidos desde el extremo amino de oligopéptidos. Se ha
reportado que esta enzima degrada a la angiotensina Il en angiotensina lll, y por lo tanto
ayuda a regular la presion arterial. GIuAp se expresa en tejidos periféricos como el

intestinal y las células del epitelio renal y el endotelio vascular (Lojda & Gossrau, 1980).

Alanil aminopetidasa (AlaAp) y glutamil aminopetidasa (GluAp) son enzimas presentes
en las células tubulares renales, donde ejercen una funcién aminopeptidasica en el
metabolismo de la angiotensina IlI, una hormona vasoactiva intrarrenal que funciona
como sustrato para la GluAp y que se incrementa en los trastornos renales, cuando se

genera un proceso de lesién a nivel renal, su contenido puede liberarse al ultrafiltrado, y
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hasta ahora, se ha proporcionado evidencia suficiente para sugerir que pueden funcionar
como biomarcadores para la deteccién temprana de dafio renal. La valoracién de la
actividad de las aminopeptidasas urinarias esta relacionada con la extension de la
disfuncion renal y se plantea su uso como biomarcadores que pongan de manifiesto el

lugar donde yace la lesidon (Quesada et al., 2012).
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2.4 Modelo animal de dafo renal provocado por la ingesta de fructosa
Diversas investigaciones a nivel mundial han proporcionado pruebas en donde se
demuestra que el sindrome metabdlico es un factor bien establecido para la progresiéon
de la diabetes, por ejemplo, estudios realizados en ratas Zucker obesas a las que se les
ha administrado una dieta rica en carbohidratos, a las cuales se les ha desarrollado
inicialmente un cuadro de sindrome metabdlico y posteriormente alteraciones
caracteristicas de la diabetes (Li et al., 2008; He et al., 2011; Montoro-Molina et al., 2018),
sin embargo, una de las repercusiones fisioldgicas y anatdmicas mas notorias de este

padecimiento son las lesiones renales (Kurella et al., 2005).

Es importante mencionar que una de las principales caracteristicas de la dieta occidental
es la ingesta excesiva de alimentos con alto contenido en hidratos de carbono, azucares
y grasas, y dentro de los azucares con mayor incidencia en su consumo yace la fructosa.
Aunado a esto, se ha planteado la hipétesis donde se sugiere que la fructosa es uno de
los principales factores que predisponen al desarrollo del sindrome metabdlico y como
consecuencia, el desarrollo de ERC (Elliot et al., 2002; Chen et al., 2004, Jacobson, 2004;
Jurguens et al., 2005; Nakagawa et al., 2005; Nakagawa et al., 2006). Ademas, esta
hipotesis se fundamenta en estudios realizados con animales a los que se les ha
administrado un alto contenido de fructosa en la dieta, dando como resultado la induccion
de dano renal (Khizner et al., 2002; Nakagawa et al., 2006). Ademas, las bebidas no
alcohdlicas ricas en azucar son de las principales fuentes de consumo de fructosa en el
humano (Gao et al., 2012; Liu et al., 2013; Wang et al., 2013), por lo tanto, basado en
esta inferencia y en estudios previamente reportados (Yang et al., 2014) se ha propuesto
la utilizacion de agua potable y fructosa al 10% como via de administracién para replicar
los efectos del sindrome metabdlico en el modelo animal empleado para este estudio
(Yang et al., 2014).
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2.5 La medicina tradicional

De acuerdo con la “Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se define a la medicina
tradicional como el conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basadas en teorias,
creencias y experiencias indigenas (de las diversas culturas), usadas para la prevencion,

diagndstico, mejora y/o tratamiento de enfermedades fisicas o mentales”.

La medicina tradicional, esta basada en el conocimiento botanico, se adapta a los con-
textos poblacionales, asi como al espacio y tiempo, ademas, los principales poseedores
de tales conocimientos son los pueblos originarios (Mejia et al., 2017), por lo que su
praxis no es novedad ya que el consumo de compuestos bioactivos con fines terapéuti-
cos se remota hasta hace 2 millones de afios en el continente africano (Chifa, 2010). A
nivel mundial, el empleo de las plantas tiene gran relevancia y es una prioridad para
instituciones como la Organizacion Mundial de la Salud, la Organizacién de las Naciones
Unidas y la Organizacion Internacional para la Propiedad Intelectual. En México, es re-
conocida por la Secretaria de Salud, el Instituto Mexicano para el Estudio de las Plantas
Medicinales y la Comision Nacional para el Uso y Conservacién de la Biodiversidad (Me-
jia etal., 2017).

Y hablando sobre el uso de la medicina tradicional en el pais, es practicada por 60 grupos
étnicos, los cuales, en conjunto utilizan un aproximado de 5,000 plantas (Juarez Rosete
et al., 2013) y en areas urbanas se recurre a ellas a través de la herbolaria (Torres et al.,
2005). Las plantas medicinales, en su gran mayoria crecen de forma silvestre, incluso,
algunas plantas de las cuales ya se han comprobado sus propiedades de manera cien-
tifica, se cultivan para su exportacion hacia Estados Unidos y Canada (Juarez Rosete et
al., 2013).

Sobre el mismo contexto, se ha observado una creciente ola de enfermedades, donde
las sociedades modernas estan buscando alternativas para lograr un bienestar fisico y
psicoldgico, una opcién es a través del uso racional y consciente de las plantas (Mejia et

al., 2017), incluso, existe una amplia aceptacién en las sociedades urbanas, debido a la
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motivacion de nuevas formas de cura, tratamientos o complementos que coadyuven con

la medicina aldpata (Porras & Alvarez, 2013).

Recientemente, la OMS declaré que aproximadamente el 80% de la poblacion a nivel
mundial ha recurrido o recurre de alguna manera a la medicina tradicional (Porras &
Alvarez, 2013). Estos datos sugieren un interés hacia la investigacién formal de los
metabolitos secundarios de las plantas, para verificar su seguridad y eficacia al momento
de ser administrados como adyuvantes para el tratamiento de alguna enfermedad
(Juarez Rosete et al., 2013).

2.5.1 El género Eryngium
Eryngium es uno de los géneros mas numerosos de las Apiaceae. Este grupo alberga
un aproximado de 250 especies y su distribucion geografica corresponde a las regiones

templadas y pastizales sobre el planeta (Garcia-Ruiz, 2013).

Eryngium pertenece a la subfamilia Saniculoideae Drude, de la familia Apiaceae Lindley.
Algunas caracteristicas definitorias son su naturaleza perenne, muchas de ellas son
glabras, erectas, y sus raices tienden a ser fuertes y fibrosas, de hojas simples, lobadas
0 espino dentadas con venacion variable. La disposicién de las flores suele estar a
manera de cabezuelas bracteadas, el caliz, en la mayoria de los casos estda mejor
desarrollado que la corola, los pétalos son de color blanco y en algunas variedades se
han reportado colores purpureos. Los frutos tienen morfologia ovoide y suelen estar

cubiertos con escamas o tubérculos (Mathias & Constance, 1941).

“Eryngium es facilmente distinguible de otros miembros de las Apiaceae por sus
inflorescencias capitadas y por tener una sola bractéola por flor”. Respecto al tamanio,
algunas especies son de unos pocos centimetros de largo mientras que otras pueden
llegar a medir hasta 3 metros de alto (Calvifio et al., 2008). En general, la polinizacién es
entomdfila. Se ha reportado que varias especies de Eryngium son comestibles o se

cultivan con fines ornamentales (Heywood et al., 1993), en otros casos se aprovechan
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las raices, hojas y flores con distintos fines medicinales (Mabberley, 1997; Ramirez-
Delgadillo et al., 2010).

2.5.2 Aplicaciones del género Eryngium

Varias especies del género Eryngium se han empleado en la medicina tradicional
mexicana, de acuerdo con datos proporcionados por la Biblioteca Digital de Medicina
Tradicional Mexicana de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), entre
los usos mas importantes destacan los remedios diuréticos, estimulantes del apetito,

antiinflamatorios y laxantes.

En estados como Michoacan, Puebla e Hidalgo se emplean para contrarrestar las
complicaciones causadas por infecciones estomacales, infecciones de las vias urinarias
y padecimientos renales. En algunas regiones del Estado de México se han empleado
como tratamiento contra la tos. En la mayoria de los casos se preparan infusiones y
decocciones con las flores, hojas y tallos, siendo la via de administraciéon oral, sin
embargo, se ha reportado que en dosis elevadas son altamente venenosas y pueden
provocar intoxicacion u otro tipo de complicaciones para la salud del individuo en cuestion
(UNAM, 2014).

Respecto a la validacion a través de procedimientos cientificos, Price, en el 2016 reportd
el efecto antiveneno de Eryngium yuccifolium contra mordeduras de serpiente
empleando el extracto acuoso de dicha planta. También se han descrito propiedades
antioxidantes (Darriet et al., 2014), antiinflamatorias (Lisciani et al., 1984),
antimicrobianas (Thiem et al., 2010) y antifungicas (Kholkhal et al., 2012) empleando las

partes aéreas y las raices de E. maritimum.

