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RESUMEN

La diabetes es una de los principales problemas de la salud publica mundial, en
parte debido a su asociacion con otras enfermedades cardiometabdlicas. Las
complicaciones tisulares de la diabetes es su principal causa de muerte, siendo la
nefropatia diabética la que lidera la lista de dafos inducidos por la hiperglicemia
cronica. Se conocen varios mediadores celulares de la nefropatia: la angiotensina
II, los productos de glicosilacién avanzada, las kinasas activadas por mitégenos,
las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, entre otras, cuya activacion traen
como consecuencia el aumento de la sintesis de proteinas de la matriz
extracelular, el ensanchamiento del glomérulo, el dafio tubular y la fibrosis. Esto se
traduce en insuficiencia renal cronica, caracterizada por la proteinuria, el aumento
de la diuresis, el desequilibrio electrolitico, el incremento de creatinina plasmatica
y del nitrégeno ureico en sangre (BUN), los cuales son considerados marcadores
clinicos del dafio renal en la diabetes. Muchos grupos de investigacion estan
enfocados en la busqueda de farmacos que sean capaces de abolir, disminuir o
prevenir la nefropatia diabética. En el campo de la etnobotanica, la ethomedicina
y la etnofarmacologia existen diversos estudios que han aportado nuevas
especies, fitofarmacos y productos naturales para el tratamiento no sélo de la
diabetes, sino también de sus complicaciones. Existen alrededor de 1200 plantas
antidiabéticas en el mundo. En Venezuela son muy pocas las especies que han
sido estudiadas, a pesar que goza de gran biodiversidad vegetal. Ruellia tuberosa
L. (yuquilla) es una de estas plantas de uso etnomédico, la cual pertenece a la
familia Acanthaceae y esta distribuida en todo el pais. Las partes aéreas de esta
especie han sido estudiadas de manera exhaustiva, encontrandose actividad:
antidiabética, antioxidante, antiinflamatoria y analgésica. Sin embargo, su raiz ha
sido muy poco estudiada. Recientemente, reportamos la actividad analgésica y
antiinflamatoria del extracto acuoso de la raiz de R. tuberosa (RT) en animales de
experimentacion. Con el fin de validar su uso tradicional como antidiabético y de
conocer la capacidad protectora ante las complicaciones de la diabetes, en este
trabajo se evaluo el efecto del RT sobre el dafio renal en un modelo de ratas con
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diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) e in vitro en células de epitelio
renal (células Vero) sometidas a altas concentraciones de glucosa. Asimismo, se
evaluo la relacion de la actividad protectora del RT con su potencial antioxidante y
con la inhibicion de la via de sefalizacion de la PKC-NF-kB. Para ello fueron
evaluadas las modificaciones de la glicemia, de los marcadores de dafo renal, el
dafio oxidativo renal, el sistema antioxidante renal, la proliferacién y muerte de las
células de epitelio renal, en los modelos experimentales bajo diferentes
condiciones de estrés. Asimismo la expresion del NF-kB inducida por un activador
de la PKC (PMA) en células de céancer de cuello uterino (HelLa), la actividad
antioxidante y el contenido de polifenoles del extracto. Los resultados muestran
qgue el RT contiene compuestos polifendlicos y que produce un efecto atrapador
del anion superéxido, estableciéndose asi su capacidad antioxidante. EI RT
disminuy® la glicemia, la proteinuria, la diuresis, el BUN la creatinina plasmatica y
la pérdida de peso en los animales diabéticos; disminuyé el contenido de grupos
carbonilos en las proteinas, de malonildialdehido, de proteinas totales en la
corteza renal y suprimié el incremento del peso del rifidn en las ratas con diabetes
inducida por la ETZ; contrarresto el decremento de la actividad de la CAT, SOD
total, CuzZn-SOD, GPx y GR inducida por la glucosa in vivo e in vitro; protegio a
las células Vero de la glucotoxicidad, del estrés oxidativo y del estrés nitrosativo,
inducido por la alta glucosa, por el perdxido de hidrégeno y por el nitroprusiato de
sodio respectivamente. Sin embargo, el peréxido, el nitroprusiato asi como el PMA
disminuyeron el efecto protector del RT sobre la glucotoxicidad. Este extracto
previno el incremento de la actividad del NF-kB inducido por el PMA en las células
HelLa. Todos estos hallazgos establecen al RT como un antioxidante con efecto
protector sobre el dafio renal en la diabetes, tanto in vivo como in vitro, a través de
un mecanismo que involucra la disminucion de la glicemia, del estrés oxidativo, del
estrés nitrosativo, y de la via de sefalizacion de la PKC-NF-kB. Esto aporta, por
primera vez, informacién acerca de los efectos farmacoldgicos de la especie, a la
vez que contribuye tanto a la validacibn de su uso tradicional como a la
caracterizacion farmacolégica de su género, sentado asi las bases para el estudio

fitoquimico y tecnologico de este potencial fitofarmaco.
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico caracterizado principalmente por
un desequilibrio del metabolismo de la glucosa, debido a defectos en la secrecion
de insulina por las células beta pancreas (diabetes tipo 1) o por la disminucion de
la actividad de ésta a nivel celular (diabetes tipo 2), la cual generalmente viene
acompafnada por un déficit en la secrecion de insulina; de manera que hay un
aumento de la glucosa sanguinea. La hiperglicemia se ha observado en otros tipos
de patologias que son consideradas también como un tipo de diabetes, tales
como: pancreatitis, neoplasias pancreaticas, infeccibn por citomegalovirus,
acromegalia, glucagonomas, hipertiroidismo, diabetes inducida por medicamentos,
diabetes gestacional, entre otras (American Diabetes Association, 2007
Organizacion Mundial de la Salud, 2011). Esta enfermedad se ha convertido en
uno de los mayores problemas de salud publica, debido a su alta morbilidad y a su
asociacion con otros trastornos como la obesidad, hipertension arterial,
insuficiencia cardiaca e insuficiencia renal (Wild y col., 2004; Gilbert y col., 2006;
Balkau y col., 2007). Miyazato y colaboradores (2005) asociaron la disfuncién
diastolica con la diabetes y la insuficiencia renal cronica en pacientes (figura 1),
concluyendo que la cardiopatia estd marcadamente aumentada en pacientes con
diabetes y/o nefropatia. Adicionalmente, esta enfermedad presenta una importante
vinculacion con la socioeconomia mundial, mas del 80% de las muertes por
diabetes se registran en paises de ingresos bajos y medios. Asimismo, en paises

como China y los Estados Unidos, se calcula que dejaran de percibir ingresos
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nacionales multimillonarios por causa de la diabetes y sus complicaciones

(Organizacion Mundial de la Salud, 2011).

En el afio 2000 la cifra estimada de personas con diabetes a nivel mundial (figura
2) era de 171 millones y la proyeccion para el afio 2030 es de 366 millones de
personas diabéticas (Wild y col., 2004). En el continente americano hay alrededor
de 33 millones de diabéticos, siendo Venezuela uno de los de menor prevalencia
con un aproximado de 500 mil afectados, segun cifras estimadas de la
Organizacion Mundial de la Salud a comienzos del siglo XXI. Asimismo,
Venezuela es considerado como uno de los paises del mundo con mas baja
incidencia de diabetes tipo 1 (DM1), la cual es alrededor de 0,1 por cada 100
habitantes por afio (Organizacion Mundial de la Salud, 2007; Soltesz y col., 2007).
No obstante, la diabetes mellitus ha sido la sexta causa de muerte en el pais en la
Gltimas décadas, por encima de enfermedades tales como las respiratorias y las
infecciosas, una situacion que actualmente ha venido agravandose, ya que las
Gltimas cifras del Ministerio para el Poder Popular para la Salud revela que en el
afio 2011, la diabetes, pas6 de ser la sexta a convertirse en la cuarta causa de

muerte.

En la figura 3 se observa la casuistica donde se destaca que la mortalidad

asociada a la diabetes ha ido incrementandose paulatinamente a través de los

afnos en Venezuela (Ministerio del Poder Popular para la Salud, 2007 y 2012).
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Figura 1. Pacientes con disfusion diastélica en presencia o ausencia de diabetes e
insuficiencia renal crénica. CRF: insuficiencia renal crénica. DM: diabetes mellitus
(Miyazato y col., 2005).
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Figura 2. Prevalencia Global de la Diabetes Mellitus. Cifras Estimadas del afio 2000 y
proyectadas para el afio 2030 (Organizacion Mundial de la Salud, 2007).
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Figura 3. Mortalidad por Diabetes en Venezuela. (Ministerio del Poder Popular para la
Salud, 2007).

Este problema de salud se exacerba por la aparicion de complicaciones
patologicas inducidas por la hiperglicemia prolongada sobre algunos tejidos
blancos, tales como: la retina, el tejido nervioso, los vasos sanguineos, el corazon
y el rindn (Bloomgarden, 2004; Boyle, 2007), siendo este Ultimo de gran
importancia debido a que la condicion diabética es la principal causa de
insuficiencia renal terminal (American Diabetes Association, 2004). En paises
como Estados Unidos, Japén, Alemania y el Reino Unido, la nefropatia diabética
constituye el 46, 41, 34 y 18 %, respectivamente, del total de casos de

insuficiencia renal terminal (Feest, 2007).

El rinon al igual que la mayoria de 6érganos afectados en la diabetes, sufre un dafio

celular mediado por diferentes moléculas, entre las que se encuentran: los
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polioles, las hexosaminas, los productos de glicosilacion avanzada (AGEs), el
factor de crecimiento transformante B (TGF-B), las proteinas kinasas activadas por
mitégenos (MAPKS), la angiotensina Il (ANG ll), la proteina kinasa C (PKC), las
especies reactivas de oxigeno (EROs), entre otras (Leeheyn y col., 2000;
Schrijvers y col., 2004; Kanwar y col., 2005). La activacion de estos mediadores,
por exposicion a altas concentraciones de glucosa, trae como consecuencia la
alteracion de la expresion de las proteinas que conducen al incremento de la
matriz extracelular y al ensanchamiento de la membrana basal glomerular. Esto se
traduce en cambios de la estructura renal, fibrosis, hiperfiltracién, cambios
hemodindmicos y proteinuria, las cuales son alteraciones caracteristicas de la
nefropatia diabética (Wolf y Ziyadeh, 1999; Mason y Wahab, 2003; Kanwar y col.,

2005; Wolf y Ziyadeh, 2007).

Es importante mencionar que la busqueda de nuevos compuestos quimicos con
actividades antidiabéticas o capaces de proteger o contrarrestar el dafio renal
inducido por las altas concentraciones de glucosa, es la ruta a seguir para el
desarrollo de terapias alternativas para el tratamiento de esta enfermedad, en
virtud del aumento de la calidad de vida de los pacientes. Es por esto que el
estudio etnofarmacolégico de plantas con potencial uso en la diabetes y sus
complicaciones, asi como también el aislamiento, purificacion y elucidacién de la
estructura de los compuestos responsables de la actividad de estas especies, ha
sido de gran importancia para la terapéutica actual (Baynes, 2006; Jung y col.,
2006; Uma y Sudarsanam, 2011; Khan y col., 2012; Hung y col., 2012). Un

estudio hecho acerca del origen de los farmacos entre 1981 y el 2002 que los
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productos naturales representan el 28% de los nuevos compuestos quimicos
lanzados al mercado, cifra que se mantuvo de manera similar hasta el 2010

(Newman y Cragg, 2003; Newman y Cragg, 2010).

Se han identificado cerca de 1200 especies de plantas con propiedades
antidiabéticas, algunas utilizadas de manera popular, asi como también en la
clinica, mediante el desarrollo de fitofarmacos por parte de la industria
farmacéutica (figura 4). Entre los géneros mas estudiados se encuentran los
siguientes: Panax, Phyllanthus, Momordica y Allium (Baley y Day, 1989; Baynes,
2006; Hung y col., 2012; Chug-Hung y col., 2012; Patel y col., 2012%?). En paises
como la India y los Estados Unidos, en los ultimos afios, se han patentado cerca
de 200 y 100 medicamentos herbarios respectivamente, de los cuales 29 son
utilizados en la diabetes, consolidandose asi, como la principal patologia en la

investigacion y desarrollo de fitofarmacos (figuras 5y 6).

North America Europe
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" Mediterranean 56.9%
Lo===-TEEes ~2.2% L - """\‘
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14 %

Figura 4. Distribucion de plantas antidiabéticas investigadas. (Chan y col., 2012).
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Figura 6. Distribucion de las patentes basadas en las enfermedades més frecuentes
durante 2001-2010 en los Estados Unidos (Sahoo y col., 2011).

En Venezuela, existen pocos reportes sobre las especies de uso tradicional en la
diabetes, un gran namero de las plantas comercializadas en los mercados y los

herbolarios no han sido estudiadas etnobotanicamente y/o farmacolégicamente,
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asi como tampoco han sido aislados, identificados y caracterizados los
compuestos quimicos responsables de su actividad. Entre las plantas estudiadas
en nuestro pais, se destacan: Justicia secunda Vahl (sangrienta), Cedrela odorata
L. (cedro), Melia azedarach L. (aleli), Artemisia absinthium L. (ajenjo), Momordica
charantia L. (cundeamor), Croton cuneatus Klotz. (arapurina), Azadirachta indica
Juss. (neem), Phyllanthus niruri L. (flor escondida), Bauhinia variegata L. (casco
de vaca), Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (&rnica), Lepidium virginicum L.
(mastuerzo), Cecropia sp. (yagrumo), Tradescantia zebrina Heynh.(suelda
consuelda), Equisetum giganteum L. (cola de caballo), Croton malambo H. Karst.
(palomatias), Jatropha gossypiifolia L. (tua tua), Putzeysia rosea Planch. & Linden.
(covalonga), Ocimum campechianum Mill (albahaca morada), Eucalyptus globulus
Labill. (eucalipto), Rubus floribundus Weihe (mora), Verbena litoralis Kunth
(verbena), Bauhinia megalandra L. (urape blanco), Baccharis tricuneata (L. f.)
Pers. (sanalotodo) y Ruellia tuberosa L. (yuquilla) (Hidalgo y col., 1999; De los
Rios y col., 2000; Bermudez y Veladzquez, 2002; Gil y col., 2003; Estrada y col.,
2005; Gil y col., 2006; Torrico y col., 2007; Ciangherotti y col., 2007; Fernandez-

Pefia y col., 2008; Giraldo y col., 2009; Isea y col., 2011).

Desde el punto de vista de la comercializaciéon de fitofarmacos, en Venezuela
existe una industria promisoria, encontrandose algunos de importancia en el
tratamiento coadyuvante de la diabetes mellitus, tales como: el extracto de Pinus
maritima Mill. (pycnogenol®) de laboratorios Leti S.A.V. y los extractos de
Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb. (palo de arco®) y Allium sativum

(sativum®) de laboratorios Vita Plant C.A. Ambos, P. maritima y A. sativum, han
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exhibido potente actividad antidiabética y antioxidante. El pycnogenol (extracto de
corteza de pino francés) produce un efecto antidiabético, tanto en animales de
experimentacion como en pacientes con diabetes tipo 2 (Maritim y col., 2003; Liu y
col., 2004). Por su parte, el aceite o el extracto de A. sativum, ha sido reportado
como antihiperglicemiante en ratas con diabetes inducida por la estreptozotocina
(ETZ), asi como antioxidante y protector del dafio renal en la diabetes (Eidi y col.,

2006, Lee y col., 2009; Mariee y col., 2009).

La capacidad antioxidante de una planta y su actividad antidiabética se encuentran
intimamente relacionadas (Rahimi y col., 2005). Como se ha mencionado
anteriormente, las EROs son unas de las principales mediadoras de la diabetes y
sus complicaciones. (Stanton, 2011; Tang y col.,, 2012). Especies que poseen
constituyentes antioxidantes, tales como, la mangiferina (Anemarrhena
asphodeloides Bunge, Mangifera indica L.), el galato de epigalocatequina
(Camellia sinensis (L.) Kuntze), la swertiamarina y la swertisina (Enicostemma
hyssopifolium (Willd.) I. Verd.), la epicatequina (Pterocarpus marsupium Roxb.) o
la apigenina (Teucrium polium L.), a su vez, ejercen un efecto insulinomimético,

atribuido a la presencia de estos compuestos (Patel y Mishra, 2011; Patel y col.,

2012°)
Una de las plantas con gran potencial antioxidante (Chen y col., 2006; Arirudran y

col.,, 2011; Kensa y col., 20122 y b) que se encuentra en Venezuela es Ruellia

tuberosa L., conocida como escopetera, escopetilla o yuquilla, la cual pertenece a
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la familia Acanthaceae (figura 7). Al igual que en otras partes del mundo, en
nuestro pais esta especie es utilizada de manera tradicional para el tratamiento de
la diabetes (Ciangherotti y col., 2007; Chothani y col., 2010), asi como también
para el manejo de las anemias, como diurético y para el tratamiento de diversos

problemas renales (Gil y col., 2003; Giraldo y col., 2009).

Esta especie se caracteriza por ser una hierba perenne erecta de hasta 60 cm,
con raices fibrosas y tuberosas, tallos tetragonos; hojas simples, opuestas,
alternas, sin estipulas y algo rugosas. Lamina oblongo-obovada de 6-8 cm x 4,2
cm, base atenuada, margen entero a ligeramente sinuado y apice agudo a
redondeado. Las flores son campanuladas en cimas axilares o terminales; caliz
con 5 sépalos lineales libres o apenas unidos en la base; corola gamopétala, lila,
subactinomorfa, tubo de hasta 3 cm de largo, 5 I6bulos de hasta 1,4 cm de largo.
El fruto esta constituido por una cépsula sésil de 2 cm de largo, de color marrén-
grisaceo, las semillas son lenticulares y numerosas. En Venezuela crece desde los
10 hasta los 1900 metros sobre el nivel del mar, en practicamente todo el pais

(Long, 1976; Tripp, 2007; Arirudran y col., 2011%).

Las partes aéreas de la R. tuberosa L. han mostrado actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antidiabética, antinociceptiva y nefroprotectora (Chen y col., 2006;
Ashraful y col.,, 2009; Manikandan y Arokia, 2010; Chothani y col., 2010;
Shahwaret y col., 2011; Rajan y col., 2012). Sin embargo, la raiz ha sido poco
estudiada, a pesar de que esta parte de la planta es utilizada en la medicina

tradicional venezolana. En nuestro laboratorio ha sido evaluado
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farmacol6gicamente el extracto acuoso de la raiz de R. tuberosa L. (RT) en los
altimos afos, logrando validar su uso tradicional como antiinflamatorio vy
antinociceptivo en modelos animales (Pastorello y col.,, 2012). Asimismo,
investigadores de Sri Lanka, lograron validar el uso popular de RT para el
tratamiento de la gastritis, utilizando un modelo de ratas con gastritis inducida por

etanol (Arambewela y col., 2003).

Figura 7. Ruellia tuberosa L. A. flor y hojas, B. hojas y frutos, C. raiz. (Arirudran y col.,
2011%).

