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Protective effect of the root of Ruellia tuberosa L. on antioxidant 
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Abstract

Oxidative stress results from the overproduction of reactive oxygen species (ROS) in the context of concomitant insufficient 
antioxidant pathways. Intrarenal oxidative stress plays a critical role in the initiation and progression of diabetic kidney 
disease. Evidence indicates that in the kidneys ROS overproduction is the common denominator linking altered metabolic 
pathways with impaired renal hemodynamics known to be associated with diabetic nephropathy. Various cellular 
mediators of diabetic nephropathy, reactive oxygen, and nitrogen species, among others, are known. In the search for 
drugs that are capable of abolishing, reducing, or preventing diabetic nephropathy, new species, phytopharmaceuticals, 
and natural products have been described for the treatment not only of diabetes but also of its complications. Ruellia 
tuberosa L. (yuquilla) is one of these plants for ethnomedical use, whose aerial parts have been extensively studied, 
finding antidiabetic, antioxidant, anti-inflammatory, and analgesic activity. However, its root has been less studied. We 
have reported the analgesic, anti-inflammatory, and antidiabetic activity of the aqueous extract of the root of R. tuberosa 
(RT) in experimental animals. To get insight into the molecular mechanisms of RT action, its in vitro protective capacity 
was studied in renal epithelial cells (Vero) in culture, subjected to high concentrations of glucose. The results show that RT 
protected Vero cells from oxidative stress and nitrosative stress induced by high glucose, hydrogen peroxide, and sodium 
nitroprusside, respectively. Similarly, RT counteracted the decrease in enzymatic activity of CAT, total SOD, CuZn-SOD, 
GPx, and GR induced by glucose in vitro. These findings establish RT as an antioxidant with a protective effect on renal 
damage in diabetes in vitro, through a mechanism that involves the reduction of oxidative and nitrosative stress. These 
findings contribute to the validation of the RT’s traditional use and the pharmacological characterization of its genus.
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Resumen

El estrés oxidativo es el resultado de la sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (EROs) en el contexto de 
mecanismos antioxidantes insuficientes. El estrés oxidativo intrarrenal juega un papel fundamental en el inicio y la 
progresión del daño renal en la diabetes. La evidencia indica que en los riñones, la sobreproducción de EROs es el 
denominador común que vincula a la alteración de las vías metabólicas con alteración de la hemodinamia renal asociada 
con la nefropatía diabética. Existen varios mediadores celulares de la nefropatía diabética, las especies reactivas de oxígeno 
y nitrógeno, entre otras. En la búsqueda de fármacos capaces de abolir, disminuir o prevenir la nefropatía diabética se 
han descrito nuevas especies, fitofármacos y productos naturales para el tratamiento no sólo de la diabetes, sino también 
de sus complicaciones. La Ruellia tuberosa L. (yuquilla) es una de estas plantas de uso etnomédico, cuyas partes aéreas 
presentan actividad: antidiabética, antioxidante, antiinflamatoria y analgésica. Sin embargo, su raíz ha sido menos 
estudiada. Nosotros hemos reportado la actividad analgésica, antiinflamatoria, antidiabética, del extracto acuoso de la 
raíz de R. tuberosa (RT) en animales de experimentación. Con el fin de profundizar en los mecanismos moleculares de la 
acción de la RT, se evaluó su capacidad protectora in vitro en células de epitelio renal (Vero) en cultivo, sometidas a altas 
concentraciones de glucosa.  Los resultados muestran que la RT protegió a las células Vero del estrés oxidativo y del estrés 
nitrosativo, inducido por la alta glucosa, por el peróxido de hidrógeno y por el nitroprusiato de sodio, respectivamente.  
Igualmente, la RT contrarrestó el decremento de la actividad enzimática de la CAT, SOD total, CuZn-SOD, GPx y GR inducida 
por la glucosa in vitro. Estos resultados establecen a la RT como un antioxidante con efecto protector sobre el daño renal 
en la diabetes in vitro, a través de un mecanismo que involucra la disminución del estrés oxidativo y nitrosativo. Estos 
hallazgos contribuyen la validación del uso tradicional de la RT, así como a la caracterización farmacológica de su género. 

Palabras clave: Ruellia tuberosa L., estrés oxidativo, especies reactivas de oxígeno, especies reactivas de nitrógeno, 
enzimas antioxidantes, glucotoxicidad
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Introducción

En condiciones fisiológicas, las especies 
reactivas de oxígenos (EROs) ejercen 
un papel importante en la señalización 
celular involucrada en la proliferación, 
diferenciación, apoptosis y defensa 
inmunitaria en varias líneas celulares, 
incluidas las células renales (Ozbek, 2012). 
Sin embargo, en situaciones patológicas, 
como la diabetes, la sobreproducción 
de EROs en el riñón está implicada en 
la inflamación renal, lo que afecta la 
estructura y función renal y posteriormente 
conduce al daño renal.  La hiperglicemia 
induce la producción de EROs, estimula 
el reclutamiento de numerosas células 
inflamatorias y la producción de citocinas 
inflamatorias, factores de crecimiento y 
factores de transcripción implicados en 
los procesos patológicos de la nefropatía 
diabética. El estrés oxidativo renal es a 
menudo la consecuencia de la regulación 
hacia arriba de la producción de las EROs 
inducida por enzimas prooxidantes y la 
depleción concomitante de antioxidantes 
(Jha y col., 2016). Dentro de estas 
especies se encuentran: el O2