Noriega-Cisneros y colaboradores, en el 2012 reportaron el efecto hipolipemiante
empleando el extracto etandlico de E. carlinae en un modelo animal inducido por
streptozotocina. Pérez- Ramirez y colaboradores, en el 2016 reportaron que la misma
planta administrada en forma de decoccion reducia los niveles de estrés oxidativo, lipidos

renales y acido urico en plasma, ademas, se observé una disminucién en los niveles de

pag. 28



albumina en orina e incremento en el aclaramiento de creatinina. Finalmente el extracto
acuoso disminuyé los niveles de proteinas relacionadas con la glomeruloesclerosis y

fibrosis tubular en ratas obesas.

Otras investigaciones han puesto de manifiesto las propiedades antinociceptivas en
estudios con ratones a los cuales se les indujo edema mediante carragenano, las
propiedades antiinflamatorias se determinaron mediante la inhibicion de la hinchazén en
el oido del ratéon causado por la administracién de TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato). Ambos experimentos fueron evaluados mediante la administracion tépica y oral
de la decoccion de E. foetidium (Saenz et al., 1997). Sobre la misma linea de
investigacion, la administracion oral y topica de los extractos acuosos y etandlicos de
E. campeste, E. maritimum, E. creticumy E. kotschyi tuvieron efectos benéficos y se ha

planteado su uso como adyuvantes contra estos padecimientos.

A pesar de los trabajos reportados para confirmar o bien refutar las propiedades
terapéuticas de ciertas especies pertenecientes al género Eryngium, el abanico de
oportunidades es bastante extenso ya que la gran mayoria de estas plantas no se han
estudiado o su investigacién es limitada. Por esta razén es importante redoblar esfuerzos
para proponer nuevas alternativas que puedan ayudar a mejorar la calidad de vida de las

sociedades modernas.

2.5.3 Eryngium alternatum como alternativa en la enfermedad renal
Eryngium alternatum es una planta perenne, erecta, glabra, de tipo lefiosa, de tallo
solitario, su tamafio oscila entre 50 cm a 1.5 metros de alto y anchura aproximada de 2.5
cm, sus hojas son alargadas y puntiagudas con bordes espinosos, el apice es acuminado
y posee numerosas flores que crecen en los extremos de las ramas. Crece en zonas
boscosas y templadas, entre los 2400-3900 msnm, la floracion ocurre en los meses de
abril y mayo, y fructifica de julio a noviembre. En México, se conoce su distribucion en el
Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca y Puebla
(Garcia-Ruiz, 2013).
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Figura 1. Eryngium alternatum. Valderrabano Roldan
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2.6 Extractos vegetales

2.6.1 Métodos de extraccion empleados en plantas medicinales

Para la obtencién de una concentracion adecuada de los principios activos contenidos
en la planta y que su accién sea mas efectiva, es necesaria la aplicacion de procedimien-
tos fisicos o quimicos (Ringuelet & Viha, 2013). Para extraer los principios activos se
debe considerar la existencia de diferentes métodos, en la mayoria se requiere de un
liquido extractivo que dependera del procedimiento y de la naturaleza quimica del com-

puesto de interés (Carrién Jara & Garcia Gomez, 2010).

2.6.2 Tipos de extraccion

Los métodos de extraccion permiten obtener productos adecuados para su administra-
cion de forma oral o topica, todo dependera del lugar en donde se quiera que tenga efecto
activo el extracto (producto del método de extraccion). Las preparaciones pueden ser

decocciones, percolaciones, maceraciones, digestiones e infusiones (Sharapin, 2000).

Percolacién: El solvente debe atravesar la masa de la planta (pulverizada) en un solo
sentido. Para realizar este tipo de extraccion se requiere de un percolador, el cual con-
siste en un recipiente cénico con una abertura superior que permite el paso del liquido.
En la parte inferior, el percolador contiene un regulador (para lograr el paso de la solucion
de manera uniforme). Antes de realizar el colado, material vegetal se debe humedecer
en el percolador con una cantidad apropiada de solvente, y debera reposar por un tiempo
determinado. Pasado ese lapso, se debe permitir el paso del liquido en el percolador, se
abrira la salida inferior del instrumento hasta presentarse un goteo uniforme, para finali-
zar, se debera ejercer presion en la masa humeda (residual) para extraer la mayor can-

tidad de liquido que sea posible (Torres et al., 2005).

Maceracion: Consiste en el contacto prolongado de la planta con el solvente, constitu-
yendo una mezcla de apariencia homogénea. La mezcla de la planta y el solvente se
debe proteger de la luz, para evitar posibles reacciones y debe agitarse continuamente

(tres veces por dia, aproximadamente); el tiempo de maceracion puede ser muy variable,
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sin embargo, se recomienda un lapso de entre cuatro y diez dias (Carridon Jara & Garcia
Gomez, 2010).

Infusién: La planta se pone en contacto con un solvente hasta alcanzar la temperatura
de ebullicion del solvente, este proceso se mantiene durante cinco minutos y posterior-
mente se deja enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente, se prepara a una concen-
traciéon del 5% (Sharapin, 2000; Leonora, 2015).

Digestion: Es un proceso similar a la maceracion, la diferencia yace en que se realiza a
una temperatura que oscila entre los 50 y 60 °C. Al aumentar la temperatura se consigue
un mayor rendimiento de la extraccion, puesto que disminuye la viscosidad del solvente,
lo que hace que pueda ingresar mas rapidamente al interior de las células y asi extraer

los principios activos (Carrion Jara & Garcia Gomez, 2010; Leonora, 2015).

Decoccién: Consiste en llevar a la mezcla de la planta con el agua hasta la temperatura
de ebullicién del agua, manteniendo esta temperatura durante un periodo variable que

suele oscilar entre los 10 y 30 minutos (Sharapin, 2000).

A partir de estas sencillas preparaciones, se han desarrollado técnicas que han permitido
la materializacion de las sustancias activas en forma pura, para posteriormente elaborar
preparaciones mas sofisticadas en forma de medicamentos, unguentos, capsulas, jabo-

nes, etc (Carrion Jara & Garcia Gémez, 2010).

2.6.3 Principios activos

Los principios activos son aquellos componentes de las plantas medicinales que presen-
tan accion farmacolégica, cuya finalidad es generar un efecto (terapéutico) en el orga-
nismo. Los principios activos pueden ser de diferentes tipos, sin embargo, se pueden
clasificar en dos grandes grupos, los metabolitos primarios y los metabolitos secundarios
(Sharapin, 2000; Ringuelet & Vina. 2013).
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2.6.3.1 Metabolitos primarios y secundarios

Los metabolitos primarios son todos los compuestos esenciales para el funcionamiento
armonico de una planta, son los responsables de su estructura y de todas las reacciones
necesarias para mantener su estado éptimo, posibilitar su crecimiento, desarrollo y re-
produccion. Por otra parte, los metabolitos secundarios cumplen funciones que no resul-
tan vitales para la planta, y representan, en ocasiones, compuestos de desecho del me-
tabolismo primario. No estan directamente involucrados con el crecimiento y desarrollo y
tampoco participan en procesos tales como la obtencion de energia. Muchos son apro-
vechados por la planta para interactuar con el medio ambiente, ya sea para atraer insec-
tos u otros polinizadores, repeler depredadores y seres patégenos, ademas, pueden im-
pedir la competencia con otras especies y adaptarse a condiciones adversas presentes
en el suelo, clima, etc., en pocas palabras, cumplen con funciones de indole ecolégica
(Ringuelet & Vifia, 2013).

Desde la perspectiva farmacolégica, los metabolitos secundarios son los responsables
de la actividad terapéutica de las especies vegetales (Carrién Jara & Garcia Gomez,
2010). Los compuestos mas importantes de los metabolitos primarios y secundarios se

ilustran en la tabla 4.

Compuestos procedentes | Compuestos procedentes del
del metabolismo primario metabolismo secundario
Glucidos Isopreniodes: terpenos, saponinas,
Lipidos y grasas cardiotonicos, aceites esenciales
Aminoécidos y proteinas Derivados fendlicos: fenoles simples,
Acidos nucleicos acidos fendlicos, taninos, cumarinas,
Compuestos nitrogenados lignanos, quinonas, flavonoides,
(enzimas, glucidos antocianinas
cianogeénicos) Alcaloides

Tabla 4. Resumen de los principales metabolitos primarios y secundarios sintetizados por una planta.
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2.6.3.2 Metabolitos secundarios

Gran diversidad de metabolitos secundarios ha sido y son utilizados por el hombre para
aplicarlos en la industria farmacéutica, son comunmente llamados “productos naturales”
o “productos vegetales” y representan moléculas de variadas estructuras, diferentes
propiedades de solubilidad y distintos origenes biosintéticos. Por ello, el término
“productos naturales se refiere generalmente a los metabolitos secundarios, con real o
potencial utilidad para el hombre y para la adaptacion de la planta al medio ambiente”
(Ringuelet & Vifia, 2013).

Las rutas metabdlicas basicas de sintesis de los metabolitos primarios son el precursor
in vivo de todos los metabolitos secundarios y daran lugar a una cantidad diversa de
compuestos, algunos de estos son los responsables de los olores caracteristicos de la
planta, colores, caracteristicas organolépticas culinarias, y para nuestro caso, de las ca-

racteristicas medicinales o venenosas (Carrién Jara & Garcia Gomez, 2010).

