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“Evaluacion nefroprotectora de extractos vegetales en modelos in vivo de dafio renal

inducido por nefrotoxicidad, diabetes y deshidratacion”
1. Resumen

La enfermedad renal cronica (ERC) es una patologia terminal severa que afecta principalmente a
la poblacién adulta hipertensa y diabética. Existe una epidemia regional en Guatemala de ERC de
Etiologia Desconocida en personas jovenes, en trabajadores agricolas principalmente en la costa
sur del pais, sin embargo, no se ha explorado extensamente candidatos farmacologicos para
modelos in vivo para estudiarla. El objetivo de este estudio es establecer candidatos
farmacoldgicos en modelos in vivo de dafio renal por nefrotoxicidad inducida por gentamicina y
nefropatia diabética inducida por estreptozotocina, para seleccionar un candidato a evaluar en
deshidratacion por calor. Para ello, se indujo nefrotoxicidad en ratas macho, con administracion
de gentamicina intraperitoneal (L.P., 100 mg/kg) durante 8 dias, diabetes inducida por
estreptozotocina (110 mg/kg I.P.) con evaluacion de 3 meses de progresion diabética, y por
deshidratacion por calor tras 5 semanas de exposicion a 37°C por 1.5 h, con evaluaciones de peso
corporal, evaluaciones de glucosa, creatinina, urea y proteina en sangre y en orina. Se evaluaron 4
extractos secos de especies vegetales nativas, Tagetes lucida, Lippia alba, Lippia graveolens y
Solanum nigrescens. La administracion oral de 100 mg/Kg de T. lucida, L. alba, y L. graveolens
redujeron significativamente (P < (0.05) la elevacion de los niveles de creatinina sérica inducida
por gentamicina y diabetes. Adicionalmente, el extracto de 7. /ucida redujo significativamente la
reduccion en peso corporal, la elevacion de los niveles de urea en orina y sangre inducida por
administracion de gentamicina y suprimi6 significativamente la elevacion de glucosa en sangre,
nitrogeno de urea en orina, proteina excretada, y excrecion de glucosa. Finalmente, el extracto de
T. lucida fue escogido para ser evaluado por deshidratacion por calor, demostrando
significativamente un menor valor de los niveles de urea en orina comparado con el grupo control

deshidratado por calor privado de agua.

2. Palabras clave. Aminoglicosidos; hiperglicemia; deshidratacién por calor; creatinina;

urea; rindén
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3. Abstract and keywords

"Nephroprotective effects of selected extracts against kidney damage induced by

Gentamicin, diabetes and heat exposure"

Chronic kidney disease (CKD) is a severe end-stage disease that mainly affects the hypertensive
and diabetic adult population. There is a regional epidemic in Guatemala of CKD of Unknown
Etiology in young people, in agricultural workers mainly on the southern coast of the country;
however, few reports have explored pharmacological candidates in vivo to study nephroprotective
agents. The aim of this study was to establish pharmacological candidates using in vivo models of
kidney damage due to gentamicin-induced nephrotoxicity and streptozotocin-induced diabetic
nephropathy, to select a candidate to evaluate in a model of heat exposure. For this,
nephrotoxicity was induced in male rats with administration of an intraperitoneal (IP) injection of
gentamicin (100 mg/Kg) for 8 days, diabetes induced by streptozotocin (110 mg / kg IP) with
evaluation of 3 months of diabetic progression, and by heat exposure to 37 ° C for 1.5 h for 5
weeks, with evaluations of body weight, and glucose, creatinine, urea and protein in blood and
urine. The experimental drugs consisted in four dried extracts of native plant species, Tagetes
lucida, Lippia alba, Lippia graveolens and Solanum nigrescens. Oral administration of 100
mg/Kg of T. lucida, L. alba, and L. graveolens significantly reduced (P < 0.05) the elevation of
serum creatinine levels induced by gentamicin and diabetes. Additionally, 7. lucida extract
significantly reduced the reduction in body weight, the elevation of urea levels in urine and blood
induced by the administration of gentamicin and significantly suppressed the elevation of blood
glucose, urine urea, excreted protein, and glucose excretion. Finally, the 7. lucida extract was
chosen to be evaluated by heat dehydration, showing a significantly lower value of urea levels in

urine compared to the control group dehydrated by heat.

Keywords: Aminoglycosides; hyperglycemia; heat exposure; creatinine; urea; kidney.
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4. Introduccion

El estudio Global Burden of Disease determind que la enfermedad renal créonica (ERC) se
caracterizo por 1.2 millones de muertes en 2015, con un aumento global del 32% desde 2005
(Luyckx, Tonelli, & Stanifer, 2018). En este reporte, se estima que cada afio, alrededor de 1.7
millones de personas mueren a causa de una lesion renal aguda. En general, se estima que entre 5
y 10 millones de personas mueren anualmente por enfermedad renal. La enfermedad renal esta
asociada con una tremenda carga econdmica para muchos paises, sobre todo en paises en vias de
desarrollo (Nugent, Fathima, Feigl, & Chyung, 2011). En general, distintos paises gastan mas del
2-3% de los presupuesto anuales de atencion de salud en el tratamiento de la enfermedad renal
terminal, aunque los que reciben dicho tratamiento representan menos del 0,03% de la poblacion
total. Guatemala tiene una de las tasas mas altas observadas en América de ERC y de mortalidad
por insuficiencia renal (Laux, Barnoya, Guerrero, & Rothstein, 2015). Adicionalmente, durante
las dos ultimas décadas, en Centroamérica se han reportado en forma creciente, altos indices de
incidencia, prevalencia y mortalidad por ERC de Etiologia Desconocida (ERCd) entre las
poblaciones menos favorecidas, que afecta a las comunidades agricolas de la costa sur donde la
pobreza y las oportunidades de trabajo son limitadas (Laux et al., 2016). La mayoria de los
trabajadores afectados por ERCd son hombres jovenes entre los 18 y 35 afios, trabajadores
agricolas, inmigrantes y trabajadores temporales, concentrados en la costa del Pacifico de

Mesoamérica.

Se requiere un modelo in vivo confiable que produzca una enfermedad estable dentro de un
periodo de tiempo relativamente corto para las intervenciones relacionadas con la ERC. Se han
desarrollado varios modelos animales utilizando numerosos métodos en el area de la ERC para
aproximarse a la enfermedad humana (Calvin, Misra, & Pflueger, 2010). Diversos productos
naturales han demostrado efectividad como renoprotectores en modelos animales en los cuales se
induce la nefrotoxicidad. Compuestos derivados de plantas medicinales como fenoles y
flavonoides han sido los mas efectivos en dichos ensayos. Dentro de los metabolitos secundarios,
sobresalen los ginsendsidos, gingerona, silimarina, proantocianidina, crocina, quercetina,

curcumina, compuestos polifenolicos, compuestos organosulfurados (Boozari & Hosseinzadeh,

3
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2017). Es por ello que siendo Guatemala un pais que presenta dentro de las principales diez

causas de mortalidad la insuficiencia renal cronica, ademas de poseer una patologia de etiologia
desconocida, es importante buscar nuevos tratamientos que se puedan asociar a prevenir y
disminuir el dafio renal o sus complicaciones y los productos naturales podrian representar una
opcion viable para su incorporacion en el sistema de salud publica y apoyar a la gran cantidad de

trabajadores y poblacion de las comunidades rurales afectadas por esta epidemia.