.-, el H2O2, el 
radical hidroxilo (OH.) y el producto de la 
conjugación del O2

.- con el óxido nítrico (NO), 
el peroxinitrito (ONOO-). El O2

.- es el producto 
de la reducción parcial del O2 llevado a cabo 
principalmente en la mitocondria a través 
de la cadena de transporte de electrones, 
en los peroxisomas (ricos en oxidasas) y 
en la membrana plasmática por la acción 
de la NAD(P)H oxidasa (Bergendi y col., 
1999; Dröge, 2002). Lee y col. (2003) 
observaron que tanto la inhibición del 
complejo I mitocondrial por la rotenona, 
como la inhibición de la NAD(P)H oxidasa 
por la apocinina, bloqueaban la producción 
de las EROs inducida por la glucosa en 
las células mesangiales y la secreción de 

fibronectina en las células del epitelio 
tubular, sugiriendo la participación de 
los dos sistemas generadores de O2

.- en 
el daño renal. Más aún, se ha reportado 
la sobreexpresión de algunas de las 
subunidades de la NAD(P)H oxidasa, como la 
NOX-4 y la p22phox en los riñones de ratas 
con diabetes inducida por la estreptozotocina 
(ETZ) (Etoh y col., 2003), así como también 
en las células mesangiales sometidas a una 
alta concentración de glucosa in vitro (Xia 
y col., 2006).

Por su parte, el óxido nítrico (ON) es 
producto de la conversión de la L-arginina 
a citrulina mediante la acción de la sintasa 
del óxido nítrico (NOS), de la cual existen 
varias isoformas: la endotelial (eNOS), 
la neuronal (nNOS) y la inducible (iNOS). 
Adicionalmente, en la mitocondria se 
encuentra una variante de la nNOS con 
modificación postraduccional, denominada 
mNOS (Finocchietto y col., 2009; Stefano y 
Kream, 2011). El NO también se forma a 
partir otras fuentes, tal como es el caso de 
los nitritos citosólicos y mitocondriales a 
través de la acción de la nitrito reductasas 
(Stefano y Kream, 2011). Basu y col. 
(2008), demostraron que el citocromo 
C mitocondrial es capaz de catalizar la 
conversión de nitrito en NO, estableciéndose 
de esta manera una actividad nitrito 
reductasa de esta proteína clave en la vida 
y muerte de la célula. Recientemente, se 
identificó el gen mAtNOS1 que codifica para 
la proteína 1 asociada al NO (NOA1), una 
posible nueva sintasa, la cual está ligada 
a la regulación del NO mitocondrial y es 
necesaria para la modulación dependiente de 
O2 de los complejos de la cadena respiratoria 
(Zemojtel y col., 2006; Heidler y col., 2011). 
Sin embargo, aún se desconoce la vinculación 
de estas nuevas fuentes de NO en la diabetes 
y en el daño renal en la diabetes. 
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Las proteínas, los lípidos y los ácidos 
nucleídos son oxidados por las EROs, 
constituyendo así el daño oxidativo de 
la célula que conlleva la disfunción del 
tejido (Dröge, 2002). Sin embargo, las 
células cuentan con sistemas de defensa 
antioxidante para contrarrestar este 
daño (Yu, 1994). Las principales enzimas 
antioxidantes son la superóxido dismutasa 
dependiente de zinc y cobre (CuZn-SOD), 
la superóxido dismutasa dependiente de 
manganeso (Mn-SOD), la catalasa (CAT), 
la glutatión peroxidasa (GPx), la glutatión 
reductasa (GR), la hemooxigenasa 1, entre 
otras (Yu, 1994; Erdmann y col., 2008). 

Las SODs catalizan la dismutación del 
O2

.- a H2O2 y O2, mientras que la CAT y la 
GPx reducen el H2O2 a H2O. En pacientes con 
nefropatía diabética se ha observado una 
inhibición de la expresión de algunas de 
estas enzimas, tales como la CAT y la SOD, 
favoreciéndose así el desbalance oxidativo 
celular (Hodgkinson y col., 2003). Asimismo, 
algunos modelos de animales diabéticos 
que sobreexpresan la CAT o la SOD, 
presentan una significativa disminución del 
daño renal (Craven y col., 2001; DeRubertis 
y col., 2004; Brezniceanu y col., 2008) y de 
la acumulación de proteínas de la matriz 
extracelular en las células renales en cultivo 
(Craven y col., 2001). 

Las altas concentraciones de glucosa 
incrementan la formación de las EROs, 
tanto en las células mesangiales como 
en las del epitelio tubular (Ha y col., 2002 
a,b). Este aumento del estrés oxidativo está 
asociado a la glucosa intracelular, ya que 
el pretratamiento con citocalacina B (un 
inhibidor del GLUT-1) bloquea la producción 
de las EROs en las células mesangiales (Ha 
y col., 2002a). Estas moléculas estimulan 
diversas cascadas de señalización dentro 
de las células renales, siendo consideradas 

la proteína kinasa C (PKC), las proteínas 
kinasas activadas por mitgenos (MAPKs) y 
la janus kinasa (JAK), como las principales 
mediadoras de los efectos de las EROs en 
relación con la nefropatía diabética (Lee 
y col., 2003; Marrero y col., 2006). La 
activación de estas vías de señalización 
estimula la expresión de algunas proteínas 
profibróticas por la acción de factores de 
transcripción, tales como: el NF-kB, la AP-1 
y la Sp-1 (Lee y col., 2003). De esta manera 
las EROs aumentan la expresión del TGF-b, 
del PAI-1 (el cuál disminuye la degradación 
de la matriz extracelular), de la fibronectina 
y del colágeno IV (Ha y col., 2001; Lee y col., 
2003; Ha y Lee, 2003; Lui y Desai, 2005; Xia 
y col., 2006); trayendo como consecuencia 
la inducción de la transición epitelial-
mesenquimal (EMT), la glomeruloesclerosis 
y la proteinuria (Craven y col., 1997; Ha y 
Lee; 2003; Shah y col., 2007). 

