
 1 

UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA       

POSTGRADO DE FARMACOLOGÍA 

 FACULTAD DE FARMACIA 

 
 
 
 
 
 
 

EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE LA RAÍZ DE Ruellia tuberosa L. 

SOBRE EL DAÑO RENAL EN LA DIABETES. PAPEL DEL ESTRÉS 

OXIDATIVO 

 
 
 
 
 

Tesis Doctoral presentada ante la ilustre Universidad Central de Venezuela 
para obtener el Título de Doctor en Ciencias Mención Farmacología 

 
 
 
 
 
 
 

Realizado por:  
Farmacéutico 

Carlos Eduardo Ciangherotti Franco 
 
 

Tutora: Dra. Anita Stern  
 

 
 
 
 

Caracas, septiembre de 2012 



 2 

AGRADECIMIENTOS 

 

A la Dra. Anita Stern por todo su apoyo en la tutoría de este trabajo de grado, gracias por 

permitir nutrirme de sus conocimientos y aptitudes científicas. Buenos valores y 

excelencia es lo que se respira bajo su conducción. Siempre lo he dicho: la institución 

necesita muchas Anitas para tener el nivel que demanda la ciencia mundial.  

 

A la Dra. Margarita Salazar-Bookaman por su valiosa dedicación a mi formación 

profesional en el campo de la docencia y la investigación. Sus sabios consejos hicieron 

posible lograr tan anhelada meta.  

 

A la Dra. María del Rosario Garrido (Chary) por su enorme colaboración en mi formación 

científica. Un insigne ejemplo seguir de investigación, de solidaridad, de amistad y de 

amor.  

 

A mi compañera y amiga Giovannina Orsini del Herbario Dr. Víctor Manuel Ovalles de la 

Facultad de Farmacia de la UCV, por su grandiosa participación en este trabajo. Sabes 

que eres parte importante de esta tesis doctoral y de mi formación botánica, gracias por 

todos tus consejos y enseñanzas.  

 

A la Universidad Central de Venezuela, en especial a la Facultad de Farmacia, por ser la 

plataforma académica de mi estudio de postgrado y de mí proyecto de vida profesional. 

UCV estaré caminando en tus calles de conocimientos, gozando de la alegría de servir a 

la ciencia venezolana desde tu abstracta morada.  

 

Al Dr. Alfredo Usubillaga de la Universidad de Los Andes por ser el autor intelectual del 

estudio etnofarmacológica de Ruellia tuberosa L.  

 

A la Dra. Rachel Mata Essayag, al Dr. José Pedraza Chaverri y a sus equipos de trabajo 

de la Facultad de Química de la Universidad Nacional Autónoma de México, por su 

valiosa colaboración en la elaboración de esta tesis doctoral. 

 



 3 

Al Dr. Marcos Álvarez y a su equipo de trabajo del Instituto Anatómico, “José Izquierdo” de 

la Facultad de Medicina de la UCV, por su valiosa colaboración en la elaboración de los 

ensayos histológicos de este trabajo.  

 

A la Dra. Adriana Pimentel, gran amiga, colega y compañera, por su colaboración en la 

realización los ensayos de actividad del factor NF-κB, en el Instituto de Estudios 

Avanzados (IDEA).  

 

A la Prof. Conny Raddatz por su enorme apoyo en los ensayos in vitro. Entre tantas cosas 

positivas producto de mí transitar académico, no cabe duda, que nuestra amistad es lo 

más importante.  

 

A mis compañeros y amigos: Ana María Maldonado, Maider Varela, José Tomas López, 

Mariella Pastorello, Elsa Camacho, José Antonio Silva, María Gabriela Matos, Bany 

Caraballo y Elodie Billet por su valiosa colaboración en la elaboración de este trabajo. Sus 

“manos” maravillosas forman parte importante de este logro.  

 

Al Ministerio del Poder Popular para la Ciencia, Tecnología e Innovación por el 

financiamiento al Laboratorio de Neuropéptidos, apoyando así, parte de la elaboración de 

este trabajo, a través del Proyecto Misión Ciencia, No. 2007001585. 

  

Al Consejo de Desarrollo Científico y Humanístico, por el financiamiento al Laboratorio de 

Neuropéptidos, apoyando así, parte de la elaboración de este trabajo, a través del 

Proyecto Grupal No. PG-06-7349-2008/1 y 2.   

 

A mi familia, en especial a mis padres, por hacer posible la culminación de esta meta. Sus 

esfuerzos fueron infinitos, mi gratitud vivirá por siempre. El amor es la enseñanza más 

importante de esta experiencia.  

 

A mis compañeros del Postgrado de Farmacología, en especial a Adriana Pimentel, 

Tatiana González, María Alejandra Pérez, Hungría Fernández y Daniela Urrecheaga, 

desde que juntos comenzamos este camino, el apoyo y amistad, fue sin lugar a dudas el 

motor para conseguir el éxito. Nunca olvidare las vivencias tan gratificantes al lado de tan 

excelentes profesionales.  



 4 

 

A la Dra. Marlene Vargas y a la Prof. María Eugenia Pineda por el valioso apoyo en la 

elaboración de este trabajo. Gracias por estar allí cada vez que las necesite, las quiero y 

de igual manera estaré aquí cuando lo necesiten.  

 

A los profesores del Postgrado de Farmacología, en especial a la Dra. Neira Gamboa, 

quien más allá apoyarme en culminación de esta etapa, contribuyó de manera muy 

especial a mi formación como docente desde la Cátedra de Bioquímica. Gracias Dra. 

Neira, un brillante ejemplo de la investigación venezolana.  

 

Finalmente a mis Amigos de la “Jauría” en especial a Omaica Valerio por no permitirme 

declinar en los malos momentos y acelerar la llegada de uno de los mejores: mi 

graduación doctoral. ¡Los quiero! grades amigos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5 

 TABLA DE CONTENIDO 

 

 

 

 

Pág. 

AGRADECIMIENTOS 

 

iii 

LISTA DE FIGURAS x 

LISTA DE TABLAS xiv 

ABREVIATURAS 

 

xv 

RESUMEN 

 

xvii 

1. INTRODUCCIÓN 

 

1 

1.1. Mecanismos Celulares del Daño Renal en la Diabetes 

 

12 

1.2. Efecto de Ruellia tuberosa L. en la diabetes  y sus complicaciones 

 

31 

2. OBJETIVOS 

 

35 

2.1. Objetivo General 

 

35 

2.2. Objetivos Específicos 

 

35 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

38 

3.1. Material botánico 

 

38 

3.2. Preparación del extracto acuoso 

 

38 

3.3. Reactivos 

 

38 

3.4. Animales de experimentación 

 

39 

3.5. Líneas celulares 

 

40 

3.6. Capacidad antioxidante del extracto acuoso de la raíz de Ruellia 

tuberosa L. in vitro 

 

40 

3.6.1. Contenido de polifenoles totales del extracto acuoso de la raíz de 

Ruellia tuberosa L. 

 

40 

3.6.2. Actividad atrapadora de anión superóxido del extracto acuoso de la 41 



 6 

raíz de Ruellia tuberosa L. 

 

3.7. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el 

daño renal inducido por la diabetes in vivo 

 

41 

3.7.1. Toxicidad aguda y subcrónica 

 

42 

3.7.2.  Inducción de la diabetes 

 

42 

3.7.3.  Efecto agudo extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 

sobre la glicemia 

 

43 

3.7.4.  Diseño experimental 

 

43 

3.7.5.  Marcadores de función glomerular 

 

44 

3.7.5.1.  Creatinina en suero 

 

44 

3.7.5.2.  Nitrógeno ureico en sangre (BUN) 

 

45 

3.7.5.3.  Proteinuria 

 

46 

3.7.6.  Marcadores de la función tubular 

 

47 

3.7.6.1.  Actividad de la Glutatión Peroxidasa (GPx) en el suero 

 

47 

3.7.7.  Determinación del volumen urinario  

 

48 

3.7.8. Marcadores de fibrosis renal 

 

48 

3.7.8.1. Determinación del peso del riñón 

 

48 

3.7.8.2. Determinación de las proteínas totales en la corteza renal 

 

49 

3.7.8.3. Determinación del contenido de colágeno I en cortes de riñón 

 

49 

3.7.9.  Actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal 

 

50 

3.7.9.1. Actividad de la Superóxido Dismutasa (SOD) 

 

50 

3.7.9.2. Actividad de la Catalasa (CAT) 

 

51 

3.7.9.3. Actividad de la Glutatión Peroxidasa (GPx) 

 

52 



 7 

3.7.9.4. Actividad de la Glutatión Reductasa (GR) 

 

52 

3.7.10. Cambios oxidativos finales en la corteza renal 

 

53 

3.7.10.1.  Peroxidación Lipídica 

 

53 

3.7.10.2. Determinación de las proteínas oxidadas totales 

 

54 

3.8.  Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L.  sobre el 

daño epitelial renal inducido por altas concentraciones de glucosa in 

vitro 

 

56 

3.8.1.  Cultivo celular 

 

56 

3.8.2. Determinación de la citotoxicidad 

 

56 

3.8.3. Determinación de la proliferación celular 

 

58 

3.8.4.  Actividad de las enzimas antioxidantes en células de epitelio renal 

bajo un ambiente con alta concentración de glucosa 

 

58 

3.9. Efecto del sobre la actividad del NF-κB en células HeLa. 

 

59 

3.10. Análisis Estadístico 

 

60 

4. RESULTADOS 

 

61 

4.1. Capacidad antioxidante del extracto acuoso de la raíz de Ruellia 

tuberosa L. in vitro 

 

61 

4.2. Estudios de toxicidad en animales de experimentación 

 

62 

4.3. Efectos del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el 

daño renal en ratas con diabetes  inducida por  la estreptozotocina 

 

63 

4.3.1. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 

glucosa sanguínea 

 

63 

4.3.2. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 

variación de peso corporal 

 

65 

4.3.3. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el 

volumen urinario 

 

67 



 8 

4.3.4. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L.  sobre 

los marcadores urinarios y plasmáticos del daño renal 

 

68 

4.3.5. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre los 

marcadores fibróticos 

 

73 

4.3.6. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el 

estrés oxidativo en la corteza renal 

 

76 

4.3.6.1. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 

sobre la actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza 

renal 

 

77 

4.3.6.2. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 

sobre los cambios oxidativos totales en la corteza renal 

 

80 

4.4. Efectos del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el 

daño inducido por alta concentración de glucosa en células de 

epitelio renal (Vero) en cultivo 

 

82 

4.4.1. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 

viabilidad y la proliferación celular 

 

82 

4.4.2. Efecto de la inhibición de la oxido nítrico sintasa por el L-NAME 

sobre la respuesta protectora del extracto acuoso de la raíz de 

Ruellia tuberosa L. sobre la citotoxicidad inducida por glucosa 

 

85 

4.4.3. Efecto del estrés oxidativo sobre la respuesta protectora del extracto 

acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. frente a la citotoxicidad 

inducida por glucosa 

 

87 

4.4.4. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 

actividad de las enzimas antioxidantes.  

  

89 

4.4.5. Efecto de la señalización de la proteína kinasa C sobre la acción del 

extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L.  

 

91 

5. DISCUSIÓN 

 

94 

6. CONCLUSIONES 

 

115 

7. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 118 

  
 



 9 

LISTA DE FIGURAS  

 Pág. 

Figura 1: Pacientes con disfusión diastólica en presencia o ausencia de 
diabetes e insuficiencia renal Crónica 
 

3 

Figura 2: Prevalencia global de la diabetes mellitus. Cifras estimadas del año 
2000 y  proyectadas para el año 2030 

3 

Figura 3: Mortalidad por diabetes en Venezuela 4 

Figura 4: Distribución de plantas antidiabéticas investigadas 6 

Figura 5: Distribución de las patentes basadas en las principales 
enfermedades durante 2001-2010 en la India 

7 

Figura 6: Distribución de las patentes basadas en las principales 
enfermedades durante 2001-2010 en los Estados Unidos 

7 

Figura 7: Ruellia tuberosa L.  11 

Figura 8: Algunos metabolitos secundarios presentes en las partes aéreas de 
Ruellia tuberosa L. 

13 

Figura 9: Inducción de la glomeruloesclerosis y la fibrosis túbulointersticial por 
los procesos fenotípicos: la transdiferenciación miofibroblastica (MFT) y la 
transición epitelial - mesenquimal (EMT) en la nefropatía diabética 

14 

Figura 10: Efecto de la exposición crónica y aguda a altas concentraciones de 
glucosa sobre la síntesis de ADN y la viabilidad de las células de epitelio 
tubular humano  

17 

Figura 11: Interacción entre los factores activados por la hiperglicemia que 
inducen la nefropatía diabética 

19 

Figura 12: Modelo por el cual la hiperglicemia (HG) promueve la acumulación 
de proteínas de la matriz extracelular (ECM) en las células mesangiales  

21 

Figura 13: Vías y eventos que conducen a la nefropatía diabética 22 

Figura 14: Enzimas productoras del O2
.- y sus vías metabólicas 28 

Figura 15: Protocolo para la evaluación del efecto de la  extracto acuoso de la 
raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el daño renal en la diabetes in vivo 

45 

Fig. 16: Contenido de polifenoles totales del extracto acuoso de la raíz de 
Ruellia  tuberosa L.  

61 

Figura 17: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la  
producción de O2

-. generado por el sistema xantina/xantina oxidasa in vitro 
62 

Anillos 



 10 

Figura 18:  Curso temporal de la glicemia de ratas sanas (control) y con 
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ), tratadas con del extracto 
acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. durante 28 días 
 

66 

Figura 19: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L.  sobre 
la variación del peso corporal de las ratas sanas (control) y con diabetes 
inducida por la estreptozotocina (ETZ) el día 28 de tratamiento 
 

67 

Figura 20: Cambios del volumen urinario de las ratas sanas (control) y con 
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) tratadas con el extracto 
acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. durante 28 días 
 

68 

Figura 21: Curso temporal de la excreción urinaria de proteínas en ratas 
sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) tratadas 
con el extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. durante 28 días 
 

69 

Figura 22: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
concentración de nitrógeno ureico en sangre (BUN) de las ratas sanas 
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

70 

Figura 23: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
concentración de creatinina en suero de las ratas sanas (control) y con 
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

71 

Figura 24: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
excreción urinaria de creatinina en las ratas sanas (control) y con  diabetes 
inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

72 

Figura 25: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) plasmática de las tratadas sanas 
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

73 

Figura 26: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el 
peso de los riñones de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la 
estreptozotocina (ETZ) 
 

74 

Figura 27: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
síntesis de proteínas en la corteza renal de las ratas sanas (control) y con 
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

74 

Figura 28: Foto representativa de microscopía óptica del efecto del extracto 
acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el contenido de colágeno I en el 
riñón de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la 
estreptozotocina (ETZ), al día 28 de trataminto 
 
 
 
 

75 

Figura 29: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el 
contenido de colágeno I en el riñón de las ratas sanas (control) y con diabetes 
inducida por la estreptozotocina (ETZ), al día 28 de trataminto 

76 



 11 

 
Figura 30: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre 
sobre la actividad de la catalasa (CAT) en la corteza renal de las ratas sanas 
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

77 

Figura 31: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) en la corteza renal de las ratas 
sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

78 

Figura 32: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
actividad de la glutatión reductasa (GR) en la corteza renal de las ratas sanas 
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

78 

Figura 33: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
actividad de la superóxido dismutasa total (SOD) en la corteza renal de las 
ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

79 

Figura 34: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
actividad de la superóxido dismutasa dependiente de cobre y zinc (CuZn-
SOD) y la superóxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD) en la 
corteza renal de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la 
estreptozotocina (ETZ) 
 

79 

Figura 35: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
peroxidación lipídica en la corteza renal de las ratas sanas (control) y con 
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

81 

Figura 36: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el 
contenido de grupos carbonilos de las proteínas en la corteza renal de las 
ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) 
 

81 

Figura 37: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
viabilidad de las célula Vero en cultivo 
 

