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Resumen

La nefropatia es una de las complicaciones mas importantes de la diabetes, la cual puede conducir a la muerte.
Las kinasas activadas por mitégenos (MAPK) son conocidos mediadores del dano renal en la diabetes, cuya
activacion (fosforilacion) se encuentra asociada al aumento de la sintesis de proteinas de la matriz extracelular
(colageno, fibronectina, entre otras) y a la fibrosis renal. Recientemente, se ha establecido a la planta
Ruellia tuberosa L. como antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética y nefroprotectora en varios modelos
experimentales. En este trabajo se evalud el efecto del tratamiento con 10 mg/kg/dia, p.o, del extracto acuoso
de laraiz de R. tuberosa (RT) durante cuatro semanas, sobre la fosforilacion de la ERK 1/2 en la corteza renal de
ratas control y con diabetes tipo I inducida por la estreptozotocina y se vinculé con los marcadores de la fibrosis
renal tales como el aumento del peso del rindn, contenido de proteinas totales y de colageno I. Los resultados
demuestran que el tratamiento con RT previno el aumento de la fosforilacion de las ERK 1/2, del peso del
rinén, y del contenido de proteinas y de colageno I renal por en la diabetes inducida por ETZ. Los hallazgos
contribuyen a la elucidacién de los mecanismos por los cuales R. tuberosa protege al rindn frente a la diabetes,
estableciéndose asi la actividad antifibrética de esta especie utilizada en la medicina popular venezolana.
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Abstract

Nephropathy is one of the most important complications of diabetes, which can lead to death. Mitogen-activated
kinases (MAPK) are known mediators of kidney damage in diabetes, whose activation (phosphorylation) is associated
with increased synthesis of extracellular matrix proteins (collagen, fibronectin, among others) and kidney fibrosis.
Recently, the Ruellia tuberosaL. plant has been characterized as antioxidant, anti-inflammatory, antidiabetic, and
nephroprotective in several experimental models. In this work, we assessed the effect of treatment with 10 mg/ kg/
day, p.o., of the aqueous extract of R. tuberosa (RT) root for four weeks, on ERK 1/2 phosphorylation in the renal
cortex of control rats and with type I diabetes induced by streptozotocin and was linked to markers of renal fibrosis
such as increased kidney weight, total protein content, and collagen I. Results demonstrate that RT treatment
prevented ETZ-induced diabetes increases of ERK 1/2 phosphorylation, kidney weight, protein content, and
renal collagen I. Our findings contribute to the elucidation of the mechanisms by which R. tuberosa protects the
kidney against diabetes, thus establishing the antifibrotic activity of this species used in Venezuelan folk medicine.
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Introduccion

La nefropatia diabética (ND) es una de
las complicaciones mas frecuentes de la
diabetes, que afecta alrededor del 30% de
los pacientes con diabetes tipo 1y el 20%
de los pacientes con diabetes tipo 2 (Molitch
y col., 2004). También es la principal causa
de insuficiencia renal terminal en todo el
mundo, y representa mas del 50% de los
pacientes en terapia de reemplazo renal a
nivel mundial (Eboh y Chowdhury, 2015).
Se han identificado varios mecanismos
fisiopatolégicos involucrados en el
desarrollo de ND. Efectivamente, en el rindén
de los pacientes con ND se producen una
variedad de alteraciones, bioquimicas,
como el incremento de producciéon de las
especies reactivas de oxigeno (EROs), el
incremento intracelular de los productos
finales de glicacion avanzada (AGE), el
incremento de la expresion de los receptores
AGE, la autooxidacion de la glucosa, la
activacion de la via del poliol (sorbitol
aldosa reductasa) y la hiperactividad
de la via de la hexosamina (Wolff y col.,
1991; Chung y col., 2003; Sifuentes-
Franco y col., 2018). Igualmente, debido
a la alteracion metabdlica inducida por
hiperglicemia, se reduce la actividad de las
enzimas antioxidantes, como la superoxido
dismutasa (SOD). Como consecuencia de
la respuesta descontrolada frente al estrés
oxidativo se produce, de forma directa o
indirecta, dano e insuficiencia renal (Ha
y Kim, 1999). Aun mas, como respuesta
continua frente al estrés oxidativo, se reduce
la degradacion de la matriz extracelular
(MEC), lo que promueve que las células
epiteliales tubulares se diferencien a
miofibroblastos, lo que conduce a la fibrosis
renal (Turguty Bolton, 2010). Todos estos
cambios inducidos por la hiperglicemia
estan relacionados a la activacion de vias de