La hiperglicemia puede generar EROs 
en las células renales de manera indirecta 
a través de los productos de glicosilación 
avanzada (AGEs), el factor de crecimiento 
transformante β (TGF-β) y la angiotensina 
II (ANG II) (Leehey y col., 2000; Scivitaro y 
col., 2000; Lee y col., 2003). Esta última, 
induce la producción de las EROs tanto en 
las células mesangiales como en las del 
epitelio tubular (Jaimes y col., 1998; Ha y 
col., 2002). 

Los niveles de ambas especies, las 
EROs y las ERNs, dependen de la relación 
de producción inicial de O2

.- y de NO. (NO./
O2

.-). Razones de NO./ O2
.- mayores que 10 

traen como consecuencia nitrosación de 
proteínas lo que lleva a la entrada de la 
célula a un estado de reposo, siendo la ERN 
predominante el NO+. Razones alrededor 
de 1 conducen a una máxima activación 
celular, en donde se produce activación de 
las proteasas, la oxidación de los dedos de 
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zinc “zinc fingers” y alteración de la función 
de varias proteínas, por nitración de éstas, 
todo esto mediado por la acción de la especie 
predominante bajo esas condiciones, el 
ONOO. Finalmente, relaciones menores 
o iguales a 0,5 promueven la oxidación y 
carbonilación de proteínas, la oxidación 
de ácidos nucleicos y la oxidación de 
lípidos, estableciéndose la condición de 
estrés oxidativo que conduce a la muerte 
celular. Este último nivel es mediado 
predominantemente por el NO2

- y el OH. 
(Wink y Mitchel, 1998; Quijano y col., 2005; 
Frein y col., 2005; Ullrich y Kissner, 2006; 
Pacher y col., 2007; Leon y col., 2008; 
Poderoso, 2009; Zielonka y col., 2010).

La capacidad antioxidante de una 
planta y su actividad antidiabética se 
encuentran íntimamente relacionadas 
(Rahimi y col., 2005). Especies que poseen 
constituyentes antioxidantes, tales como, la 
mangiferina (Anemarrhena asphodeloides 
Bunge, Mangifera indica L.), el galato de 
epigalocatequina (Camellia sinensis (L.) 
Kuntze), la swertiamarina y la swertisina 
(Enicostemma hyssopifolium (Willd.) 
I. Verd.), la epicatequina (Pterocarpus 
marsupium Roxb.) o la apigenina (Teucrium 
polium L.), a su vez, ejercen un efecto 
insulinomimético, atribuido a la presencia 
de estos compuestos (Patel y Mishra, 2011; 
Patel y col., 2012b).

Una de las plantas con gran potencial 
antioxidante (Chen y col., 2006; Arirudran y 
col., 2011; Kensa y col., 2012 a y b) que se 
encuentra en Venezuela es Ruellia tuberosa 
L., conocida como escopetera, escopetilla 
o yuquilla, la cual pertenece a la familia 
Acanthaceae. Al igual que en otras partes 
del mundo, en nuestro país esta especie 
es utilizada de manera tradicional para el 
tratamiento de la diabetes (Ciangherotti y 
col., 2013; Chothani y col., 2010), así como 

también para el manejo de las anemias, 
como diurético y para el tratamiento de 
diversos problemas renales (Gil y col., 2003; 
Giraldo y col., 2009). 

Los estudios sobre la actividad antioxidante 
de las partes aéreas o la planta entera han 
revelado un potencial efecto atrapador de 
EROs y de especies reactivas de nitrógeno 
(ERNs), tales como: el peróxido de hidrógeno 
(H2O2), el anión superóxido (O2

.-) y el NO, 
principalmente los extractos orgánicos (Chen 
y col., 2006; Arirudran y col., 2011 b; Kensa y 
col., 2012a,b). Igualmente, las partes aéreas 
de la R. tuberosa L. han mostrado actividad 
antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética, 
antinociceptiva y nefroprotectora (Chen y 
col., 2006; Ashraful y col., 2009; Manikandan 
y Doss, 2010, 2013; Chothani y col., 2010; 
Shahwara y col., 2011; Rajan y col., 2012). Sin 
embargo, la raíz ha sido menos estudiada, 
a pesar de que esta parte de la planta 
es utilizada en la medicina tradicional 
venezolana. La evaluación farmacológica del 
extracto acuoso de la raíz de R. tuberosa L. 
(RT) ha permitido validar su uso tradicional 
como antiinflamatorio y antinociceptivo en 
modelos animales (Pastorello y col., 2012). 
Asimismo, investigadores de Sri Lanka, 
lograron validar el uso popular de RT para 
el tratamiento de la gastritis, utilizando 
un modelo de ratas con gastritis inducida 
por etanol (Arambewela y col., 2003). 
Actualmente se conoce que el extracto 
acuoso de la raíz R. tuberosa L. ha mostrado 
actividad antidiabética y potente actividad 
antioxidante (Pastorello y col., 2012), actividad 
hipoglicemiante y antihiperglicemiante 
(Ciangherotti y col., 2016), y ha sido capaz 
de disminuir el daño oxidativo pancreático 
inducido por la diabetes  mediante una 
disminución en el daño celular en la islotes 
de Langerhans (Asadullah y col., 2018), lo 
que apoya la posibilidad que los extractos 
de esta planta produzcan un importante 
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efecto protector del daño renal inducido 
por la glucosa, en parte por contrarrestar 
uno de sus mayores mediadores, el estrés 
oxidativo. De hecho, su extracto acuoso ya 
ha sido reportado como protector gástrico 
frente a un estímulo oxidativo como lo es 
el etanol (Afzal y col., 2015).

