Revista Facultad de Farmacia, UCV

Efecto de la Ruellia tuberosa L. sobre la proliferacion
celular y la citotoxicidad inducida
por la alta concentracion de glucosa en células
de epitelio renal en cultivo

Effect of Ruellia tuberosa L. on cell proliferation
and cytotoxicity induced by high glucose concentration
on renal epithelial cells in culture
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Resumen

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico que se caracteriza por hiperglicemia crénica, debido a un
defecto en la secreciéon de la insulina, a un defecto en la accién de la misma, o a ambas. La hiperglicemia
crénica se asocia con dano, disfuncion e insuficiencia renal. La Ruellia tuberosa L. (yuquilla) es una planta
de uso etnomédico, cuyas partes aéreas presentan actividad antidiabética, antioxidante, antiinflamatoria
y analgésica. Con el fin de conocer su posible capacidad protectora ante las complicaciones renales de la
diabetes, se evalu6 el efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosaL. sobre la proliferacion celular y
la citotoxicidad inducida por la alta concentracién de glucosa en células de epitelio renal (Vero) en cultivo. Para
ello, se estudiaron las modificaciones en la proliferacion y muerte de las células de epitelio renal en cultivo. La
RT protegi6 a las células Vero de la glucotoxicidad inducida por la alta glucosa, ya que el tratamiento por 96
horas de las células Vero con un medio que contenia una alta concentraciéon de glucosa (grupo HG, 35 mM),
produjo un efecto citotéxico significativo (p<0,001) el cual fue parcialmente abolido por el tratamiento con 50
ng/mL de RT. Asimismo, se evalu6 la proliferacion de las células Vero mediante un método de exclusién por
azul de tripano. En este modelo la condicién de alta concentracién de glucosa disminuyé 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. Todos estos hallazgos demuestran que la RT ejerce un efecto protector sobre el
dano renal en la diabetes in vitro, lo que aporta informacion acerca de los efectos farmacolégicos de la especie.
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Abstract

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by chronic hyperglycemia due to a defect in insulin
secretion, insulin action, or both. Chronic hyperglycemia is associated with kidney damage, dysfunction, and
failure. Ruellia tuberosa L. (yuquilla) is an ethnomedical plant with aerial parts with antidiabetic, antioxidant,
anti-inflammatory, and analgesic activity. To assess its possible protective capacity against kidney complications
induced by diabetes, the effect of the aqueous extract of the root of Ruellia tuberosa L. on cell proliferation
and cytotoxicity induced by high glucose concentration was evaluated in renal epithelium (Vero) cell culture.
To this end, modifications in the proliferation and death of renal epithelial cells in culture were studied.
RT protected Vero cells from glucotoxicity induced by high glucose since treatment for 96 hours of Vero
cells with a medium containing a high concentration of glucose (HG group, 35 mM) produced a significant
cytotoxic effect (p<0.001), which was partially abolished by treatment with 50 ug/mL of RT. Likewise, Vero
cell proliferation was evaluated using a trypan blue exclusion method. In this model, the high glucose
concentration condition decreased cell proliferation after 72 hours, an effect that was partially reversed by RT
treatment, thus improving the growth rate. All these findings demonstrate that RT exerts a protective effect
on kidney damage in diabetes in vitro, providing information about the species’ pharmacological effects.
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Introduccion

La diabetes mellitus es un trastorno
metabdlico caracterizado principalmente
por un desequilibrio del metabolismo de la
dlucosa debido a defectos en la secrecion
de insulina por las células beta del pancreas
(diabetes tipo 1) o por la disminucién
de la actividad de ésta a nivel celular
(diabetes tipo 2), la cual generalmente viene
acompanada por un déficit en la secrecion
de insulina; de manera que se produce
un aumento de la glucosa sanguinea
(Jerez Fernandez y col., 2022). La diabetes
mellitus constituye uno de los mayores
problemas para los sistemas de salud de los
paises de Latinoamérica. La International
Diabetes Federation (IDF) calcula que 34
millones de adultos con diabetes tipo 2
residen en nuestra regiéon, y pronostica
un crecimiento del 62% en el namero de
casos esperados para el ano 2045 (IDF,
2019). Esta enfermedad se ha convertido
en uno de los mayores problemas de
salud publica, debido a su alta morbilidad
y a su asociacion con otros trastornos
como la obesidad, hipertension arterial,
insuficiencia cardiaca e insuficiencia renal
(Braunwald, 2019: Dunlay y col., 2019).