82 

Figura 38: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta 
concentración de glucosa 
 

83 

Figura 39: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
citotoxicidad  inducida por la glucosa en células Vero 
 

84 

Figura 40: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L.sobre la 
proliferación de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta 
concentración de glucosa 
 
 
 

85 

Figura 41: Efecto de la inhibición de la óxido nítrico sintasa por el L-NAME  
(1mg/mL) sobre la respuesta protectora del extracto acuoso de la raíz de 
Ruellia tuberosa L. frente a la disminución de la viabilidad de las células Vero 
cultivadas con o sin un ambiente de alta concentración de glucosa 

86 



 12 

 

 
 
 
 
 

 
Figura 42: Efecto del nitroprusiato de sodio sobre la respuesta protectora del 
extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. frente a disminución de la 
viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta 
concentración de glucosa  
 

87 

Figura 43: Efecto peróxido de hidrógeno sobre la respuesta protectora del 
extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. frente a disminución de la 
viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta 
concentración de glucosa  
 

88 

Figura 44: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
actividad de la catalasa (CAT) en células Vero cultivadas con o sin un 
ambiente de alta concentración de glucosa 
 

89 

Figura 45: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) en células Vero cultivadas con o sin 
un ambiente de alta concentración de glucosa  
 

90 

Figura 46: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
actividad de la glutatión reductasa (GR)  en células Vero cultivadas con o sin 
un ambiente de alta concentración de glucosa  
 

90 

Figura 47: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
actividad de superóxido dismutasa total (SOD) en células Vero cultivadas con 
o sin un ambiente de alta concentración de glucosa  
 

91 

Figura 46: Efecto de la inducción de la proteína kinas a C por el 12-miristato-
13 acetato de forbol sobre la respuesta protectora del extracto acuoso de la 
raíz de Ruellia tuberosa L. frente a la disminución de la viabilidad de las 
células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta concentración de 
glucosa  
 

92 

Figura 47: Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre la 
expresión del factor NF-κB, basal y estimulada por el 12-miristato-13 acetato 
de forbol en células de cáncer de cuello uterino (HeLa)  
 

92 

Figura 50: Papel del estrés oxidativo y nitrosativo en el efecto protector el 
extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. sobre el daño renal en la 
diabetes 
 

116 

Figura 51: Mecanismo propuesto del efecto protector el extracto acuoso de la 
raíz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre el daño renal en la diabetes. Las lines 
discontinuas indican disminución o bloqueo 

117 



 13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LISTA DE TABLAS 

 Pág. 

Tabla I: Protocolos de tratamientos para los experimentos in vitro 57 

Tabla II: Efecto agudo del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
sobre la glicemia de ratas no diabéticas 
 

64 

Tabla III: Efecto agudo del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L.                  
sobre la glicemia de ratas con diabetes inducida por la estreptozotocina 

65 

 



 14 

ABREVIATURAS 
 
 

CRF Insuficiencia renal crónica 
DM1 Diabetes mellitus tipo 1 
DM2 Diabetes mellitus tipo 2 
AGEs Productos de glicosilación avanzada 
TGF-β Factor de crecimiento transformante β 
MAPKs Proteínas kinasas activadas por mitógenos 
ANG II Angiotensina II 
PKC Proteína kinasa C 
EROs Especies reactivas de oxígeno 
ETZ Estreptozotocina 
RT Extracto acuoso de la  raíz de Ruellia tuberosa L. 
ERNs Especies reactivas de nitrógeno 
H2O2 Peróxido de hidrógeno 
O2

-. Anión superóxido 
ON Óxido nítrico 
MFT Transdiferenciación miofibroblástica 
EMT Transición epitelial-mesenquimatosa 
α-SMA Α-actina del músculo liso 
HG Altas concentraciones de glucosa 
hPTEC Células epiteliales del túbulo proximal humano 
GH Hormona del crecimiento 
IGF Factor de crecimiento similar a la insulina 
VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial 
PDGF Factor de crecimiento derivado de las plaquetas 
CTGF Factor de crecimiento del tejido conectivo 
TSP-1 Trombospodina 1 
PKA Proteína kinasa A 
Smad Pequeñas madres contra la decapentaplejia (small mothers 

against decapentaplegic) 
PAI-1 Inhibidor del activador del plasminógeno 1 
TIMPs Inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la matriz 
AP-1 Proteína activada 1 
NF- κB Factor  nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de 

las células B activadas 
JAK Janus kinasa 
CREB Elemento de respuesta de unión al AMP cíclico 
STAT Transductores de señal y activadores de la transducción 

(signal transducers and activators of transcription) 
Sp-1 La  proteína específica 1 
MCP-1 Proteína quimioatrayente de monocitos 1 
CC-5 o RANTES Quimokina CC-5 
GLUT-1 Transportador de glucosa de tipo 1 
GLUT-4 Transportador de glucosa de tipo 4 
SGLT-1 Cotransportador de Na+-glucosa-1 
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GSH Glutatión reducido 
MIOX Enzima mioinositol oxigenasa 
ECM Matriz extracelular 
RAGE Receptor de los productos de glicosilación avanzada (AGEs) 
FN Fibronectina 
egr-1 Factor de respuesta de crecimiento temprano 
GFAT Glutamina:fructosa-6-fosfato-aminotransferasa 
DAG Diacilglicerol 
PLC Fosfolipasa C 
OH. Radical hidroxilo 
ONOO- Peroxinitrito 
NOS Sintasa del óxido nítrico 
eNOS Sintasa del óxido nítrico endotelial 
nNOS Sintasa del óxido nítrico neuronal 
iNOS Sintasa del óxido nítrico inducible 
mNOS Sintasa del óxido nítrico mitocondrial 
NOA1 Proteína 1 asociada al óxido nítrico 
CuZn-SOD Superóxido dismutasa dependiente de zinc y cobre 
Mn-SOD Superóxido dismutasa dependiente de manganeso 
CAT Catalasa 
GPx Glutatión peroxidasa 
GR Glutatión reductasa 
NO+ Nitronio 
N2O3 Trióxido de dinitrógeno 
BUN Nitrógeno de ureico en sangre 
NPS Nitroprusiato de sodio 
NBT Nitroazul de tetrazolio 
DT50 Dosis tóxica media 
DT50 Dosis letal media 
GSSG Glutatión oxidado 
MDA Malondialdehído 
DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazina 
TCA Acido tricloroacético 
PBS Buffer salino-fosfato 
MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio 
Vero Células de epitelio renal 
NG Sin ambiente de alta concentración de glucosa 
HG Con ambiente de alta concentración de glucosa 
HeLa Células de cáncer de cuello uterino 
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RESUMEN 

 

La diabetes es una de los principales problemas de la salud pública mundial, en 

parte debido a su asociación con otras enfermedades cardiometabólicas. Las 

complicaciones tisulares de la diabetes es su principal causa de muerte, siendo la 

nefropatía diabética la que lidera la lista de daños inducidos por la hiperglicemia 

crónica. Se conocen varios mediadores celulares de la nefropatía: la angiotensina 

II, los productos de glicosilación avanzada, las kinasas activadas por mitógenos, 

las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, entre otras, cuya activación traen 

como consecuencia el aumento de la síntesis de proteínas de la matriz 

extracelular, el ensanchamiento del glomérulo, el daño tubular y la fibrosis. Esto se 

traduce en insuficiencia renal crónica, caracterizada por la proteinuria, el aumento 

de la diuresis, el desequilibrio electrolítico, el incremento de creatinina plasmática 

y del nitrógeno ureico en sangre (BUN), los cuales son considerados marcadores 

clínicos del daño renal en la diabetes. Muchos grupos de investigación están 

enfocados en la búsqueda de fármacos que sean capaces de abolir, disminuir o 

prevenir la nefropatía diabética. En el campo de la  etnobotánica, la etnomedicina 

y la etnofarmacología existen diversos estudios que han aportado nuevas 

especies, fitofármacos y productos naturales para el tratamiento no sólo 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 está distribuida en todo el país. Las partes aéreas de esta 

especie han sido estudiadas de manera exhaustiva, encontrándose actividad: 

antidiabética, antioxidante, antiinflamatoria y analgésica. Sin embargo, su raíz ha 

sido muy poco estudiada. Recientemente, reportamos la actividad analgésica y 

antiinflamatoria del extracto acuoso de la raíz de R. tuberosa (RT) en animales de 

experimentación. 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 evaluó el efecto del RT sobre el daño 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 

evaluó la relación de la actividad protectora del RT con su potencial antioxidante y 

con la inhibición de la vía de señalización de la PKC-NF-κB. Para ello fueron 

evaluadas las modificaciones de la glicemia, de los marcadores de daño renal, el 

daño oxidativo renal, el sistema antioxidante renal, la proliferación y muerte de las 

células de epitelio renal, en los modelos experimentales bajo diferentes 

condiciones de estrés. Asimismo la expresión del NF-κB inducida por un activador 

de la PKC (PMA) en células de cáncer de cuello uterino (HeLa), la actividad 

antioxidante  y el contenido de polifenoles del extracto.  Los resultados muestran 

que el RT contiene compuestos polifenólicos y que produce un efecto atrapador 

del anión superóxido, estableciéndose así su capacidad antioxidante. El RT 

disminuyó la glicemia, la proteinuria, la diuresis, el BUN  la creatinina plasmática y 

la pérdida de peso en los animales diabéticos; disminuyó el contenido de grupos 

carbonilos en las proteínas, de malonildialdehido, de proteínas totales en la 

corteza renal y suprimió el incremento del peso del riñón en las ratas con diabetes 

inducida por la ETZ; contrarrestó el decremento de la actividad de la CAT, SOD 

total, CuZn-SOD,  GPx y GR inducida por la glucosa in vivo e in vitro; protegió a 

las células Vero de la glucotoxicidad, del estrés oxidativo y del estrés nitrosativo, 

inducido por la alta glucosa, por el peróxido de hidrógeno y por el nitroprusiato de 

sodio respectivamente. Sin embargo, el peróxido, el nitroprusiato así como el PMA 

disminuyeron el efecto protector del RT sobre la glucotoxicidad. Este extracto 

previno el incremento de la actividad del NF-κB inducido por el PMA en las células 

HeLa. Todos estos hallazgos establecen al RT como un antioxidante con efecto 

protector sobre el daño renal en la diabetes, tanto in vivo como in vitro, a través de 

un mecanismo que involucra la disminución de la glicemia, del estrés oxidativo, del 

estrés nitrosativo, y de la vía de señalización de la PKC-NF-kB. Esto aporta, por 

primera vez, información acerca de los efectos farmacológicos de la especie, a la 

vez que contribuye tanto a la validación de su uso tradicional como a la 

caracterización farmacológica de su género, sentado así las bases para el estudio 

fitoquímico y tecnológico de este potencial fitofármaco. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La diabetes mellitus es un trastorno metabólico caracterizado principalmente por 

un desequilibrio del metabolismo de la glucosa, debido a defectos en la secreción 

de insulina por las células beta páncreas (diabetes tipo 1) o por la disminución de 

la actividad de ésta a nivel celular (diabetes tipo 2), la cual generalmente viene 

acompañada por un déficit en la secreción de insulina; de manera que hay un 

aumento de la glucosa sanguínea. La hiperglicemia se ha observado en otros tipos 

de patologías que son consideradas también como un tipo de diabetes, tales 

como: pancreatitis, neoplasias pancreáticas, infección por citomegalovirus, 

acromegalia, glucagonomas, hipertiroidismo, diabetes inducida por medicamentos, 

diabetes gestacional, entre otras (American Diabetes Association, 2007a,b; 

Organización Mundial de la Salud, 2011). Esta enfermedad se ha convertido en 

uno de los mayores problemas de salud pública, debido a su alta morbilidad y a su 

asociación con otros trastornos como la obesidad, hipertensión arterial, 

insuficiencia cardiaca e insuficiencia renal (Wild y col., 2004; Gilbert y col., 2006; 

Balkau y col., 2007). Miyazato y colaboradores (2005) asociaron la disfunción 

diastólica con la diabetes y la insuficiencia renal crónica en pacientes (figura 1), 

concluyendo que la cardiopatía está marcadamente aumentada en pacientes con 

diabetes y/o nefropatía. Adicionalmente, esta enfermedad presenta una importante 

vinculación con la socioeconomía mundial, más del 80% de las muertes por 

diabetes se registran en países de ingresos bajos y medios.  Asimismo, en países 

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

(Organización Mundial de la Salud, 2011).  

 

En el año 2000 la cifra estimada de personas con diabetes a nivel mundial (figura 

2) era de 171 millones y la proyección para el año 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, según cifras estimadas de la 

Organización Mundial de la Salud a comienzos del siglo XXI. Asimismo, 

Venezuela es considerado como uno de los países del mundo con más baja 

incidencia de diabetes tipo 1 (DM1), la cual es alrededor de 0,1 por cada 100 

habitantes por año (Organización Mundial de la Salud, 2007; Soltesz y col., 2007). 

No obstante, la diabetes mellitus ha sido la sexta causa de muerte en el país en la 

últimas décadas, por encima de enfermedades tales como las respiratorias y las 

infecciosas, una situación que actualmente ha venido agravándose, ya que las 

últimas cifras del Ministerio para el Poder Popular para la Salud revela que en el 

año 2011, la diabetes, pasó de ser la sexta a convertirse en la cuarta causa de 

muerte.  

 

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

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

años en Venezuela (Ministerio del Poder Popular para la Salud, 2007 y 2012). 
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Figura 1. Pacientes con disfusión diastólica en presencia o ausencia de diabetes e 
insuficiencia renal crónica. CRF: insuficiencia renal crónica. DM: diabetes mellitus 
(Miyazato y col., 2005).   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 2. Prevalencia Global de la Diabetes Mellitus. Cifras Estimadas del año 2000 y 
proyectadas para el año 2030 (Organización 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 aparición de complicaciones 

patológicas inducidas por la hiperglicemia prolongada sobre algunos tejidos 

blancos, tales como: la retina, el tejido nervioso, los vasos sanguíneos, el corazón 

y el riñón (Bloomgarden, 2004; Boyle, 2007), siendo este último de gran 

importancia debido a que la condición diabética es la principal causa de 

insuficiencia renal terminal (American Diabetes Association, 2004). En países 

como Estados Unidos, Japón, Alemania y el Reino Unido, la nefropatía diabética 

constituye el 46, 41, 34 y 18 %, respectivamente, del total de casos de 

insuficiencia renal terminal (Feest, 2007).   

 

El riñón al igual que la mayoría de órganos afectados en la diabetes, sufre un daño 

celular mediado por diferentes moléculas, entre las que se encuentran: los 
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polioles, las hexosaminas, los productos de glicosilación avanzada (AGEs), el 

factor de crecimiento transformante β (TGF-β), las proteínas kinasas activadas por 

mitógenos (MAPKs), la angiotensina II (ANG II), la proteína kinasa C (PKC), las 

especies reactivas de oxigeno (EROs), entre otras (Leeheyn y col., 2000; 

Schrijvers y col., 2004; Kanwar y col., 2005). La activación de estos mediadores, 

por exposición a altas concentraciones de glucosa, trae como consecuencia la 

alteración de la expresión de las proteínas 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, hiperfiltración, cambios 

hemodinámicos y proteinuria, las cuales son alteraciones características de la 

nefropatía diabética (Wolf y Ziyadeh, 1999; Mason y Wahab, 2003;  Kanwar y col., 

2005; Wolf y Ziyadeh, 2007).  