Entre los productos naturales aislados de las partes aéreas de R. tuberosa L. se
encuentran: la apigenina y la apigenina-7-B-D-glucurénido (Behari y col., 1981;
Misra y col., 1997, Singh y col., 2002), los cuales han sido sefialados como los
responsables de la actividad antidiabética de Teucrium polium L. (Esmaeili y col.,
2009; Mirghazanfari y col., 2010) y de Pilea microphylla (L.) Liebm. (Bansal y col.,
2011). Sin embargo, el RT debe ser estudiado mas exhaustivamente. Se conoce
de manera preliminar la presencia de flavonoides, fenoles y saponinas en

extractos de todas las partes de la planta, incluyendo la raiz (Arirudran y col.,
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2011a; Chothani y col., 2011; Chothani y col., 2012). En la figura 8 se observa

algunos de los compuestos quimicos aislados de R. tuberosa L.

Los estudios sobre la actividad antioxidante de las partes aéreas o la planta
entera, han revelado un potencial efecto atrapador de EROs y de especies
reactivas de nitrégeno (ERNSs), tales como: el peréxido de hidrégeno (H.0,), el
anion superoxido (O2) y el oxido nitrico (ON), principalmente los extractos
organicos (Chen y col., 2006; Arirudran y col., 2011 b; Kensa y col., 2012). Todas
estas especies reactivas son mediadores muy importantes del dafio renal en la
diabetes (Stanton, 2011). En este sentido, resulta interesante evaluar el posible
efecto de RT sobre el dafio renal en la diabetes. Al mismo tiempo de contribuir con
la caracterizacion etnofarmacoldgica y con la validacion del uso tradicional de esta

especie perteneciente a la valiosa biodiversidad nacional.

1.1. Mecanismos Celulares del Dafio Renal en la Diabetes

Son varios los tipos celulares susceptibles al dafio inducido por concentraciones
altas de glucosa, siendo las principalmente afectadas las células mesenquimales-
angioblasticas, tales como las células endoteliales; seguido de las angioblasticas,
en donde se destacan las células mesangiales renales y también células
endodérmicas y ectodérmicas, entre las que se encuentran los podocitos y las
células del epitelio tubular renal (Kanwar y col., 2005). Bajo la condicion de
hiperglicemia crénica, las células renales sufren cambios fenotipicos que traen

como consecuencia la fibrosis y la pérdida de la funcién renal, conduciendo al
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establecimiento de la nefropatia (Simonson, 2007). En la figura 9 se pueden
observar los dos cambios fenotipicos presentes en la nefropatia diabética, la
transdiferenciacion miofibroblastica (MFT) y la transicion epitelial-mesenquimatosa

(EMT).
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Figura 8. Algunos metabolitos secundarios presentes en las partes aéreas de Ruellia
tuberosa L. (Behari y col., 1981; Misra y col., 1997, Singh y col., 2002; Chothani y col.,
2010; Phakeovilay y col., 2012).
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Estos procesos fenotipicos alteran la estructura y la funcion de las células

mesenquimales, epiteliales y las células progenitoras, en donde se produce una

reprogramacion nuclear inducida por algunas citoquinas y factores de crecimiento,

trayendo como consecuencia la formacion de miofibroblastos (en la MFT) a partir

de las células mesangiales, fibroblastos intersticiales y células progenitoras, asi

como también la formacion de miofibroblastos intersticiales (en la EMT) a partir de

las células del epitelio tubular; llevando en el primer caso a la expansion del

mesangio y a la glomeruloesclerosis y en el segundo caso, a la fibrosis

tdbulointersticial (Steffes y col., 1984; Dalla-Vestra y col., 2001; Liu, 2004;

Simonson, 2007).
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Figura 9. Induccién de la glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial por los procesos
fenotipicos: la transdiferenciacion miofibroblastica (MFT) y la transicion epitelial -
mesenquimal (EMT) en la nefropatia diabética (Simonson, 2007).
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Las células formadas como resultado de los cambios fenotipicos en el riidn son
consideradas efectoras profibréticas, en las cuales hay un aumento de la
expresion de las citoquinas proinflamatorias (en especial el TGF-B), de la a-actina
del musculo liso (a-SMA) y de las proteinas de la matriz extracelular (Simonson,
2007). En modelos experimentales de diabetes se han observado un aumento de
la a-SMA en el rifién, siendo este considerado un marcador de ambos procesos

fenotipicos (Sanai y col., 2000; Mima y col., 2006; Simonson, 2007).

El TGF-B, la ANG Il y los AGEs son algunos de los factores profibroticos que
inducen la EMT y la MFT (Yang y Liu, 2001; Oldfield y col., 2001; Yang y col.,
2002; Liu, 2004; Simonson 2007). Aunque estos factores estan elevados en la
diabetes (Wolf y Ziyadeh, 1999; Vidotti y col.,, 2004; Schrijvers y col., 2004,
Ziyadeh, 2004), no esta claro, si las altas concentraciones de glucosa pueden
directamente estimular las transiciones fenotipicas Sin embargo, la hiperglicemia
es considerada un estimulo potencial de estos cambios (Simonson, 2007). Mas
aun, esta bien establecido que el dafio renal en la diabetes es causado por la
acumulacion de proteinas de la matriz extracelular tanto en el glomérulo como en
el intersticio (Steffes y col., 1992; Lane y col., 1993). Entre las proteinas de la
matriz, alteradas en la nefropatia diabética, se encuentran, la fibronectina, la
laminina y el colageno tipo I, lll y IV (Mason y Wahab, 2003). Nerlich y Schleicher
(1991) mostraron un incremento de la inmunoreactividad del colageno IV y la
fibronectina en la matriz mesangial de rifiones de pacientes diabéticos en
comparacion con riflones de individuos sanos. Asimismo, Wahab y colaboradores

(1996) reportaron este mismo incremento, pero en células mesangiales humanas

32



cultivadas bajo un ambiente de alta glucosa. EI aumento de la expresion del
colageno IV inducido por la glucosa ha sido observado también en los podocitos
renales (lglesias y col., 2002), en células del epitelio tubular (Skill y col., 2004) y en
células mesangiales (Baccora y col.,, 2007) en modelos animales; asi como
también en rifiones de ratas con diabetes inducida por ETZ (Kamalakkannan y

col., 2006).

Por otra parte, las células del epitelio tubular sufren inhibicién de la proliferacion y
apoptosis bajo un ambiente prolongado de concentraciones altas de glucosa, esto
acompafado de un incremento del estrés oxidativo (Park y col., 2001; Allen y col.,

2003; Verzola y col., 2004).

Samikkannu y colaboradores (2006) mostraron que la exposicion a 25 mM de
glucosa (alta concentracion) es capaz de aumentar la proliferaciéon de células
epiteliales del tubulo proximal de humano (hPTEC), hasta las primeras 24 horas,
seguido de una inhibicion de la proliferacién (evaluada por la incorporacién de
[*H]-timidina). Adicionalmente, estos autores demostraron que la exposicién a
altas concentraciones de glucosa por 10 minutos produce el mismo esquema de
proliferacion, observandose por primera vez que esta exposicion aguda es
suficiente para producir los efectos antiproliferativos e inducir la muerte celular en
el epitelio tubular, sugiriendo que los episodios no prolongados de hiperglicemia

pueden conducir a la disfuncion tubular (figura 10).
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Figura 10. Efecto de la exposicion crénica y aguda a altas concentraciones de glucosa
(HG) sobre la sintesis de ADN (marcador de proliferacién) y la viabilidad celular en
hPTEC. A: células expuestas a HG (25 mM) por 12, 24, 36 y 48 h. B: células previamente
expuestas a HG por 10 minutos. C: viabilidad celular (nGmero de células) en condicion
aguda o crénica de HG (Samikkannu y col., 2006).

Los cambios celulares finales, tales como, la fibrosis tubulointersticial, la
glomeruloesclerosis, las alteraciones en la proliferacion celular y la apoptosis, son
muy complejos y son mediados por diversos factores, los cuales se encuentran

exacerbados en la diabetes: factores metabdlicos como los AGEs, el mioinositol

(via del mioinositol), la glucosamina-6-fosfato (via de las hexosaminas) y el sorbitol
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(via de los polioles); factores hemodinamicos como la ANG II, endotelina-1, el ON
y algunas prostaglandinas; factores de crecimiento, citoquinas y relacionados
como el TGF-B, la hormona del crecimiento (GH), el factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF), el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento del tejido
conectivo (CTGF), la trombospodina 1 (TSP-1), entre otros; factores intracelulares
y de transcripcion como la PKC, la PKA, las proteinas de union al GTP (Rho, Gq,
Gs, Ras, entre otras), las EROs, las MAPKSs, las pequefias madres contra la
decapentaplejia (small mothers against decapentaplegic, Smad), el inhibidor del
factor activador del plasminégeno 1 (PAIl-1), los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas de la matriz (TIMPs), la proteina activada 1 (AP-1), el factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-
KB), la janus kinasa (JAK), el elemento de respuesta de unién al AMPc (CREB),
los transductores de sefial y los activadores de la transduccién (signal transducers
and activators of transcription, STAT), c-Fos, c-Jun, la proteina especifica 1 (Sp-1)
entre otros (Wolf y Ziyadeh, 1999; Manson y Wahab, 2003; Schrijvers y col., 2004;
Kanwar y col., 2005; Marrero y col., 2006). La mayoria de estos factores estan
relacionados o tienen vias de sefalizacion entrecruzadas, lo que al final conduce
al aumento de la expresion de la matriz extracelular y el dafio renal en la diabetes
(figuras 11, 12 y 13). EI NF-kB es un buen ejemplo de ello. Este factor de
transcripcion activado por diversas sefiales, tales como la ANG-Il y la PKC, regula
corriente abajo la expresion de varios genes relacionados con la progresion del

dafio renal, entre los que se encuentran: la proteina quimioatrayente de monocitos
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1 (MCP-1) y la quimokina CC-5 (CC-5 o RANTES) (Mezzano y col., 2004; Patel y

Santani, 2009).

La glucosa entra a las células renales a través de los transportadores de glucosa
de tipo 1 y 4 (GLUT-1 y GLUT-4, respectivamente) y por el cotransportador de
Na'-glucosa-1 (SGLT-1). En la hiperglicemia, los GLUT-1 se encuentran
sobreexpresados en las células mesangiales, lo que contribuye al dafio renal

(Gnudi y col., 2007).

HYPERGLYCEMIA
METABOLIC FACTORS HEMODYNAMIC FACTORS
AGEs, ARfpolyols * Angll/RAS, ET, NO
GROWTH FACTORS/CYTOKINES INTRACELLULAR FACTORS
TGF-g, CTGF, GH, IGF, VEGF, PDGF |~ DAG-PKC, NF-xB, MAPK
Y
DIABETIC KIDMEY DISEASE

Figura 11. Interaccién entre los factores activados por la hiperglicemia que inducen la
nefropatia diabética (Schrijvers y col., 2004)

La excesiva concentracion de glucosa intracelular puede dirigirse a varias rutas
metabdlicas que favorecen la nefropatia. Una de estas vias es la de los polioles,
en la cual la glucosa es convertida a sorbitol mediante la accion de la aldosa
reductasa dependiente de NAD(P)H (coenzima redox) y posterior oxidacion a

fructosa a través de la sorbitol deshidrogenasa, acompafado de la produccion de
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NADH (coenzima redox), por lo que un aumento de la actividad de esta via
contribuye al desequilibrio oxidativo, produciéndose: un agotamiento del NAD(P)H
y del glutation reducido (GSH), asi como un incremento de la relacion NADH/NAD"

(Kikkawa y col., 1987; Cheng y col., 2003; Kanwar y col., 2005).

Otra via activada en la diabetes es la del mioinositol, en donde se ha evidenciado
un agotamiento de este intermediario por causa de una sobreexpresion de la
enzima mioinositol oxigenasa (MIOX) inducida por las altas concentraciones de
glucosa a través de la activacién de la via de los polioles (Prabhu y col., 2005;

Kayak y col., 2005).

Por otra parte, la fructosa-6-fosfato formada por la degradacion oxidativa de la
glucosa es la puerta de entrada hacia la via de las hexosaminas, al ser convertida
a glucosamina-6-fosfato por la accion de la glutamina:fructosa-6-fosfato-
aminotransferasa (GFAT), enzima que juega un papel relevante en la nefropatia
diabética debido a que su inhibicion afecta la actividad de mediadores importantes
como el TGF-B y el PAI-1 (Schleicher vy col., 2000; Kanwar y col., 2005). Cabe
destacar que las hexosaminas inducen estrés oxidativo e incrementan la sintesis
de las proteinas de la matriz extracelular en las células renales (Singh y col., 2004;

Singh y col., 2007).

Los AGEs son otros de los productos metabdlicos de la glucosa incrementados
por la hiperglicemia. Son considerados complejos toxicos que producen dafio renal

en la diabetes, induciendo cambios estructurales, tales como: la
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glomeruloesclerosis, la fibrosis intersticial y la atrofia tubular (Brownlee, 1995;

Forbes y col., 2003).
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Figura 12. Modelo por el cual la hiperglicemia (HG) promueve la acumulaciéon de las
proteinas de la matriz extracelular (ECM) en las células mesangiales (Manson y Wahab,
2003). Angiotensina Il (ANG 1), Enzima convertidora de angiotensina, especies reactivas
de oxigeno (ROS), Transportador de glucosa tipo 1 (GLUT-1) factor de crecimiento
transformarte B (TGF-B), productos de glicosilaciéon avanzada (AGEs), receptor de los
AGEs (RAGE), proteina kinasa C (PKC), kinasa activada por mitdogeno (MAPK),
Fibronectina (FN), la trombospodina 1 (TSP-1), el factor nuclear kB (NF- kB), elemento de
respuesta de union al AMPc (CREB), factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF),
Factor de crecimiento epidermal, proteina activada 1 (AP-1), factor de respuesta de
crecimiento temprano (egr-1) pequefias madres contra la decapentaplejia (Smad).
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Figura 13. Vias y eventos que conducen a la nefropatia diabética (Kanwar y col., 2005).

Estos productos abarcan un grupo de proteinas y lipidos glicoxidados, formados
extracelularmente por la glucosa e intracelularmente por compuestos dicarbonilos,
como por ejemplo, el metilglioxal (proveniente del gliceraldehido-3-fosfato) y el

glioxal (Bohlender y col., 2005; Kanwar y col., 2005). Los AGEs pueden actuar
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sobre sus receptores de membrana (RAGE) y activar las vias dependientes de la
PKC, las MAPKs y las EROs, favoreciendo de esta manera la liberacién de
factores profibréticos como el TGF-B y el aumento de la expresion de las proteinas
de la matriz extracelular (Scivittaro y col., 2000; Forbes y col., 2003; Bohlender y

col., 2005; Kanwar y col., 2005; Yan y col., 2007).

Los eventos intracelulares mediados por la PKC, las MAPKSs, las Smads y las
EROs son el eje central de la nefropatia diabética y pueden ser activadas por
diversas sefiales, tales como: las altas concentraciones de glucosa, el TGF-B, la

ANG I, los AGEs, entre otras (Kanwar y col., 2005).

La activacion de la PKC la realiza principalmente el diacilglicerol (DAG),
proveniente del metabolismo del gliceraldehido-3-fosfato (glicdlisis) o por la accién
de la fosfolipasa C (PLC) sobre los fosfolipidos de la membrana plasmatica,
favoreciendo la activacion corriente abajo de las MAPKs (Craven y col., 1990;
Haneda y col., 2001; Idris y col., 2001; Parker y Murria, 2004). La actividad de la
PKC esta aumentada en el glomérulo de ratas con diabetes inducida por la ETZ
(Craven y DeRubertis, 1989), estando la mayoria de sus isoformas involucradas
en el dafo renal (Whyteside y col., 2002). La PKC-a y la PKC-B han mostrado ser
mediadoras del dafio renal en varios modelos experimentales de diabetes (Koya y
col., 1997; Koya y col., 2000). Baccora y colaboradores (2007) observaron en las
células mesangiales expuestas a un prolongado ambiente glucotoxico, un

aumento de la expresion de colageno 1V, la cual fue significativamente disminuida
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por un inhibidor de la PKC-, dejando en claro la participacion de esta kinasa en la

acumulacion de proteinas de la matriz extracelular.

En general, la activacion de la via DAG-PKC-ERK en la diabetes conduce a la
disfuncion renal por el incremento en la produccion de las EROs, de las
prostaglandinas, de la expresion de TGF-B y de los componentes de la matriz
extracelular, asi como también por la disminucién de la actividad de la Na*, K*
ATPasa (Koya y col., 1997; Haneda y col., 2001; Kawan y col., 2005; Ohshiro y
col.,, 2006). Ademas de la hiperglicemia prolongada, la ANG Il juega un papel
importante en la activacion de la PKC en las células renales (Leehey y col., 2000;
Ikehara y col., 2003). La expresion de la mayoria de los genes relacionados con la
nefropatia diabética es realizada a través de dos sistemas de sefalizacion: las
MAPKs y las Smads (Schiffer y col., 2000; Manson y Wahab, 2003; Ziyadeh,

2004).

Ambas vias son activadas por la citoquina mas importante en el dafio renal en la
diabetes, el TGF-B (Ziyadeh, 2004; Kanwar y col., 2005; Young y col., 2005). Este
componente actla a través del receptor tipo 1, activando las proteinas Smad 2 y 3,
las cuales forman un complejo con Smad 4 para asi transponerse hacia el nlcleo
y regular la transcripcion de varios genes, tales como: TSP-1, colageno | y IV,
fibronectina, laminita, PAI-1, c-Jun, entre otros (Schiffer y col., 2000; Mason y
Wahab, 2003). Algunos de los miembros de la superfamilia de las MAPKs (la ERK-
1y 2 la p-38 MAPK y la JNK) estan involucrados en los eventos que

desencadenan el aumento de la expresion de las proteinas de la matriz
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extracelular en la diabetes. (Haneda y col., 1997; Kanwar y col.,, 2003). La
activacion de estas kinasas es estimulada tanto por las altas concentraciones de
glucosa, como por los AGEs, el TGF-f, el PDGF, la ANG I, las EROs, entre otros
(Hannken y col., 2000; Tsiani y col., 2002; Gorin y col., 2004; Kanwar y col., 2005),
encontrandose, esta activacion, correlacionada con las lesiones glomerulares
observadas en los pacientes diabéticos (Toyoda y col., 2004). Entre los genes
cuya expresion es aumentada por activacion de las MAPKs en la nefropatia
diabética, se encuentran: el TGF-B, el CTGF, la fibronectina, PAI-1, TIMP-1,

entre otros (Mason y Wahab, 2003).

Como ya fue mencionado, las EROs juegan un papel importante en el dafio renal
en la diabetes. Dentro de estas especies se encuentran: el O,", el H,O,, el radical
hidroxilo (OH") y el producto de la conjugacion del O, con el ON, el peroxinitrito
(ONOOQO)). El O, es el producto de la reduccién parcial del O, llevado a cabo
principalmente en la mitocondria a través de la cadena de transporte de
electrones, en los peroxisomas (ricos en oxidasas) y en la membrana plasmatica
por la accién de la NAD(P)H oxidasa (Bergendi y col., 1999; Droge, 2002). Lee y
colaboradores (2003) observaron que tanto la inhibicibn del complejo |
mitocondrial por la rotenona, como la inhibicion de la NAD(P)H oxidasa por la
apocinina, bloqueaban la produccion de las EROs inducida por la glucosa en las
células mesangiales y la secrecion de fibronectina en las células del epitelio
tubular, sugiriendo la participacion de los dos sistemas generadores de O;," en el
dafio renal. Mas aun, se ha reportado la sobreexpresion de algunas de las

subunidades de la NAD(P)H oxidasa, como la NOX-4 y la p22phox en los rifiones
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de ratas con diabetes inducida por la ETZ (Etoh y col., 2003), asi como también en
las células mesangiales sometidas a una alta concentracién de glucosa in vitro

(Xia y col., 2005).