senalizacion selectas, entre las que destacan
la del factor de crecimiento transformante
B (TGF-pB), las proteinas kinasas activadas
por mitdégenos (MAPKs, Ej.: las ERK), la
angiotensina Il (ANG II), la proteina kinasa
C (PKC), el diacilglicerol (DAG), el factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-xB) y la
janus kinasa (JAK) (Schrijvers y col., 2004;
Kanwar y col., 2005; Jhay col., 2016). En las
células mesangiales, se ha relacionado a la
hiperglicemia y la produccion no controlada
de EROs con la activacion de una variedad
de vias de senalizacion, que incluyen la
via del NF-kB, las MAPK y la activacion
de isoformas de PKC. La activacion de
estas vias resulta en la prolifica secrecion
de factores inflamatorios, que también
pueden promover la progresion de ND (Ha
y Kim,1999; Evans y col., 2002; Cheng y
col., 2013).

Ahora bien, la proliferacion de los
fibroblastos, la expresion alterada y la
sobre deposicion de la matriz extracelular
contribuyen a la fibrosis renal progresiva
durante la diabetes. La sobreproduccion de
colageno, como el principal contribuyente
de la fibrosis renal, es regulada por varios
factores fibrogénicos como TGF-$ y las
metaloproteinasas de la matriz (MMP).
El TGF-B es la principal citoquina que
impulsa fibrosis en el rinén y otros 6rganos
susceptibles a lesiones fibréticas, como
el pulmoén y el higado. El TGF-£ es una
citoquina clave que participa en la patogenia
de la fibrosis tubulointersticial, que media
la sintesis de proteinas de la matriz
extracelulares (MEC), como el colageno
de los tipos I, Il y 1V, y la fibronectina
(FN). Los mecanismos involucrados en la
senalizaciobn de TGF-B, proporcionan un
vinculo entre TGF-f activado en la superficie
celular y sus efectos aguas abajo, como la
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produccion de MEC en presencia de alta
glucosa. Al respecto, Nerlich y Schleicher
(1991) demostraron un incremento de
la inmunoreactividad del colageno IV y
la fibronectina en la matriz mesangial
de rinones de pacientes diabéticos en
comparacion con rinones de individuos
sanos. Asimismo, Wahab y col. (1996)
reportaron este mismo incremento, en
células mesangiales humanas cultivadas
bajo un ambiente de alta glucosa. El
aumento de la expresion del colageno
IV inducido por glucosa ha sido también
observado en los podocitos renales
(Iglesias-de la Cruz y col., 2002), en células
de epitelio tubular (Skill y col., 2004) y en
células mesangiales (Baccora y col., 2007)
a partir de modelos animales; asi como
también en rinones de ratas con diabetes
inducida por ETZ (Kamalakkannan y col.,
2006). Por otra parte, las células del epitelio
tubular sufren inhibicion de la proliferacion
y apoptosis bajo un ambiente prolongado
de altas concentraciones de glucosa, esto
acompanado de un incremento del estrés
oxidativo (Park y col., 2001; Allen y col.,
2003; Verzola y col., 2004).

Se ha demostrado que en la senalizacion
de TGF-B participan la via de la MAPK,
la cual consta de varias cascadas de
fosforilacion (Serger y Krebs, 1995). La
familia MAPK esta integrada por quinasas
serina/treonina de tres subfamilias distintas,
a saber, las quinasas reguladas por senales
extracelulares (ERK), quinasa N-terminal
c-Jun (JNK) y MAPK p38 (Serger y Krebs,
1995; Borkemeyer y col., 1996). Al regular
la activacion del factor de transcripcion,
las MAPK juegan un papel central en
diversas respuestas celulares, incluida la
supervivencia, crecimiento, diferenciaciony
apoptosis (Geileny col., 1996). Al respecto,
se demostré que la ERK es crucial para

