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La diabetes es uno de los principales problemas de la salud
publica mundial, en parte debido a su asociacién con otras
enfermedades cardiometabdlicas. La nefropatia es una de
las principales causas de muerte en esta enfermedad. Se
conocen varios mediadores celulares de la nefropatia diabé-
tica: la angiotensina I, los productos de glicosilacion avan-
zada, las kinasas activadas por mitégenos, las especies re-
activas de oxigeno y nitrégeno, entre otras, cuya activacion
conduce a aumento de la sintesis de proteinas de la matriz
extracelular, el ensanchamiento del glomérulo, el dafo tu-
bular y la fibrosis. En el campo de la etnofarmacologia exis-
ten diversos estudios que han aportado nuevas especies,
fitofarmacos y productos naturales para el tratamiento no
sblo de la diabetes, sino también de sus complicaciones.
En Venezuela son muy pocas las plantas que han sido es-
tudiadas. Ruellia tuberosa L. (yuquilla) es una especie de
uso etnomédico para la diabetes y para problemas renales.
Las partes aéreas de esta especie han sido estudiadas de
manera exhaustiva, encontrandose actividad: antidiabética,
antioxidante, antiinflamatoria y analgésica. Sin embargo, su
raiz ha sido muy poco estudiada. 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 evalud el efecto del extracto acuoso de la raiz de
R. tuberosa L. (RT) sobre el dafio renal en un modelo de ratas
con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ). Asimis-
mo, se estudié la relacién de la actividad protectora de la RT
con su potencial actividad antioxidante. Para ello, se evalua-
ron las modificaciones de la glicemia, de los marcadores de
dafno renal y del sistema antioxidante renal. Los resultados
demuestran que RT presenta actividad antioxidante y fue ca-
paz de disminuir y/o revertir la alteracion de los marcadores
del dafio renal inducido por la hiperglicemia. Igualmente, RT
contrarrest6 la disminucién de la actividad de la CAT, la SOD,
la GPx y la GR inducida por la glucosa in vivo. Todos estos
hallazgos establecen al RT como un antioxidante con efecto
protector sobre el dafio renal en la diabetes, a través de un
mecanismo que involucra la disminucion de la glicemia y del
estrés oxidativo. Esto aporta, por primera vez, informacién
acerca de los efectos farmacolégicos de la especie, a la vez
que contribuye a la validacion de su uso tradicional y al de-
sarrollo de este potencial fitofarmaco.

Palabras Clave: Ruellia tuberosa L., Diabetes, renoprotector.



Diabetes is one of the main problems of global public health,
partly because of its association with other cardiometa-
bolic diseases. Nephropathy is one of the leading causes of
death in this disease. Various cellular mediators of diabetic
nephropathy are known: Angiotensin Il , advanced glyca-
tion products, mitogen-activated protein kinases, reactive
oxygen and nitrogen species, among other, whose activation
leads to increased synthesis of extracellular matrix proteins,
the widening of the glomerula, tubular damage and fibrosis.
In the field of ethnopharmacology several studies have pro-
vided new species, herbal and natural products for the treat-
ment of diabetes and its complications. In Venezuela there
are very few plants that have been studied. Ruellia tuberosa
L. (yuquilla) is a species of ethnomedical use for diabetes and
kidney problems. The aerial parts of this species have been
studied extensively, meeting activities such as: anti-diabetic,
antioxidant, anti-inflammatory and analgesic. However, the
root has been little studied. In order to validate its traditional
use as an antidiabetic and its protective capacity to know the
complications of diabetes, in this work the effect of the aque-
ous root extract of R. tuberosa L. (RT) was assessed on the
kidney damage in a rat model with streptozotocin-induced
diabetes (ETZ). To do this, the changes of blood glucose,
markers of renal damage, renal antioxidant system was
evaluated. The result demonstrates that RT has antioxidant
activity and was able to reduce and/or reverse the alteration
of renal injury markers induced hyperglycemia. Similarly, RT
blunted the reduced enzymatic activity of CAT, SOD, GPx
and GR induced by glucose. These findings establish RT as
an antioxidant with protective effect on the kidney damage in
diabetes, via a mechanism that involves the decrease of gly-
cemia and oxidative stress. This provides, for the first time,
information about the pharmacological effects of RT, while
contributing to the validation of its traditional use.
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Introduccioén

La diabetes mellitus es uno de los problemas mas gran-
des de la salud publica mundial, en parte debido a su alta
morbilidad y a su asociacién con otros trastornos como la
obesidad, hipertensién arterial, insuficiencia cardiaca e in-
suficiencia renal'?. La nefropatia es considerada como una
de las complicaciones mas importante de esta enfermedad,
la condicidon diabética es la principal causa de insuficiencia
renal terminal® “.

El rifdn, al igual que la mayoria de 6rganos afectados por
la hiperglicemia, sufre un dafo celular mediado por dife-
rentes moléculas, entre las que se encuentran: los polioles,
las hexosaminas, los productos de glicosilacion avanzada
(AGEs), el factor de crecimiento transformante 3 (TGF-p), las
proteinas kinasas activadas por mitégenos (MAPKs, Ej.: las
ERK), la angiotensina Il (ANG II), la proteina kinasa C (PKC),

el diacilglicerol (DAG), las especies reactivas de oxigeno
(EROs), las especies reactivas de nitrégeno (ERN), el factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las célu-
las B activadas (NF-kB), la janus kinasa (JAK), entre otros me-
diadores (5,6). La activacion de estas moléculas, trae como
consecuencia la alteracion de la expresion de algunas pro-
teinas 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, hiperfil-
tracién, cambios hemodinamicos y proteinuria, las cuales son
alteraciones caracteristicas de la nefropatia diabética®’.

