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RESUMEN

La insuficiencia renal es uno de los problemas de salud que mas aquejan a la poblacién
mexicana, debido a su alta incidencia y a los factores que predisponen el desarrollo de esta
enfermedad entre los cuales se encuentra como principal etiologia la Diabetes Mellitus
tipo 2, que a su vez puede presentarse como una complicacion derivada de la insuficiencia
renal; actualmente, el principal tratamiento para este padecimiento es el trasplante de un
nuevo rifién. Siendo que este 6rgano encabeza la lista de receptores para el afio 2025 segin
la Cenatra, sin embargo, existe una baja tasa de trasplantes renales exitosos debido a la
falta de cultura de donacion de 6rganos y primordialmente al rechazo agudo del trasplante
causado por el proceso de isquemia-reperfusion, que ocasiona el incremento de especies
reactivas de oxigeno desencadenada por la exacerbacion de mediadores inflamatorios que
desemboca en profundo dafio por estrés oxidativo. Los tratamientos actuales no tienen la
eficacia para disminuir este dafio y provocan efectos secundarios indeseables. Esta
problematica lleva a la busqueda de alternativas naturales de tratamiento seguras y
eficaces en la proteccion renal que garanticen el éxito del trasplante. Gracias a la medicina
tradicional y al conocimiento derivado de ello, es posible obtener extractos ricos en
metabolitos secundarios con excelente actividad antioxidante que, en estudios anteriores
presenta relacion con su efecto nefroprotector al disminuir o neutralizar el dafio causado
por los radicales libres. Se seleccionaron 5 plantas de Nuevo Leon: Acanthocereus
tetragonus, Arbutus xalapensis, Cucurbita foetidissima, Ebenopsis ebano y Callaeum
macropterum, se obtuvieron sus extractos metanolicos para evaluar su potencial
antioxidante mediante DPPH y ABTS correlacionado con su perfil fitoquimico cualitativo,
y se analizo su actividad toxica mediante el ensayo de hemolisis. El proposito de las
pruebas anteriores fue seleccionar al extracto con mayor potencial antioxidante e
inocuidad para determinar su efecto nefroprotector mediante marcadores bioquimicos en
suero y marcadores de estrés oxidativo en tejido renal en un modelo de isquemia-

reperfusion de rata Wistar.



ABSTRACT

Renal failure is one of the health problems that most affect the Mexican population, due
to its high incidence and to the factors that predispose the development of this disease,
among which type 2 Diabetes Mellitus stands out as the main etiology, which in turn may
appear as a complication derived from renal failure; currently, the main treatment for this
condition is the transplant of a new kidney. Since this organ tops the list of recipients for
the year 2025 according to CENATRA, however, there is a low rate of successful kidney
transplants due to the lack of organ donation culture and primarily to acute transplant
rejection caused by the ischemia-reperfusion process, which leads to an increase in
reactive oxygen species triggered by the exacerbation of inflammatory mediators that
results in profound oxidative stress-induced damage. Current treatments do not have the
efficacy to reduce this damage and cause undesirable side effects. This problem leads to
the search for natural treatment alternatives that are safe and effective in renal protection
to ensure transplant success. Thanks to traditional medicine and the knowledge derived
from it, it is possible to obtain extracts rich in secondary metabolites with excellent
antioxidant activity that, in previous studies, show a relationship with their
nephroprotective effect by decreasing or neutralizing the damage caused by free radicals.
Five plants from Nuevo Ledn were selected: Acanthocereus tetragonus, Arbutus
xalapensis, Cucurbita foetidissima, Ebenopsis ebano and Callacum macropterum, their
methanolic extracts were obtained to evaluate their antioxidant potential through DPPH
and ABTS correlated with their qualitative phytochemical profile, and their toxic activity
was analyzed through the hemolysis assay. The purpose of the previous tests was to select
the extract with the greatest antioxidant potential and safety to determine its
nephroprotective effect through serum biochemical markers and oxidative stress markers

in renal tissue in a Wistar rat ischemia-reperfusion model.



1.- INTRODUCCION

Los antioxidantes se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal, estos
contribuyen en la prevencion y tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas tales
como la Enfermedad Renal Cronica (ERC) y la diabetes. En México, la Diabetes Mellitus
tipo 2 (DM2) afecta al 14.1% de la poblacion mayor de 20 afios y su incidencia se ha
incrementado debido a una vida sedentaria y un mayor consumo de alimentos altamente
energéticos (Basto-Abreu et al. 2024). La DM2 es la principal etiologia de la ERC, la cual
es tratada con medicamentos como los IECA (Inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina), BRA (Bloqueadores o antagonistas de los receptores de la angiotensina II),
bloqueadores beta, estatinas, inhibidores SGLT2 (floenzinas) y la finerenona; los cuales
producen efectos secundarios negativos tales como angioedema, disminucion de la
funcion renal, dafio muscular, hinchazéon, hipotension e hiperpotasemia. El tratamiento
empleado en la enfermedad renal cronica terminal es el trasplante de rifion. La desventaja
de este tratamiento es la lesion renal derivada por la produccion excesiva de especies
reactivas de oxigeno y posterior apoptosis del tejido por el proceso de Isquemia-
reperfusion (IR). Esto favorece la funcion retardada del injerto incrementando la
probabilidad de rechazo del 6rgano, aumenta el tiempo de hospitalizacion, disminuye de
la funcion renal y baja la supervivencia del injerto renal. Una alternativa de tratamiento
y/o coadyuvante es el uso de antioxidantes de origen natural, que impidan o disminuyan
la formacion de radicales libres evitando el dafio celular y rechazo del trasplante.

Desde la antigiiedad, en México se ha empleado la medicina tradicional a partir de plantas,
sin embargo, solo se han identificado algunos de los compuestos responsables de la
actividad bioldgica, por lo que aun hace falta mucha investigacion para garantizar la
seguridad y el beneficio a la salud. En la regién del Noreste de México hay una gran
diversidad de especies vegetales que presentan metabolitos secundarios, con actividad
biologica los cuales pueden ser extraidos por diversos métodos con solventes de diferente
polaridad.

En este trabajo se utilizaron 5 plantas del Nuevo Leon: Arbutus xalapensis (Madrofo),
Acanthocereus tetragonus (Jacube), Callaeum macropterum (Bejuco prieto o Butterfly),

Ebenopsis ebano (Ebano) y Cucurbita foetidissima (calabaza silvestre). En estas plantas



se evaluo la actividad antioxidante de los extractos metanoélicos, su efecto citotoxico y el

potencial nefroprotector en modelo in vivo del extracto de mayor bioactividad.



2.- ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo

En un estado normal de salud, el estrés oxidativo provocado por la presencia de radicales
libres en diversos 6rganos es contrarrestado por mecanismos enzimaticos y no enzimaticos
en el cuerpo humano. Cuando ocurre un desbalance en la cantidad de radicales libres y el
cuerpo no es capaz de combatirlo, se producen enfermedades y procesos degenerativos
como la diabetes, la enfermedad renal aguda y crénica, cancer, envejecimiento,
hipertension arterial (HTA), ateroesclerosis, demencia senil, insuficiencia cardiaca,
enfisema pulmonar, cirrosis, entre otros (Biobarica Medical Hyperbaric Solutions 2018).
En México, la DM2 afecta al 18.4 % de la poblacion mayor de 20 afios y su incidencia
aumenta cada vez mas debido a cambios en los habitos de las personas, tales como, una
vida sedentaria, una alimentacion deficiente en nutrientes y un alto consumo de alimentos
ricos en grasas y calorias (Basto-Abreu et al. 2024).

La elevada prevalencia de DM2, asociada a una mayor sobrevida en la poblacion general,
predispone el desarrollo de la diabetes y sus complicaciones tanto en jévenes como en
adultos, entre estas complicaciones se destaca la nefropatia. El riesgo relativo de padecer
insuficiencia renal siendo un paciente diabético es 25 veces mas alto que en personas no
diabéticas, es por esta razon que se ha considerado como la principal etiologia de la ERC.

La HTA y la glomerulonefritis cronica son otras causas de la ERC (Verner 2010).

2.2 Enfermedad Renal Cronica

La ERC se define como la disminucién de la funcién renal, expresada por un
filtrado glomerular (FG) < 60 ml/min/1,73m? o también como la presencia de dafio renal
persistente > 3 meses. Es importante destacar la relacion directa de la ERC con la DM2
siendo causa o consecuencia de esta por lo que incrementa la preocupacion de tratar estas

enfermedades (Verner 2010).

Los casos de ERC cada vez son mas altos y al 2025 representan una incidencia del 12%
que equivale a 13 millones de personas (Romero 2025), aungue los casos pueden ser mas
debido a que no se suelen detectar a tiempo en fases tempranas y es una de las principales

causas de muerte en México; por esta razon se ha convertido en un padecimiento que debe
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ser tratado a la brevedad. Para recuperar la funcién renal perdida, los pacientes son
sometidos a tres opciones de tratamiento:

e Hemodialisis

o Didlisis peritoneal

e Trasplante de rifidon
Siendo el trasplante de rifion la opcion mas efectiva de tratamiento para la enfermedad
renal crénica o terminal (Hernandez y Caballero 2023).

2.3 Farmacos para el tratamiento de la enfermedad renal
Entre los tratamientos mas utilizados para la enfermedad renal se encuentran:
e Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA): Captopril y
Enalapril.
e Bloqueadores o antagonistas de los receptores de la angiotensina II (BRA):
Losartan.
e Bloqueadores beta: Carvedilol, Propanolol, Atenolol, Metoprolol y Bisoprolol.
e [Estatinas: Rosuvastatina, Atorvastatina, Lovastatina, Pravastatina y Simvastatina.
e Inhibidores del SGLT2 (floenzinas): Invokana (canagliflozina), Farxiga
(dapagliflozina), Jardiance (empagliflozina) y Steglatro (ertugliflozina).
e Finerenona (antagonista de los receptores de mineralocorticoides no esteroideos):
Kerendia.
Estos medicamentos se basan en el tratamiento indirecto de la enfermedad; los primeros
3 medicamentos actian reduciendo la presion arterial, a su vez, los IECA y los BRA
retardan el dafio renal tanto en personas que padecen de hipertension como en las que no
la padecen, mientras que las estatinas funcionan reduciendo tnicamente el colesterol (Diaz
2000; Eisenberg 2012). Los inhibidores del SGLT2 evitan la reabsorcion renal de la
glucosa en pacientes diabéticos y protegen la funcidn renal en la fase de enfermedad renal
temprana. La finerenona previene la fibrosis renal y reduce el riesgo de deterioro de la
funcion renal (AKF’s Medical Advisory Committee 2024; National Kidney Foundation
Inc 2023). A pesar de los beneficios terapéuticos de estos medicamentos existen
desventajas que hay que mencionar; segun la FDA, los IECA y los BRA pueden ocasionar

efectos secundarios como angioedema, aumento del potasio sanguineo y deterioro de la
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funcion renal si se combina con medicamentos antiinflamatorios no esteroideos. LoOS
blogueadores beta causan cansancio, malestar estomacal, dolor de cabeza, mareos o
sensacion de desmayo, estrefiimiento, diarrea, entre otros. Por su parte, las estatinas
pueden ocasionar dolor muscular y articular, nauseas, estrefiimiento, diarrea, dafio
muscular y dafio al higado (National Kidney Foundation Inc 2023, 2024). Los inhibidores
del SGLT2 pueden causar hipotension e hiperpotasemia (AKF’s Medical Advisory
Committee 2024; National Kidney Foundation Inc 2023). Entre los efectos secundarios
mas importantes de estos medicamentos se encuentran, poliuria, dolor en el area pélvica
0 en la espalda, sensacion de cansancio, debilidad, fiebre, sensibilidad, enrojecimiento e
hinchazdn en genitales, piernas o pies (National Kidney Foundation Inc 2023, 2024).

2.4 Trasplante renal

Actualmente en México existe una tasa elevada de receptores en espera de un 6rgano para
trasplante (Tabla 1), de un total de 19,171 receptores en espera, el 86 % (16,489 casos)
corresponden a un trasplante renal (CENATRA 2025).

Tabla 1.- Receptores en espera de un trasplante en México.

Receptores en espera de un Organo a
trasplante trasplantar
16489 Rifién
2414 Cornea
229 Higado
19 Corazén
9 Higado-rifion
6 Pancreas
2 Rifibn-pancreas
1 Corazén-rifion
1 Pulmén
1 Corazén-pulmén




En base a los reportes de la Cenatra del 2007 al 2025 (Figura 1) se ha registrado un
aumento en trasplantes renales debido a la alta incidencia que tiene la enfermedad renal
en nuestro pais aunado a los elevados factores que predisponen el desarrollo de la
enfermedad, lamentablemente a partir del 2020 se ha observado una importante
disminucion de trasplantes de rifion debido a que la tasa de donacion de 6rganos es menor
por factores como la pandemia de COVID 19, falta de cultura de donacion y a la baja tasa
de éxito del trasplante debido al rechazo agudo del 6rgano por parte del receptor

(CENATRA 2025).