Los metabolitos secundarios se acumulan en las células de la planta, o bien, pueden ser

expulsados de ella, los mas importantes son:

Isoprenoides: “Se constituyen a través de la ruta del acido mevaldnico a partir del acetil
coenzima A (AcetilCoA), donde se incorporan unidades de C5, presentan estructuras
diversas y pueden encontrarse como tal o formando parte de compuestos mas comple-

jos”. A los isoprenoides se los puede clasificar de la siguiente manera:

Terpenos: Los elementos estructurales basicos de los terpenos se conocen como unida-
des de isopreno, debido a que los terpenos pueden descomponerse a altas temperaturas

dando como resultado su unidad estructural (isopreno), (Kuklinski, 2000).
Aceites esenciales: “Son sustancias volatiles de naturaleza compleja, se asocian a resi-

nas y productos cosméticos. Los aceites esenciales se encuentran exclusivamente en

vegetales superiores” (Kuklinski, 2000).
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Saponinas: Son estructuras formadas por una parte glucosidica y un aglicén (no gluco-
sidica), su nombre se debe a sus propiedades jabonosas (Carrién Jara & Garcia Gomez,
2010).

Cardiotonicos: “Estan formados por una parte glucosidica (constituida por una o varias

unidades de azucar) y un aglicén unido a un anillo lacténico insaturado” (Kuklinski, 2000).

Alcaloides: Los alcaloides tradicionales son de origen vegetal, contienen uno o mas

atomos de nitrégeno (generalmente en anillo heterociclico).

Derivados fendlicos: Consisten en un “grupo hidroxilo en un anillo aromatico, que les
confiere una estructura fendlica. Existen dos rutas basicas implicadas en su biosintesis,
la primera corresponde con la ruta del acetato que conduce a la formaciéon de cadenas
policiclicas que mediante ciclacion dan lugar a compuestos policiclicos aromaticos y la
ruta del acido shikimico que es precursor de una serie de acidos benzoicos hidroxilados
y aminados”. En la mayoria de los casos los compuestos aromaticos provienen de la
misma ruta y suelen formarse por desaminacion de aminoacidos aromaticos (Castillo
Garcia, 2007).

Los compuestos fendlicos mas importantes son los siguientes (Garcia Bacallao et al.,
2002; Marquez Hernandez et al., 2017):

Fenoles simples: Son poco frecuentes, “en las plantas se encuentran en forma de hete-
résidos, son sustancias no reductoras que por hidrdlisis acida o enzimatica dan uno o

mas azucares y un componente no azucarado llamado aglicona”.

Acidos fendlicos: “Se pueden encontrar libres o unidos a azucares (heterésidos), pueden

formar ésteres al unirse tanto con el acido quinico como con otro acido fendlico".

Lignanos: Son compuestos que poseen una estructura constituida por dos unidades de

fenilpropano.
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Cumarinas: “Son derivados de la benzo-a-pirona, muchas de ellas son fendlicas, por lo

que se incluyen dentro de los derivados fendlicos”.

Taninos: Poseen un amplio grupo de compuestos hidrosolubles con estructura poli-

fendlica.

Quinonas: Son compuestos que pueden estar fusionados con anillos aromaticos y gru-

pos cetona.

Flavonoides: Los flavonoides constituyen un grupo amplio de fenoles, “se encuentran
tanto como agliconas libres o en forma de heterdsidos. En la actualidad se conocen mas
de 2000 de estos compuestos. Los flavonoides proceden del metabolismo secundario de
los vegetales a través de la ruta del acido shikimico y policétidos”. Estan ampliamente
distribuidos en las plantas superiores, sobre todo en las partes aéreas: hojas, flores, fru-

tos.
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2.7 Modelos In vivo

2.7.1 Modelo de Artemia spp.

Uno de los modelos in vivo con mayor demanda en las primeras etapas de la
investigacidon en ciencias biolégicas es el ensayo de letalidad con el modelo de
Artemia spp. (Meyer, 1982; Sanchez & Neira, 2005; Fernandez et al., 2009; Arcanjo,
2012).

Las artemias son pequefos crustaceos cuya edad en la Tierra data desde hace 100
millones de anos. Desde finales de la década de los sesenta y hasta nuestros dias, los
quistes de Artemia spp., han permitido el desarrollo de variadas lineas de investigacion
incluyendo las pruebas de toxicidad para la validacion de la letalidad de diversos

compuestos (Neli, 2015).

Respecto a su distribucion, es muy amplia, y se puede encontrar en todos los continentes
(a excepcion de la Antartida), las diversas especies de artemia se pueden encontrar en
aproximadamente 300 lagos salinos (naturales y artificiales) sobre el planeta, por lo tanto,
suelen encontrarse en zonas acuaticas con alta salinidad, llegando a sobrevivir en aguas
con concentraciones iguales o mayores a los 300 g de sal/l de agua. Sin embargo, su
rapida adaptacion les ha permitido reproducirse y desarrollarse en aguas dulces e incluso
en zonas con bajas concentraciones de oxigeno (0.5 mg de oxigeno por litro de agua),
(Neli, 2015).

2.7.1.1 Morfologia

Las artemias adultas pueden alcanzar un tamafio de hasta 10 mm en poblaciones bisexuales.
En su cuerpo, se distinguen tres partes: cabeza, térax y abdomen (Figura 2). La cabeza cuenta
con un par de antenas que le proporcionan sensibilidad a la especie en cuestién, ademas, dos
ojos pedunculados y un ojo simple (también llamado ojo nauplio) que se desarrolla en su primera
etapa de vida y a medida que continda su desarrollo también se van formado el par de ojos
pedunculados mas complejos. El térax cuenta con once segmentos con apéndices toracicos
(toracépodos) proporcionandole a la artemia una apariencia mas grande, ademas, la dota de la

capacidad de respiracion, alimentacion y natacion. Finalmente, el abdomen, compuesto por los
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segmentos genitales (ovisaco en el caso de la hembra y los penes pareados en el caso del ma-

cho), los segmentos abdominales, telson y la furca caudal (Neli, 2015; Yockteng, 2017).
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Figura 2. Anatomia de un ejemplar de Artemia spp. Tomada de Neli, 2015.

2.7.1.2 Ciclo de vida

Se distinguen cuatro estados morfoldgicos: nauplios, metanauplios, jévenes y adultos

(Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida de Artemia spp. Tomada de Neli, 2015.
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Nauplio: “La larva recién nacida se caracteriza por la ausencia de segmentos en el
cuerpo, ademas, presenta una cantidad generosa de vitelo, su sistema digestivo aun no
se ha completado, por lo que no habra adquirido la capacidad de alimentarse del exterior.
Su color caracteristico es rojizo o anaranjado, se observa la presencia del ojo central (ojo
nauplio) y puede tener una longitud aproximada de 250 micras, los nauplios,
permaneceran en la etapa conocida como nauplio 1 aproximadamente 10 horas,
mientras se encuentren a una temperatura aproximada de 25 °C”. Posteriormente,
pasaran a la sub-etapa conocida como nauplio 2, la cual tiene una duracién aproximada
de 15-20 horas y es aqui donde se llevara a cabo la formacion del sistema digestivo
(Yockteng, 2017).

Metanauplio: Es el periodo largo de la fase larval, se desarrollan los teracépodos y se

da un incremento en su tamano (250-400 micras), (Yockteng, 2017).

Joven: En esta etapa se manifiesta el dimorfismo sexual (especialmente por la forma
gue adoptan las antenas). En el caso de los machos, la morfologia caracteristica de las
antenas es de tenazas y en el caso de la hembra, las antenas tendran una forma de hoja
(Yockteng, 2017).

Adulto: “Se diferenciaran claramente la cabeza, térax y abdomen. El dimorfismo sexual
sera evidente, ademas se observara el comportamiento copulativo resultado de su
madurez sexual. La hembra presentara en la regién abdominal el saco ovigero donde

desarrollara los huevos” (Yockteng, 2017).

2.7.1.3 Ensayo de letalidad

El ensayo de letalidad de Artemia spp., se basa en la posibilidad de causar la muerte de
este crustaceo cultivado bajo condiciones de laboratorio. Este método, inicialmente fue
propuesto en 1956 por Michael y colaboradores, y posteriormente desarrollado por
Vanhaecke en 1981 con el propésito de contar con una herramienta confiable y sencilla
para la determinacion de la toxicidad de diversos compuestos como metales pesados,

toxinas de hongos y extractos de plantas. Por esta razén, resulta de gran utilidad la
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determinacién del valor de la concentracion letal media (CLso) de los compuestos en
estudio cuando se combinan con el medio salino en donde estan inmersas las artemias
(Parra et al., 2001; Arcanjo, 2012).

Para el ensayo se utilizaran nauplios de 24 h de nacidos. Posteriormente, se colocan 10
nauplios en un tubo de ensayo e inmediatamente se adiciona el extracto de la planta que
se desea analizar en sus diversas concentraciones (previamente mencionadas), (Meyer,
1982; Arcanjo, 2012; Sangian et al., 2013).

