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1. Resumen y palabras clave:

Mesoamérica es una regién que se ha destacado por su patrimonio cultural y por ser una de las
regiones con mayor biodiversidad del mundo, siendo uno de los centros mas eminentes de
domesticacion de plantas. Existen varias especies utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de
condiciones asociadas al rifion, con una importante relacion con el sistema de purificacion de sangre,
de excrecion de sustancias y de proteccién renal. Sin embargo, hasta la fecha, ningun estudio
etnofarmacoldgico se ha enfocado en elucidar directamente la actividad nefroprotectora de las
especies tradicionalmente reportadas en Guatemala para afecciones renales. Es por ello, que el
objetivo de este estudio fue evaluar la actividad de extractos de plantas nativas con componente
etnobotanico de rifion en modelos de dafio renal agudo y crénico. Se evaluaron 3 extractos vegetales
etandlicos secos de las hojas de Tagetes lucida, hojas de Piper jacquemontianum, y hojas de
Phlebodium pseudoaureum administrados via oral, con evaluaciones de creatinina y urea en plasma
en un modelo inducido por gentamicina (100 mg/kg) via intraperitoneal en ratas wistar macho.
Posteriormente, los extractos con actividad fueron seleccionados a dos concentraciones en un modelo
de nefropatia diabética inducido por estreptozotocina en ratones CD-1 con evaluaciones de
parametros metabdlicos. Se utilizaron como control positivo a N-acetilcisteina y a glibenclamida para
los modelos de nefrotoxicidad inducida por gentamicina y nefropatia diabética, respectivamente. La
evaluacion inicial demostré que la administracion oral de T. lucida 100 mg/kg, pero no a 50 mg/kg,
resulto en valores promedio de creatinina y urea en sangre significativamente menores comparado
con el grupo control administrado con gentamicina, comparables con el control positivo. Los
extractos de P. jacquemontianum 200 mg/kg y de P. pseudoaureum 100 mg/kg no mostraron una
actividad considerable en distintos factores urinarios y sanguineos de funcion renal por lo que no
fueron posteriormente evaluados. De forma similar, T. lucida demostré un efecto protector en
nefropatia diabética a dosis de 100 mg/kg, pero no a 50 mg/kg, al producir una disminucién
significativa (P<0.05) en los valores de creatinina sérica, glucosa y urea en orina, de forma similar al
control positivo glibenclamida utilizado como control de regulacién de glucosa en sangre. Estos datos
sugieren que los extractos de T. lucida tienen una proteccién renal en modelos de dafio renal agudo

y cronico, siendo el primer reporte de confirmacion de su uso tradicional en funcion renal.
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Palabras clave: Etnofarmacologia, Aminoglicésidos; hiperglicemia; in vivo

Abstract and keywords:

Mesoamerica is a region that characterized for its cultural heritage and for being one of the most
biodiverse regions in the world, being one of the most eminent centers of plant domestication.
There are several species traditionally used for the treatment of conditions associated with the
kidney, with an important relationship with the blood purification system, substance excretion and
renal protection. However, to date, no ethnopharmacological study has focused on directly
elucidating the nephroprotective activity of the species traditionally reported in Guatemala for
kidney disorders. For this reason, the aim of this study was to evaluate the activity of native plant
extracts with an ethnobotanical use for the kidney in models of acute and chronic kidney damage.
Three dry ethanolic plant extracts of the leaves of Tagetes lucida, leaves of Piper
jacquemontianum, and leaves of Phlebodium pseudoaureum administered orally were evaluated,
assessing creatinine and urea in plasma in a nephrotoxicity model induced by gentamicin (100
mg/kg) in male Wistar rats. Subsequently, extracts that demonstrated activity were selected at two
concentrations in a model of diabetic nephropathy induced by streptozotocin in CD-1 mice with
evaluations of metabolic parameters. N-acetylcysteine and glibenclamide were used as positive
controls for gentamicin-induced nephrotoxicity and diabetic nephropathy models, respectively.
Initial evaluation demonstrated that oral administration of T. lucida at 100 mg/kg, but not at 50
mg/kg, resulted in significantly lower mean blood urea and creatinine values compared to the
gentamicin-administered control group, comparable to the positive control N-acetylcysteine. The
extracts of P. jacquemontianum 200 mg/kg and P. pseudoaureum 100 mg/kg did not show
considerable activity in different urinary and blood factors of renal function, so they were not
further evaluated. Similarly, T. lucida demonstrated a protective effect in diabetic nephropathy at
doses of 100 mg/kg, but not at 50 mg/kg, by producing a significant (P<0.05) decrease in serum
creatinine, urinary glucose, and urinary urea, similar to the positive control glibenclamide. These
data suggest that the extracts of T. lucida have renal protection in models of acute and chronic
kidney damage, being the first confirmation report of its traditional use in renal function.

Keywords: Ethnopharmacology, Aminoglycosides; hyperglycemia; in vivo
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2. Introduccion:

Aproximadamente 1.2 millones de personas fallecen al afio por enfermedad renal crénica, con un
aumento global del 32 % desde 2005, y alrededor de 1.7 millones por dafio de tipo agudo (Luyckx
et al., 2018). Esto se relaciona con una tremenda carga econémica para los sistemas de salud, sobre
todo en paises en vias de desarrollo (Nugent et al., 2011). Existen multiples factores nocivos para
el rifdn que tienen un impacto considerable en salud puablica, como hipertension, diabetes,
envejecimiento, exposicion a farmacos nefrotdxicos, factores ambientales contaminantes como
metales pesados, deshidratacion cronica, entre otros. Esto ha impactado la investigacion preclinica
a partir del desarrollo de modelos animales que permitan comprenden la fisiopatologia en el rifion,
ademas de utilizarlos para proponer distintos agentes farmacologicos que puedan proteger o regular
funciones renales (Castafieda et al., 2020). Entre los factores etioldgicos en modelos celulares y en
modelos animales destacan el dafio agudo producido por farmacos nefrotoxicos como
aminoglucosidos (Abdel-Azeem et al., 2017; El-Kashef et al., 2015; Mahmoud, 2017). Existen
otros factores con mayor impacto en clinica que tiene un factor cronico, como nefropatia diabética
(Deshpande et al., 2008), que tienen el inconveniente en modelos animales a ser costosos y
prolongados, por lo que puede resultar atil asociarlos a un modelos de tamizaje farmacolégico de
nefroproteccion como el modelo agudo de dafio renal inducido por un nefrotoxico para el desarrollo

de nuevas opciones farmacoldgicas.

Mesoameérica es una region que se ha destacado por su patrimonio cultural y por ser una de las
regiones con mayor biodiversidad del mundo, siendo uno de los centros mas eminentes de
domesticacion de plantas (Pickersgill, 2016) y ha sido nombrada centro de biodiversidad Vavilov
(Hummer & Hancock, 2015). Existen varias especies utilizadas tradicionalmente para el
tratamiento de condiciones con un importante relacion con el sistema de purificacion de sangre y
de excrecién de sustancias asociado al rifidn (Andrade-Cetto et al., 2019; Andrews et al., 2018;
Ankli et al., 1999; Ayala, 1999; Barreno, 2012; Armando Céceres et al., 1987; Cleaves, 2001,
Giovannini et al., 2016; Giron et al., 1991; Hitziger et al., 2016; Kufer et al., 2010; Pardo, 2011,
Sandoval, 1999; Tun, 2017; Vargas, 2019). Hasta la fecha, ningun estudio etnofarmacoldgico

enfocado a poblaciones guatemaltecas se ha enfocado en elucidar directamente la actividad
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nefroprotectora de las especies tradicionalmente reportadas en funciones renales. Tomando en
cuenta que en los ultimos afios se ha incrementado considerablemente el conocimiento de los
mecanismos fisiopatoldgicos asociados a muerte celular renal, donde se conocen algunos productos
naturales que podrian ser propuestos por su afinidad en bloguear mecanismos en comun de
enfermedad renal, no existen reportes donde exploren la proteccién de células renales a partir de

especies vegetales usadas tradicionalmente para proteger al rifion en la poblacion guatemalteca.