Zsig, Gobierno de
TRASPLANTE DE RIRON HISTORICO EN MEXICO @,’ México Salud
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Figura 1.- Trasplantes renales realizados en México del 2007-2025. (CENATRA 2025).

2.5 Daiio por Isquemia-reperfusion

El fendémeno de isquemia-reperfusion (Figura 2) es un tipo de lesion que se presenta en
multiples 6rganos como el corazon, rifidn y cerebro, y se produce durante el trasplante del
organo de manera inevitable. El proceso de IR consiste en inducir la isquemia del tejido
al restringir el suministro de sangre a un 6rgano por un periodo prolongado de tiempo,
posteriormente, se lleva a cabo la reperfusion con sangre oxigenada, como consecuencia
ocurre un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) que genera dafio oxidativo,
lesiones al 6rgano trasplantado e inflamacion; la suma de estos efectos puede ocasionar
una funcion retardada del injerto o el rechazo agudo del mismo (Malek y Nematbakhsh
2015). La IR es una causa frecuente de lesion renal aguda (LRA) en los pacientes renales

y esta atribuida a la intervencion de neutrofilos y especies reactivas de oxigeno debido a



la exacerbacion de la respuesta inflamatoria (Zhang et al. 2024). Al momento de
interrumpir el flujo sanguineo durante la isquemia, el oxigeno deja de estar disponible
para el tejido afectado ocasionando su hipoxia, a nivel celular ocurre la alteracion de la
cadena respiratoria disminuyendo la cantidad de enzimas mitocondriales que puedan
seguir llevando a cabo la fosforilacion oxidativa, lo que reduce la sintesis de adenosin
trifosfatos (ATP) (Gulec 2011). La reduccion del ATP implica la inhibicion del ATP-asa
Na+-K+, asi como la alteracion del transporte de iones a través de la membrana
provocando de esta manera un aumento de sodio intracelular que se traduce a un efecto
de edema y muerte celular; por otro lado, la concentracion de calcio citosolico se
incrementa de manera anormal activando fosfolipasas que actuan degradando fosfolipidos
de la propia membrana lo que implica el desarrollo de la lesion insquémica. Finalmente,
al realizar la reperfusion del tejido con sangre oxigenada, el calcio intracelular que ya se
encontraba aumentado favorece la produccion excesiva de especies reactivas del oxigeno
ademdas de desencadenar la produccion de cantidades excesivas de radicales libres
mediante la activacion de la xantina oxidorreductasa (Gulec 2011), por otro lado, la
aparicion masiva de neutrofilos debido al proceso inflamatorio también participa en la
produccion de los radicales libres, teniendo como resultado final la apoptosis o necrosis
celular. Este proceso ocurre simultdneamente en el resto del tejido renal, razon por la cual
se presenta una funcion retardada del injerto, un rechazo agudo del o6rgano o la
disminucion de la supervivencia del injerto renal a largo plazo (Casillas-Ramirez et al.
2013).

Metabeolismo anaerobio
] Presencia masiva de neutréfilos Deplecién de Oxido Nitrico

Alteracidn sisternas de
transporte de membrana
I Produccion de Radicales Libres

Incremento de calcio intracelular

J Ederna intersticial
Produccidn de mediadores pro-inflamatorios Incremento permeabilidad vascular
I vasoconstriccidn

Inflamacion

I

Produccién de Radicales Libres Spoptosis necrosis

Figura 2.- Dailo por isquemia-reperfusion. (Casillas-Ramirez et al. 2013).



2.6 Antioxidantes y sus mecanismos de accion

Los antioxidantes (AOX) son moléculas que se encuentran ampliamente distribuidas en
el reino vegetal y tienen la capacidad de remover o impedir la formacion de ROS que
conllevan al dafo celular. Estas moléculas ejercen su efecto sobre sistemas bioquimicos
favoreciendo la prevencion y tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas como la
diabetes, enfermedad renal, enfermedades circulatorias, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades neuroldgicas, enfermedades cancerigenas, entre otras (Huerta 2020; Ruiz
2020).

Los principales ROS (Figura 3) que generan el dafio celular son el superdxido, el
hidroxilo, el alcoxi, el peroxi, el carbonato, el 6xido y el didéxido nitricos. El cuerpo
humano tiene mecanismos naturales de defensa antioxidante contra los ROS para
mantener el equilibrio entre la produccidn-metabolismo de estas moléculas y de esta
manera evitar o limitar el dafio celular (Huerta 2020); estos se dividen en enzimaticos:
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa., o no enzimaticos: nutrientes y
oligoelementos como las vitaminas C y E, zinc, betacaroteno, glutation, fenoles y

flavonoides (Mironczuk-Chodakowska et al. 2018).

I RADICALES LIBRES I

SUPEROXIDO

HIDROXILO
ALCOXI
PEROXI

CARBONATO

OXIDO NITRICO

DIOXIDO NITRICO

Figura 3.- Principales radicales libres producidos por el

organismo (Huerta 2020).



Los mecanismos de accion de los AOX (Figura 4) se llevan a cabo mediante diversas
estrategias para contrarrestar el dafio oxidativo. Entre ellas se incluyen el atrapamiento
directo de ROS, la induccion de enzimas encargadas de su eliminacion, la activacion de
enzimas que sintetizan antioxidantes endogenos, asi como la inhibicion de enzimas
productoras de ROS y de aquellas vias de formacion de ROS dependientes de metales

(Huerta 2020).

Atrapamiento directo de ROS
ransferenca slectrinMardgeno

INduCCIOn de enimas que
ROS MROQ
0 ). SO0, CAT, Gox, HO-1

Induccion de enzimas que
ntetizan AOX endoge
o youtoatena igasa

INhIDICION O represion de
enzimas formadoras de ROS
). X0, NOX, LOX

ROS
Inhiicion de formacion de
ROS dependiente de metales

Ueiacon de Merroicobre

Figura 4.- Principales mecanismos de accion

antioxidante (Huerta 2020).

2.7 Métodos para evaluar la actividad antioxidante

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante de una variedad de
muestras. Estos métodos se clasifican en métodos directos e indirectos, en ambos se
emplea un reactivo conocido como radical. Los métodos directos se clasifican a su vez en
ensayos de post-adicion y de inhibicidn; para el primero, el radical va a producir una sefial
utilizada como un factor de cuantificacion la cual va a aumentar o disminuir al adicionarle
la muestra dependiendo de su capacidad antioxidante, mientras que en los segundos,
primero se prepara la mezcla de la muestra con los sustratos antes de generar el radical,
por lo que la reaccion da comienzo al agregar el agente oxidante que puede ser DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazina) o ABTS (Acido 2,2’- azino-bis-(3-etiltiazolina-
bencenosulfonico-6). En el caso de los métodos indirectos, se va a producir un aumento o
disminucién de la sefial cuantificable al encontrase presentes los radicales libres debido a
la produccién o disminucién de un reactivo; ejemplos de estos métodos son ORAC

(capacidad de absorcion de radicales de oxigeno) y FRAP (Capacidad de reduccion del



hierro). En ese trabajo nos enfocaremos en los métodos directos DPPH y ABTS para el

desarrollo experimental (Leos-Rivas et al. 2016).

2.7.1 Método por DPPH

En este método (Figura 5), se utiliza el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina que presenta
un color violeta intenso en solucién con metanol antes de la reaccion con el compuesto
antioxidante. La solucion de DPPH reacciona con el sustrato o muestra antioxidante
aceptando un electron o &tomo de hidrogeno por molécula, llevandose a cabo la reduccion
del radical libre que a nivel visual provoca el cambio de color de la solucién de violeta a
amarillo, este cambio indicara la capacidad antioxidante de la muestra analizada que sera

cuantificada por espectrofotometria a una longitud de onda de 517 nm (Ruiz 2020).

< DFPH raicd >

Figura 5.- Método por DPPH. (Ruiz 2020).

2.7.2 Método por ABTS

En este método (Figura 6) se emplea el radical ABTS que presenta un intenso color verde-
azul antes de efectuarse la reaccion con la molécula antioxidante. Cuando se lleva a cabo
la reaccion de reduccion del radical ABTS con los compuestos antioxidantes de la muestra
se produce una disminucion de color a un tono de menor intensidad, lo que nos indicara
el potencial antioxidante de la muestra. La variacion de tonalidad es cuantificable
mediante espectrofotometria UV-Vis a 734 nm. Este método es una excelente opcion de
cuantificacion debido a que permite evaluar una amplia variedad de compuestos
antioxidantes obtenidos a partir de extractos vegetales y muestras biologicas gracias a sus
caracteristicas de solubilidad polar y apolar idoneas para el estudio de antioxidantes
hidrofilicos y lipofilicos; ademas permite disminuir interferencias en compuestos

coloreados (Ruiz 2020).
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Figura 6.- Método por ABTS (Ruiz 2020).

2.8 Plantas con actividad antioxidante y protectora

En México, el uso ancestral de las plantas medicinales ha sentado las bases para el
desarrollo del conocimiento empirico a través de la medicina tradicional. Se utilizan las
diferentes partes de la planta, segin sea la afeccion en cuestion; lo mas comuin en orden
de importancia son las hojas, las flores y esporddicamente, el tallo o la raiz. De manera
general, se realizan preparaciones de las partes de las plantas seleccionadas en infusiones,
pastas de aplicacion topica o en presentaciones homeopaticas. Estos remedios medicinales
se emplean en una gran variedad de dosis y presentaciones a pesar de que en la mayoria
de los casos se desconoce el o los principios activos relacionados con los efectos benéficos
que se les atribuyen. Es importante mencionar que existen especies vegetales que, ademas
de contener sustancias responsables del efecto benéfico pueden contener sustancias con
propiedades toxicas que implican un posible riesgo o efecto negativo en la salud, lo que
sugiere la necesidad de precaucion al consumir estas plantas, especialmente aquellas que
no han sido suficientemente investigadas. Por todo esto, es crucial continuar con una
caracterizacion quimica detallada de las numerosas especies empleadas en la medicina
tradicional, ya que esta tarea aun esta lejos de ser completada (Guzman et al. 2017).
Debido a la alta incidencia de enfermedades cronico-degenerativa como la ERC,
considerados como problemas de salud publica a nivel mundial, es necesario buscar
alternativas para su prevencion y tratamiento basado en la medicina herbolaria (Verner

2010).
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En la Tabla 2 se muestran algunas plantas con potencial antioxidante y estudios in vivo

asociados a la actividad nefroprotectora.

Tabla 2.- Plantas con actividad Nefroprotectora

Nombre de la planta Modelo utilizado Hallazgos mas Referencia
importantes
Mucuna pruriens -Modelo murino de -Aumento de Satheesh et al.
estrés oxidativo valores de glutation 2011

Diospyros lotus

Rosa canina

Dennettia tripetala

Lycium europaeum

reducido, glutation

inducido por dieta
peroxidasa, SOD y

alta en grasas en

rata Wistar macho. catalasa.
-Modelo murino de -Actividad Hajizadeh et al.
dafio inducido por antioxidante: 2012

gentamicina en DPPH (IC50

ratones NMRI. 13.30+0.50

mg/mL).
-Actividad
nefroprotectora:

Disminucioén de
valores de BUN y

creatinina.
-Modelo murino de -Actividad Changizi Ashtiyani
IR en rata Sprague- nefroprotectora: et al. 2013

Disminucién de
valores de urea 'y
creatinina en suero.
Disminucién de
MDA 'y FRAP en
tejido renal.

Dawley.

-Actividad Iseghohi y Orhue
hepatoprotectora: 2017
Disminucién de
valores de ALT,
AST y fosfatasa
alcalina.
-Actividad
nefroprotectora:
Normalizacion de
valores de
proteinas y
globulina.
Reduccién de
valores de MDA,
SOD, catalasa, urea
y creatinina.

-Modelo murino de
dafio por
tetracloruro de
carbono en rata
Wistar macho.

-Actividad Rjeibi et al. 2018

antioxidante:
eliminacién de
DPPH (CEso de

-Modelo murino de
dafio hepatorenal
inducido por
cisplatino en
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ratones macho
Swiss.

Juglans mollis -Modelo murino de
IR en rata Wistar.

Sonchus oleraceus -Modelo murino
de IR en rata
Wistar.
Opuntia ficus indica -Modelo murino

de dafio inducido
por cisplatino en
ratones Balb-c.

Flourensia cernua -Modelo murino
de IR en rata

Wistar.

23.02 pg/mL) y
eliminacion de
H.0, (28.83
pg/mL).
-Actividad
nefroprotectora:
Normalizacion de
valores de BUN,
creatinina, urea 'y
acido Urico.
Disminucion de
marcadores SOD,
glutation
peroxidasa y
catalasa.

-Actividad Pérez-Meseguer et
nefroprotectora: al. 2019
Disminucién de

valores de

creatinina y MDA.

Aumento de
valores de SOD.

-Actividad Torres-Gonzalez
nefroprotectora: etal. 2018

Disminucioén de
valores de BUN,
creatinina, MDA
y citocinas
proinflamatorias
IL-6, IL-1B y
TNF-o.
-Actividad Okur et al. 2020
antioxidante:
ABTS (ICsode
2.4620.04 mg/mL).
-Actividad
nefroprotectora:

Reduccion de
niveles séricos de
BUN vy creatinina.