Con el fin comprender los mecanismos 
celulares y moleculares que puedan 
contribuir a la protección de RT frente a las 
complicaciones de la diabetes, se estudió 
la relación de la actividad protectora del 
extracto acuoso de la raíz de la RT con su 
potencial modulación de la producción de 
especies reactivas de oxígeno y de nitrógenos 
en un ambiente de glucosa normal o alta in 
vitro. Para ello, se evaluó la modulación del 
efecto protector de RT sobre la disminución 
de la viabilidad celular en ambiente de alta 
glucosa (HG) y en presencia de peróxido de 
oxígeno, L-NAME y de nitroprusiato de sodio 
en células renales (Vero). Igualmente se 
evaluó la capacidad de RT de contrarrestar 
el decremento de la actividad enzimática 
de la CAT, SOD total, CuZn-SOD, GPx y GR 
inducida por la glucosa in vitro en células 
Vero.  Estos hallazgos pretenden consolidar 
los conocimientos acerca del potencial 
fitofármaco, de utilidad para el tratamiento 
de los pacientes diabéticos, con o sin 
nefropatía; y contribuir a la caracterización 
farmacológica de esta especie perteneciente 
a la gran biodiversidad nacional, así como 
incentivar el aislamiento y síntesis de nuevas 
moléculas capaces de prevenir o disminuir 
el daño renal. 

Materiales y Métodos

Líneas celulares

Las células Vero, una línea celular de 
epitelio renal de mono verde africano 
(Cercopithecus aethiops), fueron adquiridas 

en el Instituto Nacional de Higiene “Rafael 
Rangel”. 

Cultivo celular

Para los experimentos in vitro fueron 
empleadas las células Vero en cultivo. 
Esta línea celular es susceptible al daño 
oxidativo inducido por la exposición a 
alta concentración de glucosa (Kannan y 
Jain, 1994). Las células se cultivaron hasta 
confluencia en condiciones de 5% de CO2 

a 37 °C en medio completo que contiene: 
DMEM, 10% de suero fetal de bovino y 1% de 
penicilina/estreptomicina. Luego se lavaron 
2 veces con PBS (buffer salino-fosfato) y 
se lisaron con tripsina 0,025 M en EDTA 
dejando incubar a 37°C por 5 minutos para 
luego centrifugar por 10 minutos a 2200 
rpm. El sedimento se trató con solución 
salina tamponada con fosfato (PBS) para 
formar una suspensión de células, la 
cual se utilizó para realizar los ensayos 
correspondientes. Además del tratamiento 
con el RT, las células se trataron con los 
protocolos descritos en la Tabla I. 

Tabla I. 
Protocolo de tratamientos para los experimentos in vitro

Citotoxicidad y enzimas antioxidantes  

NG, control con glucosa normal (8 mM).

HG, alta glucosa (35 mM)

RT (concentraciones crecientes)

HG + RT

L-NAME, H2O2 o nitroprusiato de sodio

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

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

Para ello, se incubaron 5000 células por 
pozo en placas de cultivo de 96 pozos con 
medio completo (5% CO2 a 37ºC), bajo un 
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ambiente de 8 mM de glucosa durante 24 
horas.  El medio se removió y se reemplazó 
por medio completo fresco con el siguiente 
esquema de tratamientos: pozos controles, 
8 mM de glucosa; pozos alta glucosa, 35 
mM de glucosa; pozos RT (concentraciones 
crecientes) y pozos alta glucosa + RT. 
Bajo estas condiciones las células se 
cultivaron (5% CO2 a 37ºC) durante 96 
horas, reemplazando con medio nuevo 
sobre el mismo esquema cada 24 horas. 
Al término de este tiempo el medio fue 
nuevamente reemplazado, pero solo con 
medio completo. Se preparó una solución 
de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5-difeniltetrazolium (MTT) (2,5 mg/mL) 
y se añadió 100 μL de ésta a cada pozo 
de la placa. Las placas se incubaron por 
3h (5% de CO2 a 37ºC). Posteriormente se 
eliminó el sobrenadante de cada pozo y la 
monocapa fue disuelta con la incorporación 
de 100 μL de dimetilsulfóxido (DMSO). 
La placa se dejó reposar por 30 minutos 
para que se desarrollara el color del MTT-
formazan formado y luego se leyó a 570 
nm en un espectrofotómetro de placa 
(BioRad, modelo Berchmark). Se calculó 
el porcentaje de citotoxicidad con respecto 
al control. 

Actividad de las enzimas antioxidantes 
en células de epitelio renal bajo un 
ambiente con alta concentración de 
glucosa

Se incubaron 2 millones de células en 
una placa de cultivo de 150 cm2 con medio 
completo (5% CO2 a 37ºC) durante 120 horas 
(el medio se cambió cada 24 horas), utilizando 
el mismo protocolo de tratamientos del 
ensayo de glucotoxicidad. Luego, las células 
se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron 
con tripsina al 10% en EDTA a 37°C por 5 
minutos, una vez tripsinizadas, las células se 
lavaron 3 veces con PBS y se resuspendieron 

en un volumen final de 500 μL para realizar 
los ensayos de las enzimas antioxidantes.

Actividad de la superóxido dismutasa 
(SOD) 

La actividad de la SOD se determinó por 
la capacidad de esta enzima de inhibir la 
reducción del nitro azul de tetrazolio (NBT) 
por los O2

.- generados por el sistema de la 
xantina-xantina oxidasa (Oberley y Spitz, 
1984). Se preparó una mezcla de reacción 
con la siguiente composición: xantina 0,122 
mM, EDTA 0,122 mM, NBT 30,6 μM, albúmina 
0,006% y bicarbonato de sodio 49 mM. Se 
colocaron 2,45 mL de la mezcla en tubos y 
se mantuvieron a 27 °C. Se adicionaron 500 
μL de muestra, diluida 1:100 en amortiguador 
de fosfatos 50 nM (pH 7) e inmediatamente 
después, la reacción comenzó con la adición 
de 50 μL de xantina oxidasa (8,4 unidades). 
Se preparó un blanco para cada muestra 
con los mismos reactivos, pero sin xantina 
oxidasa; asimismo se preparó un tubo de 
100% de reducción, el cual contenía xantina 
oxidasa sin muestra. Los tubos se incubaron 
por 30 minutos, seguidamente se adicionó 1 
mL de cloruro de cobre (II) 0,8 mM y se midió 
la absorbancia a 560 nm. Los resultados 
se expresaron como U/mg de proteína. Una 
unidad de SOD se define como la cantidad 
de SOD necesaria para inhibir en un 50% la 
reducción del NBT. 