Los nauplios con las concentraciones del extracto se incuban por un periodo adicional
de 24 h. Transcurrido este lapso, se analiza cada tubo, y se procede al conteo de
artemias vivas y muertas, las larvas se consideran muertas si no exhiben movimientos
durante varios segundos de observacion. Para considerar la validez del ensayo, el
porcentaje de artemias muertas en los grupos control no debe exceder del 10% (tubos
de ensayo con las artemias incubadas bajo las mismas condiciones, pero sin el extracto).
Para que los resultados sean estadisticamente significativos, cada concentracién se
debe evaluar por triplicado y se emplearan para el analisis estadistico y calculo de la
concentracion letal media (Arcanjo, 2012; Sangian et al., 2013). Para determinar el grado
de toxicidad, los datos se podran comparar con los rangos de toxicidad recomendados
por el Programa |Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED),
(Pinzén & Sanchez, 1995).
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2.7.2 Modelo de dafo renal en ratas con sindrome metabdlico

Actualmente, la ERC se ha convertido en un problema de salud publica. Dentro de las
causas mas frecuentes de su desarrollo se encuentran el sindrome metabdlico. Algunos
de los factores primarios que potencian el progreso de estas enfermedades yacen el
sobrepeso y la obesidad (del Olmo, 2016; Mariscal-Ramirez et al., 2019) y son
desarrollados por la inactividad fisica en conjunto con la dieta occidental que es rica en

alimentos con alto contenido calérico y graso (Nakayama et al., 2010; Oudot et al., 2013).

Dentro de los alimentos con alto contenido calérico destacan las bebidas carbonatadas
como los refrescos y los postres, dentro de los alimentos con elevado contenido graso
podemos citar a las carnes rojas y derivados lacteos (Yang et al., 2014). Es importante
resaltar que los azucares, y especialmente la fructuosa, son uno de los productos que
mas ha incrementado en cuanto a su uso global se refiere (Yang et al., 2014; Mariscal-
Ramirez et al., 2019). Por esta razon, se ha sugerido que el consumo de esta pueda
estar relacionada con el desarrollo de obesidad y sindrome metabdlico. Diversos
estudios respaldan la hipétesis que sugiere que un alto contenido de fructosa en la dieta
es capaz de inducir ERC (Nakayama et al., 2010; Oudot et al., 2013; Yang et al., 2014;

Mariscal-Ramirez et al., 2019).

Como en todas las investigaciones de nivel basico dentro del ramo de las Ciencias
Naturales, los estudios en modelos animales han consolidado una herramienta
invaluable para la comprension de los procesos de salud y enfermedad de diversas
enfermedades dentro de las que se encuentran las nefropatias (Aleixandre, 2008). Gran
parte de trabajos se han desarrollado en roedores debido a que presentan una alta
homologia con el ser humano sin mencionar su rapido crecimiento, adaptabilidad y coste.
Por esta razén, se optd por la realizacién de ensayos in vivo que puedan simular las
complicaciones que el sindrome metabdlico genera en los seres humanos. Uno de los
modelos mejor aceptados deriva de las ratas Wistar (macho) adultas a las que se les ha
administrado una concentracion elevada de fructosa en el agua de bebida durante al

menos 4 semanas (Kok et al., 1996; Ayala et al., 2008; Nakayama et al., 2010; Oudot et
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al., 2013; Yang et al., 2014). Por esta razon se considerd este modelo durante un periodo

de 6 semanas.

2.8 Evaluacion de la actividad antioxidante del extracto

“Los radicales libres son moléculas que se caracterizan por tener uno o mas electrones
desapareados en su orbital externo, por esta condicion, se tornan altamente reactivos
(Gonzélez & Saavedra, 2019)". En el ser humano, los radicales libres se generan por
procesos cotidianos, uno de los ejemplos representativos es la respiracion celular efec-
tuada en las mitocondrias. Para el caso de los seres vivos, existen mecanismos de de-
fensa antioxidantes, cuya propiedad es la de impedir la toxicidad efectuada por los radi-
cales libres, algunos de estos compuestos son de naturaleza enzimatica como la cata-
lasa, glutatién peroxidasa, superdxido dismutasa, etc., ademas, se han identificado otras
sustancias no enzimaticas como el acido ascérbico, ferritina, polifenoles y antocianinas
cuyo objetivo en los sistemas vivos también es el neutralizar a los radicales libres (Pan-
dey et al., 2005; Hara et al., 2018).

Sin embargo, cuando el repertorio de mecanismos antioxidantes es insuficiente para ha-
cer frente a los radicales libres, se puede presentar el fendbmeno del estrés oxidativo,
condicion que esta relacionada con patologias como el cancer, diabetes, aterosclerosis,

hipertension arterial, entre muchas otras (Babbar, Oberoi & Sandhu, 2015).

Diversos estudios al rededor del planeta han evidenciado el efecto benéfico que tienen
las frutas, verduras y plantas, con una disminucién en el riesgo de padecer las enferme-
dades previamente mencionadas, todo esto por accion de su elevado contenido de poli-
fenoles, flavonoides, antocianinas, vitamina C y carotenos, por mencionar algunas (Ba-
bbar, Oberoi & Sandhu, 2015).

Para dar validez de las propiedades antioxidantes de las plantas o derivados, se han

desarrollado diversas técnicas cuyo objetivo esta centrado en la evaluacién de su capa-
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cidad antioxidante (Dar et al., 2017), una de las técnicas mas empleadas por su eficien-
cia, economia y veracidad de resultados es la técnica que utiliza el radical libre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH), (Abramovi¢ et al., 2017).

“El DPPH, tiene la propiedad de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de la
cesidén de un atomo de hidrégeno proporcionado por el agente antioxidante”. Estudios
cinéticos han puesto de manifiesto que este proceso ocurre a través de una reaccion de
pseudo primer orden que puede estudiarse midiendo la disminucién de la absorbancia
con respecto al tiempo. Esta medicion permite observar una primera fase muy rapida,
seguida ulteriormente por una reaccién lenta, lo que podria ocurrir debido a un proceso
de dimerizacion de los productos de la reaccion o a reacciones de los productos (Mishra
etal., 2012).

La reaccion entre el DPPH vs un antioxidante se puede representar de la siguiente

manera:

[DPPH*] + [AOH] — [DPPH-H] + [AO*]

Por lo tanto, “la molécula de DPPH, al ser un radical libre y estable, que en disolucion
metandlica presenta un color violeta intenso y con una fuerte absorcion a 515 nm, al ser
mezclada con una sustancia antioxidante podra donar un atomo de hidrégeno reduciendo
al radical DPPH y como consecuencia de esta reaccion se observara una pérdida del
color violeta, la cual es estequiométrica con respecto al niumero de electrones que
capture, tornandose de violeta a un amarillo palido (Molyneux, 2004”). Los resultados
obtenidos en el proceso experimental se reportaran como porcentaje (%) de inhibicién
(Sharma & Bhat, 2009; Mishra et al., 2012).
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3. Justificacion

México ocupa los primeros lugares a nivel mundial respecto a la incidencia de sindrome
metabdlico (Soto-Estrada et al., 2016). Estudios previos realizados por la Encuesta
Nacional de Salud (ENSANUT) han reportado que es una de las principales causas de
ERC, mientras que la esta ultima es una de las 10 causas mas frecuentes de
hospitalizacion en adultos (Romero-Martinez et al., 2017). A nivel global, se ha reportado
que la ERC representa un problema latente de salud publica que incrementa afio con
afno y agrava aproximadamente al 10% de la poblacién adulta (Cortés-Sanabria et al.,
2017). Aunado a esto, la ERC posee un periodo de latencia extenso con una fase
preclinica que en la mayoria de casos pasa desapercibida, por lo que, la probabilidad de
que los pacientes sean tratados de forma eficiente es baja (Carracedo & Mufiana, 2012;
Bullon et al., 2018). Por estas razones ha surgido la preocupaciéon por desarrollar un
tratamiento a base de extractos naturales que en conjunto con la medicina alépata

ayuden a mejorar la calidad de vida de las personas que cursan por un cuadro de ERC.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar la actividad nefroprotectora del extracto acuoso de Eryngium alternatum in
vivo para valorar su utilidad como adyuvante en el tratamiento de la enfermedad renal
crénica utilizando un modelo experimental consistente en ratas tratadas con fructosa al

10% durante 6 semanas.

4.2 Objetivos especificos

I. Seleccionar, recolectar e identificar la planta objeto de estudio mediante una busqueda
bibliografica.

[I. Obtencidn del extracto acuoso de Eryngium alternatum a través de un rotavapor para
las pruebas subsecuentes.

lll. Determinar la CLso del extracto en el modelo de Artemia spp., para identificar su
toxicidad.

IV. Evaluar la actividad antioxidante del extracto acuoso mediante el método de captura
de radicales libres utilizando el reactivo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

V. Evaluar de la actividad nefroprotectora del extracto acuoso de Eryngium alternatum
en ratas tratadas con fructosa al 10 % durante 6 semanas.

VI. Evaluar la utilidad de las enzimas glutamil aminopetidasa (GluAp) y alanil
aminopeptidasa (AlaAp) como marcadores tempranos de lesién renal presentes en el

modelo de rata.
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5. Materiales y métodos

5.1 Recoleccién del material vegetal

Se recolect6 el material vegetal en una sola exhibicion de la reserva natural “Cerro de
las Navajas” en el Estado de Hidalgo, posterior a la recoleccion de la planta, uno de los
ejemplares se herborizd para ser identificado por el Jardin Botanico de la Benemérita
Universidad Autonoma del Estado de Puebla. Ademas, el material vegetal se secé a la
sombra y con ventilacion constante para evitar el crecimiento de hongos y la

descomposicion de los ejemplares.