El rindn al igual que la mayoria de los
organos afectados por la diabetes, sufre dano
celular mediado por diferentes moléculas
y mecanismos. La alta concentracion
de glucosa tiene efectos citotoxicos
complejos en las células epiteliales renales,
principalmente a través de mecanismos
como el estrés oxidativo, la inflamacion,
la disfuncién mitocondrial y la apoptosis,
que en conjunto pueden llevar al dano
renal crénico y enfermedades como la
nefropatia diabética (Navarro Gonzalez y
col., 2022). Los efectos citotéxicos de la
alta glucosa sobre las células epiteliales
renales ocurren debido a la exposicion

prolongada a niveles elevados de glucosa
que ocurren en la diabetes. En efecto,
la alta glucosa aumenta la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS),
que pueden danar proteinas, lipidos y el
ADN, afectando la estructura y la funcion
celular, la supervivencia y la capacidad
de regeneracion de las células epiteliales
renales. El dano prolongado puede llevar
a la muerte celular y deterioro del tejido
renal (Jha y col., 2016). Por su parte, la
hiperglicemia activa vias inflamatorias que
aumentan la producciéon de citoquinas y
moléculas inflamatorias como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
interleucina-6 (IL-6), y la inflamacion cronica
promueve el dano celular y el reclutamiento
de células inmunes, que pueden agravar
el dano tisular y contribuir al desarrollo de
fibrosis renal (Navarro-Gonzalez y Mora-
Fernandez, 2008). Adicionalmente, los
altos niveles de glucosa llevan a la glicacion
no enzimatica de proteinas, formando
productos finales de glicacion avanzada
(AGEs) que alteran la funcién normal de las
proteinas (Forbes y col., 2003). Ademas,
la alta glucosa puede inducir un mal
plegamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmico (ER), generando estrés del
ER que desencadena respuestas celulares
que pueden llevar a la apoptosis. Ambos
procesos contribuyen a la citotoxicidad en las
células epiteliales renales (Back y Kaufman,
2012). El estrés oxidativo, inflamacion,
disfuncién mitocondrial pueden activar vias
que promueven la apoptosis de células
epiteliales renales que afecta integridad del
epitelio renal, comprometiendo la funcion
de los tubulos renales y acelerando el dano
renal (Jha y col., 2016). Finalmente, bajo
la condicion de hiperglicemia cronica, las
células renales sufren cambios fenotipicos
que traen como consecuencia la fibrosis y la
pérdida de la funcién renal, conduciendo al
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establecimiento de la nefropatia (Simonson,
2007). Estos procesos fenotipicos alteran
la estructura y la funcion de las células
mesenquimales, epiteliales y las células
progenitoras, en donde se produce una
reprogramacion nuclear inducida por
algunas citoquinasy factores de crecimiento,
trayendo como consecuencia la formacion de
miofibroblastos (MFT) a partir de las células
mesangiales, fibroblastos intersticiales y
células progenitoras, asi como también la
formacion de miofibroblastos intersticiales
a partir de las células del epitelio tubular;
llevando en el primer caso a la expansion del
mesangioy a la glomeruloesclerosis y en el
segundo caso, a la fibrosis tubulointersticial
(Simonson, 2007). La hiperglicemia puede
inducir la transicion epitelio-mesénquima,
en la que las células epiteliales adquieren
caracteristicas de células mesenquimales,
aumentando la produccién de matriz
extracelular (MEC). La acumulacion excesiva
de MEC conduce a la fibrosis, resultando en
una pérdida progresiva de la funcion renal.