Por su parte, el ON es producto de la conversiéon de la L-arginina a citrulina
mediante la accion de la sintasa del oxido nitrico (NOS), de la cual existen varias
isoformas: la endotelial (eNOS), la neuronal (nNNOS) y la inducible (INOS).
Adicionalmente, en la mitocondria se encuentra una variante de la nNOS con
modificacion post-traduccional, denominada mNOS (Finocchietto y col., 2009;
Stefano y Kream, 2011). EI NO también es formado a partir otras fuentes, tal como
es el caso de los nitritos citosolicos y mitocondriales a través de la accién de las
nitrito reductasas (Stefano y Kream, 2011). Basu y colaboradores (2008),
demostraron que el citocromo ¢ mitocondrial es capaz de catalizar la conversion
de nitrito en NO, estableciéndose de esta manera una actividad nitrito reductasa
de esta proteina clave en la vida y muerte de la célula. Recientemente, se
identifico el gen mAtNOS1 que codifica para la proteina 1 asociada al ON (NOAL1),
una posible nueva sintasa, la cual esta ligada a la regulacién del ON mitocondrial y
es necesaria para la modulaciéon dependiente de O, de los complejos de la cadena
respiratoria (Zemojtel y col., 2006; Heidler y col., 2011). Sin embargo, aiun se
desconoce la vinculacion de estas nuevas fuentes de ON en la diabetes y en el

dafno renal en la diabetes.

Las proteinas, los lipidos y los acidos nucleidos son oxidados por las EROs,

constituyendo asi el dafio oxidativo de la célula que conlleva la disfuncion del
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tejido (Droge, 2002). Sin embargo, las células cuentan con sistemas de defensa
antioxidante para contrarrestar este dafio (Yu, 1994). Las principales enzimas
antioxidantes son la superoxido dismutasa dependiente de zinc y cobre (CuZn-
SOD), la superéxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD), la
catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GR), la

hemooxigenasa 1, entre otras (Yu, 1994; Erdmanny col., 2008).

Las SODs catalizan la dismutacién del O, a H,O, y O,, mientras que la CAT y la
GPx reducen el H,0; a H,0 (figura 14). En pacientes con nefropatia diabética se
ha observado una inhibicion de la expresion de algunas de estas enzimas, tales
como la CAT y la SOD, favoreciéndose asi el desbalance oxidativo celular
(Hodgkinson y col., 2003). Asimismo, algunos modelos de animales diabéticos que
sobreexpresan la CAT o la SOD, presentan una significativa disminucion del dafio
renal (Craven y col., 2001% DeRubertis y col., 2004; Brezniceanu y col., 2008) y de
la acumulaciéon de proteinas de la matriz extracelular en las células renales en

cultivo (Craven y col., 2001°).

Las altas concentraciones de glucosa incrementan la formacién de las EROs,
tanto en las células mesangiales como en las del epitelio tubular (Ha y col.,
2002%?). Este aumento del estrés oxidativo esta asociado a la glucosa intracelular,
ya que el pre tratamiento con citocalacina B (un inhibidor del GLUT-1) bloquea la
produccion de las EROs en las células mesangiales (Ha y col., 2002%). Estas
moléculas estimulan diversas cascadas de sefializacion dentro de las células

renales, siendo consideradas la PKC, las MAPKs y la JAK, como las principales
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mediadoras de los efectos de las EROs en relacién con la nefropatia diabética
(Lee y col.,, 2003; Marrero y col.,, 2006). La activacion de estas vias de
sefalizacion estimula la expresion de algunas proteinas profibroticas por la accion
de factores de transcripcion, tales como: el NF-xB, la AP-1 y la Sp-1 (Lee y col.,
2003). De esta manera las EROs aumentan la expresion del TGF-, del PAI-1 (el
cual disminuye la degradacion de la matriz extracelular), de la fibronectina y del
colageno IV (Ha y col., 2001; Iglesias y col., 2001; Lee y col., 2003; Ha y Lee,
2003; Xia y col., 2006); trayendo como consecuencia la inducciéon de la EMT, la
glomeruloesclerosis y la proteinuria (Craven y col., 1997; Ha y Lee; 2003; Shah y

col., 2007).

Figura 14. Enzimas productoras del O," y sus vias metabdlicas (Sachse y Wolf, 2007).
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La hiperglicemia puede generar EROs en las células renales de manera indirecta
a través de los AGEs, del TGF-B y de la ANG Il (figura 12) (Leehey y col., 2000;
Scivitatto y col., 2000; Lee y col., 2003; Leehey y col., 2005). Esta ultima, induce
la produccion de las EROs tanto en las células mesangiales como en las del

epitelio tubular (Jaimes y col., 1998; Ha y col., 2002).

Por otro lado, las ERN inducen cambios postraduccionales de un gran nimero de
proteinas, trayendo como consecuencia su inactivacion o su sobreactividad. Entre
estas modificaciones se encuentran: la nitrosacion, mediada por el nitronio (NO*) y
el trioxido de dinitrégeno (N2O3), la nitrosilacion, mediada por el NO' la nitracion
por el ONOO" (Frein y col., 2005; Eursalinsky y Moncada, 2007; Parcher y col.,
2007; Poderoso, 2009; Habib y Ali, 2011). Al igual que el oxidativo, el estrés
nitrosativo se encuentra aumentado en la diabetes. Productos finales del dafo
nitrosativo, tal como la formacion nitrotirosina a partir de proteinas blanco, se ha
visto incrementado en rifiones de ratas diabéticas (Fuijii y col., 2010). EI ON es el
principal radical nitrosativo envuelto en la patogénesis de la nefropatia diabética.
La disminucién de la produccion de este compuesto a partir de la SON, esta
asociado con el dafo renal en la diabetes (Prabhakar y col., 2007). En ratas con
diabetes inducida por la ETZ se ha demostrado una disminucion de los niveles de
ON renal, acompafiado de una disminuciéon de la actividad de la SON y en
especial por un decremento de la expresion de la isoforma neuronal (SONnN)

(Keinan y col., 2000; Khamaisi y col., 2006). La disminucién en la generacién del
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ON ha sido observada in vitro, en fibroblastos renales expuestos a altas
concentraciones de glucosa, en donde la aplicacion de compuestos donadores de
ON, suprimen el incremento de las sefales mitogénicas mediadas por las MAPKs
y las JAK/STAT inducido por la glucosa, sugiriendo que el ON juega un papel
importante en la modulacion de la respuesta mitogénica en la nefropatia diabética
(Chuang y col., 2006). Otros trabajos en animales diabéticos han mostrado que el
aumento de los niveles de ON por la administracion de L-arginina (precursor),
disminuye la proteinuria y previene la hiperfiltracion glomerular (Reyes y col.,

1993).

Los niveles de ambas especies, las EROs y las ERNs, dependen de la relacion de
produccion inicial de O;” y de NO' (NO/O;"). Razones de NO/ O2° mayores que
10 traen como consecuencia nitrosacion de proteinas lo que lleva a la entrada de
la célula a un estado de reposo, siendo la ERN predominante el NO*. Razones
alrededor de 1 conducen a una maxima activacién celular, en donde se produce
activacion de las proteasas, la oxidacion de los dedos de zinc y alteracion de la
funcién de varias proteinas, por nitracion de las mismas, todo esto mediado por la
accion de la especie predominante bajo esas condiciones, el ONOO'". Finalmente,
relaciones menores o iguales a 0,5 promueven la oxidacion y carbonilacion de
proteinas, la oxidacion de acidos nucleicos y la oxidacion de lipidos,
estableciéndose la condicién de estrés oxidativo que conduce a la muerte celular.
Este ultimo nivel es mediado predominantemente por el NO, y el OH (Wink y
Mitchel, 1998; Quijano y col., 2005; Frein y col., 2005; Ullrich y Kissner, 2006;

Pacher y col., 2007; Leon y col., 2008; Poderoso, 2009; Zielonka y col., 2010).
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1.2. Efecto de Ruelliatuberosa L. en la diabetes y sus complicaciones

Como ha sido mencionado, tanto la raiz como las partes aéreas de la planta, son
empleadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes (Chothani
y col.,, 2010%. No obstante su caracterizaciéon etnofarmacoldégica ha sido
insuficiente, sobre todo en lo que respecta al RT. Recientemente, Ullah y
colaboradores (2012) mostraron que el tratamiento oral con el extracto metandlico
de todas las partes de R. tuberosa L. en conejos con diabetes inducida por el
aloxano, fue capaz de disminuir los niveles de glucosa sanguinea de manera
aguda, después de 4 horas, con resultados comparables a los de la tolbutamina.
Asimismo, Rajan y colaboradores (2012) empleando el extracto metandlico de las
hojas demostraron el mismo efecto antihiperglicemiante a las dosis de 100 y 200
mg/kg/dia durante 14 dias en ratas con diabetes inducida por el aloxano. Estos
hallazgos respaldan los resultados de Chothani y colaboradores (2010°), quienes
también administraron extractos metandlicos, pero de hojas y raiz por separado, a
ratas con diabetes tipo Il inducida por la ETZ combinada con nicotinamida, durante
15 dias; en donde encontraron que no solo fueron capaces de disminuir la
glicemia, sino también los niveles plasmaticos de colesterol total y de HDL,
sugiriendo que ambos extractos ejercen un efecto antidiabético con control
adicional de factores metabdlicos de riesgo cardiovascular. Este estudio
representa el Unico hasta la fecha en donde se ha evaluado la raiz de esta

especie. Sin embargo, el extracto empleado fue organico y no acuoso, lo que
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podria traer como consecuencias diferencias importantes entre estos reportes y

los posibles efectos del RT sobre la glicemia.

En lo que respecta a los efectos protectores de R. tuberosa L. frente a los dafos
tisulares inducidos por la diabetes, se conoce que el extracto hidroalcohdlico de
las hojas frescas de esta planta ha revertido, de manera cronica, el dafo renal en
las ratas diabéticas inducidas por el aloxano, evaluadas desde el punto de vista de
s6lo dos marcadores de la funcion renal: el nitrégeno ureico en sangre (BUN) y la
creatinina plasmatica (Manikandan y Arokia, 2010 %). Adicionalmente, sobre este
mismo modelo, el extracto hidroalcohdlico de R. tuberosa L. fue capaz de proteger
al higado del dafio glucotoéxico, tanto por revertir el incremento de las
transaminasas y de la fosfatasa acida, asi como también por disminuir la
peroxidacion lipidica en el tejido hepatico inducida por la diabetes (Manikandan y
Arokia, 2010 % Manikandan y Arokia, 2010 °), sugiriendo un papel importante de la
regulacion del estrés oxidativo en la accion antidiabética de esta especie. A la vez
gque establece las bases para el estudio del efecto del RT sobre las
complicaciones de la diabetes y la participacion de los sistemas oxidantes y

antioxidantes en la posible actividad protectora.

La busqueda de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de la diabetes
mellitus y sus complicaciones es el punto central de la investigacion de decenas
de laboratorios en el mundo. Solo en el primer trimestre del presente afio, fueron
publicados mas de doscientos trabajos en diversas revistas cientificas, referentes

a las nuevas alternativas farmacoldgicas para este gran problema de salud
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publica. Una de las principales complicaciones de la diabetes es la nefropatia, la
cual ha sido atacada terapéuticamente desde diferentes puntos de vista,
enfocados en las vias extra e intracelulares que median el dafio renal, tales como:
los AGEs, las EROs, las ERNSs, las hexosaminas, las citoquinas, el SRA, entre

otros.

Sin lugar a dudas, una de las principales fuentes de obtencién de promisorios
farmacos, esta representado por las plantas, ya sean de uso tradicional o no. De
las mas de 1200 especies vegetales utilizadas popularmente para el tratamiento
de la diabetes, s6lo unas pocas han sido validadas o estudiadas
etnofarmacolégicamente. En Venezuela, al igual que en diversas partes del
mundo, la especie Ruellia tuberosa L. es utilizada en la medicina herbaria, no sélo
para el tratamiento de esta patologia sino también como diurético, antiinflamatorio,
entre otras aplicaciones. Sin embargo, so6lo sobre las partes aéreas de esta planta
recae la mayoria de los estudios farmacoldgicos, mientras que la raiz, cuya
decoccion es una de las formas en las cuales se utiliza en la medicina tradicional,
ha sido pobremente investigada. Actualmente se conoce que la R. tuberosa L. ha
mostrado actividad antidiabética, potente actividad antioxidante y ha sido capaz de
disminuir el dafio oxidativo hepéatico inducido por la diabetes, lo que sugiere la
posibilidad de que los extractos de esta planta produzcan un importante efecto
protector del dafio renal inducido por la glucosa, en parte por contrarrestar uno de
sus mayores mediadores, el estrés oxidativo. De hecho su extracto acuoso ya ha
sido reportado como protector gastrico frente a un estimulo oxidativo de gran

impacto social como lo es el etanol.
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De esta manera, se considera pertinente demostrar si esta preparacion de R.
tuberosa L., es capaz, por un lado, de modular los niveles de glucosa sanguineay
por otro de proteger al rifién del dafio inducido por una condicién diabetdgena, asi
como también elucidar los mecanismos celulares que contribuyen a dichos
efectos. Para ello, se propone utilizar modelos experimentales de diabetes, tanto
in vivo como in vitro, en donde se evaluard como afecta el extracto acuoso de la
raiz de Ruellia tuberosa L. los cambios fisioldgicos y bioquimicos renales
inducidos por un ambiente hiperglicémico. Con esto se pretende consolidar un
nuevo y potencial fitofarmaco, de utilidad para el tratamiento de los pacientes
diabéticos, con o sin nefropatia;, ademas, se pretende contribuir a la
caracterizacion farmacologica de esta especie perteneciente a la gran
biodiversidad nacional, asi como incentivar el aislamiento y sintesis de nuevas

moléculas capaces de prevenir o disminuir el dafio renal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Evaluar el posible efecto protector del extracto acuoso de la raiz de

Ruellia tuberosa L. (RT) sobre el dafio renal en ratas con diabetes

inducida por la estreptozotocina (ETZ) y sobre células renales

cultivadas bajo alta concentracion de glucosa, asi como la relacion

de este efecto con el estrés oxidativo.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Determinar el contenido de polifenoles del RT.

2.2.2. Evaluar la actividad antioxidante del RT.

2.2.3. Evaluar el efecto agudo y cronico del RT sobre los niveles de

glucosa sanguinea en ratas con diabetes inducida por la ETZ.

2.2.4. Evaluar la funcion renal de las ratas con diabetes inducida por

la ETZ, tratadas cronicamente con el RT.

2.2.5. Cuantificar el volumen urinario en las ratas con diabetes

inducida por la ETZ, tratadas cronicamente con el RT.
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2.2.6. Evaluar el desarrollo de la fibrosis renal de las ratas con

diabetes inducida por la ETZ, tratadas crénicamente con el RT.

2.2.7. Evaluar el efecto del RT sobre la proliferacion celular y la
citotoxicidad inducida por la alta concentracién de glucosa sobre las

células de epitelio renal en cultivo.

2.2.8. Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes: catalasa
(CAT), superéxido dismutasa (SOD), GPx y glutation reductasa (GR)
en la corteza renal de las ratas con diabetes inducida por la ETZ y en
las células de epitelio renal cultivadas bajo un ambiente de alta

concentracion de glucosa tratadas con el RT.

2.2.9. Evaluar el dafio oxidativo renal en las ratas con diabetes
inducida por la ETZ y en las células de epitelio renal cultivadas bajo

un ambiente de alta concentracidon de glucosa tratadas con el RT.

2.2.10. Evaluar la modificacién al efecto protector del RT por el
inductor de estrés oxidativo, el peréxido de hidrégeno (H20,) y por el
inductor de estrés nitrosativo, el nitroprusiato de sodio (NPS), sobre

el dafno renal in vitro.
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2.2.11. Evaluar la modificacion al efecto protector in vitro del RT por
las vias de sefalizacion mediadas proteina kinasa C (PKC) y la 6xido

nitrico sintasa (SON), sobre el dafio renal in vitro.

2.2.12. Determinar el efecto del RT sobre la actividad del factor de

transcripcion inducible NF-kB en un sistema de células Hela

transfectadas con el gen reportero de la luciferasa.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material botanico

La planta fue recolectada en los jardines de la Facultad de Ingenieria, entre el
edificio de Ingenieria Mecanica y entrada de Las Tres Gracias, de la Universidad
Central de Venezuela, Ciaudad Universitaria, Los Chaguaramos, Caracas,
Venezuela. Fue identificada por la Lic. Giovannina Orsini Herbario “Victor Manuel
Ovalles” (MYF) de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de
Venezuela. Unos ejemplares vouchers fueron depositados en el herbario bajo el

codigo MYF 26390, Colectada por el Dr. Stephen Tillett.

3.2. Preparacion del extracto acuoso

La raiz de la planta fue separada y secada en una estufa a 50°C durante siete (7)
dias. Luego fue cortada en pequefios trozos y sometida a decoccion a 60°C
durante una (1) hora. El extracto acuoso preparado fue liofilizado y mantenido bajo
proteccion de la humedad. Posteriormente fue disuelto en agua destilada o medio

de cultivo para los diferentes ensayos.

3.3. Reactivos

Los kits utilizados para la determinacion de la glucosa y la determinacién del BUN

son de Stanbio Laboratory (Boerne, TX, USA). El kit utlizado para la
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determinacion de creatinina fue de Laboratorio Biogamma C.A (Caracas,
Venezuela). El reactivo de Folin & Ciocalteu, el rojo de Ponceau’s, el peréxido de
hidrogeno (H20,), el Nitroazul de Tetrazolio (NBT), el acido tiobarbiturico (TBA), la
leupeptina, la pepstatina, la aprotinina, el Tris-HCI, la Guanidina, la Nicotidamida
adenina dinucleotido reducida (NADH), la nicotidamida adenina dinucleotido
fosfato reducida (NADPH), la azida de sodio, la glutamato deshidrogenasa se
adquirieron de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO). El TritonX-100, el
suero fetal bovino (SFB), el medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
médium), la estreptozotocina, el acido galico, la xantina, la glutation reductasa
(GR), el sulfato de estreptomicina, el acido etilendiamintetracetico (EDTA), la
solucion de acido piprico, glutation oxidado (GSSG), el DNPH, el MTT, el forbol
12- miristrato 13- acetato (PMA), el nitroprusiato de sodio, el dimetilsulfoxido
(DMSO), el ADP, el L-NAME, la ureasa y el alfa cetoglutarato son de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). ElI L-NAME se adquiri6 de Cayman Chemical Co.
(Michigan, USA). El etanol, el &cido tricloroacético (TCA), el acido fosforico, el N-
butanol y el &cido clorhidrico se adquirieron de Honeywell Riedel-de Haen

(Hanover, Germany).