5.2 Obtencion del extracto acuoso

Se realiz6 un extracto acuoso replicando el uso tradicional. Los tallos y hojas de la planta
se hirvieron durante 10 minutos en agua destilada, una vez frio, se realiz6 una destilaciéon
al vacio a través de un rotavapor Buchi r-300 (a 40 °C) con la finalidad de extraer el
solvente (agua) para asi obtener el extracto de interés. Las muestras obtenidas se
mantuvieron en refrigeracion constante y se almacenaron en frascos color ambar,

adicionalmente se cubrieron con papel aluminio para protegerlos de la luz.

5.3 Ensayo de letalidad del extracto acuoso en el modelo de Artemia spp.

Para realizar las pruebas se remojaron e incubaron 0.2 g/L de quistes de Artemia spp.
en agua marina artificial con una concentracion de cloruro de sodio (NaCl) de 30g/L de
agua destilada (sal de mar RBM al 30%), a una temperatura de 25 + 1°C y con aireacién
continua. Para el ensayo se utilizaron nauplios de 24 horas de nacidos, la prueba se

realizd por triplicado (Meyer, 1982; Arcanjo, 2012; Sangian et al., 2013).

Se colocaron 10 nauplios por tubo de ensayo (5 ml de capacidad), el extracto se disolvié
en la solucién salina y se evalu6 a diferentes concentraciones (10, 30, 50, 100, 250, 500
y 1000 pg/ml). Como control negativo se colocaron los nauplios en solucion salina hasta

llegar al volumen de 5 ml (Arcanjo, 2012).
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Los nauplios con las concentraciones del extracto se incubaron bajo las condiciones
previamente establecidas por un periodo de 24 h. Pasado el tiempo se estudioé cada tubo,
contabilizando el numero de artemias vivas, los resultados obtenidos se emplearon para
la estadistica y calculo de la concentracion letal media (CLso) empleando el software
“Statgraphics” mediante el analisis probit con un intervalo de confianza del 95% (Finney,
1971). Los resultados obtenidos se compararon con los rangos de toxicidad
recomendados por el Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el
Desarrollo (CYTED), (Pinzén & Sanchez, 1995).

5.4 Evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalué mediante la actividad de captaciéon de radicales libres
del extracto a través del ensayo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), (Pandey et al., 2005;
Hara et al., 2018).

Para realizar la prueba se preparé un stock de soluciones madre las cuales cuales
contenian lo siguiente:

-3 mg del reactivo DPPH/ 25 ml etanol (97%).

-1 mg de acido ascoérbico/ 25 ml de etanol (control positivo).

-100mg de extracto/ 1 ml de etanol.

Se realizaron pruebas con diferentes volumenes de extracto con el objetivo de determinar
la ICs0 (concentracidn a la cual la mitad de los radicales libres son eliminados). Para
poder comparar los resultados obtenidos se realizé el mismo ensayo con un antioxidante
conocido (acido ascorbico) y bajo las mismas condiciones (cada experimento se llevo a

cabo por triplicado), (Reynoso, 2013).

Una vez adicionada la solucion con DPPH a cada tubo de ensayo (tanto del extracto
como del control positivo), se procedié a leer la absorbancia de cada muestra en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 515 nm. La degradacion del DPPH se
evaluo frente a un control negativo que se preparé al momento (1000 ul de etanol (97%)
y 500 ul de la solucion con DPPH). La actividad antioxidante se expresé como la
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inhibicion (AA%) del radical DPPH y se determiné mediante la ecuacion (Turkmen et al.,
2006; Reynoso, 2013):

Abs control negativo - Abs muestra
AA% = X 100
Abs control negativo

5.5 Evaluacion de la actividad nefroprotectora del extracto acuoso de

Eryngium alternatum en ratas tratadas con fructosa

Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las Directrices
de la Unién Europea para el cuidado y uso de animales de laboratorio y fueron aprobados
por el Comité de Etica de la Universidad de Jaén y autorizados por la Junta de Andalucia
con ID de aprobaciéon 25/06/2018/101.

Veinticuatro ratas Wistar (Rattus norvegicus) macho con un peso de 2015.5 + 2.73 g se
compraron en laboratorios Janvier (Laval, Francia) y se distribuyeron en tres grupos:
“Control”, “Fructosa” y “Fructosa+Extracto” (n = 8 cada grupo). Las ratas del grupo
Control fueron alimentadas con una dieta estandar y agua ad libitum, las ratas
pertenecientes al grupo Fructosa fueron alimentadas con una dieta estandar y se les
adiciond en el agua de bebida fructosa al 10% (Yang et al., 2014). Por ultimo, las ratas
pertenecientes al grupo Fructosa+Extracto se les administré una dieta estandar y se
adiciond en el agua de bebida fructosa al 10% y el extracto acuoso de E. alternatum al
0.05% (500 mg/L). Esta dosis de extracto es equivalente a la que se administra en
humanos mediante decoccion o infusion (Pérez-Ramirez et al., 2016). Los pesos de los
animales se determinaron una vez a la semana durante el tiempo que durd el

experimento (6 semanas), (Nakayama et al., 2010; Yang et al., 2014).

Una vez transcurrido el periodo experimental, las ratas se colocaron en una jaula
metabdlica para la obtencion de muestras de orina por un periodo de 24 h. Dichas
muestras se centrifugaron por 15 minutos a 1000 g, el sobrenadante se divididé en
alicuotas y se congel6 a -80 °C hasta la realizacion de las pruebas bioquimicas (Yang et
al., 2014; Quesada, 2017).
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Finalmente, tras un periodo de ayuno de 12 h, se obtuvieron muestras de sangre del
ventriculo izquierdo bajo anestesia con Ketamina (80mg/kg)/ Xilazina (15 mg/kg), que se
recogieron en tubos heparinizados y se centrifugaron a 1500 g durante 15 minutos
(Quesada et al., 2017; Montoro-Molina et al., 2018). El plasma se dividié en alicuotas y
se almacend a -80 °C hasta la realizacion de las pruebas bioquimicas. Posteriormente,
las ratas se sacrificaron con sobredosis de anestésico para la extraccion de muestras de
higado, pancreas, bazo y rifiones. Se pesé el rindn y el corazoén, y uno de los rifiones asi
como el resto de los 6rganos se fijaron en una solucion de formalina tamponada al 10%
durante 72 h y posteriormente se almacenaron en etanol al 70% para los posteriores
analisis histopatologicos (Yang et al., 2014; Quesada et al., 2017; Montoro-Molina et al.,
2018).

5.5.1 Evolucién de peso

Una vez que llegaron los animales de los laboratorios Janvier (Laval, Francia), pasaron
por una semana de aclimatamiento en las instalaciones del bioterio, una vez transcurrido
el periodo de tiempo, los animales se pesaron; obteniendo un promedio (por animal) de
2015.5 £ 2.73 g. Posteriormente, se inicio con el periodo experimental durante 6 semanas
mas. Para registrar la evolucion de peso de los tres grupos experimentales (Control,
Fructosa y Fructosa+Extracto), todas las ratas se pesaron cada semana hasta finalizar

con el periodo de prueba.

5.5.2 Ingesta de bebida y fructosa

En la semana 5 del experimento, se registro la cantidad de bebida y fructosa que ingerian
las ratas de los 3 grupos experimentales para corroborar que la diferencia de peso estaba
determinada por la ingesta del extracto y no por variaciones respecto a la cantidad de

fructosa o liquido que ingerian las ratas.

5.5.3 Variables morfolégicas
Una vez finalizado el periodo experimental, se procedio con la diseccidon de los animales,
durante este proceso, se pesaron el riidn y el corazén de todas las ratas que
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conformaban a los 3 grupos experimentales. Una vez obtenidos los promedios se realizé
una comparativa entre el peso absoluto (PC = Peso del Corazén o PR = Peso del Rifidn)
y también con el peso relativo (PC/Peso = Peso del corazén/Peso corporal y PR/Peso =
Peso del rindn/Peso corporal para la obtencion de diferencias estadisticamente

significativas.

5.5.4 Analisis de parametros bioquimicos

5.5.4.1 Urea, creatinina y glucosa plasmaticas
La evaluacién de la urea se determind mediante un autoanalizador Spin120 basada en
la técnica enzimatico-colorimétrica de Berthelot que consiste en la reaccidon de la urea

con ureasa Y nitroprusiato sodico (Tabbaco et al., 1960).

La evaluacion de la concentracion de creatinina se determind mediante un
autoanalizador Spin120, el cual emplea la técnica colorimétrica basada en la reaccion de
Jaffé (Heinegard & Tiderstrom, 1973), para llevar a cabo la reaccion se emplearon

reactivos comprados en Spinreact (Barcelona, Espafia).

La evaluacién de la glucosa se determiné mediante un autoanalizador Spin120 basada
en la técnica enzimatico-colorimétrica de la glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD-PQOD)
(Trinder, 1969).

5.5.4.2 Activadad aminopeptidasica (GluAp y AlaAp) en plasma
La actividad plasmatica de las aminopeptidasas (GluAp y AlaAp ) se realizé por duplicado
y se determiné a través de un ensayo de fluorimetria cinética utilizando como sustrato

glutamil-B-naftilamida y alanil- B-naftilamida respectivamente.