Normalizacion de
tibulos y
glomérulos en
histologia.
-Actividad Andrade-Ordaz

antioxidante: 2023

DPPH (368 nM
TEAC/100g).
-Actividad
nefroprotectora;
disminucién de
valores de
creatinina y MDA.
Aumento de
valores de SOD.
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Jatropha dioica -Modelo murino -Actividad Rodriguez-

de IR en rata nefroprotectora: Rodriguez et al.
Wistar. Disminucién de 2025
valores de

creatinina, BUN y
MDA. Aumento de
valores de SOD.
Disminucién de
dafio por necrosis
tubular medular.

2.9 Métodos de obtencion de extractos vegetales

En investigacién de productos naturales, se utilizan diversos métodos para extraer los
compuestos activos de las plantas, como: maceracion, infusion, decoccion, percolacion y
extraccion Soxhlet (Diaz-Villagomez et al. 2023).

Para optimizar el proceso de extraccion se toman en cuenta factores como: la temperatura,
el tamafo de particula y la porosidad, las impurezas, la agitacion, la capacidad de
disolucion y la cantidad de solvente. En lo referente al solvente se buscan caracteristicas
de baja toxicidad, facil evaporacion y afinidad por los compuestos de interés en base a su
composicion quimica (Diaz-Villagémez et al. 2023).

La maceracion en frio es un método de extraccion solido-liquido que se utiliza para
obtener compuestos termolébiles. Para llevarlo a cabo se debe triturar el material vegetal
seco, posteriormente se adiciona el solvente de eleccion y se deja reposar al menos 3 d
para garantizar una extraccion total, también es posible seguir agregando solvente para
realizar varias extracciones sobre el material vegetal inicial hasta extraer todos los
compuestos presentes en la planta (Diaz-Villagomez et al. 2023).

En fitoquimica se suele utilizar la regla de solubilidad que indica que lo similar disuelve
lo similar, aplicado a la extraccion de material vegetal permite obtener compuestos con
caracteristicas de polaridad similar de tal manera que los solventes no polares como el
hexano y el diclorometano extraen metabolitos no polares; mientras que los polares como
el metanol, etanol y agua extraen metabolitos polares. En la Tabla 3 se muestran los

solventes mas utilizados en orden de polaridad creciente (Zhang et al. 2018).
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Tabla 3.- Solvente comunes en extraccion de compuestos

Solvente Polaridad
n-Hexano 0.009
Eter de petroleo 0.117
Eter dietilico 0.117
Acetato de etilo 0.228
Cloroformo 0.259
Diclorometano 0.309
Acetona 0.355
n-butanol 0.586
Etanol 0.654
Metanol 0.762
Agua 1.000

2.10 Especies vegetales en estudio provenientes del Nuevo Leon, México

2.10.1 Arbutus xalapensis Kunth (Madrofio)
2.10.1.1 Taxonomia

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Género: Arbutus
Especie: Arbutus xalapensis Kunth

Este arbol) comunmente conocido como Madrofio puede llegar a medir hasta 15 m de
altura, presenta un tronco irregular erecto o inclinado y rojizo, asi como hojas perennes
con una corteza densa en capas rojizas y una copa redondeada (8)

Se distribuye desde Nuevo México (EUA) hasta Centroamérica. Esta especie se puede
encontrar en casi todos los estados de México excepto Quintana Roo, Tabasco, Yucatan y

Campeche (Revivemx 2003). En Nuevo Leon se localiza en los municipios de Potrero
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Redondo, Santiago, Galeana y puerto de Cienaguillas, Rayones, Montemorelos, Linares,

Iturbide y Zaragoza (Galan 2020), Gomo se muestra en la Figura 7.

Figura 7.- Mapa de Distribucion en Nuevo Leon de A. Figura 8.- Arbol de 4. xalapensis Kunth
xalapensis (Revivemx 2003). (Madrofio) (Revivemx 2003).

Tradicionalmente se utilizan las ramas de A. xalapensis Kunth para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, circulatorias y cardiovasculares (Dimayuga et al. 1998).
En 2002, Zamora-Martinez y Torres-Rojo reportaron la presencia de taninos en la corteza
de A. xalapensis Kunth que se utiliza en la industria de curtiembre (Zamora-Martinez y
Torres-Rojo 2002). También se ha reportado la presencia de taninos condensados y galatos
de catequina en el género Arbutus spp. (Pérez-Narvaez et al. 2019). En otro estudio
reportaron el tamizaje fitoquimico para esta especie y encontraron la presencia de
esteroles, sesquiterpenlactonas, carbohidratos, taninos, cumarinas y quinonas, asi como la
ausencia de triterpenos, alcaloides, flavonoides y saponinas en un extracto etandlico de
hoja. Por otro lado, obtuvieron triterpenos, sesquiterpenlactonas, carbohidratos, taninos,
flavonoides, cumarinas y quinonas para el extracto etandlico de tallo (Pérez-Narvaez
2018).

Se ha documentado la actividad antimicrobiana del extracto metanolico crudo de la
corteza de 4. xapalensis Kunth contra Staphylococcus aureus, y del extracto etandlico
contra S. aureus, Bacillus subtilis y C. albicans. Ademas, existen reportes respecto a una
gran capacidad antioxidante de extractos etandlicos de hojas y tallos frente al radical

DPPH y ABTS (Pérez-Narvaez et al. 2018, 2019).
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2.10.2 Acanthocereus tetragonus (L.) Hummelinck (Jacube)
2.10.2.1Taxonomia

Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Género: Acanthocereus
Especie: Acanthocereus tetragonus
A. tetragonus (L.) Hummelinck (Figura 9 y 10), también conocido como cactus triangulo
o Jacube, es una especie de cactus originaria de América Central y del Sur. Se caracteriza

por crecer en tallos triangulares o en cruceta que presentan espinas afiladas en forma de

agujas (Figuralo).

En Nuevo Leon se encuentra distribuida en las areas del Cerro del Obispado, Andhuac,
Bustamante, Lampazos de naranjo, Mina, Sabinas Hidalgo y Villa dama (Estrada-

Castillon et al. 2017).

Figura 9.- Mapa de Distribucion en Nuevo Leon de 4. Figura 10.- Cactus de 4. fetragonus (Jacube).
tetragonus (Estrada-Castillon et al. 2017). (Estrada-Castillon et al. 2017).

En general, el Jacube es ampliamente utilizado como planta ornamental debido a su
agradable forma visual y a la facilidad de su crecimiento. En algunas regiones se utiliza
como fuente de alimento. En la medicina tradicional se suele utilizar en el tratamiento de

dolencias, problemas digestivos, problemas de la piel y sindromes metabdlicos. Existen
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reportes del uso de las hojas crudas o cocidas de este cactus en el municipio de Bustamante
Nuevo Leodn para el tratamiento de la diabetes (Estrada-Castillon et al. 2017).

Se ha reportado la presencia de metabolitos secundarios del tipo alcaloides, fenoles,
flavonoides y betalainas en varias especies de cactus; tal es el caso de Opuntia spp. que
contine flavonoides como la quercetina y el kaempferol (Tesoriere et al. 2004; Sharma y
Modi 2023). Para esta planta se ha reportado un perfil fitoquimico donde se obtuvieron
pruebas positivas que indicaban la presencia de la presencia de carbohidratos, fenoles,
flavonoides, saponinas y terpenoides en extractos hidrometanolicos; mientras que para
extractos de acetato de etilo reportaron alcaloides, carbohidratos, fenoles y flavonoides
(Sharma y Modi 2023). En la literatura solamente existe un reporte donde se demuestra
que la planta presenta actividad antioxidante en el extracto hidrometanélico y de acetato

de etilo en pruebas de DPPH y FRAP (Sharma y Modi 2023).

2.10.3 Callaeum macropterum (Moc. & Sessé ex DC.) D.M.Johnson (Bejuco prieto)
2.10.3.1 Taxonomia

Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Malpighiaceae
Género: Mascagnia
Especie: Mascagnia macroptera

C. macropterum o M. macroptera (Figura 11 y 12) es conocida por varios nombres
dependiendo de la region en la que se encuentre: bejuco prieto, doncella amarilla, gallinita,
globito y butterfly Vine. Esta planta crece como una enredadera de hojas perennes que
trepa y se entrelaza con otras plantas, posee tallos y hojas de color verde oscuro. Las flores
se agrupan en racimos y son de color amarillo con forma de orquidea de 5 pétalos y se
producen a finales de la primavera. Lo frutos crecen con una particular forma de mariposas
de color verde a marrén lo que le da el nombre de "Butterfly Vine" (San Marcos Growers
n.d.; UNAM 2009).

C. macropterum (Moc. & Sessé ex DC.) D.M.Johnson crece en condiciones generales de

matorral submontano de la Sierra de Picacho y a lo largo de la Sierra Madre Oriental, en
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Nuevo Leon se distribuye en los municipios de Linares e Iturbide (Gonzalez 2015; USF

1978).

Figura 11.- Mapa de Distribucion en Nuevo Leén de C.  Figura 12.- Planta de C. macropterum (Bejuco

macropterum (San Marcos Growers n.d). prieto) (San Marcos Growers n.d).

En la medicina tradicional la administracion de esta planta esta recomendada para tratar
resfriados, amigdalitis, dolor de cintura, debilidad, diarrea, afecciones de la piel como
lavado de llagas, contusiones y heridas, ademas, puede actuar como abortivo (UNAM
2009). Un uso especifico para el reumatismo y magulladuras consiste en realizar la
decoccion de la raiz y con el liquido resultante aplicarla en bafios a los pacientes; también,
la planta puede ser mezclada con ceniza y ser sometida a decoccion para dejarla precipitar
administrarse bebida o en bafos para tratar la ictericia (UNAM 2009).

Unicamente existen reportes de tamizaje fitoquimico para un extracto etanélico de hojas
de la especie Mascagnia macrodena de la misma familia que la planta en cuestion. En esta
prueba demostraron la presencia de metabolitos secundarios como taninos y alcaloides
(Pérez et al. 2014).

En otro estudio demostraron la actividad antioxidante de la planta mediante el ensayo por
DPPH para un extracto hidroetanolico de C. macropterum (Moc. & Sessé ex DC.)
D.M.Johnson (Osorio et al. 2016). También se ha reportado la actividad antibacteriana de
esta planta contra enteropatégenos para el extracto hexanico y el extracto etandlico contra

Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtilis; asi como el efecto antifingico contra Candida
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albicans. En ninglin trabajo mencionan la parte de la planta empleada (Moreno et al. 2008;

UNAM 2009).

2.10.4 Ebenopsis ebano (Berland.) Barneby & J.W. Grimes (Ebano)
2.10.4.1 Taxonomia

Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Eudicotyledoneae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Ebenopsis
Especie: Ebenopsis ebano

El arbol de ébano (Figura 13 y 14) puede llegar a medir hasta 15 m de altura en condiciones
favorables en su edad adulta, su tronco es recto y puede medir hasta 80 cm de didmetro,
su color caracteristico es pardo oscuro con ramas gruesas y ascendentes; posee espinas de
color gris claro y hojas ovales de color verde. Los frutos tienen forma de vaina lefiosa con
6-12 semillas globosas conocidas como mahuacata. Las flores de este arbol son pequefios
racimos de color crema o amarillo. Figura 14 (Gracia-Vasquez 2008; Morales-Salvatierra
et al. 2020).

Esta planta nativa del noreste de México se encuentra principalmente en poblaciones

rurales de Nuevo Leoén, Coahuila y Tamaulipas.

Figura 13.- Mapa de Distribucion en Nuevo Leon de E. Figura 14.- Arbol de E. ebano (Ebano)
ebano. (Gracia-Vasquez 2008). (Gracia-Vasquez 2008).
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En varias comunidades se aprovecha el fruto como alimento debido a sus caracteristicas
nutritivas, este fruto es comestible en diferentes estados de madurez; ya sean semillas
tiernas y cocidas, o maduras y tostadas (Gracia-Vasquez 2008; Morales-Salvatierra et al.
2020).

En un estudio realizaron el perfil fitoquimico preliminar de extractos metanolicos y
hexanicos de la madera de E. ebano (Berland.) Barneby & J.W. Grimes, y encontraron
presencia de insaturaciones, fenoles, esteroles/terpenos, carbohidratos, cumarinas,
sesquiterpenlactonas, flavonoides y taninos para el primer extracto, ademas de fenoles,
carbohidratos, sesquiterpenlactonas y flavonoides para el segundo extracto (Valades
2005). En otro estudio cuantificaron fenoles y flavonoides en extractos acuosos de corteza
de E. ebano y encontraron una alta concentracion de flavonoides para este tipo de extracto
(Carrillo et al. 2012). En cuanto a los extractos metanolicos de la semilla de esta especie,
se ha reportado la presencia de compuestos derivados del acido gélico, la quercetina y el
acido cafeico (Gracia-Vasquez 2008). Por otro lado, se ha reportado un alto contenido de
moléculas antioxidantes en extractos metanodlicos, metanol:agua y etanol de vainas y
semillas de E. ebano (Berland.) Barneby & J.W. Grimes (Morales-Salvatierra et al. 2020).
También se ha demostrado que los extractos acuosos y metandlicos de la semilla tierna de
E. ebano (Berland.) Barneby & J.W. Grimes poseen actividad antimicrobiana contra E.
coli 'y Salmonella spp; asi como actividad antioxidante. evaluado por el método DPPH.
Estos extractos han sido evaluados en ensayos de citotoxicidad de la linea celular tumoral
L5178Y-R, en linfocitos de timo y bazo, y en macréfagos peritoneales de raton in vitro
donde encontraron que los extractos acuosos inhiben el crecimiento de las células
tumorales contra células sanas de timo y bazo mientras que los extractos metandlicos
inhiben el crecimiento de los macréfagos evitando la produccion de 6xido nitrico (Gracia-

Vésquez 2008).