3.4. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con peso corporal
comprendido entre 200 y 300 g, provenientes del Bioterio del Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”’, Caracas-Venezuela. Los animales se mantuvieron en

jaulas con libre acceso a agua y alimento. Para los experimentos de toxicidad
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aguda y subcrodnica se utilizaron ratones machos (10-25 g de peso) de la cepa NIH

bajo las mismas caracteristicas antes mencionadas.

3.5. Lineas celulares

Las células Vero, una linea celular de epitelio renal de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops), fueron adquiridas en el Instituto Nacional de Higiene
“‘Rafael Rangel”. Las células de carcinoma de cuello uterino (HelLa) transfectadas
con el gen reportero de la luciferasa controlado por el promotor de IL-6, fueron

facilitadas por el Dr. Gustavo Benaim del Instituto de Estudios Avanzados (IDEA).

3.6. Capacidad antioxidante del RT in vitro

3.6.1. Contenido de polifenoles totales del RT

El contenido de polifenoles totales del RT fue determinado por espectroscopia,
utilizando acido galico como estandar, usando el método descrito por la
International Organization for Standardization (ISO) 14502-1 (2005). Brevemente,
1 mL del extracto diluido, fue transferido a tubos que contienen 5 mL de reactivo
de Folin-Ciocalteu’s en agua (1:10). Posteriormente, se afiadido 4 mL de carbonato
de sodio (7,5% p/v). Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 60
minutos y la absorbancia fue medida a 765 nm. La concentracion de polifenoles

fue calculada mediante la interpolacion sobre una curva patron de acido gélico (10
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a 500 pg/mL) y los resultados fueron expresados como gramos equivalentes de

acido galico por cada 100 g de extracto (JEAG/100g de extracto).

3.6.2. Actividad atrapadora de anion superoxido del RT

Para la determinacion de la capacidad del RT para atrapar O," se empled la
metodologia descrita por Bielski y colaboradores (1980). Este método se basa en
la reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) por el O2™~ generado de la oxidacién

de la xantina a acido Urico a través de la xantina oxidasa.

Se prepar6 una solucion de reaccidén con la siguiente composicion: xantina 0,3
mM; NaCO3 0,4 My NBT 150 uL en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7,0). El
ensayo se comenz6 colocando en una celda de cuarzo 782 pL la mezcla de
reaccion, 170 pL de extracto (concentraciones crecientes) y 170 pL de
amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7,0). Posteriormente se inicié la reaccion
colocando 48 pL de xantina oxidasa (8U) y se obtuvo las lecturas en simultaneo de
la absorbancia a 295 nm y a 560 nm cada minuto durante 3 minutos. También se
preparo una celda de 100% de reduccion que contenia: 170 uL de amortiguador
de fosfatos 50 mM (pH 7,0) en lugar de muestra. Fue necesario medir la
absorbancia a 295 nm (ac. Urico), para asegurar que el extracto no afecta la
actividad de la xantina oxidasa (Owen y John, 1999). Los resultados fueron
expresados como el porcentaje de O2° atrapado, mientras que la produccion de

acido urico fue expresado como ADO295/minuto.
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3.7. Efecto del RT sobre el dafio renal inducido por la diabetes in vivo

3.7.1. Toxicidad aguda y subcroénica

Para evaluar la toxicidad del RT se us6 el método observacional de Irwin (1962).
Toxicidad aguda: Los animales fueron divididos en grupos 8 animales cada uno y
se les administr6 dosis crecientes de RT hasta 1500 mg/Kg v.o. Posterior al
tratamiento, el comportamiento y/o muerte de los ratones fueron evaluadas a los 0,
15, 30, 60 y 90 minutos. Toxicidad subcrénica: siguiendo el mismo protocolo
anterior, se administré dosis de 100 y 300 mg/kg/dia v.o. durante 20 dias a los
animales de experimentacion y tanto el comportamiento, como las muertes y los

dafios organicos finales fueron monitoreados.

Estos ensayos se utilizaron para establecer las bases de seguridad para el uso del

extracto en las demas determinaciones in vivo.

3.7.2. Induccién de la diabetes

La diabetes tipo 1 fue inducida por la inyeccion intraperitoneal (ip) de 70 mg/kg de
ETZ a las ratas. La glucosa sanguinea de los animales fue monitoreada durante 7
dias o hasta que los niveles de glicemia eran = 250 mg/dL. Para ello se utilizd un
glucometro comercial (Accu-Chek Active, Roche). En este momento los animales

fueron considerados diabéticos (Verspohl, 2002).
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3.7.3. Efecto agudo del RT sobre la glicemia

Se empled el método descrito por Verspohl (2002) y modificado por Guerrero
(2005). Se utilizaron ratas sanas (actividad hipoglicemiante) y con diabetes
inducida por la ETZ (actividad antihiperglicemiante). Los animales fueron
sometidos a un ayuno de 12 horas previo al experimento. Posteriormente, fueron
tratados con dosis crecientes de RT v.0. y se utilizd la glibenclamida como el
hipoglicemiante de referencia. Una muestra de sangre de la vena caudal de la
cola del animal fue tomada para determinar la glucosa sanguinea basal (tiempo
cero) y alas 1,5; 3; 5; 7 y 9 horas post-tratamiento. La glucosa se determind por el
método enzimatico de la glucosa oxidasa, empleando un glucémetro comercial
(Accu-Chek Active, Roche). Los resultados fueron expresados como el porcentaje

de variacion de la glicemia.

Este ensayo fue empleado para establecer la dosis antihiperglicemiante, que se

utilizé en los ensayos para evaluar el dafio renal en la diabetes.

3.7.4. Disefio experimental

Los animales fueron divididos en cuatro (4) grupos de siete (7) animales cada uno:
1). grupo Control, ratas tratadas con agua destilada v.o. (0,1 mL/100g de peso
corporal/dia), 2); grupo ETZ, ratas diabéticas tratadas con agua destilada v.o; 3).
grupo RT, ratastratados con 10 mg//kg/dia v.o. de RT y 4). grupo ETZ + RT, ratas

diabéticas tratadas con 10 mg//kg/dia v.o. de RT. Se evalué la funcion renal basal
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de los animales, mediante la recoleccion de muestras de orina de 24 horas, para
la determinacion del volumen urinario y de la proteinuria, y a través de la toma de
muestras de sangre de la vena caudal de la cola de las ratas para la
determinaciéon de la creatinina, del BUN y de la actividad de la GPx.
Posteriormente, se realizo el control de la funcion renal al final de cada semana,
durante cuatro (4) semanas (figura 15). Al término de la dltima semana, los

animales fueron sacrificados por decapitacion y los rifiones fueron extraidos.

3.7.5. Marcadores de la funcion glomerular

3.7.5.1. Determinacion de la creatinina en el suero

La determinacion de creatinina se fundamenta en la reaccion de Jaffé, en la cual la
creatinina forma un complejo coloreado con el picrato en medio alcalino, que

absorbe energia electromagnética a 510 nm (Narayanan y Appleton, 1980).

La concentracion de creatinina en el suero es un indice de la tasa de filtracién
glomerular, por lo que es considerada como un marcador de la funcién del

glomérulo (Schor y col., 1981).

La determinacion se llevd a cabo usando un kit comercial de creatinina directa
(Laboratorios Biogamma C.A., Caracas, Venezuela). Se prepararon tubos que
contenian: 1,5 mL de solucion saturada de &cido picrico, 1,5 mL de solucidon de

NaOH (0,1 N) y 0,2 mL de agua destilada para el blanco, 0,2 mL de creatinina (6
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mg%) para el estandar y 0,2 mL de suero para la muestra. Se mezclaron bien y se
incubaron a 37 °C durante 15 minutos. Posteriormente se leyé a 510 nm en un
espectrofotometro (BioRad, modelo Benchmark). Los resultados se expresaron en

mg/dL.
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Figura 15. Protocolo para la evaluacion del efecto del RT sobre el dafio renal en la
diabetes in vivo.

3.7.5.2. Determinacion del nitrégeno ureico en sangre (BUN)

La cuantificacion del BUN se fundamenta en la hidrélisis de la urea a amonio y
CO; por accion de la ureasa, este amonio es utilizado en otra reaccidén acoplada,

en la cual éste se conjuga con el a-cetoglutarato para producir L-glutamato a
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través de la glutamato deshidrogenasa, acompafiado del consumo de NADH
(Sampson y Baird, 1979). Los niveles elevados de BUN fueron considerados una

consecuencia de dafio glomerular (Schor y col., 1981)

La determinacion del BUN se llevé a cabo por el método descrito por Sampson y
colaboradores (1980), empleando un kit comercial (Stanbio Laboratory, Boerne,
TX, USA), el cual se resume a continuacion: en una celda de cuarzo se coloco 10
ML de suero y se le adicion6 1 mL de mezcla de reaccidn que contenia: ureasa, a-
cetoglutarato, ADP, Tris, glutamato deshidrogenasa y NADH. Se mezclo
suavemente y se leyo la absorbancia a 340 nm (region de absorcion del NADH) a
los 30 y 90 segundos post-mezcla. Bajo las mismas condiciones se preparé una
celda con un estandar de urea de 30 mg/dL. Se calcularon los cambios en la
absorbancia de la muestra (Am) y del estandar (Ae) y la concentracion de BUN se
determind a través de la siguiente relacion: (Am/Ae)*30. Los resultados se

expresaron en mg/dL de BUN.

3.7.5.3. Determinacion de la Proteinuria

El aumento de la proteinuria es considerada una de las caracteristicas clinicas
mas importantes de la nefropatia diabética (Wolf y Ziyadeh, 2007), la cual es

indicativa de dafio glomerular o tubular.

La cuantificacion de las proteinas en la orina se llevo a cabo mediante el método

turbidimétrico descrito por Pesce y Strande (1973), en donde se forma un
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complejo coloreado con el rojo de Ponceau S. Para ello se preparé una mezcla de
reaccion que contiene: 120 mg/mL de Ponceau S y 4,5 % de TCA. Se tomé 50 pL
de la muestra (orina) y se adicion6é 500 pyL de la mezcla de reaccion, se mezclé
bien y se centrifugd a 3700 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante fue
removido, el precipitado fue resuspendido con 1 ml de solucion de NaOH 1M y se
leyd la absorbancia a 560 nm. La absorbancia de las muestras se interpolé sobre
una curva estandar de albumina (0,125 - 8,0 mg/mL). Los resultados se

expresaron como mg de proteina excretados en 24 horas (mg/24h).

3.7.6. Marcadores de la funcidon tubular

3.7.6.1 Actividad de la Glutation Peroxidasa (GPx) en el suero

La concentracion plasmatica de la GPx esta relacionada principalmente con la
sintesis y secrecion de esta enzima en los tubulos renales, especialmente en el
tubulo proximal, por lo que la medicién de sus niveles en suero ha sido empleada

como un marcador de dafio tubular (Avissar y col., 1994; Whitin y col., 1998).

La actividad de la GPx se mide de manera indirecta por una reaccion acoplada
con la glutation reductasa (Lawrence y Burk, 1976) y se basa en la disminuciéon de
la absorbancia a 340 nm debido a la desaparicion de NAD(P)H. La GPx, al reducir
los hidroperéxidos consume glutation reducido, el cual es regenerado por la
glutation reductasa a partir de glutation oxidado, proceso que consume NAD(P)H.

Para la determinacion de GPx, la muestra de suero se diluydé con amortiguador de
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fosfatos (50 mM, pH 7,0) en una proporcion de 1:8. Luego, a 100 pyL de esta
dilucion se le adicionaron 800 uyL de una mezcla de reaccién que contenia: EDTA
1 mM, azida de sodio 1 nM, NAD(P)H 0,2 nM, GSH 1 mM y 1U de GR/mL en
amortiguador de fosfatos. De la misma manera, se preparé un tubo de actividad
inespecifica con 100 yL de amortiguador de fosfatos. Los tubos se incubaron a
temperatura ambiente por 5 minutos y su contenido se traspasé a una celda de
cuarzo que contenia 100 yL de H,O, 0,25 mM vy la absorbancia se midi6
inmediatamente a 340 nm, cada minuto, durante 3 minutos. Los datos se
expresaron como U/mL. Entonces, por definicion, una unidad de GPx es la

cantidad de enzima que oxida 1 ymol de NAD(P)H por minuto.

3.7.7. Determinacién del volumen urinario

El volumen urinario se determind en muestras de orina recolectadas durante 24

horas empleando jaulas metabdlicas. La toma de la muestra se efectué al inicio y

a los dias 7, 14, 21 y 28 de tratamiento (figura 15). Los resultados del volumen

urinario se expresaron en mL/100g de peso corporal.

3.7.8. Marcadores de fibrosis renal

3.7.8.1. Determinacion del peso del rifidn

Una vez sacrificados los animales, los rifiones fueron inmediatamente extraidos y

pesados en una balanza analitica (Ohaus, 4070).
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3.7.8.2. Determinacion de las proteinas totales en la corteza

renal

Para ello se utilizé el método de Lowry (1951), fundamentado por la reaccion de
las proteinas con cobre y el reactivo de Folin-Ciocalteau, formandose un complejo
coloreado el cual absorbe energia electromagnética a 660 nm. Al inicio del
ensayo, se prepard una mezcla de reaccion de los siguientes reactivos: Na,CO3 al
2% en NaOH 0,1 M; CuSO4 x 5H,0 al 1% y tartrato sodico-potasico al 2%, en
relacion 100:1:1. En un tubo se agregd 190 uyL de agua destilada, 10 pyL de la
muestra (homogenizado de tejido o de células cultivadas) y se agitd suavemente.
Luego se afiadid 2 mL de la mezcla de reaccién, se agita y se mantuvo en
oscuridad por 10 minutos. Una vez culminado el tiempo, se agregaron 200 pL de
reactivo de Folin-Ciocalteau (diluido 1:1 en agua destilada, preparado en el
momento), se esperaron 30 minutos para la formacion del color y se leyé a 660 nm
en un espectrofotometro. La absorbancia de las muestras se interpol6 en una
curva estandar de albumina (0-100 pg). Los resultados se expresaron como mg de

proteina.

3.7.8.3. Determinacion del contenido de colageno | en cortes de

Uno de los rifiones de los animales se reband y se fijo en 1 mL de formaldehido al

10 % en PBS. Posteriormente, este corte se deshidratdo gradualmente en etanol
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absoluto seguido de xilol, para luego embeberlo en parafina liquida. Utilizando un
microtdmo se obtuvo cortes de 4 um de grosor y fueron con tricromico de Masson.
La cuantificacion del contenido de coldgeno | se realiz6é a través de un analizador

de imagenes. Los resultados se reportaron como incremento sobre el control.

3.7.9. Actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal

Se preparé un homogenizado de corteza renal 1:10 en amortiguador de fosfatos
(50 mM, pH 7,0) con triton X-100 al 1%. Posteriormente, se centrifugé a 13000
rpm a 4°C durante 30 minutos (IEC MicroCL 17R, Thermo). El sobrenadante se

empled en las determinaciones que se mencionan a continuacion:

3.7.9.1. Actividad de la Superéxido Dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD se determiné por la capacidad de esta enzima de inhibir la
reduccion del NBT por los O," generados por el sistema de la xantina-xantina

oxidasa (Oberley y Spitz, 1984).

Se preparé una mezcla de reaccion con la siguiente composicién: xantina 0,122
mM, EDTA 0,122 mM, NBT 30,6 uM, albumina 0,006% y bicarbonato de sodio 4
mM. Se colocaron 2,45 mL de la mezcla en tubos y se mantienen a 27 °C. Se
afadi6 500 pyL de muestra, diluida 1:100 en amortiguador de fosfatos 50 nM (pH

7) e inmediatamente después, la reaccion comenzd con la adicion de 50 pL de
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xantina oxidasa (8,4 unidades). Se preparo un blanco para cada muestra con los
mMismos reactivos, pero sin xantina oxidasa; asimismo, se preparé un tubo de
100% de reduccion, el cual contenia xantina oxidasa sin muestra. Los tubos se
incubaron por 30 minutos, seguidamente se adiciond 1 mL de cloruro de cobre (lI)
0,8 mM y se midi6 la absorbancia a 560 nM. Los resultados se expresaron como
U/mg de proteina. Una unidad de SOD se define como la cantidad de SOD

necesaria para inhibir en un 50 % la reduccion del NBT.

Para determinar la actividad de las isoformas de la SOD, en paralelo se utilizé el
N,N-dietilisotiocianato de sodio, un inhibidor de la isoforma CuzZn-SOD, por lo tanto

se cuantificé directamente la isoforma Mn-SOD e indirectamente, la CuZn-SOD.

3.7.9.2. Actividad de la Catalasa (CAT)

Se basa en la disminucién de la absorbancia del H,O, debido a su degradacién

por la catalasa presente en la muestra de acuerdo al método de Aebi (1982).

En una celda de cuarzo se coloc6 25 uL de homogeneizado del tejido de interés
diluido 1:33 en amortiguador de fosfatos 10 mM (pH 7), se adicioné 725 uL de
H,O, 7,7 mM e inmediatamente se midio el cambio de absorbancia a 240 nm a los
15 y 30 segundos de reaccion. De acuerdo a Aebi, se utilizd la constante de
reaccion de primer orden (k) como la unidad de actividad de la CAT, la cual quedo

definida de acuerdo a la siguiente formula: k = (1/t) (2,3 x log A1 / A2), donde t es
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el intervalo de tiempo medido (seg), A1y A2 son las absorbancias del H,O, en los

tiempos tl y t2. Los resultados se expresaron como k/mg de proteina.

3.7.9.3. Actividad de la Glutation Peroxidasa (GPx)

La actividad de la GPx en la corteza renal se determiné de manera similar a la
actividad de la GPx plasmatica, solo difirid en la preparacion de la dilucion inicial
de la muestra que, en este caso, es tejido homogeneizado en amortiguador de
fosfatos (50 nM, pH 7,0) en una relacidbn de concentracion de 1:10 vy los

resultados se expresaron como U/mg de proteina.

3.7.9.4. Actividad de la Glutation Reductasa (GR)

Se sigui6 el método de Carlberg y Mannervik (1975), en el cual se mide la
desaparicion de NAD(P)H a 340 nm de una mezcla de reaccién que contiene:
glutation oxidado (GSSG), EDTA, NAD(P)H y la fuente de la enzima
(homogeneizado de tejido). Se prepar6 una mezcla de reaccién que contiene:
EDTA 0,5 mM; GSSG 1,25 mM y NAD(P)H 0,1 mM en amortiguador de fosfatos
0,1 M (pH 7,6). Se coloco en un tubo, 950 pL de la mezcla de reaccion y 50 pL de
tejido homogeneizado (diluido 1:5) en amortiguador de fosfatos (el numero de
tubos dependié del nimero de muestras), los tubos se agitaron e inmediatamente
se midio la absorbancia a 340 nm cada minuto por 3 minutos. La actividad de la
GR se determiné promediando los cambios de absorbancia por minuto de la

muestra y multiplicando este valor por 0,16 (el inverso del coeficiente de absorcion
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milimolar del NAD(P)H = 6,22). Los resultados se expresaron como U/mg de
proteina. Una unidad de GR se define como la cantidad de enzima que oxida 1

pmol de NAD(P)H por minuto.