Los eventos intracelulares mediados por la via DAG-PKC-
ERK-NF-kB son el eje central de la nefropatia diabética®72.
En general, la activacion de esta via conduce a la disfuncion
renal por el incremento en la produccién de las EROs, de las
prostaglandinas, de la expresion de TGF-$3 y de los compo-
nentes de la matriz extracelular (Ej.: el colageno | y IV, la fi-
bronectina y la lamina), asi como también por la disminucion
de la actividad de la Na*, K* ATPasa’®®. Las altas concentra-
ciones de glucosa incrementan la formacion de las EROs,
tanto en las células mesangiales como en las del epitelio tu-
bular, en donde ocurre una activacién reciproca con otras
cascadas de sefializacion, tales como: la PKC, las MAPKs
y las JAK'®11:1213 De manera que aguas abajo se estimula la
expresion de algunas proteinas profibréticas por la acciéon
de algunos factores de transcripcién, como por ejemplo, el
NF-kB, la AP-1 y la Sp-1'2. Otro evento que contribuye al
establecimiento del estrés oxidativo radica en la disminucién
de las defensas antioxidantes enzimaticas. En pacientes con
nefropatia diabética se ha observado una inhibicion de la ex-
presiéon de algunas de estas enzimas, tales como la catalasa
(CAT) y la superdéxido dismutasa (SOD), favoreciéndose asi el
desbalance oxidativo celular'*. Asimismo, algunos modelos
de animales diabéticos que sobreexpresan la CAT o la SOD,
presentan una significativa disminucién del dafio renal's 1617 18
y de la acumulacion de proteinas de la matriz extracelular en
las células renales en cultivo™.

En la ruta a seguir para el desarrollo de terapias alternativas
para el tratamiento de esta enfermedad, se ha estimulado
a nivel mundial la busqueda de nuevos compuestos quimi-
cos con actividades antidiabéticas o capaces de proteger o
contrarrestar el dafio renal inducido por las altas concentra-
ciones de glucosa. En este sentido, el estudio etnofarma-
colégico de plantas con potencial uso en la diabetes y sus
complicaciones, asi como también el aislamiento, purifica-
cién y elucidacion de la estructura de los compuestos res-
ponsables de la actividad de estas especies, ha sido de gran
importancia para la terapéutica actual'® 2021,

Una de las plantas con gran potencial antioxidante es Rue-
llia tuberosa L. (Acanthaceae), conocida en Venezuela como
escopetera, escopetilla o yuquilla??. Esta especie es utilizada
de manera tradicional para el tratamiento de la diabetes, las
anemias, como diurético y para el tratamiento de diversos
problemas renales??2324, Asimismo, sus partes aéreas han




mostrado actividad antioxidante, antiinflamatoria, antidiabé-
tica, antinociceptiva y nefroprotectora en varios modelos ex-
perimentales in vivo e in vitro?® 26 27.28. 2930 Gin embargo, la
raiz ha sido poco estudiada, a pesar de que esta parte de la
planta es utilizada en la medicina tradicional venezolana. Se
ha demostrado que extractos organicos de las hojas o partes
aéreas de R. tuberosa L. producen un efecto hipoglicemiante
en conejos y en ratas con diabetes inducida por el aloxano®3
y en ratas con diabetes tipo Il inducida por la estreptozotocina
(ETZ) combinada con la nicotinamida?. Igualmente, el extrac-
to hidroalcohdlico de sus hojas frescas fue capaz de revertir,
de manera cronica, el dano renal en las ratas con diabetes
inducida por el aloxano, evaluado desde el punto de vista de
s6lo dos marcadores de la funcioén renal: el nitrégeno ureico
en sangre (BUN) y la creatinina plasmatica?.

Al evaluar farmacoldgicamente el extracto acuoso de la raiz
de R. tuberosa L. (RT), se ha validado su uso tradicional como
antiinflamatorio y antinociceptivo en modelos animales®, y en
el tratamiento de la gastritis, utilizando un modelo de ratas
con gastritis inducida por etanol*®. Entre los productos natu-
rales aislados de las partes aéreas de R. tuberosa L. se en-
cuentran: la apigenina y la apigenina-7-3-D-glucurénido3+3,
los cuales han sido sefialados como los responsables de la
actividad antidiabética en otras especies vegetales®®*’. Igual-
mente, se ha descrito de manera preliminar la presencia de
flavonoides, fenoles y saponinas en los extractos de todas las
partes de la planta, incluyendo la raiz®®%%4, Los estudios sobre
la actividad antioxidante de las partes aéreas de la planta han
revelado un potencial efecto atrapador de las EROs y de las
ERNSs, tales como el peroxido de hidrogeno (H,0,), el anion
superoxido (O,7) y el 6xido nitrico (ON) #4142, Todas estas es-
pecies reactivas son mediadores muy importantes del dafio
renal en la diabetes®.