El efecto de la alta glucosa sobre
la proliferacion celular en células de
epitelio renal afecta el crecimiento y la
division de estas células. En condiciones
normales, las células del epitelio renal
regulan su proliferacion para mantener la
funcion adecuada del rinén. Sin embargo,
cuando hay niveles altos de glucosa,
como en la diabetes, esto puede alterar el
comportamiento celular. La hiperglicemia
cronica puede llevar a un aumento en la
proliferacion de las cé€lulas del epitelio renal
debido a varios mecanismos como el estrés
oxidativo, ya que la alta glucosa aumenta
la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que puede danar las células
y alterar su ciclo de proliferacion (Wuy col.,
2023). Igualmente, la activacion de vias de
senalizacion como la via de AKT/mTOR o

MAPK promueven la proliferacion celular
y la fibrosis. Por su parte la inflamacion
también promueve la proliferacion anormal
de células en el rindn y los cambios en
la expresion de genes involucrados en la
division celular, haciendo que las células
proliferen mas rapido de lo normal (Ryu y
col., 2010). Esto es importante porque una
proliferacion descontrolada de las células
epiteliales renales puede contribuir al
dano renal crénico y a condiciones como
la nefropatia diabética, donde hay un
deterioro progresivo de la funcién renal.
Samikkannu y col. (2006) mostraron que
la exposicion a 25 mM de glucosa (alta
concentracion) es capaz de aumentar la
proliferacion de células epiteliales del
tabulo proximal de humano (hPTEC), hasta
las primeras 24 horas, seguido de una
inhibicion de la proliferacion (evaluada
por la incorporacion de [3H]-timidina).
Adicionalmente, estos autores demostraron
que la exposicion a altas concentraciones de
glucosa por 10 minutos produce el mismo
esquema de proliferacion, observandose
que esta exposicion aguda es suficiente
para producir los efectos antiproliferativos
e inducir la muerte celular en el epitelio
tubular, sugiriendo que los episodios no
prolongados de hiperglicemia pueden
conducir a la disfuncion tubular.

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, se han desarrollado estudios
etnofarmacologicos de plantas con potencial
uso en la diabetes y sus complicaciones, asi
como también el aislamiento, purificacion
y elucidacién de la estructura de los
compuestos responsables de la actividad
de estas especies (Khany col., 2012; Hung
y col., 2012).
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Una de las plantas con gran potencial
antioxidante (Arirudran y col., 2011a,b)
que se encuentra en Venezuela es la
Ruellia tuberosa L. (RT), conocida como
escopetera, escopetilla o yuquilla, la cual
pertenece a la familia Acanthaceae (Figura
1). Al igual que en otras partes del mundo,
en nuestro pais esta especie es utilizada de
manera tradicional para el tratamiento de la
diabetes (Ciangherottiy col., 2007), asi como
también para el manejo de las anemias,
como diurético y para el tratamiento de
diversos problemas renales (Giraldo y col.,
2009). Se ha evaluado farmacolégicamente
el extracto acuoso de la raiz de R. tuberosa
L., logrando validar su uso tradicional
como antiinflamatorio y antinociceptivo en
modelos animales (Pastorello y col., 2012).
Asimismo, investigadores de Sri Lanka,
lograron validar el uso popular de RT para
el tratamiento de la gastritis, utilizando un
modelo de ratas con gastritis inducida por
etanol (Arambewela y col., 2003). Aun mas,
Ciangherotti y col. (2013) demostraron
que la RT presenta actividad antioxidante
y que fue capaz de disminuir y/o revertir la
alteracion de los marcadores del dano renal
inducido por la hiperglicemia. Igualmente, RT
contrarresto la disminucion de la actividad de
las enzimas antioxidantes renales catalasa
(CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR)
inducida por la glucosa in vivo, indicando

que la RT gjerce un efecto protector sobre
el dano renal en la diabetes, a través de un
mecanismo que involucra la disminucion de
la glicemia y del estrés oxidativo.

En vista de la evidencia, el presente trabajo
evaluo el posible efecto del Ruellia tuberosal.
sobre la proliferacion celular y la citotoxicidad
inducida por la alta concentracion de glucosa
sobre las células de epitelio renal (Vero) en
cultivo sometidas a altas concentraciones
de glucosa. Para ello fueron evaluadas las
modificaciones la proliferacion y muerte de
las células de epitelio renal.