Es por ello que en el siguiente estudio se seleccionaron antioxidantes con reportes de ser utilizados
en medicina tradicional guatemalteca para evaluar proteccion renal en modelos animales de dafio
renal agudo y crénico. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad protectora en parametros
renales en nefrotoxicidad inducida por gentamicina y nefropatia diabética. Para ello el dafio renal
fue inducido en ratas macho de 7 semanas con administracion de gentamicina intraperitoneal (100
mg/kg) durante 8 dias después de la induccion, y diabetes inducida por estreptozotocina (110 mg/kg

IP) durante 8 semanas después de la induccion, con evaluaciones de creatinina y urea en plasma.
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3. Planteamiento del problema

Aproximadamente 1.2 millones de personas fallecen al afio por enfermedad renal crénica, con un
aumento global del 32 % desde 2005, y alrededor de 1.7 millones por dafio de tipo agudo (Luyckx
et al., 2018). Esto produce una carga econdmica significativa para los sistemas de salud en paises
en vias de desarrollo (Nugent et al., 2011), estimandose que significa aproximadamente entre el 2-
3 % de los presupuestos anuales de atencion de salud en una enfermedad que beneficia a menos
del 0.03% de la poblacion total, lo que produce una gran desproporcion en recursos invertidos. El
desarrollo de enfermedad renal se relaciona principalmente con la poblacion adulta hipertensa y
diabética, las cuales se ha estimado que alrededor de 422 millones de personas en el mundo tienen
diabetes, proyectando que aumentara en las proximas décadas (Williams et al., 2020), y que el
numero de adultos con hipertension en 2015 también ha aumentado casi duplicandose en 40 afios
(Thiwanka Wijeratne et al., 2018), ambas con predominancia en paises en via de desarrollo. A nivel
mundial, la nefropatia diabética se localiza como la complicacion mas frecuente con 27.8 % de
incidencia (Deshpande et al., 2008), siendo una complicacion en diabetes relevante a nivel nacional
(Bream et al., 2018). Adicionalmente, en los Gltimos afios se ha reportado de forma regional un
aumento en incidencia de dafio renal correlacionado con aumentos en temperatura y exposicion a
calor bajo un probable mecanismo de deshidratacion cronica, que afecta principalmente a regiones
agricolas de la costa sur (Laux et al., 2016). Debido a esto, la busqueda de agentes nefroprotectores
es un campo de investigacion con mucha importancia en el ambito de medicina preventiva e
integrativa. Intentos de integrar sistemas de medicina tradicional con la biomedicina, han tenido
éxito en paises del sudeste asiatico, donde no solo el sistema de salud esta altamente desarrollado,
sino que también lo complementan su alta riqueza tradicional (Bodeker, 2019; Jacobson, 2010).
Otros paises con riqueza cultural y natural, pero con baja riqueza en desarrollo econémico no han
podido integrar estos ejemplos, como la medicina maya en Guatemala, la cual sigue siendo poco
conocida o reprimidas culturalmente, descuidadas, mal institucionalizadas e incluso poco
contrastadas en escala de laboratorio farmacoldgico. Por lo que el planteamiento que queremos en
esta propuesta es abordar el potencial de especies vegetales que han sido tradicionalmente
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utilizadas para proteger al rifion en Guatemala, a partir de distintas causas de dafio renal utilizando

distintos modelos celulares y animales de dafio renal.

4. Delimitacion en tiempo y espacio

4.1  Delimitacion en tiempo:
Este estudio fue dividido por trimestres:

Primer trimestre: Se hara la adquisicion de materiales, reproduccion de animales (los animales

necesitan aproximadamente 2 meses para ingresar a experimentos), el acondicionamiento
de los equipos a utilizar y la solicitud de autorizacion al comité de ética institucional. En
este trimestre también se realizard la coleccion bibliografica de especies vegetales

reportadas tradicionalmente para uso tradicional con actividad renal.

Segundo trimestre: Se realizara la evaluacion de los extractos vegetales en modelos de dafio renal

rapido a partir del modelo propuesto para realizar tamizaje farmacolégico, inducido por

gentamicina durante 8 dias.

Tercer y cuarto trimestre: En este trimestre se haran las evaluaciones farmacologicas de los

extractos vegetales en los modelos prolongados y las comparaciones con el modelo de dafio

por gentamicina como modelo de tamizaje farmacolégico.

4.2 Delimitacion espacial:

Los experimentos se realizaron en la universidad de San Carlos de Guatemala en tres areas, bioterio
y Lipronat de la facultad de Farmacia.
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5. Marco teorico:

Existen diferentes factores externos e internos que pueden llegar a ser nocivos para las células
renales, lo que altera significativamente la histologia del rifion y la funcion renal (Calvin et al.,
2010; El-Kashef et al., 2015). Entre estos factores se encuentran aumento en la presion arterial,
hiperglucemia, envejecimiento, exposicion a farmacos nefrotoxicos, factores ambientales
contaminantes como metales pesados, deshidratacion cronica, entre otros. Sorprendentemente,
algunos de los rutas biologicas que desencadenan la muerte celular renal, poseen algunas
similitudes en relacién a sus marcadores moleculares importantes (Castafieda et al., 2020). Estas
similitudes han podido establecerse en modelos celulares y animales del tipo agudo y crénico,
siendo algunos marcadores en comun encontrados en la alteracion en la capacidad antioxidante

celular, activacion de la via proinflamatoria, disfuncion mitocondrial y rutas apoptoticas.

Un gran nimero de estudios animales han demostrado que gentamicina (GM) via intraperitoneal
en dosis entre 40 a 200 mg/kg por 4-10 dias permiten tener datos consistentes de dafio renal agudo
(Abdel-Azeem et al., 2017; Arjinajarn et al., 2016; Bae et al., 2014; El-Kashef et al., 2015; Guo et
al., 2013; Liu et al., 2014; Mahmoud, 2017; Pedraza-Chaverri et al., 2004). Uno de los mediadores
que explican la muerte celular en distintas estructuras de la nefrona producida por aminoglucésidos
es la activacion de rutas apoptdticas a partir del aumento en estrés oxidativo mitocondrial que
impacta la funcion renal (Castafieda et al., 2020). En relacidn con excrecion de sustancias a nivel
renal, el glomérulo es la primera estructura en entrar en contacto con aminoglucosidos, existiendo
varios mecanismos que explican los cambios producidos reduccion de filtracion glomerular
(Martinez-Salgado et al., 2007). Disfuncion en esta membrana de filtracion conlleva a aumento de
proteina plasmatica, principalmente al existir necrosis tubular (De Barros-Silva et al., 1992). En
las fases tempranas del dafio producido por aminoglucdésidos, no se produce obstruccion tubular
que produzca muerte celular, pero pueden detectarse incremento en los niveles de urea y creatinina

en sangre. Los aminoglucésidos también causan dafio tubular, principalmente en el segmento
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proximal, lo que impacta funciones relacionadas a la filtracion de agua y solutos. El proceso
patoldgico también se caracteriza por un aumento en la resistencia vascular que produce a su vez

una disminucion en el flujo sanguineo renal (Morales et al., 2002).

Entre los modelos animales mas utilizados en nefropatia diabética estan aquellos donde la diabetes
se induce quimicamente a partir de la administracion de estreptozotocina (STZ) via intraperitoneal,
la cual impacta la sobrevivencia de las células B en los islotes pancreéaticos, encargadas de liberar
insulina y mediante a ésta, disminuir los niveles de glucosa en sangre al promover el
almacenamiento en los tejidos (Szkudelski, 2001). Esta elevacion en los niveles de glucosa termina
impactando el rifién, descompensando el sistema antioxidante celular, promoviendo la activacion
de cascadas que promueven el dafio en la célula renal de forma que progresa la elevacion de la
glucosa en sangre (Tesch & Allen, 2007). Los cambios morfoldgicos en los rifiones de roedores
producidos por elevacion de los niveles de glucosa en sangre han demostrado al ratén CD-1 como
un mejor modelo comparable con patologias asociadas con la nefropatia diabética humana
avanzada. Existen numerosos modelos en roedores que abordan nefropatia diabética, muchos de
los cuales se han basado en los lineamientos brindados por subcomité de nefropatia del Consorcio
de Modelos Animales de Complicaciones Diabéticas, donde se sugiere que para ser considerado
como relacionado a la patologia humana que presente albuminuria progresiva, disminucion en la

funcién renal y lesiones glomerulares y tubulointersticiales.