la proliferacion y diferenciacion celular,
mientras que se cree que p38 MAPK y JNK
median el estrés celular y la apoptosis.
La inhibicion de la proteina quinasa
activada por mitégenos p38 mejora la
fibrosis renal en pacientes con nefropatia
obstructiva (Nishida y col., 2008). Estas
quinasas pueden ser activadas por diversos
estimulos extracelulares, incluidos factores
de crecimiento y estresores ambientales,
y desempenan un papel esencial en la
cascada de transduccion de senales que
conducen a alteraciones del crecimiento
celular y otras funciones clave de la célula
(Serger y Krebs, 1995; Borkemeyer y col.,
1996). Los estudios han demostrado que,
en condiciones de alta glucosa, las ERK
se activan en los glomérulos y las células
mesangiales (Haneda y col., 1997; Awazu
y col., 1999), y se ha establecido una
asociacion entre esta activacion de las ERK
y la fibrosis renal (Feliers y Kasinath, 2011).

En la ruta de la bisqueda de nuevos
compuestos quimicos con actividad
antidiabética o capaces de proteger o
contrarrestar el dano renal inducido por
las altas concentraciones de glucosa, se ha
desarrollado 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;
Makheswari y Sudarsanam, 2011; Khan y
col., 2012; Hung y col., 2012).

Una de las plantas con gran potencial
antioxidante es Ruellia tuberosa L.
(Acanthaceae), conocida en Venezuela
como escopetera, escopetilla o yuquilla
(Ciangherotti y col., 2007). Esta especie
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es utilizada de manera tradicional para el
tratamiento de la diabetes, las anemias,
como diurético y para el tratamiento
de diversos problemas renales (Gil y
col., 2003; Ciangherotti y col., 2007;
Giraldo y col., 2009). Asimismo, sus
partes aéreas han mostrado actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética,
antinociceptiva y nefroprotectora en varios
modelos experimentales in vivo e in vitro
(Chen y col., 2006; Ashraful y col., 2009;
Manikandan y Arokia, 2010a,b; Chothani y
col., 2011; Rajany col., 2012). Sin embargo,
la raiz ha sido menos 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 (Ullah y col., 2012; Rajan
y col., 2012) y en ratas con diabetes tipo
Il inducida por la estreptozotocina (ETZ)
combinada con la nicotinamida (Chothani
y col., 2011, 2012). Igualmente, el extracto
hidroalcohdlico de las hojas frescas fue
capaz de revertir, de manera croénica,
el dano renal en las ratas con diabetes
inducida por el aloxano, evaluado desde
el punto de vista de s6lo dos marcadores
de la funcion renal: el nitrdgeno ureico en
sangre (BUN) y la creatinina plasmatica
(Manikandan y Arokia, 2010a).

La evaluacion farmacologica del extracto
acuoso de la raiz de R. tuberosa L. (RT),
permitié validar su uso tradicional como
antiinflamatorio y antinociceptivo en
modelos animales (Pastorello y col., 2012).
Asimismo, se ha demostrado que este
extracto produce un importante efecto
protector sobre el dano renal inducido por
la diabetes tanto in vivo como in vitro'y
con interesante efecto antihiperglicémico

cronico en ratas con diabetes inducida
por la ETZ (Ciangherotti y col., 2013).
Igualmente, al evaluar los efectos agudos
sobre la glicemia en ratas diabéticas, se
demostré que el RT produjo un efecto
hipoglicemiante tanto en los animales
controles como en las ratas con diabetes
inducida por la ETZ, comparables con
el hipoglicemiante oral de referencia, la
glibenclamida (Ciangherotti y col., 2016).
En forma similar 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).
Entre los productos naturales aislados
de las partes aéreas de R. tuberosa L. se
encuentran: la apigeninay la apigenina-7-
-D-glucurénido (Behari y col., 1981; Singh
y col., 2002), los cuales han sido senalados
como los responsables de la actividad
antidiabética en otras especies vegetales
(Esmaeili y col., 2009; Bansal y col., 2011).
Igualmente, 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 (Arirudran y col., 2011a; Chothani
y col., 2011, 2012). Los estudios sobre la
actividad antioxidante de las partes aéreas
o la planta entera de R. tuberosa, han
revelado un potencial efecto atrapador de
las especies reactivas de oxigeno (EROs) y
de nitrogeno (ERNs), tales como: el peréxido
de hidrogeno (H,0,), el anion superoxido
(02-), el radical hidroxilo (OH') y el 6xido
nitrico (ON') (Chen y col., 2006; Arirudran
y col., 2011b; Kensa y col., 2012 a,b); sin
embargo, estos estudios fueron realizados
utilizando extractos organicos lo cual dista
de contribuir de manera robusta con la
validacion de los usos etnomédicos de la
especie; en este sentido, Ciangherottiy col.
(2013) demostraron que el extracto acuoso
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de la raiz de R. tuberosa es antioxidante por
su capacidad de atrapar el O,". Todas estas
especies reactivas son mediadores muy
importantes del dano renal en la diabetes
(Stanton, 2011).

