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Resumen

La diabetes es uno de los principales problemas de salud publica mundial. Las complicaciones tisulares
de la diabetes es su principal causa de muerte, siendo la nefropatia diabética la que lidera la lista de
danos inducidos por la hiperglicemia crénica. Muchos grupos de investigacién se han enfocado en la
busqueda de farmacos de origen natural que sean capaces de abolir, disminuir o prevenir la nefropatia
diabética. Ruellia tuberosa L. (RT), perteneciente a la familia Acanthaceae, es una de estas plantas
de uso etnomédico y cuyas partes aéreas han sido estudiadas de manera exhaustiva, encontrandose
actividad antidiabética, antioxidante, anti-inflamatoria y analgésica. Aunque su raiz ha sido muy poco
estudiada, hemos establecido su efecto antidiabético y protector del dano renal in vivo. Con el fin
comprender los mecanismos celulares y moleculares que puedan contribuir a la proteccion de RT frente
a las complicaciones de la diabetes, se estudio la relacion de la actividad protectora del extracto acuoso
de la raiz de RT con su potencial inhibicion de la via de senalizacién de la PKC-NF-«xB in vitro. Para ello,
se evalud la modulacion del efecto protector de RT sobre la disminucion de la viabilidad celular en
ambiente de alta glucosa (HG) y en presencia de un estimulante de la PKC, el éster de forbol (PMA) en
células Vero. Igualmente se estudio el efecto de RT sobre la actividad del NF-xB inducida por el PMA en
células HeLa. Los resultados muestran que RT protegi6 a las células Vero de la glucotoxicidad, ya que en
condiciones de glucosa normal, el PMA disminuy6 discretamente la viabilidad basal de RT; mientras que
en ambiente de alta glucosa, RT revirtié la glucotoxicidad en forma dependiente de la concentracion.
El PMA redujo por si mismo la viabilidad celular y bloqueé completamente el efecto protector de RT a
niveles citotoxicos similares al de HG solo. El PMA incrementé la expresion del NF-xB en células HeLa y RT
redujo significativamente este efecto. Estos hallazgos indican que el efecto protector que RT ejerce sobre
el dano renal en la diabetes podria estar asociado al mecanismo que involucra la via de senalizacion de
la PKC-NF-kB. Nuestros hallazgos contribuyen tanto a la validaciéon del uso tradicional de RT, asi como
a la caracterizacion farmacologica de su género, sentado asi las bases para el estudio fitoquimico y
tecnologico de este potencial fitofarmaco.
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Abstract

Diabetes is one of the main problems of global public health. Diabetes tissue complications are the main
cause of death, with diabetic nephropathy leading the list of damages induced by chronic hyperglycemia.
Many research groups are focused on finding drugs of natural origin that are able to abolish, reduce or
prevent diabetic nephropathy. Ruellia tuberosa L. (RT), from Acanthaceae family, is one of these plants
of ethnomedical use, whose aerial parts have been studied exhaustively, being active as antidiabetic,
antioxidant, anti-inflammatory and analgesic. Although its root has been poorly studied, we have
established its antidiabetic and protective effect on renal damage in vivo. In order to validate its traditional
use as an antidiabetic agent and to assess the protective capacity against diabetes complications, the
relationship between the aqueous extract of the root of RT protective activity and its effects on PKC-NF-«xB
signaling pathway was studied. To this end, we evaluated the modulation of RT protective effect on the
decrease in cell viability in HG and induced by phorbol ester (PMA), a PKC stimulant. In addition, it was
studied NF-xB activity induced by PMA in cervical cancer cells (HeLa). Our results show that RT protected
Vero cells from glucotoxicity, since under normal glucose conditions, PMA discreetly decreased RT basal
viability; however, in a high glucose environment RT reversed glucotoxicity in a concentration dependent
manner. PMA reduced cell viability by itself and completely blocked the protective effect of RT at cytotoxic
levels similar to HG alone. PMA increased NF-xB activity in HeLa cells and RT significantly reduced this
effect. These findings indicate that RT exerts a protective effect on diabetes kidney damage through a
mechanism that involves PKC-NF-«B signaling pathway. Our findings contribute both to the validation of
RT traditional use and to the pharmacological characterization of its genus, thus laying the foundations
for the phytochemical and technological study of this potential phytopharmaceutical.

Key words: Ruellia tuberosa L., Protein Kinase C, HeLa Cells, Vero Cells, phorbol ester.

Introduccion complejos  toxicos que  producen
dano renal en la diabetes, induciendo

La diabetes es una enfermedad meta- cambios estructurales, tales como: la

bolica caracterizada por hiperglicemia
que resulta de defectos en la secrecion de
insulina, en la accion de la insulina o en
ambas (American Diabetes Association,
2018). La diabetes esta asociada a
lesiones, disfuncion e insuficiencia de
oOrganos vitales, especialmente de los ojos,
los rinones, los nervios, el corazén y los
vasos sanguineos. La nefropatia diabética
(ND) es una de las complicaciones
vasculares mas importantes y la mayor
causa de morbilidad y mortalidad en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (USRDS Annual Data Report, 2014).