En vista de la evidencia en el presente estudio, se pretende
demostrar si el extracto acuoso de R. tuberosa L. es capaz,
por un lado, de modular los niveles de glucosa sanguinea y
por otro de proteger al rifndn del dafio inducido por una con-
dicién diabetdgena. Para ello, se propone utilizar modelos
preclinicos de diabetes in vivo, en donde se evaluara como
afecta el RT los cambios fisioldégicos y bioquimicos renales
inducidos por un ambiente hiperglicémico. Los resultados
permitiran consolidar un nuevo y potencial fitofarmaco, de
utilidad para el tratamiento de los pacientes diabéticos, con
o sin nefropatia. Ademas, nuestros hallazgos contribuiran a
la caracterizacién farmacolégica de esta especie pertene-
ciente a la gran biodiversidad nacional, asi como incentivar
el aislamiento y sintesis de nuevas moléculas capaces de
prevenir o disminuir el dafio renal en la diabetes.

Materiales y metodos

Material botanico. La planta fue recolectada en los jardines
de la Facultad de Ingenieria, Universidad Central de Vene-
zuela, Venezuela. Fue identificada por la Lic. Giovannina Or-
sini, 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 cédigo MYF 26390, recolectados por el Dr. Stephen Tillett.

Animales de experimentacion. Se utilizaron ratas macho de la
cepa Sprague-Dawley (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
aguda y subcroénica se utilizaron ratones machos (10-25 g) de
la cepa NIH bajo las mismas caracteristicas antes menciona-
das. Los experimentos fueron realizados siguiendo las bue-
nas practicas para el manejo de animales de laboratorio* y la
aprobacién del Comité de Bioterio de la Facultad de Farmacia
de la Universidad Central de Venezuela.

Preparaciéon del extracto acuoso. La raiz de la planta fue
separada y secada en una estufa a 50°C durante siete (7)
dias. Luego, fue cortada en pequefnos trozos y sometida a
decoccién a 60°C durante una (1) hora. El extracto acuoso
preparado fue liofilizado y mantenido bajo proteccién de la
humedad. Posteriormente, fue disuelto en agua destilada o
en medio de cultivo para los diferentes ensayos.

Actividad atrapadora de anion superdxido del RT. Para la de-
terminacion de la capacidad del RT para atrapar O, se em-
pled la metodologia descrita por Bielski y col.*. Este método
se basa en la reduccién del nitroazul de tetrazolio (NBT) por
el O, generado a partir de la oxidacion de la xantina a acido
urico a través de la xantina oxidasa. Brevemente, se coloca en
una celda de cuarzo 782 pL de la mezcla de reaccion (xantina
0,3 mM; NaCO, 0,4 mM y NBT 150 pL en amortiguador de
fosfatos 50 mM, pH 7,0), 170 pL de extracto (concentraciones
crecientes) y 170 yL de amortiguador de fosfatos 50 mM (pH
7,0). La reaccion se inicia con el anadido de 48 pL de xantina
oxidasa (8U). Se cuantifica la actividad atrapadora de O,” me-
diante la lectura simultanea de la absorbancia a 295 nm y a
560 nm, cada minuto durante 3 minutos. Para el célculo del
100% de reduccion se agregd 170 pL del amortiguador de
fosfatos 50 mM (pH 7,0) en lugar de la muestra. La lectura a
295 nm (ac. urico), permitié asegurar que el extracto no afecta
la actividad de la xantina oxidasa. Los resultados fueron ex-
presados como el porcentaje de O, atrapado.

Efecto del RT sobre el dano renal inducido por la diabe-
tes in vivo

Toxicidad aguda y subcrénica. Para evaluar la toxicidad del
RT se usé el método observacional“. Toxicidad aguda: Los
animales fueron divididos en grupos de 8 animales cada
uno y se les administré dosis crecientes de RT hasta 1500
mg/Kg, p.o. Posterior al tratamiento, el comportamiento y/o



muerte de los ratones fueron evaluados a los 0, 15, 30, 60 y
90 minutos. Toxicidad subcrénica: siguiendo el mismo pro-
tocolo anterior, se administré dosis de 100 y 300 mg/kg/dia,
p.o., durante 20 dias, a los animales de experimentacion y
tanto el comportamiento como las muertes y los dafios or-
ganicos finales fueron monitoreados. Estos ensayos se utili-
zaron para establecer las bases de seguridad para el uso del
extracto en las demas determinaciones in vivo.

Induccion de la diabetes. La diabetes tipo 1 fue inducida por
la inyeccién intraperitoneal (i.p.) de 70 mg/kg de ETZ a las
ratas. La glucosa sanguinea de los animales fue monitorea-
da durante 7 dias o hasta obtener niveles de glicemia > 250
mg/dL. Para ello, se utilizd un glucometro comercial (Accu-
Chek Active, Roche). En este momento los animales fueron
considerados diabéticos.

Disefio para experimento crénico. Los animales fueron di-
vididos en cuatro (4) grupos de siete (7) animales cada uno:
1) Grupo Control, ratas tratadas con agua destilada p.o. (0,1
mL/100g de peso corporal/dia), 2) Grupo ETZ, ratas diabéti-
cas tratadas con agua destilada p.o.; 3) Grupo RT, ratas trata-
das con 10 mg//kg/dia, p.o. de RT y 4) Grupo ETZ + RT, ratas
diabéticas tratadas con 10 mg/kg/dia, p.o. de RT. Se evalud
la funcién renal basal de los animales mediante la recoleccion
de muestras de orina de 24 horas, para la determinacién 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 determinacién de la creatinina, del BUN y de la activi-
dad de la GPx. Se realizé el control de la funcién renal al final
de cada semana, durante cuatro (4) semanas. Al término de la
ultima semana, los animales fueron sacrificados por decapita-
cion y los rinones fueron extraidos y pesados.