En vista de la evidencia, en el presente
estudio se evalud la posibilidad que
extracto acuoso de R. tuberosal. es capaz
de proteger al rindn del dano fibrético
inducido por una condicion diabetdégena,
asi como también establecer el papel de la
via de senalizacion de las MAPK en dichos
efectos. Para ello, se emple6 un modelo
experimental de diabetes inducido por la
estreptozotocina.

Los resultados permitiran consolidar
un nuevo y potencial fitofarmaco, de
utilidad para el tratamiento de los
pacientes diabéticos, con o sin nefropatia.
Ademas, contribuiran a la caracterizacion
farmacologica de esta especie perteneciente
a la gran biodiversidad nacional, asi como
incentivar el aislamiento y sintesis de
nuevas moléculas capaces de prevenir o
disminuir el dano renal en 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 del
Herbario “Victor Manuel Ovalles” (MYF) de
la Facultad de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela. Unos ejemplares
vouchers fueron depositados en el herbario
bajo el codigo MYF 26390.

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 decoccién a 60°C durante una
(1) hora. Una vez filtrado, el extracto fue
liofilizado y mantenido bajo proteccion de
la humedad.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley con peso corporal
comprendido entre 200y 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. Los experimentos
fueron realizados siguiendo las buenas
practicas para el manejo de animales
de laboratorio (NIH Guide, 1996) y la
aprobacion del Comité de Bioterio de la
Facultad de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela.

INDUCCION DE LA DIABETES

La diabetes tipo 1 fue inducida por la
inyeccion intraperitoneal (i.p.) de 70 mg/kg
de ETZ a las ratas. La glucosa sanguinea
de los animales fue monitoreada durante
7 dias o hasta que los niveles de glicemia
eran = 250 mg/dL. Para ello se utilizé un
glucometro comercial (Accu-Chek Active,
Roche). En este momento los animales
fueron considerados diabéticos (Verspohl,
2002).

DISENO EXPERIMENTAL

Los animales fueron divididos en cuatro
(4) grupos (n=4-5): 1) Grupo Control,
ratas tratadas con agua destilada p.o. (0,1
mL/100g de peso corporal/dia), 2) Grupo
ETZ, ratas diabéticas tratadas con agua
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destilada p.o.; 3) Grupo KT, ratas tratadas
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. Al término de la cuarta
semana, los animales fueron sacrificados
por decapitacion y los rinones fueron
extraidos y pesados.

DETERMINACION DE LAS PROTEINAS TOTALES EN
LA CORTEZA RENAL

Las proteinas tisulares totales fueron
determinadas por el método de Lowry y
col. (1951), utilizando albumina sérica de
bovino como patron. La absorbancia de las
muestras se interpol6 en una curva estandar
de albimina (0-100 ng). Los resultados se
expresaron como mg de proteina.

DETERMINACION DE LAS ERK 1/2

La corteza renal fue homogenizada
mediante sonicacién, en solucién
amortiguadora de lisis pH 7,4 que contenia:
Tris Base, EDTA, NaF, Na,VO,, Triton X-100
al 1%, pepstatina A, aprotinina, leupeptinay
PMSF). El homogeneizado fue centrifugado
a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante fue procesado para la
determinacion de la ERK total y fosforilada
por Western blot, en alicuotas de 100 ug
proteinas, diluidas en Buffer Laemmli. Las
muestras en fueron separadas en geles de
10% SDS-poliacrilamida y transferidas a
una membrana de nitrocelulosa. Después
del bloqueo con leche descremada al 10%,
las membranas fueron incubadas durante
toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario, anti-fosfo-ERK y anti-ERK de
conejos (Cell Signaling Technology), diluido
en solucion de albiimina sérica bovina al
3% en TBS-Tween (1:1000). Posteriormente
fueron incubadas con el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con
peroxidasa de rabano (Cell Signaling

Technology) (1:10000), durante una hora.
Las proteinas fueron visualizadas con un
kit de quimioluminiscencia (SuperSignal®
West Pico Chemiluminescent Substrate) y
posteriormente cuantificadas mediante el
analisis densitométrico (Quantity One 1-D
®_BioRad Software).