Es por ello que el objetivo de este estudio fue evaluar distintos extractos vegetales en diferencias
fisiopatoldgicas, farmacoldgicas y metabdlicas usando distintos modelos de dafio renal en
roedores inducido por nefrotoxicidad, diabetes y deshidratacion. Para ello, se indujo
nefrotoxicidad en ratas macho, con administracion de gentamicina intraperitoneal (L.P., 100
mg/kg) durante 8 dias, diabetes inducida por estreptozotocina (110 mg/kg I.P.) con evaluacion de
3 meses de progresion diabética, y por deshidratacion por calor tras 5 semanas de exposicion a
37°C por 1.5 h, con evaluaciones de peso corporal, evaluaciones de glucosa, creatinina, urea y
proteina en sangre y en orina. Se evaluaron 4 extractos secos de especies vegetales nativas,
Tagetes lucida, Lippia alba, Lippia graveolens y Solanum nigrescens, de los cuales T. lucida tue

seleccionada para su posterior evaluacion en deshidratacion por calor.
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5. Planteamiento del problema

Los mecanismos que median la muerte celular renal inducida por nefrotoxicantes y patologias
renales son sorprendentemente similares. Por ejemplo, la enfermedad renal aguda inducida por
isquemia implica el agotamiento de ATP, el estrés oxidativo, la muerte celular de los tibulos
proximales, la pérdida de la membrana del borde en cepillo, y la polaridad celular (Devarajan,
2006). En comparacion, el dafio renal inducido por el quimioterapéutico nefrotoxicante cisplatino
también implica estrés oxidativo, muerte celular del tubulo proximal y pérdida de la membrana y
polaridad del borde en cepillo (Ludwig & Oberleithner, 2004; Miller, Tadagavadi, Ramesh, &
Reeves, 2010). Esto es similar a eventos que se observan en la nefropatia inducida por la diabetes
(Hakim & Pflueger, 2010). La proteinuria, la fibrosis glomerular y la fibrosis intersticial son
eventos clave en la insuficiencia renal inducida por hipertension e hiperglucemia, que comparte
caracteristicas con alteraciones glomerulares inducidas por otras sustancias nefrotoxicas. En este
sentido, los modelos de nefrotoxicidad inducidos por gentamicina has sido consistentes entre
diferentes modelos in vitro € in vivo (Rodriguez Salgueiro & Gonzalez Nunez, 2016). Por lo que
el primer planteamiento que queremos abordar es la ausencia de un modelo de tamizaje
farmacologico y la comparacion de modelos de dafio renal, que sea de uso practico, robusto y

eficiente, validado en el contexto de dafo histopatologico renal por diabetes y deshidratacion.

Los roedores siguen siendo el pilar de los estudios in vivo de nefrotoxicidad (Rodriguez Salgueiro
& Gonzalez Nunez, 2016). Sin embargo, las ratas y los ratones tienen importantes diferencias
cuando se trata de evaluar la nefrotoxicidad. Uno de ellos es la expresion de la microglobulina-
o2u, la cual es dependiente de la especie y el género, siendo significativamente mayor en ratas
que en ratones y siendo mayor en machos (Swenberg, 1993). Se cree que estas diferencias
explican la mayor toxicidad de varios nefrotdxicos en ratas en comparacion con los otros
modelos, especialmente después de exposiciones a largo plazo, lo que la han hecho la especie de
roedores de eleccion por sensibilidad en dafio renal. Recientemente, se ha propuesto un modelo
en ratones a partir de una severa deshidratacion por exposicion a calor y con rehidratacion
retardada, evidenciando dafio renal, aumento en la creatinina sérica, lesiones en el tibulo

proximal con infiltraciéon de macrofagos y fibrosis renal temprana (C. A. Roncal-Jimenez et al.,
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2017). Sin embargo, estudios usando este modelo son escasos, y los pardmetros de dafo limitan

su comparacion, debido a diferencias en especie.

Finalmente, en este terreno comun de mecanismos fisiopatologicos existen similitudes en los
mecanismos moleculares que median la muerte de las células renales. Diferentes estudios han
demostrado que tales enfoques son necesarios para abordar principales estrategias de diagnostico,
pronostico y tratamiento de la insuficiencia renal aguda y cronica (Bao, Yuan, Chen, & Lin,
2018). Sin embargo, no se han explorado propuestas terapéuticas en dafio renal producido por

deshidratacion por calor, ni una comparacion otras causas que permitan un modelo de tamizaje.
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6.

Preguntas de investigacion
Preguntas generales

(Produciran distintos factores etioldgicos caracteristicas histopatologicas, metabodlicas y

farmacoldgicas comunes en modelos in vivo?
Preguntas especificas
[ Tendran los productos naturales a evaluar una actividad protectora en la funcién renal?

(Sera el dafio renal producido por gentamicina un modelo de tamizaje (prediccion) para

modelos de deshidratacion y diabetes?

(Se mantendra el potencial de actividad nefroprotectora en distintos modelos de dafio

renal?
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7. Delimitacion en tiempo y espacio

Este estudio estuvo dividido por 4 fases:

Primera fase: Validacion preliminar de todos los modelos animales en 3 condiciones de diseno

fisiopatologico para asegurar la medicion de las variables estimadas.

Segunda fase: Evaluacion de los candidatos farmacologicos (extractos vegetales) con sus

respectivos controles en nefrotoxicidad inducida por gentamicina en ratas Wistar macho.

Tercera fase: Evaluacion de los candidatos farmacologicos (extractos vegetales) con sus

respectivos controles en nefropatia diabética inducida por estreptozotocina en ratones macho CD-

1.

Cuarta fase: Seleccion de un candidato a ser evaluado en deshidratacion por calor en ratas

Wistar macho.

Los experimentos se realizaron en la universidad de San Carlos de Guatemala en dos areas,

bioterio y Lipronat de la facultad de Farmacia.
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8. Marco teorico

Diversos estimulos nocivos producen una pérdida de células renales que pueden inducir dafo
renal e insuficiencia renal (Devarajan, 2006). La causa de la insuficiencia renal puede ser
intrinseca o extrinseca. Entre las causas extrinsecas incluyen enfermedad cardiovascular,
obesidad, diabetes, sepsis e insuficiencia pulmonar y hepatica. Las causas intrinsecas incluyen
nefritis glomerular, enfermedad renal poliquistica, fibrosis renal, muerte de células tubulares y
calculos. El rifion desempefia un papel destacado en la mediacion de la toxicidad de numerosos
farmacos, contaminantes ambientales y sustancias naturales. Los fairmacos que se sabe que son
nefrotdxicos incluyen varias terapias contra el cancer, farmacos contra el abuso, antibidticos y
agentes de radiocontraste. Existen caracteristicas comunes entre los mecanismos de insuficiencia
renal inducidos por nefrotoxicantes y causas extrinsecas. Estos principios se han aplicado en la
construccion de distintos modelos animales, clasificados segin el factor nocivo de la funcion
renal, principalmente en modelos con drogas ototoxicas, nefropatia diabética e hipertensa,
nefroctomia y con modelos genéticamente modificados (Bao et al., 2018). En las ultimas décadas,
se ha demostrado in vivo que la deshidratacion debida al sudor y al calor activa la liberacion de
vasopresina (Torres, 2009). A su vez, recientemente se ha reconocido que la vasopresina tiene un
papel potencial como mediador de la enfermedad renal crénica (C. A. Roncal-Jimenez et al.,
2017). Aunque la funcion de la vasopresina en el aumento de la tasa de progresion en la
enfermedad renal cronica se ha demostrado en animales, su papel en la lesién renal aguda

asociada con la deshidratacion permanece en gran parte sin explorar.

La deshidratacion se ha asociado cominmente con un tipo de lesion renal aguda "pre-renal”, ya
que la condicion se ha visto como completamente reversible y no asociada con dafio renal
permanente. Sin embargo, recientemente ha habido un creciente nimero de reportes donde la
deshidratacion recurrente, especialmente cuando se relaciona con el estrés por calor, puede
conducir a una enfermedad renal cronica (ERC) (Johnson et al., 2017). Este hecho ha sido una
preocupacion especial en Centroamérica, donde ha surgido una epidemia de ERC entre los
trabajadores manuales en los campos de cafia de azicar y otras ocupaciones externas
(denominada nefropatia mesoamericana) en las que el principal factor de riesgo es la

9
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deshidratacion recurrente y el estrés por calor (Johnson & Sanchez-Lozada, 2013; Weiner,

McClean, Kaufman, & Brooks, 2013; Wesseling et al., 2014). De hecho, recientemente se han
reconocido epidemias de ERC con caracteristicas similares en otras areas del mundo, como India
y Sri Lanka, lo que lleva a la sugerencia de que la "nefropatia por estrés por calor" podria

representar una de las principales causas de la ERC en todo el mundo (Glaser et al., 2016).