En los ultimos afios, se han explorado gran diversidad de productos naturales como
nefroprotectores (Rodriguez Salgueiro & Gonzalez Nunez, 2016). Sin embargo, a pesar que existe
un gran numero de especies medicinales nativas utilizadas como medicina tradicional por varias
comunidades guatemaltecas con un componente renal o relacionados con un proceso metabdlico
que puede involucrar al rifion en su prescripcion (Andrade-Cetto et al., 2019; Andrews et al., 2018;
Ankli et al., 1999; Ayala, 1999; Barreno, 2012; Armando Caceres et al., 1987; Cleaves, 2001;
Giovannini et al., 2016; Giron et al., 1991; Hitziger et al., 2016; Kufer et al., 2010; Pardo, 2011,
Sandoval, 1999; Tun, 2017; Vargas, 2019), pocas han explorado su utilidad en modelos

experimentales.
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6. Estado del arte:

Mesoamérica es una region que se ha destacado por su patrimonio cultural y por ser una de las
regiones con mayor biodiversidad del mundo, siendo uno de los centros mas eminentes de
domesticacion de plantas (Pickersgill, 2016) y ha sido nombrada centro de biodiversidad Vavilov
(Hummer & Hancock, 2015). En la etnobotanica médica maya y culturalmente en poblacion
guatemalteca, existen varias hierbas utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de condiciones
con un importante relacién con el sistema de purificacion de sangre y de excrecién de sustancias
asociado al rifion (Andrade-Cetto et al., 2019; Andrews et al., 2018; Ankli et al., 1999; Ayala,
1999; Barreno, 2012; Armando Céceres et al., 1987; Cleaves, 2001; Giovannini et al., 2016; Giron
et al., 1991; Hitziger et al., 2016; Kufer et al., 2010; Pardo, 2011; Sandoval, 1999; Tun, 2017,
Vargas, 2019). Hasta la fecha, ningin estudio etnofarmacolégico enfocado a poblaciones
guatemaltecas se ha enfocado en elucidar directamente la actividad nefroprotectora de las especies
tradicionalmente reportadas en funciones renales. Tomando en cuenta que en los ultimos afios se
ha incrementado considerablemente el conocimiento de los mecanismos fisiopatologicos asociados
a muerte celular renal, donde se conocen algunos productos naturales que podrian ser propuestos
por su afinidad en bloquear mecanismos en comun de enfermedad renal, no existen reportes donde
exploren la proteccion de células renales a partir de especies vegetales usadas tradicionalmente
para proteger al rifién en la poblacion guatemalteca. Modelos de dafio renal agudo inducido por
gentamicina han sido consistentes utilizando cultivo celular y diferentes modelos animales, donde
han mostrado una considerable correlacion con el dafio por nefropatia diabética (Castafieda et al.,
2020; Rodriguez Salgueiro & Gonzalez Nufiez, 2016). Es por ello que, aun en una muestra pequefia
de extractos vegetales, este estudio explora como un modelo agudo (gentamicina) puede ser
utilizado para la busqueda de candidatos en un modelo crénico (nefropatia diabetica). Esto no
excluye que el enfoque agudo pueda tener una relevancia clinica en disminucion de efectos

adversos producidos por farmacos, sin embargo el enfoque del estudio es utilizarlo como una
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herramienta para la busqueda de candidatos farmacoldgicos en modelos crénicos. Esto integra
conceptos de etnofarmacologia experimental con aplicacién en descubrimiento de nuevas drogas,

beneficiosos para la salud en una patologia relevante para el pais.

7. Objetivos

Objetivo general

Evaluar las propiedades nefroprotectoras de 3 extractos vegetales mediante modelos in vivo de dafio renal

agudo para explorar su potencial en dafio renal crénico.

Obijetivos especificos

Establecer el listado de especies vegetales con evidencia etnofarmacologica en enfermedades

renales y seleccionar a los candidatos a evaluar en base a criterios de relevancia y evidencia.

Determinar el efecto protector de los extractos evaluados in vivo mediante evaluacién metabélica

de dafio renal.

10
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8. Hipotesis:
Los productos naturales a evaluar en el modelo de nefrotoxicidad inducida por gentamicina

tienen una actividad nefroprotectora significativa igual o mayor al control.

Los productos naturales a evaluar en el modelo de nefropatia diabética tienen una actividad

nefroprotectora significativa igual o mayor al grupo control.

Los productos naturales con actividad en el modelo agudo de nefrotoxicidad inducida por
gentamicina presentan una actividad nefroprotectora en los modelos cronicos de nefropatia

diabética.

11
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0. Materiales y métodos

9.1.Enfoque y tipo de investigacion.

9.1.1.

9.1.2.

Investigacion cuantitativa: El presente estudio intenta integrar de manera sistematica los
métodos cuantitativos a partir de evaluaciones cuantitativas de dafio y recuperacion
(actividad), por ejemplo valores en sangre y orina, como creatinina, urea, proteina glucosa,

etc.

Tipo de la investigacion: Exploratoria y aplicada. La idea es dividir el enfoque
nefroprotector en diversos pequefios estudios que exploren distintos factores etioldgicos de
dafo renal a nivel agudo para lograr aproximar a un modelo que asemeje a lo que sucede
cronicamente en nefropatia diabetica. Se pretenden hacer aproximaciones a comparaciones

entre modelos, tanto a nivel fisiopatolégico como farmacoldgico.

9.2.Método.

9.2.1.

9.2.2.

Extractos vegetales: Los extractos etandlicos fueron obtenidos del laboratorio de
investigacion de productos naturales, los cuales cuentan con nimero de voucher en
herbario: Phlebodium pseudoaureum BIGU-64555, Piper jacquemontianum Farmaya-
1069, Tagetes lucida BIGU-1127. Los extractos fueron realizados por percolacion etandlica
y posterior concentracion en rotaevaporador. Todos los extractos vegetales fueron

obtenidos de hoja.

Drogas de referencia o induccion: Para los modelos de nefrotoxicidad se utilizé solucion
de gentamicina 100 mg/mL (Gentex, Queretaro, México). Para los modelos de diabetes se
utiliz6 estreptozotocina (MP biochemicals, LLC, Illkirch, Francia) preparada
inmediatamente en buffer de citratos. Los extractos secos fueron diluidos en
dimetilsulfoxido (Merck, Darmstadt, Alemania). Ketamina (100 mg/mL Dutchfarm.
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9.2.3.

9.2.4.

Mederhost den Berg, Holanda) y xilazina (20 mg/mL Dutchfarm. Mederhost den Berg,
Holanda) fueron utilizados para inducir anestesia. Glibenclamida (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) fue utilizada como control positivo en diabetes y N-acetilcisteina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) como control positivo en nefrotoxicidad.

Evaluacion in vivo: Todos los protocolos y procedimientos in vivo se realizaron de acorde
a las guias del National Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory animals
(NIH Publications No. 8023, revised 1978) y fueron aprobados por el comité de ética
institucional de la facultad de ciencias quimicas y farmacia, USAC. En el inicio de cada
experimento se utilizaron animales de la misma fecha de nacimiento con una variacién
méaxima de + 3 dias y se balancearon los grupos en funcion del peso y otros parametros
propios del modelo. Las ratas Wistar macho de 7 semanas de edad de generacion 1y los
ratones de 7 semanas de edad CD-1 generacién 4, fueron obtenidas y almacenadas del
Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia (obtenidas de Charles River
Laboratories, Massachussets, USA). Nefrotoxicidad en ratas se realizd tras la
administracion de una solucion de gentamicina intraperitoneal (i.p.) durante 8 dias.
Posteriormente en las drogas vegetales activas se evalud dafio renal producido por diabetes
inducida por estreptozotocina tras 8 semanas de dafio diabético en ratones CD-1. La

administracion oral y registro de pesos se realiz6 a diario.

Marcadores renales y metabolicos: La coleccion de orina se realizd en cajas metabolicas
y los volumenes de orina colectada de cada animal fueron medidos volumétricamente. La
coleccion de sangre fue obtenida via puncién cardiaca y centrifugada en frio a 5000 rpm
por 10 minutos. El plasma y la orina obtenidas fueron analizadas usando un método
colorimetrico (Espectrofotémetro microlab 300) siguiendo los protocolos de los kits de
prueba (DiaSys, Holzheim, Alemania). Se midieron Creatinina en plasma y orina,
concentracion de proteina en plasma y orina, urea en plasma y orina, glucosa excretada en
orina. Para las evaluaciones de creatinina y urea en orina se realizaron diluciones 1:50. Las

evaluaciones de glucosa en sangre se realizaron en puncion de cola con medidor one-touch
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9.3.Recoleccién de informacion

Entre los mismos grupos de un cluster de experimentacion se realizaron evaluaciones iniciales
de factores metabdlicos y de peso para la division de sujetos por grupo. Todos los animales que
se encontraron en valores anormales ya sea en glucosa, peso o excrecion de orina, fueron
excluidos del estudio. Los extractos fueron realizados en el laboratorio de productos naturales
(LIPRONAT) de la Universidad de San Carlos. Todas las evaluaciones bioldgicas fueron

realizadas en el bioterio de la facultad de Farmacia de la Universidad de San Carlos.

9.4.Técnicas e instrumentos.

Estos han sido detallados en los métodos. Resumen: Coleccion de sangre por puncion cardiaca;
coleccion de orina por cajas metabdlicas, administracion oral por sonda intragastrica, Percoladores
y Rotaevaporadores para realizacion y concentracion de extracto secos; Microlab 300 y Kits de

creatinina, urea, glucosa y proteina para medicion de funcion renal.