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE COLAGENO [
EN CORTES DE RINON

Uno de los rinones de los animales se
reband 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 um
de grosor y fueron tenidos con tricromico
de Masson. La cuantificacion del contenido
de colageno 1 se realizé a través de un
analizador de imagenes. Los resultados
se reportaron como incremento sobre el
control.

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

Resultados

EFECTO DE RT SOBRE EL DANO TITULAR
INDUCIDO POR LA ETZ

En los animales diabéticos, se produce
dano tisular fibrético, el cual se expresa como
aumento del peso del rindén, de la sintesis
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de proteinas y del contenido de colageno
I de la corteza renal. El tratamiento con el
RT durante 28 dias fue capaz de prevenir
totalmente el incremento del peso del rinén
y del contenido de colageno I inducido por
la diabetes experimental, y parcialmente
el incremento del contenido de proteinas
totales de la corteza renal (Tabla 1 y Figura
1).

EFECTO DE LA RT SOBRE LA FOSFORILACION
DE LA ERK

Como se observa en la Figura 2,
la diabetes inducida con ETZ activo
significativamente las ERK en la corteza
renal de ratas, manifestada con un aumento
de la fosforilacion (relacion p-ERK/ERK) y
expresada en % sobre el control, luego del
analisis por Western blot. El tratamiento por
28 dias con el extracto acuoso de la raiz de
Ruellia tuberosa L. previno el efecto de la
diabetes experimental sobre la fosforilacion
de las ERK.

Discusion

La evidencia sugiere que el RT gjerce un
efecto protector del dano renal inducido
por la hiperglicemia, que se acompanan
de eventos fibréticos asociados al
incremento del peso del rinén, aumento

de la sintesis de proteinas totales y en
particular de la expresion de proteinas
de la matriz extracelular, tales como:
colageno 1, 1V, fibronectina y laminina,
todo lo cual conducen al ensanchamiento
de la membrana basal glomerular, a la
glomérulo esclerosis, a la hiperfiltracion, a
la proteinuria, entre otros, estableciéndose
asi la nefropatia diabética (Steffes y col.,
1992; Craveny col., 1997; Iglesias-de
la Cruz y col., 2002; Mason y Wahab, 2003;
SKill y col., 2004; Kamalakkannan y col.,
2006; Shah y col., 2007). Seyer-Hansen
(1976) evalud los cambios en el peso, el
contenido de proteinas, de ARN y de ADN en
rinones de ratas con diabetes inducida por
la ETZ, reportando que el rindn aumenta
de peso en un 15 %y 90% a los 3y 42 dias
de inducida la diabetes, respectivamente.
Asimismo, el contenido de proteinas y
de ARN mostr6 un aumento de similar
magnitud. Estos cambios fueron revertidos
por el tratamiento con la insulina, lo que
sugiere que estas alteraciones fibroéticas
son responsabilidad de la hiperglicemia. Al
respecto, en el presente trabajo se demostré
que el tratamiento con RT disminuye
significativamente, tanto el peso del rinén
como el contenido de proteinas totales en
rata con diabetes inducida por la ETZ, lo que
apoya aun mas el papel renoprotector de la

Tabla I
Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) (10 mg/kg/dia) sobre el peso (q)
de los rifiones y la sintesis de proteinas en la corteza renal de las ratas sanas (control) y con diabetes
inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dfa 28 de tratamiento.

CONTROL ETZ RT ETZ+RT
Peso de los rinones
(Q) 0,329 += 0,02 0,424 = 0,02* 0,310 £ 0,01 0,35 = 0,01*
Proteinas Totales
(mg/g corteza renal) 1,22 + 0,12 2,26 = 0,25 1,19 = 0,12 1,61 = 0,08*%#

Los valores se muestran como la media + E.E.M. *p<0,05 y**p<0,01 con respecto al control. #p<0,05 con respecto

al grupo ETZ. n=5.
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Figura 1. A. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) (10 mg/kg/dia)
sobre el contenido de coldgeno I en el rindn 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. #p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=4 por grupo. B. Foto
representativa de microscopia 6ptica del colageno I. Las flechas indican la tincién del coldgeno I
por el tricrdmico de Masson (en verde) al60x (Con permiso de Ciangherotti y col., 2013).