 

Es importante mencionar que la búsqueda de nuevos compuestos químicos con 

actividades antidiabéticas o capaces de proteger o contrarrestar el daño 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 etnofarmacológico de plantas con potencial uso en la diabetes y sus 

complicaciones, así como también el aislamiento, purificación y elucidación 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 fármacos entre 1981 y el 2002 que los 
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productos naturales representan el 28% de los nuevos compuestos químicos 

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, así como también en la 

clínica, mediante el desarrollo de fitofármacos por parte de la industria 

farmacéutica (figura 4). Entre los géneros más 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., 2012a,b). En países 

como la India y los Estados Unidos, en los últimos años, se han patentado cerca 

de 200 y 100 medicamentos herbarios respectivamente, de los cuales 29 son 

utilizados en la diabetes, consolidándose así, como la principal patología en la 

investigación y desarrollo de fitofármacos (figuras 5 y 6). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Distribución de plantas antidiabéticas investigadas. (Chan y col., 2012).  
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Figura 5. Distribución de las patentes basadas en las enfermedades más frecuentes 
durante 2001-2010 en la India. (Sahoo y col., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Distribución de las patentes basadas en las enfermedades más 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 número de las plantas comercializadas en los mercados y los 

herbolarios no han sido estudiadas etnobotánicamente y/o farmacológicamente, 
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así como tampoco han sido aislados, identificados y caracterizados los 

compuestos químicos responsables de su actividad. Entre las plantas estudiadas 

en nuestro país, se destacan: Justicia secunda Vahl (sangrienta), Cedrela odorata 

L. (cedro), Melia azedarach L. (alelí), 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 (árnica), Lepidium virginicum L. 

(mastuerzo), Cecropia sp. (yagrumo), Tradescantia zebrina Heynh.(suelda 

consuelda), Equisetum giganteum L. (cola de caballo), Croton malambo H. Karst. 

(palomatías), 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 

Ríos y col., 2000; Bermúdez y Velázquez, 2002; Gil y col., 2003; Estrada y col., 

2005; Gil y col., 2006; Torríco y col., 2007; Ciangherotti y col., 2007; Fernández-

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

 

Desde el punto de vista de la comercialización de fitofármacos, en Venezuela 

existe una industria promisoria, encontrándose 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 



 26 

exhibido potente actividad antidiabética y antioxidante. El pycnogenol (extracto de 

corteza de pino francés) produce un efecto antidiabético, tanto en animales de 

experimentación 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), así como antioxidante y protector del daño 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 

íntimamente 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., 

2012b) 

 

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

col., 2011; Kensa y col., 2012ª 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 país esta especie es utilizada de manera tradicional para el tratamiento de 

la diabetes (Ciangherotti y col., 2007; Chothani y col., 2010), así 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 raíces fibrosas y tuberosas, tallos tetrágonos; hojas simples, opuestas, 

alternas, sin estipulas y algo rugosas. Lámina oblongo-obovada de 6-8 cm x 4,2 

cm, base atenuada, margen entero a ligeramente sinuado y ápice agudo a 

redondeado. Las flores son campanuladas en cimas axilares o terminales; cáliz 

con 5 sépalos lineales libres o apenas unidos en la base; corola gamopétala, lila, 

subactinomorfa, tubo de hasta 3 cm de largo, 5 lóbulos de hasta 1,4 cm de largo.  

El fruto está constituido por una cápsula sésil de 2 cm de largo, de color marrón-

grisáceo, las semillas son lenticulares y numerosas. En Venezuela crece desde los 

10 hasta los 1900 metros sobre el nivel del mar, en prácticamente todo el país 

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

 

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 raíz 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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farmacológicamente el extracto acuoso de la  raíz de R. tuberosa L. (RT) en los 

últimos años, logrando validar su uso tradicional como antiinflamatorio y 

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. raíz. (Arirudran y col., 
2011a).  

 

Entre los productos naturales aislados de las partes aéreas de R. tuberosa L. se 

encuentran: la apigenina y la apigenina-7-β-D-glucurónido (Behari y col., 1981; 

Misra y col., 1997, Singh y col., 2002), los cuales han sido señalados 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 más exhaustivamente. Se conoce 

de manera preliminar la presencia de flavonoides, fenoles y saponinas en 

extractos de todas las partes de la planta, incluyendo la raíz (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 químicos 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 nitrógeno (ERNs), tales como: el peróxido de hidrógeno (H2O2), el 

anión superóxido (O2
-.) y el óxido nítrico (ON), principalmente los extractos 

orgánicos (Chen y col., 2006; Arirudran y col., 2011 b; Kensa y col., 2012). Todas 

estas especies reactivas son mediadores muy importantes del daño renal en la 

diabetes (Stanton, 2011). En este sentido, resulta interesante evaluar el posible 

efecto de RT sobre el daño renal en la diabetes. Al mismo tiempo de contribuir con 

la caracterización etnofarmacológica y con la validación del uso tradicional de esta 

especie perteneciente a la valiosa biodiversidad nacional. 

 

1.1. Mecanismos Celulares del Daño Renal en la Diabetes 

 

Son varios los tipos celulares susceptibles al daño inducido por concentraciones 

altas de glucosa, siendo las principalmente afectadas las células mesenquimales-

angioblásticas, tales como las células endoteliales; seguido de las angioblásticas, 

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 condición de 

hiperglicemia crónica, las células renales sufren cambios fenotípicos que traen 

como consecuencia la fibrosis y la pérdida de la función renal, conduciendo al 
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establecimiento de la nefropatía (Simonson, 2007). En la figura 9 se pueden 

observar los dos cambios fenotípicos presentes en la nefropatía diabética, la 

transdiferenciación miofibroblástica (MFT) y la transición epitelial-mesenquimatosa 

(EMT).  

 

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).  

 



 31 

Estos procesos fenotípicos alteran la estructura y la función de las células 

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

reprogramación nuclear inducida por algunas citoquinas y factores de crecimiento, 

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

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

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

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

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

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

Simonson, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Inducción de la glomeruloesclerosis y fibrosis túbulointersticial por los procesos 
fenotípicos: la transdiferenciación miofibroblástica (MFT) y la transición epitelial - 
mesenquimal (EMT) en la nefropatía diabética (Simonson, 2007). 
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Las células formadas como resultado de los cambios fenotípicos en el riñón son 

consideradas efectoras profibróticas, en las cuales hay un aumento de la 

expresión de las citoquinas proinflamatorias (en especial el TGF-β), de la α-actina 

del músculo liso (α-SMA) y de las proteínas de la matriz extracelular (Simonson, 

2007). En modelos experimentales de diabetes se han observado un aumento de 

la α-SMA en el riñón, siendo este considerado un marcador de ambos procesos 

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

 

El TGF-β, la ANG II y los AGEs son algunos de los factores profibróticos 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 están elevados en la 

diabetes (Wolf y Ziyadeh, 1999;  Vidotti y col., 2004; Schrijvers y col., 2004;  

Ziyadeh, 2004), no está claro, sí las altas concentraciones de glucosa pueden 

directamente estimular las transiciones fenotípicas Sin embargo, la hiperglicemia 

es considerada un estímulo potencial de estos cambios (Simonson, 2007). Más 

aún, está bien establecido  que el daño renal en la diabetes es causado por la 

acumulación de proteínas de la matriz extracelular  tanto en el glomérulo como en 

el intersticio (Steffes y col., 1992; Lane y col., 1993). Entre las proteínas de la 

matriz, alteradas en la nefropatía diabética, se encuentran, la fibronectina, la 

laminina y el colágeno tipo I, III y IV (Mason y Wahab, 2003). Nerlich y Schleicher 

(1991) mostraron un incremento de la inmunoreactividad del colágeno IV y la 

fibronectina en la matriz mesangial de riñones de pacientes diabéticos en 

comparación con riñones de individuos sanos. Asimismo, Wahab y colaboradores 

(1996) reportaron este mismo incremento, pero en células mesangiales humanas 
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cultivadas bajo un ambiente de alta glucosa. El aumento de la expresión del 

colágeno IV inducido por la glucosa ha sido observado también en los podocitos 

renales (Iglesias y col., 2002), en células del epitelio tubular (Skill y col., 2004) y en 

células mesangiales (Baccora y col., 2007) en modelos animales; así como 

también en riñones de ratas con diabetes inducida por ETZ (Kamalakkannan y 

col., 2006).  

 

Por otra parte, las células del epitelio tubular sufren inhibición de la proliferación y 

apoptosis bajo un ambiente prolongado de concentraciones altas de glucosa, esto 

acompañado 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 exposición a 25 mM de 

glucosa (alta concentración) es capaz de aumentar la proliferación de células 

epiteliales del túbulo proximal de humano (hPTEC), hasta las primeras 24 horas, 

seguido de una inhibición de la proliferación (evaluada por la incorporación de 

[3H]-timidina). Adicionalmente, estos autores demostraron que la exposición a 

altas concentraciones de glucosa por 10 minutos produce el mismo esquema de 

proliferación, observándose por primera vez que esta exposición 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 disfunción tubular (figura 10).  

 

 

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
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Figura 10. Efecto de la exposición crónica y aguda a altas concentraciones de glucosa 
(HG) sobre la síntesis de ADN (marcador de proliferación) 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 (número de células) en condición 
aguda o crónica de HG (Samikkannu y col., 2006). 

 

Los cambios celulares finales, tales como, la fibrosis tubulointersticial, la 

glomeruloesclerosis, las alteraciones en la proliferación celular y la apoptosis, son 

muy complejos y son mediados por diversos factores, los cuales se encuentran 

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

(vía del mioinositol), la glucosamina-6-fosfato (vía de las hexosaminas) y el sorbitol 
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(vía de los polioles); factores hemodinámicos como la ANG II, endotelina-1, el ON 

y algunas prostaglandinas; factores de crecimiento, citoquinas y relacionados 

como el TGF-β, 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 transcripción como la PKC, la PKA, las proteínas de unión al GTP (Rho, Gq, 

Gs, Ras, entre otras), las EROs, las MAPKs, las pequeñas madres contra la 

decapentaplejia (small mothers against decapentaplegic, Smad), el inhibidor del 

factor activador del plasminógeno 1 (PAI-1), los inhibidores tisulares de las 

metaloproteinasas de la matriz (TIMPs), la proteína activada 1 (AP-1), el factor  

nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF- 

κB), la janus kinasa (JAK), el elemento de respuesta de unión al AMPc (CREB), 

los transductores de señal y los activadores de la transducción (signal transducers 

and activators of transcription, STAT), c-Fos, c-Jun, la  proteína específica 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 mayoría de estos factores están 

relacionados o tienen vías de señalización entrecruzadas, lo que al final conduce 

al aumento de la expresión de la matriz extracelular y el daño renal en la diabetes 

(figuras 11, 12 y 13). El NF-κB es un buen ejemplo de ello. Este factor de 

transcripción activado por diversas señales, tales como la ANG-II y la PKC,  regula 

corriente abajo la expresión de varios genes relacionados con la progresión del 

daño renal, entre los que se encuentran: la proteína quimioatrayente de monocitos 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_adenosine_monophosphate
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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 daño renal 

(Gnudi y col., 2007).  

 

 

 

 

 

 

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

La excesiva concentración de glucosa intracelular puede dirigirse a varias rutas 

metabólicas que favorecen la nefropatía. Una de estas vías es la de los polioles, 

en la cual la glucosa es convertida a sorbitol mediante la acción de la aldosa 

reductasa dependiente de NAD(P)H (coenzima redox) y posterior oxidación a 

fructosa a través de la sorbitol deshidrogenasa,  acompañado de la  producción de 
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NADH (coenzima redox), por lo que un aumento de la actividad de esta vía 

contribuye al desequilibrio oxidativo, produciéndose: un agotamiento del NAD(P)H 

y del glutatión reducido (GSH), así como un incremento de la relación NADH/NAD+ 

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

 

Otra vía activada en la diabetes es la del mioinositol, en donde se ha evidenciado 

un agotamiento de este intermediario por causa de una sobreexpresión de la 

enzima mioinositol oxigenasa (MIOX) inducida por las altas concentraciones de 

glucosa a través de la activación de la vía de los polioles (Prabhu y col., 2005; 

Kayak y col., 2005).  

 

Por otra parte, la fructosa-6-fosfato formada por la degradación oxidativa de la 

glucosa es la puerta de entrada hacia la vía de las hexosaminas,  al ser convertida 

a glucosamina-6-fosfato por la acción de la glutamina:fructosa-6-fosfato-

aminotransferasa (GFAT), enzima que juega un papel relevante en la nefropatía 

diabética debido a que su inhibición afecta la actividad de mediadores importantes 

como el TGF-β  y el PAI-1 (Schleicher  y col., 2000; Kanwar y col., 2005). Cabe 

destacar que las hexosaminas inducen estrés oxidativo e incrementan la síntesis 

de las proteínas de la matriz extracelular en las células renales (Singh y col., 2004; 

Singh y col., 2007).  

 

Los AGEs son otros de los productos metabólicos de la glucosa incrementados 

por la hiperglicemia. Son considerados complejos tóxicos que producen daño 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). 

 

Figura 12. Modelo por el cual la hiperglicemia (HG) promueve la acumulación de las 
proteínas de la matriz extracelular (ECM) en las células mesangiales (Manson y Wahab, 
2003). Angiotensina II (ANG II), Enzima convertidora de angiotensina, especies reactivas 
de oxígeno (ROS), Transportador de glucosa tipo 1 (GLUT-1) factor de crecimiento 

transformarte  (TGF-), productos de glicosilación avanzada (AGEs), receptor de los 
AGEs (RAGE), proteína kinasa C (PKC), kinasa activada por mitógeno (MAPK),  
Fibronectina (FN),  la trombospodina 1 (TSP-1), el factor nuclear κB (NF- κB), elemento de 
respuesta de unión al AMPc (CREB), factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), 
Factor de crecimiento epidermal,  proteína activada 1 (AP-1), factor de respuesta de 
crecimiento temprano (egr-1) pequeñas madres contra la decapentaplejia (Smad).  

http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_adenosine_monophosphate
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Figura 13. Vías y eventos que conducen a la nefropatía diabética (Kanwar y col., 2005). 

 

Estos productos abarcan un grupo de proteínas y lípidos 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 vías dependientes de la 

PKC, las MAPKs y las EROs, favoreciendo de esta manera la liberación de 

factores profibróticos como el TGF-β y el aumento de la expresión de las proteínas 

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 MAPKs, las Smads y las 

EROs son el eje central de la nefropatía diabética y pueden ser activadas por 

diversas señales, tales como: las altas concentraciones de glucosa, el TGF-β, la 

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

 

La activación de la PKC la realiza principalmente el diacilglicerol (DAG), 

proveniente del metabolismo del gliceraldehido-3-fosfato (glicólisis) o por la acción 

de la fosfolipasa C (PLC) sobre los fosfolípidos de la membrana plasmática, 

favoreciendo la activación 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 mayoría de sus isoformas involucradas 

en el daño renal (Whyteside y col., 2002). La PKC-α y la PKC-β  han mostrado ser 

mediadoras del daño 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 glucotóxico, un 

aumento de la expresión de colágeno IV, la cual fue significativamente disminuida 
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por un inhibidor de la PKC-δ, dejando en claro la participación de esta kinasa en la 

acumulación de proteínas de la matriz extracelular.   

 

En general, la activación de la vía DAG-PKC-ERK en la diabetes conduce a la 

disfunción renal por el incremento en la producción de las EROs, de las 

prostaglandinas,  de la expresión de TGF-β y de los componentes de la matriz 

extracelular, así como también por la disminución de la actividad de la Na+, K+ 

ATPasa (Koya y col., 1997; Haneda y col., 2001; Kawan y col., 2005; Ohshiro y 

col., 2006). Además de la hiperglicemia prolongada, la ANG II juega un papel 

importante en la activación de la PKC en las células renales (Leehey y col., 2000; 

Ikehara y col., 2003). La expresión de la mayoría de los genes relacionados con la 

nefropatía diabética es realizada a través de dos sistemas de señalización: las 

MAPKs y las Smads (Schiffer y col., 2000; Manson y Wahab, 2003; Ziyadeh, 

2004).  