Antes de iniciar el ensayo fluorimétrico, se preparé una disolucion del sustrato, se
pesaron 27.23 mg de glutamil-B-naftilamida y 21.43 mg de alanil- B-naftilamida y se
disolvieron en 1 ml de dimetilsulféxido (DMSO), originando una soluciéon 100 mM, la cual

se almacend en alicuotas de 100 ul y se congel6 a -20 °C hasta su utilizacion.
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Posteriormente, se prepard una solucion de incubacién que consistia en 9.9 ml de
tampdn Tris 20 mM, pH=8.7 y 100 ul de la disolucion del sustrato (una alicuota), por lo
que al término de este proceso se obtuvo una solucidon de incubacion con una

concentracion de sustrato 1 mM.

Para la realizacién del ensayo de fluorimetria cinética se emplearon microplacas de 96
pocillos a las cuales se les inocularon 20 ul de la muestra y 80 ul de solucién de

incubacion, el proceso se realizé durante un periodo de 30 minutos a 37 °C.

La cantidad de [-naftilamina liberada como resultado de la actividad de las
aminopeptidasas se midio fluorimétricamente a una longitud de onda de emision de 412
nm, con una longitud de onda de excitacion de 345 nm, y se cuantificé utilizando una
curva estandar de B-naftiiamina a una concentracion de 0-200 nmol/ml. Los datos
fluorimétricos de las muestras y la curva estandar se tomaron cada minuto durante 30
minutos. Las actividades especificas de las aminopeptidasas se calcularon a partir de la
pendiente de la porcidon lineal del ensayo enzimatico y se expresaron como nmol de

sustrato hidrolizado por mililitro/minuto (nmol/ml/min o mU/min).

5.5.4.3 Parametros urinarios
La evaluacién de la actividad urinaria de las aminopeptidasas (GluAp y AlaAP) se realizd
bajo el mismo procedimiento descrito en al apartado 5.5.4.2 (Actividad aminopeptidasica

de GluAp y AlaAp en plasma).
La evaluacion de la proteinuria se determiné mediante un autoanalizador Spin120, el cual
emplea la técnica enzimatico-colorimétrica basada en la reaccién del rojo de pirogalol

(Fujita et al., 1983).

Para el caso de la glucosuria, se evalu6 por el mismo método por el cual se acoté la

glucosa en plasma.
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5.5.4.4 Aclaramiento de creatinina

El aclaramiento de creatinina se calculd con base en la siguiente formula:

UCr (mg/dl) x Diuresis (ml/g rifién/dia)

CICr (ml/min/g rifion) =
SCr (mg/dl) x 1,440 min/dia x 2

Donde: UCr: Concentraciéon de creatinina en orina
Diuresis: Volumen de orina
SCr: Concentracion de creatinina en suero
1440: minutos/dia

2: Numero de rifiones por sujeto

5.5.4.5 Correlacidén entre marcadores urinarios y creatinina

La relacién entre los marcadores urinarios y la creatinina se llevé a cabo mediante una

correlacion lineal.

5.5.4.6 Correlacién entre marcadores urinarios y aclaramiento de

creatinina
La relacién entre los marcadores urinarios y el aclaramiento de creatinina se llevé a cabo

mediante una correlacion lineal.
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5.6 Histopatologia

El analisis histopatoldgico se realizé en el Departamento de Anatomia Patolégica de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Granada. Se analizaron las muestras de rifidén
de los tres grupos experimentales. Brevemente, distintas secciones del tejido renal se
desparafinaron en xylol y se rehidrataron en soluciones de etanol decrecientes. A
continuacion, se realizé la tincion de hematoxilina-eosina (HE). Se determind la presencia
de lesiones glomerulares y tubulointersticiales en cada una de las muestras analizadas.
El estudio morfolégico se realizé mediante doble ciego, utilizando secciones del tejido de
4 uym (Quesada et al., 2012; Montoro-Molina et al., 2018).
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6. Resultados y discusion

6.1 Colecta del material vegetal

El material vegetal se colecté el 25 de noviembre del 2017 en la reserva natural del “Cerro
de las Navajas”, ubicada en el estado de Hidalgo. Uno de los ejemplares se arborizé y
se identific6 por el Botanico Allen Coombes como Eryngium alternatum
(No.ld HUAP0075065) de acuerdo con la clasificacion taxonémica llevada a cabo por el

Jardin Botanico de la Benemérita Universidad Autonoma del Estado de Puebla (BUAP).

6.2 Obtencion del extracto acuoso

Inicialmente se recolectaron 4,750 g de la planta en estado fresco, al secar las partes
aéreas de las mismas se obtuvo un peso total de 1,200 gramos, posteriormente, las
plantas se sometieron al proceso de decoccion y se procedié con el filtrado y evaporacion
del solvente, finalmente, se obtuvo un extracto acuoso cuyo peso total fue de 27.08 g,
que de acuerdo con los calculos de rendimiento de la planta es equivalente al 2.26%.
Con respecto al rendimiento total obtenido para otras especies, Noriega-Cisneros en el
2012 y Castro-Torres en el 2017 reportaron un rendimiento del 1.27% y 1.1% respecti-
vamente en la obtencidén de un extracto etandlico de E. carlinae, un ejemplar que perte-
nece al mismo género que nuestra planta de estudio. Sin embargo, como se puede cons-
tatar, yace una ligera variacion, esto se debe, en parte, a que nuestro extracto contiene
una mayor concentracion de compuestos polares que se pueden extraer utilizando un
solvente como el agua; en comparacion con la cantidad y concentracién de compuestos
de menor polaridad que se pueden extraer empleando etanol como solvente de extrac-

cion (Noriega-Cisteros et al., 2012; Castro-Torres et al., 2017).
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6.3 Ensayo de letalidad del extracto en el modelo de Artemia spp.

De acuerdo con los ensayos estadisticos (con un intervalo de confianza de 95%), el valor
de la concentracion letal media (CLso) para el extracto acuoso de Eryngium alternatum
es de 481 ug/ml. Con base o a los rangos de toxicidad recomendados por el
CYTED (1995), el extracto es considerado como “moderadamente téxico” ya que
presenta valores situados entre 100 y 500 pg/ml. Dicho rango de toxicidad
posteriormente se corrobord con los resultados observados en el modelo animal. Sin
embargo, otros estudios en donde se ha empleado el modelo de Artemia spp., y extractos
acuosos de plantas pertenecientes al mismo género, se ha puesto en evidencia los
diversos escenarios de toxicidad que pueden tener éstas plantas, por ejemplo, Gonzalez
& Ernestina en el 2018 empleando el extracto acuoso de Eryngium heterophyllum
sugirieron que la planta se puede clasificar como un ejemplar moderadamente toxico al
encontrarse una CLsg de 370 ug/ml, mientras que Micheloni y colaboradores en el mismo
afo ponen de manifiesto la inocuidad que puede presentar el extracto acuoso de
Eryngium horridum. Bajo esta premisa, sugerimos la realizacién de otras pruebas de
toxicidad en otros modelos de estudio para corroborar los hallazgos encontrados frente
al modelo de Artemia spp., y frente al modelo de rata para el extracto acuosos de

Eryngium alternatum.
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6.4 Evaluacion de la actividad antioxidante

De acuerdo con los resultados obtenidos por el método DDPH, el extracto no posee la
capacidad para eliminar radicales libres de forma eficiente, de hecho, por los resultados
obtenidos se observd un efecto menos eficiente el cual es dependiente de la
concentracion. En la siguiente grafica se ilustra el efecto mediado por la concentraciéon
del extracto y su comparacion con el acido ascorbico empleado como control positivo.
Como se puede apreciar, el menor efecto (depuracion de radicales) se presentd a la
concentracion de 0.46 mg/ml (-4.8%), mientras que, a la minima concentracion empleada
(0.016 mg/ml) se reportdé el mayor efecto antioxidante (71.8 %), (Figura 1). Otras
investigaciones empleando el extracto acuoso de Eryngium horridum (Micheloni et al.,
2018) reportaron que el extracto acuoso de dicha planta posee una actividad antioxidante
del 67% (maxima actividad depuradora), que aunque no es despreciable, no se compara

con el efecto que puede inducir el acido ascérbico.
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40
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% Actividad depuradora
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-20
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Figura 1. Actividad antioxidante. Actividad antioxidante del extracto acuoso de Eryngium alternatum
frente al control positivo (acido ascérbico).

pag. 56



6.5 Evaluacion de la actividad nefroprotectora del extracto acuoso de

Eryngium alternatum en ratas tratadas con fructosa

6.5.1 Evolucién de peso

Se registr6 semanalmente la evolucién del peso durante el periodo experimental (6
semanas). El peso incrementdé de forma gradual para los tres grupos estudiados, sin
embargo, el grupo Fructosa+Extracto presentd una media de peso menor en
comparacién con el grupo tratado con Fructosa. Incluso, en la semana 5 del experimento,
la disminucion de peso para el grupo Fructosa+Extracto fue significativa con respecto al

grupo Control (Figura 2).
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Figura 2. Evolucién de peso en los grupos Control, Fructosa y Fructosa+Extracto durante las 6
semanas del estudio.
(n =8 en cada grupo)
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6.5.2 Ingesta de bebida y fructosa

De acuerdo con los resultados obtenidos (p<0.001 vs Control) se determindé una
diferencia significativa entre los grupos Fructosa y Fructosa+Extracto con respecto al
grupo control en la ingesta de bebida, sin embargo, entre los grupos Fructosa y
Fructosa+Extracto no se reportaron diferencias estadisticamente significativas, por lo
que se asume que la diferencia de peso estaba dada por el efecto de la administracion
de E. alternatum y no por la cantidad de fructosa o liquido. Tampoco se observaron
diferencias significativas entre la ingesta de fructosa en los dos grupos tratados
(Tabla 1).