La excesiva concentracion de glucosa
intracelular puede dirigirse a varias rutas
metabodlicas que favorecen la nefropatia.
Los productos de glicosilacion avanzada
(AGEs) son wuno de los productos
metabdlicos de la glucosa incrementados
por la hiperglicemia. Son considerados

glomeruloesclerosis, la fibrosis intersticial
y la atrofia tubular (Brownlee, 1995;
Forbes y col., 2003). Los AGEs pueden
actuar sobre sus receptores de membrana
(RAGE) y activar las vias dependientes de
la proteina kinasa C (PKC), las proteinas
Kinasas activadas por mitégenos (MAPKs)
y las especies reactivas de oxigeno
(EROs), conduciendo a la activacion
de algunos factores de transcripcion,
dentro de las cuales se destaca el factor
nuclear potenciador de Ilas cadenas
ligeras kappa de las células B activadas
(NF-xB), el cual es considerado como el
factor de transcripcibn mas importante
en la patogénesis de Ila nefropatia
diabética (Wada y Makino, 2013). El NF-
kB incrementa la expresion de algunos
mediadores profibréticos como el factor
de crecimiento transformante beta
(TGF-B) y la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1), conduciendo al

100



ACTIVIDAD NEFROPROTECTORA DE RUELLIA TUBEROSA

aumento de la expresion de las proteinas
de la matriz extracelular (Sharma y col.,
1995; Scivittaro y col., 2000; Ha y col.,
2002a, b; Forbes y col., 2003; Mezzano
y col., 2004; Bohlender y col., 2005;
Kanwary col., 2005; Yan y col., 2007). Este
incremento de la matriz extracelular, bajo
la condicion de hiperglicemia cronica,
es considerado el cambio fenotipico
fundamental de las células renales ligada
a la fibrosis, a la pérdida de la funcion y
a los cambios estructurales renales que
establecen la nefropatia (Simonson,
2007). El NF«B subyace en los procesos
inflamatorios y es un importante vinculo
entre la diabetes y la inflamacién. La
inhibicion de la activacion del NF-«B
disminuye la infiltraciobn de macrofagos
en el tejido renal, contribuyendo con el
efecto nefroprotector de una variedad
de farmacos, entre los que destacan
los antagonistas del receptor AT1 de la
angiotensinall, neuropéptido intimamente
relacionado con la activacion de NF-
kB, la inflamacion y el dano renal en la
diabetes (Hattori y col., 2000; Esteban y
col., 2003; Patel y Santani, 2009; Pandey
y col., 2015).

la PKC la realiza
principalmente el diacilglicerol (DAQ),
proveniente  del metabolismo  del
gliceraldehido-3-fosfato  (glicOlisis) o
por la accion de la fosfolipasa C (PLC)
sobre los fosfolipidos de la membrana
plasmatica, favoreciendo la activacion
corriente abajo de las MAPKs (Craven y
col., 1990; Haneda y col., 2001; Idris y
col., 2001; Parker y Murray-Rust, 2004).
La actividad de la PKC esta aumentada
en el glomérulo de ratas con diabetes
inducida por la estreptozotocina (ETZ)
(Craven y DeRubertis, 1989), estando la
mayoria de sus isoformas involucradas
en el dano renal (Whiteside y Dlugosz,
2002). La PKC-a y la PKC-f han mostrado
ser mediadoras del dano renal en varios

La activacion de

modelos experimentales de diabetes (Koya
y col., 1997; Koya y col., 2000). Kumar y
colaboradores (2001) demostraron que
en células mesangiales cultivadas bajo un
ambiente glucotoxico, existe una relacion
entre la isoforma PKC-B y la activacion de la
NF-xB. En la actualidad se ha establecido
la via PKC-NF-kB como un mecanismo
importante en el dano tisular en la
diabetes, incluyendo el dano renal (Min y
col., 2009; Yang y col., 2013; Jiang y col.,
2015; Shukla y col., 2018). Asimismo, la
activacion de la via DAG-PKC-MAPK en la
diabetes conduce a la disfuncion renal
por el incremento en la produccion de
las EROs, de las prostaglandinas, de la
expresion de TGF-f y de los componentes
de lamatriz extracelular, asi como también
por la disminucion de la actividad de la
Na*, K" ATPasa (Koya y col., 1997; Haneda
y col., 2001; Ohshiro y col., 2006).

En los ultimos anos se han hecho gran-
des esfuerzos en la busqueda de nuevos
compuestos quimicos con actividades
antidiabéticas o capaces de proteger o
contrarrestar el dano renal inducido por las
altas concentraciones de glucosa. Es por
esto que el estudio etnofarmacolégico de
plantas con potencial uso en la diabetes
y sus complicaciones, asi como también
el aislamiento, purificacion y elucidacion
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 Makheswari y
Sudarsanam, 2011; Khan y col., 2012;
Hung y col., 2012).