3.7.10. Cambios oxidativos finales en la corteza renal

3.7.10.1. Determinacion de la peroxidacion lipidica

Para esta determinacion fue necesario hacer un preparado de membranas, el cual
se realiz6 mediante el método descrito por Dodge y colaboradores (1963).
Brevemente, las células se lisaron mediante el tratamiento con 10 volimenes de
amortiguador de fosfatos (5 mM, pH 7,4) a 4 °C, luego se dejaron sobre hielo por
30 min. El lisado obtenido se centrifugé a 20.000 g por 10 min a 4 °C y el
sobrenadante se removié por aspiracion. Las membranas precipitadas se lavaron
3 veces resuspendiendo con el mismo volumen de amortiguador de fosfato (5 mM,
pH 7,4) recientemente preparado, y luego se centrifugé bajo las condiciones antes
mencionadas. Finalmente, las membranas se resuspendieron en solucion

isoténica amortiguadora de fosfato.

El malondialdehido (MDA) es un dialdehido de 3 carbonos altamente reactivo
producido a partir de los hidroperéxidos lipidicos, por lo que constituye un
indicador importante de peroxidacion lipidica. Para su medicion, se utilizo el
método de Buege y Aust (1978), que se fundamenta en la reaccion de una

molécula de MDA con dos moléculas de acido tiobarbiturico a un pH entre 2 y 3. El
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aducto formado exhibe una absorcidon primaria maxima a 532-535 nm y una
secundaria mas leve a 245 y 305 nm. Un volumen de la preparacion de
membranas (0,1-2 mg de proteinas/mL), se tratd con 6 volimenes de acido
fosforico 1% P/V en HCI 0,1N y con dos volumenes de acido tiobarbitlrico
(0,6%P/V en HCI 0,1 N), se mezclo y se incub6 en agua hirviendo por 45 minutos.
Las muestras se dejaron enfriar y se procedio a realizar una extracciéon con n-
butanol. En la fase alcohdlica se encontré el complejo coloreado que se lee a 535
nm. En paralelo, se prepar6 un blanco de reactivos y una curva estandar de
maldndialdehido (0-500 uM). Los resultados se expresaron como micromoles de

maldndialdehido presente en la muestra por mg de proteinas.

3.7.10.2. Determinacion de las proteinas oxidadas totales

Las proteinas oxidadas se evaluaron mediante la determinacion de los grupos
carbonilos totales. Estos grupos carbonilos reaccionaron con la 2,4-dinitrofenil
hidrazina (DNPH), para formar hidrazonas de proteinas (Reznick y Packer, 1994).
El contenido de grupos carbonilos se ha utilizado como marcador de dafio
oxidativo a proteinas bajo condiciones de estrés (Stadman, 1992), ya que las
EROs conducen a su formacion al atacar a ciertos aminoacidos de las proteinas,

tales como: la arginina, la lisina y la prolina (Dean y col., 1997).

La corteza renal (100 mg) se homogenizo en 900 pL de amortiguador de fosfatos
50 mM (pH 7,4) que contenia: un coctel de inhibidores de proteasas (leupeptina 5

pg/mL, pepstatina 7ug/mL y aprotinina 5 pg/mL), EDTA 1 mM y Tritdn X-100 0,1%.
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Luego el homogeneizado se centrifugd a 20.937 g por 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, 300 pL del sobrenadante se incubaron con 100 pL de sulfato de
estreptomicina al 10%, para eliminar los &cidos nucleicos. Las muestras se
incubaron durante 24 horas a 4°C y se centrifugaron a 20.937 g a 4°C durante 30
minutos (IEC MicroCL 17R, Thermo). Se tomaron dos alicuotas del sobrenadante,
de 150 pL cada una; a la primera se le afladié 600 pL de DNPH 10 mM en HCI 2,5

M; mientras que a la otra se le afiadio 600 pL de HCI 2,5 M.

Estas muestras se incubaron nuevamente durante 1 hora a temperatura ambiente
y en la oscuridad, con agitacion cada 15 minutos. Posteriormente, se adicioné 750
uL de acido tricloroacético (TCA) al 20 %, las muestras se incubaron nuevamente
a 4°C por 10 minutos y luego, se centrifugaron a 2.236 g a 4°C durante 10
minutos. El sobrenandante se descarto, se lavdé con 600 uL de TCA al 10 % v,
nuevamente, se centrifugé a 2.236 g durante 10 minutos a 4°C. Finalmente, los
precipitados se lavaron dos veces con 600 pL de una mezcla de etanol-acetato de

etilo 1:1 para remover el DNPH y libre y los lipidos contaminantes.

El precipitado final se disolvio en 1 mL de guanidina 6 M en amortiguador de
fosfatos 20 mM (pH 2,3). Las muestras se leyeron a 370 nm y el contenido de
grupos carbonilos se calculd mediante el coeficiente de absorcion molar de la
DNPH (22000 M™* cm™). El contenido total de proteinas se determiné a 280 nm
mediante una curva estandar de albumina (0,2 a 2,0 mg/mL). Los resultados se

expresadron como nmol/mg de proteina.
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3.8. Efecto del RT sobre el dafio epitelial renal inducido por altas

concentraciones de glucosa in vitro

3.8.1. Cultivo celular

Para los experimentos in vitro fueron empleadas las células Vero en cultivo. Esta
linea celular es susceptible al dafio oxidativo inducido por la exposicion a alta

concentracion de glucosa (Kannan y Jain, 1994).

Las células se cultivaron hasta confluencia en condiciones de 5% de CO, a 37 °C
en medio completo que contiene: DMEM, 10% de suero fetal de bovino y 1% de
penicilina/estreptomicina. Luego se lavaron 2 veces con PBS (buffer salino-fosfato)
y se lisaron con tripsina 0,025 M en EDTA dejando incubar a 37°C por 5 minutos
para luego centrifugar por 10 minutos a 2200 rpm. El sedimento se trat6 con PBS
para formar una suspension de células, la cual se utilizd para realizar los ensayos
correspondientes. Ademas del tratamiento con el RT, las células se trataron con

los protocolos descritos en la tabla |.

3.8.2. Determinacién de la citotoxicidad

Para evaluar los efectos del RT sobre la citotoxicidad inducida por la alta
concentracion de glucosa, se realizé el protocolo descrito por Kannan y Jair (1994)
en células Vero y se empled el ensayo de supervivencia celular desarrollado por

Mosman (1983), el cual consiste en la formacion de purpura de formazan a partir
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de una sal de tetrazolio, el MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio), en donde esta sal es reducida por la accion de la enzima succinato

deshidrogenasa mitocondrial.

Tabla I. Protocolo de tratamientos para los experimentos in vitro.

Citotoxicidad, proliferacién celular, enzimas antioxidantes, dafio

oxidativo y western blot

NG, control con glucosa normal (8 mM).

HG, alta glucosa (35 mM)

RT (concentraciones crecientes)

HG + RT

L-NAME, H20; o nitroprusiato de sodio, Forbol 12- Miristato 13-Acetato (PMA)
HG + L-NAME, H20; o nitroprusiato de sodio, PMA

HG + RT + L-NAME, H20; o nitroprusiato de sodio, PMA

Actividad del NF-kB

Medio, control
Medio + RT
Medio + PMA

Medio + PMA + RT

Para esto, se incubaron 5000 células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos
con medio completo (5% CO, a 37°C), bajo un ambiente de 8 mM de glucosa
durante 24 horas. El medio se removio y se reemplazé por medio completo fresco
con el siguiente esquema de tratamientos: pozos controles, 8 mM de glucosa;
pozos alta glucosa, 35 mM de glucosa; pozos RT (concentraciones crecientes) y
pozos alta glucosa + RT. Bajo estas condiciones las células se cultivaron (5% CO,
a 37°C) durante 96 horas, reemplazando con medio nuevo sobre el mismo

esquema cada 24 horas. Al término de este tiempo el medio fue nuevamente
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reemplazado, pero solo con medio completo. Se preparé una soluciéon de MTT (2,5
mg/mL) y se afiadi6 100 yL de ésta a cada pozo de la placa. Las placas se
incubaron por 3h (5% de CO, a 37°C). Posteriormente se elimind el sobrenadante
de cada pozo y la monocapa sera disuelta con la incorporacion de 100 uyL de
DMSO. La placa se dejo reposar por 30 minutos para que se desarrollara el color y
luego se leyé a 570 nm en un espectrofotometro de placa (BioRad, modelo

Berchmark). Se calcul6 el porcentaje de citotoxicidad con respecto al control.

3.8.3. Determinacion de la proliferacion celular

Se empleo el método de exclusion con azul de tripano, a través del conteo diario
de las células vivas por microscopia. El azul de tripano es incapaz de atravesar las
membranas plasmaticas de las células viables. De esta manera, se cultivaron
10000 células por placa individual en condiciones de glucosa normal o alta
glucosa y tratadas con el RT. Las células se tripsinizaron y se contaron por grupo
a las 24, 48, 72y 96 horas de tratamiento. Los resultados se expresaron como

células/mL.

3.8.4. Actividad de las enzimas antioxidantes en células de
epitelio renal bajo un ambiente con alta concentracion de

glucosa

Se incubaron 2 millones de células en una placa de cultivo de 150 cm? con medio

completo (5% CO, a 37°C) durante 120 horas (el medio se cambi6 cada 24 horas),
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utilizando el mismo protocolo de tratamientos del ensayo de glucotoxicidad. Luego,
las células se lavaron 2 veces con PBS vy se incubaron con tripsina al 10% en
EDTA a 37°C por 5 minutos, una vez tripsinizadas, las células se lavaron 3 veces
con PBS y se resuspendieron en un volumen final de 500 yL para realizar los

ensayos de las enzimas antioxidantes.

3.9. Efecto del RT sobre la expresion del NF-kB en células HelLa

Para evaluar el efecto del RT sobre la actividad del factor de transcripcion NF-kB
se empleé un sistema estable de células HelLa (carcinoma de cuello uterino)
transfectadas con el gen reportero luciferasa, el cual es controlado por el promotor
de la IL-6 con un sitio de union al NF-kB. La actividad de la luciferasa se determind
por luminiscencia a través de la reaccion luciferasa-luciferina, la cual produjo un
incremento de la emision de luz. EI PMA se utilizé como inductor de la actividad

del NF-kB mediante la activacion de la PKC.

En resumen, se colocaron 5000 células por pozo en medio DMEM completo y se
incubaron durante 48 horas. Posteriormente, el medio se removié y las células se
trataron segun los diferentes protocolos (tabla 1), durante 24 horas. Luego las
células se lavaron con PBS y seguidamente se les agregd amortiguador de lisis
por 30 minutos. Las células fueron transferidas a un tubo y se centrifugaron a
12000 g durante 15 segundos a temperatura ambiente. Se agregd 20 pL de la
muestra a cada pozo de una placa opaca y se midié la luminiscencia a una

sensibilidad de 255, después de agregar 50 pL del sustrato de luciferasa.
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3.10. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos tanto in vivo como in vitro se presentaron como la media
+ el error estandar de la media (X £ EEM). Los datos se analizaron con el
programa Prism 5 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) mediante un analisis de
varianza de una via (ANOVA) y por comparaciones multiples de Bonferroni o una
prueba de Dunnett. Los resultados con valores de p<0,05 se consideraron como

estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Capacidad antioxidante del RT in vitro

El analisis del extracto de R. tuberosa L. (figura 16) demostré que contiene
polifenoles, con un promedio de 18,46 + 1,9 g equivalentes al acido galico por
cada 100 g de extracto. Asimismo, tal y como se muestra en la figura 17, el
extracto de RT fue capaz de atrapar al O, generado in vitro por el sistema:
xantina-xantina oxidasa, de manera dependiente de la concentracion. De esta
manera el extracto muestra un importante perfil antioxidante, tanto por la
presencia de compuestos quimicos comunmente atrapadores de EROs, asi como
también por su capacidad de reducir una de las mas importantes especies

involucradas en el dafio renal en la diabetes, el O,".
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Figura 16. Contenido de polifenoles totales del extracto acuoso de la raiz de Ruellia
tuberosa L. (RT). Los resultados se muestran como la media £+ EEM de equivalentes del
acido galico (g/100g de extracto). N=9 por grupo.
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Figura 17. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre la
produccién de O, generado por el sistema xantina/xantina oxidasa in vitro. Los datos se
muestran como la media + EEM. *p<0,05 y ***p< 0,001 con respecto al control. N=4 por

grupo.

4.2. Estudios de toxicidad en animales de experimentacién

Ninguna de las dosis utilizadas en el ensayo de toxicidad aguda en ratones,
mostrardn alteraciones toxicas en los animales observados durante 90 minutos de
experimentacion. Por lo tanto, no fue posible calcular la DTsy ni la DLso. De
manera similar, los animales tratados durante 20 dias con RT no mostraron
alteraciones conductuales y sus principales 6rganos, tales como: el rifién, el
higado, el estdbmago, el coraz6n y el cerebro, no mostraron alteraciones

morfolégicas observables macroscépicamente cuando se comparé con el control.

79



Todo esto sugiere un indice de seguridad importante para el uso de algunas de

estas dosis en los demas experimentos in vivo.

4.3. Efectos del RT sobre el dafo renal en ratas con diabetes inducida

por la estreptozotocina

4.3.1. Efecto del RT sobre la glucosa sanguinea

El extracto de RT presentd efectos hipoglicemiante y antihipergliemiante agudos,
ya que fue capaz de disminuir la glicemia tanto en animales normoglicémicos
(Tabla 1) como en animales hiperglicémicos (Tabla Ill) de manera comparable al
hipoglicemiante de referencia, la glibenclamida. Estos efectos se manifestaron
desde la hora y media de experimentacién y se mantuvieron en forma sostenida
hasta las nueve horas de observacidon. Desde que las diferentes dosis empleadas
produjeron efectos en el mismo orden de magnitud, se seleccioné la menor dosis,

de 10 mg/kg para ser utilizada en los experimentos crénicos in vivo.

En la figura 18 se muestra el curso temporal de la glicemia en animales no
diabéticos y en animales con diabetes inducida por la ETZ, tratados con el RT
durante 28 dias. Como se observa, los animales diabéticos presentaron
incrementos significativos de los valores de glicemia a los 7, 14, 21 y 28 dias. El
tratamiento con el extracto de RT, no altero la glicemia en las ratas no diabéticas,
pero ejercio un afecto antihiperglicemiante significativo ya que previno

parcialmente el incremento de la glicemia inducida por la ETZ. Sin embargo, el
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tratamiento con el RT fue incapaz de restaurar completamente a valores normales

los niveles de glucosa sanguineos de las ratas diabéticas.

Tabla Il. Efecto agudo del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT)
sobre la glicemia en ratas no diabéticas.

% Variacion de glicemia

Grupos 15h 3h 5h 7h 9h

Control vehiculo) 2354515 0174560 8751341 BB i

Glibenclamida

,. 2074389 Z2ER4BN BAHAZTT 491545157 434244397
(10 mg/kg)

Extracto R. tuberosa

,. 5824408 J2E34268  Z2ETH3ED R07E33 A EBEL T2
(10 mg/kg)

Extracto R. tuberosa

,. 3514359 0004478 2804 -BE0£30F 27914243
(30 mg/kg)

Extracto R. tuberosa

,. HEH 5 30643 67 20924842 UTAEAET D955
(100 mg/kg)

Extracto R. tuberosa

,. 1B 06 2082207 NI BER2%T -BE8F
(300 mg/kg)

Los valores se muestran como la media + EEM. 'p<0,05 y “p< 0,01 con respecto al
control. N=6 por grupo.
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Tabla Ill. Efecto agudo del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT)
sobre la glicemia en ratas con diabetes inducida por la estreptozotocina.

Variacién de glicemia (%)
Grupos 15h 3h 5h 7h oh

Control {vehiculo} 8.7643.79 -349£3 0 LYtE7 BB 445 TREMITE

Glibenclamida

,. ATRTTY AMBg 0 MEAERT  GHRAMETT JI06LREE
(10 mg'kg)

Extracto R, tuberosa

. A2TTEAY g0 GBS -BTMEET 49244066
(10 mg/kg)

Extracto R, tuberosa

. A0 BT ATBEHATT BRHE T BETS
(30 mg/kg)

Extracto R, tuberosa

,. GEB2 48" 0R9HIR B0 BRI A T1HEE
(100 mg/kg)

Extracto R, tuberosa

.- 400410.28 -16.487 11 18420 BRI 3136H0E
(300 mg/kg)

Los valores se muestran como la media + EEM. 'p<0,05 y “p< 0,01 con respecto al
control. N=6 por grupo.

4.3.2. Efecto del RT sobre la variacion de peso corporal

En la figura 19 se muestra el efecto de RT sobre la variacion de peso corporal en

las ratas. Como se observa, tanto los animales sanos como los animales
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diabéticos que fueron tratados con el extracto de RT presentaron una
disminucién de leve a moderada del peso corporal en comparacién con el grupo

control, con una variacion de peso de -6 £5,50 y-10,17 £ 7,47, respectivamente.
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Figura 18. Curso temporal de la glicemia de ratas sanas (control) y con diabetes inducida
por la estreptozotocina (ETZ), tratadas con 10 mg/kg del extracto acuoso de la raiz de
Ruellia tuberosa L. (RT) durante 28 dias. Los valores se muestran como la media = EEM.
*p<0,05 y ***p< 0,001 con respecto al control. %p<0,05 con respecto al grupo ETZ.
#p<0,01con respecto al grupo ETZ. N=7 por grupo.

Los animales con diabetes inducida por la ETZ presentaron una disminucion
significativa del  peso corporal en comparacion con los animales controles,

presentando una variacion de peso sobre su propio basal de -51,14 + 7,42 g. El

tratamiento con RT revirtio significativamente la reduccion de peso inducida por la
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ETZ, es decir la RT protege a las ratas diabéticas de la excesiva pérdida de

peso, muy comun en esta patologia.
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Figura 19. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la variacion del peso corporal de las ratas sanas (control) y con diabetes
inducida por la estreptozotocina (ETZ) el dia 28 de tratamiento. Los valores se muestran
como la media + EEM. *p<0,05 y ***p< 0,001 con respecto al control. %p<0,05 con
respecto al grupo ETZ. N=7 por grupo.

4.3.3. Efecto del RT sobre el volumen urinario

La diabetes inducida por ETZ en las ratas produjo un incremento significativo del

volumen urinario a los 7, 14, 21 y 28 dias de recoleccién de orina. El tratamiento
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durante 28 dias con 10 mg/kg/dia del extracto de RT no alteré el volumen urinario
en ratas no diabéticas, pero fue capaz de prevenir parcialmente el aumento de la

diuresis inducida por la diabetes en el grupo ETZ (figura 20).
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Figura 20. Cambios del volumen urinario de las ratas sanas (control) y con diabetes
inducida por la estreptozotocina (ETZ) tratadas con 10 mg/kg del extracto acuoso de la
raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) durante 28 dias. Los valores se muestran como la media
+ EEM. **p<0,05 y ***p< 0,001 con respecto al control. “p<0,05 con respecto al grupo
ETZ. N=7 por grupo.