Semana 5 Control Fructosa Fructosa+Extracto
Bebida (ml/rata/dia) 35+2 156 + 8~ 151 £ 9*
Bebida (ml/dia/100g) 9+1 37+2* 39+ 2%
Ingesta de fructosa (g/rata/dia) 0 16 £1 1511
Ingesta de fructosa (g/100g/dia) 0 3.7+0.2 39102

Tabla 1. Ingesta de bebida y fructosa en los grupos experimentales en la semana 5 del estudio
(n = 8 en cada grupo).
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6.5.3 Variables morfolégicas

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los grupos.
Por lo que se dedujo que la administracién de los tratamientos con fructosa y con el
extracto no incrementan o disminuyen el peso de dichos 6rganos, cdmo se puede

observar en la siguiente tabla (Tabla 2).

Sin embargo, en el 2014, Yang y colaboradores, en uno de sus trabajos empleando el
mismo modelo animal pero con un extracto de jengibre reportaron una disminucion del
peso renal en el caso del grupo tratado con fructosa, y al igual que nosotros, tampoco

reportaron cambios referentes al peso corporal para ambos grupos experimentales.

PC (9) PC/Peso (mg/g) PR (g) PR/Peso (mg/g)
Control 1.2+0.1 28+0.1 1.2+0.1 28+0.1
Fructosa 1.3+0.1 291041 1.4+0.1 3+£0.1
Fructosa+Extracto 1.2+0.1 29+0.2 1.2 +01 3+0.1

Tabla 2. Peso del rifién (PR), peso del corazén (PC), ratio PR/Peso y ratio PC/Peso al final del estudio
en los tres grupos experimentales (n = 8 en cada grupo).
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6.5.4 Analisis de parametros bioquimicos

6.5.4.1 Urea, creatinina y glucosa plasmaticas

Se analizaron los parametros bioquimicos de las muestras plasmaticas para la
determinacién de urea, creatinina y glucosa. Con respecto a los niveles de urea (Figura
3a), se observo un incremento mayor en el grupo Fructosa+Extracto, la diferencia fue

significativa con respecto al grupo Fructosa (p<0.001) y al grupo Control (p<0.001).

Los niveles de creatinina incrementaron en los grupos Fructosa (p<0.05) y
Fructosa+Extracto (p<0.01), estos incrementos fueron significativos con respecto al
grupo Control (Figura 3b). Sin embargo, estas variables no presentaron diferencias
significativas entre el grupo Fructosa y el grupo Fructosa+Extracto. Finalmente, las
diferencias obtenidas en la medicion de glucosa no fueron significativas en ninguno de

los tres grupos experimentales (Figura 3c).

Urea Creatinina
60- 030' ek
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a) Urea. b) Creatinina (Cr).
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Il Control
200 Il Fructosa

+
150- Il Fructosa+Extracto
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100

50

c) Glucosa.

Figura 3. Concentracion plasmatica de: urea (a), creatinina (b) y glucosa (c) al final del estudio en
los grupos Control, Fructosa y Fructosa+Extracto (n = 8 en cada grupo).

pag. 60



De acuerdo con nuestros resultados y los reportados en 2014 por Yang y colaboradores
respecto al mismo animal con sindrome metabdlico inducido por la ingesta de fructosa,
estos autores encontraron que la concentraciéon de glucosa y los niveles de urea en
plasma permanecieron sin cambios en el grupo tratado con fructosa. En nuestro estudio
tampoco hemos encontrado diferencias significativas en estos mismos parametros. Sin
embargo, hemos encontrado discrepancias en los resultados obtenidos para la
determinacién de los niveles de creatinina en plasma, ya que, en nuestro caso, se reportd
un incremento significativo para este parametro en comparaciéon con el grupo control,
indicando la presencia de disfuncion renal en el grupo tratado con fructosa. Una posible
explicacion para esta discrepancia es el hecho de que en nuestro estudio tuvo una
duracion mayor que el de estos autores, ya que duré 6 semanas mientras que el de Yang

et al., tuvo una duraciéon menor (5 semanas).
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6.5.4.2 Actividad aminopeptidasica (GluAp y AlaAp) en plasma

Se analizaron los parametros bioquimicos de las muestras plasmaticas para la
determinacién de la actividad aminopeptidasica de las enzimas GluAp y AlaAp. Para
ambos casos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno

de los tres grupos experimentales (Figura 4a y 4b).

GluAp AlaAp
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Il Control Il Control
Bl Fructosa Il Fructosa
£ Bl Fructosa+Extracto £ 24 Bl Fructosa+Extracto
E E
° °
: E 1
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a) Actividad GluAp. b) Actividad AlaAp.

Figura 4. Actividad plasmatica de GluAp y AlaAp al final del estudio en los grupos Control, Fructosa y
Fructosa+Extracto
(n = 8 en cada grupo).
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6.5.4.3 Parametros urinarios

Para la realizacion del estudio metabdlico no se afiadio fructosa en el agua de bebida a
ninguno de los grupos experimentales con el objetivo, por un lado, de facilitar la recogida
de la muestra de orinay, por otro lado, posibilitar la determinacién en orina de los distintos
parametros ya que el aumento en la diuresis en estos animales daria lugar a una dilucion
exagerada de la muestra (Nakayama et al., 2010; Yang et al., 2014). Esta dilucion podria
dar lugar a que las muestras obtenidas se encontraran por debajo de la sensibilidad de
los métodos analiticos utilizados. Los efectos a nivel renal se producen mediante la
administraciéon crénica de estos tratamientos, por lo que la interrupcién temporal de los
mismos durante 24 h no debe tener mayores consecuencias sobre los distintos
parametros a analizar (Quesada et al., 2012 & 2017). Adicionalmente, mediante esta
metodologia, evitamos el posible efecto agudo que pudiera producir la ingesta de

fructosa y/o del extracto sobre estos parametros.

Se analizaron los parametros bioquimicos de las muestras urinarias para la
determinacién de la actividad aminopeptidasica de las enzimas GluAp y AlaAp, asi como

para la determinacién de los parametros clasicos de glucosuria y proteinuria.

Para el caso de los niveles de glucosa (Figura 5a) y proteina (Figura 5b) no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, para el caso de la
actividad enzimatica GluAp (Figura 5c) y AlaAp (Figura 5d) si se reportaron incrementos
significativos para el grupo Fructosa (p<0.01) y Fructosa+Extracto (p<0.001) en
comparacién con el grupo control. Por esta razén, se puede descartar que el aumento
de la actividad enzimatica urinaria se deba a un aumento en la actividad sistémica de las
mismas (ya que previamente se evidencio que la actividad enzimatica de GluAp y AlaAp
no incrementd en las muestras plasmaticas), confirmando que la presencia de estas
enzimas en la orina tiene un origen renal como se ha sugerido en otros trabajos previos
(Quesada et al., 2012).

Como se confirmé en este estudio, y en otros trabajos previos en el laboratorio (Quesada

et al., 2012; Montoro Molina et al., 2018), la medicion de la proteinuria no proporciona
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informacion real ante un evento de lesion renal, por lo que su determinacién no es un

parametro de gran utilidad, al menos, en las primeras etapas de la enfermedad renal

cronica. Y bajo esta evidencia, es de vital importancia el desarrollo e implementacién de

nuevos métodos de diagndstico que puedan proporcionar informacion precisa sobre un

proceso de lesion renal e incluso proporcionar datos sobre el lugar en donde yace dicha

lesion. Por esta razén, el ensayo de la actividad aminopeptidasica (GluAp y AlaAp) se

sugiere como un método novedoso que se podria implementar en los ensayos clinicos

para refutar o confirmar una lesion renal que se desarrolla en las primeras etapas de la

enfermedad renal crénica, donde la tasa de filtrado glomerular se muestra normal o

ligeramente disminuida, ya que a través de los métodos tradicionales resulta dificil

confirmarlo.
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Figura 5. Glucosuria (a), proteinuria (b), actividad urinaria de GluAp (c) y actividad urinaria de AlaAp (d) al
final del estudio en los grupos Control Fructosa y Fructosa+Extracto (n = 8 en cada grupo).
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6.5.4.4 Aclaramiento de creatinina

Con base en los niveles de creatinina obtenidos de las muestras plasmaticas se procedio
al calculo del aclaramiento de creatinina (Figura 6). Como se puede observar en la
siguiente gréfica. El aclaramiento disminuy6 en el grupo Fructosa (p<0.05) con respecto
al grupo Control. Y para el caso del grupo Fructosa+Extracto se reportaron niveles aun
mas bajos que los reportados para el grupo al que se le traté con fructosa al 10%. La
disminucién en el aclaramiento de creatinina para este grupo experimental fue

significativa con respecto al grupo Fructosa (p<0.001) y al grupo Control (p<0.001).