9.5.Procesamiento y analisis de la informacion.

Para el anlisis estadistico los datos se analizaron utilizando el software estadistico Prism 8
(GraphPad, San Diego, CA, EE. UU.). Todos los datos se expresaron como la media * error
estandar de la media (S.E.M.). Las comparaciones estadisticas de las pruebas metabdlicas,
analisis de plasma y orina entre los dias de induccion y el dia O (antes del tratamiento) se
realizaron utilizando ANOVA de medidas repetidas seguidas de la comparacion multiple
posterior a la prueba de Dunnett. Las comparaciones estadisticas en la evaluacion induccién
de grupos control se realizaré a partir de ANOVA de dos vias entre los grupos tratados con
vehiculo y los tratados con el dafio experimental, seguido de la prueba de comparacion de

Bonferroni. Los valores de P <0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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10 Resultados

Se realiz6 una revision de literatura de las especies vegetales utilizadas en Guatemala para
problemas renales y trastornos asociados al rifién, donde se encontraron 187 especies reportadas,
de las cuales 128 son nativas (Tabla 1). Entre los usos reportados se encuentran inflamacién e
infeccién en los rifiones (descrito en numerosas ocasiones como mal de orin), purificacion de
sangre, dolor renal y enfermedad renal. Entre los usos reportados, calculos renales y actividad
diurética no fueron incluidas en la revision debido a la falta de relacion con nefroproteccion. Los
grupos étnicos con reportes de especies utilizadas para afecciones renales son Quiche, Q'eqchi,
Garifuna, Kagchiquel, Itzae, Ixil, Tz'utujil, Ch’orti’ y Yucateco; ademas se incluyeron estudios

donde no se identificaba la etnia pero que eran parte de poblacion de Guatemala.

Tabla 1. Especies vegetales utilizadas tradicionalmente en Guatemala para problemas renales

Familia Nombre cientifico Uso tradicional ?t;lfsg Origen Ref
Acanthaceae Justicia spicigera Schltdl. Inflamacion renal; Infeccidn renal Vv N (Armando Céceres et al., 1987)
Actinidiaceae Saurauia oreophila Hemsl|. Para los rifiones; Purificacion de la K N (Hitziger, 2016)

sangre
Adoxaceae Sambucus canadensis L. Para limpiar los rifiones; Problemas K, Ix, V N (Ayala, 1999; Armando Caceres et al.,
urinarios; Purificacion de la sangre; 1987; Giovannini et al., 2016; Hitziger,
Dolor renal 2016; Pérez, 2015)
Alstroemeriaceae Bomarea acutifolia (Link & Otto) Inflamacién renal K N (Hitziger, 2016)
Herb.
Amaranthaceae Beta vulgaris L. Purificacion de la sangre K | (Barreno, 2012)
Chenopodium berlandieri Moq. Purificacion de la sangre; diurético K N (Hitziger, 2016)
Dysphania ambrosioides (L.) Purificacion de la sangre K N (Hitziger, 2016)
Mosyakin & Clemants
Amaryllidaceae Allium cepa L. Inflamacion renal; Dolor renal K, Q | (Ayala, 1999; Tzoy, 2015)
Allium sativum L. Purificacion de la sangre K | (Hitziger, 2016)
Anacardiaceae Anacardium occidentale L. Problemas renales; Infeccién urinaria \Y | (Pardo, 2011)
Mangifera indica L Dolor renal Q' | (Thiel & Quinlan, 2020)
Rhus terebinthifolia Schitdl. & Purificacidn de la sangre K N (Hitziger, 2016)
Cham.
Annonaceae Annona cherimola Mill Problemas renales; Purificacion de la K N (Hitziger, 2016)
sangre
Annona muricata L. Dolor renal \Y N (Pardo, 2011)
Apiaceae Eryngium cymosum F.Delaroche Purificacion de la sangre K N (Hitziger, 2016)
Foeniculum vulgare Mill. Purificacion de la sangre K | (Hitziger, 2016)
Petroselinum crispum (Mill.) Fuss Problemas urinarios \Y | (Armando Céceres et al., 1987)
Apocynaceae Sarcostemma clausum (Jacq.) Inflamacidn renal; Infeccién urinaria Vv N (Pardo, 2011)
Schult.
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Vinca major L. Purificacidon de la sangre; diurético

Arecaceae Bactris major Jacq Inflamacién renal; Infeccidn urinaria
Cocos nucifera L. Infeccidn urinaria; Problemas renales;
Inflamacién renal; Dolor renal;
Enfermedad renal
Asparagaceae Yucca gigantea Lem. Infeccién renal; Enfermedad renal;

Purificacion de la sangre

Begoniaceae Begonia heracleifolia Cham. & Problemas urinarios
Schltdl.
Alnus acuminata subsp. arguta
(Schltdl.) Furlow

Alnus jorullensis Kunth.

Betulaceae Inflamacion renal; Purificacidn de la
sangre; Problemas urinarios
Infeccidn urinarias; Dolor renal;
Purificacion de la sangre
Dolor renal; Infeccién renal

Bignoniaceae Parmentiera aculeata (Kunth)

Seem.
Tynanthus guatemalensis Infeccidn renal; Para los rifiones;
Donn.Sm. Purificacion de la sangre;

Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth  Enfermedad renal; Purificacion de la

sangre

Bixaceae Cochlospermum vitifolium (Willd.) Enfermedad renal
Spreng.

Borago officinalis L.

Boraginaceae Inflamacién renal; Purificacién de la

sangre
Cordia inermis (Mill.) 1.M.Johnst. Inflamacion renal
Heliotropium indicum L Dolor renal
Brassicaceae Lepidium virginicum L Problemas urinarios in Diabetes; Para
los rifiones

Raphanus raphanistrum subsp.
sativus (L.) Domin

Purificacion de la sangre; diurético;
Infeccién renal

Burseraceae Bursera simaruba (L.) Sarg Problemas renales; Infeccidn
urinarias; Purificacion de la sangre;
Diurético
Cactaceae Acanthocereus tetragonus (L.) Inflamacion renal
Hummelinck
Hylocereus undatus (Haw.) Britton Infeccidn urinaria; Inflamacién renal
& Rose
Nopalea cochenillifera (L.) Salm- Inflamacion renal
Dyck
Cannabaceae Humulus lupulus L. Para los rifiones

Commelinaceae Enfermedad renal; Infeccién urinaria
Inflamacion renal
Enfermedad renal; Infeccidn urinarias
Enfermedad renal; Purificacién de la
sangre
Infeccién urinaria
Inflamacién renal
Inflamacién renal; diurético;
Purificacion de la sangre
Infeccidn renal; Purificacién de la
sangre
Inflamacién renal; Para los rifiones;
Infeccidn urinaria; tonico; Infeccién
urinaria
Purificacidn de la sangre; Infeccion
renal
Problemas urinarios
Infeccidn urinaria

Commelina diffusa Burm. f.
Commelina erecta L.
Tradescantia zebrina Bosse

Compositae Achillea millefolium L.
Bidens pilosa L.
Chaptalia nutans (L.) Polak
Cichorium intybus L.

Cirsium subcoriaceum (Less.)
Sch.Bip. ex Sch.Bip.
Dahlia imperialis Roezl ex Ortgies

Matricaria chamomilla L.

Pluchea odorata (L.) Cass.
Pseudognaphalium greenmannii
(S.F.Blake) Anderb
Pseudognaphalium liebmannii
(Sch.Bip. ex Klatt) Anderb.
Salmea scandens (L.) DC.

Infeccién urinaria

Infeccién urinaria; purificacion de la
sangre

K
Vv
K,V
KT,V
Q

K,V

T,V

~

< << =X

K,V

o =

-—222 -

2

(Hitziger, 2016)
(Pardo, 2011)

(Armando Céceres et al., 1987; Giovannini
et al., 2016; Hitziger, 2016; Pardo, 2011;
Tun, 2017)

(Barreno, 2012; Armando Caceres et al.,
1987)

(Hitziger, 2016)

(Ayala, 1999; Hitziger, 2016)

(Ayala, 1999; Hitziger, 2016; Sandoval,
1999)
(Pardo, 2011)

(Cleaves, 2001; Tax, 2005; Vargas, 2019)

(Armando Caceres et al., 1987; Hitziger,
2016)
(Johnson-Fulton & Watson, 2018)

(Armando Caceres et al., 1987; Hitziger,
2016)
(Pardo, 2011)
(Hitziger, 2016)
(Barreno, 2012; Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)

(Arddn, 2008; Barreno, 2012; Armando
Caceres et al., 1987; Giovannini et al.,
2016; Hitziger, 2016; Kufer et al., 2010;
Pardo, 2011; Tun, 2017)
(Pardo, 2011)

(Barreno, 2012; Pardo, 2011)
(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)

(Armando Caceres et al., 1987)
(Armando Céceres et al., 1987)
(Pardo, 2011)

(Armando Céceres et al., 1987; Hitziger,
2016)

(Barreno, 2012)

(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)

(Ayala, 1999; Hitziger, 2016; Sandoval,
1999)

(Armando Caceres et al., 1987)

(Hitziger, 2016)
(Barreno, 2012)

(Barreno, 2012)

(Vargas, 2019)
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Senecio salignus DC.
Silypbum marianum (L.) Gaertn.
Sonchus oleraceus (L.) L.