Determinacion de la creatinina en el suero. La determinacion
se llevé a cabo usando un kit comercial de creatinina directa
(Laboratorios Biogamma C.A., Caracas, Venezuela). La de-
terminacién de creatinina se fundamenta en la reaccion de
Jaffé, en la cual la creatinina forma un complejo coloreado
con el picrato en medio alcalino, que absorbe energia elec-
tromagnética a 510 nm. La cuantificacion de la creatinina sé-
rica se realizd espectofotométricamente a una absorbancia
de 510 nm y los resultados se expresaron en mg/dL.

Determinacion del nitrégeno ureico en sangre (BUN). La de-
terminacion del BUN se llevé a cabo por el método descrito
por Sampson y col.*’, empleando un kit comercial (Stanbio
Laboratory, Boerne, TX, USA). Tanto la muestra como el es-
tandar de urea (30 mg/dL) se cuantificaron a una A de 340
nm (regién de absorcion del NADH). Se calcularon los cam-
bios en la absorbancia de la muestra (Am) y del estandar
(Ae) y la concentracion de BUN se determiné a través de la
siguiente relacion: (Am/Ae)*30. Los resultados se expresaron
en mg/dL de BUN.

Determinacion de la Proteinuria. La cuantificacion de las
proteinas en la orina se llevo a cabo mediante el método
turbidimétrico descrito por Pesce y Strande*®, en donde se

forma un complejo coloreado con el Rojo de Ponceau S. La
cuantificaciéon de las proteinas totales se realizé a una A de
560 nm, usando una curva estandar de albumina (0,125 - 8,0
mg/mL). Los resultados se expresaron como mg de proteina
excretados en 24 horas (mg/24h).

Determinacion del volumen urinario. El volumen urinario se
determind en muestras de orina recolectadas durante 24 ho-
ras empleando jaulas metabdlicas. La toma de la muestra se
efectud al inicio y a los dias 7, 14, 21 y 28 de tratamiento.
Los resultados se expresaron en mL/100g de peso corporal.

Determinacion de las proteinas totales en la corteza renal.
Las proteinas tisulares totales fueron determinadas por el
método de Lowry y col.*, utilizando albimina sérica de bo-
vino como patrén.

Determinacion del contenido de colageno | en cortes de ri-
Aon. Uno de los rifiones de los animales se rebano y se fijo
en 1 mL de formaldehido al 10 % en PBS. Posteriormente,
este corte se deshidraté gradualmente en etanol absoluto
seguido de xilol, para luego embeberlo en parafina liquida.
Utilizando un microtomo se obtuvo cortes de 4 mm de gro-
sor y fueron tefiidos con tricromico de Masson. La cuantifi-
cacion del contenido de colageno | se realiz6 a través de un
analizador de imagenes. Los resultados se reportaron como
incremento sobre el control.

Actividad de las enzimas antioxidantes en la corteza re-
nal. Se prepard un homogenizado de corteza renal 1:10 en
amortiguador de fosfatos (50 mM, pH 7,0) con tritén X-100
al 1%. Posteriormente, se centrifugé a 13000 rpm a 4°C
durante 30 minutos (IEC MicroCL 17R, Thermo). El sobrena-
dante se empled en las determinaciones que se mencionan
a continuacion:

Actividad de la Superéxido Dismutasa (SOD). La actividad
de la SOD se determind por la capacidad de esta enzima
de inhibir la reduccion del NBT por los O, generados por
el sistema de la xantina-xantina oxidasa®. En un tubo de
ensayo se anade 2,45 mL de la mezcla de reaccion (xantina
0,122 mM, EDTA 0,122 mM, NBT 30,6 uM, albumina 0,006%
y bicarbonato de sodio 4 mM), a 27 °C. Se anaden 500 pL de
muestra, diluida 1:100 en amortiguador de fosfatos 50 nM
(PH 7) y se inica la reaccion con la adicion de 50 pL de xanti-
na oxidasa (8,4 unidades). El blanco consistio de los mismos
reactivos, pero sin xantina oxidasa, y el tubo de 100% de re-
duccidén consistié de xantina oxidasa sin muestra. Después
de 30 minutos, se adiciond 1 mL de cloruro de cobre (ll) 0,8
mM vy se cuantificé la actividad a 560 nm de absorbancia.
Los resultados se expresaron como U/mg de proteina, la
cual se define como la cantidad de SOD necesaria para in-
hibir en un 50 % la reduccion del NBT. Para determinar la
actividad de las isoformas de la SOD, en paralelo se utilizo el
N, N-dietilisotiocianato de sodio, un inhibidor de la isoforma
CuZn-SOD; por lo tanto, se cuantificéd directamente la isofor-
ma Mn-SOD e indirectamente, la CuZn-SOD.




Actividad de la Catalasa (CAT). Se basa en la disminucion
de la absorbancia del H,0, debido a su degradacion por la
catalasa presente en la muestra de acuerdo al método de
Aebi®'. En una celda de cuarzo se colocaron 25 pL de homo-
geneizado del tejido de interés diluido 1:33 en amortiguador
de fosfatos 10 mM (pH 7), se adicion6 725 pL de H,0, 7,7
mM e inmediatamente se midi6 el cambio de absorbancia a
240 nm a los 15 y 30 segundos de reaccion. De acuerdo a
Aebi®, se utilizé la constante de reaccion de primer orden (k)
como la unidad de actividad de la CAT, la cual quedd defini-
da de acuerdo a la siguiente férmula: k = (1/t) (2,3 x log A1
/ A2), donde t es el intervalo de tiempo medido (seg), A1y
A2 son las absorbancias del H,0, en los tiempos t1 y t2. Los
resultados se expresaron como k/mg de proteina.