CrCl
1.5
Il Control
Il Fructosa
c
2 Bl Fructosa+Extracto
g 1.0
E
€
0.5-

Figura 6. Aclaramiento de creatinina (CrCl) al final del estudio en los tres grupos experimentales
(n = 8 en cada grupo).
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6.5.4.5 Correlacidén entre marcadores urinarios y creatinina

Se obtuvieron correlaciones significativas con la concentracion de creatinina plasmatica
para el caso de las actividades enzimaticas de GluAp y AlaAp en orina, esto significa que
mientras mayor sea la cantidad de creatinina en plasma también se presentara una
mayor actividad enzimatica de GluAp y AlaAp (en muestras de orina), sin embargo, no
se obtuvo correlacion significativa para el caso de la proteinuria con la concentracion de

creatinina (Figura 7).
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Figura 7. Correlacion entre proteinuria (izquierda), AlaAp (centro) y GluAp (derecha) y la
concentracion de creatinina en plasma.
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6.5.4.6 Correlacién entre marcadores urinarios y aclaramiento de

creatinina

Haciendo una correlacién de la actividad enzimatica con el aclaramiento de creatinina,
hemos observado que cuanto mayor es el incremento en la actividad enzimatica de las
enzimas urinarias GluAp y AlaAp menor es la tasa de filtrado glomerular del animal,
independientemente del tratamiento recibido, sin embargo, no se obtuvo una correlacion
significativa para el caso de la proteinuria. Dados estos resultados, hemos sugerimos el
estudio de la actividad aminopeptidasica como un método con potencial utilidad en el
diagndstico de la enfermedad renal cronica (ERC), ya que otros marcadores urinarios
tradicionales como la proteinuria no guardan relacién ni con las lesiones renales ni con
la tasa de filtracién glomerular. Ademas, en el laboratorio, se ha reportado que estos
marcadores urinarios han mostrado eficiencia en el diagnoéstico de dano renal en otras
patologias como es el caso de la disfuncion renal mediada por farmacos antineoplasicos
como el cis-platino (Quesada et al., 2012; Montoro-Molina et al., 2018) o en la
enfermedad renal cronica asociada al modelo experimental de ratas Zucker obesas
(Montoro-Molina et al., 2018).
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Figura 8. Correlacion entre proteinuria (izquierda), AlaAp (centro) y GluAp (derecha) y el
claramente de creatinina en plasma.
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6.6 Histopatologia

En el tejido renal se observaron lesiones similares en el grupo Fructosa y en el grupo
Fructosa+Extracto, consistentes en necrosis tubular focal y descamacion de células
tubulares (Fig. 9). Sin embargo, no se observaron signos de induccion de fibrosis ni se

observo la presencia de infiltrado inflamatorio en ninguno de los dos casos.

Figura 9. Tincion HE de tejido renal. Necrosis tubular localizada y descamacion de células tubulares en
el grupo Fructosa (F) y Fructosa+Extracto (F+E).

En el higado (Figura 10) y en el pancreas (Figura 11) del grupo Fructosa+Extracto se
observo lesion aguda reversible (esteatosis mixta microvesicular y macrovesicular) e
incluso algo de infiltrado inflamatorio con fenbmenos de apoptosis de hepatocitos en el
caso del higado. Sin embargo, en el grupo Fructosa no aparece esteatosis hepatica,
aunque si se observan focos de infiltrado inflamatorio intralobulillar de pequefia entidad
(Figura 10). El tratamiento con fructosa no afect6 a la histopatologia del tejido pancreatico

que era similar al grupo Control (Figura 11).

Figura 10. Tincién HE de tejido hepatico del grupo Control (C), Fructosa (F) y Fructosa+Extracto (F+E).
Lesion aguda reversible e infiltrado inflamatorio en el grupo F+E.
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C F F+E

Figura 11. Tincién HE de tejido pancreatico del grupo Control (C), Fructosa (F) y Fructosa+Extracto
(F+E). Lesién aguda reversible e infiltrado inflamatorio en el grupo F+E.

En los estudios histopatologicos Yang y colaboradores en el 2014., y Nakagawa y
colaboradores en el 2006 encontraron necrosis tubular localizada, asi como
desprendimiento y dilatacion de células epiteliales tubulares, coincidiendo con los

hallazgos de nuestro estudio en cuanto a histopatologia renal.
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7. Conclusiones

El resultado mas relevante del estudio es que el extracto acuoso de Eryngium alternatum
no desempefia una funcion nefroprotectora en el modelo animal de dafo renal inducido
por la ingesta en exceso de fructosa. De hecho se observd que en lugar de funcionar
como adyuvante de la disfuncion renal, éste agrava a dicha enfermedad; ya que dismi-
nuye la tasa de filtracion glomerular (determinada mediante el aclaramiento de creatinina)
y ademas aumenta la concentracion plasmatica de urea en las ratas tratadas con el ex-

tracto, en comparacion con las ratas tratadas unicamente con fructosa al 10%.

Sobre la misma linea, los resultados sugieren que el extracto provoca una disminucién
en el peso corporal de los animales y que genera alteraciones histopatologicas evidentes
en el tejido hepatico y pancreatico, aspectos que confirman la toxicidad de este, y que
ademas se relacionan con los datos obtenidos por el ensayo de letalidad en el modelo

de Artemia spp.

Con relacion a las aminopeptidasas urinarias, se demostré su funcionalidad como bio-
marcadores tempranos (no invasivos) de las lesiones tubulares y de la disfuncién renal
presentes en este modelo experimental. Ademas, mediante otros trabajos llevados a
cabo en el laboratorio, se ha podido demostrar que las aminopeptidasas también resultan
eficientes como método de diagndstico para otras patologias renales como pueden ser
la enfermedad renal aguda inducida por la administracién de cisplatino (agente quimio-
terapéutico empleado para el tratamiento de varios tipos de cancer) y la enfermedad

renal cronica inducida por un cuadro de obesidad.

Sobre los ensayos de CLso en el modelo de Artemia spp., se reportd que la planta al ser
administrada mediante la decoccién al 2% presenta niveles moderadamente téxicos, és-
tos efectos de la toxicidad se vieron reflejados en el modelo murino, sin embargo, para
confirmar nuestras hipétesis, se sugiere la comprobacién de dichos hallazgos mediante
otras pruebas de letalidad o toxicidad; como pueden ser los cultivos de lineas celulares,
e incluso, ensayos en cultivos bacterianos que puedan dar una sorpresiva utilidad para
el tratamiento por infecciones de esta naturaleza.
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Respecto a los ensayos de actividad depuradora mediante el empleo del radical DPPH,
se necesitan realizar mas estudios de esta naturaleza que nos puedan ayudar a com-
prender el mecanismo por el cual el extracto no desempefia 6ptima capacidad antioxi-
dante, y posiblemente se pueda relacionar con el dafno renal observado en el modelo
animal al que se le administré el extracto. Retomando la ultima propuesta, y si las diver-
sas pruebas de actividad antioxidante lo confirman, el extracto se podria considerar como
un prospecto para el tratamiento de infecciones mediadas por bacterias, siempre y
cuando se pueda identificar el compuesto activo causante de los procesos de citotoxici-
dad.
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8. Recomendaciones

No descartamos la posibilidad de que la decoccion de E. alternatum posea algun
componente que de manera aislada pueda desempenar una funcion beneficiosa que
pueda servir como adyuvante para el tratamiento de la enfermedad renal crénica, sin
embargo, para poder confirmar dicha hipétesis se requieren de otros modelos o pruebas
in vivo que confirmen su utilidad, y en el supuesto en el que se observe algun beneficio
0 perjuicio, proponer ciertas moléculas mediante estudios cromatograficos vy

espectroscopicos que nos puedan orientar hacia dicha causa.

Por otra parte, y de acuerdo con los primeros resultados en donde el extracto resulto ser
citotoxico, se sugiere su estudio como una propuesta para otras areas experimentales
que involucren enfermedades de otra naturaleza, como pueden ser las infecciones
mediadas por agentes bacterianos o fungicos, incluso, suena factible su estudio como
un posible candidato para el desarrollo de un biopesticida de origen natural que sea
compatible con los cultivos que desarrollan en la region, al mismo tiempo en el que se

cuida la integridad de la tierra.
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10. Anexos

| Extremadamente téxico 1-10 ug / mi

Il Altamente téxico 10-100 pg/ ml
] Moderadamente toxico 100-500 ug / ml
v Ligeramente toxico 500-1000 pg/ mi
\% Practicamente no téxico 1000-1500 pg / mi
VI Relativamente inocuo >1500 pg / mi

Tabla 1. Clasificacion de la toxicidad segun CYTED

Vg::l;(l;:)e;‘s?:%fl;(igz?:ﬁ)o Volumen de etanol (pl) Volumegpc::eHla(\p?)o lucion Volumen total (ul)
700 300 500 1500
500 500 500 1500
250 750 500 1500
100 900 500 1500
50 950 500 1500
25 975 500 1500

Tabla 2. Sistema de soluciones empleado para el ensayo de toxicidad con el modelo de Artemia spp.
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Solucién Agregar de la solucion | Agua marina arti- | Volumen final
(4g/ ml) de 100,000 pg / mi ficial (ul) (7))
100,000

1,000 50 4,950 5,000
500 25 4,975 5,000
250 12.5 4,987.5 5,000
100 5 4,9995 5,000
50 25 4,997.5 5,000
30 1.5 4,998.5 5,000
10 0.5 4,999.5 5,000

Tabla 3. Sistema de soluciones empleado para la evaluacién de la capacidad antioxidante del extracto

de E. alternatum y del control positivo (acido ascérbico).
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