Para determinar la actividad de las 
isoformas de la SOD, en paralelo se utilizó el 
N,N-dietilisotiocianato de sodio, un inhibidor 
de la isoforma CuZn-SOD, por lo tanto se 
cuantificó directamente la isoforma Mn-SOD 
e indirectamente, la CuZn-SOD. 

Actividad de la catalasa (CAT) 

Se basa en la disminución de la absorbancia 
del H2O2 debido a su degradación por la 
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catalasa presente en la muestra de acuerdo 
con el método de Aebi (1982). 

En una celda de cuarzo se colocaron 25 μL 
de la muestra diluida 1,33 en amortiguador 
de fosfatos 10 mM (pH 7), se adicionó 725 
μL de H2O2 7,7 mM e inmediatamente se 
midió el cambio de absorbancia a 240 nm a 
los 15 y 30 segundos. De acuerdo con Aebi, 
se utilizó la constante de reacción de primer 
orden (k) como la unidad de actividad de 
la CAT, la cual quedó definida de acuerdo 
con la siguiente fórmula: k = (1/t) (2,3 
x log A1 / A2), donde t es el intervalo de 
tiempo medido (seg), A1 y A2 son las 
absorbancias del H2O2 en los tiempos t1 y 
t2. Los resultados se expresaron como k/
mg de proteína.

Actividad de la Glutatión Peroxidasa 
(GPx) 

La actividad de la GPx se mide de 
manera indirecta por una reacción acoplada 
con la glutatión reductasa (Lawrence y 
Burk, 1976) y se basa en la disminución 
de la absorbancia a 340 nm debido a la 
desaparición de NAD(P)H. La GPx, al reducir 
los hidroperóxidos consume glutatión 
reducido, el cual es regenerado por la 
glutatión reductasa a partir de glutatión 
oxidado, proceso que consume NAD(P)H. 
Para la determinación de GPx, la muestra 
se diluyó con amortiguador de fosfatos 
(50 mM, pH 7,0) en una proporción de 
1:8. Luego a 100 μL de esta dilución se 
le adicionaron 800 μL de una mezcla de 
reacción que contenía: EDTA 1 mM, azida 
de sodio 1 nM, NAD(P)H 0,2 nM, GSH 1 
mM y 1U de GR/mL en amortiguador de 
fosfatos. De la misma manera, se preparó 
un tubo de actividad inespecífica con 100 
μL de amortiguador de fosfatos. Los tubos 
se incubaron 5 minutos a temperatura 
ambiente y su contenido se traspasó a una 

celda de cuarzo que contenía 100 μL de 
H2O2 0,25 mM y la absorbancia se midió 
inmediatamente a 340 nm, cada minuto, 
durante 3 minutos. La actividad de la GPx 
se calculó promediando los cambios de 
la absorbancia por minuto de la muestra 
menos el promedio de los cambios de la 
absorbancia por minuto del inespecífico 
y se multiplicó este valor por 12,8, factor 
que se obtuvo del coeficiente de absorción 
milimolar del NAD(P)H (6,22) y el factor de 
dilución (8). Los datos se expresaron como 
U/mL. Entonces, por definición, una unidad 
de GPx es la cantidad de enzima que oxida 
1 μmol de NAD(P)H por minuto.

Actividad de la Glutatión Reductasa 
(GR) 

Se siguió el método de Carlberg y 
Mannervik (1975), en el cual se mide la 
desaparición de NAD(P)H a 340 nm de una 
mezcla de reacción que contiene: EDTA 
0,5 mM; GSSG 1,25 mM y NAD(P)H 0,1 mM 
en amortiguador de fosfatos 0,1 M (pH 
7,6). Se colocó en un tubo, 950 μL de la 
mezcla de reacción y 50 μL de la muestra 
(diluida 1:5) en amortiguador de fosfatos, 
los tubos se agitaron e inmediatamente 
se midió la absorbancia a 340 nm cada 
minuto por 3 minutos. La actividad de la 
GR se determinó promediando los cambios 
de absorbancia por minuto de la muestra y 
multiplicando este valor por 0,16 (el inverso 
del coeficiente de absorción milimolar 
del NAD(P)H = 6,22). Los resultados se 
expresaron como U/mg de proteína, una 
unidad de GR se define como la cantidad 
de enzima que oxida 1 μmol de NAD(P)H 
por minuto.

Determinación de Proteínas  

Las proteínas totales se determinaron 
en las células en cultivo. Para ello se 
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utilizó el método de Lowry (1951), que se 
fundamenta en la reacción de las proteínas 
con cobre y el reactivo de Folin-Ciocalteau, 
formándose un complejo coloreado el cual 
absorbe energía electromagnética a 660 
nm. Se preparó una mezcla de reacción 
de los siguientes reactivos: Na2CO3 al 2% 
en NaOH 0,1 M; CuSO4 × 5H2O al 1% y 
tartrato sódico-potásico al 2%, en relación 
100:1:1. En un tubo se agregó 190 μL de 
agua destilada, 10 μL de la muestra (células 
cultivadas) y se agitó suavemente. Luego 
se añadió 2 mL de la mezcla de reacción, 
se agitó y se mantuvo en oscuridad por 
10 minutos. Una vez culminado el tiempo, 
se agregaron 200 μL de reactivo de Folin-
Ciocalteau (diluido 1:1 en agua destilada, 
preparado en el momento), se esperaron 
30 minutos para la formación del color y 
se leyó a 660 nm en un espectrofotómetro. 
Las absorbancias de las muestras se 
interpolaron en una curva estándar de 
albúmina (0-100 μg). Los resultados se 
expresaron como mg de proteína. 