Actividad de la Glutation Peroxidasa (GPx). La actividad de
la GPx se mide de manera indirecta por una reaccién aco-
plada a la glutation reductasa® y se basa en la disminucion
de la absorbancia a 340 nm debido a la desaparicion de
NAD(P)H. La GPx, al reducir los hidroperéxidos se consume
el glutatién reducido, el cual es regenerado por la glutation
reductasa a partir del glutation oxidado, proceso que consu-
me NAD(P)H. La muestra de corteza renal se diluyé 1:10 con
amortiguador de fosfatos (50 mM, pH 7,0). A 100 L de esta
dilucién se le adicionaron 800 L de una mezcla de reaccién
que contenia: EDTA 1 mM, azida de sodio 1 nM, NAD(P)H 0,2
nM, GSH 1 mMy 1U de GR/mL de amortiguador de fosfatos.
Se prepar6 un tubo de actividad inespecifica con 100 pL de
amortiguador de fosfatos. Los tubos se incubaron a tempe-
ratura ambiente por 5 minutos y su contenido se traspasé a
una celda de cuarzo que contenia 100 yL de H,0, 0,25 mMy
la absorbancia se midié inmediatamente a 340 nm, cada mi-
nuto, durante 3 minutos. Los resultados se expresaron como
U/mg de proteina, siendo una unidad de GPx la cantidad de
enzima que oxida 1 ymol de NAD(P)H por minuto.

Actividad de la Glutation Reductasa (GR). Se sigui6é el mé-
todo de Carlberg y Mannervik®, en el cual se mide la desa-
paricion de NAD(P)H a 340 nm de una mezcla de reaccion
que contiene: glutatién oxidado (GSSG), EDTA, NAD(P)H y
la fuente de la enzima (homogeneizado de tejido). Se colocd
en un tubo, 950 pL de la mezcla de reaccion (EDTA 0,5 mM;
GSSG 1,25 mM y NAD(P)H 0,1 mM en amortiguador de fos-
fatos 0,1 M, pH 7,6) y 50 pL de tejido homogeneizado (dilui-
do 1:5) en amortiguador de fosfatos. Los tubos se agitaron
e inmediatamente se midié la absorbancia a 340 nm cada
minuto por 3 minutos. La actividad de la GR se determind
promediando los cambios de absorbancia por minuto de la
muestra y multiplicando este valor por 0,16 (el inverso del
coeficiente de absorcion milimolar del NAD(P)H = 6,22). Los
resultados se expresaron como U/mg de proteina. Una uni-
dad de GR se define como la cantidad de enzima que oxida
1 umol de NAD(P)H por minuto.

Andlisis estadistico. Los resultados obtenidos tanto in vivo
como in vitro se presentan como la media = el error estandar
de la media (X + E.E.M.). Los datos se analizaron con el pro-

grama Prism 5 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) mediante
el andlisis de varianza de una via (ANOVA) y por compara-
ciones multiples de Bonferroni o una prueba de Dunnett. Los
resultados con valores de p<0,05 se consideraron como es-
tadisticamente significativos.

Resultados

Efecto del extracto del RT sobre la produccion de O,

El extracto de R. tuberosa L. mostré actividad antioxidante,
como lo evidencia su capacidad de atrapar al O, generado
in vitro por el sistema: xantina-xantina oxidasa. El efecto an-
tioxidante fue dependiente de la concentracion (Figura 1).

Efecto del extracto del RT sobre el cambio del volumen uri-
nario, el curso temporal de la glicemia, la excreciéon urinaria
de proteinas y otros marcadores de la funcién renal

Como potencial fitofarmaco, el RT fue capaz de disminuir
y/o revertir todas las alteraciones de los marcadores de dafio
renal, tanto los sistémicos como los tisulares, en la diabetes.

Los ensayos de toxicidad en ratones (no se muestra) permi-
tieron establecer un buen perfil de seguridad del RT, ya que
ninguna de las dosis utilizadas produjo alteraciones téxicas
en los animales evaluados de manera aguda y subcrénica.

En la figura 2 se muestra el curso temporal de la glicemia en
ratas tratadas o no con RT. Como puede observarse, la ETZ
incremento significativamente la glicemia alos 7, 14, 21y 28
dias; el tratamiento con RT no alterd per se los valores de
glicemia, pero mostrd actividad antidiabética al producir un
efecto antihiperglicémico parcial en los animales con diabe-
tes inducida por la ETZ.

En lo que respecta a los marcadores sistémicos de la funcion
renal (urinarios y plasmaticos), el tratamiento con 10 mg/kg/
dia de RT durante 28 dias, previno parcialmente el aumento
del volumen urinario (Figura 2) y de la creatinina sérica (Tabla I).
Asimismo, se observé que la ETZ incrementd significativa-
mente la excrecion urinaria de proteinas y este efecto fue
completamente prevenido por el tratamiento con RT (Figura
3). Tal y como se muestra en la Tabla |, RT fue capaz de pre-
venir el incremento del BUN y el decremento de la excrecion
urinaria de creatinina inducidos por la hiperglicemia (Tabla I).