2.10.5 Cucurbita foetidissima Kunth (Calabaza silvestre)
2.10.5.1 Taxonomia
Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
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Orden: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Cucurbita
Especie: Cucurbita foetidissima
C. foetidissima Kunth (Figura 15 y 16), es una especie distribuida en areas rurales, de

naturaleza tuberosa y es considerada como una planta xeréfila. Coloquialmente se le
conoce como calabacilla loca o calabaza silvestre. Las hojas son asperas, gruesas y
triangulares de color verde-grisdceo. Los frutos son pequefios de color verde con rayas
amarillentas, Figura 16 (Rangel et al. 2018).

Esta planta es originaria de praderas y desiertos en el suroeste de los Estados Unidos y el
norte de México. Su distribucion en México es amplia y abarca los estados de
Aguascalientes, Baja California, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Nuevo Le6n, Querétaro, San Luis Potosi,

Sinaloa, Sonora, Veracruz y Zacatecas (Rangel et al. 2018).

Figura 15.- Mapa de Distribucion en Nuevo Leon de C. Figura 16.- Planta de C. foetidissima (Calabaza

Joetidissima. (Rangel et al. 2018). silvestre) (Rangel et al. 2018).

La importancia nutrimental e industrial de esta planta radica en el alto contenido de aceites
y proteinas en las semillas y en el alto contenido de almidones en la raiz. A pesar de su
potencial importancia, en México existen pocos trabajos relacionados a esta especie
(Rangel et al. 2018).

Esta planta se ha utilizado tradicionalmente contra el dolor de cabeza, la “solitaria”, ardor

de orina, afecciones hepaticas, en el parto, flegmon, erisipela y dolor en los rifiones.
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Como actividad bioldgica, existen reportes de la presencia de fenoles y flavonoides en
semillas de Cucurbita spp., una especie de la misma familia (Valenzuela et al. 2014). En
otro estudio determinaron la composicion fitoquimica de las especies C. moschata, C.
pepo vy C. maxima, donde se demuestra la presencia de carbohidratos, alto contenido de
carotenoides y fenoles en frutos; tocoferoles en las semillas; y flavonoides como el
kaempferol en brotes y tallos (Salehi et al. 2019). Para C. foetidissima Kunth, se han
reportado triterpenoides como las cucurbitacinas, esteroles en semillas; y una saponina
triterpenoide llamada foetidissimosido A en las raices (Salehi et al. 2019).

El extracto etandlico obtenido de la raiz ejerce una accion antiesquistosoma al ser aplicado
directamente sobre Schistosoma mansoni; ademas, se realizaron ensayos in vivo donde se
observa que, al ser aplicado sobre la parte externa de la piel de ratones, presenta una ligera
inhibicion de la penetracion de S. mansoni (UNAM 2009).

En 2018, Rangel y colaboradores encontraron que el extracto metandlico de frutos
presenta actividad antimicotica contra Rhizoctonia solani, Phytoptora capcisi y Botrytis
sp (Rangel et al. 2018). Por otro lado, los extractos acuosos, metanolicos, de acetona y
acetato de etilo de semillas de las especies Cucurbita moschata, Cucurbita mdxima y
Cucurbita mixta muestran una gran actividad antioxidante por el método DPPH

(Valenzuela et al. 2014).
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3.- JUSTIFICACION

La Enfermedad Renal Croénica presenta una alta incidencia a nivel mundial que sigue en
aumento a causa de otras etiologias, principalmente la Diabetes Mellitus tipo 2. Esta
relacion directa entre ambas enfermedades genera una creciente demanda de tratamientos
efectivos, siendo el trasplante renal el principal recurso terapéutico, a pesar de la baja tasa
de donacion de organos. Sin embargo, el trasplante renal conlleva un alto indice de
complicaciones, entre ellas el rechazo del injerto, asociado principalmente al dafio por
isquemia-reperfusion (IR). En este contexto, se ha propuesto el uso de compuestos
antioxidantes como una alternativa prometedora para reparar el dafio causado por IR en
diversos organos. Diversas plantas con potencial antioxidante han sido evaluadas,
demostrando efectos nefroprotectores sin ocasionar efectos secundarios. Por lo tanto, el
presente trabajo se pretende evaluar la actividad antioxidante y citotoxicidad de cinco
plantas de Nuevo Leon, México, para continuar con el estudio del efecto nefroprotector
del extracto de la planta con mayor actividad antioxidante frente al dafio por IR en un

modelo in vivo de rata Wistar.
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4.- HIPOTESIS

El extracto con mayor actividad antioxidante y baja citotoxicidad presenta un efecto

nefroprotector en un modelo murino de isquemia-reperfusion.
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5.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antioxidante y citotoxica de los extractos de 5 plantas del Nuevo
Ledn, México y el efecto nefroprotector de la especie con mayor bioactividad en un

modelo murino.

5.1 Objetivos especificos

e Determinar el rendimiento de los extractos metanolicos de las 5 plantas: Arbutus
xalapensis, Acanthocereus tetragonus, Callaeum macropterum, Ebenopsis ebano
y Cucurbita foetidissima.

e Realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos obtenidos de las plantas en
estudio.

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos in vitro por los
métodos de DPPH y ABTS.

e Evaluar la citotoxicidad de los extractos de las plantas en estudio por el ensayo de
hemolisis.

e [Evaluar la actividad nefroprotectora del extracto de mayor bioactividad con un

modelo murino in vivo de isquemia-reperfusion.
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6.- MATERIAL Y METODOS

En la Figura 17 se muestra un esquema general de la metodologia utilizada en la tesis.

-4 ABTS  ABTS*
. s

s 221 -
% andl | mdl Ty
) | 3

Figura 17.-Esquema general de la metodologia. Disefio propio creado en BioRender.

6.1 Obtencion de los extractos vegetales

El material vegetal se colectd en regiones de Nuevo Ledn y todas las muestras fueron

depositadas en el herbario de la FCB de la UANL de la siguiente manera:

e Corteza y hojas de Ebenopsis ebano (Voucher 25610) en el Parque Natural la
Peiiita en el municipio de San Nicolds de los Garza, NL (Coordenadas: 25°44'30"N
100°18'08"0).

e Tallos de Acanthocereus tetragonus (Voucher 25611) en la calle principal Las
raices en el municipio de Montemorelos, NL (Coordenadas: 25°11'13.99” N,
99°49'36.01" W).

e Hojas de Callaeum macropterum (Voucher 25609) en el cerro de la Silla, NL
(Coordenadas: 25°37'40" N, 100°14"20.59" W).

e Tallos y hojas de Cucurbita foetidissima (Voucher 25612) a orillas de la carretera
Heriberto Castillo Martinez, kildmetro 120, ruta 65 en el municipio de Garcia, NL

(Coordenadas: 25°49'00"N 100°35'00"0).
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e Hojas de Arbutus xalapensis (Voucher 25613) en la Brecha las Moras del Parque
Ecolégico Chipinque, NL (Coordenadas: 100°18" y 100°24" de longitud oeste y
25°33" y 25°35’ de latitud norte).

El material vegetal se seco en una estufa a 37°C, posteriormente se molié cada parte de
las plantas y se realizo la extraccion por maceracion con Metanol (MeOH) con agitacion
por 7 d. Después se realiz6 una separacion del extracto por filtracion y se concentrd cada
extracto a presion reducida en un rotavapor. Los extractos de hoja de E. ebano y tallo de
A. tetragonus fueron sometidos a una separacion liquido-liquido con hexano:metanol 1:1
para eliminar las ceras y mejorar la solubilidad, de este modo, se desecho la fase hexéanica
y se recuperd la fase metanolica para ser evaporada en rotavapor. Finalmente, se colocaron

los extractos en frascos &mbar y se llevaron a sequedad en estufa a 37°C (Diaz et al. 2023).

6.2 Perfil fitoquimico
Se realizaron las siguientes pruebas cualitativas para la deteccion de metabolitos primarios

en los extractos obtenidos segun la técnica utilizada por Garcia-Hernandez (2009):

e Prueba de Liebermann Buchard para Esteroles y Triterpenos:

Se mezclod 1 mL de anhidrido acético con un 1 mL de cloroformo y 4 gotas de acido
sulfarico concentrado. Se agreg6 1 gota de esta mezcla a 1-2 mg de la muestra disuelta
en metanol. La prueba fue positiva para esteroles si se desarrollaba una coloracion

azul o morado y para triterpenos si se desarrollaba una coloracion rojiza.

e Prueba de Cumarinas:

Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en hidroxido de sodio al 10%, si se desarrollaba

una coloracion amarilla que desaparecia al acidular, la prueba seria positiva.

e Prueba para Quinonas con H>SO4:

Se afiadieron 1 o 2 gotas de 4cido sulfurico a 1-2 mg de muestra y si la prueba era
positiva se tornaria de color rojo. Esto se confirm¢ afiadiendo 2-3 gotas de hidrosulfito
de sodio al 5% para decolorar la solucion y afiadiendo 2-3 gotas de agua oxigenada

al 30% para regenerar su color.
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e Prueba de Baljet para Sesquiterpenlactonas:

Se prepararon 2 soluciones: La solucion A con acido picrico al 1% en etanol y la
solucion B con NaOH al 10% en agua. Se agregaron 3-4 gotas de la soluciéon mezcla a
3-4 mg de la muestra, siendo positivo si se desarrollaba una coloracién anaranjada o

r0jo 0scuro.

e Saponinas:

Se colocaron 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua y se sacudi6 vigorosamente por

30 s. La prueba fue positiva si se formaba una espuma abundante persistente.

e Prueba de Shinoda para Flavonoides:

Se disolvieron 1-2 mg de muestra en 1 mL de etanol, se agregaron 1-2 limaduras de
magnesio y unas gotas de acido clorhidrico concentrado. La prueba era positiva si se
tornaba de color rojo intenso (otros colores como naranja, verde o azul indicaron

presencia de flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles o xantonas).

e Prueba de Antrona para Carbohidratos:

Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en agua y se le agregaron por las paredes unas
gotas de Antrona al 0.2% en &cido sulfurico concentrado. La prueba fue positiva si

formaba un anillo azul-verdoso o violeta en la interfaz.

e Prueba de Cloruro Férrico para Taninos:

Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en etanol y se le agregaron unas gotas de FeCls
al 1% en etanol. Si se observaba una coloracion roja o azul la prueba se consideraba

positiva.

e Prueba de Dragendorff para Alcaloides:

Se prepararon 2 soluciones: para la solucion A se disolvieron 0.85 g de Subnitrato de
Bismuto en una mezcla de acido acético glacial y 40 mL de agua destilada, para la

solucion B se disolvieron 8 g de Yoduro de Potasio en 20 mL de agua destilada. Se
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mezclaron 5 mL de cada solucion (A y B) con 20 mL de 4cido acético glacial y se
aforaron a 100 mL con agua destilada.

Se colocod una pequefia cantidad de la muestra disuelta en etanol en una placa
cromatografica con 1-2 gotas de la mezcla preparada y se eluyo con cloroformo:etanol
en proporcion 7:3. Si se observaba un precipitado anaranjado que persistia 24 h, la

prueba se consider6 positiva.

6.3 Actividad antioxidante por DPPH
Esta prueba se realizé con modificaciones a la técnica de Leos-Rivas et al. (2016).
Se prepararon las soluciones de los reactivos en oscuridad y se colocaron en recipientes

ambar para su conservacion.
Preparacion del reactivo DPPH:

e Solucién madre 1.3 mM de DPPH: Se pesaron 12.8 mg del reactivo DPPH, se

disolvieron en MeOH al 100% y se afor¢ la solucion a 25 mL.

e Solucién diluida de DPPH al 0.13 mM: Se tomaron 2.5 mL de la solucién madre y se

aford a 25 mL con MeOH al 100%.

La preparacion de la curva de calibracion para cada extracto se representa en la Tabla 4.

Tabla 4.- Concentraciones de los extractos para determinar las ICso por DPPH.

Extracto Concentracion (ug/mL)
Hoja de A. xalapensis 1-20
Corteza de E. ebano 1-20
Hoja de E. ebano 10-100
Tallo de A. tetragonus 10-100
Hoja de C. macropterum 10-100
Tallo de C. foetidissima 10-100
Hoja de C. foetidissima 3-40
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Todos los puntos de la curva se disolvieron con MeOH al 100% en un volumen final de 1

mL.
Preparacion de la Curva de calibracion de Trolox:

e Solucién Madre de Trolox: Se pesaron 62.5 mg de Trolox, se disolvieron en MeOH

al 100% y se afor¢ la soluciéon a 25 mL.

e Concentraciones de Trolox para la curva de calibracion: Se prepararon diluciones

de la solucion Madre de Trolox a 0-59 uM.