Purificacidon de la sangre; diurético K
Purificacion de la sangre K
Inflamacidn renal; Infeccién urinaria; K,V
Purificacion de la sangre

Stevia polycephala Bertol. Purificacion de la sangre K

Tagetes erecta L. Purificacion de la sangre K
Tagetes lucida Cav. Problemas urinarios; Purificacién de la K
sangre
Tanacetum parthenium (L.) Purificacidn de la sangre K
Sch.Bip.
Taraxacum campylodes Enfermedad renal; Purificacion de la \Y
G.E.Haglund sangre
Tithonia diversifolia (Hemsl.) Purificacion de la sangre K
A.Gray

Para el rifidn; Infeccion urinaria

Viguiera dentata (Cav.) Spreng K
Problemas urinarios Q'
K
Q

Ipomoea batatas (L.) Lam
Ipomoea purpurea (L.) Roth

Convolvulaceae
Purificacion de la sangre

Costaceae Costus pulverulentus C.Presl| Problemas urinarios; Problemas !
renales
Costus spicatus (Jacq.) Sw. Infeccidn renal; diurético; Purificacion  V, G
de la sangre
Crassulaceae Bryophyllum pinnatum (Lam.) Infeccién renal K
Oken

Cucurbitaceae Momordica charantia L. Dolor renal |
Dryopteridaceae  Arachniodes denticulata (Sw.) Para limpiar los rifiones K

Ching

Equisetaceae Equisetum arvense L. Enfermedad renal; Para los rifiones K,V

Equisetum giganteum L. Enfermedad renal; Infeccidn urinaria K, T,V

Equisetum hyemale Para los rifiones; Problemas urinarios K, Q
var.affine(Engelm.) A.A. Eaton
Equisetum myriochaetum Schltdl. Problemas renales; Bloqueo urinario;
& Cham. Infeccidn urinaria
Acalypha alopecuroides Jacq. Infeccién urinaria |
Acalypha aristata Kunth Infeccién renal; Purificacion de la K, vV
sangre; diurético

Ch', v

Euphorbiaceae

Acalypha guatemalensis Pax & Infeccién e inflamacién renal; K, vV

K.Hoffm. Purificacion de la sangre; diurético

Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) Para los rifiones Vv
I.M.Johnst.

Euphorbia pulcherrima Willd. ex Para los rifiones T

Klotzsch.

Jatropha curcas L. Enfermedad renal; Inflamacién renal Vv

Manihot esculenta Crantz Infeccién urinaria Q'

Ricinus communis L. Enfermedad renal; Purificacion de la K

sangre
Fabaceae Cassia fistula L. Enfermedad renal \Y%
Diphysa americana M. Infeccidn e inflamacién renal (Mal de K
orin)
Eysenhardtia adenostylis Baill. Enfermedad renal; Infeccién renal; K, Q
Dolor renal

Gliricidia sepium (Jacq.) Walp.  Enfermedad renal; Problemas renales  V

Hymenaea courbaril L Problemas renales Ch'

Mimosa albida var. willdenowii Para los rifiones K
(Poir.) Rudd

Trigonella foenum-graecum L Purificacion de la sangre K

Vicia villosa Roth Purificacion de la sangre K

Juglandaceae Juglans olanchana Standl. & Purificacion de la sangre K
L.O.Williams

Lamiaceae Cornutia pyramidata L. Purificacion de sangre; diurético Q'

(Hitziger, 2016; Hitziger et al., 2016)
(Hitziger, 2016)
(Armando Caceres et al., 1987; Hitziger,
2016)
(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)
(Armando Caceres et al., 1987)
(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)
(Alonso-Castro et al., 2016; Cleaves, 2001;
Hitziger, 2016; Tax, 2005)
(Armando Céceres et al., 1987; Giron et
al., 1991)

(Barreno, 2012)

(Comerford, 1996)
(Hitziger, 2016)

(Ardon, 2008; Ayala, 1999; Barreno, 2012;
Sandoval, 1999)
(Barreno, 2012; Armando Céaceres et al.,
1987)
(Hitziger, 2016; Tzoy, 2015)

(Giovannini et al., 2016; Kufer et al., 2010)

(Comerford, 1996)

(Ayala, 1999; Armando Caceres et al.,
1987; Giovannini et al., 2016; Hitziger,
2016)

(Ayala, 1999; Barreno, 2012; Armando
Caceres et al., 1987; Giovannini et al.,
2016; Hitziger, 2016; Sandoval, 1999)
(Amaya et al., 2020)

(Barreno, 2012)

(Ardon, 2008; Pardo, 2011)
(Vargas, 2019)
(Hitziger, 2016)

(Armando Céceres et al., 1987)
(Barreno, 2012)

(Giovannini et al., 2016; Hitziger, 2016;
Tzoy, 2015)
(Tun, 2017)
(Giovannini et al., 2016; Kufer et al., 2010)
(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)

(Vargas, 2019)
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Lauraceae

Lentibulariaceae
Linaceae
Loranthaceae
Lythraceae
Malvaceae

Melastomataceae Arthrostemma ciliatum Pav. ex D.

Meliaceae
Monimiaceae

Myrtaceae
Onagraceae
Orchidaceae

Oxalidaceae

Papaveraceae
Passifloraceae

Phytolaccaceae
Phytolaccaceae
Piperaceae

Hyptis suaveolens (L.) Poit.
Ocimum basilicum L.

Rosmarinus officinalis L.
Cinnamomum verum J.Presl|
Persea americana Mill.
Pinguicula moranensis Kunth
Linum usitatissimum L.
Struthanthus tacanensis Lundell
Punica granatum L.
Guazuma ulmifolia Lam.

Hibiscus sabdariffa L.

Kearnemalvastrum subtriflorum
(Lag.) D.M.Bates
Malva parviflora L.
Malva sylvestris L
Malvaviscus arboreus var.
mexicanus Schltdl
Pachira aquatica Aubl.

Sida acuta Burm.f
Sida rhombifolia L.

Tilia platyphyllos Scop.

Don

Heterocentron subtriplinervium
(Link & Otto) A. Braun & C.D.
Bouché
Cedrela salvadorensis Standl
Peumus boldus Mol.

Eucalyptus globulus Labill.
Ludwigia decurrens Walter

Calanthe calanthoides (A.Rich. &

Galeotti) Hamer & Garay
Oxalis corniculata L.

Oxalis divergens Benth. ex Lindl.
Argemone mexicana L.
Passiflora biflora Lam.
Passiflora coriacea Juss.

Passiflora hahnii (E.Fourn.) Mast.

Passiflora ligularis Juss
Passiflora membranacea Benth.
Passiflora ornithoura Mast. ex
J.D.Smith
Petiveria alliacea L
Phytolacca icosandra L
Piper auritum Kunth
Piper jacquemontianum Kunth.
Piper peltatum L
Piper tuerckheimii C. DC
Piper uhdei C.DC.