4.3.4. Efecto del RT sobre los marcadores urinarios y plasmaticos

del dafio renal

Al evaluar el curso temporal de la excrecion urinaria de proteinas, un marcador de

dafo glomerular, se observo que el tratamiento con ETZ produjo proteinuria
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significativa a los 14, 21 y 28 dias. En la figura 21 se observa que el tratamiento
con el RT fue capaz de prevenir completamente el incremento en la excrecion de
proteinas urinarias inducida por la diabetes, manteniéndose a niveles similares al

grupo control durante todo el tiempo de la recoleccion de la orina.
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Figura 21. Curso temporal de la excrecién urinaria de proteinas en ratas sanas (control) y
con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) tratadas con 10 mg/kg/dia del
extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) durante 28 dias. Los valores se
muestran como la media £ EEM. *p<0,05, **p< 0,01 y ***p< 0,001 con respecto al control.
p<0,05 con respecto al grupo ETZ. *p<0,01con respecto al grupo ETZ. N=7 por grupo.

De igual forma, las ratas diabéticas mostraron incrementos de otros de los
marcadores de dafio renal como lo son el nitrégeno ureico en sangre (BUN) y la

creatinina en el suero (figuras 22 y 23). El tratamiento por 28 dias con el extracto
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de RT fue capaz de revertir en forma significativa tanto el aumento del nitrégeno
de ureico en sangre (BUN) como el de la creatinina en el suero inducida por la

diabetes.
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Figura 22. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la concentracion de nitrégeno de la urea en sangre (BUN) de las ratas sanas
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de tratamiento.
Los valores se muestran como la media £+ EEM. **p< 0,01 con respecto al control.
n<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.
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Figura 23. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la concentracion creatinina en suero de las ratas sanas (control) y con
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de tratamiento. Los valores se
muestran como la media + EEM. *p< 0,05 y ***p< 0,001 con respecto al control. *p<0,05
con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.

En la figura 24 se observa que el tratamiento con ETZ produce una reduccion
significativa de la excrecion urinaria de creatinina, reduccion que se corresponde
con su incremento en el suero (figura 23). El tratamiento con el extracto de RT
durante 28 dias revirti6 parcialmente la reduccién de la excrecion urinaria de
creatinina en las ratas diabéticas, y este efecto se relaciond con la disminucion de

la concentracion de creatinina en el suero del grupo ETZ tratado con el RT, el cual

es similar al grupo control.
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Al evaluar la actividad de la GPx plasmatica, un marcador importante de dafio
tubular renal (figura 25), se observd que la ratas diabéticas presentan un
incremento significativo de la actividad de la GPx plasmatica y el tratamiento con
el RT logro revertir el efecto de la diabetes sobre dicha actividad enzimatica
hasta valores comparables con el grupo control y con el grupo sano tratado con

RT.
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Figura 24. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la excrecién urinaria de creatinina de las ratas sanas (control) y con diabetes
inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de tratamiento. Los valores se muestran
como la media + EEM. **p<0,01 con respecto al control. ¥p<0,05 con respecto al grupo
ETZ. N=5 por grupo.
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Figura 25. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) plasmatica de las ratas sanas
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de tratamiento.
Los valores se muestran como la media + EEM. ***p< 0,01 con respecto al control.
%5<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.

4.3.5. Efecto del RT sobre los marcadores fibroticos

Tres de los marcadores mas comunes de dario fibrético, el peso renal, la cantidad
de proteinas totales y de colageno | renal, fueron alteradas en los animales con
diabetes inducida por la ETZ. El tratamiento con el RT durante 28 dias, fue capaz
de revertir totalmente el incremento del peso del rifidbn y del contenido de
colageno |, asi como también parcialmente en el incremento del contenido de

proteinas totales (figuras 26, 27, 28 y 29).
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Figura 26. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre el peso de los rifiones de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida por
la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de tratamiento. Los valores se muestran como la
media + EEM. *p<0,05 con respecto al control. *p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=5
por grupo.
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Figura 27. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la sintesis de proteinas en la corteza renal de las ratas sanas (control) y con
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de tratamiento. Los valores se
muestran como la media + EEM. *p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control. p<0,05 con
respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.
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Figura 28. Foto representativa de microscopia 6ptica del efecto de 10 mg/kg/dia del
extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre el contenido de coldgeno | en
el rifdén de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ),
al dia 28 de tratamiento. Las flechas indican la tincion del colageno | por el tricrémico de
Masson (en verde) al60x.
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Figura 29. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre el contenido de colageno | en el rifion de las ratas sanas (control) y con
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ), al dia 28 de tratamiento. Los valores se
muestran como la media = EEM. *p<0,05 con respecto al control. #p<0,05 con respecto al
grupo ETZ. N=4 por grupo.

4.3.6. Efecto del RT sobre el estrés oxidativo en la corteza renal

4.3.6.1. Efecto del RT sobre la actividad de las enzimas

antioxidantes en la corteza renal

En general, el tratamiento con ETZ redujo significativamente la actividad de todas
las enzimas antioxidantes evaluadas en la corteza renal (figuras 30, 31,32 y 33). El
tratamiento con el RT revirtio parcialmente la disminucidn en las actividades de la

CAT y la SOD total (figuras 30 y 33), mientras que aboli6 totalmente el decremento
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inducido por la diabetes en las actividades de la GPx y fallo en revertir el efecto

sobre la GR (figuras 31y 32).
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Figura 30. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la actividad de la catalasa (CAT) en la corteza renal de las ratas sanas
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de tratamiento.
Los valores se muestran como la media + EEM. *p<0,05 y ***p<0,001 con respecto al
control. *p<0,01 con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.

Al evaluar la actividad de las isoformas de la SOD, la CuzZn-SOD (citosélica y
extracelular) y la Mn-SOD (mitocondrial), se observé que el RT revirtid
parcialmente la disminucion de la actividad de la CuzZn-SOD inducida por la
diabetes, pero no alterd la actividad de la Mn-SOD (figuras 34, A y B). Mas aun
sobre esta ultima isoforma, la condicion diabética mostré una fuerte tendencia
hacia el incremento de la actividad de la enzima (p=0,1). En conjunto se muestra
que el tratamiento con el RT ejerce un efecto renoprotector del dafio oxidativo en
la diabetes a traves de la recuperacion de la actividad de las enzimas CuZn-SOD,

CAT y GPx.
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Figura 31. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la actividad de la glutatibn peroxidasa (GPx) en la corteza renal de las ratas
sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de
tratamiento. Los valores se muestran como la media £+ EEM. *p< 0,05 con respecto al
control. #p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.
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Figura 32. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la actividad de la glutation reductasa (GR) en la corteza renal de las ratas
sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de
tratamiento. Los valores se muestran como la media + EEM. *p<0,05 con respecto al
control. N=5 por grupo.
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Figura 33. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la actividad de la superéxido dismutasa total (SOD) en la corteza renal de las
ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de
tratamiento. Los valores se muestran como la media + EEM. *p<0,05 y ***p<0,001 con
respecto al control. *p<0,01 con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.
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Figura 34. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la actividad de: A. la superéxido dismutasa dependiente de cobre y zinc
(CuzZn-SOD) y B. la superoxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD) en la
corteza renal de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina
(ETZ) al dia 28 de tratamiento. Los valores se muestran como la media + EEM. *p<0,05 y
**+n<(),001 con respecto al control. p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.
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4.3.6.2. Efecto del RT sobre los cambios oxidativos totales en la

corteza renal

De los posibles dafios oxidativos celulares finales, se evaluaron dos de los mas
importantes: las proteinas oxidadas y los lipidos oxidados. En cuanto a este ultimo
dafio, se determind el contenido de malondialdehido como marcador de la
peroxidacion lipidica, mientras que el contenido de los grupos carbonilos totales

fue el indicador de la oxidacion de las proteinas.

En los animales con diabetes inducida por la ETZ se observé un incremento
significativo de ambos indicadores del estado oxidativo (figuras 35y 36), reflejando
de esta manera que en este modelo experimental la hiperglicemia es capaz de

aumentar el estrés oxidativo renal.

El tratamiento con el RT durante 28 dias blogque6 el aumento tanto del contenido
de malondialdehido como de las proteinas oxidadas totales. Mas aun, el
tratamiento con el RT redujo el estrés oxidativo basal, analizado desde el punto
de vista de la oxidacién de proteinas (figura 36). Estos resultados guardan
estrecha relaciéon con la capacidad antioxidante de este extracto, asi como del

efecto sobre el sistema enzimatico de defensa antioxidante.

97



=

c

‘@ 154

s -

o

@

-

2 10 .

=

==

o :

T 54

=

@

o

s

=

g 0 T f T

g &O\ 4‘1( '(Q"_\
< <

Figura 35. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre la peroxidacion lipidica en la corteza renal de ratas sanas (control) y con
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de tratamiento. Los valores se
muestran como la media + EEM. **p<0,01 con respecto al control. #p<0,01 con respecto
al grupo ETZ. N=5 por grupo.
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Figura 36. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT) sobre el contenido de grupos carbonilos de las proteinas en la corteza renal de ratas
sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de
tratamiento. Los valores se muestran como la media £+ EEM. *p<0,05 y **p<0,01 con
respecto al control. *p<0,01 con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.
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4.4. Efectos del RT sobre el dafio inducido por las altas

concentraciones de glucosa en células de epitelio renal (Vero) en cultivo

4.4.1. Efecto del RT sobre la viabilidad y la proliferacion celular

Para la validacion del modelo y para establecer la concentracion de RT a
emplearse en los todos los experimentos in vitro, se evalu6 el efecto del RT sobre
la viabilidad de las células Vero en cultivo mediante la prueba del MTT. En la
figura 37 se puede observar que ninguna de las concentraciones de RT

evaluadas (10-400 ug/mL) produjo modificacién de la viabilidad celular.
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Figura 37. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre la
viabilidad de las célula Vero en cultivo. N=7 por grupo.
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El tratamiento por 96 horas, de las células Vero con medio que contenia una alta
concentracion de glucosa (grupo HG, 35 mM), produjo un efecto citotoxico
significativo (p<0,001) en comparacion con el grupo NG (8 mM de glucosa). Este
efecto fue parcialmente abolido por el tratamiento con 50 pg/mL del RT (Figura
38), por lo que queda establecido que este extracto inhibe el efecto glucotoxico

sobre las células renales in vitro en las condiciones experimentales utilizadas.
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Figura 38. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL)
sobre la viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta
concentracion de glucosa (NG y HG respectivamente). Los valores se muestran como la
media + EEM. ***p<0,001 con respecto al grupo RT. *p<0,001 con respecto al grupo HG.
N=13-20.

La reduccion de la muerte celular inducida por el RT (efecto protector) resulté ser

un efecto dependiente de la concentracion del extracto (figura 39).
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Asimismo, se evalud la proliferacion de las células Vero mediante un método de
exclusion por azul de tripano. En este modelo la condicion de alta concentracion
de glucosa trajo como consecuencia una disminucién de la proliferacion celular a
partir de las 72 horas, efecto que fue parcialmente revertido por el tratamiento con
el RT, mejorando de esta manera la tasa de crecimiento. Por si mismo, el RT
produjo un efecto pro-proliferativo significativo (p<0,01) a las 96 y 120 horas de
experimentacion cuando se compara con el grupo NG, disminuyendo el tiempo de

duplicacién de 35,3 a 25,7 horas (figura 40).
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Figura 39. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL)
sobre la citotoxicidad inducida por la glucosa en células Vero. Los valores se muestran
como la media + EEM. *p< 0,005 y ***p< 0,001 con respecto al grupo HG. N=5 por
grupo.
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Figura 40. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 ug/mL)
sobre la proliferacion de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta
concentracion de glucosa (NG y HG respectivamente). Los valores se muestran como la
media + EEM. *p<0,005, *p<0,01 y **p<0,001 con respecto al grupo NG. *p<0,005 con
respecto al grupo HG. N=5 por grupo.
4.4.2. Efecto de la inhibicion de la SON por el L-NAME sobre la
respuesta protectora del RT sobre la citotoxicidad inducida por

glucosa

Mediante el uso del ensayo del glucotoxicidad con MTT se evalud el papel del ON
sobre la respuesta protectora del RT sobre la citotoxicidad inducida por la
glucosa. Como se observa en la figura 41, en células Vero en condiciones de
glucosa normal, el bloqueo de la NOS con el L-NAME (1mg/mL) conduce a un
aumento de la viabilidad celular comparado con su propio valor basal. De manera

similar, en condiciones de alta concentracion de glucosa, el tratamiento con el L-
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NAME produjo, por si mismo, un efecto protector frente a la muerte celular

inducida por HG y adicionalmente increment6 el efecto protector del RT

(p<0,001).
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Figura 41. Efecto de la inhibicion de la SON por el L-NAME (1mg/mL) sobre la respuesta
protectora del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 ug/mL) frente a
disminucion de la viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta
concentracion de glucosa por 96 h (NG y HG, respectivamente). Los valores se muestran
como la media + EEM. *p<0,005, **p<0,01 y ***p<0,001 con respecto al grupo RT.
"p<0,001 con respecto al control HG. *p<0,01 con respecto al grupo RT en HG. N=8-16
por grupo.

En la figura 42 se puede observar que la combinacion del RT con el NPS, un
donador de ON, por un lado no modifica la viabilidad basal del RT y por el otro
disminuye el efecto protector del RT frente al HG, es decir la producciéon del ON
en todos los casos disminuye los efectos del RT. Adicionalmente, el tratamiento

con el RT fue capaz de inhibir el moderado efecto citotoxico del NPS sobre las
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células Vero (p<0,01), sugiriendo un papel contraregulador al dafio celular

inducido por el estrés nitrosativo.

g 50 - % s %
% %
é‘\ \ﬁ"s - -e'R% \}‘& Q\& 'Q:\ \ESGJ{.\ t t'g‘:i

Figura 42. Efecto del nitroprusiato de sodio (NPS, 100 uM) sobre la respuesta protectora
del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL) frente a la
disminucion de la viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta
concentracion de glucosa por 96 h (NG y HG respectivamente). Los valores se muestran
como la media + EEM. ***p<0,001 con respecto al grupo RT. "p<0,01 con respecto al
grupo NPS. "p<0,001 con respecto al control HG. “p<0,01 con respecto al grupo RT en
HG. N=8-16 por grupo.

4.4.3. Efecto del estrés oxidativo sobre la respuesta protectora

del RT frente a la citotoxicidad inducida por glucosa

En la figura 43 se observa la modulacion del inductor del estrés oxidativo, el H,O,,
sobre el efecto protector del RT sobre la disminucion de la viabilidad celular bajo

condiciones de HG. El tratamiento con H,O, en condiciones de glucosa normal

104



produce un efecto citotoxico, el cual es revertido parcialmente por el co-
tratamiento con el RT, mostrando un importante efecto protector en otro modelo de
estrés oxidativo adicional al del ambiente HG. En este ultimo, el H,O, mostro ser
mucho mas citotéxico y revirti6 completamente el efecto protector del RT, llegando

a ser mas citotoxico que la alta concentracion de glucosa sola (p<0,01).
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Figura 43. Efecto del peréxido de hidrogeno (H,O,, 100 uM) sobre la respuesta protectora
del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL) frente a la
disminucion de la viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta
concentracion de glucosa por 96 h (NG y HG respectivamente). Los valores se muestran
como la media + EEM. ***p<0,001 con respecto al grupo RT. "p<0,01 con respecto al
grupo H,0,. 'p<0,001 con respecto al control HG. “p<0,01 con respecto al grupo RT en

HG. N=8-16 por grupo.
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444, Efecto del RT sobre la actividad de las enzimas

antioxidantes

De manera similar a lo observado en la corteza renal de los animales
hiperglicémicos, la condicion de alta concentracion de glucosa in vitro, también
disminuyo la actividad de todas las enzimas antioxidantes evaluadas (figuras 44 al
47). El tratamiento in vitro con RT increment6 significativamente (figura 44,
p<0,05) la actividad basal de la CAT, y revirti6 parcial o completamente los
efectos inhibitorios del HG por el tratamiento con el RT sobre la CAT, GPx, GR y
SOD total, respectivamente (figura 44 a 47). Estos efectos se relacionan con la

actividad protectora frente al dafio oxidativo y nitrosativo.
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Figura 44. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL)
sobre la actividad de la catalasa (CAT) en células Vero cultivadas con o sin un ambiente
de alta concentracion de glucosa por 96 h (NG y HG respectivamente). Los valores se
muestran como la media = EEM. *p<0,05 con respecto al grupo NG. ¥p<0,05 con respecto
al grupo HG. N=5 por grupo.

106



0.08 —

=

(=]

(=]
|

0.04- 1

N

.

0.00

Actividad de la GPx (U/mg proteina)

Figura 45. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 ug/mL)
sobre la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) en células Vero cultivadas con o sin un
ambiente de alta concentracion de glucosa por 96 h (NG y HG respectivamente). Los
valores se muestran como la media + EEM. *p<0,05 con respecto al grupo NG. ¥p<0,05
con respecto al grupo HG. N=5 por grupo.
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Figura 46. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL)
sobre la actividad de la glutatién reductasa (GR) en células Vero cultivadas con o sin un
ambiente de alta concentracion de glucosa por 96 h (NG y HG respectivamente). Los
valores se muestran como la media + EEM. *p<0,05 **p<0,01 con respecto al grupo NG.
*p<0,01 con respecto al grupo HG. N=5 por grupo.
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Figura 47. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 ug/mL)
sobre la actividad de superéxido dismutasa total (SOD) en células Vero cultivadas con o
sin un ambiente de alta concentracion de glucosa por 96 h (NG y HG respectivamente).
Los valores se muestran como la media + EEM. *p<0,05 **p<0,01 con respecto al grupo
NG. ¥p<0,05 con respecto al grupo HG. N=5 por grupo.

5.4.5. Efecto de la sefializacion de la PKC sobre la accién del RT

Se evalu6 el papel de la sefalizacion de la PKC en el aumento del estrés
oxidativo. En la figura 48 se observa la modulacion del efecto protector del RT
sobre la disminucion de la viabilidad celular en HG por accién de un estimulante
de la PKC, el éster de forbol (PMA). En condiciones de glucosa normal, el PMA
disminuy6 discretamente (p<0,05) la viabilidad basal del RT. Sin embargo, en
ambiente de alta glucosa, el PMA redujo por si mismo la viabilidad celular y
bloqueé completamente el efecto protector del RT (p<0,001), a niveles citotoxicos

similares al HG solo.
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Figura 48. Efecto de la induccién de la PKC por el 12-miristato-13 acetato de forbol (PMA,
10 nM) sobre la respuesta protectora del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT, 50 pg/mL) frente a disminucion de la viabilidad de las células Vero cultivadas con o
sin un ambiente de alta concentracion de glucosa por 96 h (NG y HG respectivamente).
Los valores se muestran como la media + EEM. *p<0,05 ***p<0,001 con respecto al grupo
RT. *p<0,01 con respecto al grupo H,0,. 'p<0,001 con respecto al control HG. °p<0,01
con respecto al grupo RT en HG. N=8-16 por grupo.
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Figura 49. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL)
sobre la expresion del factor NF-kB, basal y estimulada por el PMA (10 nM) en células de
cancer de cuello uterino (HelLa) transfectadas con el gen reportero luciferasa. Los valores
se muestran como la media + EEM. ***p<0,001 con respecto al grupo control. “p<0,05
con respecto al grupo PMA. n=4.
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Ya que los efectos del PMA sobre la accion del RT en el modelo de glucotoxicidad
renal in vitro se relacionan con el efecto inhibidor del RT sobre la expresiéon del
NF-kB, se evalud el efecto del extracto de RT sobre la expresién de NF--kB en
células HelLa, estimuladas o no con PMA (figura 49). Como se observa el PMA
incrementd la expresion del NF-kB, y RT redujo significativamente el efecto del
PMA sobre la expresion del NF-kB en células HeLa. Lo que indica un efecto
contraregulatorio a la accion de la PKC, un importante inductor de la expresion y la

actividad de este factor relacionado con el estrés.
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5. DISCUSION

La diabetes es una enfermedad metabdlica responsable del metabolismo
anomalo de los hidratos de carbono, caracterizada por una hiperglicemia
resultante de defectos en la secrecion de insulina, en la accion de la insulina o en
ambas (American Diabetes Association, 2007*"; Organizacién Mundial de la
Salud, 2011). La diabetes esta asociada a lesiones, disfuncion e insuficiencia de
organos vitales, especialmente de los 0jos, los rifiones, los nervios, el corazén y
los vasos sanguineos. Los pacientes con diabetes padecen una mayor incidencia
de enfermedades cardiovasculares, artereoscleréticas, vasculares periféricas,
cerebrales y renales. La nefropatia diabética es una de las complicaciones
vasculares mas importantes y la mayor causa de morbilidad y mortalidad en

pacientes con DM2 (US Renal Data System, 2003).