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
Herbario “Victor Manuel Ovalles” (MYF) de
la Facultad de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela. Unos ejemplares
vouchers fueron depositados en el herbario
bajo el cédigo MYF 26390, Colectada por el
Dr. Stephen Tillett.

Figura 1. Ruellia tuberosal.; A. flor y hojas, B. hojas y frutos, C. rafz. (Arirudran y col., 2011a)
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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 decoccién a 60°C durante una
hora. El extracto acuoso preparado fue
liofilizado y mantenido bajo proteccion de
la humedad. Posteriormente fue disuelto
en agua destilada o medio de cultivo para
los diferentes ensayos.

LineA Y CULTIVO CELULAR

Para los experimentos in vitro fueron
empleadas las células Vero en cultivo.
Esta linea celular es susceptible al dano
oxidativo inducido por la exposicion a
alta concentracion de glucosa (Kannan y
Jain, 1994). 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”.

Las células se cultivaron hasta confluencia
en condiciones de 5% de CO, 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 traté6 con PBS para formar
una suspension de células, la cual se utilizd
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 esto, 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
durante 24 horas. El medio se removio y
se reemplazé 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% 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 completo. Se prepard una solucion
de MTT (2,5 mg/mL) y se anadio 100 uL de
ésta a cada pozo de la placa. Las placas
se incubaron por 3h (5% de CO, a 37°C).
Posteriormente se eliminé el sobrenadante
de cada pozo y la monocapa sera disuelta
con la incorporacion de 100 uL. de DMSO.
La placa se dej6 reposar por 30 minutos
para que se desarrollara el color y luego
se ley6 a 570 nm en un espectrofotometro
de placa (BioRad, modelo Berchmark). Se
calcul6 el porcentaje de citotoxicidad con
respecto al control.

DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

Se emple6 el método de exclusion con
azul de tripano, a través del conteo diario
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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 glucosa normal o alta glucosay tratadas
con el RT. Las células se tripsinizaron y se
contaron por grupo a las 24, 48, 72 y 96
horas de tratamiento. Los resultados se
expresaron como células/mL.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se presentaron
como la media *= el error estandar de la
media (X = EEM). 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

Erecto DEL RT SOBRE LA VIABILIDAD Y LA
PROLIFERACION CELULAR

Para la validacion del modelo y para
establecer la concentraciéon de RT a
emplearse en los todos los experimentos
in vitro, se evalué el efecto del RT sobre
la viabilidad de las células Vero en cultivo
mediante la prueba del MTT.

EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE LA RAIZ DE
RueLLIA TUBEROSA L. (RT, 50 pya/ML) SOBRE LA
VIABILIDAD DE LAS CELULAS VERO EN CULTIVO CON
O SIN UN AMBIENTE DE ALTA CONCENTRACION DE
GLucosA (NG y HG, RESPECTIVAMENTE)

El tratamiento por 96 horas, de las
células Vero con medio que contenia una

alta concentracion de glucosa (grupo
HG, 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 ug/mL del RT (Figura 2), por lo
que queda establecido que este extracto
inhibe el efecto glucotoxico sobre las
células renales in vitro en las condiciones

150 5
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Viabilidad (%)
T

¢ & &
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Figura 2. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia
tuberosaL. (RT, 50 pg/mL) sobre la viabilidad de las células
Vero en cultivo con o sin un ambiente de alta concentracién de
glucosa (NG y HG, respectivamente). Los valores se muestran
como la media + EEM. **p<0,001 con respecto al grupo RT.
#p<0,001 con respecto al grupo HG. N=13-20

experimentales utilizadas.

La reduccién de la muerte celular
inducida por el RT (efecto protector)
resultdé ser un efecto dependiente de la
concentracion del extracto (Figura 3).