La capacidad antioxidante de una
planta y su actividad antidiabética se
encuentran intimamente relacionadas
(Rahimi y col., 2005). Una de las plantas
con dran potencial antioxidante que
se encuentra en Venezuela es Ruellia
tuberosa L., (yuquilla), la cual pertenece
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a la familia Acanthaceae (Chen y col.,
2006; Arirudran y col., 2011a, b; Kensa
y Neelamegam, 2012a, b). Esta planta es
utilizada de manera tradicional para el
tratamiento de la diabetes (Ciangherotti
y col.,, 2007; Chothani y col., 2010),
asi como también para el manejo de
las anemias, como diurético y para
el tratamiento de diversos problemas
renales (Gil y col., 2003; Giraldo y col.,
2009). Las partes aéreas de R. tuberosa
han mostrado actividad antioxidante, anti-
inflamatoria, antidiabética, antinociceptiva
y nefroprotectora (Chen y col., 2006;
Ashraful y col., 2009; Manikandan vy
Arokia, 2010; Chothani y col., 2010;
Rajan y col., 2012). Sin embargo, la raiz
ha sido poco estudiada, a pesar de que
esta parte de la planta es utilizada en la
medicina tradicional venezolana.

Nuestro grupo de investigacion
establecié el potencial anti-inflamatorio
y antinociceptivo del extracto acuoso de
la raiz de R. tuberosa (RT) en modelos
animales (Pastorello y col., 2012). Los
estudios sobre la actividad antioxidante
de las partes aéreas o la planta entera, han
revelado un potencial efecto captador de
EROs y de especies reactivas de nitrogeno
(ERNSs), tales como: el peroxidode hidrogeno
(H,0,), el anién superoxido (0O,) y el 6xido
nitrico (ON), principalmente los extractos
organicos (Chen y col., 2006; Arirudran
y col., 2011b; Kensa y Neelamegam,
2012a, b). Todas estas especies reactivas
son mediadores muy importantes del
dano renal en la diabetes (Stanton,
2011). En este sentido, demostramos el
efecto antidiabético agudo y croénico, asi
como el efecto protector sobre el dano
renal en la diabetes experimental de
RT, en donde la capacidad antioxidante
del extracto y la disminucion del
estrés oxidativo renal fueron parte del
mecanismo de nefroproteccion en los
animales con diabetes inducida por la ETZ

(Ciangherotti y col., 2013, 2016). Bajo
esta premisa, en este trabajo se evaluo
la relacion de la actividad protectora
renal de RT con su potencial inhibicion
de la via de senalizacion de la PKC-NF-
kB. Para ello, se estudi6é el papel de la
PKC en el aumento del estrés oxidativo,
estudiando la modulacion del efecto
protector de RT sobre la disminucion
de la viabilidad celular en un ambiente
de alta glucosa (HG) en células Vero in
vitro, antes y después de la accion del
éster de forbol (PMA), un estimulante
de la PKC. Igualmente se estudio el
efecto de RT sobre la actividad del NF-
kB inducida por el PMA, en un modelo
de células de cancer de cuello uterino
(HeLa) in vitro, como una aproximacion
para el entendimiento de las acciones
de esta planta sobre este importante
factor transcripciéon involucrado en la
nefropatia diabética. Esto permitira por
un lado, contribuir con la caracterizacion
farmacolodgica y con la validacion del uso
tradicional de esta especie perteneciente
a la valiosa biodiversidad nacional, y por
otro a contribuir con el desarrollo de un
potencial fitofarmaco para el tratamiento
y la prevencion de las complicaciones de
la diabetes.

Materiales y métodos
MATERIAL BOTANICO

La planta fue recolectada en los
jardines de la Facultad de Ingenieria,
entre el edificio de Ingenieria Mecanica
y entrada de Las Tres Gracias, de la
Universidad Central de Venezuela, Ciudad
Universitaria, Los Chaguaramos, Caracas,
Venezuela. Fue identificada por la Lic.
Giovannina Orsini. El ejemplar testigo fue
depositado en el Herbario “Victor Manuel
Ovalles” (MYF) de la Facultad de Farmacia
de la Universidad Central de Venezuela
bajo el codigo MYF 26390.
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PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO

La raiz de la planta fue separada y
secada en una estufa a 50°C durante siete
(7) dias. Luego fue cortada en pequenos
trozos y sometida a decoccion a 60°C
durante una (1) hora. Una vez filtrado, el
extracto fue liofilizado y mantenido bajo
proteccion de la humedad.

LiNEAS CELULARES Y CULTIVO CELULAR

Las células Vero, una linea celular de
epitelio renal de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops), fueron
adquiridas en el Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel”, Caracas-
Venezuela. Esta linea celular es
susceptible al dano oxidativo inducido
por la exposicion a alta concentracion
de glucosa (Kannan y Jain, 1994).
Las células de carcinoma de cuello
uterino (HeLa) transfectadas con el gen
reportero de la luciferasa controlado
por el promotor de IL-6 con sitio de
union para NF-kB, fueron facilitadas
por el Dr. Gustavo Benaim del Instituto
de Estudios Avanzados (IDEA) Caracas-
Venezuela.