Uno de los mecanismos propuestos para el dafio endotelial y renal por la
hiperglicemia es la formacion de EROs (Brownlee, 2001; Sen y col., 1996).
Recientes estudios sugieren que la hiperglicemia induce estrés oxidativo y
disminuye los mecanismos de defensa antioxidante (Nishikawa y cols.2000). Estas
especies reactivas inician la modificacién de lipidos, proteinas, carbohidratos y
ADN. Las modificaciones de estas moléculas afectan su funcién, distribucion y
metabolismo. Las EROs pueden iniciar entonces una cascada de sefializacion que

induce dafio celular y disfuncion vascular.
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Entonces la accion de la EROs representa un fenémeno crucial involucrado en los
mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad microvascular. Ademas de las
ROS, la hiperglicemia conduce al dafio renal a través de varios mediadores
importantes, tales como: los AGEs, la ANG-Il y las ERNs (Hannken y col., 2000;
Tsiani y col., 2002; Gorin y col., 2004; Kanwar y col., 2005). Estos mediadores a
Su vez estan intimamente relacionados a la activacion de la via de sefalizacion
DAG/PKC/MAPK/NF-kB en condiciones de alta concentracién de glucosa (Koya y
col., 1997; Haneda y col., 2001; Kawan y col., 2005; Ohshiro y col., 2006). A través
de estas sefales, conjuntamente orquestadas con otras rutas metabdlicas, tales
como: las de los polioles, las hexosaminas y el mio-inositol, ocurren los cambios
nucleares que favorecen la expresion de factores pro-fibréticos, pro-inflamatorios
y, en algunos casos, pro-apoptéticos que conducen al dafio tubular, al
ensanchamiento del mesangio, a la fibrosis glomerular y a la proteinuria, entre

otros (Steffes y col., 1984; Dalla-Vestra y col., 2001; Liu, 2004; Simonson, 2007).

Es por ello que se ha sugerido que los antioxidantes podrian prevenir las
complicaciones de la diabetes. Al respecto, en la farmacologia de Ruellia
tuberosa L. se le ha atribuido actividad antioxidante, especificamente se ha
demostrado la presencia de una marcada actividad antioxidante en los extractos
de las partes aéreas de la planta con una Clsp de 51,0+3,22 yg/mL (Chen y col.,

2006; Arirudran y col., 2011 b; Kensa y col., 2012)

Se sabe que los flavonoides constituyen uno de los ya bien conocidos polifenoles

en las plantas superiores. En esta planta se han descrito varios tipos de
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polifenoles, como la apigenina, luteolina, 3, 5-diglucésido, apigenina 7-O-
glucurénido, apigenina glucosido, apigenina rutindsido, luteolina glucésido,
pedalitina, flavona glucdsido, cirsimaritina, malvinina, cirsimarina, cirsiliola 4'-
glucosido, sorbifolina, pedalitina, entre otros. Los compuestos polifenélicos, no
solo se caracterizan por ser antioxidantes sino también por inhibir la activacion de
moléculas tales como: las MAPK, el NF-kB, TGF-B, entre otros (Santagelo y col.,
2007; Han y col., 2007). Es por ello que resulta plausible la evaluacion del RT
como posible arma farmacologica de origen natural para el tratamiento de la

nefropatia asociada a la DM1.

Unos de los modelos animales mas utilizados para el estudio del dafio renal en la
diabetes es aquel inducido por la ETZ en la rata (Jensen y col., 1981; Verspohl,
2002). Este representa principalmente un modelo de diabetes tipo 1, debido al
enorme dafo apoptotico que sufren las células B pancreaticas y, por ende, el
agotamiento de la insulina (Verspohl, 2002). Algunos signos comunes de la
diabetes en humanos son fielmente reproducidos en las ratas con diabetes
inducida por la EZT, entre ellos destacan: la hiperglicemia, la pérdida de peso, la
proteinuria, el aumento de la diuresis, del BUN, de la creatinina plasmatica, el
ensanchamiento del glomérulo y la fibrosis renal (Jensen y col., 1981; Jim y col.,

2012).

Todas estas alteraciones estan relacionadas con el establecimiento de la
nefropatia diabética. Adicionalmente este modelo ha resultado atractivo, por el

bajo dafo renal inducido por la ETZ per se, por lo que los cambios de la
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bioquimica y la funcidn renal se le adjudican a la condicién hiperglicémica, en
comparacion con otros modelos como el de la diabetes inducida por el aloxano, en
el cual el compuesto inductor de la diabetes contribuye de manera importante al

dafio renal (Evan y col., 1984).

El posible papel terapéutico del extracto del RT se evidencia en los resultados
obtenidos en el presente estudio donde se demuestra que el tratamiento cronico
con el RT en ratas con diabetes inducida por la ETZ fue capaz de reducir o abolir
algunas de las alteraciones tipicas de la diabetes experimental, sin producir
efectos toxicos. Nuestros hallazgos se confirman con los reportados
recientemente por Rajan y col. (2012) quienes demostraron que dosis tan
elevadas como 5000 mg/kg de las hojas de R. tuberosa L., no produjeron
toxicidad en la rata. En conjunto, estos resultados contribuyen al establecimiento

del uso seguro de esta especie en ensayos in Vvivo.

Una de las caracteristicas mas evidentes en la diabetes es, sin lugar a dudas, la
pérdida de peso corporal, lo cual ha sido ampliamente evidenciado en los
animales con diabetes inducida por la ETZ (Zafar y col., 2010). De manera similar
a otras plantas antidiabéticas, tales como, Aloe vera L., Momordica charantia L. y
Phyllanthus niruri L., el RT inhibié la pérdida de peso corporal inducido por la
diabetes (figura 19). Un aspecto importante que relaciona a estas especies
antidiabéticas entre si, es su capacidad antioxidante, lo cual también guarda
relacion con sus actividades hipoglicemiantes y antihiperglicemiantes (Bavarva y

col., 2007; Teoh y col., 2010; Madhavi y col., 2012). EI RT mostré no solamente
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que parte de sus constituyentes son compuestos polifenélicos, sino que también
es capaz de atrapar el O, estableciéndose asi su capacidad antioxidante (figura
16 y 17). Nuestros resultados son similares a los obtenidos con el tratamiento
con extractos de las partes aéreas de R. tuberosa L., los cuales fueron capaces
de atrapar tanto a el O," como al H,O, y al ON (Chen y col., 2006; Arirudran y col.,

2011 b; Kensa y col., 2012).

La pérdida de peso en la diabetes se ha atribuido a la deficiencia de insulina,
razon por la cual la terapia con insulina es capaz de revertir el efecto y aumentar la
ganancia de peso de los pacientes diabéticos (Russel-Jonesy Khan, 2006).
Algunos polifenoles han mostrado que ejercen efectos similares a la insulina
(insulino-mimético), tal es el caso del resveratrol, las catequinas y la naringenina,
los cuales no solo estimulan la captacion tisular de glucosa sino también
restablecen algunas vias metabdlicas alteradas, tales como la glicolisis y la

glucogénesis (Su y col., 2006; Daisy y col., 2010; Zygmunt y col., 2010).

Adicionalmente, el polifenol luteonina, el cual esta presente en las partes aéreas
(Chothani y col., 2010), pero se desconoce si se encuentra en el RT, ha mostrado
también capacidad de prevenir la pérdida de peso de las ratas con diabetes
inducida por la ETZ (Wang y col., 2011). De la misma manera, el atrapador de O,~
mimeético de la SOD, el tempol, se ha reportado como supresor de la accion de la

diabetes sobre el peso corporal en este modelo experimental (Luan y col., 2012).
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A pesar que no se ha estudiado si el RT tiene un efecto sobre la captacion de
glucosa o sobre la secrecion de insulina, este extracto produjo un importante
efecto antihiperglicemiante, tanto agudo como croénico (Tabla lll, figura 18), lo cual
concuerda con los trabajos de Chothani y col. (2010b), de Ullah y col. (2012) y de
Rajan y col. (2012), quienes demostraron que las hojas y partes aéreas de R.
tuberosa L. disminuyen la glucosa sanguinea en un modelo de diabetes tipo Il en
ratas, en conejos con diabetes inducida por el aloxano y en ratas con diabetes
inducida por el aloxano, respectivamente. Algunos componentes quimicos de esta
especie tales como: la apigenina, la luteolina, la malvidina han mostrado actividad
hipoglicemiante en animales diabéticos (Panda y Kar, 2007; Grace y col., 2009;
Wang y col., 2011) sugiriendo la posibilidad que estos compuestos 0 sus

glicésidos, sean los responsables del efecto antidiabético del RT.

La evidencia sugiere que el RT podria ejercer un efecto protector del dafio renal
inducido por la hiperglicemia. Nuestros resultados apuntan a esa posibilidad ya
gue el tratamiento crénico con el extracto fue capaz de revertir la aparicion de los
marcadores de dafio renal como son: la diuresis, la proteinuria, el incremento de la
creatinina plasmatica, el BUN y la GPx plasmatica (figura 20, 21, 22, 23 y 25).
Resultados similares fueron reportados por Manikandan y Arokia (2010 ), quienes
utilizando el extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de R. tuberosa L.
revirtieron el incremento del BUN y la creatinina plasmatica en ratas con diabetes
inducida por el aloxano, reforzando aun mas la idea que estos extractos
comparten componentes quimicos similares. En apoyo a estos resultados, existe

evidencia que otras especies antiabéticas y antioxidantes, tales como: Panax
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ginseng C. A. Meyer y Ginkgo biloba L., asi como también polifenoles, tales como:
la mangiferina, el galato de epigalocatequina, la quercetina y la luteonina, son
capaces de inhibir la alteracion de estos marcadores del dafio renal en las ratas
con diabetes inducida por la ETZ (Anjaneyulu y col., 2004; Yamabe y col., 2006;

Luy col., 2007; Sawiress, 2011; Wang y col., 2011).

Los cambios en estos marcadores estan acompafiados de eventos fibréticos que
se reflejan en el incremento del peso del rifion, el aumento de la sintesis de
proteinas totales y, en particular, de la expresion de proteinas de la matriz
extracelular, tales como, el colageno I, IV, la fibronectina y la laminina, que
conducen al ensanchamiento de la membrana basal glomerular, a la glomérulo
esclerosis, a la hiperfiltracion, a la proteinuria, entre otros, estableciéndose asi la
nefropatia diabética (Steffes y col., 1992; Lane y col., 1993; Craven y col., 1997;
Ha y Lee; 2003; Iglesias y col., 2002; Mason y Wahab, 2003; Skill y col., 2004;
Kamalakkannan y col., 2006; Shah y col., 2007). Se ha asociado el incremento de
la expresion de colageno | al desarrollo del dafio renal en la diabetes, tanto in vivo
(Tan y col., 2005; Taita y col., 2008) como in vitro (Han y col., 1999; Wu y col.,
2009). Nuestros resultados sugieren que el RT protege al rifidn del dafio asociado
a la hiperglicemia por impedir el aumento de la deposicion de colageno a nivel
glomerular y tubular, lo cual guarda estrecha relacion con la reversion de los
efectos de la diabetes sobre los marcadores de dafo renal en nuestro modelo

animal.

117


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kamalakkannan%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Sever-Hansen (1976) evalu6 los cambios en el peso, el contenido de proteinas, de
ARN y de ADN en rifiones de ratas con diabetes inducida por la ETZ, reportando
que el rifdn aumenta de peso en un 15y 90% a los 3 y 42 dias de induccion de la
diabetes, respectivamente. Asimismo, el contenido de proteinas y de ARN mostré
un aumento de similar magnitud. Estos cambios fueron revertidos por el
tratamiento con la insulina, lo que sugiere que estas alteraciones fibroticas son
responsabilidad de la hiperglicemia. Al respecto, en el presente trabajo se
demostré que el tratamiento con el RT disminuye significativamente tanto el peso
del riidn como el contenido de proteinas totales en la rata con diabetes inducida
por la ETZ (figuras 26 y 27), lo que apoya aun mas el papel renoprotector de la
RT. Hay que destacar que este extracto también disminuye la glicemia,
guardando relacion de esta manera con las observaciones de Sever-Hansen
(1976) con respecto a la proporcionalidad de la hiperglicemia con el dafio renal.
Por otro lado, su perfil como antioxidante también podria estar relacionado con la
inhibicion de la fibrosis, tal como ha sido descrito para otros importantes

antioxidantes tales como: el tempol y el tirén (Xia y col., 2006).

Se sabe que algunas de las alteraciones renales observadas en la diabetes, como
la proteinuria y la fibrosis, son mediadas a nivel genémico por el TGF-B y el VEGF-
A, los cuales son estimulados en la diabetes por la sobreactivacion del sistema
renina angiotensina y el incremento del O,", todo esto acompaiiado de activacion
de la via de sefalizacion DAG/PKC/MAPK/NF-kB (Asaba y col., 2005; Wolf y
Ziyadeh., 2007; Gnudi, 2008; Sahib y col., 2009), de manera que la capacidad

antioxidante del RT podria estar implicada en su efecto protector sobre el dafio
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renal, tal como en el caso del tempol, cuyo efecto nefroprotector es atribuido en
gran parte a la disminucion de la expresion del TGF-B; en ratas con diabetes

inducida por la ETZ (Luan y col., 2012).

Otro posible blanco de accion del RT precisamente se enfoca en la via de
sefalizacion DAG/PKC/MAPK/NF-kB, esto se plantea por los hallazgos en los que
se muestra a este extracto como inhibidor de la expresion del NF-kB inducida por
el PMA, un activador de la PKC, en células HelLa en cultivo (figura 49). Yang y
colaboradores (2008) demostraron que las altas concentraciones de glucosa
inducen la expresion y la activacion de este factor en las células del endotelio
glomerular en cultivo, lo cual fue asociado a la fosforilacién del Ik-Ba (proteina
inhibidora especifica del NF-kB) inducida por la activacion de la PKC vy

subsiguiente formacion de las EROs (Yang y col., 2008).

Indudablemente, estos hallazgos guardan relacién con el efecto inhibitorio sobre la
actividad del NF-kB de tienen algunos antioxidantes, tales como: los polifenoles de
la uva y el acido lipdico en células del epitelio renal cultivadas bajo un alta
concentracion de glucosa (Fujii y col., 2006; Kim y col., 2009; Kin y col., 2010) y la
curcumina, el tocoferol, el tocotrienol, la S-alil-cisteina, la S-propil-cisteina y el
tempol, en modelos animales de diabetes (Chiu y col., 2009; Ebenezer y col.,
2009; Kuhad y Chopra, 2009; Mong y Yin, 2012). Adicionalmente, el RT en un
modelo de citotoxicidad inducido por la glucosa en células de epitelio renal (células
Vero) en cultivo, demostro que es capaz de bloquear la reduccion de la viabilidad

celular, efecto que fue abolido por el co-tratamiento con el PMA (figura 48). Esto
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indica que la activacion de la sefalizacion de la PKC es contraregulatoria a las
acciones del RT y que por esta razon, puede existir una produccion adicional de
EROs, distinta a la inducida por la alta concentracion de glucosa, que agotaria la

actividad reductora del extracto.

En conjunto, es probable que el RT, a través de su capacidad de disminuir el
estrés oxidativo, proteja al rifion del dafio glucotéxico al inhibir el aumento de la

expresion del NF-kB en la diabetes.

Esta idea es consistente con la evidencia reciente que sefiala al RT como un
potente antiinflamatorio en el modelo del edema de la pata de la rata inducido por
la carragenina (Pastorello y col., 2012), modelo de inflamacion ligado al aumento
de la sefalizacién del NF-kB (Belky y col., 2011; Huang y col., 2012; Wang y col.,

2012).

Bajo un ambiente prolongado de alta concentracidon de glucosa las células tanto de
epitelio tubular como las mesangiales sufren inhibicion de la proliferacion vy
apoptosis asociada a un incremento de la formacion de las EROs (Park y col.,
2001; Ha y col., 20022° ; Allen y col., 2003; Verzola y col., 2004, Samikkannu y
col., 2006; Khera; 2006). Kannan y Jain (1994) demostraron que concentraciones
de glucosa entre 20 y 100 mM causan una reduccion de alrededor del 50% de la
viabilidad celular en comparacion con el control de 8 mM de glucosa. Ya que este
efecto glucotoxico se acompafia de un aumento del estrés oxidativo, este modelo

constituye una herramienta Gtil para el estudio de los efectos de la glucosa sobre
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las células renales. En este sentido, nuestros resultados apoyan estos hallazgos
en cuanto a que el tratamiento con 35 mM de glucosa produjo una reduccion de la
viabilidad de las células Vero del 50,94+ 2,48 % (figura 36), siendo este efecto
inhibido significativamente por el RT de manera dependiente de la concentracion
(figura 37). Estos resultados se confirman por los obtenidos en el ensayo de
proliferacion celular a través de un método de exclusion (figura 38), en el cual se
muestra por un lado, un efecto pro-proliferativo del RT en condiciones basales y
por otro un blogueo parcial de la disminuciéon del nimero de células inducida por
el ambiente glucotoxico. Todos estos resultados sugieren un efecto protector del

extracto sobre dafio renal inducido por la alta glucosa in vitro.

La respuesta del RT sobre la viabilidad de las células Vero, no solo fue modificada
por el tratamiento con el PMA, sino también por el aumento del estrés oxidativo y

nitrosativo inducido por el H,O, y el NPS, respectivamente (figuras 42,43 y 48).