Asimismo, se evalué la proliferacion
de las células Vero mediante un método
de exclusion por azul de tripano. En este
modelo la condicion de alta concentracion
de glucosa trajo como consecuencia una
disminucion de la proliferacion celular
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Figura 3. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia
tuberosa L. (RT, 50 pg/mL) sobre la citotoxicidad inducida
por la glucosa en células Vero. Los valores se muestran como
lamedia + EEM. *p<0,005y **p<0,001 con respecto al grupo
HAG. N=5 por grupo

a partir de las 72 horas, efecto que fue
parcialmente revertido por el tratamiento
con el RT, mejorando de esta manera
la tasa de crecimiento. Por si mismo, el
RT produjo un efecto pro-proliferativo
significativo (p<0,01) a las 96 y 120 horas
de experimentaciéon cuando se compara
con el grupo NG, disminuyendo el tiempo
de duplicacion de 35,3 a 25,7 horas (Figura
4).

Discusion

Nuestros hallazgos demuestran que
la Ruellia tuberosa L. ejercer un efecto
protector sobre las células epiteliales
renales sometidas a alta glucosa. Estos
efectos podrian estar mediados por las
propiedades antioxidantes de la RT, que se
sabe que contiene compuestos polifendlicos,
flavonoides y otros antioxidantes que
pueden neutralizar las especies reactivas de
oxigeno (ROS) generadas por la alta glucosa

Figura 4. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia
tuberosa L. (RT, 50 pg/mL) sobre la proliferacién de
las células Vero-cultivadas con o sin un ambiente de alta
concentracién de glucosa (NG y HG, respectivamente). Los
valores se muestran como lamedia + EEM. *p<0,005, *p<0,01
y **p<0,001 con respecto al grupo NG. ¥p<0,005 con respecto
al grupo HG. N=5 por grupo

(Ciangherotti y col., 2016). En efecto,
Ciangherotti y col. (2016) evaluaron el perfil
fitoquimico preliminar y el contenido de
polifenoles totales del extracto de RT, asi
como también sus efectos agudos sobre la
glicemia en ratas diabéticas. Los resultados
mostraron que el RT produjo un efecto
hipoglicemiante tanto en los animales
controles como en las ratas con diabetes
inducida por la ETZ, con porcentajes de
variacion de la glicemia comparables con
el hipoglicemiante oral de referencia, la
glibenclamida. La presencia de un alto
contenido de polifenoles del extracto de raiz
de RT, posiblemente se encuentre asociado
con su actividad antidiabética y antioxidante,
reflejada a través de la reaccion del RT con
el radical 2,2- difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).
Asi al reducir el estrés oxidativo evita el dano
celular, protegiendo a las células epiteliales
de la disfuncién y la apoptosis.
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Bajo un ambiente prolongado de alta
concentracion de glucosa las células tanto
de epitelio tubular como las mesangiales
sufren inhibicion de la proliferacion y
apoptosis asociada a un incremento de la
formacion de las ROS (Allen y col., 2003;
Samikkannu y col., 2006; Khera; 2006).
Kannan y Jain (1994) demostraron que
concentraciones de glucosa entre 20y 100
mM causan una reduccion de alrededor del
50% de la viabilidad celular 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 + 248 %, siendo este efecto inhibido
significativamente por el RT de manera
dependiente de la concentracion. 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 del RT en condiciones
basales y por otro un bloqueo parcial de
la disminucién del namero de células
inducida por el ambiente glucotoéxico.
Adicionalmente, Ciangherotti y col. (2022)
demostraron que la RT protegi6 a las
células Vero del estrés oxidativo y del estrés
nitrosativo, inducido por la alta glucosa,
por el peroxido de hidrogeno y por el
nitroprusiato de sodio, respectivamente;
lo que apoya aun mas que la RT, como
antioxidante, ejerce su efecto protector
sobre el dano renal en la diabetes in vitro,
a través de un mecanismo que involucra
la disminucion del estrés oxidativo y
nitrosativo. Todos estos resultados sugieren

un efecto protector del extracto sobre dano
renal inducido por la alta glucosa in vitro.