 

Ambas vías son activadas por la citoquina más importante en el daño renal en la 

diabetes, el TGF-β (Ziyadeh, 2004; Kanwar y col., 2005; Young y col., 2005). Este 

componente actúa a través del receptor tipo 1, activando las proteínas Smad 2 y 3, 

las cuales forman un complejo con Smad 4 para así transponerse hacia el núcleo 

y regular la transcripción de varios genes, tales como: TSP-1, colágeno I 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-

1 y 2, la p-38 MAPK y la JNK) están involucrados en los eventos que 

desencadenan el aumento de la expresión de las proteínas de la matriz 
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extracelular en la diabetes.  (Haneda y col., 1997; Kanwar y col., 2003). La 

activación de estas kinasas es estimulada tanto por las altas concentraciones de 

glucosa, como por los AGEs, el TGF-β, el PDGF, la ANG II, las EROs, entre otros 

(Hannken y col., 2000; Tsiani y col., 2002; Gorin y col., 2004; Kanwar y col., 2005), 

encontrándose, esta activación, correlacionada con las lesiones glomerulares 

observadas en los pacientes diabéticos (Toyoda y col., 2004). Entre los genes 

cuya expresión es aumentada por activación de las MAPKs en la nefropatía 

diabética, se encuentran: el TGF-β, 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 daño renal 

en la diabetes. Dentro de estas especies se encuentran: el O2
.-, el H2O2, el radical 

hidroxilo (OH.) y el producto de la conjugación del O2
.- con el ON, el peroxinitrito 

(ONOO-). El O2
.- es el producto de la reducción parcial del O2 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 plasmática 

por la acción de la NAD(P)H oxidasa (Bergendi y col., 1999; Droge, 2002). Lee y 

colaboradores (2003) observaron que tanto la inhibición del complejo I 

mitocondrial por la rotenona, como la inhibición de la NAD(P)H oxidasa por la 

apocinina, bloqueaban la producción de las EROs inducida por la glucosa en las 

células mesangiales y la secreción de fibronectina en las células del epitelio 

tubular, sugiriendo la participación de los dos sistemas generadores de O2
.- en el 

daño renal. Más aún, se ha reportado la sobreexpresión de algunas de las 

subunidades de la NAD(P)H oxidasa, como la NOX-4 y la p22phox  en los riñones 
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de ratas con diabetes inducida por la ETZ (Etoh y col., 2003), así como también en 

las células mesangiales sometidas a una alta concentración de glucosa in vitro 

(Xia y col., 2005). 

 

Por su parte, el ON es producto de la conversión de la L-arginina a citrulina 

mediante la acción de la sintasa del oxido nítrico (NOS), de la cual existen varias 

isoformas: la endotelial (eNOS), la neuronal (nNOS) y la inducible (iNOS). 

Adicionalmente, en la mitocondria se encuentra una variante de la nNOS con 

modificación post-traduccional, denominada mNOS (Finocchietto y col., 2009; 

Stefano y Kream, 2011). El NO también es formado a partir otras fuentes, tal como 

es el caso de los nitritos citosólicos y mitocondriales a través de  la acción de las 

nitrito reductasas (Stefano y Kream, 2011). Basu y colaboradores (2008), 

demostraron que el citocromo c mitocondrial es capaz de catalizar la conversión 

de nitrito en NO, estableciéndose de esta manera una actividad nitrito reductasa 

de esta proteína clave en la vida y muerte de la célula. Recientemente, se  

identificó el gen mAtNOS1 que codifica para la proteína 1 asociada al ON (NOA1), 

una posible nueva sintasa, la cual está ligada a la regulación del ON mitocondrial y 

es necesaria para la modulación dependiente de O2 de los complejos de la cadena 

respiratoria (Zemojtel y col., 2006; Heidler y col., 2011). Sin embargo, aún se 

desconoce la vinculación de estas nuevas fuentes de ON en la diabetes y en el 

daño renal en la diabetes.  

 

Las proteínas, los lípidos y  los ácidos nucleídos son oxidados por las EROs, 

constituyendo así el daño oxidativo de la célula que conlleva  la disfunción del 
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tejido (Droge, 2002). Sin embargo, las células cuentan con sistemas de defensa 

antioxidante para contrarrestar este daño (Yu, 1994). Las principales enzimas 

antioxidantes son la superóxido dismutasa dependiente de zinc y cobre (CuZn-

SOD), la superóxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD),  la 

catalasa (CAT), la glutatión peroxidasa (GPx), la glutatión reductasa (GR), la 

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

 

Las SODs catalizan la dismutación del O2
.- a H2O2 y O2, mientras que la CAT y la 

GPx reducen el H2O2 a H2O (figura 14). En pacientes con  nefropatía diabética se 

ha observado una inhibición de la expresión de algunas de estas enzimas, tales 

como la CAT y la SOD, favoreciéndose así el desbalance oxidativo celular 

(Hodgkinson y col., 2003). Asimismo, algunos modelos de animales diabéticos que 

sobreexpresan la CAT o la SOD, presentan una significativa disminución del daño 

renal (Craven y col., 2001a; DeRubertis y col., 2004; Brezniceanu y col., 2008) y de 

la acumulación de proteínas de la matriz extracelular en las células renales en 

cultivo (Craven y col., 2001b).  

 

Las altas concentraciones de glucosa incrementan la formación de las EROs, 

tanto en las células mesangiales como en las del epitelio tubular (Ha y col., 

2002a,b). Este aumento del estrés oxidativo está asociado a la glucosa intracelular, 

ya que el pre tratamiento con citocalacina B (un inhibidor del GLUT-1) bloquea la 

producción de las EROs en las células mesangiales (Ha y col., 2002a). Estas 

moléculas estimulan diversas cascadas de señalización 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 relación con la nefropatía diabética 

(Lee y col., 2003; Marrero y col., 2006). La activación de estas vías de 

señalización estimula la expresión de algunas proteínas profibróticas por la acción 

de factores de transcripción, tales como: el NF-B, la AP-1 y la Sp-1 (Lee y col., 

2003). De esta manera las EROs aumentan la expresión del TGF-, del PAI-1 (el 

cuál disminuye la degradación de la matriz extracelular), de la fibronectina y del 

colágeno 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 inducción 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 O2

.- y sus vías metabólicas (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-  y de la ANG II (figura 12) (Leehey y col., 2000; 

Scivitatto y col., 2000; Lee y col., 2003;  Leehey y col., 2005). Esta última, induce 

la producción 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 número de 

proteínas, trayendo como consecuencia su inactivación o su sobreactividad. Entre 

estas modificaciones se encuentran: la nitrosación, mediada por el nitronio (NO+) y 

el trióxido de dinitrógeno (N2O3), la nitrosilación, mediada por el NO. la nitración 

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 daño 

nitrosativo, tal como la formación nitrotirosina a partir de proteínas blanco, se ha 

visto incrementado en riñones de ratas diabéticas (Fujii y col., 2010). El ON es el 

principal radical nitrosativo envuelto en la patogénesis de la nefropatía diabética. 

La disminución de la producción de este compuesto a partir de la SON, está 

asociado con el daño renal en la diabetes (Prabhakar y col., 2007). En ratas con 

diabetes inducida por la ETZ se ha demostrado una disminución de los niveles de 

ON renal, acompañado de una disminución de la actividad de la SON y en 

especial por un decremento de la expresión de la isoforma neuronal (SONn) 

(Keinan y col., 2000; Khamaisi y col., 2006).  La disminución en la generación del 
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ON ha sido observada in vitro, en fibroblastos renales expuestos a altas 

concentraciones de glucosa, en donde la aplicación de compuestos donadores de 

ON, suprimen el incremento de las señales mitogénicas mediadas por las MAPKs 

y las JAK/STAT inducido por la glucosa, sugiriendo que el ON juega un papel 

importante en la modulación de la respuesta mitogénica en la nefropatía diabética 

(Chuang y col., 2006). Otros trabajos en animales diabéticos han mostrado que el 

aumento de los niveles de ON por la administración de L-arginina (precursor), 

disminuye la proteinuria y previene la hiperfiltración glomerular (Reyes y col., 

1993). 

Los niveles de ambas especies, las EROs y las ERNs, dependen de la relación de 

producción inicial de O2
.- y de NO. (NO./O2

.-). Razones de NO./ O2.- mayores que 

10 traen como consecuencia nitrosación de proteínas 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 máxima activación celular, en donde se produce 

activación de las proteasas, la oxidación de los dedos de zinc y alteración de la 

función de varias proteínas, por nitración de las mismas, todo esto mediado por la 

acción de la especie predominante bajo esas condiciones, el ONOO-. Finalmente, 

relaciones menores o iguales a 0,5 promueven la oxidación y carbonilación de 

proteínas, la oxidación de ácidos nucleicos y la oxidación de lípidos, 

estableciéndose la condición de estrés oxidativo que conduce a la muerte celular. 

Este último nivel es mediado predominantemente por el NO2
- 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 Ruellia tuberosa L. en la diabetes  y sus complicaciones 

 

Como ha sido mencionado, tanto la raíz como las partes aéreas de la planta, son 

empleadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes (Chothani 

y col., 2010a). No obstante su caracterización etnofarmacológica ha sido 

insuficiente, sobre todo en lo que respecta al RT. Recientemente, Ullah y 

colaboradores (2012) mostraron que el tratamiento oral con el extracto metanólico 

de todas las partes de R. tuberosa L. en conejos con diabetes inducida por el 

aloxano, fue capaz de disminuir los niveles de glucosa sanguínea de manera 

aguda, después de 4 horas, con resultados comparables a los de la tolbutamina. 

Asimismo, Rajan y colaboradores (2012) empleando el extracto metanólico de las 

hojas demostraron el mismo efecto antihiperglicemiante a las dosis de 100 y 200 

mg/kg/día durante 14 días en ratas con diabetes inducida por el aloxano. Estos 

hallazgos respaldan los resultados de Chothani y colaboradores (2010b), quienes 

también administraron extractos metanólicos, pero de hojas y raíz por separado, a 

ratas con diabetes tipo II inducida por la ETZ combinada con nicotinamida, durante 

15 días; en donde encontraron que no sólo fueron capaces de disminuir la 

glicemia, sino también los niveles plasmáticos de colesterol total y de HDL, 

sugiriendo que ambos extractos ejercen un efecto antidiabético con control 

adicional de factores metabólicos de riesgo cardiovascular. Este estudio 

representa el único hasta la fecha en donde se ha evaluado la raíz de esta 

especie.  Sin embargo, el extracto empleado fue orgánico y no acuoso, lo que 
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podría 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 daños 

tisulares inducidos por la diabetes, se conoce que el extracto hidroalcohólico de 

las hojas frescas de esta planta ha revertido, de manera crónica, el daño renal en 

las ratas diabéticas inducidas por el aloxano, evaluadas desde el punto de vista de 

sólo dos marcadores de la función renal: el nitrógeno ureico en sangre (BUN) y la 

creatinina plasmática (Manikandan y Arokia, 2010 a). Adicionalmente, sobre este 

mismo modelo, el extracto hidroalcohólico de R. tuberosa L. fue capaz de proteger 

al hígado del daño glucotóxico, tanto por revertir el incremento de las 

transaminasas y de la fosfatasa ácida, así como también por disminuir la 

peroxidación lipídica en el tejido hepático inducida por la diabetes (Manikandan y 

Arokia, 2010 a; Manikandan y Arokia, 2010 b), sugiriendo un papel importante de la 

regulación del estrés oxidativo en la acción antidiabética de esta especie. A la vez 

que establece las bases para el estudio del efecto del RT sobre las 

complicaciones de la diabetes y la participación de los sistemas oxidantes y 

antioxidantes en la posible actividad protectora. 

 

La búsqueda de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de la diabetes 

mellitus y sus complicaciones es el punto central de la investigación de decenas 

de laboratorios en el mundo. Sólo en el primer trimestre del presente año, fueron 

publicados más de doscientos trabajos en diversas revistas científicas, referentes 

a las nuevas alternativas farmacológicas para este gran problema de salud 
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pública. Una de las principales complicaciones de la diabetes es la nefropatía, la 

cual ha sido atacada terapéuticamente desde diferentes puntos de vista, 

enfocados en las vías extra e intracelulares que median el daño renal, tales como: 

los AGEs, las EROs, las ERNs, las hexosaminas, las citoquinas, el SRA, entre 

otros.  

 

Sin lugar a dudas, una de las principales fuentes de obtención de promisorios 

fármacos, está representado por las plantas, ya sean de uso tradicional o no. De 

las más de 1200 especies vegetales utilizadas popularmente para el tratamiento 

de la diabetes, sólo unas pocas han sido validadas o estudiadas 

etnofarmacológicamente. En Venezuela, al igual que en diversas partes del 

mundo, la especie Ruellia tuberosa L. es utilizada en la medicina herbaria, no sólo 

para el tratamiento de esta patología sino también como diurético, antiinflamatorio, 

entre otras aplicaciones. Sin embargo, sólo sobre las partes aéreas de esta planta 

recae la mayoría de los estudios farmacológicos, mientras que la raíz, cuya 

decocción 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 daño oxidativo hepático inducido por la diabetes,  lo que sugiere la 

posibilidad de que los extractos de esta planta produzcan un importante efecto 

protector del daño 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 gástrico 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 preparación de R. 

tuberosa L., es capaz, por un lado, de modular los niveles de glucosa  sanguínea y 

por otro de proteger al riñón del daño inducido por una condición diabetógena, así 

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 evaluará como afecta el extracto acuoso de la 

raíz de Ruellia tuberosa L. los cambios fisiológicos y bioquímicos renales 

inducidos por un ambiente hiperglicémico. Con esto se pretende consolidar un 

nuevo y potencial fitofármaco, de utilidad para el tratamiento de los pacientes 

diabéticos, con o sin nefropatía; además, se pretende contribuir a la 

caracterización farmacológica de esta especie perteneciente a la gran 

biodiversidad nacional, así como incentivar el aislamiento y síntesis de nuevas 

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

 

2.1. Objetivo General 

 

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

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

inducida por la estreptozotocina (ETZ) y sobre células renales 

cultivadas bajo alta concentración de glucosa, así como la relación 

de este efecto con el estrés oxidativo.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

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 crónico del RT sobre los niveles de 

glucosa sanguínea en ratas con diabetes inducida por la ETZ.  

 

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

la ETZ, tratadas crónicamente con el RT.  

 

2.2.5. Cuantificar el volumen urinario en las ratas con diabetes 

inducida por la ETZ, tratadas crónicamente 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 crónicamente con el RT. 

 

2.2.7. Evaluar el efecto del RT sobre la proliferación celular y la 

citotoxicidad inducida por la alta concentración de glucosa sobre las 

células de epitelio renal en cultivo. 

 

2.2.8. Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes: catalasa 

(CAT), superóxido dismutasa (SOD), GPx y glutatión 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 

concentración de glucosa tratadas con el RT. 

 

2.2.9. Evaluar el daño oxidativo renal en las ratas con diabetes 

inducida por la ETZ y en las células de epitelio renal cultivadas bajo 

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

 

2.2.10. Evaluar la modificación al efecto protector del RT por el 

inductor de estrés oxidativo, el peróxido de hidrógeno (H2O2) y por el 

inductor de estrés nitrosativo, el nitroprusiato de sodio (NPS), sobre 

el daño renal in vitro. 
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2.2.11. Evaluar la modificación al efecto protector in vitro del RT por 

las vías de señalización mediadas proteína kinasa C (PKC) y la óxido 

nítrico sintasa  (SON), sobre el daño renal in vitro. 

 

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

transcripción inducible NF-kB en un sistema de células HeLa 

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

 

3.1.  Material botánico 

 

La planta fue recolectada en los jardines de la Facultad de Ingeniería, entre el 

edificio de Ingeniería Mecánica 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 

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

 

3.2. Preparación del extracto acuoso 

 

La raíz de la planta fue separada y secada en una estufa a 50ºC durante siete (7) 

días. Luego fue cortada en pequeños trozos y sometida a decocción a 60ºC 

durante una (1) hora. El extracto acuoso preparado fue liofilizado y mantenido bajo 

protección 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 determinación de la glucosa y la determinación del BUN 

son de Stanbio Laboratory (Boerne, TX, USA). El kit utilizado para la 
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determinación de creatinina fue de Laboratorio Biogamma C.A (Caracas, 

Venezuela). El reactivo de Folin & Ciocalteu, el rojo de Ponceau´s, el peróxido de 

hidrógeno (H2O2), el Nitroazul de Tetrazolio (NBT), el acido tiobarbiturico (TBA), la 

leupeptina, la pepstatina, la aprotinina, el Tris-HCl, la  Guanidina, la Nicotidamida 

adenina dinucleotido reducida (NADH), la nicotidamida adenina dinucleótido 

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 ácido gálico, la xantina, la glutation reductasa 

(GR), el sulfato de estreptomicina, el ácido etilendiamintetracetico (EDTA), la 

solución de acido píprico, glutatión 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). El L-NAME se adquirió de Cayman Chemical Co. 