En los ultimos afos, se han explorado un poco el mecanismo de dafio renal in vivo producido por
deshidratacion. Recientemente, se desarroll6 un modelo animal de ERC exponiendo a los ratones
a estrés por calor y deshidratacion recurrentes (Roncal Jimenez et al., 2013). Al igual que las
epidemias descritas en la literatura, el hallazgo histoloégico primario es fibrosis en el tubulo
intersticial, aunque también se ha observado isquemia glomerular. Los mecanismos
fisiopatologicos incluian la activacion la via de poliol (aldosa reductasa-sorbitol deshidrogenasa)
inducida por la deshidratacion térmica. A su vez, la fructosa generada a partir de la via de poliol
puede ser metabolizada por la fructoquinasa que esta presente en el tibulo proximal, lo que lleva
a agotamiento local de trifosfato de adenosina (ATP), estrés oxidativo, liberacion de
quimioquinas y generacion de acido urico (Cirillo et al., 2009). En el modelo de deshidratacion
asociada a la ERC en ratones, se ha demostrado que la fructosa producida de manera endogena en
la corteza renal, es responsable de lesion tubular proximal, que no se observd en ratones con
deficiencia de fructoquinasa. Estos estudios han sugerido de que la activacion de la via de poliol-
fructoquinasa es probablemente uno de los sistemas mediadores conducen el estrés por calor, en
la ERC asociada a la deshidratacion. A su vez, la deshidratacion también es un potente estimulo
para la liberacion de vasopresina, que a su vez ayuda a la concentracion urinaria (Bouby &
Fernandes, 2003). Mientras que la vasopresina ha sido propuesta inicialmente como una hormona
estrictamente beneficiosa para ayudar a prevenir la pérdida de agua, también se ha implicado
como un mediador de la lesion renal y aguda. Se han reportado efectos que incluyen
hiperfiltracion glomerular y albuminuria (Bardoux et al., 2003; Bardoux et al., 1999). De hecho,
también hay evidencia de que la supresion de la vasopresina puede retardar la progresion de la
ERC en modelos in vivo (Bouby, Bachmann, Bichet, & Bankir, 1990), lo que lleva al
reconocimiento de que la vasopresina también puede ser un mediador importante para el estrés

por calor.

10
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Existe literatura emergente que vincula el metabolismo de la fructosa con la vasopresina (Johnson

et al., 2016). Por ejemplo, se sabe que la infusion de fructosa hipertonica estimula la liberacion de
vasopresina en humanos, mientras que esto no se observa con la glucosa equimolar (Wolf,
Nguyen, Dumoulin, & Berthelay, 1992). Recientemente, se ha demostrado que el estrés por calor
induce la activacion de la via de aldosa reductasa-fructoquinasa en el hipotdlamo y que el
bloqueo del metabolismo de la fructosa puede reducir el aumento de la vasopresina al estrés por
calor (Song et al., 2017). De hecho, la fructosa puede estimular directamente la sintesis de
vasopresina en los explantes hipotalamicos, pero esto no es observado si el metabolismo de la
fructosa estd bloqueado. Ademas, una bebida azucarada que contiene fructosa exacerba
notablemente el dafio renal inducido por la leve deshidratacion por calor en ratas (Garcia-Arroyo

etal., 2016).
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9. Estado del arte

Diferentes modelos de roedores se han utilizado para evaluar el impacto de la deshidratacion en
el dafio renal cronico, con una intervencion a partir de privacion de agua y exposicion a calor. Un
estudio en ratones C57BL/6 J evalu6 el efecto de deshidratacion por calor, proponiendo un
modelo con intervalos de deshidratacion por calor durante 30 min/h durante 7 horas en 5 dias por
semana, comparando hidrataciéon durante los 30 minutos de descanso entre periodos de
deshidratacion contra la privacion de agua en este periodo (Roncal Jimenez et al., 2013). Este
estudio demostrd en ratones sin hidratacion durante los 30 minutos de descanso, una mayor
pérdida de peso por deshidratacion y un significativo aumento en los niveles de creatinina sérica,
presion arterial, y activacion de la via del poliol (sorbitol en corteza renal, fructuosa en corteza
renal, acido urico en corteza renal), comparado con los ratones que fueron hidratados durante las
horas de deshidratacion por calor. Esto sugiere que en la construccion del modelo, el dafio renal
es mas pronunciado al privar a los animales de hidratacion. En otros estudios, este modelo,
elaborado con intervalos de deshidratacion por calor durante 30 min/h durante 7-8 horas (con
privacion de agua en periodos de descaso) en 5 dias por semana, ha evidenciado aumento en la
creatinina sérica, lesiones en el tubulo proximal (con pérdida de células en el borde en cepillo) e
infiltracion de macrofagos y fibrosis renal temprana tanto en la corteza renal como en la médula
externa (Milagres et al., 2018; Roncal-Jimenez et al., 2017). Estos modelos con deshidratacion
aguda relativamente severa, resultan aproximadamente en un 14% de pérdida de peso diaria al
final de cada periodo de deshidratacion por calor, con un impacto en su reduccion de peso a las 5
semanas de aproximadamente 4% comparadas con control. Esto esta acompanado de un marcado
aumento de la osmolalidad sérica en asociacién con un aumento de la copeptina sérica y un
aumento de la osmolalidad urinaria y creatinina urinaria, consistente con la concentracion

urinaria.

Estudios en ratas Wistar expuestas a deshidratacion por calor 1 hora diaria con inmediata
rehidratacion posterior, han confirmado dafio renal después de 4 semanas, al evidenciar aumento
en los niveles de copeptina, aumento en la expresion de receptores de vasopresina, expresion de
Lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos (NGAL) (Garcia-Arroyo et al., 2019; Garcia-
Arroyo et al., 2017; Sanchez-Lozada et al., 2018). Similarmente, este dafio ha confirmado la
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activacion de la via de poliol observada en ratones, al presentar niveles mas altos de fructosa,
sorbitol, acido urico en corteza renal, peroxidacion lipidica y proteica, junto a un aumento en

expresion de aldosterosa reductasa, sorbitol deshidrogenasa, fosfoquinasa y xantina oxidasa.

A pesar de que se comienzan a conocer recientemente los mecanismos fisiopatoldgicos, donde se
conocen algunos productos naturales que podrian ser propuestos por su afinidad en bloquear
mecanismos en comun de enfermedad renal producida por deshidratacion, no existen reportes
donde exploren la proteccion de células renales (Wyatt & Reeves, 2017). A su vez, los modelos
de nefrotoxicidad inducidos por gentamicina has sido consistentes entre diferentes modelos in
vitro e in vivo para correlacionar el dafio por nefropatia diabética (Rodriguez Salgueiro &
Gonzalez Nunez, 2016). Por lo que uno de los planteamientos que se abordaron es la ausencia de
un modelo de tamizaje farmacolédgico y la comparacion de modelos de dafio renal, que sea de uso
practico, robusto y eficiente, validado en el contexto de dafio renal por diabetes y deshidratacion.
Ademéds, los productos naturales que muestren nefroproteccion brindardn una significativa
contribuciéon en innovacion en el descubrimiento de productos naturales beneficiosos para la

salud en una patologia emergente.
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10.  Objetivo general

Evaluar las propiedades renoprotectoras de extractos vegetales mediante tamizaje farmacologico

en modelos in vivo para explorar su potencial en Enfermedad Renal Cronica (ERC).

11. Objetivos especificos

Determinar las caracteristicas metabolicas y farmacoldgicas de dafio renal de los modelos in

vivo, inducido por nefrotoxicidad y diabetes.

Determinar las caracteristicas metabdlicas de los modelos in vivo de dafio renal inducido por
gentamicina empleando marcadores metabolicos para determinar su potencial como modelo de

tamizaje.

Determinar el efecto protector de los extractos vegetales, mediante la evaluacion metabolica de

dafio renal de los modelos in vitro inducidos por nefrotoxicidad, diabetes y deshidratacion

Evaluar a un candidato de los extractos vegetales como nefroprotectores para la enfermedad renal

cronica de etiologia desconocida y nefropatia diabética.
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12.