Inflamacién renal
Problemas urinarios; Infeccion
urinarias; diurético
Para los rifiones
Infeccién urinaria
Purificacion de la sangre
Purificacion de la sangre
Infeccién urinaria
Purificacidn de la sangre
Infeccién renal
Problemas urinarios; Enfermedad
renal; Infeccion renal

Inflamacién renal; Infeccién renal
Purificacidn de la sangre
Inflamacion renal

Purificacion de la sangre
Purificacion de la sangre

Dolor renal; Para los rifiones; Infecciéon

renal; Para limpiar los rifiones;
Infeccidn urinarias; Purificaciéon de la
sangre
Inflamacidn renal; Enfermedad renal

Problemas urinarios; Purificacion de la

sangre
Enfermedad renal; Purificacién de la
sangre; Problemas urinarios
Dolor renal y urinario; Infeccién
urinaria

Purificacion de la sangre

Purificacion de la sangre
Para los rifiones; Purificacion de la
sangre
Enfermedad renal
Para limpiar el tracto urinario
Inflamacion renal

Purificacion de la sangre; Infeccion
urinarias
Purificacion de la sangre
Problemas renales
Problemas renales; Infeccién urinaria
Infeccidn urinarias; Tracto urinario

Problemas urinarios
Purificacion de la sangre
Inflamacién renal; diurético
Para limpiar los rifiones

Para los rifiones
Infeccidn urinaria
Enfermedad renal
Enfermedad renal

Problemas urinarios
Problemas urinarios
Purificacidn de la sangre

Z2—-—2-22—- -

z2zz2z=z2 z2zz22z2

z2zzzzz222

(Armando Caceres et al., 1987)
(Armando Caceres et al., 1987; Hitziger,
2016)

(Hitziger, 2016)

(Vargas, 2019)

(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)

(Barreno, 2012)

(Hitziger, 2016)

(Barreno, 2012)

(Ardon, 2008; Armando Caceres et al.,
1987, Cleaves, 2001; Giovannini et al.,
2016; Pardo, 2011)
(Armando Céceres et al., 1987; Hitziger,
2016)

(Hitziger, 2016)

(Armando Caceres et al., 1987)
(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)

(Armando Caceres et al., 1987; Giovannini
etal., 2016; Pardo, 2011)

(Ayala, 1999; Armando Caceres et al.,
1987; Hitziger, 2016)
(Girdn et al., 1991; Hitziger, 2016)

(Armando Céceres et al., 1987; Hitziger,
2016)

(Cleaves, 2001; Giovannini et al., 2016;
Hitziger, 2016; Hitziger et al., 2016;
Vargas, 2019)

(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)

(Armando Caceres et al., 1987)
(Arddn, 2008)
(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016; Sandoval, 1999)

(Hitziger, 2016)
(Sandoval, 1999)
(Barreno, 2012)
(Giovannini et al., 2016; Giron et al., 1991;
Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)
(Barreno, 2012; Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)
(Giovannini et al., 2016)
(Armando Céceres et al., 2019)
(Hitziger, 2016; Hitziger et al., 2016)
(Hitziger, 2016; Sandoval, 1999)
(Hitziger, 2016)
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Plantaginaceae Plantago major L.

Poaceae Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
Hordeum vulgare L.

Saccharum officinarum L
Zea Mays L.

Polygonaceae Rheum rhaponticum L
Rumex mexicanus Meisn.
Phlebodium aureum (L.) J. Sm.
Phlebodium pseudoaureum (Cav.)
Lellinger
Pleopeltis angusta Humb. &
Bonpl. ex Willd.
Polypodium echinolepis Fée
Pontederia cordata L
Portulaca oleracea L.

Polypodiaceae

Pontederiaceae
Portulacaceae

Rosaceae Crataegus gracilior J.B.Phipps

Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.

Fragaria vesca L.
Bouvardia leiantha Benth
Coffea arabica L.
Hamelia patens Jacq.
Spermacoce laevis Lam.
Amyris elemifera L.
Casimiroa edulis La Llave
Citrus aurantiifolia (Christm.)
Swingle
Citrus maxima (Burm.) Merr.
Citrus sinensis (L.) Osbeck
Ruta chalepensis L.
Buddleja americana L.
Verbascum thapsus L.

Rubiacaeae

Rutaceae

Scrophulariaceae

Smilacaceae Smilax aspera L.

Smilax domingensis Willd

Smilax ornata Lem.

Smilax spinosa Mill.
Solanaceae Physalis pubescens L.
Solanum mammosum L.
Solanum melongena L.

Solanum nigrescens M. Martens &

Galeotti
Solanum torvum Sw.

Nicotiana tabacum L.
Cecropia obtusifolia Bertol.
Urtica dioica L.

Urticaceae

Urtica urens L.

Aloysia citriodora Palau
Lantana camara L.
Lantana horrida Kunth
Lippia umbellata Cav.
Phyla scaberrima (Juss. Ex Pers.)
Moldenke

Verbenaceae

Infeccidn e inflamacion urinaria;
Purificacion de la sangre
Purificacion de la sangre

Enfermedad renal; Infeccidn renal;
diurético
Enfermedad renal; Inflamacién renal
Para los rifiones; Enfermedad renal;

Dolor renal; Infeccidn renal; Infeccidn

urinaria

Purificacion de la sangre
Infeccidn urinaria
Inflamacion renal

Purificacion de la sangre

Purificacidn de la sangre; Infeccion
renal
Para los rifiones
Para los rifiones
Infeccidn renal; Inflamacidn renal

Purificacion de la sangre
Dolor renal; Inflamacion renal;
Infeccién urinaria
Inflamacion renal
Purificacion de la sangre
Infeccién urinaria
Infeccién urinaria
Infeccién urinaria
Enfermedad renal
Purificacion de la sangre
Purificacidn de la sangre

Inflamacion renal
Infeccidn urinaria
Purificacion de la sangre
Enfermedad renal
Infeccidn renal; Purificacion de la
sangre
Dolor renal
Dolor renal; Purificacidn de sangre

Purificacion de la sangre
Dolor renal; Purificacién de la sangre

Enfermedad renal; Inflamacién renal
Enfermedad renal
Inflamacion renal

Purificacion de la sangre

Dolor renal; Problemas urinarios

Enfermedad renal
Infeccién urinaria
Enfermedad renal; Inflamacién renal

Purificacion de la sangre
Purificacion de la sangre
Problemas urinarios
Problemas urinarios
Purificacion de la sangre
Para los rifiones

K, T,V

K
K,V

Vv
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(Ayala, 1999; Armando Caceres et al.,
1987; Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)

(Armando Céceres et al., 1987; Hitziger,
2016)

(Armando Caceres et al., 1987)
(Ayala, 1999; Armando Caceres et al.,
1987; Giovannini et al., 2016; Hitziger,
2016; Kufer et al., 2010; Sandoval, 1999;
Tzoy, 2015)

(Hitziger, 2016)

(Barreno, 2012)

(Armando Caceres et al., 1987)
(Tun, 2017)

(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)
(Barreno, 2012; Hitziger, 2016; Tun, 2017)

(Hitziger, 2016)
(Barreno, 2012; Armando Caceres et al.,
1987; Hitziger, 2016; Vargas, 2019)
(Armando Caceres et al., 1987)
(Hitziger, 2016)

(Vargas, 2019)

(Barreno, 2012)
(Barreno, 2012; Vargas, 2019)
(Armando Céceres et al., 1987)
(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)
(Barreno, 2012)
(Hitziger, 2016)
(Armando Céceres et al., 1987)
(Hitziger, 2016)

(Tun, 2017)
(Armando Caceres et al., 1987; Hitziger,
2016)

(Armando Caceres et al., 1987)
(Armando Céceres et al., 1987; Hitziger,
2016)

(Armando Céceres et al., 1987)
(Armando Caceres et al., 1987)
(Armando CAceres et al., 1987)
(Hitziger, 2016)

(Armando Céceres et al., 1987; Hitziger,
2016; Pardo, 2011)
(Armando Céceres et al., 1987)
(Vargas, 2019)

(Armando Caceres et al., 1987; Hitziger,
2016)

(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)

(Barreno, 2012; Hitziger, 2016)
(Hitziger, 2016)

(Hitziger, 2016)

(Armando Caceres et al., 1987; Hitziger,
2016)
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Priva mexicana (L.) Pers Infeccién urinaria T N (Barreno, 2012)
Stachytarpheta cayennensis Problemas renales; Infeccién urinaria Q', Y N  (Cleaves, 2001; Comerford, 1996; Hitziger,
(Rich.)vahl 2016)
Verbena litoralis Kunth Problemas urinarios; Purificacion dela K, V N (Armando Céceres et al., 1987; Hitziger,
sangre 2016)
Violaceae Viola guatemalensis W .Becker Purificacion de la sangre K N (Hitziger, 2016)
Vitaceae Cissus alata Jacq., Infeccién urinaria Q' N (Cleaves, 2001)
Xanthorrhoeaceae Aloe vera L. Enfermedad renal; Purificacion dela Ch, V | (Ardon, 2008; Pardo, 2011; Tun, 2017)
sangre; Infeccién renal
Zygophyllaceae Guaiacum sanctum L. Purificacion de la sangre \Y N (Armando Caceres et al., 1987)
Origen botéanico: | = Introducida, N = Nativa; Grupo maya étnico: Q = Quiche, Q' = Q'eqchi, G = Garifuna, K =
Kagchiquel, | = Itzae, Ix = Ixil, T= Tz'utujil, Ch = Ch’orti’, Y = Yucatec, V = Varios (estudios que no distinguen

entre grupos étnicos; fueron incluidos en base a localizacion geografica).