(Michigan, USA). El etanol, el ácido tricloroacético (TCA), el ácido fosfórico, el N-

butanol y el ácido clorhídrico se adquirieron de  Honeywell Riedel-de Haen 

(Hanover, Germany). 

 

3.4. Animales de experimentación 

 

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 subcrónica se utilizaron ratones machos (10-25 g de peso) de la cepa NIH 

bajo las mismas características antes mencionadas.  

 

3.5. Líneas celulares 

 

Las células Vero, una línea 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 (HeLa) 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 espectroscopía, 

utilizando ácido gálico como estándar, 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 añadió 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 concentración de polifenoles 

fue calculada mediante la interpolación sobre una curva patrón de ácido gálico (10 
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a 500 μg/mL) y los resultados fueron expresados como gramos equivalentes de 

ácido gálico por cada 100 g de extracto (gEAG/100g de extracto). 

 

3.6.2. Actividad atrapadora de anión superóxido del RT  

 

Para la determinación de la capacidad del RT para atrapar O2
-. se empleó la 

metodología descrita por Bielski y colaboradores (1980). Este método se basa en 

la reducción del nitroazul de tetrazolio (NBT) por el O2-. generado de la oxidación 

de la xantina a ácido úrico a través de la xantina oxidasa.  

 

Se preparó una solución de reacción con la siguiente composición: xantina 0,3 

mM; NaCO3 0,4 M y NBT 150 µL en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7,0). El 

ensayo se comenzó colocando en una celda de cuarzo 782 µL la mezcla de 

reacción, 170 µL de extracto (concentraciones crecientes) y 170 µL de 

amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7,0). Posteriormente se inició la reacción 

colocando 48 µL de xantina oxidasa (8U) y se obtuvo las lecturas en simultáneo de 

la absorbancia a 295 nm y a 560 nm cada minuto durante 3 minutos. También se 

preparo una celda de 100% de reducción que contenía: 170 µL de amortiguador 

de fosfatos 50 mM (pH 7,0) en lugar de muestra. Fue necesario medir la 

absorbancia a 295 nm (ác. úrico), 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 producción de 

ácido úrico fue expresado como ΔDO295/minuto.  

  



 59 

3.7. Efecto del RT sobre el daño renal inducido por la diabetes in vivo 

 

   3.7.1. Toxicidad aguda y subcrónica 

 

Para evaluar la toxicidad del RT se usó el método observacional de Irwin (1962). 

Toxicidad aguda: Los animales fueron divididos en grupos 8 animales cada uno y 

se les administró 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 subcrónica: siguiendo el mismo protocolo 

anterior, se administró dosis de 100 y 300 mg/kg/día v.o. durante 20 días a los 

animales de experimentación y tanto el comportamiento, como las muertes y los 

daños orgánicos finales fueron monitoreados.  

 

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

extracto en las demás determinaciones in vivo.  

 

3.7.2. Inducción de la diabetes 

 

La diabetes tipo 1 fue inducida por la inyección intraperitoneal (ip) de 70 mg/kg de 

ETZ a las ratas. La glucosa sanguínea de los animales fue monitoreada durante 7 

días o hasta que los niveles de glicemia eran ≥ 250 mg/dL. Para ello se utilizó un 

glucómetro 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 empleó 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.o. y se utilizó 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 sanguínea basal (tiempo 

cero) y a las 1,5; 3; 5; 7 y 9 horas post-tratamiento. La glucosa se determinó por el 

método enzimático de la glucosa oxidasa, empleando un glucómetro comercial 

(Accu-Chek Active, Roche). Los resultados fueron expresados como el porcentaje 

de variación de la glicemia.   

 

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

utilizó en los ensayos para evaluar el daño renal en la diabetes.  

 

3.7.4. Diseño 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/día), 2); grupo ETZ, ratas diabéticas tratadas con agua destilada v.o; 3). 

grupo RT, ratastratados con 10 mg//kg/día v.o. de RT y 4). grupo ETZ + RT, ratas 

diabéticas tratadas con 10 mg//kg/día v.o. de RT. Se evaluó la función renal basal 
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de los animales, mediante la recolección de muestras de orina de 24 horas, para 

la determinación 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 

determinación de la creatinina, del BUN y de la actividad de la GPx. 

Posteriormente, se realizó el control de la función renal al final de cada semana, 

durante cuatro (4) semanas (figura 15). Al término de la última semana, los 

animales fueron sacrificados por decapitación y los riñones fueron extraidos.  

 

3.7.5. Marcadores de la función glomerular 

 

  3.7.5.1. Determinación de la creatinina en el suero 

 

La determinación de creatinina se fundamenta en la reacción de Jaffé, en la cual la 

creatinina forma un complejo coloreado con el picrato en medio alcalino, que 

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

 

La concentración de creatinina en el suero es un índice de la tasa de filtración 

glomerular, por lo que es considerada como un marcador de la función del 

glomérulo (Schor y col., 1981).  

 

La determinación se llevó a cabo usando un kit comercial de creatinina directa 

(Laboratorios Biogamma C.A., Caracas, Venezuela). Se prepararon tubos que 

contenían: 1,5 mL de solución saturada de ácido pícrico, 1,5 mL de solución 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 estándar y 0,2 mL de suero para la muestra. Se mezclaron bien y se 

incubaron a 37 ºC durante 15 minutos. Posteriormente se leyó a 510 nm en un 

espectrofotómetro (BioRad, modelo Benchmark).  Los resultados se expresaron en 

mg/dL.  

 

Figura 15. Protocolo para la evaluación del efecto del RT sobre el daño renal en la 
diabetes in vivo.  

 

3.7.5.2. Determinación del nitrógeno ureico en sangre (BUN) 

 

La cuantificación del BUN se fundamenta en la hidrólisis de la urea a amonio y 

CO2 por acción de la ureasa, este amonio es utilizado en otra reacción acoplada, 

en la cual éste se conjuga con el α-cetoglutarato para producir L-glutamato a 
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través de la glutamato deshidrogenasa, acompañado del consumo de NADH 

(Sampson y Baird, 1979). Los niveles elevados de BUN fueron considerados una 

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

 

La determinación del BUN se llevó 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 continuación: en una celda de cuarzo se colocó 10 

μL de suero y se le adicionó 1 mL de mezcla de reacción que contenía: ureasa, α-

cetoglutarato, ADP, Tris, glutamato deshidrogenasa y NADH. Se mezcló 

suavemente y se leyó la absorbancia a 340 nm (región de absorción del NADH)  a 

los 30  y 90 segundos post-mezcla. Bajo las mismas condiciones se preparó una 

celda con un estándar de urea de 30 mg/dL.  Se calcularon los cambios en la 

absorbancia de la muestra (Δm) y del estándar (Δe) y la concentración de BUN se 

determinó a través de la siguiente relación: (Δm/Δe)*30. Los resultados se 

expresaron en mg/dL de BUN.  

 

3.7.5.3. Determinación de la Proteinuria 

 

El aumento de la proteinuria es considerada una de las características clínicas 

más importantes de la nefropatía diabética (Wolf y Ziyadeh, 2007), la cual es 

indicativa de daño glomerular o tubular.  

 

La cuantificación de las proteínas en la orina se llevó 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 preparó una mezcla de 

reacción que contiene: 120 mg/mL de Ponceau S y 4,5 % de TCA. Se tomó 50 μL 

de la muestra (orina) y se adicionó 500 μL de la mezcla de reacción, se mezcló 

bien y se centrifugó a 3700 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante fue 

removido, el precipitado fue resuspendido con 1 ml de solución de NaOH 1M y se 

leyó la absorbancia a 560 nm. La absorbancia de las muestras se interpoló sobre 

una curva estándar de albúmina (0,125 - 8,0 mg/mL). Los resultados se 

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

  

3.7.6. Marcadores de la función tubular 

 

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

 

La concentración plasmática de la GPx está relacionada principalmente con la 

síntesis y secreción de esta enzima en los túbulos renales, especialmente en el 

túbulo proximal, por lo que la medición de sus niveles en suero ha sido empleada 

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

 

La actividad de la GPx se mide de manera indirecta por una reacción acoplada 

con la glutatión reductasa (Lawrence y Burk, 1976) y se basa en la disminución de 

la absorbancia a 340 nm debido a la desaparición de NAD(P)H. La GPx, al reducir 

los hidroperóxidos consume glutatión reducido, el cual es regenerado por la 

glutatión reductasa a partir de glutatión oxidado, proceso que consume NAD(P)H. 

Para la determinación de GPx, la muestra de suero se diluyó con amortiguador de 
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fosfatos (50 mM, pH 7,0) en una proporción de 1:8. Luego, a 100 μL de esta 

dilución se le adicionaron 800 μL de una mezcla de reacción que contenía: 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 preparó un tubo de actividad 

inespecífica con 100 μL de amortiguador de fosfatos. Los tubos se incubaron a 

temperatura ambiente por 5 minutos y su contenido se traspasó a una celda de 

cuarzo que contenía 100 μL de H2O2 0,25 mM y la absorbancia se midió 

inmediatamente  a 340 nm, cada minuto, durante 3 minutos. Los datos se 

expresaron como U/mL. Entonces, por definición, una unidad de GPx es la 

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

 

3.7.7. Determinación del volumen urinario 

 

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

horas empleando jaulas metabólicas. La toma de la muestra se efectuó al inicio y 

a los días 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. Determinación del peso del riñón  

 

Una vez sacrificados los animales, los riñones fueron inmediatamente extraídos y 

pesados en una balanza analítica (Ohaus, 4070). 
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3.7.8.2. Determinación de las proteínas totales en la corteza 

renal 

 

Para ello se utilizó el método de Lowry (1951), fundamentado por la reacción de 

las proteínas con cobre y el reactivo de Folin-Ciocalteau, formándose un complejo 

coloreado el cual absorbe energía electromagnética a 660 nm.  Al inicio del 

ensayo, se preparó una mezcla de reacción de los siguientes reactivos: Na2CO3 al 

2% en NaOH 0,1 M; CuSO4 × 5H2O al 1% y tartrato sódico-potásico al 2%, en 

relación 100:1:1. En un tubo se agregó 190 μL de agua destilada, 10 μL de la 

muestra (homogenizado de tejido o de células cultivadas) y se agitó suavemente. 

Luego se añadió 2 mL de la mezcla de reacción, se agita y se mantuvo en 

oscuridad por 10 minutos. Una vez culminado el tiempo, se agregaron 200 μL de 

reactivo de Folin-Ciocalteau (diluido 1:1 en agua destilada, preparado en el 

momento), se esperaron 30 minutos para la formación del color y se leyó a 660 nm 

en un espectrofotómetro. La absorbancia de las muestras se interpoló en una 

curva estándar de albúmina (0-100 μg). Los resultados se expresaron como mg de 

proteína.  

 

3.7.8.3. Determinación del contenido de colágeno I en cortes de 

riñón 

  

Uno de los riñones de los animales se rebanó y  se fijó en 1 mL de formaldehído al 

10 % en PBS. Posteriormente, este corte se deshidrató gradualmente en etanol 
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absoluto seguido de xilol, para luego embeberlo en parafina liquida. Utilizando un 

microtómo se obtuvo cortes de 4 m de grosor y fueron con tricromico de Masson. 

La cuantificación del contenido de colágeno I se realizó a través de un analizador 

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

 

3.7.9. Actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza renal 

 

Se preparó un homogenizado de corteza renal 1:10 en amortiguador de fosfatos 

(50 mM, pH 7,0) con tritón X-100 al 1%. Posteriormente, se centrifugó a 13000 

rpm a 4ºC durante 30 minutos (IEC MicroCL 17R, Thermo). El sobrenadante se 

empleó en las determinaciones que se mencionan a continuación: 

 

3.7.9.1. Actividad de la Superóxido Dismutasa (SOD) 

 

La actividad de la SOD se determinó por la capacidad de esta enzima de inhibir la 

reducción del NBT por los O2
-. generados por el sistema de la xantina-xantina 

oxidasa (Oberley y Spitz, 1984). 

 

Se preparó una mezcla de reacción con la siguiente composición: xantina 0,122 

mM, EDTA 0,122 mM, NBT 30,6 μM, albúmina 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 

añadió  500 μL de muestra, diluida 1:100 en amortiguador de fosfatos 50 nM (pH 

7) e inmediatamente después, la reacción comenzó con la adición de 50 μL de 
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xantina oxidasa (8,4 unidades). Se preparó un blanco para cada muestra con los 

mismos reactivos, pero sin xantina oxidasa; asimismo, se preparó un tubo de 

100% de reducción, el cual contenía xantina oxidasa sin muestra. Los tubos se 

incubaron por 30 minutos, seguidamente se adicionó 1 mL de cloruro de cobre (II) 

0,8 mM y se midió la absorbancia a 560 nM. Los resultados se expresaron como 

U/mg de proteína. Una unidad de SOD se define como la cantidad de SOD 

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

 

Para determinar la actividad de las isoformas de la SOD, en paralelo se utilizó el 

N,N-dietilisotiocianato de sodio, un inhibidor de la isoforma CuZn-SOD, por lo tanto 

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

 

3.7.9.2. Actividad de la Catalasa (CAT) 

 

Se basa en la disminución de la absorbancia del H2O2 debido a su degradación 

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

 

En una celda de cuarzo se colocó 25 μL de homogeneizado del tejido de interés 

diluido 1:33 en amortiguador de fosfatos 10 mM (pH 7), se adicionó 725 μL de 

H2O2 7,7 mM e inmediatamente se midió el cambio de absorbancia a 240 nm a los 

15 y 30 segundos de reacción. De acuerdo a Aebi, se utilizó la constante de 

reacción de primer orden (k) como la unidad de actividad de la CAT, la cual quedó 

definida de acuerdo a la siguiente fórmula: k = (1/t) (2,3 x log A1 / A2), donde t es 
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el intervalo de tiempo medido (seg), A1 y A2 son las absorbancias del H2O2  en los 

tiempos t1 y t2. Los resultados se expresaron como k/mg de proteína. 

 

3.7.9.3. Actividad de la Glutatión Peroxidasa (GPx) 

 

La actividad de la GPx en la corteza renal se determinó de manera similar a la 

actividad de la GPx plasmática, sólo difirió en la preparación de la dilución inicial 

de la muestra que, en este caso, es tejido homogeneizado en amortiguador de 

fosfatos (50 nM, pH 7,0) en una relación de concentración de 1:10  y los 

resultados se expresaron como U/mg de proteína. 

 

3.7.9.4. Actividad de la Glutatión Reductasa (GR) 

 

Se siguió el método de Carlberg y Mannervik (1975), en el cual se mide la 

desaparición de NAD(P)H a 340 nm de una mezcla de reacción que contiene: 

glutatión oxidado (GSSG), EDTA, NAD(P)H y la fuente de la enzima 

(homogeneizado de tejido). Se preparó una mezcla de reacción 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 colocó en un tubo, 950 μL de la mezcla de reacción y 50 μL de 

tejido homogeneizado (diluido 1:5) en amortiguador de fosfatos (el número de 

tubos dependió del número de muestras), los tubos se agitaron e inmediatamente 

se midió la absorbancia a 340 nm cada minuto por 3 minutos. La actividad de la 

GR se determinó promediando los cambios de absorbancia por minuto de la 

muestra y multiplicando este valor por 0,16 (el inverso del coeficiente de absorción 
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milimolar del NAD(P)H = 6,22). Los resultados se expresaron como U/mg de 

proteína. Una unidad de GR se define como la cantidad de enzima que oxida 1 

μmol de NAD(P)H por minuto. 