Hipotesis
Los productos naturales a evaluar en el modelo de nefrotoxicidad inducida por

gentamicina tienen una actividad nefroprotectora significativa mayor al control con

gentamicina + vehiculo).

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

actividad nefroprotectora significativa mayor al grupo control diabético (vehiculo).

El extracto seleccionado a partir del tamizaje a evaluar en el modelo de deshidratacion por
calor tiene una actividad nefroprotectora significativa mayor al control deshidratado por

calor + vehiculo.

Los productos naturales con actividad en el modelo de nefrotoxicidad inducida por
gentamicina presentan una actividad nefroprotectora en los modelos de diabetes y

deshidratacion por calor.

Distintos factores nefrotdxicos in vivo presentan caracteristicas metabdlicas en comuin que

pueden asociarse con renoprotectores provenientes de extractos vegetales.
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13.

Materiales y métodos

13.1 Enfoque v tipo de investigacion

13.1.1 Investigacion cuantitativa: Esto se realiz6 a partir de evaluaciones cuantitativas de dafio

13.1.2

13.2

13.2.1.

y recuperacion (actividad), por ejemplo proteina en orina, creatinina sérica, urea en orina
y plasma (BUN), etc. Las asignaciones de grupos fueron realizadas al azar a partir de un
método de balanceo de parametros entre grupos. Todas las comparaciones se realizaron
con un grupo control con vehiculo, control con dafio, y control positivo con droga de

referencia.

Tipo de la investigacion: Exploratoria y aplicada. Se dividi6 el enfoque nefroprotector en
diversos pequefios estudios que exploraban distintos factores etioldogicos de dafio renal
para proponer un candidato que se logrard aproximar a un modelo que asemeja a lo que
sucede en el campo en la enfermedad renal cronica de etiologia desconocida. Se
realizaron aproximaciones a comparaciones entre modelos, tanto a nivel fisiopatologico
como farmacoldgico. Se sabe, que la enfermedad renal cronica de etiologia desconocida
excluye a diabetes, sin embargo se incluyd en el estudio con el fin de aproximar mas el
potencial nefroprotector de los extractos vegetales a evaluar. Sin embargo, debido al
numero limitado de extractos a evaluar no se realizd una correlacion pertinente de los
modelos de tamizaje, para determinar el poder de prediccion del modelo de tamizaje. Para
ello, seguiremos abordando en préximos estudios diversos extractos y correlacionarlos

entre modelos.

Método

Drogas vegetales

Se evaluaron extractos previamente realizados por el laboratorio de extraccion de
productos naturales (LIPRONAT), facultad de farmacia (USAC). Los extractos
seleccionados fueron extracto etandlico al 70% de hojas de Tagetes lucida, extracto
etanolico al 30% de hojas de Lippia alba, extracto etanolico al 50% de hojas de Lippia

graveolens y extracto metandlico de hojas de Solanum nigrescens)
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13.2.2.

13.2.3.

Drogas de referencia o induccion

Para los modelos de nefrotoxicidad se utilizd soluciéon de gentamicina 100 mg/mL
(Gentex, Queretaro, México). Para los modelos de diabetes se utilizd 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. 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 realizaréon 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 (CICUALCCQQF-01-
2020). En el inicio de cada experimento se utilizaron animales de la misma fecha de
nacimiento con una variacion maxima 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 1 y los ratones de 7 semanas de edad CD-1 generacion 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 administraciéon de una solucion de gentamicina intraperitoneal (i.p.)
durante 8 dias (Sun et al., 2018). Posteriormente en las drogas vegetales activas se evalud
dafo renal producido por diabetes inducida por estreptozotocina tras 8 semanas de dafio
diabético en ratones CD-1 (Calvin et al., 2010); y deshidratacion tras un modelo de 5
semanas de exposicion de ratas Wistar a 1-2 h diarias a 37°C en incubadora para roedores

(Ugo Basile, Geromio, Varase, Italia) (C. Roncal-Jimenez, Lanaspa, Jensen, Sanchez-
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13.2.4.

13.2.5.

Lozada, & Johnson, 2015; C. A. Roncal-Jimenez et al., 2017; Roncal Jimenez et al.,
2013). La administraciéon oral y registro de pesos se realizd a diario en todos los
experimentos, excepto en deshidratacion por calor, en donde se realizaba 5 veces por

s€mana.

Marcadores renales y metabdlicos

La coleccion de orina se realizd en cajas metabolicas y los volumenes de orina colectada
de cada animal fueron medidos volumetricamente. La coleccién de sangre fue obtenida
via puncion cardiaca y centrifugada en frio a 5000 rpm por 10 minutos. El plasma y la
orina obtenidas fueron analizadas usando un método colorimetrico (Espectrofotometro
microlab 300) siguiendo los protocolos de los kits de prueba (DiaSys, Holzheim,
Alemania). Se midieron Creatinina en plasma y orina, concentracion de proteina en plsma
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 puncidn de cola con medidor one-touch

Recoleccion de informacion

Entre los mismos grupos de un cluster de experimentacion se realizaron evaluaciones
iniciales de factores metabolicos y de peso para la division de sujetos por grupo. Todos
los animales que se encontraron en valores y comportamientos anormales fueron
excluidos del estudio. Todos los pardmetros de coleccion de la muestra vegetal fueron
registrados y todos los extractos tienen numero de espécimen de herbario (BIGU1127,
BIGUI1121, Bigul132, Farmayall1l.). Los extractos fueron realizados en el laboratorio
de productos naturales (LIPRONAT) de la Universidad de San Carlos. Todas las
evaluaciones biologicas fueron realizadas en el bioterio de la facultad de Farmacia de la
Universidad de San Carlos en los laboratorios de investigacion de farmacologia

experimental.
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13.2.6. Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software estadistico Prism 6 (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 metabolicas, analisis de plasma y
orina se realizaran utilizando ANOVA con comparacion multiple posterior a la prueba de
Dunnett. Las comparaciones estadisticas en pesos y glucosa en diferentes dias (o sus
diferenciales con valores basales al inicio del experimento) se realizaron a partir de ANOVA
de dos vias entre los grupos tratados con vehiculo y los tratados con el dafio experimental y
tratamientos farmacologicos, seguido de la prueba de comparacion de Bonferroni. Los

valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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14.  Difusion, difusion y divulgacion

Se publicé un articulo de revision en la revista Ciencia, tecnologia y Salud de DIGI, con los
fundamentos tedricos principales que fundamentan el estudio: Castaiieda, et al (2020).
Biomarcadores traslacionales de modelos in vitro e in vivo de dafio renal: Una perspectiva
para abordar nefrotoxicidad desde multiples factores etioldgicos.

https://digi.usac.edu.gt/ojsrevistas/index.php/cvtes/article/view/893
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15. Resultados

15.1. Nefrotoxicidad inducida por gentamicina

Preliminarmente se realizo una validacion de distintas dosis de administracion intraperitoneal
(LP.) de gentamicina (80, 100 y 120 mg/Kg) en una pequefia muestra de ratas Wistar macho de 7
semanas (n=3) por 8 dias consecutivos con el fin de establecer los valores esperados, evaluar los
reactivos y aparatos utilizados (Figura 1). Se establecié una concentracion de 100 mg/Kg de

gentamicina para los futuros experimentos de nefrotoxicidad inducida por gentamicina.

Creatinina en plasma Nitrégeno de urea en sangre

Proteina en orina
2.0 40

P

BUN (mg/dL)
N
o

Creatinina (mg/dL)

Proteina (mg/dL)

T T
NOR GM80 GM100 GM 120 NOR GM80 GM100 GM 120

NOR GM80 GM100 GM 120

Figura 1. Evaluacion de distintas concentraciones de gentamicina (GM) en ratas macho de 7
semanas (n=3). Se evaluaron los valores de creatinina y urea en plasma y proteina en orina en 3

concentraciones de administracion de gentamicina intraperitoneal (80, 100 y 120 mg/Kg).