Preparacion de las concentraciones de Acido ascorbico para el control positivo:

e Acido ascérbico a 1-25 pg/mL: Se peso el acido ascorbico y se disolvié en 1 mL

de agua destilada para cada punto de la curva.

Preparacion de los tubos para la reaccion y lectura en celda en espectrofotometro:

e Reaccidn en tubo: Se colocaron 100 pL de la muestra (extracto, soluciones de la
curva, blancos o control positivo) con 600 pL de DPPH 0.13 mM (se realiz6 por
triplicado).

e Lectura en celda: Se colocaron las reacciones en celda para su lectura a 517 nm al

tiempo 0, se dejo incubando en oscuridad, posteriormente se tomo la lectura a los
30 min.

Calculo del porcentaje de inhibicion y equivalentes de Trolox (TEAC):

e Célculo del porcentaje de inhibicién: Para este calculo se utilizd la siguiente

férmula:

. . o a SV A blanco-~A muestra »
% de inhibicion DPPH= * 100

A blanco

e C(Calculo de los Equivalentes de Trolox (TEAC): Se obtuvo una ecuacidon de la

recta:
Y=mx + b
Los datos de porcentaje de inhibicion de cada extracto se analizaron mediante el programa

PROBIT para la obtencion del 1Cso.
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En la Figura 18 se representa el diagrama general de la metodologia de DPPH.

100 uLdela 600 pL de :
muestra: + DPPH 0.13mM ’Traba;aren
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[] tripticado » =
Colocar reaccion Colocar en celdas
e Leer en espectrofotometro
en tubos de vidrio para su lectura P

a3dminas1i7nm

v

[ ICsocon el programa PROBIT I

e S A blanco~A muestra
% de inhibicion DPPH= =100
A blanco

ITEAC con la ecuacion de la recta: Y=mx+b ]

Calcular IC50,% de inhibicién y
Equivalentes de Trolox

Figura 18.- Diagrama general de la metodologia por DPPH. Disefio propio creado en BioRender.

6.4 Actividad antioxidante por ABTS
Esta prueba se realizé con modificaciones a la técnica de Leos-Rivas et al. (2016).
Se prepararon las soluciones de los reactivos en oscuridad y se colocaron en recipientes

ambar para su conservacion.
Preparacion del reactivo ABTS:

e Solucién madre de ABTS a 7mM activada con Persulfato de potasio a 2.45 mM: Se

pesaron 180 mg del reactivo ABTS y 33.11 mg de persulfato de potasio, se disolvieron
en agua destilada y se afor6 la solucion a 50 mL.

e Solucién diluida de ABTS: Se diluy6 una parte de la solucion madre con etanol (EtOH)

hasta alcanzar una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 734 nm.
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En la Tabla se muestran las concentraciones para la preparacion de la curva de calibracion

para cada extracto.

Tabla 5.- Concentracion de los extractos para determinar las ICso por ABTS.

Extracto Concentracion (ug/mL)
Hoja de A. xalapensis 1-9.9
Corteza de E. ebano 1-9.9
Hoja de E. ebano 1-9.9
Tallo de A. tetragonus 1-9.9
Hoja de C. macropterum 1-9.9
Tallo de C. foetidissima 1-9.9
Hoja de C. foetidissima 1-9.9

Se peso el extracto para cada concentracion de la curva y se disolvid en un volumen final

de 1 mL de EtOH al 100%.
Preparacion de la Curva de calibracion y control positivo de Trolox:

e Solucién Madre de Trolox 2.5 mM: Se pesaron 15.6 mg de Trolox, se disolvieron

en EtOH al 100% y se afor6 la solucion a 25 mL.

e Concentraciones la curva de calibracion: Se prepararon diluciones de la solucion

Madre del Trolox a 0-24.75 uM.

Preparacion de las celdas para lectura en espectrofotometro:

e Reaccidn en celda: Se colocaron 10 pLL de la muestra (extracto, soluciones de la

curva, blancos o control positivo) con 1 mL de ABTS 7 mM (este procedimiento
se realizo por triplicado).

e Lectura en celda: Se leyeron las celdas a 734 nm y se tomo la lectura a los minutos

I,4y6.

Célculo del porcentaje de inhibicion y equivalentes de Trolox (TEAC):
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e Célculo del porcentaje de inhibicion: Para este calculo se utilizé la siguiente

formula:

% de mhibicion ABTS= A blanco-A muestra

>
A blanco 100

e (Cilculo de los Equivalentes de Trolox (TEAC): Se obtuvo una ecuacion de la

recta:
Y=mx + b
Los datos de porcentaje de inhibicion de cada extracto se analizaron mediante el programa

PROBIT para la obtencion del 1Cso.

En la Figura 19 se representa el diagrama general de la metodologia de ABTS.

10pLdela + 1000 pLde
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*Trabajar en
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%% de imnhibicion ABTS= A blanco-A muesira
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* 1008

TEAC con la ecuacion de la recta: Y=mx+b

Calcular ICso, % de inhibicién y
Equivalentes de Trolox

Figura 19.-Diagram general de la metodologia de ABTS. Disefio propio creado en BioRender.

6.5 Ensayo de toxicidad por Prueba de Hemodlisis

Esta prueba se realizé con modificaciones a la técnica de Ruiz (2020).

Preparacion del Buffer fosfato salino PBS:
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e Sepesaron 8 g de Cloruro de Sodio, 0.2 g de Cloruro de Potasio, 1.44 g de Fosfato
de Sodio Dibésico y 0.245 g de Fosfato de Potasio Monobasico. Se disolvieron los
reactivos en 1,000 mL de agua destilada y se ajustd el pH a 7.4; finalmente la
solucion se esterilizo y se filtro.

Preparacion de la muestra:

e Sepesod 1 mg de cada extracto y se disolvid en 1 mL de MeOH.

Preparacion del paquete globular:

e Se obtuvo sangre O positivo en tubos con EDTA por puncion venosa.
e Se centrifugaron los tubos de sangre 5 min y se lavo el paquete globular 3-4 veces
con PBS centrifugando 5 min a 3,000 rpm.
e Se prepard una solucidon del paquete globular al 5%, para esto se tomaron 5 mL
del paquete globular lavado y se afor6é a 100 mL con PBS.
En la Tabla 6 se encuentra la preparacion de la curva de concentraciones para cada

extracto:

Tabla 6.- Concentraciones de los componentes para determinar la prueba de

Hemolisis.
Concentraciéon (ppm) Componentes
Extracto PBS Paquete globular

(uL) (uL) (uL)

250 312.5 687.5 250

200 250 750 250

150 187.5 812.5 250

100 125 875 250

50 62.5 937.5 250

1 1.25 998.75 250

e Una vez preparados, se incubaron por 30 min y se centrifugaron 5 min a 13,000
rpm a 4°C.
En la Tabla 7 se muestra la preparacion de los blancos a diferentes concentraciones de

cada extracto.
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Tabla 7.- Concentracion de los blancos para la prueba de Hemolisis.

Concentracién (ppm) Componentes
Extracto PBS
(11D (118)
250 312.5 937.5
200 250 1,000
150 187.5 1,062.5
100 125 1,125
50 62.5 1,187.5
1 1.25 1,248.75

e Una vez preparados, se incubaron por 30 min y se centrifugaron por 5 min a

13,000 rpm a 4°C.

Preparacion del control positivo:

e Seprepararon 6 tubos con 1000 pL de agua destilada y 250 pL de paquete globular.

e Una vez preparados, se incubaron por 30 min y se centrifugaron 5 min a 13,000

rpm a 4°C.

Preparacion de la microplaca:

e Se colocaron en cada pocillo 200 pL del sobrenadante de cada tubo centrifugado

y se leyo la absorbancia a 550 nm.

En la Figura 20 se representa el diagrama de la metodologia para el ensayo de hemolisis

de cada extracto.

. L dlavados 5
E Butfer do c 1 v ‘ min a 3000 rpm
fosfato salino  positivo l —> &P il ‘ —> | Tratamientos del
(peS) P — extracto y blancos:
5 . {1-250 pg/mi )
1,000 pg/ml.  Solucion asteril H20 Tomar muestra Centrifugar tubos Preparar
conpH 7.4 destidada + de sangre en de sangre y lavar paquete
PG EDTA por con Buffer fosfato  globularal 5%
puncién venosa salino
:
.‘ 8
ey «— & — 1O | |
o> v o0 .| =51
Leer rmcro'plzc:l Colocar Ceninifugar S incubar 30 min
2550 nm soluciones en la min a 13000
microplaca mmad'C

Figura 20.- Diagrama de la metodologia para la prueba de Hemdlisis. Disefio propio creado en BioRender.
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6.6 Actividad nefroprotectora
Se llevo a cabo el estudio en el modelo in vivo (Comité de Bioética Proyecto HI26-00001)

con modificaciones a la técnica de Andrade-Ordaz (2023).

Poblacidn de estudio:

Se emplearon 24 ratas Wistar con peso de 220 a 300 g divididas en 4 grupos (n=6), se

asignaron aleatoriamente 3 hembras y 3 machos para cada grupo.

Durante todo el periodo de estudio los animales se mantuvieron en condiciones estandar
de laboratorio, con agua y alimento ad libitum bajo condiciones controladas de luz y
oscuridad de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999 para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Grupos de estudio:

. Grupo control sin dafio (SHAM), al cual se le administr6 por via orogastrica 1 mL
de solucion TWEEN 20 al 1% cada 24 h por 7 d por 7 d y se someti6 a laparotomia sin

realizar isquemia renal.

. Grupo de No toxicidad (NO TOX), al cual se le administré de forma orogastrica
una dosis de 200 mg/Kg el extracto metanolico de A. xalapensis Kunth en un volumen
maximo de aplicacion de 1 mL cada 24 h por un periodo de 7 d d y se someti6 a

laparotomia sin realizar isquemia renal.

. Grupo control de dafio de isquemia renal (IR), al cual se le administrd por via
orogastrica 1 mL de solucion TWEEN 20 al 1% cada 24 h por 7 d y se sometio a

laparotomia para realizar isquemia en ambos rifiones por 60 min con reperfusion de 15 h.

. Grupo de tratamiento con isquemia renal (IR + Extracto), al cual se le administro
de forma orogastrica una dosis de 200 mg/Kg del extracto metanolico de A. xalapensis
Kunth en un volumen méximo de aplicacién de 1 mL cada 24 h por un periodo de 7 d,,
luego se sometio a laparotomia para llevar a cabo isquemia renal en ambos rifiones por 60

min con reperfusion de 15 h.
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Después del periodo de tratamiento correspondiente a cada grupo, los animales fueron
anestesiados con ketamina (Anesket, PiISA Agropecuaria, S.A. de CV, México) 100 mg/kg
y xilacina (Sedaject, Vedilab S.A. de CV, México) 10 mg/kg via intraperitoneal, para lo
cual se sujetaron a los animales para exponer el area abdominal e introducir la aguja con
un angulo de 30°, ligeramente a la izquierda de la linea media del ombligo, en el punto
medio de la sinfisis pubiana y el apéndice xifoides del esternon, se administré el volumen

correspondiente y se vigiloé que los animales no presentaran signos de molestia o dolor.

El monitoreo de la adecuada anestesia antes y durante el procedimiento consistié en la

observacion de los siguientes parametros:

e Patrén respiratorio: Observacion visual de los movimientos toracicos para
asegurar una respiracion profunda y ritmica.

e Color de las mucosas: Inspeccion visual de la mucosa oral y anal, buscando un
color rosado que indique oxigenacion adecuada.

e Tiempo de llenado capilar: Medicion rapida, presionando la cola o extremidades y
observando el retorno del color que debe ser <2 s.

e Temperatura corporal: Medicién con termOmetros rectales, la cual no debe ser
menor de 36°C.

e Estado ocular: Ausencia de reflejos oculares y pupilar.

e Reflejos: Ausencia del reflejo de retirada podal al pellizcar la pata/cola.

En caso de que algunos de los pardmetros anteriores demostraran que los sujetos no se

encontraban en estado de anestesia profunda, se procedia a administrar una nueva dosis.

Después de asegurar la anestesia profunda del animal, se procedid a rasurar su abdomen
y desinfectar el 4rea de la piel con MICRODACYN 60 para realizar una incision en el

abdomen y tener acceso a dicha cavidad.

A los grupos NO TOX y SHAM unicamente se les realiz6 la laparoscopia que consistid
en la abertura de la cavidad abdominal con la finalidad de simular el dafio muscular que
ocurre durante el procedimiento de isquemia reperfusion. Después de 60 min (la duracion

del proceso de isquemia en los otros grupos) se sutur6 la cavidad abdominal. Los animales
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se colocaron en una jaula con aserrin nuevo (no mas de 3 animales por jaula) para su
recuperacion durante 15 h con administracion oral de Tramadol 50 mg/L como analgésico

y se llevo a cabo el monitoreo constante del dolor durante ese periodo.