Efecto del RT sobre la fibrosis renal

Los dafios tisulares, los cuales involucran la fibrosis y el dafo
oxidativo en la corteza renal, también fueron alterados en los
animales diabéticos y revertidos total o parcialmente por el
tratamiento crénico con el RT. Efectivamente, tal y como se
muestra en las figuras 4 y 5, el tratamiento con el RT durante
28 dias, fue capaz de prevenir totalmente el incremento del
peso del rifidén y del contenido de colageno | inducido por la
diabetes experimental, pero solo parcialmente el incremento
del contenido de proteinas totales de la corteza renal.



Efecto del RT sobre la actividad de las enzimas antioxi-
dantes en la corteza renal

En general, el tratamiento con ETZ redujo significativamente
la actividad de todas las enzimas antioxidantes evaluadas en
la corteza renal (Tabla Il). El tratamiento con el RT previno par-
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Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre la produc-
cion de O, generado por el sistema xantina-xantina oxidasa in vitro. Los datos se
muestran como la media + E.E.M. *p<0,05 y ***p< 0,001 con respecto al control.
N=4 por grupo.
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Figura 3. Curso temporal de la excrecién urinaria de proteinas en ratas sanas (con-
trol) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) tratadas con 10 mg/kg/
dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) durante 28 dias. Los
valores se muestran como la media + E.E.M. *p<0,05, **p< 0,01 y **p< 0,001 con
respecto al control. ép<0,05 con respecto al grupo ETZ. #p<0,01con respecto al
grupo ETZ. N=7 por grupo.

Tabla I. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre algunos marcadores de la funcién renal

cialmente la disminucion en la actividad de la CAT, de la CuZn-
SOD y de la SOD total, mientras que aboli6 totalmente la dis-
minucién inducida por la diabetes en la actividad de la GPx.
Por el contrario, el tratamiento con RT no alteré la disminucion
de la actividad de la GR y de la Mn-SOD inducida por la ETZ.
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Curso temporal de los cambios en el volumen urinario (izquierda) y de la glicemia
(derecha) de ratas sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina
(ETZ2), tratadas con 10 mg/kg del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L.
(RT), durante 28 dias. Los valores se muestran como la media + E.E.M. *p<0,05,
**p<0,01 y **p<0,001 con respecto al control. ¥p<0,05 con respecto al grupo ETZ.
&p<0,05 y #p<0,01con respecto al grupo ETZ. N=7 por grupo.

Ratas diabéti tratad
Control Ratas tratadas con el RT Ratas diabéticas atas diabeticas fratadas
con el RT

BUN (mg/dL) 17,08+1,31 14,16+1,17 46,5+6,06™ 23,14+5,93%
Creatinina en suero (mg/dL) 33,60+ 4,43 49,44 + 8,05 170.4 + 24,78 82,25 +21,36%
E . inaria d

xeresion urinaria de 123,31+ 10,75 135,9 + 12,40 79,11 £ 2,06 99,29 + 7,58¢
creatinina (mg/dL)

Los valores representan la media + E.E.M. *p<0,05;**p< 0,01 y **p<0,001 con respecto al control. ¥p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.
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Tabla Il. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa

L. (RT) sobre la actividad de las enzimas antioxidantes en la cor-
teza renal

Control

Ratas
tratadas
con el RT

Ratas
diabéticas

Ratas
diabéticas
tratadas

Proteinas totales (mg/ g de corteza renal)

Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT)
sobre el peso (izquierda) y las proteinas totales (derecha) de los rifiones de las ratas
sanas (control) y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dia 28 de
tratamiento. Los valores se muestran como la media + E.E.M. *p<0,05 y **p<0,01
con respecto al control. 8p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=5 por grupo.

Figura 5

Figura 5. A. Efecto de 10 mg/kg/dia del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tube-
rosa L. (RT) sobre el contenido de colageno | en el rifidn de las ratas sanas (control)
y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ), al dia 28 de tratamiento.
Los valores se muestran como la media + E.E.M. *p<0,05 con respecto al control.
4p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=4 por grupo. B. Microfotografia represen-
tativa de la microscopia 6ptica del colageno I. Las flechas indican la tincion del
colageno | por el tricromico de Masson (en verde) a 160x.

con el RT

Actividad de
la CAT (k/mg
de proteina)

0,041 £ 0,004

0,040 + 0,007 | 0,009+ 0,003 | 0,024 +0,004'#

Actividad
de la GPx
(U/mg de
proteina)

0,21£0,03'

0,38+ 0,06 0,37 0,05 0,45 + 0,088

Actividad de
la GR (U/mg
de proteina)

0,041 £0,005 | 0,042 0,003 | 0,021 £0,003" | 0,034 0,005

Actividad
de la CuZn-
SOD (U/mg
de proteina)

6,04+ 0,72 435+039 | -0,16+0,83" | 2,99+0,90*

Actividad de
la Mn-SOD
(U/mg de
proteina)

3,63 0,32 345+0,27 529 +1,05 4,26 +£0,37

Actividad de
la SOD total
(U/mg de
proteina)

6,43 £ 0,42

580+028 | 260+052" | 501+023*

Los valores representan la media + E.E.M. *p<0,05 y **p< 0,001 con respecto al
control. 8p<0,05 con respecto al grupo ETZ. #p<0,01 con respecto al grupo ETZ.
N=5 por grupo.