Posteriormente, se procedid a evaluar la actividad nefroprotectora de 4 especies vegetales
(extracto etanolico al 70% de hojas de Tagetes lucida, extracto etandlico al 30% de hojas de
Lippia alba, extracto etanolico al 50% de hojas de Lippia graveolens y extracto metanolico de
hojas de Solanum nigrescens) en ratas (n=8) en el modelo de nefrotoxicidad inducida por
gentamicina comparado con N-acetilcisteina (NAC) como control positivo. La evaluacion
preliminar de pesos corporales demostrd una significativa reduccidon de pesos corporales en el
grupo control administrado con gentamicina durante 8 dias (P < 0.05) comparado con el grupo
control con salino (Figura 2). La administracion oral de NAC y T. lucida protegid
significativamente (P < 0.05) la reduccion de pesos inducidas por gentamicina. La evaluacion de
creatinina plasmatica, y de nitrogeno de urea en sangre (BUN) y orina, demostr6é que 7. lucida

protegid significativamente la elevacion éstos valores comparado con el grupo control
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administrado con gentamicina (Figuras 3-5). A su vez los extractos de S. nigrescens. L. alba y L.

graveolens protegieron ante la elevacion de BUN y creatinina en plasma inducida por
gentamicina comparables con el grupo administrado con NAC. Los valores de creatinina en orina
fueron mayores en el grupo administrado con NAC comparado con el control gentamicina,

mientras que los valores en los extractos fueron ligeramente mayores (Figura 6).

Nefrotoxicidad inducida por GM. Peso corporal

50 = "
40— N # :
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O Tagetes lucida *
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Figura 2. Cambios en peso corporal tras administracion oral de extractos candidatos después de 8
dias de administracion intraperitoneal de 100 mg/Kg de gentamicina (GM) en ratas macho de 7
semanas (n=8). La administracion oral de N-acetilcisteina y de Tagetes lucida protege
significativamente la pérdida de peso inducida por GM. Los datos fueron expresados como media
+ error estandar de la media. Los valores de #P < 0.05 fueron considerados significativos
comparados con el grupo control salino. Los valores de *P < 0.05 fueron considerados

significativos comparados con el grupo control gentamicina.
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Nefrotoxicidad inducida por GM. Urea en sangre
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Figura 3. Nitrogeno de urea en sangre (BUN) después de 8 dias de administracion intraperitoneal
de 100 mg/Kg de gentamicina (GM) en ratas macho de 7 semanas tras administracion oral de
extractos candidatos (n=8). La administracion oral de N-acetilcisteina, y todos los extractos
redujo significativamente la elevacion de los niveles de urea inducida por GM. Los datos fueron
expresados como media + error estandar de la media. Los valores de ##P < 0.01 fueron
considerados significativos comparados con el grupo control salino. Los valores de *P < 0.05,

**P < 0.01 fueron considerados significativos comparados con el grupo control GM.

Nefrotoxicidad inducida por GM. Urea en orina
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Figura 4. Nitrogeno de urea en orina después de 8 dias de administracion intraperitoneal de 100
mg/Kg de gentamicina (GM) en ratas macho de 7 semanas tras administracion oral de extractos
candidatos (n=8). La administracion oral de Tagetes lucida redujo significativamente la elevacion
de los niveles de urea en orina inducida por administracion de GM. Los datos fueron expresados
como media *+ error estandar de la media. Los valores de *P < 0.05 fueron considerados

significativos comparados con el grupo control GM.
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Nefrotoxicidad inducida por GM
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Figura 5. Creatinina plasmatica después de 8 dias de administracion intraperitoneal de 100
mg/Kg de gentamicina (GM) en ratas macho de 7 semanas tras administracion oral de extractos
candidatos (n=8). La administracion oral de N-acetilcisteina, de Tagetes lucida, de Lippia alba y
Lippia graveolens protege significativamente la elevacion de los niveles de creatinina en plasma
inducida por GM. Los datos fueron expresados como media + error estdndar de la media. Los
valores de #P < 0.05 fueron considerados significativos comparados con el grupo control salino.

Los valores de *P < (0.05 fueron considerados significativos comparados con grupo control GM.
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Figura 6. Creatinina en orina después de 8 dias de administracion intraperitoneal de 100 mg/Kg
de gentamicina (GM) en ratas macho de 7 semanas tras administracion oral de extractos
candidatos (n=8). La administracion oral de N-acetilcisteina, y de los extractos evaluados
presento valores menores a los niveles de creatinina en orina inducida por la administracion de

GM. Los datos fueron expresados como media + error estdndar de la media.
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15.2. Nefropatia diabética inducida por estreptozotocina

Preliminarmente se realiz6 una validacion de distintas dosis de administracion intraperitoneal
(I.P.) de dos dosis de estreptozotocina (STZ, 55, 60 y 65 mg/Kg) en ratones CD-1 macho de 7
semanas (n=8) por 2 dias consecutivos con ayuno de 18 horas con el fin de establecer los valores
esperados, evaluar los reactivos e instrumentos utilizados (Figura 7). Se establecio una
concentracion de 55 mg/Kg de STZ en dos dosis (110 mg/Kg) para los futuros experimentos de
nefropatia diabética debido a que se produce un control ideal de los niveles de glucosa elevados y
ausencia de mortalidad durante el periodo a evaluar (datos no mostrados).

Ratones diabeticos (STZ2)
800+

30D 60D

*kk
*kk T

. *k*k
600 ok

4004

2001

Glucosa en sangre (mg/dL)

CON 55 60 65 CON 55 60 65

Figura 7. Evaluacion de distintas concentraciones de estreptozocina (STZ) en ratones macho de 7
semanas durante 90 dias posterior a su administracion intraperitoneal (I.P.) (n=8). Dos dosis de
administracion I.P de STZ aumento significativamente los niveles de glucosa en sangre después
de 60 dias de evaluacion, posterior al periodo de induccion de 4 semanas. Los datos fueron
expresados como media + error estdndar de la media. Los valores de ***P < 0.001 fueron

considerados significativos comparados con el grupo control normal (no diabético).

Posteriormente, se evaluo la actividad nefroprotectora de las 4 especies vegetales descritas
previamente en ratones (n=8) en el modelo de nefropatia diabética inducida por STZ 110 mg/Kg
comparado con Glibenclamida como control positivo. La evaluacién de pesos corporales revelo
una significativa reduccién producida por diabetes en el grupo control STZ comparada con el
grupo normal desde el dia 22 de induccion de STZ y durante las 10 semanas posteriores (Figura
8). El grupo administrado con glibenclamida presentd valores promedio mayores al grupo control
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STZ. La administracion oral diaria de los extractos no mostrd una proteccion a la pérdida de peso

producida por diabetes inducida por STZ tras 10 semanas de evaluacion.

(A) Dias de induccién de STZ

<O Control (normal)

@ S1Z

O Glibenclamida

<O Tagetes lucida 100

O Lippia alba 100

< Solanum nigrescens 100
-O- Lippia graveolens

Diferencia peso (g)

-2 T T T T T T T T
1 4 9 12 16 22 24 27
Dias

(B) Administracion experimental
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Figura 8. Cambios en peso corporal en modelo de nefropatia diabética inducida por
estreprtozotocina (STZ) en ratones CD-1 (n=8). Cambios en peso corporal tras induccion de 4
semanas (A) y progresion diabética de 10 semanas ratones macho tras administracion de
extractos candidatos (B) revelaron que la administracion intraperitoneal de STZ produjo una
disminucion significativa en el peso corporal desde el dia 22 de induccion, manteniéndose hasta
la semana 10 de la fase de administracion. Los datos fueron expresados como media + error
estandar de la media. Los valores de #P < 0.05 fueron considerados significativos comparados

con el grupo control no diabético (normal).
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La evaluacion de los valores de glucosa en sangre obtenidos de cola se realizo a las 4 semanas de
induccion de STZ (dia 0, correspondiendo al inicio de administracion de tratamiento), a los 30 y a
los 60 dias de administracion de los tratamientos. En el dia 0, los grupos fueron asignados al azar
segun al valor promedio de pesos y niveles de glucosa comparable en cada grupo para que fuesen
homogéneos. Después de 30 y 60 dias de progresion diabética los valores de glucosa en sangre
fueron aumentando significativamente en el grupo STZ control, comparado con el grupo control
normal (Figura 9(A)). Después de 30 y 60 dias de administracion de tratamientos, glibenclamida,
L. alba y T. lucida redujeron significativamente los aumentos en los niveles de glucosa

comparados con los valores basales (Figura 9(B)).
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Figura 9. Glucosa en sangre en la progresion diabética de 10 semanas en ratones macho durante
el periodo de administracion de extractos candidatos (n=8). (A) Valores de glucosa en sangre
posterior a la induccion de 4 semanas con estreptozotocina tras 60 dias de administracion de
tratamientos. (B) Diferenciales de glucosa comparados con los valores iniciales (dia 0). La

administracion oral de glibenclamida, 7. /ucida y L. alba redujeron significativamente el aumento