 

3.7.10. Cambios oxidativos finales en la corteza renal 

 

3.7.10.1. Determinación de la peroxidación lipídica 

 

Para esta determinación fue necesario hacer un preparado de membranas, el cual 

se realizó mediante el método descrito por Dodge y colaboradores (1963). 

Brevemente, las células se lisaron mediante el tratamiento con 10 volúmenes de 

amortiguador de fosfatos (5 mM, pH 7,4) a 4 °C, luego se dejaron sobre hielo por 

30 min. El lisado obtenido se centrifugó a 20.000 g por 10 min a 4 °C y el 

sobrenadante se removió por aspiración. 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 centrifugó bajo las condiciones antes 

mencionadas. Finalmente, las membranas se resuspendieron en solución 

isotónica amortiguadora de fosfato.  

 

El malondialdehído (MDA) es un dialdehído de 3 carbonos altamente reactivo 

producido a partir de los hidroperóxidos lipídicos, por lo que constituye un 

indicador importante de peroxidación lipídica. Para su medición, se utilizó el 

método de Buege y Aust (1978), que se fundamenta en la reacción de una 

molécula de MDA con dos moléculas de ácido tiobarbitúrico a un pH entre 2 y 3. El 



 71 

aducto formado exhibe una absorción primaria máxima a 532-535 nm y una 

secundaria más leve a 245 y 305 nm. Un volumen de la preparación de 

membranas (0,1-2 mg de proteínas/mL), se trató con 6 volúmenes de ácido 

fosfórico 1% P/V en HCl 0,1N y con dos volúmenes de ácido tiobarbitúrico 

(0,6%P/V en HCl 0,1 N), se mezcló y se incubó en agua hirviendo por 45 minutos. 

Las muestras se dejaron enfriar y se procedió a realizar una extracción con n-

butanol. En la fase alcohólica se encontró el complejo coloreado que se lee a 535 

nm. En paralelo, se preparó un blanco de reactivos y una curva estándar de 

malóndialdehído (0-500 µM). Los resultados se expresaron como micromoles de 

malóndialdehído presente en la muestra por mg de proteínas.  

 

3.7.10.2. Determinación de las proteínas oxidadas totales 

 

Las proteínas oxidadas se evaluaron mediante la determinación de los grupos 

carbonilos totales. Estos grupos carbonilos reaccionaron con la 2,4-dinitrofenil 

hidrazina (DNPH), para formar hidrazonas de proteínas (Reznick y Packer, 1994).  

El contenido de grupos carbonilos se ha utilizado como marcador de daño 

oxidativo a proteínas bajo condiciones de estrés (Stadman, 1992), ya que las 

EROs conducen a su formación al atacar a ciertos aminoácidos de las proteínas, 

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

 

La corteza renal (100 mg) se homogenizó en 900 µL de amortiguador de fosfatos 

50 mM (pH 7,4) que contenía: un coctel de inhibidores de proteasas (leupeptina 5 

µg/mL, pepstatina 7µg/mL y aprotinina 5 µg/mL), EDTA 1 mM y Tritón X-100 0,1%. 
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Luego el homogeneizado se centrifugó a 20.937 g por 30 minutos a 4°C. 

Posteriormente, 300 µL del sobrenadante se incubaron con 100 µL de sulfato de 

estreptomicina al 10%, para eliminar los ácidos 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 alícuotas del sobrenadante, 

de 150 µL cada una; a la primera se le añadió 600 µL de DNPH 10 mM en HCl 2,5 

M; mientras que a la otra se le añadió 600 µL de HCl 2,5 M.  

 

Estas muestras se incubaron nuevamente durante 1 hora a temperatura ambiente 

y en la oscuridad, con agitación cada 15 minutos. Posteriormente, se adicionó 750 

µL de ácido 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 descartó, se lavó con 600 µL de TCA al 10 % y, 

nuevamente, se centrifugó a 2.236 g durante 10 minutos a 4°C. Finalmente, los 

precipitados se lavaron dos veces con 600 µL de una mezcla de etanol-acetato de 

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

 

El precipitado final se disolvió 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 calculó mediante el coeficiente de absorción molar de la 

DNPH (22000 M-1 cm-1). El contenido total de proteínas se determinó a 280 nm 

mediante una curva estándar de albúmina (0,2 a 2,0 mg/mL). Los resultados se 

expresadron como nmol/mg de proteína.  
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3.8. Efecto del RT sobre el daño 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 

línea celular es susceptible al daño oxidativo inducido por la exposición a alta 

concentración de glucosa (Kannan y Jain, 1994).  

 

Las células se cultivaron hasta confluencia en condiciones de 5% de CO2 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 trató con PBS 

para formar una suspensión de células, la cual se utilizó para realizar los ensayos 

correspondientes. Además del tratamiento con el RT, las células se trataron con 

los protocolos descritos en la tabla I.  

 

3.8.2. Determinación de la citotoxicidad 

 

Para evaluar los efectos del RT sobre la citotoxicidad inducida por la alta 

concentración de glucosa, se realizó el protocolo descrito por Kannan y Jair (1994) 

en células Vero y se empleó el ensayo de supervivencia celular desarrollado por 

Mosman (1983), el cual consiste en la formación de púrpura de formazán 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 acción de la enzima succinato 

deshidrogenasa mitocondrial.  

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para esto, se incubaron 5000 células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos 

con medio completo (5% CO2 a 37ºC), bajo un ambiente de 8 mM de glucosa 

durante 24 horas.  El medio se removió y se reemplazó 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% CO2 

a 37ºC) durante 96 horas, reemplazando con medio nuevo sobre el mismo 

esquema cada 24 horas. Al término de este tiempo el medio fue nuevamente 

Citotoxicidad, proliferación celular, enzimas antioxidantes, daño 

oxidativo y western blot 

NG, control con glucosa normal (8 mM). 

HG, alta glucosa (35 mM) 

RT (concentraciones crecientes) 

HG + RT 

L-NAME,  H2O2 o nitroprusiato de sodio, Forbol 12- Miristato 13-Acetato (PMA) 

HG + L-NAME,  H2O2 o nitroprusiato de sodio, PMA 

HG + RT + L-NAME, H2O2 o nitroprusiato de sodio, PMA 

Actividad del NF-kB 

Medio, control 

Medio + RT 

Medio + PMA 

Medio + PMA + RT 
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reemplazado, pero solo con medio completo. Se preparó una solución de MTT (2,5 

mg/mL) y se añadió 100 μL de ésta a cada pozo de la placa. Las placas se 

incubaron por 3h (5% de CO2 a 37ºC). Posteriormente se eliminó el sobrenadante 

de cada pozo y la monocapa será disuelta con la incorporación de 100 μL de 

DMSO. La placa se dejó reposar por 30 minutos para que se desarrollara el color y 

luego se leyó a 570 nm en un espectrofotómetro de placa (BioRad, modelo 

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

 

3.8.3. Determinación de la proliferación celular 

 

Se empleó el método de exclusión con azul de tripano, a través del conteo diario 

de las células vivas por microscopía. El azul de tripano es incapaz de atravesar las 

membranas plasmáticas 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,  72 y 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 concentración de 

glucosa 

 

Se incubaron 2 millones de células en una placa de cultivo de 150 cm2 con medio 

completo (5% CO2 a 37ºC) durante 120 horas (el medio se cambió 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  y 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 μL para realizar los 

ensayos de las enzimas antioxidantes. 

  

3.9. Efecto del RT sobre la expresión del NF-kB en células HeLa 

 

Para evaluar el efecto del RT sobre la actividad del factor de transcripción NF-κB 

se empleó un sistema estable de células HeLa (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 unión al NF-κB. La actividad de la luciferasa se determinó 

por luminiscencia a través de la reacción luciferasa-luciferina, la cual produjo un 

incremento de la emisión de luz. El PMA se utilizó como inductor de la actividad 

del NF-κB mediante la activación 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 removió y las células se 

trataron según los diferentes protocolos (tabla I), durante 24 horas. Luego las 

células se lavaron con PBS y seguidamente se les agregó 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 agregó 20 μL de la 

muestra a cada pozo de una placa opaca y se midió la luminiscencia a una 

sensibilidad de 255, después de agregar 50 μL del sustrato de luciferasa.  
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  3.10. Análisis estadístico 

 

Los resultados obtenidos tanto in vivo como in vitro se presentaron como la media 

± el error estándar de la media (X ± EEM). Los datos se analizaron con el 

programa Prism 5 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) mediante un análisis de 

varianza de una vía (ANOVA) y por comparaciones múltiples de Bonferroni o una 

prueba de Dunnett. Los resultados con valores de p<0,05 se consideraron como 

estadísticamente significativos.  
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4. RESULTADOS 

  

          4.1. Capacidad antioxidante del RT in vitro 

 

El análisis del extracto de R. tuberosa L. (figura 16) demostró que contiene 

polifenoles, con un promedio de 18,46 ± 1,9 g equivalentes al ácido gálico 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 O2
-. generado in vitro por el sistema: 

xantina-xantina oxidasa, de manera dependiente de la concentración. De esta 

manera  el extracto muestra un importante perfil antioxidante, tanto por la 

presencia de compuestos químicos comúnmente atrapadores de EROs, así como 

también por su capacidad de reducir una de las más importantes especies 

involucradas en el daño renal en la diabetes, el O2
-.. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Contenido de polifenoles totales del extracto acuoso de la raíz de Ruellia 
tuberosa L. (RT). Los resultados se muestran como la media ± EEM de equivalentes del 
ácido gálico (g/100g de extracto). N=9 por grupo. 
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Figura 17. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre la 
producción de O2

-. 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 experimentación 

 

Ninguna de las dosis utilizadas en el ensayo de toxicidad aguda en ratones, 

mostrarón alteraciones tóxicas en los animales observados durante 90 minutos de 

experimentación. Por lo tanto, no fue posible calcular la DT50  ni la DL50. De 

manera similar, los animales tratados durante 20 días con RT no mostraron 

alteraciones conductuales y sus principales órganos, tales como: el riñón, el 

hígado, el estómago, el corazón y el cerebro,  no mostraron alteraciones 

morfológicas observables macroscópicamente cuando se comparó con el control. 
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Todo esto sugiere un índice de seguridad importante para el uso de algunas de 

estas dosis en los demás experimentos in vivo.  

 

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

por  la estreptozotocina 

 

 4.3.1. Efecto del RT sobre la glucosa sanguínea 

 

El extracto de RT presentó efectos hipoglicemiante y  antihipergliemiante agudos, 

ya que fue capaz de disminuir la glicemia tanto en animales normoglicémicos 

(Tabla II) como en animales hiperglicémicos (Tabla III) de manera comparable al 

hipoglicemiante de referencia, la glibenclamida. Estos efectos se manifestaron 

desde la hora y media de experimentación y se mantuvieron en forma sostenida 

hasta las nueve horas de observación. Desde que las diferentes dosis  empleadas 

produjeron efectos en el mismo orden de magnitud, se seleccionó la menor dosis,   

de 10 mg/kg  para ser utilizada en los experimentos crónicos  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 días. Como se observa, los animales diabéticos presentaron 

incrementos significativos de los valores de glicemia a los 7, 14, 21 y 28 días. El 

tratamiento  con el extracto de RT,  no alteró la glicemia en las ratas no diabéticas, 

pero  ejerció 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 sanguíneos de las ratas diabéticas. 

 

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

 
 
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 III. Efecto agudo del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT) 
sobre la glicemia en ratas con diabetes inducida por la estreptozotocina. 
 

 
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 variación de peso corporal 

 

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

las ratas. Como se observa,  tanto los animales sanos como  los animales 



 83 

diabéticos  que fueron tratados con el extracto de RT presentaron una  

disminución de leve a moderada del peso corporal en comparación con el grupo 

control, con una variación de peso de -6 ± 5,50  y -10,17 ±  7,47, respectivamente. 

 

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 raíz de 
Ruellia tuberosa L. (RT) durante 28 días. 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 disminución 

significativa del   peso corporal en comparación con los animales controles, 

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

tratamiento con RT revirtió significativamente la reducción 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 común en esta patología.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 19. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la variación del peso corporal de las ratas sanas (control) y con diabetes 
inducida por la estreptozotocina (ETZ) el día 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 días de recolección de orina.  El tratamiento 
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durante 28 días con 10 mg/kg/día del extracto de RT no alteró 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).   

 

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 
raíz de Ruellia tuberosa L. (RT) durante 28 días. 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 plasmáticos 

del daño renal 

 

Al evaluar el curso temporal de la excreción urinaria de proteínas, un marcador de 

daño glomerular, se observó que el tratamiento con ETZ produjo proteinuria 
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significativa a los 14, 21 y 28 días. En la figura 21 se observa que el tratamiento 

con el RT fue capaz  de prevenir completamente  el incremento en la excreción de 

proteínas urinarias inducida por la diabetes, manteniéndose a niveles similares al 

grupo control durante todo el tiempo de la recolección de la orina.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 21. Curso temporal de la excreción urinaria de proteínas en ratas sanas (control) y 
con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) tratadas con 10 mg/kg/día del 
extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT) durante 28 días. 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 daño renal como lo son el nitrógeno ureico en sangre (BUN)  y  la 

creatinina en el suero (figuras 22 y 23).  El tratamiento  por  28 días con el extracto 
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de RT fue capaz de revertir en forma significativa tanto el aumento del nitrógeno 

de ureico en sangre (BUN) como el de la creatinina en el suero inducida por la 

diabetes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 22. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la concentración de nitrógeno de la urea en sangre (BUN) de las ratas sanas 
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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. 

 
 



 88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la concentración creatinina en suero de las ratas sanas (control) y con 
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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 reducción 

significativa de la excreción urinaria de creatinina, reducción que  se corresponde 

con su  incremento en el suero  (figura 23).  El tratamiento con el extracto de RT 

durante 28 días revirtió parcialmente la reducción de la excreción urinaria de 

creatinina en las ratas diabéticas, y este efecto se relacionó  con la disminución de 

la concentración 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 plasmática, un marcador importante de daño 

tubular renal (figura 25), se observó que la ratas diabéticas presentan un 

incremento significativo de la actividad de la GPx plasmática y el  tratamiento con 

el RT logró revertir el efecto de la diabetes sobre  dicha actividad enzimática  

hasta valores comparables con el grupo control y con el grupo sano tratado con 

RT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 24. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la excreción urinaria de creatinina de las ratas sanas (control) y con diabetes 
inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) plasmática de las ratas sanas 
(control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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.  
 
 

 
                 4.3.5. Efecto del RT sobre los marcadores fibróticos 

 

Tres de los marcadores más comunes de daño fibrótico, el peso renal, la cantidad 

de proteínas totales y de colágeno I renal, fueron alteradas en los animales con 

diabetes inducida por la ETZ. El tratamiento con el RT durante 28 días, fue capaz 

de revertir totalmente el incremento del  peso del riñón y del contenido de 

colágeno I, asi como también parcialmente en el incremento del contenido de 

proteínas totales (figuras 26, 27, 28 y 29).   
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Figura 26. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre el peso de los riñones de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida por 
la estreptozotocina (ETZ) al día 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.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la síntesis de proteínas en la corteza renal de las ratas sanas (control) y con 
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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 microscopía óptica del efecto de 10 mg/kg/día del 
extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre el contenido de colágeno I en 
el riñón de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ), 
al día 28 de tratamiento. Las flechas indican la tinción del colágeno I por el tricrómico de 
Masson (en verde) a160x.  
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Figura 29. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre el contenido de colágeno I en el riñon de las ratas sanas (control) y con 
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ), al día 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 revirtió parcialmente la disminución en las actividades de la 

CAT y la SOD total (figuras 30 y 33), mientras que abolió totalmente el decremento 



 94 

inducido por la diabetes en las actividades de la GPx y fallo en revertir el efecto 

sobre la GR (figuras 31 y 32).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz 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 día 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 CuZn-SOD (citosólica y 

extracelular) y la Mn-SOD (mitocondrial), se observó que el RT revirtió 

parcialmente la disminución de la actividad de la CuZn-SOD inducida por la 

diabetes, pero no alteró la actividad de la Mn-SOD (figuras 34, A y B). Más aún 

sobre esta ultima isoforma, la condición diabética mostró 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 daño oxidativo en 

la diabetes a través de la recuperación de la actividad de las enzimas CuZn-SOD, 

CAT y GPx.  
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Figura 31. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) en la corteza renal de las ratas 
sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la actividad de la glutatión reductasa (GR) en la corteza renal de las ratas 
sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la actividad de la superóxido dismutasa total (SOD) en la corteza renal de las 
ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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.  
 