Uno de los mecanismos propuestos para el dafio endotelial
y renal por la hiperglicemia es la formacién de EROs™. Re-
cientes estudios sugieren que la hiperglicemia induce estrés
oxidativo y disminuye los mecanismos de defensa antioxi-
dante®%. Entonces la accién de las EROs representa un fe-
némeno crucial involucrado en los mecanismos fisiopatolé-
gicos de la enfermedad microvascular. Ademas de las EROs,
la hiperglicemia conduce al dafio renal a través de varios
mediadores importantes, tales como: los AGEs, la ANG-Il y
las ERNs*%¢, Estos mediadores, a su vez, estan intimamente
relacionados con la activacion de la via de sefalizacion DAG/
PKC/MAPK/NF-kB en condiciones de alta concentracion de
glucosa®®®’. Es por ello que se ha sugerido que los antioxi-
dantes podrian prevenir las complicaciones de la diabetes.
Al respecto, nuestros resultados apuntan a esa posibilidad
ya que demuestran que el RT es antioxidante y precisamente
contra la especie reactiva mas involucrada en la nefropatia
diabética, el O,

Unos de los modelos animales mas utilizados en el estudio
del dano renal en la diabetes es aquel inducido por la ETZ
en la rata®®%. Este representa principalmente un modelo de
diabetes tipo 1, debido al enorme dafo apoptético que sufren



las células B pancreaticas y, por ende, el agotamiento de la in-
sulina®. Algunos signos comunes de la diabetes en humanos
son fielmente reproducidos en las ratas con diabetes inducida
por la EZT; entre ellos destacan: la hiperglicemia, la pérdida
de peso, la proteinuria, el aumento de la diuresis, del BUN, de
la creatinina plasmatica, el ensanchamiento del glomérulo y la
fibrosis renal®® . Todas estas alteraciones estan relacionadas
con el establecimiento de la nefropatia diabética. Nuestros
hallazgos permiten pronosticar el posible papel terapéutico
de RT, ya que demuestran que el tratamiento crénico con el
RT en ratas con diabetes inducida por la ETZ fue capaz de
prevenir, parcial o totalmente, algunas de las alteraciones tipi-
cas de la diabetes experimental, sin producir efectos téxicos.
Estos resultados relativos a la toxicidad son similares a los
reportados recientemente por Rajan y col.*°, quienes demos-
traron que dosis tan elevadas como 5000 mg/kg de las hojas
de R. tuberosa L., no produjeron toxicidad en la rata. En con-
junto, estos resultados contribuyen al establecimiento del uso
seguro de esta especie en ensayos in vivo.

A pesar que no se ha estudiado si el RT tiene un efecto sobre
la captacién de glucosa o sobre la secrecion de insulina, este
extracto produjo un importante efecto antihiperglicemiante,
lo cual concuerda con los trabajos de Chothani y col.?', de
Ullah y col.®" y de Rajan y col.*°, quienes demostraron que
las hojas y partes aéreas de R. tuberosa L. disminuyen la
glucosa sanguinea en un modelo de diabetes tipo Il en ratas,
en conejos con diabetes inducida por el aloxano y en ratas
con diabetes inducida por el aloxano, respectivamente. Al-
gunos componentes quimicos de esta especie tales como:
la apigenina, la luteolina, la malvidina han mostrado activi-
dad hipoglicemiante en animales diabéticos®? 5364 sugiriendo
la posibilidad que estos compuestos o sus glicésidos, sean
los responsables del efecto antidiabético del RT.

La evidencia sugiere que el RT podria ejercer un efecto pro-
tector del dafio renal inducido por la hiperglicemia. Nuestros
resultados sugieren esa posibilidad ya que el tratamiento
crénico con el extracto RT fue capaz de revertir la alteracion
de los marcadores de dafo renal como son: el incremen-
to del volumen urinario, la proteinuria, el incremento de la
creatinina plasmatica y el BUN. Resultados similares fueron
reportados por Manikandan y Arokia®’, quienes utilizando el
extracto hidro-alcohdlico de las hojas frescas de R. tuberosa
L. revirtieron el incremento del BUN y la creatinina plasmati-
ca en ratas con diabetes inducida por el aloxano, reforzando
aun mas la idea que estos extractos comparten componen-
tes quimicos similares. En apoyo a estos resultados, existe
evidencia que otras especies antiabéticas y antioxidantes,
tales como: Panax ginseng C. A. Meyer y Ginkgo biloba L.,
asi como también polifenoles, tales como: la mangiferina,
el galato de epigalocatequina, la quercetina y la luteonina,
son capaces de inhibir la alteracion de estos marcadores
del dano renal en las ratas con diabetes inducida por la
ETZ684656667.65 | os cambios en estos marcadores se acom-
pafian de eventos fibréticos que se reflejan en el incremento
del peso del rifién, el aumento de la sintesis de proteinas

totales y, en particular, de la expresion de proteinas de la ma-
triz extracelular, tales como, el colageno | y IV, la fibronectina
y la laminina, que conducen al ensanchamiento de la mem-
brana basal glomerular, a la glomérulo esclerosis, a la hiper-
filtracion, a la proteinuria, entre otros, estableciéndose asi la
nefropatia diabética’®*"°. Nuestros resultados sugieren que
el RT protege al rifidén del dafo asociado a la hiperglicemia
por impedir el aumento de la deposicién de colageno a nivel
glomerular y tubular, lo cual guarda estrecha relacién con la
reversion de los efectos de la diabetes sobre los marcadores
de dario renal en nuestro modelo animal.