27



Informe final 2020

en la progresion de glucosa en diabetes. Los datos fueron expresados como media + error

estandar de la media. Los valores de ##P < 0.01 fueron considerados significativos comparados
con el grupo control no diabético (normal). Los valores de *P < 0.05, **P < 0.01 fueron

considerados significativos comparados con el grupo control STZ.

La evaluacion en creatinina sérica, orina de nitrogeno de urea, proteina excretada, y excrecion de
glucosa, demostrd que 7. lucida protegi6 significativamente la elevacion éstos valores comparado
con el grupo control diabético de forma similar al control positivo hipoglicemiante glibenclamida
(Figuras 11-13). A su vez los extractos de S. nigrescens y L. graveolens protegieron
significativamente ante la elevacion de urea en orina, y L. alba ante la elevacion de proteina en

orina comparado con el grupo control diabético.

DM-inducida con STZ

W
1

CONTROL (normal)

STZ Control

Glibenclamida

Solanum nigrescens 100 mg/Kg
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—
1

Ligs
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Creatinina serica (mg/dL)
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Figura 10. Creatinina sérica después de 60 dias de progresion de diabetes inducida por
estreptozotocina (STZ) en ratones macho tras administracion oral de extractos candidatos (n=8).
Valores de creatinina sérica posterior a la induccion de 4 semanas con estreptozotocina y
posterior a los 60 dias de administracién de tratamientos. Los datos fueron expresados como
media + error estandar de la media. Los valores de #P < 0.05 fueron considerados significativos
comparados con el grupo control no diabético (normal). Los valores de *P < 0.05, **P < (.01

fueron considerados significativos comparados con el grupo control STZ.
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DM-inducida con STZ
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Figura 11. Urea en orina después de 60 dias de progresion de diabetes inducida por
estreptozotocina (STZ) en ratones macho tras administracion oral de extractos candidatos (n=8).
Valores de urea en orina posterior a la induccidon de 4 semanas con estreptozotocina y posterior a
los 60 dias de administracion de tratamientos. Los datos fueron expresados como media + error
estandar de la media. Los valores de #P < 0.05 fueron considerados significativos comparados
con el grupo control no diabético (normal). Los valores de *P < 0.05, **P < 0.01 fueron

considerados significativos comparados con el grupo control STZ.
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Figura 12. Proteina en orina excretada durante 24h después de 60 dias de progresion de diabetes
inducida por estreptozotocina (STZ) en ratones macho tras administracion oral de extractos

candidatos (n=8). Valores de proteina en orina posterior a la induccioén de 4 semanas con STZ y
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posterior a los 60 dias de administracién de tratamientos. Los datos fueron expresados como

media + error estdndar de la media. Los valores de #P < 0.05 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 STZ.
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Figura 13. Glucosa en orina después de 60 dias de progresion de diabetes inducida por
estreptozotocina (STZ) en ratones macho tras administracion oral de extractos candidatos (n=8).
Valores de glucosa en orina posterior a la induccion de 4 semanas con estreptozotocina y
posterior a los 60 dias de administracion de tratamientos. Los datos fueron expresados como
media + error estdndar de la media. Los valores de #P < 0.05 fueron considerados significativos
comparados con el grupo control no diabético (normal). Los valores de *P < 0.05, ***P < 0.001

fueron considerados significativos comparados con el grupo control STZ.
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15.3. Dafio renal inducido por deshidratacion por calor

Preliminarmente se realiz6 una validacion de distintas exposiciones a calor de 37°C con privacion
de agua en incubadora en ratas Wistar macho de 7 semanas (n=3) por 5 dias consecutivos durante
5 semanas con el fin de establecer los valores esperados, evaluar los reactivos e instrumentos
utilizados (Figura 14). Se establecio un tiempo de exposicion de 1.5 horas de deshidratacion por
calor para los futuros experimentos debido a que se produce una alteracion de parametros
creatinina y urea en orina y ausencia de efectos nocivos producidos a tiempos mas prolongados

(2h) comparado con control no expuesto a calor privado de agua (datos no mostrados).
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Figura 14. Evaluacion de distintos tiempos de exposicion por calor en ratas macho de 7 semanas
(n=3). Exposicion a calor durante 1h, 1.5h y 2h durante 5 dias por semana en un periodo de 5
semanas produjo alteracion en los valores de urea en orina (A), urea en sangre (B), creatinina en

sangre (C) y creatinina en orina (D). Los datos fueron expresados como media + error estdndar de

la media.
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Posteriormente, se procedié a evaluar la actividad nefroprotectora del extracto candidato

seleccionado para este modelo, 7. lucida, en ratas macho de 7 semanas (n=8) en el modelo de
deshidratacion por calor. La evaluacion de pesos corporales reveld una reduccion de los valores
promedio producida por deshidratacion por calor desde el dia 19, la cual fue ligeramente mayor

en el grupo administrado con 7. lucida (Figura 15).

Administracion experimental

330
320
310
300
290+

O 260+ O CON
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0 5 10 16 19 25 32 35
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Figura 15. Peso corporal tras exposicion por calor con privacion de agua 1.5 h diarias 5 dias a la
semana por 5 semanas en ratas Wistar (n=3). Cambios en peso corporal durante 5 semanas de
deshidratacion por calor a 37 °C tras administracion oral de Tagetes lucida comparada con grupo
control (vehiculo) y grupo sin hidratacion pero sin exposicion calor. Los datos fueron expresados

como media + error estandar de la media.
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La evaluacion en orina de nitrogeno de urea demostrd que 7. lucida protegioé significativamente

la elevacion éstos valores comparado con el grupo control deshidratado por calor privado de agua
(Figura 16). Sin embargo, no se observaron alteraciones en los valores de nitrogeno de urea en
sangre y proteina en sangre (Figuras 17-18). Administracion de 7. lucida mostrd menores
valores en creatinina en plasma y orina comparados con el grupo control deshidratado con calor

comparable a los valores medios del grupo control normal (Figuras 19-20).

Deshidratacion. Urea en orina
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Figura 16. Urea en orina tras exposicion por calor 1.5 h diarias 5 dias a la semana por 5 semanas
tras administracion oral de Tagetes lucida (n=8). Deshidratacion por calor con privacion de agua
incremento significativamente la urea en orina comparado con privacion de agua sin calor. El
extracto de T. lucida suprimio significativamente la elevacion de urea en orina. Los datos fueron
expresados como media + error estdndar de la media. Los valores de #P < 0.05 fueron
considerados significativos comparados con el grupo control privado de agua pero no expuesto a
calor (normal). Los valores de **P < (0.001 fueron considerados significativos comparados con el

grupo deshidratado por calor y privado de agua.
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Figura 17. Urea en sangre (BUN) tras exposicion por calor 1.5 h diarias 5 dias a la semana por 5
semanas tras administracion oral de Tagetes lucida (n=8). Deshidratacion por calor no tuvo
cambios significativos en nitrégeno de urea en sangre. Los datos fueron expresados como media

+ error estandar de la media.
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Figura 18. Proteina en sangre tras exposicion por calor 1.5 h diarias 5 dias a la semana por 5
semanas tras administracion oral de Tagetes lucida (n=8). Deshidratacién por calor no tuvo
cambios significativos en proteina en sangre. Los datos fueron expresados como media + error

estandar de la media.
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Figura 19. Creatinina en orina tras exposicion por calor 1.5 h diarias 5 dias a la semana por 5
semanas tras administracion oral de Tagetes lucida (n=8). Deshidratacion por calor no tuvo

cambios significativos en creatinina en orina. Los datos fueron expresados como media £ error

estandar de la media.