Análisis estadístico

Los resultados se presentaron como la 
media ± el error estándar de la media (X 
± E.E.M.). Los datos se analizaron con el 
programa Prism 5 (Graph Pad, San Diego, 
CA, USA) mediante un análisis de varianza 
de una vía (ANOVA) y por comparaciones 
múltiples de Bonferroni o una prueba de 
Dunnett.  Valores de p<0,05 se consideraron 
como estadísticamente significativos. 

Resultados

Efecto del estrés oxidativo sobre la 
respuesta protectora del RT frente a la 
citotoxicidad inducida por glucosa.

En la Figura 1 se observa la modulación 
del inductor del estrés oxidativo, el H2O2, 
sobre el efecto protector del RT sobre la 
disminución de la viabilidad celular bajo 
condiciones de HG. El tratamiento con H2O2 

en condiciones de glucosa normal produce 
un efecto citotóxico, el cual es revertido 
parcialmente por el cotratamiento con el RT, 
mostrando un importante efecto protector 
en otro modelo de estrés oxidativo adicional 
al del ambiente HG. En este último, el H2O2 

mostró ser mucho más citotóxico y revirtió 
completamente el efecto protector del RT, 
llegando a ser más citotóxico que la alta 
concentración de glucosa sola (p<0,01). El 
tratamiento con RT revirtió parcialmente 
el efecto citotóxico inducido por HG+ H2O2 
(p<0,01).

Figura 1. Efecto del peróxido de hidrógeno (H2O2, 100 μM) 
sobre la respuesta protectora del extracto acuoso de la raíz de 
Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) frente a la disminución 
de la viabilidad de las células Vero en cultivo, con o sin un 
ambiente de alta concentración de glucosa por 96 h (NG y 
HG, respectivamente). Los valores se muestran como la media 
± E.E.M. ***p<0,001 con respecto al grupo RT. +p<0,01 con 
respecto al grupo H2O2. 

tp<0,001 con respecto al control HG. 
ºp<0,01 con respecto al grupo RT en HG.  N=8-16
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Efecto de la inhibición de la NOS 
por el L-NAME sobre la respuesta 
protectora del RT sobre la citotoxicidad 
inducida por glucosa 

Mediante el uso del ensayo de la 
glucotoxicidad con MTT se evaluó el papel 
del NO sobre la respuesta protectora 
del RT sobre la citotoxicidad inducida 
por la glucosa.  Como se observa en la 
Figura 2, en células Vero en cultivo en 
condiciones de glucosa normal, el bloqueo 
de la sintasa de óxido nítrico (NOS) con el 
L-NAME (1mg/mL) conduce a un aumento 
de la viabilidad celular comparado con su 
propio valor basal.  De manera similar, 
en condiciones de alta concentración de 
glucosa, el tratamiento con el L-NAME 
produjo, por sí mismo, un efecto protector 
frente a la muerte celular inducida por 
HG y adicionalmente incrementó el efecto 
protector del RT (p<0,001). 

En la Figura 3 se puede observar que 
la combinación del RT con el NPS, un 
donador de NO, por un lado, no modifica 
la viabilidad basal del RT y por el otro 
disminuye el efecto protector del RT frente 
al HG, es decir la producción del NO en 
todos los casos disminuye los efectos del 
RT.  Adicionalmente, el tratamiento con 
el RT fue capaz de inhibir el moderado 
efecto citotóxico del NPS sobre las células 
Vero (p<0,01), sugiriendo un papel 
contraregulador al daño celular inducido 
por el estrés nitrosativo. 

Figura 2. Efecto de la inhibición de la NOS por el L-NAME 
(1mg/mL) sobre la respuesta protectora del extracto acuoso 
de la raíz de Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) frente a 
disminución de la viabilidad de las células Vero en cultivo, con 
o sin un ambiente de alta concentración de glucosa por 96 h 
(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 RT. Tp<0,001 con respecto al control HG. #p<0,01 con 
respecto al grupo RT en HG. N=8-16

Figura 3. Efecto del nitroprusiato de sodio (NPS, 100 μM) 
sobre la respuesta protectora del extracto acuoso de la raíz de 
Ruellia tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) frente a la disminución 
de la viabilidad de las células Vero en cultivo, con o sin un 
ambiente de alta concentración de glucosa por 96 h (NG y 
HG, respectivamente). Los valores se muestran como la media 
± E.E.M. ***p<0,001 con respecto al grupo RT. +p<0,01 con 
respecto al grupo NPS. Tp<0,001 con respecto al control HG. 
#p<0,01 con respecto al grupo RT en HG.  N=8-16

Efecto del RT sobre la actividad de 
las enzimas antioxidantes 

La condición de alta concentración de 
glucosa in vitro disminuyó la actividad de 
todas las enzimas antioxidantes evaluadas 
(Figuras 4 a 7). El tratamiento in vitro con 
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RT incrementó significativamente (Figura 
4, p<0,05) la actividad basal de la CAT, y 
revirtió parcial o completamente los efectos 
inhibitorios del HG por el tratamiento con 
el RT sobre la CAT, GPx, GR y SOD total, 
respectivamente (Figuras 4 a 7). Estos efectos 
se relacionan con la actividad protectora 
frente al daño oxidativo y nitrosativo. 