RT. Por lo tanto, en el modelo de diabetes en
ratas, se demuestra los efectos terapéuticos
de RT en la proteccion de la funcion renal y
la prevencion de la fibrosis renal. Hay que
destacar que el extracto de la R. tuberosa
mostré no solamente que es capaz de
disminuir los altos niveles de glucosa,
sino también abolir o disminuir otros
signos clinicos de la diabetes tales como,
la pérdida de peso corporal, la proteinuria,
el incremento de la diuresis, entre otros;
un aspecto importante que relaciona
a esta especie con otras con actividad
antidiabéticas, capacidad antioxidante,
lo cual esta vinculado con sus actividades
hipoglicemiantes y antihiperglicemiantes
(Okyary col., 2001; Chaturvediy col., 2010;

Okoliy col., 2011; Ciangherottiy col., 2013,
2016), guardando relacion de esta manera
con las observaciones de Seyer-Hansen
(1976) con respecto a la proporcionalidad
de la hiperglicemia con el dano renal.

La respuesta al estrés oxidativo ha sido
considerada como uno de los mecanismos
subyacentes mas importantes en el
desarrollo y progresion de ND (Evans y
col., 2002). Al respecto, Ciangherotti y col.
(2013) demostraron en estudios previos
en tejido renal de ratas con ND, que RT
presenta actividad antioxidante, ya que fue
capaz de disminuir y/o revertir la alteracion
de los marcadores del dano renal inducido
por la hiperglicemia. Igualmente, RT
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contrarresto la disminucion de la actividad
de la CAT, la SOD, la GPx y la GR inducida
por la glucosa in vivo. La restauracion de
la actividad de las enzimas antioxidantes
es considerada actualmente como una
estrategia en la prevencion o tratamiento
de la ND, de manera interesante. Kuo y col.
(2015) demostraron que el tratamiento con
SOD recombinante humana de ratas con
diabetes inducida por la ETZ fue capaz de
disminuir la ND a través de la inhibicion de
la via EROs/ERK1/2. Por lo tanto, el perfil
como antioxidante de RT, incluyendo el
mejoramiento del estatus de las enzimas
antioxidantes, también podria estar
relacionado con la inhibicion de la fibrosis y
la nefropatia, tal como ha sido descrito para
otros importantes antioxidantes tales como:
el tempol y el tiron (Xia y col., 2006), cuyo

efecto nefroprotector es atribuido, en gran
parte, a la disminucion de la expresion del
TGF-F1 en las ratas con diabetes inducida
por la ETZ (Luan y col., 2012).

Existe evidencia que indica que la
activacion de la via de senalizacion
TGF-p/ SMAD y MAPK ocurre en ratas
con diabetes y estrés oxidativo renal
(Xu y col., 2017). La activaciéon de estas
vias especificas resulta clave para la
expresion y secrecion de diversos factores
inflamatorios y factores de crecimiento,
que promueven aun mas la deposicion de
la MEC, proliferacion del miofibroblasto
y secrecion de MEC, reacciones que
eventualmente producen fibrosis renal
en las ratas con ND (Ding y col., 2011; LV
y col., 2011). Nuestros hallazgos previos
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Figura 2. El panel superior muestra los resultados de los inmunoblot analizados e incubados con
anticuerpos contra p-ERK y ERK. Los gréficos de barras muestran la activacién de las ERK expresadas
como relacién fosfo-ERK/ERK (izquierda) y % sobre control (derecha), en la corteza renal de ratas control
y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) tratadas con el extracto acuoso de la raiz de Ruellia
tuberosa (RT). *p<0,05 con respecto al grupo control (C). #p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=4.
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(Ciangherotti y col., 2018 y el presente
trabajo demuestran que la administracion
de RT reduce drasticamente la expresion
de TGF-g, la fosforilacion de las ERK y la
via de senalizacion de NF-KB, en tejidos
renales. Lo que indica que mecanismos
multicomponente y multidireccional
suprimen la via de senalizacion TGF-pg/
MAPK/NF-kB y posiblemente a través del
control de la generacion de EROs.