Deshidratacion. Creatinina en plasma

d
o
o

J

3 Control

@l Deshidratacion 1.5h/d
3 Tagetes lucida 100 mg/Kg

o
o
1

n=8
5 dias/semana * 35 dias

e
N
1

o
°o

T T
CON DES1.5 TL

Creatinina en plasma (mg/dL
5

Tiempo deshidratacion por calor

Figura 20. Creatinina en sangre tras exposicion por calor 1.5 h diarias 5 dias a la semana por 5
semanas tras administracion oral de Tagetes lucida (n=8). Deshidratacién por calor no tuvo

cambios significativos en creatinina en sangre. Los datos fueron expresados como media + error

estandar de la media
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16.  Analisis y discusion de resultados

Mundialmente la nefropatia es la complicacion mas frecuente producida por diabetes, con 27.8%
de incidencia, seguida de pie diabético con 22.9%, y seguida de problemas visuales con 18.9%
(Deshpande, Harris-Hayes, & Schootman, 2008). Esto lo hace una complicacion relevante a nivel
mundial, sobre todo en paises donde el indice de Diabetes tiende a aumentar, como lo es en
Guatemala (Bream et al., 2018). Existe una epidemia regional en Guatemala de ERC de Etiologia
Desconocida en personas jovenes, en trabajadores agricolas principalmente en la costa sur del
pais, donde no existe un modelo in vivo lo suficientemente explorado para estudiarla. Es por ello
de suma importancia establecer un modelo de dafio renal con estas caracteristicas, de utilidad
practica en tamizaje farmacologico, que posea validez con un mecanismo fisiopatologico de
deshidratacion. Es por ello que siendo Guatemala un pais que presenta dentro de las principales
diez causas de mortalidad la insuficiencia renal cronica, ademés de poseer una patologia de
etiologia desconocida, es importante buscar nuevos tratamientos que se puedan asociar a prevenir
y disminuir el dafio renal o sus complicaciones y los productos naturales podrian representar una
opcion viable para su incorporacion en el sistema de salud publica y apoyar a la gran cantidad de
trabajadores y poblacion de las comunidades rurales afectadas por esta epidemia. Se requiere un
modelo in vivo confiable que produzca una enfermedad estable dentro de un periodo de tiempo

relativamente corto para las intervenciones relacionadas con la ERC.

Inicialmente en este estudio se abordé un modelo dafio renal agudo por gentamicina que lograra
brindar informacién preliminar del potencial farmacologico de extractos vegetales. La
gentamicina (GM) es un antibidtico aminoglucosido comunmente utilizado para abordar
infecciones bacteriana gramnegativas. Debido al alto flujo sanguineo relativo, el rifion es
propenso al dafio inducido por farmacos. GM es una de las principales causas de nefrotoxicidad
inducida por farmacos, ya que es todavia es ampliamente utilizada en clinica y muy eficiente en
el tratamiento de infecciones. Estos efectos adversos han permitido el establecimiento de modelos
animales basados en dafo renal. Dosis de GM en roedores de 40 a 200 mg/Kg administradas via
intraperitoneal durante 4 a 10 dias pueden inducir insuficiencia renal aguda (Abdel-Azeem,

Hegazy, Zeidan, Ibrahim, & El-Sayed, 2017; Arjinajarn et al., 2016; Bae et al., 2013; El-Kashef,
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El-Kenawi, Suddek, & Salem, 2015; Guo et al., 2013; P. Liu et al., 2014; Mahmoud, 2017;

Morales et al., 2010; Pedraza-Chaverri et al., 2004; 2018). Este modelo agudo se caracteriza por
niveles elevados de urea y creatinina séricas, disminucion de la tasa de filtracion glomerular,
lesiones tubulares y fibrosis (Al-Shabanah et al., 2009; Romero, Perez, Chavez, Parra, &
Durante, 2009). En este estudio, se corroboré con datos experimentales algunos de estas
alteraciones metabdlicas, como aumento de creatinina sérica, aumento de urea sérica y urinaria.
Esto se debe a que al comienzo del proceso de dafio por GM, cuando no hay una obstruccion
tubular significativa, se pueden detectar un aumento en los niveles séricos de urea y creatinina, lo
que apunta a una reduccion en la filtracion glomerular. En ausencia de una obstruccién marcada
de la nefrona, el aumento observado en el nivel de creatinina en plasma solo puede explicarse por

la reduccion en la filtracion glomerular.

En este estudio se reporta por vez primera el potencial nefroprotector de las 4 especies vegetales
evaluadas, siendo Tagetes lucida quien presentd mayor evidencia en distintos de los pardmetros
evaluados. Esta especie ha sido poco explorada farmacoldgicamente, sin embargo se ha sugerido
su actividad antiinflamatoria que podria ser relevante en el proceso fisiopatologico producido por
GM. Cabe resaltar que en el estudio de exploracion, se evaluaron mas extractos (datos no
reportados), y se seleccionaron estos candidatos para ser presentados. Sin embargo, a pesar de
que T. lucida es el candidato con mayor evidencia, L. alba y L. graveolens muestran potencial

para seguir siendo estudiados en dafio renal.

Entre los modelos animales diabéticos mas utilizados se encuentran por induccion a partir de
administracion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) como modelo de DMTI, al ser toxica
para las células B pancreaticas produciendo deficiencia de insulina (Wilson & Leiter, 1990). En
ratones, la administracion intraperitoneal de STZ es a partir de una dosis alta, preferentemente en
ayuno y acompaiada de suplementacion oral de glucosa en los primeros dias, o multiples dosis a
menor dosis para disminuir el indice de mortalidad en la induccion diabética. Esto fue realizado

experimentalmente de acuerdo a protocolos previamente validados de complicaciones de
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diabetes. Diferentes cepas de roedores se usan a partir de induccion con STZ para producir dano

renal, con significativas diferencias en la lesion renal, albuminuria y cambios histologicos en
diferentes cepas. Los ratones C57BL/6 son una de las cepas mas utilizada en la investigacion
preclinica, sin embargo, esta cepa es relativamente resistente al desarrollo de dafio renal en
modelos experimentales de enfermedades renales, incluida la nefropatia diabética (Breyer et al.,
2005). Los ratones CD1 inducidos por STZ desarrollan después de 6 meses albuminuria, dafio
renal cronico asociado con fibrosis tubulointersticial y disminucién de la funcién renal,
presentado valores aumentados de creatinina sérica y urea en sangre y orina, al igual que
proteinuria (Sugimoto, Grahovac, Zeisberg, & Kalluri, 2007). Las ratas diabéticas inducidas por
STZ también se han utilizado para estudiar la nefropatia diabética. Ratas macho Sprague-Dawley
o Wistar mediante una sola inyeccion intravenosa de STZ (50-70 mg/Kg) ha demostrado
albuminuria aumentada a las 24 semanas después de la induccion de DM, sin embargo, no se ha
observado acumulacion grave de matriz mesangial, lesiones nodulares en los glomérulos, dafo
severo de las células tubulares o fibrosis tubulointersticial (Hayashi et al., 2001; Kitada et al.,
2003). Es por ello que cambios morfoldgicos inducidos por hiperglucemia en los rifiones de
roedores han sido sugeridos al ratdbn como un mejor modelo, siendo los ratones CD1 diabéticos
inducidos por STZ el que presenta patologias asociadas con la nefropatia diabética humana

avanzada. Es por ello, que ésta cepa fue utilizada experimentalmente.