Las células se cultivaron hasta
confluencia en condiciones de 5%
de CO, a 37°C en medio completo
que contiene: DMEM (medio de Eagle
modificado por Dulbecco), 10% de
suero fetal de bovinoy 1% de penicilina/
estreptomicina. Luego se lavaron 2
veces con PBS (buffer salino-fosfato)
y se lisaron con tripsina 0,025 M en
EDTA (acido etilen-diamino-tetracético)
dejando incubar a 37°C por 5 minutos
para luego centrifugar por 10 minutos
a 2200 rpm. El sedimento se traté con
PBS para formar una suspension de
células, la cual se utilizé6 para realizar
los ensayos correspondientes.

DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD

Para evaluar los efectos del RT sobre
la citotoxicidad inducida por la alta
concentracion de glucosa, se realizo
el protocolo descrito por Kannan y Jain
(1994) en células Vero y se empled
el ensayo de supervivencia celular
desarrollado por Mosman (1983), el cual
consiste en la formacion de purpura de
formazan a partir 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 acciéon de la enzima
succinato deshidrogenasa mitocondrial.

Para ello se incubaron 5000 células por
pozo en placas de cultivo de 96 pozos con
medio completo (5% CO, a 37°C), bajo
un ambiente de 8 mM de glucosa (glucosa
normal) durante 24 horas. El medio fue
removido y reemplazado por medio
completo fresco con el siguiente esquema
de tratamientos: pozos controles (NG), 8
mM de glucosa; pozos altaglucosa (HG), 35
mM de glucosa; pozos RT (concentraciones
crecientes) y pozos alta glucosa + KT.
Bajo estas condiciones las células se
cultivaron (5% CO, a 37°C) durante 96
horas, reemplazando con medio nuevo
sobre el mismo esquema cada 24 horas.
Al término de este tiempo, el medio fue
nuevamente reemplazado, pero solo con
medio fresco. Se prepar6 una soluciéon de
MTT (2,5 mg/mL) y se anadié 100 pL de
ésta a cada pozo de la placa. Las placas
fueron incubadas durante 3h (5% de CO,
a 37°C). Posteriormente se elimind el
sobrenadante de cada pozo y la monocapa
fue disuelta con la incorporacion de 100
pL de DMSO. La placa se dejo reposar por
30 minutos para que se desarrollara el
color y luego se determinoé la absorbancia
a 570 nm en un espectrofotOmetro de
placa (BioRad, modelo Berchmark). Se
calculo el porcentaje de citotoxicidad con
respecto al control.
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DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

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

Erecto DE RT soBRE LA ACTIVIDAD DEL NF-kB
EN cELULAS HELA

Para evaluar el efecto de RT sobre la
actividad del factor de transcripcion NF-«B se
empleod 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 union al NF«xB. La actividad de la
luciferasa se determiné por luminiscencia a
través de la reaccion luciferasa-luciferina, la
cual produjo un incremento de la emision
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Figura 1. Efecto del extracto acuoso de la raiz
de Ruellia tuberosa L. (RT) sobre la viabilidad
de las célula Vero en cultivo. n=7 por grupo.

de luz. El PMA se utilizé como inductor de la
actividad del NF-xB mediante la activacion
de la PKC. En resumen, se colocaron
5000 células por pozo en medio DMEM
completo y se incubaron durante 48 horas.
Posteriormente, se removio el medio y las
células se trataron segun los diferentes
protocolos, durante 24 horas. Luego las
células se lavaron con PBS y seguidamente
se les agregdé amortiguador de lisis por 30
minutos. Las células fueron transferidas
a un tubo y se centrifugaron a 12000
rpm durante 15 segundos a temperatura
ambiente. Se agregd 20 pL de la muestra
a cada pozo de una placa opaca y se midio
la luminiscencia a una sensibilidad de 255,
después de agregar 50 pL del sustrato de
luciferasa.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentan como la
media * el error estandar de la media (X
+ E.E.M.). Los datos se analizaron con
el programa Prism 5 (Graph Pad, San
Diego, CA, USA) mediante un analisis
de varianza de una via (ANOVA) y por
comparaciones multiples de Bonferroni
0 una prueba de Dunnett. Los resultados
con valores de p<0,05 se consideraron
como estadisticamente significativos.