Figura 4. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia 
tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) sobre la actividad de la catalasa 
(CAT) en células Vero en cultivo, con o sin un ambiente de alta 
concentración de glucosa por 96 h (NG y HG, respectivamente). 
Los valores se muestran como la media ± E.E.M. *p<0,05 con 
respecto al grupo NG. &p<0,05 con respecto al grupo HG.  N=5

Figura 5. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia 
tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) sobre la actividad del glutatión 
peroxidasa (GPx) en células Vero en cultivo, con o sin un 
ambiente de alta concentración de glucosa por 96 h (NG y HG 
respectivamente). Los valores se muestran como la media ± 
E.E.M. *p<0,05 con respecto al grupo NG. &p<0,05 con respecto 
al grupo HG.  N=5

Figura 6. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia 
tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) sobre la actividad de la glutatión 
reductasa (GR) en células Vero en cultivo, con o sin un 
ambiente de alta concentración de glucosa por 96 h (NG y HG 
respectivamente). Los valores se muestran como la media ± 
E.E.M. *p<0,05 **p<0,01 con respecto al grupo NG. #p<0,01 con 
respecto al grupo HG.  N=5

Figura 6. Efecto del extracto acuoso de la raíz de Ruellia 
tuberosa L. (RT, 50 μg/mL) sobre la actividad de la glutatión 
reductasa (GR) en células Vero en cultivo, con o sin un 
ambiente de alta concentración de glucosa por 96 h (NG y HG 
respectivamente). Los valores se muestran como la media ± 
E.E.M. *p<0,05 **p<0,01 con respecto al grupo NG. #p<0,01 con 
respecto al grupo HG.  N=5

Discusión

La diabetes es una enfermedad 
metabólica responsable del metabolismo 
anómalo de los hidratos de carbono, 
caracterizada por hiperglicemia resultante 
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de defectos en la secreción de insulina, 
en la acción de la insulina o en ambas 
(American Diabetes Association, 2007a,b; 
World Health Organization, WHO, 2011). 
La diabetes está asociada a lesiones, 
disfunción e insuficiencia de órganos vitales, 
especialmente de los ojos, los riñones, los 
nervios, el corazón y los vasos sanguíneos. 
Los pacientes con diabetes padecen 
una mayor incidencia de enfermedades 
cardiovasculares, artereoscleróticas, 
vasculares periféricas, cerebrales y renales. 
La nefropatía diabética es una de las 
complicaciones vasculares más importantes 
y la mayor causa de morbilidad y mortalidad 
en pacientes con diabetes tipo 2 (Thomas 
y Karalliedd, 2018). 

 Uno de los mecanismos propuestos 
para el daño endotelial y renal inducido 
por la hiperglicemia es la formación de 
EROs (Brownlee, 2001; Sen y Packer, 
1996). Recientes estudios sugieren que 
la hiperglicemia induce estrés oxidativo 
y disminuye los mecanismos de defensa 
antioxidante (Nishikawa y col., 2000). Estas 
especies reactivas inician la modificación 
de lípidos, proteínas, carbohidratos y 
del ADN. Las modificaciones de estas 
moléculas afectan su función, distribución 
y metabolismo. Las EROs pueden iniciar 
entonces una cascada de señalización que 
induce daño celular y disfunción vascular.  
Así, la acción de las EROs representa 
un fenómeno crucial involucrado en 
los mecanismos fisiopatológicos de la 
enfermedad microvascular. 

Además de las EROs, la hiperglicemia 
conduce al daño renal a través de varios 
mediadores importantes, tales como: los 
AGEs, la ANG-II y las ERNs (Hannken y col., 
2000; Tsiani y col., 2002; Gorin y col., 2004; 
Kanwar y col., 2005). Estos mediadores 
a su vez están íntimamente relacionados 

a la activación de la vía de señalización 
diacilglicerol/proteína quinasa C/quinasas 
reguladas por señales extracelulares/factor 
nuclear potenciador de cadena ligera kappa 
de células B activadas (DAG/PKC/MAPK/NF-
κB) en condiciones de alta concentración de 
glucosa (Koya y col., 1997; Haneda y col., 
2001; Ohshiro y col., 2006). A través de 
estas señales, conjuntamente orquestadas 
con otras rutas metabólicas, tales como: 
las de los polioles, las hexosaminas y el 
mio-inositol, ocurren los cambios nucleares 
que favorecen la expresión de factores pro-
fibróticos, pro-inflamatorios y, en algunos 
casos, pro-apoptóticos que conducen 
al daño tubular, al ensanchamiento del 
mesangio, a la fibrosis glomerular y a la 
proteinuria, entre otros (Steffes y col., 
1984; Dalla-Vestra y col., 2001; Liu, 2004; 
Simonson, 2007). 

Se ha sugerido que los antioxidantes 
podrían prevenir las complicaciones de la 
diabetes.  Al respecto, en la farmacología 
de Ruellia tuberosa L. se le ha atribuido 
actividad antioxidante, específicamente 
se ha demostrado la presencia de una 
marcada actividad antioxidante en los 
extractos de las partes aéreas de la planta 
con una CI50 de 51,0±3,22 μg/mL (Chen y 
col., 2006; Arirudran y col., 2011 b; Kensa 
y col., 2012a,b).