 
Figura 34. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la actividad de: A. la superóxido dismutasa dependiente de cobre y zinc 
(CuZn-SOD) y B. la superóxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD) en la 
corteza renal de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina 
(ETZ) al día 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.  
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4.3.6.2. Efecto del RT sobre los cambios oxidativos totales en la             

corteza renal 

 

De los posibles daños oxidativos celulares finales, se  evaluaron dos de los más 

importantes: las proteínas oxidadas y los lípidos oxidados. En cuanto a este último 

daño, se determinó el contenido de malondialdehido como marcador de la 

peroxidación lipídica, mientras que el contenido de los grupos carbonilos totales 

fue el indicador de la oxidación de las proteínas.  

 

En los animales con diabetes inducida por la ETZ se observó un incremento 

significativo de ambos indicadores del estado oxidativo (figuras 35 y 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 días bloqueó el aumento tanto del contenido 

de malondialdehido como de las proteínas oxidadas totales. Más aún, el 

tratamiento con el RT redujo  el  estrés oxidativo  basal, analizado desde el punto 

de vista de la oxidación de proteínas (figura 36). Estos resultados guardan 

estrecha relación con la capacidad antioxidante de este extracto, así como del 

efecto sobre el sistema enzimático de defensa antioxidante.  
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Figura 35. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT) sobre la peroxidación lipídica en la corteza renal de ratas sanas (control) y con 
diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Efecto de 10 mg/kg/día del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 

(RT) sobre el contenido de grupos carbonilos de las proteínas en la corteza renal de ratas 
sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al día 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 daño 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 proliferación celular 

 

Para la validación del modelo y para establecer la concentración de RT a 

emplearse en los todos los experimentos in vitro, se evaluó 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 μg/mL) produjo modificación de la viabilidad celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 37. Efecto del extracto acuoso de la raíz 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 contenía una alta 

concentración de glucosa (grupo HG, 35 mM), produjo un efecto citotóxico 

significativo (p<0,001) en comparación con el grupo NG (8 mM de glucosa). Este 

efecto fue parcialmente abolido por el tratamiento con 50 μg/mL del RT (Figura 

38), por lo que queda establecido que este extracto inhibe el efecto glucotóxico 

sobre las células renales in vitro en las condiciones experimentales utilizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 38. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) 
sobre la viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta 
concentración 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 reducción de  la muerte celular inducida por el RT (efecto protector)  resultó ser 

un  efecto  dependiente de la concentración del extracto (figura 39).  
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Asimismo, se evaluó la proliferación de las células Vero mediante un método de 

exclusión por azul de tripano.  En este modelo la condición de alta concentración 

de glucosa trajo como consecuencia una disminución de la proliferación 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 

experimentación cuando se compara con el grupo NG, disminuyendo el tiempo de 

duplicación de 35,3 a 25,7 horas (figura 40).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 39. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/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 raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL)  
sobre la proliferación de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta 
concentración 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 inhibición 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 evaluó 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 concentración de glucosa, el tratamiento con el L-
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NAME produjo, por sí mismo, un efecto protector frente a la muerte celular 

inducida por HG y adicionalmente incrementó el  efecto protector del RT 

(p<0,001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 41. Efecto de la inhibición de la SON por el L-NAME  (1mg/mL) sobre la respuesta 
protectora del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) frente a 
disminución de la viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta 
concentración 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. 
Τp<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 combinación 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 producción del ON 

en todos los casos disminuye los efectos del RT.  Adicionalmente, el tratamiento 

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

inducido por el estrés nitrosativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Efecto del nitroprusiato de sodio (NPS, 100 μM) sobre la respuesta protectora 
del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) frente a la 
disminución de la viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta 
concentración 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. Τp<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 modulación del inductor del estrés oxidativo, el H2O2, 

sobre el efecto protector del RT sobre la disminución de la viabilidad celular bajo 

condiciones de HG. El tratamiento con H2O2 en condiciones de glucosa normal 
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produce un efecto citotóxico, 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 último, el H2O2 mostró ser 

mucho más citotóxico y revirtió completamente el efecto protector del RT, llegando 

a ser más citotóxico que la alta concentración de glucosa sola (p<0,01).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 43. Efecto del peróxido de hidrógeno (H2O2, 100 μM) sobre la respuesta protectora 
del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) frente a la 
disminución de la viabilidad de las células Vero cultivadas con o sin un ambiente de alta 
concentración 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 H2O2.

 Τp<0,001  con respecto al control HG. ºp<0,01 con respecto al grupo RT en 
HG.  N=8-16 por grupo.  
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4.4.4. 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 condición de alta concentración de glucosa in vitro, también 

disminuyó la actividad de todas las enzimas antioxidantes evaluadas (figuras 44 al 

47). El tratamiento in vitro con RT  incrementó significativamente (figura 44, 

p<0,05) la actividad basal de la CAT,  y  revirtió  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 daño oxidativo y nitrosativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 44. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) 
sobre la actividad de la catalasa (CAT) en células Vero cultivadas con o sin un ambiente 
de alta concentración 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 45. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) 
sobre la actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) en células Vero cultivadas con o sin un 
ambiente de alta concentración 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.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
Figura 46. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) 
sobre la actividad de la glutatión reductasa (GR)  en células Vero cultivadas con o sin un 
ambiente de alta concentración 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.  

 



 108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) 
sobre la actividad de superóxido dismutasa total (SOD) en células Vero cultivadas con o 
sin un ambiente de alta concentración 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 señalización de la PKC sobre la acción del RT   

 

Se evaluó el papel de la señalización de la PKC en el aumento del estrés 

oxidativo.  En la figura 48 se observa la modulación del efecto protector del RT 

sobre la disminución de la viabilidad celular en HG por acción de un estimulante 

de la PKC, el éster de forbol (PMA). En condiciones de glucosa normal, el PMA 

disminuyó discretamente (p<0,05) la viabilidad basal del RT. Sin embargo, en 

ambiente de  alta glucosa, el PMA redujo por sí mismo la viabilidad celular y 

bloqueó completamente el efecto protector del RT (p<0,001), a niveles citotóxicos 

similares al HG solo.  
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Figura 48. Efecto de la inducción de la PKC por el 12-miristato-13 acetato de forbol (PMA, 
10 nM) sobre la respuesta protectora del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. 
(RT, 50 μg/mL) frente a disminución de la viabilidad de las células Vero cultivadas con o 
sin un ambiente de alta concentración 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 H2O2.

 Τp<0,001  con respecto al control HG. ºp<0,01 
con respecto al grupo RT en HG.  N=8-16 por grupo.  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 49. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) 
sobre la expresión del factor NF-κB, basal y estimulada por el PMA (10 nM) en células de 
cáncer de cuello uterino (HeLa) 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 acción del RT en el modelo de glucotoxicidad 

renal in vitro se relacionan con el efecto inhibidor del RT sobre la expresión del 

NF-κB, se evaluó el efecto del extracto de RT sobre la expresión de NF--κB en 

células HeLa,  estimuladas o no con PMA (figura 49). Como se observa  el PMA 

incrementó la expresión del NF-κB,  y RT redujo significativamente el efecto del 

PMA sobre la expresión del NF-κB en células HeLa.  Lo que indica un efecto 

contraregulatorio a la acción de la PKC, un importante inductor de la expresión y la 

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

 

La diabetes  es una enfermedad metabólica responsable del metabolismo 

anómalo de los hidratos de carbono, caracterizada por una hiperglicemia 

resultante de defectos en la secreción de insulina, en la acción de la insulina o en 

ambas (American Diabetes Association, 2007a,b; Organización Mundial de la 

Salud, 2011). La diabetes está asociada a lesiones, disfunción e insuficiencia  de 

órganos vitales, especialmente de los ojos, los riñones, los nervios, el corazón y 

los vasos sanguíneos. Los pacientes con diabetes padecen una mayor incidencia 

de enfermedades cardiovasculares, artereoscleróticas, vasculares periféricas, 

cerebrales y renales. La nefropatía diabética es una de las complicaciones 

vasculares más 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 daño endotelial y renal por la 

hiperglicemia es la formación 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 modificación de lípidos, proteínas, carbohidratos y 

ADN. Las modificaciones de estas moléculas afectan su función, distribución y 

metabolismo. Las EROs pueden iniciar entonces una cascada de señalización que 

induce daño celular y disfunción vascular.  
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Entonces la acción de la EROs representa un fenómeno crucial involucrado en los 

mecanismos fisiopatológicos de la enfermedad microvascular. Además de las 

ROS, la hiperglicemia conduce al daño renal a través de varios mediadores 

importantes, tales como: los AGEs, la ANG-II y las ERNs  (Hannken y col., 2000; 

Tsiani y col., 2002; Gorin y col., 2004; Kanwar y col., 2005). Estos mediadores a 

su vez están íntimamente relacionados a la activación de la vía de señalización 

DAG/PKC/MAPK/NF-κB en condiciones de alta concentración de glucosa (Koya y 

col., 1997; Haneda y col., 2001; Kawan y col., 2005; Ohshiro y col., 2006). A través 

de estas señales,  conjuntamente orquestadas con otras rutas metabólicas, tales 

como: las de los polioles, las hexosaminas y el mio-inositol, ocurren los cambios 

nucleares que favorecen la expresión de factores pro-fibróticos, pro-inflamatorios 

y, en algunos casos, pro-apoptóticos que conducen al daño 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 podrían prevenir  las 

complicaciones de la diabetes.  Al respecto, en la farmacología de Ruellia 

tuberosa L. se le ha atribuido actividad antioxidante, específicamente  se ha 

demostrado la presencia de una marcada actividad antioxidante en los extractos 

de las partes aéreas de la planta con una CI50 de  51,0±3,22 μg/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-diglucósido, apigenina 7-O-

glucurónido, apigenina glucósido, apigenina rutinósido, luteolina glucósido, 

pedalitina, flavona glucósido, cirsimaritina, malvinina, cirsimarina, cirsiliola 4′-

glucósido, sorbifolina, pedalitina, entre otros.  Los compuestos polifenólicos, no 

solo se caracterizan por ser antioxidantes sino también por inhibir la activación de 

moléculas tales como: las MAPK, el NF-κB, TGF-β, entre otros (Santagelo y col., 

2007; Han y col., 2007).  Es por ello que resulta plausible la evaluación del RT 

como posible arma farmacológica de origen natural para el tratamiento de la 

nefropatía asociada a la DM1. 

 

Unos de los modelos animales más utilizados para el estudio del daño renal en la 

diabetes es aquel inducido por la ETZ en la rata (Jensen y col., 1981; Verspohl, 

2002). Éste representa principalmente un modelo de diabetes tipo 1, debido al 

enorme daño apoptótico que sufren las células β  pancreáticas 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 plasmática, el 

ensanchamiento del glomérulo y la fibrosis renal (Jensen y col., 1981; Jim y col., 

2012).  

 

Todas estas alteraciones están relacionadas con el establecimiento de la 

nefropatía diabética. Adicionalmente este modelo ha resultado atractivo, por el 

bajo daño renal inducido por la ETZ per se, por lo que los cambios de la 
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bioquímica y la función renal se le adjudican a la condición hiperglicémica, en 

comparación 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 

daño 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 crónico 

con el RT en ratas con diabetes inducida por la ETZ fue capaz de reducir o abolir 

algunas de las alteraciones típicas de la diabetes experimental,  sin producir 

efectos tóxicos.  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 vivo.    

 

Una de las características más 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 inhibió la pérdida de peso corporal inducido por la 

diabetes (figura 19).  Un  aspecto importante que relaciona a estas especies 

antidiabéticas entre sí, es su capacidad antioxidante, lo cual también guarda 

relación con sus actividades hipoglicemiantes y antihiperglicemiantes (Bavarva y 

col., 2007; Teoh y col., 2010; Madhavi y col., 2012). El RT mostró no solamente 
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que parte de sus constituyentes son compuestos polifenólicos, sino que también 

es capaz de atrapar el O2
-, estableciéndose así 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 O2
-. como al H2O2 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, 

razón 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 sólo estimulan la captación tisular de glucosa sino también 

restablecen algunas vías metabólicas alteradas, tales como la glicólisis y la 

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

 

Adicionalmente, el polifenol luteonina, el cual está 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 O2
.- 

mimético de la SOD, el tempol, se ha reportado como supresor de la acción 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 captación de 

glucosa o sobre la secreción de insulina, este extracto produjo un importante 

efecto antihiperglicemiante, tanto agudo como crónico (Tabla III, 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 sanguínea en un modelo de diabetes tipo II en 

ratas, en conejos con diabetes inducida por el aloxano y en ratas con diabetes 

inducida por el aloxano, respectivamente. Algunos componentes químicos 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 o sus 

glicósidos, sean los responsables del efecto antidiabético del RT. 

 

La evidencia sugiere que el RT podría ejercer un efecto  protector del daño renal 

inducido por la hiperglicemia. Nuestros resultados apuntan a esa posibilidad  ya  

que el tratamiento crónico con el extracto fue capaz de revertir la aparición de los 

marcadores de daño renal como son: la diuresis, la proteinuria, el incremento de la 

creatinina plasmática, el BUN y la GPx plasmática  (figura 20, 21, 22, 23 y 25). 

Resultados similares fueron reportados por Manikandan y Arokia (2010 a), quienes 

utilizando el extracto hidroalcohólico de las hojas frescas de R. tuberosa L. 

revirtieron el incremento del BUN y la creatinina plasmática en ratas con diabetes 

inducida por el aloxano, reforzando aún más la idea que estos extractos 

comparten componentes químicos 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., así como también polifenoles, tales como: 

la mangiferina, el galato de epigalocatequina, la quercetina y la luteonina, son 

capaces de inhibir la alteración de estos marcadores del daño renal en las ratas 

con diabetes inducida por la ETZ (Anjaneyulu y col., 2004; Yamabe y col., 2006; 

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

 

Los cambios en estos marcadores  están  acompañados de eventos fibróticos que 

se reflejan en el incremento del peso del riñón, el aumento de la síntesis de 

proteínas totales y, en particular, de la expresión de proteínas de la matriz 

extracelular, tales como, el colágeno I, IV, la fibronectina y la laminina, que 

conducen al ensanchamiento de la membrana basal glomerular, a la glomérulo 

esclerosis, a la hiperfiltración, a la proteinuria, entre otros, estableciéndose así la 

nefropatía 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 expresión de colágeno I al desarrollo del daño 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 riñón del daño asociado 

a la hiperglicemia por impedir el aumento de la deposición de colágeno a nivel 

glomerular y tubular, lo cual guarda estrecha relación con la reversión de los 

efectos de la diabetes sobre los marcadores de daño renal en nuestro modelo 

animal.  