Resultados

Efectos de RT sobre el dano inducido
por las altas concentraciones de glucosa
en células de epitelio renal (Vero) en
cultivo

ErecTto DE RT SOBRE LA VIABILIDAD Y LA
PROLIFERACION CELULAR

Para la validacion del modelo y para
establecer la concentraciobn de RT a
emplearse en los todos los experimentos
in vitro, se evalué el efecto de RT
sobre la viabilidad de las células Vero
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en cultivo mediante la prueba del MTT.
En la figura 1 se puede observar que
ninguna de las concentraciones de
RT evaluadas (10-400 pg/mL) produjo
modificacion de la viabilidad celular. El
tratamiento por 96 horas de las células
Vero con medio que contenia una alta
concentracion de glucosa (grupo HQ,
35 mM), produjo un efecto citotoxico
significativo (p<0,001) en comparacion
con el grupo NG (8 mM de glucosa). Este
efecto fue parcialmente abolido por el
tratamiento con 50 pg/mL de RT (figura
2), por lo que queda establecido que
este extracto inhibe el efecto glucotoxico
sobre las células renales in vitro en las
condiciones experimentales utilizadas. La
reduccion de la muerte celular inducida
por el extracto de RT (efecto protector)
resulté ser un efecto dependiente de la
concentracion del extracto (figura 3).
Asimismo, se evaluo la proliferacion de
las células Vero mediante un método de
exclusion por azul de tripano. En este
modelo la condicion de alta concentracion
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Figura 2. Efecto del extracto acuoso de la raiz
de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL) sobre
la viabilidad de las células Vero cultivadas
con o sin un ambiente de alta concentracion
de glucosa (NG y HG, respectivamente).
Los valores se muestran como la media +
E.E.M. ***p<0,001 con respecto al grupo RT.
#p<0,001 con respecto al grupo HG. n=13-20.

754

Citotoxicidad (%)

o ) ) U J 1
0.01 0.1 1 10 100 1000

RT (pg/mL)

Figura 3. Efecto del extracto acuoso de

la raiz de Ruellia tuberosa L. sobre Ila
citotoxicidad inducida por la glucosa en
células Vero. Los valores se muestran como
la media * E.E.M. *p<0,005 y ***p<0,001
con respecto al grupo HG. n=5 por grupo.

de glucosa trajo como consecuencia una
disminucion de la proliferacion celular
a partir de las 72 horas, efecto que fue
parcialmente revertido por el tratamiento
con RT, mejorando de esta manera la tasa
de crecimiento. Por si mismo, el extracto
de RT produjo un efecto pro-proliferativo
significativo (p<0,01) alas 96 y 120 horas
de experimentacion cuando se compara
con el grupo NG, disminuyendo el tiempo
de duplicacion de 35,3 a 25,7 horas
(figura 4).

Erecto DE RT SOBRE LA SENALIZACION DE LA
PRC

Se evaluo el papel de la senalizacion de
la PKC en el aumento del estrés oxidativo.
En la figura 5 se observa la modulacion
del efecto protector de RT sobre Ila
disminucion de la viabilidad celular en
HG, por accion de un estimulante de la
PKC: el forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA). En condiciones de glucosa normal,
el PMA disminuy6 discretamente (p<0,05)
la viabilidad basal del extracto de RT. Sin
embargo, en ambiente de alta glucosa,
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Figura 4. Efecto del extracto acuoso de la raiz
de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL) sobre la
proliferacion de las células Vero cultivadas con
o sin un ambiente de alta concentracion de
glucosa (NG y HG, respectivamente). Los valores
se muestran como la media + E.E.M. *p<0,005,
**p<0,01 y ***p<0,001 con respecto al grupo NG.

el PMA redujo por si mismo la viabilidad
celular y bloque6 completamente el efecto
protector del RT (p<0,001), a niveles
citotoxicos similares al HG solo.

Para evaluar si los efectos del PMA
sobre la accion de RT en el modelo de
glucotoxicidad renal in vitro se relacionan
con el efecto inhibidor de RT sobre la
expresion del NF-«B, se estudio el efecto
del extracto de RT sobre la actividad de
NF-xB en células HelLa, estimuladas o no
con PMA (figura 6). Como se observa, el
PMA incremento la actividad del NF-«B, y
RT redujo significativamente este efecto
del PMA sobre la actividad del NF-xB en
células HelLa. Lo que indica un efecto
contraregulatorio a la accion de la PKC,
un importante inductor de la expresion
y la actividad de este factor relacionado
con el estrés oxidativo y el dano renal en
la diabetes.

Discusion
La ND es una de las mas graves

complicaciones de la diabetes y la
causa mas comun de insuficiencia renal

en etapa terminal. Esta complicacion

se caracteriza por  hiperfiltracion
glomerular, hipertrofia del epitelio
glomerular y tubular, aumento de

la excrecion urinaria de albumina,
aumento del grosor de la membrana
basal y expansidn mesangial con la
acumulacion de proteinas de la matriz
extracelular en las células mesangiales
(ECM) (Kanwar y col., 2008; Zelmanovitz
y col., 2009). Se sabe que la activacion
de varias isoformas de la PKC dentro
de células durante diabetes mellitus
tipo 2 resulta en varios cambios
fisiopatologicos (Riser y col., 2000). La
mayoria de los hallazgos experimentales
en modelos de diabetes han establecido
quelaPKC-ase encuentraprincipalmente
involucrada en la excrecion urinaria de
albumina mediado por el incremento de
la expresion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y de las EROs;
mientras que la PKC-f estainvolucradaen
la expansion de la ECM y en la hipertrofia