Para los grupos IR e IR + Extracto, se practic6 la misma incision abdominal con la
finalidad de localizar ambas arterias renales (derecha e izquierda), se dejo el area libre de
tejido adiposo y se procedi6 a realizar la isquemia mediante la oclusion de las arterias con
clamp vascular durante 60 min; una vez transcurrido este tiempo, se retiraron los clamps
para permitir la reperfusion renal y se suturd la cavidad abdominal. Se dejaron a los
animales en recuperacion en una jaula con aserrin nuevo durante 15 h con administracién

de analgésico Tramadol 50 mg/L y monitoreo constante en caso de dolor.

Después del periodo de 15 h de reperfusion se volvieron a someter a los animales a
anestesia profunda verificando nuevamente los parametros antes descritos. Una vez
anestesiados, se eliminaron las suturas para acceder nuevamente a la cavidad abdominal
donde se realiz6 la toma de muestra sanguinea de la aorta abdominal en un volumen de
aproximado de 6 mL (eutanasia por exanguinacion); posterior a eso, se realizd la
extirpacion de ambos rifiones que se dividieron longitudinalmente para su conservacion y
almacenamiento en criotubos a -80°C para su analisis. Se aseguré la eutanasia el animal

mediante dislocacion cervical.

Finalmente, las muestras de sangre se centrifugaron 12 min a 3,500 rpm para separar el
suero y se evaluaron los marcadores bioquimicos: creatinina, nitrdgeno ureico en sangre
(BUN), alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) en suero., asi
como los marcadores de estrés oxidativo; malondialdehido y superdxido dismutasa en el

tejido renal.

Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion:

Criterios de inclusion:
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e Ratas Wistar sanas.

e Peso entre 250 y 300 g.
Criterios de exclusion:

e Edad mayor a 6 meses.
Criterios de eliminacion:

e Muerte durante el procedimiento.
e Desarrollo de enfermedades infecciosas.

e Presencia de algin defecto morfologico renal.

Determinaciones analiticas:
Determinacién de marcadores bioquimicos:

e Las muestras de suero se analizaron en el equipo ILab Aries (Instrumentation
Laboratory, Werfen Company), para evaluar los siguientes marcadores

bioquimicos: AST, ALT, creatinina y nitrégeno ureico en sangre (BUN).
Determinacion de marcadores de estrés oxidativo:

e Homogenizado de los tejidos: Se realiz6 un homogenizado de tejido renal antes de
realizar las determinaciones de MDA y SOD siguiendo lo descrito por los kits de
trabajo. A 200 mg de tejido renal se le afadi6 1 mL de buffer y se homogeniz6 el
tejido con ayuda de una varilla de vidrio en un bao de hielo. Después se centrifugd
a 4,000 rpm por 10 min a 4° C, se traspaso el sobrenadante a otro microtubo y se
centrifugd al menos 3 veces mads, descartando la materia organica.

e Cuantificacion de MDA: Esta determinacion se realiz6 con un kit de

CAYMACHEM. Se llevé a cabo por el método del acido tiobarbitirico que
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reaccion6 con el MDA formando un aducto en medio acido y caliente., el producto
de la reaccion se midié por densidad Optica a 535 nm (Cayman 2024).

e Cuantificacion de SOD: La determinacion de la actividad enziméatica de SOD se
llevo a cabo por el método de inhibicion de los aniones superoxido generados por
la xantina oxidasa y la reduccion de tetrazolio a formazan empleando un kit de
SIGMA aldrich. La SOD disminuy6 la velocidad de reduccién del tetrazolio y se
cuantificé a una densidad optica de 450 nm (Merck KGaA 2022).

En la figura 21 se presenta el diagrama de la metodologia utilizada para evaluar la

actividad nefroprotectora en el modelo murino de IR.
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*Creatinina
*Nitrogeno Ureico en sangre (BUN)
Aspartato aminotransferasa (AST)
*Alanina aminotransferasa (ALT)

*Malondialdehido (MDA): método del

acido tiobarbittrico para medir
densidad optica a 535 nm
*Superoxido dismutasa (SOD): por el
método de inhibicion de aniones
superdxido por SOD mediante
densidad optica a 450 nm.

Figura 21.-Diagrama de la metodologia para la evaluacion de la actividad Nefroprotectora en modelo de Isquemia-reperfusion en rata Wistar. Disefio propio creado

en BioRender.



6.7 Diseiio experimental y analisis estadistico

Para fines de esta tesis se realiz6 un disefio experimental aleatorio donde se evalud la
actividad antioxidante de 7 extractos de 5 plantas por triplicado; asi como la actividad
hemolitica y nefroprotectora del extracto con mejor capacidad antioxidante. Se llevo a
cabo el analisis de los datos utilizando la prueba de Shapiro-Wilk para verificar que se
distribuyeran de manera normal.. La comparaciéon de medias y desviaciones estandar se
llevo a cabo mediante pruebas estadisticas paramétricas con ANOVA simple seguido de
una prueba Post-Hoc de Tukey-Kramer utilizando un valor de significancia de p<0.05
empleando los programas OpenStat.Ink y GraphPad Prism 10.

En la Tabla 8 se representa el modelo experimental para cada una de las pruebas realizadas

a los extractos.

Tabla 8.- Disefio experimental para las pruebas de actividad antioxidante (DPPH y ABTYS), citotoxicidad

por hemolisis y actividad nefroprotectora.

Ensayo Tratamientos Prueba estadistica
Actividad Tratamiento: 7 extractos con 3 Si los datos se distribuyen de manera
antioxidante por repeticiones. normal:
DDPH y ABTS )
ANOVA seguida de una prueba Post-
. . . hoc con Tukey.
Citotoxicidad Tratamiento: 7 extractos con 3
por Hemolisis repeticiones.
Actividad Tratamientos en 4 grupos (7 d)
Nefroprotectora

1-Vehiculo + laparotomia;
2-Vehiculo con I-R + laparotomia;
3-Extracto + laparotomia;

4-Extracto con I-R + laparotomia.
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7.- RESULTADOS

7.1 Obtencion de los extractos vegetales

Se obtuvieron 7 extractos metanolicos crudos: A. xalapensis hoja (AXH), E. ebano corteza
(EEC), C. macropterum hoja (CMH), C. foetidissima hoja y tallo (CFH y CFT), 4.
tetragonus tallo (ATT) y E. ebano hoja (EEH). El mayor rendimiento de extraccion se

obtuvo para el extracto metanolico AXH con 42.13% (Tabla 9).

Tabla 9.-Rendimiento porcentual de los extractos metandlicos de las plantas

en estudio.
Planta Parte de la % de Rendimiento (p/p)
planta utilizada

E. ebano Corteza 4.01

E. ebano Hoja 18.68

C. foetidissima Tallo 10.22

C. foetidissima Hoja 11.21

A. xalapensis Hoja 42.13

C. macropterum Hoja 23.37

A. tetragonus Tallo 7.58

7.2 Perfil fitoquimico
En la Tabla 10 se muestra el tamizaje fitoquimico de los 7 extractos metandlicos

obtenidos: EEC, EEH, CFT, CFH, AXH, CMH Y ATT, para conocer de manera cualitativa

los metabolitos presentes en cada extracto y asegurar los de naturaleza antioxidante.
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Tabla 10.-Tamizaje fitoquimico de 7 extractos metandlicos de 5 plantas de Nuevo Leon, México.

Extractos
Prueba fitoquimica

EEC EEH CFT CFH AXH CMH ATT

Lieberman-Burchard + + + + + + +
(Esteroles/Triterpenos)

Cumarinas + + + + + + +
Quinonas + + + + + + +
Baljet + + + + + + +
Sesquiterpenlactonas

Saponinas - - + - - - -
Shinoda + + + - - - -
Flavonoides

Dragendorff - + - - - - ;
Alcaloides

Antrona - + + + + + +
Carbohidratos

FeCls + + + - + + +
Taninos

Prueba positiva: +, Prueba negativa. EEC: Corteza de E. ebano, EEH: Hoja de E. ebano, CFT: Tallo
de C. foetidissima, CFH: Hoja de C. foetidissima, AXH: Hoja de A. xalapensis, CMH: Hoja de C.

macropterum, ATT: Tallo de A. tetragonus.

7.3 Actividad antioxidante por DPPH

En la Tabla 11 se muestran los resultados de la actividad antioxidante de cada extracto por

DPPH representados en 1Cs0, % de inhibicion y TEAC.
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Tabla 11.-Valores de Concentracion Inhibitoria Media (ICso), porcentaje de Inhibicion y Equivalentes de
Trolox (TEAC) por DPPH para cuantificar la actividad antioxidante de 7 extractos metandlicos de 5 plantas

de Nuevo Ledn, México.

Extractos ICs0 % de Inhibicion TEAC
(ug/mL) a 20 pg/mL (uM)
EEC 7.32+0.022 93+0.04 57.47+0.02
EEH 57.55+0.68° 76+0.17 44.89+0.12
CFT 224.35+1.02¢ 32+0.24 13.10+0.17
CFH 278.96+0.91¢ 19+0.11 8.63+0.07
AXH 12.72+0.01¢ 70+0.18 42.54+0.12
CMH 46.14+0.14° 68+0.14 39.14+0.10
ATT 195.29+0.71¢9 29+0.27 10.90+0.19
Control AA 3.82+0.12" 96.17+0.09 60.06+0.06

EEC: Corteza de E. ebano, EEH: Hoja de E. ebano, CFT: Tallo de C. foetidissima, CFH: Hoja de C.
foetidissima, AXH: Hoja de A. xalapensis, CMH: Hoja de C. macropterum, ATT: Tallo de A.
tetragonus, AA: Acido ascorbico, TEAC: equivalentes de Trolox, +: Desviacion estandar, ICso:
Concentracion inhibitoria media, n=3. Letras distintas en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas entre los extractos, extractos que comparten la misma letra no difieren

significativamente entre si (ANOVA de una via, prueba de Tukey, p < 0.05).

7.4 Actividad antioxidante por ABTS
En la Tabla 12 se presentan los valores de actividad antioxidante para cada uno de los 7

extractos obtenidos y se representan por medio del ICs0, % de inhibicion y TEAC.
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Tabla 12.-Valores de Concentracion Inhibitoria Media (ICso), porcentaje de Inhibicion y Equivalentes de
Trolox (TEAC) por ABTS para cuantificar la actividad antioxidante de 7 extractos metandlicos de 5 plantas

de Nuevo Ledn, México.

Extractos ICs0 % de Inhibicién TEAC

(ug/mL) a 9.9 pg/mL (UM)
EEC 3.79+0.08? 88+0.69 23.90+0.20
EEH 20.61+0.79° 29+0.85 7.23+0.24
CFT N/A 9+0.69 0.40+0.20
CFH N/A 10+0.21 0.63+0.06
AXH 6.96+0.16° 98+0.25 26.95+0.07
CMH 23.03+1.30¢ 12+0.14 2.24+0.04
ATT 20.17+0.06° 40+0.08 10.04+0.02

Control Trolox 14.69+0.31° 24.74 N/A

EEC: Corteza de E. ebano, EEH: Hoja de E. ebano, CFT: Tallo de C. foetidissima, CFH: Hoja
de C. foetidissima, AXH: Hoja de A. xalapensis, CMH: Hoja de C. macropterum, ATT: Tallo
de A. tetragonus, TEAC: equivalentes de Trolox, £: Desviacion estandar, ICso: Concentracion
n=3. Letras distintas en la misma columna
estadisticamente significativas entre los extractos, extractos que comparten la misma letra no

inhibitoria media,

indican diferencias

difieren significativamente entre si (ANOVA de una via, prueba de Tukey, p < 0.05).

7.5 Ensayo de toxicidad por Prueba de Hemdlisis

En la Tabla 13 se muestran los resultados de toxicidad en % de hemdlisis para todos los

extractos metandlicos a la méxima concentracion utilizada en el modelo murino.

Tabla 13.-Porcentaje de hemolisis a la maxima concentracién de trabajo de los 7 extractos
metandlicos de 5 plantas de Nuevo Leon, México.