Seyer-Hansen’' evalué los cambios en el peso, el contenido
de proteinas, de ARN y de ADN en rifiones de ratas con dia-
betes inducida por la ETZ, reportando que el rifidn aumenta
de peso en un 15y 90% a los 3 y 42 dias de induccion de la
diabetes, respectivamente. Asimismo, el contenido de pro-
teinas y de ARN mostré un aumento de similar magnitud. Es-
tos cambios fueron revertidos por el tratamiento con la insu-
lina, lo que sugiere que estas alteraciones fibréticas son res-
ponsabilidad de la hiperglicemia. Al respecto, en el presente
trabajo se demostrd que el tratamiento con el RT disminuye
significativamente tanto el peso del riién como el contenido
de proteinas totales en la rata con diabetes inducida por la
ETZ, lo que apoya aun mas el papel renoprotector del RT.
Este efecto protector del RT podria ser directo a nivel renal
o, alternativamente, un efecto indirecto por su accion hipo-
glicemiante. El hallazgo de Seyer-Hansen’' con respecto a la
proporcionalidad de la hiperglicemia con el dafio renal apoya
la accion indirecta reportada en este estudio. Aun mas, el
perfil antioxidante del RT también podria estar relacionado
con la inhibicién de la fibrosis, tal como ha sido descrito para
otros importantes antioxidantes como el tempol y el tirén™.

Se conoce que en los animales con diabetes inducida por
la ETZ el sistema antioxidante, tanto en el rifidn como en
otros érganos, se encuentra inhibido, mientras que el siste-
ma oxidante y el nitrante se encuentran elevados™ 747, Efec-
tivamente, se ha observado una disminucion de la actividad
de la CAT en los rifiones de las ratas con diabetes inducida
por la ETZ%7677.78  Asimismo, la expresién de esta enzima
se ha visto disminuida, tanto en pacientes con nefropatia
diabética™ como en el rindn de las ratas diabéticas™ "8,
Nuestros resultados son consistentes con la evidencia re-
portada en la literatura ya que se observa una reduccion de
la actividad de la CAT en la corteza renal de ratas tratadas
con ETZ. En relacién a la actividad SOD y la GPx en la dia-
betes, los resultados reportados son variables. Asi, Limaye
y colaboradores™ han reportado incrementos de la actividad
de la GPx, mientras que nuestros hallazgos junto con los
reportados por Sadi’®y Luo y colaboradores” demuestran
una importante disminucién de la actividad de la GPx. En
cuanto a la expresion de esta enzima en el riidn, algunos
autores han encontrado aumentos’®’® mientras que Luo y
colaboradores’” han reportado una disminucién del ARNm
de la enzima. En el caso de la SOD los resultados han sido
controversiales, la relacion entre la actividad y la expresiéon




obtenida por algunos investigadores sefiala lo siguiente:
ambas permanecen sin cambios’®, aumentan®*7¢ o disminu-
yen’”. En el presente estudio los hallazgos mostraron que la
actividad de la SOD total mostré reduccion 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 se
apoya en los de Kakkar y col.>* quienes demostraron que la
actividad de la Mn-SOD no fue modificada por la hiperglice-
mia de ratas Sprague-Dawley con diabetes inducida por la
ETZ. Esto podria estar relacionado con la expresion diferen-
cial de estas isoformas en el tejido renal de las ratas diabéti-
cas, donde ha sido descrito un aumento de la expresién de
la Mn-SOD sin alteracién de la CuzZn-SOD®. Estas variacio-
nes entre la actividad y la expresién se corresponden con
posibles cambios postraduccionales de estas enzimas an-
tioxidantes, asociado al incremento renal de las EROs y las
ERNs®81828  Gon respecto a la actividad de la GR, existen
resultados contradictorios sobre la actividad en el rifién de
ratas con diabetes inducida por la ETZ, encontrandose sin
alteracion® o disminuida (85 y resultados presentes). Ahora
bien, interesantemente los efectos sobre la actividad del sis-
tema antioxidante inducidos por la hiperglicemia fueron pre-
venidos por el RT, lo que permite inferir un nuevo mecanismo
protector frente al dafo renal, tanto para esta especie como
para el género Ruellia. Este efecto ha sido descrito también
para otros extractos ricos en polifenoles, tales como el de
Ichnocarpus frutescens y el de Hibiscus sabdariffa L.8% o
algunos compuestos polifendlicos como el resveratrol y la
mangiferina®®® en ratas con diabetes inducida por la ETZ.

En conclusion, los hallazgos permiten establecer al RT como
un extracto antioxidante con efecto protector sobre el dafio
renal en la diabetes, a través de un mecanismo que involucra
la disminucion de la glicemia, del estrés oxidativo, y de la via
de sefalizacion de la PKC-NF-kB, aportando por primera vez
las bases de los efectos farmacoldgicos de la especie R. tu-
berosa L., a la vez que contribuye tanto a la validacién de su
uso tradicional como a la caracterizaciéon farmacolégica de su
género. Hasta la fecha sélo se conocia el efecto inhibidor de
la enzima convertidora de angiotensina, la actividad contrac-
til sobre la musculatura lisa del ileon de cobayo, la actividad
colinérgica y la actividad estrogénica de Ruellia praetermissa.
Sceinf.ex.Lindau®®'%2, por lo que la falta de informacion et-
nofarmacoldgica sobre el género, hace mas valiosos nuestros
hallazgos y sienta las bases para el estudio fitoquimico y tec-
nolégico de este potencial fitofarmaco.
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