NG HG

100 — =

! *%kx T

**X xx O

Viabilidad (%)

RT PMA RT+
PMA

HG RT PMA RT+
PMA

Figura 5. Efecto de la induccion de la PKC por
el 12-miristato-13 acetato de forbol (PMA, 10
nM) sobre la respuesta protectora del extracto
acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50
ug/mL) frente a disminucion de la viabilidad
de las células Vero cultivadas con o sin un
ambiente de alta concentracion de glucosa
por 96 h (NG y HG, respectivamente). Los
valores se muestran como la media + E.E.M.
*p<0,05 y “**p<0,001 con respecto al grupo RT.
&p<0,001 con respecto al control HG. °p<0,01
con respecto al grupo RT en HG. n=8-16.
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Figura 6. Efecto del extracto acuoso de la raiz
de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 pg/mL) sobre la
actividad del factor NF-xB, basal y estimulada
por el PMA (10 nM) en células de cancer de cuello
uterino (HeLa) transfectadas con el gen reportero
luciferasa. Los valores se muestran como la media
+ E.E.M. ***p<0,001 con respecto a su grupo
basal. &p<0,05 con respecto al grupo PMA. n=4.

renal mediada por el TGF-1 y el factor
de crecimiento conectivo (CTGF) (Kang
y col., 1999; Thallas-Bonke y col., 2008;
Meier y col, 2009; Geraldes y King,
2010; Koya, 2014). Adicionalmente, la
PKC-6 también ha mostrado participar
en el dano renal, principalmente por la
induccion de la apoptosis de las células
del epitelio tubular, lo cual ha sido
relacionado con la albuminuria y con el
incremento de la actividad del NF-«B (Li
y col., 2010; Koya, 2014). Muchos de los
procesos y desregulaciones vasculares
y celulares anormales se le atribuyen a
la activacion de varias de las isoformas
de PKC, entre ellos: la disfuncion
endotelial, la permeabilidad vascular,
angiogénesis, apoptosis, los cambios en
la dilatacion del vaso, el engrosamiento
de la membrana basal y la expansion de
la ECM, las alteraciones de actividades
enzimaticas y alteraciones en varias
proteinas de transcripcion (Nelson vy
col., 2008; Geraldes y King, 2010). Por
su parte, bajo condiciones de estrés
oxidativo, la PKC activa la expresion de
NF-xB (Liu y col., 2009).

Bajo un ambiente prolongado de alta
concentracion de glucosa las células tanto
del epitelio tubular como las mesangiales
sufren inhibiciobn de la proliferacion y
apoptosis asociada a un incremento de la
formacion de las EROs (Hay col., 2002a,b;
Allen y col., 2003; Verzola y col., 2004,
Samikkannu y col., 2006; Khera y col.,
2006; Park y col., 2007). Kannan y Jain
(1994) demostraron que concentraciones
de glucosa entre 20 y 100 mM causan
una reduccion de alrededor del 50%
de la viabilidad de las células Vero en
comparacion con el control de 8 mM de
glucosa. Ya que este efecto glucotoxico
se acompana de un aumento del estrés
oxidativo, este modelo constituye una
herramienta util para el estudio de los
efectos de la glucosa sobre las células
renales. En este sentido, nuestros
resultados apoyan estos hallazgos en
cuanto a que el tratamiento con 35 mM
de glucosa produjo una reduccion de la
viabilidad de las células Vero del 50,94
+ 2,48%, siendo este efecto inhibido
significativamente por RT, de manera
dependiente de la concentracion (figuras
2 y 3). Estos resultados se confirman
por los obtenidos en el ensayo de
proliferacion celular a través de un método
de exclusion, en el cual se muestra por
un lado, un efecto pro-proliferativo de
RT en condiciones basales y por otro,
un bloqueo parcial de la disminucion
del nuamero de células inducida por el
ambiente dlucotoxico (figura 4). Todos
estos resultados sugieren un efecto
protector del extracto sobre el dano renal
inducido por la alta glucosa in vitro.