EEC: Corteza de E. ebano, EEH: Hoja de E. ebano, CFT: Tallo de C. foetidissima, CFH: Hoja
de C. foetidissima, AXH: Hoja de 4. xalapensis, CMH: Hoja de C. macropterum, ATT: Tallo de
A. tetragonus, n=3

Extractos Concentracion Hemolisis
(Hg/mL) (%)

EEC 200 4.94+4 .34
EEH 200 74.44+4.31
CFT 200 0.94+0.10
CFH 200 0.03+0.31
AXH 200 0.42+0.30
CMH 200 0.74+0.06
ATT 200 1.20£0.49
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7.6 Actividad nefroprotectora
En base a los resultados obtenidos en las pruebas antioxidantes y de hemdlisis se
seleccion¢ el extracto AXH para continuar los ensayos de actividad nefroprotectora en el
modelo in vivo ya que resulto tener un excelente potencial antioxidante por DPPH y ABTS
ademads de no presentar actividad citotdxica sobre los eritrocitos humanos a las dosis de
trabajo.
I.  Marcadores Bioquimicos en suero de ratas Wistar.
Se muestran los valores séricos de AST, ALT, BUN y Creatinina, para los 4 grupos
experimentales y las diferencias significativas entre los grupos basadas en el valor
de la probabilidad (Figura 22).
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Figura 22.-IMarcadores Bioquimicos de dafio hepatico y renal en suero de ratas Wistar. Resultados
expresados como media + desviacion estandar; ANOVA de una via, prueba de Tukey, p<0.05. . Marcadores
de Dafio hepatico: AST: aspartato amino transferasa; ALT: Alanina amino transferasa. Marcadores de Dafio

renal: BUN: nitr6geno ureico en sangre; CREA: creatinina.
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Il.  Marcadores de Estrés Oxidativo en tejido renal de ratas Wistar

En la Figura 23 se representan los valores de los marcadores MAD y SOD en el tejido

renal de las ratas Wistar de los 4 grupos experimentales. Se expresan las diferencias

significativas entre los grupos IR e IR + TX en base al valor de la probabilidad.
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Figura 23.-Marcadores de Estrés Oxidativo en tejido renal de ratas Wistar. Resultados expresados como

media + desviacion estandar; ANOVA de una via, prueba de Tukey, p<0.05. MDA: malondialdehido;
SOD: super6xido dismutasa.
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8.- DISCUSION

Dentro de los metabolitos secundarios contenidos en las plantas se encuentran los
polifenoles que son compuestos ampliamente conocidos por sus actividades biologicas,
entre las cuales destacan propiedades antioxidantes, vasodilatadoras, antiaterogénicas,
antitromboticas y antiinflamatorias (Quifiones et al. 2012). Los flavonoides son los
compuestos mas abundantes de este grupo y son los representantes principales de la
actividad antioxidante debido a su capacidad de neutralizar los ROS de manera efectiva,
ademas poseen efectos antinflamatorios y anticancerigenos (Heim et al. 2002). Otros
metabolitos como los taninos, cumarinas y quinonas contribuyen en menor medida a las

propiedades antioxidantes de las plantas (Quinones et al. 2012; Cores et al. 2023).

En este trabajo se realiz6 el tamizaje fitoquimico cualitativo de los extractos metandlicos
de las cinco plantas en estudio con el objetivo de validar la presencia de metabolitos con
propiedades antioxidantes en el material vegetal extraido. Los resultados confirmaron la
presencia de estos compuestos en todos los extractos. Cabe destacar que no todos los
extractos demostraron la presencia de flavonoides (CFH, AXH, CMH y ATT) en la prueba
de Shinoda, sin embargo, no se puede excluir su presencia ya que debe encontrarse en

cantidades tan bajas que superan los limites de deteccion y sensibilidad de esta prueba.

Morales-Salvatierra et al. (2020) reportaron la presencia de taninos, fenoles y flavonoides
en extractos metanolicos de la cascara de mahuacata de E. ebano, lo que coincide con los
metabolitos encontrados en los extractos de corteza y hoja evaluados en este estudio. De
manera similar, Pérez-Narvaez (2018) reportdé la presencia de esteroles,
sesquiterpenlactonas, carbohidratos, taninos, cumarinas y quinonas en extractos
etanolicos de hoja de A. xalapensis, este perfil fitoquimico concuerda con los resultados
obtenidos para el extracto metandlico AXH. En contraste, los resultados observados para
el extracto metandlico ATT difieren de lo reportado por Sharma y Modi (2023), quienes
reportaron la presencia de compuestos alcaloides, glicosidos, fenoles, flavonoides y
saponinas para el extracto hidrometanolico de tallo de 4. tetragonus, mientras que en este
trabajo unicamente se encontrd presencia de sesquiterpenlactonas, quinonas, cumarinas,
esteroles y triterpenos para el extracto metanolico ATT. Esto pude ser atribuido a la mayor

polaridad que posee un extracto hidrometandlico respecto al metanol puro y a los
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metabolitos expresados por el material vegetal obtenido al momento de la colecta (Diaz

et al. 2023).

Por su parte, se ha reportado la presencia de flavonoides, saponinas, taninos, triterpenos,
esteroles y alcaloides para algunas especies del género Cucurbita (Castillo y Moncayo
2019), estos se encontraron presentes en la mayoria de los extractos de hoja y tallo de C.
foetidissima. En el caso de C. macropterum se observd la presencia de esteroles,
triterpenos, cumarinas, quinonas, sesquiterpenlactonas, carbohidratos y taninos, no
existen reportes del perfil fitoquimico para esta planta en la literatura revisada por lo que

este trabajo representa el primer reporte de este tipo para el extracto metanolico de hoja.

Para evaluar la actividad antioxidante, se considera que un extracto posee actividad
relevante cuando su ICso < 50 pg/mL (De la Cruz Jiménez et al. 2022). Bajo este criterio,
los extractos que demostraron un efecto significativo in vitro fueron EEC, AXH y CMH
mediante el ensayo con DPPH, y EEC, EEH, AXH, CMH y ATT con ABTS. Entre ellos,
los extractos EEC y AXH exhibieron el mayor potencial con los valores mas bajos de ICso
(DPPH: 7.3240.02 pg/mL y ABTS: 3.79+0.08 pg/mL; DPPH: 12.72+0.01 y ABTS:
6.96+0.16 pg/mL respectivamente) en comparacion con el resto de los extractos
evaluados. Estos resultados fueron comparables con los controles utilizados en ambos
métodos (acido ascorbico DPPH: 3.824+0.12 pg/mL; Trolox ABTS: 14.69+0.31 pg/mL).
Es importante sefialar que, si bien estos valores fueron notables, el andlisis estadistico
reveldo que todos los extractos difirieron significativamente (p < 0.05) respecto a los

controles estandar (acido ascorbico y Trolox).

Es importante destacar que la técnica de ABTS permiti6 obtener valores de ICso mas bajos
en comparacion con la técnica de DPPH dando evidencia de mas extractos con actividad
biologica relevante, esta diferencia es atribuida al mecanismo de accion del ABTS que
ademas de basarse en la transferencia de 4tomos de hidrégeno, permite una mayor
transferencia de electrones de los compuestos antioxidantes al radical, ademas, disminuye
las interferencias asociadas a la coloracion de los extractos y detecta compuestos con
naturaleza lipofilica e hidrofilica. Este conjunto de caracteristicas aumenta la sensibilidad

de la técnica (Wootton Beard et al. 2011).
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E. Ebano es una planta ampliamente estudiada en el &rea de alimentos debido a la riqueza
nutricional de su fruto (Gracia-Vazquez 2008; Morales et al. 2020); Gracia-Vasquez
(2008) reportd un porcentaje de inhibicién del radical DPPH de 72.89% para un extracto
metanolico de semilla tierna cocida, este resultado es comparable con el 76% obtenido
para el extracto metanodlico de hoja, sin embargo, el extracto metanolico de corteza
presentdé el mayor porcentaje de inhibicion con 93%, esto nos indica la riqueza en
contenido de metabolitos polares de naturaleza antioxidante en esta parte de la planta
evaluada. Comparado con otras especies de la misma familia como Prosopis farcta (ICso
por DPPH 164+0.09 pg/mL en extractos acuosos del fruto; Salari et al. 2019), el E. ebano
representa una excelente fuente de potentes compuestos antioxidantes en base a los

resultados obtenidos en este trabajo.

El extracto metandlico de hoja de A. xalapensis presentd el mayor porcentaje de
rendimiento (42.13%) de todos los extractos analizados en este trabajo y representa la
obtencion de cerca de la mitad de los metabolitos presentes en el total del material vegetal
extraido. Esto permitié que se obtuviera un extracto rico en metabolitos antioxidantes
polares como taninos, cumarinas, quinonas y terpenos que fueron observados en el perfil
fitoquimico y que le confirieron todo su potencial aun cuando hubo ausencia de
flavonoides. El rendimiento de extraccion para AXH fue superior (42.13%) al obtenido
por Pérez Narvaez (2018) para un extracto etanolico de hoja de la misma especie (19.6%),
ademas, fue escaso en metabolitos polares debido a la naturaleza del solvente que utilizo.
En lo que a actividad antioxidante respecta, AXH mostré un elevado potencial (DPPH
ICs0: 12.72+0.01 pg/mL; ABTS ICso: 6.96+0.16 pg/mL), colocandolo en segundo lugar
de los mejores extractos evaluados segun el criterio antes mencionado (De la Cruz
Jiménez et al. 2022). Este resultado es comparable con lo reportado por Buzgaia et al.
(2021) para un extracto metandlico de hoja de Arbutus parvarii (DPPH ICso: 17.57
pg/mL). Por otro lado, Oliveira et al. (2009) obtuvieron valores mas bajos de actividad
antioxidante (ICso: 63.2 pg/mL) para un extracto etanodlico de hoja de Arbutus unedo L.,
estas diferencias son atribuidas a la polaridad del solvente utilizado, asi como a los
metabolitos expresados por las plantas en su entorno de crecimiento como factores
genéticos de la especie y factores ambientales de temperatura, luz y agua; asi como la

temporada de colecta (Li et al. 2020). Finalmente, esto nos indica que la especie de estudio
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en este trabajo es una de las mejores alternativas de potencial antioxidante estudiadas
dentro de su género.

Para el extracto hidrometanolico de tallo de A. tetragonus se obtuvo un rendimiento de
extraccion de 7.58% que fue menor al 18.38% reportado por Sharma y Modi (2023) para
un extracto hidrometandlico, esta diferencia se debe a la naturaleza polar del solvente que
en este caso fue de mayor polaridad, el tipo de extraccion por Soxhlet y los pardmetros
antes mencionados (Li et al. 2020). El extracto ATT no presento actividad antioxidante
relevante (DPPH 1Cs0:195.29+0.71 pg/ml), sin embargo, al compararlo con el ICso por
DPPH de 290.36 £ 1.40 pg/ml obtenido por Sharma y Modi (2023) se observa que se
obtuvo cerca de la mitad de ese valor, por lo cual se concluye que el extracto ATT posee
mayor contenido de metabolitos antioxidantes a pesar del bajo rendimiento de extraccion
conseguido por la técnica de maceracion metandlica. De manera similar, los extractos de
tallo (ICso DPPH: 224.35+1.02 pg/ml) y hoja (DPPH ICso 278.96+0.91 pg/ml) de C.
foetidissima no alcanzaron el criterio de actividad antioxidante relevante (ICso < 50
png/mL) que coincide con en el ensayo de ABTS donde no fue posible obtener la
concentracion necesaria para inhibir al 50% de las ROS de manera confiable debido a la
baja solubilidad de los extractos a concentraciones mayores a 35 pg/mL. De manera
general, las especies de este género suelen tener valores bajos de actividad antioxidante
segun el criterio de De la Cruz Jiménez et al. (2022) ya que existen reportes de ICso por
DPPH en 1900+0.14 pg/ml, 4070 pg/ml y 4020 pg/ml para C. ecuadorensis, C. maxima
y C. moschata respectivamente (Castillo y Moncayo 2019).

En contraste, el extracto metandlico de hoja de C. macropterum mostré un ICso de
46.14+0.14 pg/mL y 23.03+1.30 pg/mL por DPPH y ABTS respectivamente, indicando
su alto potencial antioxidante (ICso < 50 pg/mL) superior a otra especie de la familia
Malpighiaceae como Bunchosia armeniaca (DPPH IC50: 981 + 0.002 pug/mL) reportada
por Premathilaka y Silva (2016).

Para garantizar el uso seguro de los extractos obtenidos a base de plantas medicinales
animales o seres humanos, es necesario realizar diversas pruebas de toxicidad que
permitiran estimar el nivel de dafio que puedan ocasionar sus compuestos al material

biolégico a las dosis utilizadas (Falya et al. 2020). El ensayo de citotoxicidad por
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hemdlisis es una de las pruebas in vitro més utilizadas para cuantificar el dafio inducido
por la mezcla de metabolitos de un extracto sobre la membrana de los eritrocitos humanos

a una temperatura de 37° C (Mesdaghinia et al. 2019).

En este ensayo se observé que los extractos EEH (74.44+4.31 %) y EEC (4.94+4.34 %)
indujeron un porcentaje de hemolisis elevado a la concentracion de trabajo maxima (200
pg/mL). Por el contrario, los extractos CFH (0.03+0.31 %), AXH (0.42+0.30 %), CMH
(0.74%0.06 %), CFT (0.94+0.10 %) y ATT (1.20+0.49 %) mostraron valores inferiores al
2%, por lo que se consideraron no toxicos segln el criterio de Mesdaghinia et al. (2019).
Existen registros que demuestran la presencia de saponinas, alcaloides, terpenoides,
taninos y algunos flavonoides en los efectos citotoxicos y hemoliticos de los extractos
sobre células animales, pudiendo desencadenar dafio agudo sobre el modelo in vivo a
evaluar (Wang et al. 2007; Cushnie et al. 2014; Vo et al. 2017; Hernandez Ortega et al.
2006). El dafio desencadenado por los extractos EEH y EEC sobre la membrana
eritrocitaria podria deberse a la presencia de los metabolitos antes mencionados en
concentraciones tales que pudieron dar paso a este efecto. Esto recalca la importancia de
evaluar la curva de toxicidad de los extractos vegetal con la finalidad de utilizarlos de
forma segura en el modelo in vivo de IR renal. Cabe resaltar que, segun la literatura
revisada, este constituye el primer reporte de toxicidad hemolitica para estas plantas en

las condiciones evaluadas.