La activacidon de la PKC por ésteres de forbol como el PMA favorece la activacion
de de las MAPKs y del TGF-B (Craven y col., 1990; Haneda y col., 2001; Idris y
col., 2001; Parker y Murria, 2004). La actividad de la PKC se ha visto amentada en
modelos animales de diabetes y en células del endotelio vascular, del endotelio
glomerular, del epitelio tubular renal y en células mesangiales cultivadas en
presencia de alta concentracion de glucosa (Craven y DeRubertis, 1989, Studer y
col., 1997; Quagliaro y col., 2003; Xia y col., 2006; Yang y col., 2008; Li y col.,
2010). Tanto el PMA como la HG inducen, de manera equiparable, la produccion

de las EROs en células del musculo liso vascular en cultivo, ambas a través de
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la activacion de la NAD(P)H oxidasa (Inoguchi y col., 2000). Asimismo, se ha
descrito que el PMA (100 nM) induce apoptosis en varias lineas celulares,
incluyendo a las células de epitelio tubular renal (Ragolia y col., 2003; Tahara y
col., 2009; Chen y col., 2011) y el aumento de la activacion de la isoforma PKC-&
ha sido asociada a la apoptosis tubular renal y a la proteinuria en ratones con
diabetes inducida por la ETZ (Li y col., 2010) y al incremento de la expresion de
colageno | y IV en células mesagiales cultivadas en la HG (Baccora y col., 1997).
Sin embargo, nuestros resultados reflejan que el PMA a concentraciones de 10
nM produce solo un leve efecto citotéxico sobre las células Vero tratadas durante
96 horas bajo concentraciones normales de glucosa, sin modificar el efecto de la
HG sobre estas células (figura 48). Esto podria ser atribuido a una posible
disminucién de la sefial del NF-kB, lo cual ha sido reportado en células de epitelio

de colon sometidas a una activacién sostenida de la PKC (Park y col., 2007).

El efecto del PMA no es revertido por el RT bajo ninguna condicién, mientras que
la del HG si fue suprimida, mostrandose asi el impacto de la activacion conjunta
de las sefiales bajo ambas condiciones sobre la muerte celular. No obstante, es
conocido gque parte del mecanismo protector de los antioxidantes tales como: el a-
tocoferol, la taurina, la N-acetil-cisteina, el tiron y el tempol, frente al dafio inducido
por la HG, involucra la reduccién de la activacion de la PKC y del estrés oxidativo

(Studer y col., 1997; McCarty, 1998; Xia y col., 2006).

Tanto las EROs como las ERNs cumplen una funcion importante en el

mantenimiento de la homeostasis renal, un desbalance en la produccion de alguna
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de ellas traeria como consecuencia alteraciones de las proteinas, lipidos y acidos
nucleicos, conduciendo a la apoptosis y al dafio renal (Wagener y col., 2009). Es
importante mencionar que el estrés oxidativo ha sido asociado con el aumento de
la morbilidad y la mortalidad de pacientes con enfermedad renal terminal (Locatelli

y col., 2003).

En la diabetes, el estrés oxidativo es considerado como el principal factor
involucrado en la nefropatia diabética (Forbe y col., 2008). Se conoce que en los
animales con diabetes inducida por la ETZ el sistema antioxidante, tanto en el
riidn como en otros érganos, se encuentra inhibido, mientras que el oxidante y el
nitrante se encuentran elevados (Onozato y col., 2002; Mora y col., 2009; Raza y

col., 2011; Benviranli y col., 2012).

El incremento del estado oxidativo en este modelo ha sido evidenciado por el
aumento de la peroxidacion lipidica y de las proteinas oxidadas totales en la
corteza renal de las ratas luego de seis (6) semanas de induccion de la diabetes
(Limaye y col., 2003), en concordancia con nuestros resultados, en donde se
observa un aumento de ambos marcadores de dafio oxidativo final en la corteza
renal de las ratas después de cinco (5) semanas de la administracion de la ETZ
(figuras 35 y 36). Este perfil oxidativo ha sido asociado a la sobreexpresion de
algunas de las subunidades de la NAD(P)H oxidasa, como la NOX-4, la p22phox y
la p47phox tanto en el rifion de la rata con diabetes inducida por la ETZ (Etoh y
col., 2003; Luo y col., 2011) como en las células renales sometidas a la HG (Xia y

col., 2005). El tratamiento con el RT mostré6 que impide la instauracion de ese
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estado oxidativo, ya que revirtio los efectos oxidativos finales en la corteza

inducidos por la hiperglicemia.

En cuanto al sistema antioxidante, se conoce que en la nefropatia diabética la
actividad y la expresion de algunos de sus componentes enzimaticos se
encuentran alteradas. Se ha observado una disminucion de la actividad de la CAT
en los rifiones de las ratas con diabetes inducida por la ETZ (Kakkar y col., 1997,
Limaye y col., 2003; Luo y col., 2011; Sadi y col., 2012). Asimismo, la expresion de
esta enzima se ha visto disminuida, tanto en pacientes con nefropatia diabética
(Hodgkinson y col., 2003), como en el rifion de las ratas diabéticas (Limaye y col.,
2003; Luo y col., 2011; Sadi y col., 2012). En este sentido nuestros resultados
guardan consistencia con la literatura, al observarse una reduccion de la actividad
de la CAT en la corteza renal, tanto en el modelo de diabetes inducida por la ETZ,

como en las células Vero sometidas a la HG (figuras 30 y 44).

En contraste, en la corteza renal de la rata con diabetes inducida por la ETZ, la
actividad SOD y la GPx han mostrado diferencias entre los diferentes
investigadores. Asi, Limaye y col. (2003), han reportado incrementos de la
actividad de la GPx, mientras que nuestros hallazgos junto con los reportados por
Sadi (2012) y Luo y col. (2010) demuestran una importante disminucion de la
actividad de la GPx (figura 31), lo cual también concuerda con la disminucion de
esta actividad en el modelo de dafio renal in vitro (figura 45). En cuanto a la
expresion de esta enzima en el rifion, algunos autores la han encontrado

aumentada (Limaye y col., 2003; Sadi y col., 2012), mientras que Luo y col. (2010)
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han reportado una disminucion de su ARNm. En el caso de la SOD los resultados
han sido controversiales, la relacion de la actividad y la expresion entre algunos
investigadores ha sefalado lo siguiente: permanecen sin cambios (Sadi y col.,
2012), aumentadas (Kakkar y col., 1997; Limaye y col.,, 2003) o ambas
disminuyen (Luo y col., 2010). En el presente estudio la actividad de la SOD total
mostro ser susceptible a una inhibicion de su actividad en las ratas con diabetes
inducida por la ETZ, sin afectar la actividad de la Mn-SOD, por lo que esta
respuesta refleja solamente la actividad de la CuzZn-SOD. Este resultado es
apoyado por el trabajo de Kakkar y col. (1997) en donde la actividad de la Mn-
SOD no fue modificada por la hiperglicemia de ratas Sprague-Dawley con diabetes
inducida por la ETZ. Esto podria estar relacionado con la expresion diferencial de
estas isoformas en el tejido renal de las ratas diabética, donde ha sido descrito un
aumento de la expresidon de la Mn-SOD, sin alteracion de la CuzZn-SOD (Dobashi y

col., 1991).

Estas variaciones entre la actividad y la expresién se corresponden con posibles
cambios postraduccionales de estas enzimas antioxidantes, asociado al
incremento renal de las EROs y las ERNs, lo cual esta bien establecido en la
literatura. EI O," es capaz de inactivar a la CAT y a la GPx (Blum y Fridovich,
1985; Rister y Baehner, 1976), el ONOO' inactiva a la Mn-SOD por nitracion de
tirosinas (Xu y col., 2006; Filipovic y col., 2007; Sumerli y col., 2010) y a la GPX
(Padmaja y col., 1998), el ON induce inactivacion de la CAT por formacion de un
complejo CAT-nitrosilo (Kim y col., 2000; Brunelli, 2002). Con respecto a la GR, la

cual no ha sido tan estudiada en la diabetes en comparacion con las demas
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enzimas antioxidantes, también existen resultados contradictorios sobre la
actividad en el rindn de ratas con diabetes inducida por la ETZ, encontrandose sin
alteracion o disminuida, tal como en nuestro caso, que la actividad de esta enzima
mostro una significativa disminucién (Li y col., 2007; Erejuwa y col., 2011) (figuras

32y 46).

Una de los mecanismos mediante el cual el RT podria ejercer su efecto
renoprotector y antioxidante es a través de su accién sobre la actividad de las
enzimas antioxidantes renales. Nuestros resultados apoyan esta posibilidad ya
qgue el RT previno los cambios de las actividades de estas enzimas inducidos por
la glucosa, tanto in vivo como in vitro, lo que contribuye la disminucion del estrés
oxidativo por esta via, asi como ha sido descrito para otros extractos ricos en
polifenoles, tales como el de Ichnocarpus frutescens y el de Hibiscus sabdariffa L.
(Kumarappan y col., 2008; Lee y col., 2009) o algunos compuestos polifenélicos
como el resveratrol y la mangiferina (Li y col., 2010; Schmatz y col., 2012) en ratas

con diabetes inducida por la ETZ.

La relacion entre las especies reactivas es muy compleja. La tasa NO/O2" es
decisiva para que ocurran algunos procesos celulares, tales como la proliferacién
y la apoptosis, siendo uno de los principales atrapadores del O,~ precisamente el
ON. De manera que el incremento o la ausencia de alguna de estas especies
determinara el tipo de estrés predominante en la célula y por ende esto podria

interferir en los mecanismos antioxidantes de algunas moléculas medicinales
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(Wink y Mitchel, 1998; Quijano y col., 2005; Frein y col., 2005; Ullrich y Kissner,

2006; Pachery col., 2007; Leon y col., 2008; Podeo, 2009; Zielonka y col., 2010).

El papel del ON en la apoptosis es polémico. Por un lado, existe evidencia de que
es capaz de inducir la proliferacion celular y reprimir la muerte celular a través de
la inhibicion de las caspasas, el aumento de la Bcl-2, de la sefalizacion de la
PI3K/Akt, entre otras, y por el otro lado, que es capaz de inducir la apoptosis a
través de la ruta intrinseca mitocondrial y de la extrinseca, produciendo: la
liberacion de citocromo C y de la endonucleasa G, la activacion de caspasas, de la
Bcl-2 y de las p38MAPK, entre otras (Genaro y col.,, 1995; Messmer y Brune,
1996; Nishikawa y col., 1998; Janssen y col., 1998; Ushmorov y col., 1999; Kim y
col., 2000; Kim y col., 2001; Cobbs y col., 2001; Choi y col., 2002; Huerta-Yepez y
col., 2004; Bonavida y col., 2006; Tarr y col., 2006; Carreras y Podeo, 2007; Azad

y col., 2010).

Se ha reportado que el donador de ON, el NPS, es inductor de la apoptosis en las
células de epitelio renal, de manera dependiente de la concentracion y a través de
la activacion de la caspasa 8 (Du y col., 2006). Apoyando los resultados de Muhl y
col. (1996) en donde se puso en evidencia que varios donadores de ON inducen
apoptosis en diferentes tipos de células glomerulares, tales como: las endoteliales,
las epiteliales y las mesangiales. Tiwari y col. (2006) demostraron que tanto el
NPS como la induccion de la INOS causaban la apoptosis de las células epiteliales
del tubulo proximal en cultivo. Estos resultados aportan una valiosa informacion

acerca del papel del ON en la fisiopatologia renal y concuerdan con los obtenidos
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en nuestro modelo experimental, en donde el NPS indujo un importante
decremento de la viabilidad de las células Vero en cultivo, lo cual fue revertido por
el tratamiento con el RT, sugiriendo asi un efecto protector sobre el estrés
nitrosativo (figura 42). En condiciones de HG, el NPS no modifico el efecto
glucotoxico, pero si disminuyd parcialmente la accion de RT sobre el dafio
inducido por la glucosa. Posiblemente, esto se deba a un aumento de la tasa
NO/O2" sin alejarse de manera importante de la condicion de estrés 0 mas
sencillamente, esté asociado a un aumento del atrapamiento del ON debido al
incremento significativo de la actividad de la enzima CAT por accion del RT en las
células Vero. Cabe destacar que esta enzima antioxidante es capaz de unirse al
ON y formar un complejo nitrosil-catalasa (Brunelli, 2001) y también de atrapar

cataliticamente al ONOO (Gebcka y Didik, 2009).

Por otra parte, hay que tomar en cuenta la posible presencia de algin componente
atrapador de ON en el extracto, tal como esta reportado para las partes aéreas de
la planta (Chen y col., 2006; Arirudran y col.,, 2011 b; Kensa y col., 2012).
Recientemente uno de estos compuestos, un glucésido de la malvidina, mostré
proteger de la apoptosis inducida por el ONOO' a las células del endotelio vascular

en cultivo (Paixao y col., 2012).

Estos resultados guardan relacion a los obtenidos con el tratamiento con el L-
NAME en este mismo modelo de glucotoxicidad (figura 41). Aqui se observa que a
diferencia del efecto del aumento del estrés nitrosativo inducido por el NPS, la

ausencia del ON favorece el efecto proliferativo del RT al mismo tiempo que
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aumenta su efecto protector sobre la muerte celular inducida por la HG. A pesar
de que el L-NAME per se mostro un leve efecto toxico sobre las células renales en
cultivo, éste fue capaz de revertir significativamente la glucotoxicidad. Es
altamente conocido que la hiperglicemia induce la sobreexpresion de todas las
isoformas de la NOS en el riidbn de los animales de experimentacion, lo que
contribuye al dafio renal (Choi y col., 1997; Shin y col., 2000; Komers y Anderson,
2003). Askwith y col. (2012) demostraron que la HG incrementa la expresion de la
NNOS y de la INOS en células nerviosas en cultivo. Es debido a todo esto, que la
administracion de inhibidores de las sintasas tales como el L-NAME, disminuyen:
la hiperglicemia, la diuresis, la proteinuria, la hipertrofia y mejoran la funcion renal
en general, de los animales diabéticos (Catanzaro y col., 1994; Costa y col., 1998;
Ito y col., 2001; Levin-laina y col., 2011). Tomando todo en conjunto, se puede
decir que el ON es un mediador importante de la muerte de las células Vero, de
manera que su presencia disminuye y su ausencia incrementa los efectos de este

extracto antioxidante.

El incremento del H,O, ha sido asociado al dafio renal en la diabetes, en modelos
experimentales in vitro, esta especie reactiva ha inducido apoptosis en varios tipos
de células renales, tales como los fibroblastos, la células mesangiales y del
epitelio tubular (Zanatta y col., 2003; Sommer y Wolf, 2007; Zhuang y col., 2007;
Hasegawa y col., 2008; Kim y col., 2009; Wijesinghe y col., 2011). Zhuang y col.
(2007) y Kim y col. (2009) demostraron que el H,O, induce apoptosis a traves de
un incremento de las EROs, de la fosforilacion de las ERKs y de la activacion de

la caspasa 3, en células de epitelio tubular y mesangiales, respectivamente.
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Asimismo, en ceélulas Vero este inductor de estrés oxidativo, produjo una
disminucién de la viabilidad celular, aumento de la fragmentacion del ADN e
incremento de la apoptosis (Zanatta y col., 2003; Sommer y Wolf, 2007,
Wijesinghe y col., 2011). Todos estos hallazgos apoyan nuestro modelo
experimental en células Vero, el cual fue susceptible a una significativa
disminucién de la viabilidad celular inducida por el H,O- (figura 43). Este efecto fue
parcialmente inhibido por el co-tratamiento con el RT, consolidando ain mas a

este extracto como antioxidante y protector del dafio oxidativo renal.

Esta actividad protectora frente al dafio inducido por el H,O, puede explicarse de
dos maneras: 1). que el incremento basal de la actividad de la CAT inducida por el
RT, aumente la degradacion del H,O,, 2). el RT a través de su actividad
atrapadora de O;7, contribuya al aumento de la actividad de la CAT por
disminucién de su inhibicion por el O,°, de manera que se degrade mas H,0, y 3).
gue alguno de los componente quimicos del RT presente actividad atrapadora del
H,O, tal como ha sido demostrado con las partes aéreas de la planta (Chen y col.,
2006; Arirudran y col., 2011 b; Kensa y col., 2012). Como era de esperarse, en
condiciones de glucotoxicidad, el tratamiento con el H,O, aumentd el efecto
citotéxico de la HG, muy probablemente por el incremento exacerbado del estrés
oxidativo. Lo cual se refleja en la abolicion y reversion de la accién del RT sobre el

dafio glucotoxico.

Todos estos hallazgos establecen al RT como un extracto antioxidante con efecto

protector sobre el dafio renal en la diabetes, tanto in vivo como in vitro, a través de
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un mecanismo que involucra la disminucion de la glicemia, del estrés oxidativo, del
estrés nitrosativo, y de la via de sefalizacion de la PKC-NF-kB. Esto aporta por
primera vez, informacion acerca de estos efectos farmacoldgicos de la especie R.
tiberosa L., a la vez que contribuye tanto a la validacion de su uso tradicional como
a la caracterizacion farmacolégica de su género. Hasta la fecha s6lo se conocia el
efecto inhibidor de la ECA, la actividad contractil sobre la musculatura lisa del ileo
de cobayo, la actividad colinérgica y la actividad estrogénica de Ruellia
praetermissa. Sceinf.ex.Lindau (Salah y col., 2000; Salah y col., 2001; Salah y col.,
2002). Este desconocimiento etnofarmacolégico del género, hace ain mas valioso
a este trabajo y sienta las bases para el estudio fitoquimico y tecnoldgico de este

potencial fitofarmaco.
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6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6. CONCLUSIONES

El RT contiene polifenoles y produjo una actividad antioxidante in vitro.

El RT produjo un efecto hipoglicemiante, antihiperglicemiante y disminuyo el

dafio renal en un modelo de diabetes tipo 11 en ratas.

El RT inhibe el dafio oxidativo renal y revierte la inhibicion de las enzimas
del sistema antioxidante renal en un modelo de diabetes tipo 1 en ratas, asi
como también en células de epitelio renal cultivadas bajo un ambiente de

alta concentracion de glucosa.

El RT aumenta la proliferacion celular y contrarresta la disminucion de la
proliferacion y de la viabilidad celular inducida por la glucosa en células de

epitelio renal en cultivo.

El RT disminuye el dafio de las células de epitelio renal inducido por el

estrés nitrosativo y oxidativo.

El ON y el H,0, producen un efecto inhibitorio a la accion del RT sobre la
viabilidad de las células de epitelio renal cultivadas bajo un ambiente de alta

concentracion de glucosa.

La expresion del NF-kB inducida por la PKC es inhibida por el RT en células

Hela, asi como la activacion de la PKC contrarresta la accion del RT sobre
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la viabilidad de las células de Vero cultivadas bajo un ambiente de alta

concentracion de glucosa.

6.8. La actividad protectora del RT sobre el dafio renal en la diabetes in vivo e in
vitro, en parte es posiblemente mediada por la reducciéon del estado
oxidante, el incremento del antioxidante y la inhibicion de la sefializacion de

la PKC-NF-kB.

En la figura 50 y 51 se resume los efectos del RT sobre las células renales en

nuestros modelos experimentales de dafio renal en la diabetes.
Glucosa
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Figura 50. Papel del estrés oxidativo y nitrosativo en el efecto protector el extracto acuoso
de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre el dafio renal en la diabetes. Las lineas
discontinuas indican disminucién o bloqueo.
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Figura 51. Mecanismo propuesto del efecto protector el extracto acuoso de la raiz de
Ruellia tuberosa L. (RT) sobre el dafio renal en la diabetes. Las lineas discontinuas
indican disminucién o bloqueo.
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