El efecto protector de RT sobre la
glucotoxicidad puede estar relacionado
a la actividad antioxidante del extracto.
Nosotros demostramos que RT es
capaz de captar al O,> producido por
el sistema xantina-xantina oxidasa in
vitro (Ciangherotti y col., 2013). Esta
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especie reactiva es fundamental en el
establecimiento del estrés oxidativo (Radi,
2018). La actividad antioxidante de RT
habia sido establecida previamente por
varios autores, pero en las partes aéreas
de la planta (Chen y col., 2006; Arirudran
y col., 2011b; Kensa y Neelamegam,
2012a,b). A partir de esta planta se han
aislado varios metabolitos secundarios
antioxidantes, entre los que destaca la
apigeninay varios de sus glicosidos (Behari
y col., 1981; Nabil-Samy y col., 2015).
Aunque es poco lo que se conoce sobre
los constituyentes quimicos de la raiz de
la planta, es posible que la presencia de
este tipo de compuestos fenodlicos sea
responsable de su actividad antioxidante.
Los compuestos polifendlicos, no solo
se caracterizan por captar varios tipos
de radicales y especies reactivas, sino
también por inhibir la activacion de
moléculas tales como: las MAPK, el NF-«xB,
el TGF-B, entre otros (Han y col., 2007;
Santangelo y col., 2007). Es por cello,
que se ha sugerido que los antioxidantes
podrian prevenir las complicaciones de la
diabetes y resulta plausible la evaluacion
de RT como posible arma farmacologica
de origen natural para el tratamiento y/o
la prevencion de la nefropatia asociada
a la DM. De manera interesante, varios
compuestos antioxidantes entre los
que destacan el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox)
y la N-acetil-cisteina (NAC), son capaces
de inhibir el incremento de la actividad
del NF-«xB inducido por HG en las células
mesangiales, lo que sugiere que la
senalizacion de este factor es dependiente
de EROs (Hay col., 2002a,b). Todos estos
hallazgos establecen la importancia de la
ruta HG-EROs-NF-kB en el dano renal en la
diabetes.

Sin lugar a dudas, entre los mecanismos
mas importantes del dano endotelial y
renal inducido por la hiperglicemia se

encuentran la produccion de las EROs
y la disminucion de los mecanismos de
defensa antioxidante (Nishikawa y col.,
2000; Brownlee, 2001; Miranda-Diaz y
col., 2016). Las EROs, junto a los AGEs
y el DAG son los principales activadores
(directos o indirectos) de las isoformas de
la PKC en hiperglicemia (Geraldes y King,
2010). De hecho, esta bien establecido
el incremento de la via de senalizacion
DAG/PKC/MAPK/NF-xB en condiciones
de alta concentracion de glucosa (Koya y
col., 1997; Haneda y col., 2001; Ohshiro
y col., 2006). A través de estas senales,
conjuntamente orquestadas con otras
rutas metabdlicas, tales como: las de
los polioles, las hexosaminas y el mio-
inositol, ocurren los cambios nucleares
que favorecen la expresion de factores pro-
fibréticos, pro-inflamatorios y, en algunos
casos, pro-apoptéticos que conducen
al dano tubular, al ensanchamiento del
mesangio, a la fibrosis glomerular y a la
proteinuria, entre otros (Steffes y col.,
1984; Dalla-Vestray col., 2001; Liu, 2004;
Simonson, 2007).

La activacion de la PKC por ésteres de
forbol como el PMA favorece la activacion
de las MAPKs, del TGF-f y del NF«B
(Craveny col., 1990; Haneday col., 2001;
Idris y col., 2001; Parker y Murray-Rust,
2004; Holden y col., 2008). La actividad
de las PKC se han visto aumentada en
modelos animales de diabetes y en células
del endotelio vascular, del endotelio
glomerular, del epitelio tubular renal y
en células mesangiales cultivadas en
presenciade alta concentracion de glucosa
(Craven y DeRubertis, 1989, Studery col.,
1997; Quagliaro y col., 2003; Xia y col.,
2006; Yang y col., 2008; Li y col., 2010).
Tanto el PMA como la HG inducen, de
manera equiparable, la produccion de las
EROs en células del musculo liso vascular
en cultivo, ambas a través de la activacion
de la NAD(P)H oxidasa (Inoguchi y col.,
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2000). Asimismo, se ha descrito que el
PMA (100 nM) induce apoptosis en varias
lineas celulares, incluyendo a las células
de epitelio tubular renal (Ragolia y col.,
2003; Tahara y col., 2009; Chen y col.,
2011). El aumento de la activacion de
la isoforma PKC-8 ha sido asociada a la
apoptosis tubular renal y a la proteinuria
en ratones con diabetes inducida por la
ETZ (Li y col., 2010) y al incremento de
la expresion de colageno 1y IV en células
mesagiales cultivadas en HG (Baccora y
col., 2007). En general, la estimulacion
selectiva de las PKCs en HG cursa hacia
al incremento del volumen celular de
algunos subtipos celulares tales como las
células mesagiales y hacia la apoptosis
en otros tipos celulares tal como las
celulas epiteliales. En este sentido,
nuestros resultados reflejan que el PMA
a concentraciones de 10 nM produce un
efecto citotoxico leve sobre las células
Vero tratadas durante 96 horas (figura
5). A pesar que en HG esta establecido
el incremento de la senalizacion de la
PKC, la estimulacion de la PKC de manera
adicional con PMA no modifico el efecto de
la HG sobre estas células. Esto podria ser
atribuido a una posible disminuciéon de la
senal del NF-«B, lo cual ha sido reportado
en células de epitelio de colon sometidas
a una activacion sostenida de la PKC (Park
y col., 2007). Aunque RT fue efectiva en
disminuir la citotoxicidad inducida por
la HG, no fue efectiva en revertir el leve
efecto toxico del PMA sobre las células
de epitelio. Aun mas, en condiciones de
HG la estimulacion de la PKC bloque6 el
efecto de RT sobre la viabilidad celular.
Esto sugiere que la activacion de la via de
la PKC tiene un efecto contraregulatorio a
la accion protectora del extracto de RT. El
efecto diferencial de RT en las diferentes
condiciones experimentales refleja el
impacto de la activacion conjunta de las
senales bajo ambas condiciones sobre la
muerte celular. No obstante, es conocido

que parte del mecanismo protector de
los antioxidantes tales como: la NAC, el
tiron y el tempol, frente al dano inducido
por la HG, involucra la reduccion de la
activacion de la PKC y del estrés oxidativo
(Studer y col., 1997; McCarty, 1998; Xiay
col., 2006).