Estos resultados fueron cruciales para la seleccion del extracto para el ensayo en modelo
murino. A pesar de que EEC mostro el mejor potencial antioxidante, su toxicidad in vitro
descartd su uso en el modelo murino. En cambio, el extracto AXH combino su excelente
potencial antioxidante con la ausencia de toxicidad in vitro por lo que fue seleccionado

para evaluar su efecto nefroprotector en el modelo murino de IR renal.

La evaluacion in vitro de la citotoxicidad no debe sustituir la necesidad de evaluar la
toxicidad in vivo, donde la complejidad fisioldgica puede generar respuestas diferentes
debido a factores genéticos, de manejo y ambientales. Por ello, es esencial complementar
el analisis de la seguridad con la evaluacién de la actividad bioldgica en el modelo animal
seleccionado, considerando parametros que reflejen la correcta funcion hepatica y renal,

y el estado de estrés oxidativo general (Leos-Rivas et al. 2016).
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Entre los parametros que reflejan estas funciones se encuentran los marcadores de estrés
oxidativo que incluyen al MDA, SOD, glutation reducido, glutation peroxidasa, catalasa;
al igual que los marcadores de funcion hepatica y renal como BUN, creatinina, urea, acido
arico, citocinas inflamatorias, niveles de enzimas ALT y AST, ademas, se ha estudiado la
microscopia del tejido segn el modelo de dafio evaluado y el tipo de érgano en estudio
(Satheesh et al. 2011; Changizi Ashtiyani et al. 2013; Iseghohi y Orhue 2017; Rjeibi et
al. 2018; Torres Gonzalez et al. 2018; Rodriguez Rodriguez et al. 2025).

Una vez establecida la seguridad del extracto AXH in vitro, se procedié a evaluar su
potencial toxicidad in vivo en el modelo murino. Como primer paso de este estudio, se
analizaron marcadores clave de dafio hepatico y renal como ALT, AST, BUN, creatinina,
ademas de marcadores de estrés oxidativo como MDA vy la enzima SOD para analizar el
comportamiento toxicologico del extracto metandlico AXH en el grupo NO TOX con
administracion de AXH a una dosis de 200 mg/kg de peso en las ratas Wistar (Pérez
Meseguer et al. 2019). Un aumento significativo en los niveles séricos de las enzimas ALT
y AST indican la perdida de la permeabilidad de la membrana de los hepatocitos, ya que
en condiciones normales se encuentran alojadas en el interior de las células y solo se
liberan al torrente sanguineo en niveles bajos durante la muerte celular programada,
siendo que un incremento mayor a los niveles normales indican dafio agudo y crénico a
estas estructuras (FU et al. 2020). Por otro lado, el incremento de BUN, creatininay MDA
se asocian al dafio por toxinas a nivel renal, mientras que la disminucion de SOD indica
un bajo metabolismo de ROS y complicaciones en los mecanismos de desintoxicacion
renal. En nuestro estudio no se observaron diferencias significativas entre los grupos
SHAM y NO TOX para ninguna de las enzimas antes mencionadas lo que sugiere que el
extracto no es hepatotoxico a la dosis evaluada, permitiendo mantener la integridad
funcional de los hepatocitos; ademas, en esta parte del estudio tampoco se encontraron
diferencias significativas al comparar los valores de BUN, creatinina, MDA y SOD entre
los grupos SHAM y NO TOX, dejando evidencia de que AXH no presenta nefrotoxicidad
a la dosis evaluada manteniendo los valores de estos marcadores en sangre y tejido renal.
Este hallazgo es fundamental, ya que valida la seguridad del extracto para su posterior
evaluacion en un modelo de dafio, coincidiendo con lo reportado por Andrade-Ordaz

(2023) para Flourensia cernua, donde se demostré que ratas Wistar tratadas con el
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extracto no presentaron diferencias significativas al compararlas con su grupo SHAM para
estos parametros en un modelo de IR renal similar, esto le permitié descartar su toxicidad
y demuestra una vez mas que el material vegetal puede ser estudiado como alternativa

terapéutica.

Posterior a la evaluacion de la no toxicidad de AXH, se evalu6 su eficacia en el modelo
de IR renal bilateral (IR e IR + Tx). BUN vy creatinina representan los marcadores
bioquimicos basicos de la funcién renal, ya que un aumento en sus niveles se relaciona
con el dafio glomerular o tubular (Castafio Bilbao et al. 2009). En cambio, la evaluacion
de MDA y SOD constituye los marcadores que revelan el estado de estrés oxidativo al
gue se encuentra sometido un érgano en concreto. La molécula de MDA es un producto
directo de la peroxidacion lipidica que se presenta cuando la membrana celular sufre un
deterioro ocasionado por el ataque de los ROS; un incremento en sus niveles indica un
fuerte dafio por estrés oxidativo. Por su parte, SOD es una enzima que se encuentra de
manera normal en el cuerpo humano y tiene una excelente capacidad antioxidante
intracelular; cuando se produce una lesion en el tejido que genera un incremento excesivo
de ROS como el ocasionado por la IR, su capacidad antioxidante se ve reducida de manera
drastica, siendo necesaria la intervencion de moléculas antioxidantes exégenas como las
vitaminas C, E y algunos flavonoides para contrarrestar este dafio y sus complicaciones.
La correcta induccion del dafio renal se comprobé al visualizar un incremento significativo
de BUN, creatinina y MDA al igual que la disminucion significativa de SOD en el grupo
de IR respecto al grupo SHAM de manera similar a lo observado en otros estudios como
el de Pérez-Meseguer et al. (2019) y Rodriguez-Rodriguez et al. (2025) donde indujeron
dafo renal por IR bilateral a ratas Wistar para evaluar la actividad de extractos vegetales.
En el presente estudio se observo que AXH disminuyd de manera significativa los niveles
de BUN y creatinina en las ratas sometidas a IR en ambos rifiones en comparacion con el
control de IR. Ademas, al analizar los resultados del grupo IR + Tx, se pudo visualizar
que el extracto AXH logré disminuir drasticamente los valores de MDA e incrementar de
la misma manera los valores de la actividad enzimatica de SOD comparado con el grupo
IR presentando diferencias significativas, esto permitio disminuir potencialmente el estrés
oxidativo en el tejido renal en el modelo de IR. De manera importante, el tratamiento con

AXH casi normaliz6 estos parametros respecto al grupo SHAM sin presentar diferencias
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significativas entre ellos. Este comportamiento ha sido observado para otras plantas del
mismo género como el extracto vegetal de Arbutus parvarii que redujo valores de MDA,
ROS mitocondrial y éxido nitrico y aumentd SOD y glutation reducido en un modelo de
estrés oxidativo y hepatotoxicidad inducida con paracetamol en ratas macho albinas
(Elshibani et al. 2024); para Arbutus unedo, Afkir et al. (2008) reportaron que el extracto
disminuyé el MDA con un ICso de 0.075+0.014 respecto a un control de 0.732+0.452
mg/mL en un modelo de ratas con hipertension inducida por metil éster NG-nitro-L-
arginina. Si bien no se trata del mismo modelo de dafio, esto nos aporta informacién
valiosa que demuestra que este género de plantas posee actividad protectora inherente

contra el dafio por estrés oxidativo.

El efecto de los extractos vegetales para atenuar el dafio ocasionado por las ROS ha sido
documentado en varios estudios; Torres-Gonzalez et al. (2018) trabajaron el mismo
modelo de IR en rata Wistar con la diferencia de un proceso de isquemia renal por 45 min
y reperfusion de 15 h, encontrando que el extracto de Sonchus oleraceus present6 efecto
nefroprotector al disminuir los marcadores de BUN, creatinina y MDA en ratas con IR
tratadas con el extracto en comparacion con el grupo IR. Por otro lado, Rodriguez
Rodriguez et al. (2025) comprobaron el efecto nefroprotector de Jatropha dioica en este
mismo modelo de dafio con isquemia renal de 45 min y reperfusion de 24 h, en donde se
observo la marcada disminucion en los niveles de BUN, creatinina y MDA; ademas del
aumento en SOD vy glutation reducido en ratas con tratamiento e IR en comparacién con
ratas con IR. Toda esta evidencia sugiere que el tratamiento previo con el extracto
metanolico AXH presenta efecto nefroprotector en el modelo de dafio por IR renal en rata
Wistar, ya que normaliza los niveles de los marcadores bioquimicos renales, inhibe la
peroxidacion lipidica a través de la reduccion del MDA e incrementa la actividad
enzimatica de la SOD en el tejido renal. Este efecto se encuentra fuertemente relacionado
con las moléculas antioxidantes presentes en la mezcla de metabolitos activos que lo
componen, por lo que AXH se considera como una estrategia farmacoldgica capaz de

mitigar este tipo de lesion renal.
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9.- CONCLUSIONES

e [Los extractos de corteza de E. ébano y hoja de A. xalapensis, presentaron el mayor

potencial antioxidante (DPPH y ABTS) de las 5 plantas estudiadas.

e El extracto Hoja de 4. xalapensis, presentd mayor actividad antioxidante y no
mostro citotoxicidad (hemolisis) por lo que fue seleccionado para realizar el

modelo de dafio de IR en ratas Wistar

e El extracto hoja de A. xalapensis, no es hepatotdxico ni nefrotoxico a la

concentracion utilizada.

e El extracto hoja de A. xalapensis, disminuyo6 significativamente los marcadores

séricos de dafio renal (BUN y Creatinina) respecto a los controles de IR.

e El extracto hoja de A. xalapensis, present(') actividad antioxidante in vivo al

disminuir significativamente los valores de MDA, un producto de la peroxidacion
lipidica, y aumentar los valores de SOD, una enzima antioxidante, respecto a los

controles de IR.

e EIl tratamiento previo con el extracto hoja de A. xalapensis, presentd efecto
nefroprotector en el modelo murino con Isquemia-Reperfusion Renal a la dosis
utilizada. Esta actividad se encuentra fuertemente relacionada con los metabolitos

secundarios responsables de la actividad antioxidante.

En base a los resultados obtenidos el extracto hoja de A. xalapensises es un candidato

como una alternativa para el tratamiento de un formulado nefroprotector.
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10.- PERSPECTIVAS

Realizar la identificacion cuantitativa de los metabolitos presentes en el extracto

metanolico AXH por medio de técnicas cromatograficas.

Identificar y aislar los metabolitos responsables de la actividad nefroprotectora en
AXH por medio de técnicas cromatograficas.

Evaluar la actividad antioxidante y nefroprotectora de las fracciones activas de
AXH en el modelo in vivo de IR renal en rata Wistar.

Dilucidar el mecanismo de accion del extracto AXH sobre las células renales
durante la IR renal.

Purificar el extracto metanodlico EEC para disminuir su efecto hemolitico, pues su
excelente capacidad antioxidante lo colocaria como un candidato potencial para

evaluacion en el modelo in vivo.
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8.- CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades a realizar

Mes y Aiio para realizar
actividades

Resultados esperados

Seminario de presentacion
de tesis

Diciembre 2024

Presentar la propuesta de
anteproyecto y divulgar la
investigacion a realizar.

Colecta del material
vegetal

Enero-Julio 2024

Obtener el material
adecuado y completo para
empezar el trabajo
experimental.

Obtencion de extractos de
las 5 plantas

Agosto 2024

Obtener extractos
metanolicos adecuados para
las siguientes
determinaciones y con
rendimiento suficiente para
su uso.

Analisis fitoquimico de los
5 extractos

Septiembre 2024

Obtener el perfil
fitoquimico de los extractos
que evidencien los posibles

compuestos responsables
de la actividad antioxidante
segun la bibliografia.

Determinacion de la
actividad antioxidante de
los 5 extractos

Octubre 2024

Comparar las actividades
antioxidantes obtenidas
experimentalmente para

cada extracto, y asi
seleccionar al que posea
mayor potencial
antioxidante para evaluar
su efecto nefroprotector.

Ensayos de citotoxicidad

Noviembre-Diciembre
2024

Verificar la toxicidad
celular del extracto con
mayor potencial
antioxidante para después
evaluar su efecto
nefroprotector con mayor
seguridad.

Evaluacion de la actividad
nefroprotectora

Enero-Junio 2025

Asegurar el efecto
nefroprotector in vivo del
extracto metanolico con
mayor potencial
antioxidante que pueda ser
usado en un futuro como
alternativa de tratamiento
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contra el dafio por
isquemia-reperfusion.

Redaccion de tesis

Enero 2024-Diciembre
2025

Generar una tesis con la
informacion completa del
disefio experimental,
metodologia y resultados
que pueda tener
continuidad y que sea
reproducible en todos los
aspectos de los
procedimientos.

Seminario de terminacion
de tesis

Diciembre 2025

Divulgacioén de los
resultados obtenidos por
experimentacion y
confirmacion de la
hipoétesis planteada
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