 

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
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Sever-Hansen (1976) evaluó los cambios en el peso, el contenido de proteínas, de 

ARN y de ADN en riñones de ratas con diabetes inducida por la ETZ, reportando 

que el riñón aumenta de peso en un 15 y 90% a los 3 y 42 días de inducción de la 

diabetes, respectivamente. Asimismo, el contenido de proteínas y de ARN mostró 

un aumento de similar magnitud. Estos cambios fueron revertidos por el 

tratamiento con la insulina, lo que sugiere que estas alteraciones fibróticas son 

responsabilidad de la hiperglicemia. Al respecto, en el presente trabajo se 

demostró que el tratamiento con el RT disminuye significativamente tanto el peso 

del riñón como el contenido de proteínas totales en la rata con diabetes inducida 

por la ETZ (figuras 26 y 27), lo que apoya aun más el papel  renoprotector de la 

RT. Hay que  destacar que este extracto también disminuye la glicemia, 

guardando relación de esta manera con las observaciones de Sever-Hansen 

(1976) con respecto a la proporcionalidad de la hiperglicemia con el daño renal. 

Por otro lado, su perfil como antioxidante también podría estar relacionado con la 

inhibición de la fibrosis, tal como ha sido descrito para otros importantes 

antioxidantes tales como: el tempol y el tirón (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 genómico por el TGF-β y el VEGF-

A, los cuales son estimulados en la diabetes por la sobreactivación del sistema 

renina angiotensina y el incremento del O2
.-, todo esto acompañado de activación 

de la vía de señalización DAG/PKC/MAPK/NF-κB (Asaba y col., 2005; Wolf y 

Ziyadeh., 2007; Gnudi, 2008; Sahib y col., 2009), de manera que la capacidad 

antioxidante del RT podría estar implicada en su efecto protector sobre el daño 
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renal, tal como en el caso del tempol, cuyo efecto nefroprotector es atribuido en 

gran parte a la disminución de la expresión del TGF-β1 en ratas con diabetes 

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

 

Otro posible blanco de acción del RT precisamente se enfoca en la vía de 

señalización DAG/PKC/MAPK/NF-κB, esto se plantea por los hallazgos en los que 

se muestra a este extracto como inhibidor de la expresión del NF-κB  inducida por 

el PMA, un activador de la PKC, en células HeLa en cultivo (figura 49). Yang y 

colaboradores (2008) demostraron que las altas concentraciones de glucosa 

inducen la expresión y la activación de este factor en las células del endotelio 

glomerular en cultivo, lo cual fue asociado a la fosforilación del Iκ-Bα (proteína 

inhibidora especifica del NF-κB) inducida por la activación de la PKC y 

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

 

Indudablemente, estos hallazgos guardan relación con el efecto inhibitorio sobre la 

actividad del NF-κB de tienen algunos antioxidantes, tales como: los polifenoles de 

la uva y el ácido lipóico en células del epitelio renal cultivadas bajo un alta 

concentración de glucosa (Fujii y col., 2006; Kim y col., 2009; Kin y col., 2010) y la 

curcumina, el tocoferol, el tocotrienol, la S-alil-cisteína, la S-propil-cisteína 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, demostró que es capaz de  bloquear  la reducción 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 activación de la señalización de la PKC es contraregulatoria a las 

acciones del RT y que por esta razón,  puede existir  una producción  adicional de 

EROs, distinta a la inducida por la alta concentración de glucosa,  que agotaría  la 

actividad reductora del extracto. 

 

 En conjunto, es probable que el RT, a través de su capacidad de disminuir el 

estrés oxidativo, proteja al riñón del daño glucotóxico al inhibir el aumento de la 

expresión del NF-κB en la diabetes. 

 

Esta idea es consistente con la evidencia reciente que señala 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 inflamación ligado al aumento 

de la señalización del NF-κB (Belky y col., 2011; Huang y col., 2012; Wang y col., 

2012).  

 

Bajo un ambiente prolongado de alta concentración de glucosa las células tanto de 

epitelio tubular como las mesangiales sufren inhibición de la proliferación y 

apoptosis asociada a un incremento de la formación de las EROs (Park y col., 

2001; Ha y col., 2002a,b ; 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 reducción de alrededor del 50% de la 

viabilidad celular en comparación con el control de 8 mM de glucosa. Ya que  este 

efecto glucotóxico se acompaña de un aumento del estrés oxidativo,   este modelo 

constituye una herramienta útil 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 reducción 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 concentración 

(figura 37). Estos resultados se confirman por los obtenidos en el ensayo de 

proliferación celular a través de un método de exclusión (figura 38), en el cual se 

muestra por un lado, un efecto pro-proliferativo del RT en condiciones basales y 

por otro un bloqueo parcial de la disminución  del número de células inducida por 

el ambiente glucotóxico. Todos estos resultados sugieren un efecto protector del 

extracto sobre daño 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 H2O2 y el NPS, respectivamente (figuras 42,43 y 48).  

 

La activación de la PKC por ésteres de forból como el PMA favorece la activación 

de de las MAPKs y del TGF-β (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 concentración 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 producción 

de las  EROs   en células del músculo liso vascular en cultivo, ambas a través de 
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la activación de la NAD(P)H oxidasa (Inoguchi y col., 2000). Asimismo, se ha  

descrito que el PMA (100 nM) induce apoptosis en varias líneas 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 activación de la isoforma PKC-δ 

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 expresión de 

colágeno I 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 citotóxico 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 podría ser atribuido a una posible 

disminución de la señal del NF-κB, lo cual ha sido reportado en células de epitelio 

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

 

El efecto del PMA no es revertido por el RT bajo ninguna condición, mientras que 

la del HG si fue suprimida, mostrándose así el impacto de la  activación conjunta 

de las señales bajo ambas condiciones sobre la muerte celular. No obstante, es 

conocido que parte del mecanismo protector de los antioxidantes tales como: el α-

tocoferol, la taurina, la N-acetil-cisteína, el tirón y el tempol, frente al daño inducido 

por la HG, involucra la reducción de la activación 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 función importante en el 

mantenimiento de la homeostasis renal, un desbalance en la producción de alguna 
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de ellas traería como consecuencia alteraciones de las proteínas, lípidos y ácidos 

nucleicos, conduciendo a la apoptosis y al daño 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 nefropatía diabética (Forbe y col., 2008). Se conoce que en los 

animales con diabetes inducida por la ETZ el sistema antioxidante, tanto en el 

riñón como en otros órganos, 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 peroxidación lipídica y de las proteínas oxidadas totales en la 

corteza renal de las ratas luego de seis (6) semanas de inducción de la diabetes 

(Limaye y col., 2003), en concordancia con nuestros resultados, en donde se 

observa un aumento de ambos marcadores de daño oxidativo final en la corteza 

renal de las ratas después de cinco (5) semanas de la administración de la ETZ  

(figuras 35 y 36).  Este perfil oxidativo ha sido asociado a la sobreexpresión de 

algunas de las subunidades de la NAD(P)H oxidasa, como la NOX-4, la p22phox y 

la p47phox  tanto en el riñón 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 mostró que impide la instauración de ese 
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estado oxidativo, ya que revirtió los efectos oxidativos finales en la corteza 

inducidos por la hiperglicemia.  

 

En cuanto al sistema antioxidante, se conoce que en la nefropatía diabética la 

actividad y la expresión de algunos de sus componentes enzimáticos se 

encuentran alteradas. Se ha observado una disminución de la actividad de la CAT 

en los riñones 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 expresión de 

esta enzima se ha visto disminuida, tanto en pacientes con  nefropatía diabética 

(Hodgkinson y col., 2003), como en el riñón 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 reducción 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. Así, 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 disminución  de la 

actividad de la GPx (figura 31), lo cual también concuerda con la disminución de 

esta actividad en el modelo de daño renal in vitro (figura 45). En cuanto a la 

expresión de esta enzima en el riñón, 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 disminución de su ARNm. En el caso de la SOD los resultados 

han sido controversiales, la relación de la actividad y la expresión entre algunos 

investigadores ha señalado 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 

mostró ser susceptible a una inhibición 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 CuZn-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 podría estar relacionado con la expresión diferencial de 

estas isoformas en el tejido renal de las ratas diabética, donde ha sido descrito un 

aumento de la expresión de la Mn-SOD, sin alteración de la CuZn-SOD (Dobashi y 

col., 1991). 

 

 Estas variaciones entre la actividad y la expresión se corresponden con posibles 

cambios postraduccionales de estas enzimas antioxidantes, asociado al 

incremento renal de las EROs y las ERNs, lo cual está bien establecido en la 

literatura. El O2
.- 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 nitración 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 inactivación de la CAT por formación 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 comparación con las demás 
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enzimas antioxidantes, también existen resultados contradictorios sobre la 

actividad en el riñón de ratas con diabetes inducida por la ETZ, encontrándose sin 

alteración o disminuida, tal como en nuestro caso, que la actividad de esta enzima 

mostró una significativa disminución (Li y col., 2007; Erejuwa y col., 2011) (figuras 

32 y 46).  

 

Una de los mecanismos mediante el cual el RT podría ejercer su efecto 

renoprotector y antioxidante es a través de su acción sobre la actividad de las 

enzimas antioxidantes renales. Nuestros resultados apoyan esta posibilidad ya 

que 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 disminución del estrés 

oxidativo por esta vía, así 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 polifenólicos 

como el resveratrol y la mangiferina (Li y col., 2010; Schmatz y col., 2012) en ratas 

con diabetes inducida por la ETZ.  

 

La relación entre las especies reactivas es muy compleja. La tasa NO./O2.- es 

decisiva para que ocurran algunos procesos celulares, tales como la proliferación 

y  la apoptosis, siendo uno de los principales atrapadores del O2
.-  precisamente el 

ON. De manera que el incremento o la ausencia de alguna de estas especies 

determinará el tipo de estrés predominante en la célula y por ende esto podría 

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; Pacher y 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 proliferación celular  y reprimir la muerte celular a través de 

la inhibición de las caspasas, el aumento de la Bcl-2, de la señalización de la 

PI3K/Akt,  entre otras, y por el otro lado,  que es capaz de inducir la apoptosis a 

través de la ruta intrínseca mitocondrial y de la extrínseca, produciendo: la 

liberación de citocromo C y de la endonucleasa G, la activación 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 concentración y a través de 

la activación 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 inducción de la iNOS causaban la apoptosis de las células epiteliales 

del túbulo proximal en cultivo. Estos resultados aportan una valiosa información 

acerca del papel del ON en la fisiopatología 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 así un efecto protector sobre el estrés 

nitrosativo (figura 42). En condiciones de HG, el NPS no modificó el efecto 

glucotóxico, pero sí disminuyó parcialmente  la acción de RT sobre el daño 

inducido por la glucosa. Posiblemente, esto se deba a un aumento de la tasa 

NO./O2.- sin alejarse de manera importante de la condición de estrés o más 

sencillamente, esté asociado a un aumento del atrapamiento del ON debido al 

incremento significativo de la actividad de la enzima CAT por acción 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 

catalíticamente al ONOO (Gebcka y Didik, 2009).  

 

Por otra parte, hay que tomar en cuenta la posible presencia de algún componente 

atrapador de ON en el extracto, tal como está 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 glucósido de la malvidina, mostró 

proteger de la apoptosis inducida por el ONOO. a las células del endotelio vascular 

en cultivo (Paixao y col., 2012). 

 

Estos resultados guardan relación a los obtenidos con el tratamiento con el  L-

NAME en este mismo modelo de glucotoxicidad (figura 41). Aquí 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 mostró un leve efecto tóxico sobre las células renales en 

cultivo, éste fue capaz de revertir significativamente la glucotoxicidad. Es 

altamente conocido que la hiperglicemia induce la sobreexpresión de todas las 

isoformas de la NOS en el riñón de los animales de experimentación, lo que 

contribuye al daño renal (Choi y col., 1997; Shin y col., 2000; Komers y Anderson, 

2003). Askwith y col. (2012) demostraron que la HG incrementa la expresión de la 

nNOS y de la iNOS en células nerviosas en cultivo. Es debido a todo esto, que la 

administración de inhibidores de las sintasas tales como el L-NAME, disminuyen: 

la hiperglicemia, la diuresis, la proteinuria, la hipertrofia y mejoran la función renal 

en general, de los animales diabéticos (Catanzaro y col., 1994; Costa y col., 1998; 

Ito y col., 2001; Levin-Iaina 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 H2O2 ha sido asociado al daño 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 H2O2 induce apoptosis a través de 

un incremento de las EROs, de la  fosforilación de las ERKs y de la activación de 

la caspasa 3, en células de epitelio tubular y mesangiales, respectivamente. 
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Asimismo, en células Vero este inductor de estrés oxidativo, produjo una 

disminución de la viabilidad celular, aumento de la fragmentación 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 

disminución de la viabilidad celular inducida por el H2O2 (figura 43). Este efecto fue 

parcialmente inhibido por el co-tratamiento con el RT, consolidando aún más a 

este extracto como antioxidante y protector del daño oxidativo renal.  

 

Esta actividad protectora frente al daño inducido por el H2O2 puede explicarse de 

dos maneras: 1). que el incremento basal de la actividad de la CAT inducida por el 

RT, aumente la degradación del H2O2, 2). el RT a través de su actividad 

atrapadora de O2
.-, contribuya al aumento de la actividad de la CAT por 

disminución de su inhibición por el O2
.-, de manera que se degrade más H2O2, y 3). 

que alguno de los componente químicos del RT presente actividad atrapadora del 

H2O2 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 H2O2 aumentó el efecto 

citotóxico de la HG, muy probablemente por el incremento exacerbado del estrés 

oxidativo. Lo cual se refleja en la abolición y reversión de la acción del RT sobre el 

daño glucotóxico.  

 

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

protector sobre el daño renal en la diabetes, tanto in vivo como in vitro, a través de 
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un mecanismo que involucra la disminución de la glicemia, del estrés oxidativo, del 

estrés nitrosativo, y de la vía de señalización de la PKC-NF-kB. Esto aporta por 

primera vez, información acerca de estos efectos farmacológicos de la especie R. 

tiberosa L., a la vez que contribuye tanto a la validación de su uso tradicional como 

a la caracterización farmacológica de su género. Hasta la fecha sólo se conocía el 

efecto inhibidor de la ECA, la actividad contráctil sobre la musculatura lisa del íleo 

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 etnofarmacológico del género, hace aún más valioso 

a este trabajo y sienta las bases para el estudio fitoquímico y tecnológico de este 

potencial fitofármaco.  
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6. CONCLUSIONES 

 

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

 

6.2. El RT produjo un efecto hipoglicemiante, antihiperglicemiante y disminuyo el 

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

 
6.3. El RT inhibe el daño oxidativo renal y revierte la inhibición de las enzimas 

del sistema antioxidante renal en un modelo de diabetes tipo 1 en ratas, así 

como también en células de epitelio renal cultivadas bajo un ambiente de 

alta concentración de glucosa. 

 

6.4. El RT aumenta la proliferación celular y contrarresta la disminución de la 

proliferación y de la viabilidad celular inducida por la glucosa en células de 

epitelio renal en cultivo.  

 

6.5. El RT disminuye el daño de las células de epitelio renal inducido por el 

estrés nitrosativo y oxidativo.  

 

6.6. El ON y el H2O2 producen un efecto inhibitorio a la acción del RT sobre la 

viabilidad de las células de epitelio renal cultivadas bajo un ambiente de alta 

concentración de glucosa. 

 
6.7. La expresión del NF-κB inducida por la PKC es inhibida por el RT en células 

HeLa, así como la activación de la PKC contrarresta la acción del RT sobre 
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la viabilidad de las células de Vero cultivadas bajo un ambiente de alta 

concentración de glucosa. 

 
6.8. La actividad protectora del RT sobre el daño renal en la diabetes in vivo e in 

vitro, en parte es posiblemente mediada por la reducción del estado 

oxidante, el incremento del antioxidante y la inhibición de la señalización 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 daño renal en la diabetes. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 50. Papel del estrés oxidativo y nitrosativo en el efecto protector el extracto acuoso 
de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre el daño renal en la diabetes. Las líneas 
discontinuas indican disminución o bloqueo.     
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Figura 51. Mecanismo propuesto del efecto protector el extracto acuoso de la raíz de 
Ruellia tuberosa L. (RT) sobre el daño renal en la diabetes. Las líneas discontinuas 
indican disminución o bloqueo.  
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