Un posible blanco de accion de RT
se enfoca en la via de senalizacion del
NF-xB. Esta idea es consistente con la
evidencia que senala a RT como un
potente anti-inflamatorio en el modelo del
edema de la pata de la rata inducido por
la carragenina (Pastorello y col., 2012),
modelo de inflamacion ligado al aumento
de la senalizacion del NF-xB (Huang y col.,
2012; Wang y col., 2012). Como se ha
mencionado, existe unaasociacion entre la
activacion dela PKC con la expresion de NF-
kB, un factor de transcripcion ubicuo, que
se activa en respuesta al estrés oxidativo.
Yang y colaboradores (2008) demostraron
que las altas concentraciones de glucosa
inducen la expresion y la activacion de
este factor en las células del endotelio
glomerular en cultivo, lo cual fue asociado
a la fosforilacion del Ik-Ba (proteina
inhibidora especifica del NF-xB) inducida
por la activacion de la PKC y subsiguiente
formacion de las EROs. Igualmente,
Kumar y colaboradores (2001) en células
mesangiales cultivadas en un medio de
alta glucosa muestran un incremento de
la actividad de la PKC-1 inducida por
PMA, la cual se asocio6 con la translocacion
nuclear de NF-KB p65. El hecho que la
inhibicion o la deplecion de la PKC es
capaz de suprimir significativamente la
generacion de ROS inducida por HG, asi
como la activacion de NF-«B in vitro (Ha
y col., 2002b), indica claramente que la
PKC juega un papel en la activacion de NF-
kB en células renales bajo HG.

La linea celular
con  reportero

estable Hela,
NF-xB/luciferasa, es
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considerada una herramienta para la
evaluacion de efectores que modulan la
via de senalizacion del NF-xB (Lai y col.,
2006). Una aproximacion interesante a la
participacion del NF-xB en las acciones
de RT se logr6 mediante el empleo del
sistema NF-xB/luciferasa en cultivo de
HeLa, a través del cual se demostré que
el PMA incrementé significativamente la
actividad de NF-«B, lo que evidencia el
control de la PKC sobre el NF-xB en este
modelo experimental. Lo interesante
fue que el tratamiento con RT revirtio
significativamente el incremento de la
actividad de NF-xB inducido por PMA,
llegando a niveles control. Estos hallazgos
guardan relacion con el efecto inhibitorio
sobre la actividad del NF-xB que tienen
algunos antioxidantes, tales como: los
polifenoles de la uva y el acido lipdico
en células del epitelio renal cultivadas
bajo alta concentracion de glucosa (Fujii
y col., 2006; Kim y col., 2009, 2010) y
la curcumina, el tocoferol, el tocotrienol,
la S-alil-cisteina, la S-propil-cisteina y el
tempol, en modelos animales de diabetes
(Chiu y col., 2009; Ebenezer y col., 2009;
Kuhad y Chopra, 2009; Mongy Yin, 2012).
El tratamiento con (-)-epigalocatequina-3-
galato, un conocido compuesto fenodlico
con propiedades antioxidantes, es capaz
de bloquear el incremento la translocacion
del NF-xB del citoplasma al nucleo y el
incremento de la fosforilacion de IkB-a
inducido por HG en células HUVECs
(Yang y col., 2013). Jiang y colaboradores
(2015) mostraron que antioxidantes como
la proantociadidinas de la semilla de uva,
inhiben el incremento de la expresion de
NF-kB y de PKC inducido por la glucosa
en el mismo modelo de células HUVECs
cultivadas. Todos estos resultados
junto a nuestros hallazgos apoyan la
idea que establece que los productos o
compuestos quimicos con caracteristicas
antioxidantes, pueden disminuir la via
EROs-PRC-NF-kB y que esto puede ser el

mecanismo por el cual los antioxidantes
ejercen sus efectos protectores sobre las
complicaciones en la diabetes.

En conjunto, es probable que RT, a
través de su capacidad de disminuir el
estrés oxidativo, proteja al rindn del dano
glucotoxico al inhibir el aumento de la
actividad del NFxB en la diabetes. Este
trabajo contribuye al entendimiento del
efecto antidiabético y protector del dano
renal en la diabetes de Ruellia tuberosa,
asi como también al desarrollo de este
potencial fitofarmaco.
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