Diferentes modelos de roedores se han utilizado para evaluar el impacto de la deshidratacion en
el dafio renal crénico, con una intervencion a partir de privacion de agua y exposicion a calor. Un
estudio en ratones C57BL/6 J evaluo el efecto de deshidratacion por calor, proponiendo un
modelo con intervalos de deshidratacion por calor durante 30 min/h durante 7 horas en 5 dias por
semana, comparando hidratacion durante los 30 minutos de descanso entre periodos de
deshidratacion contra la privacion de agua en este periodo (Roncal Jimenez et al., 2013). Este
estudio demostrd en ratones sin hidratacion durante los 30 minutos de descanso, una mayor
pérdida de peso por deshidratacion y un significativo aumento en los niveles de creatinina sérica,
presion arterial, y activacion de la via del poliol (sorbitol en corteza renal, fructuosa en corteza

renal, acido urico en corteza renal), comparado con los ratones que fueron hidratados durante las
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horas de deshidratacion por calor. Esto sugiere que en la construccion del modelo, el dafio renal
es mas pronunciado al privar a los animales de hidratacion. En otros estudios, este modelo,
elaborado con intervalos de deshidratacion por calor durante 30 min/h durante 7-8 horas (con
privacion de agua en periodos de descaso) en 5 dias por semana, ha evidenciado aumento en la
creatinina sérica, lesiones en el tubulo proximal (con pérdida de células en el borde en cepillo) e
infiltracion de macrofagos y fibrosis renal temprana tanto en la corteza renal como en la médula
externa (Milagres et al., 2018; Roncal-Jimenez et al., 2017). También se han observado cambios
glomerulares. Estos modelos con deshidratacion aguda relativamente severa, resultan
aproximadamente en un 14% de pérdida de peso diaria al final de cada periodo de deshidratacion
por calor, con un impacto en su reduccion de peso a las 5 semanas de aproximadamente 4%
comparadas con control. Esto estd acompafiado de un marcado aumento de la osmolalidad sérica
en asociacion con un aumento de la copeptina sérica y un aumento de la osmolalidad urinaria y
creatinina urinaria, consistente con la concentracion urinaria. Esto se encuentra en concordancia a
lo observado en este estudio en la fase de validacidon y en la fase de experimentacion, donde
sorprendentemente se observan niveles elevados de creatinina urinaria, lo cual fue contrario a lo
observado experimentalmente en los modelos de nefrotoxicidad y nefropatia diabética, donde la
creatinina urinaria se encuentra generalmente disminuida. Sin embargo, la administracion de T.
lucida mostrd una tendencia en reducir los valores promedio comparados con el grupo control.
Estudios en ratas Wistar expuestas a deshidratacion por calor 1 hora diaria con inmediata
rehidratacion posterior, han confirmado dafio renal después de 4 semanas, al evidenciar aumento
en los niveles de copeptina, aumento en la expresion de receptores de vasopresina, expresion de
Lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos (NGAL) (Garcia-Arroyo et al., 2019; Garcia-
Arroyo et al., 2017; Sanchez-Lozada et al., 2018). Similarmente, este dafio ha confirmado la
activacion de la via de poliol observada en ratones, al presentar niveles mas altos de fructosa,
sorbitol, acido urico en corteza renal, peroxidacion lipidica y proteica, junto a un aumento en
expresion de aldosterosa reductasa, sorbitol deshidrogenasa, fosfoquinasa y xantina oxidasa. En
este estudio se brinda un aporte a los valores pardmetros metabolicos observados en

deshidratacion por calor.
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Al integrar todos los resultados obtenidos en los distintos modelos, este estudio preliminar

sugiere que la utilizacion de modelos alternativos de tamizaje de evaluacion de dafio renal le
complementa soporte a la busqueda de candidatos en deshidratacion por calor. Este estudio se
plante6 una plataforma de busqueda de candidatos evaluando su actividad en nefrotoxicidad
inducida por gentamicina y nefropatia diabética inducida por estreptozotocina, que propuso al
candidato con mayor evidencia, 7. lucida, el cual presentd ligera evidencia de proteccion en
deshidratacion por calor. Es necesario seguir haciendo investigacion en la capacidad de
prediccion de nefroproteccion, ya que candidatos reportados en la literatura para proteger el rifion
in vivo podrian ser evaluados en este modelo de deshidratacion por calor. Debido a condiciones
excepcionales en la ejecucion de este proyecto (COVID-19), no se pudo evaluar la histopatologia
de los rifiones aislados. Sin embargo, en un futuro préoximo se analizaran para darle soporte a la
evidencia encontrada, asi mismo como la evaluacion de diferentes dosis de 7. lucida para

corroborar resultados.
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17.

Conclusiones

Se obtuvieron 3 extractos con potencial proteccion en rifion mediante tamizaje
farmacologico en modelos in vivo de dafio renal agudo (nefrotoxicidad) y cronico

(diabetes), Tagetes lucida, Lippia graveolens y Lippia alba.

Se establecieron como caracteristicas sensibles para evaluar dano renal en modelos
animales las siguientes: 100 mg/Kg I.P. de gentamicina por 8 dias de administracién en
ratas Wistar macho, 110 mg/kg I.P de estreptozotocina (en dos dosis) durante 90 dias
después de la induccion de progresion diabética en ratones macho CD-1, y 1.5 h de

deshidratacion por calor durante 5 dias a la semana por 5 semanas en ratas Wistar macho.

La administracion oral de 100 mg/Kg de 7. lucida redujo significativamente la elevacion
de los niveles de creatinina sérica, urea en orina y sangre inducida por administracion de

GM.

La administracion oral de 100 mg/Kg de L. alba y L. graveolens redujeron

significativamente la elevacion de los niveles de creatinina y urea en plasma, inducida por

GM.

Después de 30 y 60 dias de administracion oral de L. alba y T. lucida se observo una
reduccion significativa de los aumentos en los niveles de glucosa en sangre comparados

con los valores basales en ratones diabéticos.

La administracion oral de 100 mg/Kg de 7. lucida suprimié significativamente la
elevacion de creatinina en plasma, nitrégeno de urea en orina, proteina excretada, y

excrecion de glucosa.

Una exposicion de 1.5-2 horas 5 veces por semana durante 5 semanas de deshidratacion

por calor produce una alteracion de parametros creatinina y urea en orina y plasma.

La administracion oral de 100 mg/Kg de 7. /ucida posterior a cada deshidratacion por
calor suprimi6 significativamente la elevacion de nitrégeno de urea en orina comparado

con el grupo control deshidratado por calor privado de agua.

41



Informe final 2020

18.

Impacto esperado

La enfermedad renal estd asociada con una tremenda carga econdmica para Guatemala,
debido a que el costo invertido para asistir a un paciente con enfermedad renal crénica es
sumamente elevado. Inicialmente, el grupo de la sociedad que se beneficiaria de desarrollar
un producto con actividad nefroprotectora producida por deshidratacion por calor, serian los
trabajadores agricolas, principalmente en la costa sur del pais, donde la epidemia regional de
ERC de etiologia desconocida es alta. Esto impactaria a nivel de prevencion de futuros
enfermos renales cronicos, ademas de proteger a un grupo joven de trabajadores de una
enfermedad con indices de mortalidad sumamente altos. Sin embargo, debido a que las
predicciones de cambio climdtico tienden a proyectar a elevar la temperatura en distintos
sectores del pais, el impacto podria proyectarse a la prevencion de deshidratacion por calor
en un futuro proximo en distintas regiones del pais. Asi mismo, posteriormente tras la
confirmacion en distintos modelos se podria continuar el estudio en nefropatia diabética,

que afecta a un elevado nimero de pacientes con ERC.

Estos estudios preliminares pretenden también atraer la inversion del sector empresarial
involucrado en trabajo agricola y de industria farmacéutica en el financiamiento de futuras
investigaciones a nivel in vitro e in vivo para la busqueda de alternativas enfocadas a la
nefroproteccion. Es necesario explorar distintas concentraciones, cambios histologicos,
moleculares, disefio de formulacion y la busqueda de mas candidatos, por lo que se espera
que este estudio exploratorio atraiga inversion para promover la investigacion de productos

naturales nativos que puedan ser accesibles a la poblacion.
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