Posteriormente, se procedid a evaluar 3 extractos vegetales etandlicos del listado anterior, siendo
las hojas de Tagetes lucida, las hojas de Piper jacquemontianum, y las hojas de Phlebodium
pseudoaureum. Inicialmente se realizé una evaluacion del efecto protector en dafio renal agudo en
ratas de 8 semanas a partir de inyecciones intraperitoneales de gentamicina 100 mg/kg durante 8
dias consecutivos y la administracion oral de tratamientos experimentales 2h antes de la induccién
nefrotdxica. Inicialmente se comparo el efecto nefroprotector del control positivo N-acetilcisteina
100 mg/kg (Figura 1), donde se demostro una reduccion significativa (P<0.05) en creatinina sérica,

nitrégeno de urea en sangre, y creatinina en orina.
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(A) Nefrotoxicidad inducida por GM. (B) Nefrotoxicidad inducida por GM. (C) Nefrotoxicidad inducida por GM.
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Figura 1. Efectos de la administracion oral de N-aceticisteina (NAC) en ratas Wistar macho durante exposicién
con Gentamicina (GM) (n=8). La evaluacién en creatinina sérica (A), nitrégeno de urea en sangre (B), proteina en
sangre (C), urea en orina (D) y creatinina en orina (E), demostré una significativa proteccion de NAC a dosis de 100
mg/kg, sobre la elevacién de algunos de estos valores comparados con el grupo control (GM). Los datos fueron
expresados como media + error estandar de la media. Los valores de *P < 0.05, **P < 0.01 fueron considerados
significativos.

La administracién oral de 200 mg/kg de un extracto etanolico de Phlebodium pseudoaureum reveld
valores promedio de creatinina en sangre significativamente menores comparado con el grupo
control (Figura 2(A)); sin embargo, no se demostraron cambios significativos en nitrégeno de urea

en sangre, proteina en sangre, urea en orina y creatinina en orina (Figura 2(B-E)) comparados con
el grupo control.
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A B C o .
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Figura 2. Efectos de la administracion oral de Phlebodium pseudoaureum (PP) en ratas Wistar macho durante
exposicion con Gentamicina (GM) (n=8). La evaluacidn en creatinina sérica demostré una significativa proteccion
de PP a dosis de 200 mg/kg comparados con el grupo control. Los niveles de nitrdgeno de urea en sangre (B), proteina
en sangre (C), urea en orina (D) y creatinina en orina (E) no mostraron diferencias comparados con el grupo GM. Los
datos fueron expresados como media * error estandar de la media. Los valores de ***P < (.001 fueron considerados
significativos.

La administracion oral de 100 mg/kg de un extracto etandlico de Piper jacquemontianum no
demostré cambios significativos en creatinina en sangre, nitrogeno de urea en sangre, proteina en
sangre, urea en orinay creatinina en orina (Figura 3) comparados con el grupo control. Estos datos

sugieren que la administracion de P. jacquemontianum no tiene efectos nefroprotectores.
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Figura 3. Efectos de la administracion oral de Piper Jacquemontianum (PJ) en ratas Wistar macho durante
exposicion con Gentamicina (GM) (n=8). La administracion de PJ a dosis de 100 mg/kg no mostr6 diferencias
significativas en creatinina sérica (A), nitrégeno de urea en sangre (B), proteina en sangre (C), urea en orina (D) y
creatinina en orina (E) comparados con el grupo GM. Los datos fueron expresados como media + error estandar de la
media.

La administracion oral de 100 mg/kg del extracto etandlico de Tagetes lucida, reveld valores
promedio de creatinina y urea en sangre significativamente menores comparado con el grupo
control (Figura 4); sin embargo, no se demostraron cambios significativos en la administracion de
50 mg/kg de T. lucida comparados con el grupo control. Estos datos sugieren que los efectos

nefroprotectores de este extracto son dosis dependientes.
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Figura 4. Efecto protector de Tagetes lucida (TL) en ratas Wistar macho administradas con Gentamicina (GM)
(n=8). Pre-tratamiento con TL 100 mg/kg demostré una proteccién contra la pérdida de peso inducida por la
administracion intraperitoneal durante 8 dias de GM (A). La evaluacién en creatinina sérica (B), nitrogeno de urea en
sangre (C), y creatinina en orina (D), demostré una proteccion de TL a dosis de 100 mg/kg, sobre la elevacién éstos
inducidos por GM comparado con el grupo control salino de forma similar al control positivo N-acetilcisteina (NAC).
Los datos fueron expresados como media + error estandar de la media. Los valores de #P < 0.05, ##P < 0.01 fueron
considerados significativos comparados con el grupo control salino (normal). Los valores de *P < 0.05, **P < 0.01 ,
***P < 0.001 fueron considerados significativos comparados con el grupo control GM.

Posteriormente, se procedid a evaluar el efecto nefroprotector de T. lucida a partir de la
administracion de 100 y 50 mg/kg durante 10 semanas en un modelo crénico de nefropatia
diabética en ratones macho inducidos con 110 mg/kg de estreptozotocina. De forma similar a los
efectos observados en el modelo agudo nefrotoxico de gentamicina, el efecto protector en
nefropatia diabética se observé a dosis de 100 mg/kg, pero no a 50 mg/kg (Figura 5). La
administracion oral de 100 mg/kg de T. lucida demostrd una disminucién significativa (P<0.05) en
los valores de creatinina sérica, glucosa en orina, y urea en orina, de forma similar al control

positivo glibenclamida utilizado como control de regulacion de glucosa en sangre.
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(A) Nefropatia diabetica inducida por STZ. (B) Nefropatia diabetica inducida por STZ.
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Figura 5. Evaluacién de la administracion oral de Tagetes lucida (TL) en ratones CD-1 macho en nefropatia
diabética inducida por estreptozotocina (STZ) (n=8). La evaluacidn de creatinina sérica (A), glucosa en orina (B),
creatinina en orina (C), urea en orina (D), demostraron una significativa proteccion tras la administracion de TL a 100
mg/kg durante 10 semanas sobre la elevacion estos valores comparados con el grupo control diabético (STZ) de forma
similar al control positivo glibenclamida. Los datos fueron expresados como media * error estandar de la media. Los
valores de #P < 0.05, ###P < 0.001 fueron considerados significativos comparados con el grupo control no diabético
(normal). Los valores de *P < 0.05, fueron considerados significativos comparados con el grupo control diabético.

25



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccion General de Investigacion —DIGI-

11 Discusion de resultados

Existen multiples factores nocivos para el rifion que tienen un impacto considerable en salud
publica, como hipertension, diabetes, envejecimiento, exposicion a farmacos nefrotoxicos, factores
ambientales contaminantes como metales pesados, deshidratacion cronica, entre otros. Esto ha
impactado la investigacion preclinica a partir del desarrollo de modelos animales que permitan
comprenden la fisiopatologia en el rifién, ademas de utilizarlos para proponer distintos agentes
farmacoldgicos que puedan proteger o regular funciones renales importantes (Castafieda et al.,
2020). Entre los factores etiologicos en modelos celulares in vitro y en modelos animales in vivo
destacan el dafio agudo producido por farmacos nefrotoxicos como aminoglucésidos (Abdel-
Azeem et al., 2017; El-Kashef et al., 2015; Mahmoud, 2017). Existen otros factores con mayor
impacto en clinica que tiene un factor cronico, como nefropatia diabética, la cual globalmente es
la complicacién mas frecuente (Deshpande et al., 2008). Sin embargo, los modelos animales de
dafo renal cronico producido por diabetes tienden a ser costosos y prolongados, por lo que puede
resultar Gtil asociarlos a un modelo de tamizaje farmacologico de nefroproteccion como el modelo
agudo de dafio renal inducido por un nefrotoxico. En el presente estudio se involucré un enfoque
etnofarmacoldgico para la seleccién de un candidato farmacoldgico en un modelo crénico a partir
de un modelo agudo. Para ello, en este estudio se pretendia seleccionar una especie vegetal a partir
de datos preliminares obtenidos en dafio renal agudo producido en un modelo en ratas con
gentamicina administrada intraperitoneal durante 8 dias, para una posterior evaluacion durante 14

semanas de progresion diabética en ratones CD-1 diabéticos inducidos por estreptozotocina (STZ).