Con el fin comprender los mecanismos
celulares y moleculares que puedan
contribuir a la proteccion de RT frente a las
complicaciones de la diabetes Ciangherotti
y col. (2018) estudiaron la relacion de la
actividad protectora del extracto acuoso
de la raiz de RT con su potencial inhibicion
de la via de senalizacion de la proteina
quinasa C/factor nuclear-kB (PKC-NF-kB) in
vitro. Para ello, evaluaron la modulacion del
efecto protector de RT sobre la disminucion
de la viabilidad celular en ambiente de
alta glucosa (presente resultados) y en
presencia de un estimulante de la PKC,
el éster de forbol (PMA) en células Vero.
Igualmente, estos autores estudiaron el
efecto de RT sobre la actividad del NF-kB
inducida por el PMA en células HelLa. Los
resultados mostraron que RT protegio a las
células Vero de la glucotoxicidad, ya que,
en condiciones de glucosa normal, el PMA
disminuyo discretamente la viabilidad basal
de RT; mientras que, en ambiente de alta
glucosa, RT revirtio la glucotoxicidad en
forma dependiente de la concentracion.
El PMA redujo por si mismo la viabilidad
celular y bloque6 completamente el efecto
protector de RT a niveles citotoxicos
similares al de HG solo. El PMA increment6
la expresion del NF-kB 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. Para comprender aun mas los
mecanismos de senalizacion, Ciangherotti
y col., (2021) estudiaron el efecto del
tratamiento con el extracto acuoso de la
raiz de R. tuberosa (RT) (10 mg/kg/dia,
p.0., durante cuatro semanas), sobre la
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fosforilacion de la quinasa 1/2 regulada
por senales extracelulares (ERK 1/2) en la
corteza renal de ratas control y con diabetes
tipo I inducida por la estreptozotocina.
Igualmente evaluaron el papel de los
marcadores de la fibrosis renal tales como
el del peso del rindn, contenido de proteinas
totales y de colageno 1. Estos autores
demostraron que el tratamiento con RT
previno el aumento de la fosforilacion de las
ERK 1/2, del peso del rindn, y del contenido
de proteinas y de colageno I renal en la
diabetes inducida por ETZ, lo que sugiriere
un papel de las EREK 1/2 en el mecanismo
de accion de la RT.

Los efectos de la RT in vitro estan
en concordancia con sus efectos in vivo
como antidiabético y antioxidante. Asi,
Ciangherotti y col. (2013) al evaluar el
efecto del extracto acuoso de la raiz de R.
tuberosa L. (RT) sobre el dano renal en un
modelo de ratas con diabetes inducida por
la estreptozotocina (ETZ) y su potencial
actividad antioxidante, demostr6 que la RT
present6 actividad antioxidante y fue capaz
de disminuir y/o revertir la alteracion de
los marcadores del dano renal inducido
por la hiperglicemia. Igualmente, RT
contrarresto la disminucion de la actividad
de las enzimas antioxidantes renales, CAT,
la SOD, la GPx y la GR, inducida por la
glucosa in vivo. Lo que establece que el
RT actaa como un antioxidante ejerciendo
un efecto protector sobre el dano renal en
la diabetes, a través de un mecanismo que
involucra la disminucién de la glicemia y del
estrés oxidativo.

Ademas de estas acciones de la RT, se
han descrito sus efectos antiinflamatorios
ya que se ha demostrado que la RT es capaz
de reducir la produccion de citoquinas
inflamatorias como TNF-a, IL-6 y otras
moléculas relacionadas con la inflamacion,

este efecto previene el dano a las células
epiteliales y se reduce la probabilidad de
fibrosis lo que contribuye a la preservacion
de la estructura y funcion del tejido renal
(Roosdiana y col., 2020; Thi Pham y col.,
2022).

En conclusion, nuestros resultados y
la evidencia indica que la RT actia como
antioxidante con efecto protector sobre
el dano renal en la diabetes, tanto in vivo
como in vitro a través de un mecanismo
que involucra la disminucion de la glicemia,
del estrés oxidativo, del estrés nitrosativo,
y que involucra la via de senalizacion de
la PKC-NF-KB. La Ruellia tuberosa tiene
potencial como agente protector contra el
dano inducido por alta glucosa en células
epiteliales renales gracias a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, lo que
sugiere que podria ser util en la prevencion
o tratamiento de complicaciones renales
asociadas con la diabetes. Estos hallazgos
aportan informacién acerca de los efectos
farmacologicos de la especie R. tuberosa
L., y a la vez que contribuyen tanto a la
validacion de su uso tradicional como a la
caracterizacion farmacolégica de su género.
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