La hiperglicemia o el estrés oxidativo
activa la cascada MAPK a través de la
estimulacion de ANG II (Tsiani y col.,
2002). Se ha demostrado que las ERK1/2
se activan por estrés oxidativo en una
variedad de tipos de células que incluyen
células mesangiales (Wilmer y col., 1997).
La activacion de las ERK1/2 es parcialmente
responsable de la sintesis de proteinas
mediada por ANG II, que es un paso crucial
en hipertrofia renal. Ademas, las ERK1/2
estan involucradas en la sobre-expresion
de la fibronectina y la fibrosis en las células
mesangiales del peritoneo humano y
(Kiribayashi y col., 2004). Asi, Suzuki y
col. (2004) en fibroblastos NRK en cultivo
expuestos a alta glucosa, demostraron que
se produce la activacion de la MAPK p38
inducida por TGF-B. Aun mas, Cheny col.
(2013) indican que la exposicion in vivo
a fluctuaciones de glucosa sanguinea en
ratones diabéticos acelera la fibrosis renal
incrementando la produccion de colageno
e inhibiendo su degradacion, en ambos
casos tanto la ERK/MAPK como la via de
senalizacion TGF-B/SMAD parecen jugar
un papel importante. Estos hallazgos se
apoyan en los experimentos de Polhill y
col. (2005), quienes demostraron que la
exposicion a concentraciones fluctuantes
de glucosa incrementa la fibrogénesis
intersticial renal. Los autores sugieren que
el aumento de la activacién de la MAPK p38

podria contribuir a la alteracion del fenotipo
del fibroblasto que lleve a la ND progresiva.

El RT podria estar ejerciendo sus efectos
protectores a través del decremento de la
via de senalizacion DAG/PKC/MAPK/NF-kB.
Esto se apoya en los presentes hallazgos
en los que se muestra al extracto RT como
inhibidor de la fosforilacion de las ERK de
la corteza renal (presente resultados), asi
como la expresion del NF-kB inducida por
el PMA, un activador de la PKC, en células
HeLa en cultivo (Cianguerotti y col., 2018).
Yang y col. (2008) demostraron que las
altas concentraciones de glucosa inducen
la expresion y la activacion del NF-xB 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 activacién de la PKC
y la subsiguiente formacion de las EROs.

Recientemente, Roosdiana y col. (2020)
dejaron establecido un blanco de accion
del extracto hidroalcohdlico de R. tuberosa
en cuanto a la nefroproteccion en ratas
con diabetes inducida por la ETZ, en
donde no solo hubo una disminuciéon del
estrés oxidativo, lo cual apoya nuestros
estudios, sino también una disminucion
de la expresion de TNF-a luego de 21 dias
de tratamiento con este extracto. Cabe
destacar que el incremento de TNF-a y su
senalizacion ha sido bien establecido como
un evento mediador de la ND (Navarro-
Gonzalez y col., 2009). Cabe destacar
que ambos tipo de extractos de raiz, el
acuoso y el hidroalcohdlico, tienen varios
constituyentes quimicos en comun.

En conjunto, es probable que el RT,
a través de su capacidad de disminuir el
estrés oxidativo, proteja al rinén del dano
glucotoxico al inhibir el aumento de la
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expresion del NF-kB y la fosforilacion de
las MAPKs en la diabetes. Esta idea es
consistente con la evidencia que senala al
RT como un potente antiinflamatorio en
el modelo del edema de la pata de la rata
inducido por la carragenina (Pastorello y
col., 2012), modelo de inflamacion ligado
al aumento de la senalizacion del NF-xB
(Huang y col., 2012).

En conclusion, los hallazgos permiten
establecer al RT como un extracto con efecto
protector sobre el dano renal en la diabetes
in vivo, a través de un mecanismo que
involucra la disminucién de la glicemia, del
estrés oxidativo, y de la via de senalizacion
de la PKC-NF-kB y la fosforilacion de las
ERK1/2. Estos resultados, contribuyen al
conocimiento acerca de las bases de los
efectos farmacologicos de la especie R.
tuberosa L., asi como a la validacion de su
uso tradicional,
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