Inicialmente se exploraron las especies vegetales utilizadas tradicionalmente para afecciones
renales como una fuente de posibles candidatos a ser utilizados en proteccion renal. En Guatemala,
existe una riqueza cultural en el uso etnomedico de muchas plantas medicinales nativas utilizadas
como medicina tradicional por varias comunidades guatemaltecas con un componente renal o
relacionados con un proceso metabdlico que puede involucrar al rifion en su prescripcion (Andrade-
Cetto et al., 2019; Andrews et al., 2018; Ankli et al., 1999; Ayala, 1999; Barreno, 2012; Armando
Céceres et al., 1987; Cleaves, 2001; Giovannini et al., 2016; Girdn et al., 1991; Hitziger et al.,
2016; Kufer et al., 2010; Pardo, 2011; Sandoval, 1999; Tun, 2017; Vargas, 2019). Sin embargo, a

la fecha aun no poseen evidencia en seguridad y eficacia, para ser utilizadas en prevenir y tratar el
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dafo renal. Para la seleccidn de las especies vegetales se utilizaron el origen y el uso tradicional
como criterios de inclusion, con lo que se seleccionaron 3 especies, Tagetes lucida, Piper
jacquemontianum, y Phlebodium pseudoaureum. Inicialmente se utiliz6 un modelo dafio renal
agudo por el aminoglucésido gentamicina que permitiera de forma preliminar mostrar actividad
farmacoldgica en rifion. La gentamicina (GM) es un antibiético aminoglucoésido utilizado de forma
parenteral en clinica para infecciones bacterianas gramnegativas, que tiene entre sus efectos
adversos mas destacados una evidencia nefrotoxica al desarrollar en poco tiempo la elevacion en
los niveles de urea y creatinina en sangre, disminucion de la tasa de filtracion glomerular, lesiones
tubulares y fibrosis (Al-Shabanah et al., 2010; Romero et al., 2009). Un gran namero de estudios
animales han demostrado que GM en dosis entre 40-200 mg/kg via intraperitoneal entre 4-10 dias
permiten tener datos consistentes de dafio renal agudo (Abdel-Azeem et al., 2017; Arjinajarn et al.,
2016; Bae et al., 2014; El-Kashef et al., 2015; Guo et al., 2013; Liu et al., 2014; Mahmoud, 2017;
Pedraza-Chaverri et al., 2004). Uno de los mediadores que explican la muerte celular en distintas
estructuras de la nefrona producida por aminoglucésidos es la activacion de rutas apoptoticas a
partir del aumento en estrés oxidativo mitocondrial que impacta la funcion renal (Castafieda et al.,
2020). Es por ello que se seleccionaron antioxidantes como controles positivos, como N-
acetilcisteina debido a su actividad en proteccion renal (Mazzon et al., 2001), como especies
vegetales con alto valor como antioxidantes (A. Caceres, Cruz, et al., 2012; A. Céaceres, Lange, et
al., 2012). De las especies evaluadas, P. pseudoaureum y P. jacquemontianum, no mostraron una
consistente reduccion en los valores en sangre y orina que evaltan la funcion renal, como creatinina
y urea. Experimentalmente se demostrd una proteccion de funciones renales comparada con el
vehiculo al administrar dosis altas de T. lucida durante 8 dias, al evitar algunas de las alteraciones
metabdlicas, como aumento de creatinina sérica, disminucion de la creatinina urinaria, y aumento
de urea sérica y urinaria. En este sentido T. lucida no ha sido una especie con actividad reportada
en funciones renales, donde ha sido propuesta como agente activo en el sistema gastrointestinal, en
reducir la presion y en el sistema nervioso central (Castafieda et al., 2022; Estrada-Soto et al., 2021,
Ventura-Martinez et al., 2020). El aumento en los niveles de creatinina en plasma puede explicarse
por la reduccion en la filtracion glomerular producto del dafio producido en esta estructura. En este
estudio, de las especies tradicionalmente utilizadas se confirma el potencial nefroprotector de

Tagetes lucida dependiente de la dosis, presentando datos consistentes en los modelos de dafio
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renal agudo y crénico. Esta especie ha sido poco explorada farmacol6gicamente en enfermedades
metabdlicas, sin embargo, se ha sugerido su actividad anti-inflamatoria que podria ser relevante en

el proceso fisiopatoldgico producido por GM (Nayeli et al., 2020).

Entre los modelos animales diabéticos mas utilizados en nefropatia diabética son aquellos donde
la diabetes se induce quimicamente a partir de la administracién de STZ, la cual impacta la
sobrevivencia de las células B de los islotes pancreaticos que se encargan de liberar insulina y
mediante a ésta, disminuir los niveles de glucosa en sangre al promover el almacenamiento en los
tejidos (Szkudelski, 2001). Esta elevacién en los niveles de glucosa termina impactando el rifién,
descompensando el sistema antioxidante celular, promoviendo la activacion de cascadas que
promueven el dafio en la célula renal de forma que progresa la elevacion de la glucosa en sangre
(Tesch & Allen, 2007). Es por ello, que como control positivo en los experimentos disefiados para
evaluar proteccion renal producida por nefropatia diabética, se utilizd el antidiabético
glibenclamida, ya que al regular los niveles de glucosa se previene de forma concomitante la
reduccion de parametros metabdlicos de dafio renal. Los cambios morfolégicos en los rifiones de
roedores producidos por elevacion de los niveles de glucosa en sangre han demostrado al ratén
CD-1 como un mejor modelo comparable con patologias asociadas con la nefropatia diabética
humana avanzada. Es por ello que se selecciond a esta cepa para evaluar el potencial nefroprotector

de T. lucida en dos concentraciones.

Por lo tanto, este estudio muestra por primera vez el potencial nefroprotector de T. lucida, en 2
modelos animales con diferencias fisiopatoldgicas, que permiten proponer como un candidato para
estudios posteriores. Este estudio contribuye al uso etnofarmacoldgico de la especie en uso de
afecciones renales, y propone que se evalué su impacto en enfermedad renal producida por
deshidratacién con calor, asi mismo como su evaluacion histopatol6gica, comparacion de distintas

dosis, y posteriores mecanismos moleculares y principios activos responsables de su actividad.
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12 Conclusiones

Por medio de revision de literatura, se determinaron 187 especies utilizadas
tradicionalmente en Guatemala para afecciones renales, de las cuales 128 especies son
nativas, siendo las principales afecciones inflamacion e infeccion en los rifiones,
purificacion de sangre, dolor renal y enfermedad renales.

De las especies vegetales utilizadas tradicionalmente para afecciones renales, 3 fueron
evaluadas, siendo el extracto de Tagetes lucida demostr6 potencial como nefroprotector in
vivo en modelos de dafio renal agudo y crénico.

Pre-tratamiento oral con Tagetes lucida a 100 mg/kg, pero no a 50 mg/kg, demostré una
proteccion contra la pérdida de peso, la elevacion de creatinina sérica, el aumento en
nitrbgeno de urea en sangre Yy disminucién en creatinina urinaria inducidos por la
administracion intraperitoneal durante 8 dias de gentamicina 100 mg/Kg, similar al control
positivo N-acetilcisteina 100 mg/Kg.

Administracion oral con Tagetes lucida a 100 mg/kg, pero no a 50 mg/kg, demostroé una
proteccion contra la elevacion de creatinina sérica, glucosa en orina, creatinina en orina, y
urea en orina, comparada con el control diabético, de forma similar al control positivo

glibenclamida.
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14. Aspectos éticos y legales
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15. Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

Los resultados de esta investigacion seran publicados en la revista Ciencia, tecnologia y salud,
los cuales contaran con los respectivos agradecimientos en el manuscrito, de la siguiente
manera:

“La siguiente investigacion fue cofinanciada por la direcciéon general de investigacion de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, mediante el financiamiento de los proyectos B9-
2020 y Des3-2021".

41



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccion General de Investigacion —DIGI-

16. Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS:

Esta propuesta contribuye al Objetivos de desarrollo sostenible (ODS) nimero 3, garantizar una
vida sana y promover el bienestar de todos a todas las edades. En el apartado 3.4, se establece que
forma parte de este objetivo, “reducir en un tercio la mortalidad prematura por enfermedades no
transmisibles mediante su prevencion y tratamiento, y promover la salud mental y el bienestar”.
Esta propuesta de financiamiento aborda una enfermedad crénica no transmisible de incidencia
creciente (enfermedad renal cronica), y el enfoque de abordaje es a partir de la busqueda de
estrategias de prevencién y tratamiento a partir de farmacologia experimental. Adicionalmente,
contribuye en el apartado 3.9, “reducir considerablemente el nimero de muertes y enfermedades
causadas por productos quimicos peligrosos”, ya que el antibidtico gentamicina produce dafo renal
agudo. La investigacion de este modelo podra proponer candidatos que puedan administrarse junto
a este antibiotico para reducir el efecto adverso renal.
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18. Declaracion del coordinador(a) del proyecto de investigacion

El coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de
los proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13
y 20, deja constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina
ha cumplido a satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente

hacer efectivo el pago correspondiente.
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Nombre del coordinador del proyecto de investigacién Firma
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Fecha: 24/01/2022
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sido revisado y cumple su ejecucion de acuerdo a lo planificado.
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