Uno de los mecanismos mediante 
el cual el RT podría ejercer su efecto 
renoprotector y antioxidante es a través 
de su acción sobre la actividad de las 
enzimas antioxidantes renales. Nuestros 
resultados apoyan esta posibilidad ya que 
el RT previno la reducción de la actividad 
de estas enzimas antioxidantes inducidas 
por la glucosa in vitro, lo que contribuye 
a la disminución del estrés oxidativo por 
esta vía. Estos resultados coinciden y 
avalan los reportados por Ciangherotti 
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y col. (2013), quienes demostraron que, 
en un modelo experimental de diabetes 
inducido por la ETZ, la RT mostró actividad 
antioxidante y fue capaz de disminuir y/o 
revertir la alteración de los marcadores del 
daño renal inducido por la hiperglicemia. 
Igualmente, RT contrarrestó la disminución 
de la actividad de la CAT, la SOD, la GPx y 
la GR inducida por la glucosa in vivo. Estos 
resultados coinciden con los reportados por 
Safitri y col. (2019) quienes demostraron 
la capacidad antidiabética del extracto 
de la raíz de R. tuberosa L. en ratas 
diabéticas, reflejado en una disminución 
en los niveles altos de glucosa en sangre, 
una disminución en las actividades de la 
proteasa, la reparación en los perfiles de 
proteínas y recuperación en los perfiles 
histopatológicos del riñón.  

Se ha sugerido que esta actividad 
protectora esta mediada por compuestos 
polifenólicos presentes en el extracto de 
Ruellia tuberosa,  que posiblemente este 
vinculado a su actividad  antioxidante, 
hipoglicemiante y antihiperglicemiante 
(Ciangherotti y col., 2016), tal y como 
se reporta para otros  extractos ricos 
en polifenoles, como el de Ichnocarpus 
frutescens y el de Hibiscus sabdariffa L. 
(Kumarappan y col., 2008; Lee y col., 2009) 
o algunos compuestos polifenólicos como 
el resveratrol y la mangiferina (Li y col., 
2010; Schmatz y col., 2012). 

El incremento del H2O2 ha sido asociado 
al daño renal en la diabetes en modelos 
experimentales in vitro donde esta especie 
reactiva inducide apoptosis en varios tipos de 
células renales, tales como los fibroblastos, 
las células mesangiales y el epitelio tubular 
(Zanatta y col., 2003; Sommer y Wolf, 2007; 
Zhuang y col., 2007; Hasegawa y col., 2008; 
Kim y col., 2009; Wijesinghe y col., 2011). 
Zhuang y col. (2007) y Kim y col. (2009) 

demostraron que el H2O2 induce apoptosis 
a través de un incremento de las EROs, de 
la fosforilación de las ERKs y de la activación 
de la caspasa 3, en células de epitelio 
tubular y mesangiales, respectivamente. 
Asimismo, en células Vero este inductor de 
estrés oxidativo produjo una disminución 
de la viabilidad celular, aumento de la 
fragmentación del ADN e incremento de la 
apoptosis (Zanatta y col., 2003; Sommer y 
Wolf, 2007; Wijesinghe y col., 2011). Todos 
estos hallazgos apoyan nuestro modelo 
experimental en células Vero, el cual fue 
susceptible a una significativa disminución 
de la viabilidad celular inducida por el H2O2. 
Este efecto fue parcialmente inhibido por 
el co-tratamiento con el RT, consolidando 
aún más a este extracto como antioxidante 
y protector del daño oxidativo renal. 

Esta actividad protectora frente al daño 
inducido por el H2O2 puede explicarse de 
dos maneras: 1) que el incremento basal 
de la actividad de la CAT inducida por el RT, 
aumente la degradación del H2O2; 2) el RT 
a través de su actividad atrapadora de O2

.-, 
contribuya al aumento de la actividad de la 
CAT por disminución de su inhibición por el 
O2

.-, de manera que se degrade más H2O2; y 
3) que alguno de los componentes químicos 
del RT presente actividad atrapadora del 
H2O2, tal como ha sido demostrado con las 
partes aéreas de la planta (Chen y col., 2006; 
Arirudran y col., 2011b; Kensa y col., 2012). 
Como era de esperarse, en condiciones 
de glucotoxicidad, el tratamiento con el 
H2O2 aumentó el efecto citotóxico de la 
HG, muy probablemente por el incremento 
exacerbado del estrés oxidativo. Lo cual 
se refleja en la abolición y reversión de la 
acción del RT sobre el daño glucotóxico. 

Todos estos hallazgos establecen al 
RT como un extracto antioxidante con 
efecto protector sobre el daño renal en la 



123Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 85 - Nos 1 y 2 - 2022

CIANGHEROTTI Y COL.

diabetes, tanto in vitro (presente estudio) 
como in vivo (Ciangherotti y col., 2013, 
2021), a través de un mecanismo que 
involucra la disminución de la glicemia, 
del estrés oxidativo, del estrés nitrosativo, 
y de la vía de señalización de la PKC-NF-kB 
(Ciangherotti y col., 2018). Esto sumado 
al   mecanismo mediado a través de la 
inhibición del aumento de la fosforilación  
de las kinasas activadas por mitógenos 
(MAPK),  conocidos mediadores del daño 
renal en la diabetes, y cuya activación 
(fosforilación) se encuentra asociada al 
aumento de la síntesis de proteínas de la 
matriz extracelular (colágeno, fibronectina, 
entre otras) y a la fibrosis renal, del peso 
del riñón, y del contenido de proteínas y de 
colágeno I renal, en la diabetes inducida por 
ETZ (Ciangherotti y col., 2021).

Los resultados del presente estudio 
aportan información acerca de los efectos 
farmacológicos de la especie R. tuberosa 
L., a la vez que contribuye tanto a la 
validación de su uso tradicional como a 
la caracterización farmacológica de su 
género. Hasta la fecha sólo se conocía el 
efecto inhibidor de la enzima convertidora 
de angiotensina II (ECA), la actividad 
contráctil sobre la musculatura lisa del 
íleo de cobayo, la actividad colinérgica 
y la actividad estrogénica de Ruellia 
praetermissa.Sceinf.ex. Lindau (Salah y col., 
2000; Salah y col., 2001; Salah y col., 2002). 
Este conocimiento etnofarmacológico del 
género, sienta las bases para el estudio 
fitoquímico y tecnológico de este potencial 
fitofármaco. 
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