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Resumen Introduccién: considerando la fisiopatologia de la enfermedad renal crénica, resulta de interés eva-
luar agentes antifibréticos. Objetivo: evaluar el efecto in vitro sobre |a viabilidad, migracién y contrac-
cién del gel de coldgeno de fibroblastos renales en presencia de concentracion alta de glucosa (efecto
profibrético), con y sin esteviol (posible antifibrético). Material y métodos: se cultivd la linea celular
Vero E-6 [ATCC) con concentracién normal (GN] y alta de glucosa (GA), con y sin esteviol 10 pg/ml
(E10). Se evalud viabilidad, migracion y contraccién del gel de coldgeno (N = 3]. Metodologia estadis-
tica: ANOVA; diferencia estadisticamente significativa: p < 0,050. Resultados: viabilidad (%; p): GN vs
GA (100vs 87;0,900); GN vs GN-E10 (100 vs 102;0,999); GN vs GA-E10 (100 vs 94;0,999]; GA vs GA-
E10 (87 vs 94;0,997). Migracion (%; p): GN vs GA (26 vs 63;0,033); GN vs GN-E10 (26 vs 36;0,775);
GN vs GA-E10 (26 vs 32; 0,956); GA vs GA-E10 (63 vs 32; 0,067). Contraccidn del gel de colageno (%;
p): GN vs GA (31 vs 29; 0,982); GN vs GN-E10 (31 vs 29;0,982); GN vs GA-E10 (31 vs 7; 0,000); GAvs
GA-E10 (29 vs 7; 0,000]. Conclusién: la viabilidad no fue afectada por E10. Se observd aumento de la
migracién con GA, respecto de GN, efecto revertido por E10. El tratamiento en conjunto GA-E10 dismi-
nuyo la contraccion del gel de coldgeno. Resulta de interés profundizar el estudio de los mecanismos
implicados en los efectos del esteviol sobre la funcionalidad de fibroblastos renales.
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In vitro effect of steviol on the viability, migration and contraction of renal fibroblast collagen gel
in the presence of excess glucose.

Abstract Introduction: Considering the pathophysiology of chronic kidney disease, it is of interest to evalu-
ate antifibrotic agents. Objective: to evaluate the in vitro effect of steviol (as a possible antifibrotic
agent] on the viability, migration and contraction of the collagen matrix of renal fibroblasts, in the
presence of high glucose concentration (profibrotic effect]. Material and methods: Vero E-6 (ATCC)
cells were cultured with normal (NG) and high (HG) glucose concentration, with and without steviol 10
pg/mL (S10]. Viability, migration and collagen matrix contraction were evaluated (N = 3]. Statistical
methodology: ANOVA; statistically significant difference: p < 0.050. Results: Viability (%, p): NG vs HG
(100 vs 87,0.900); NG vs NG-S10 (100 vs 102, 0.999]; NG vs HG-S10 (100 vs 94, 0.999]); HG vs HG-
S10 (87 vs 94,0.997]). Migration (%, p): NG vs HG (26 vs 63, 0.033); NG vs NG-S10 (26 vs 36, 0.775);
NG vs HG-S10 (26 vs 32, 0.956); HG vs HG-S10 (63 vs 32, 0.067]. Collagen matrix contraction (%, p):
NG vs HG (31 vs 29, 0.982); NG vs NG-S10 (31 vs 29, 0.982]; NG vs HG-S10 (31 vs 7, 0.000]; HG vs
HG-S10 (29 vs 7, 0.000). Conclusion: The viability was not affected by S10. There was an increase in
migration with HG with respect to NG, an effect reversed by S10. The HG-S10 treatment decreased the

ISSN1515-6761Ed.Impresa~ collagen matrix contraction. Itis of interest to deepen the study of the mechanisms involved in the ef-
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Introduccién

Las enfermedades crénicas no transmisibles son patolo-
gias de larga duracién cuya evolucién es generalmente lenta.
Representan una verdadera epidemia mundial que va en au-
mento, debido al envejecimiento de la poblacion y los modos
de vida actuales, que acentdan el sedentarismo y la alimen-
tacién inadecuada, entre otros factores. En su conjunto, estas
enfermedades son responsables del 60 % de las muertes en el
mundo cada afio y el 80 % de éstas ocurren en paises de bajos
y medianos ingresos. Las principales enfermedades crénicas
no transmisibles son la diabetes, el cancer, las enfermedades
respiratorias crénicas, la obesidad, la enfermedad cardiovascu-
lar y cerebrovascular y la enfermedad renal crénica (ERC) [1].
La ERC es una patologia de alta prevalencia (aproximadamente
10 %) y subdiagnosticada, debido a su curso asintomatico, un
factor que incrementa sustancialmente la morbimortalidad car-
diovascular [1, 2].

Cabe destacar que, independientemente de la causa etiolégi-
cadelainjuriarenal,unfactorcominenelavancedelaERCesel
desarrollo de fibrosis intersticial renal. En respuesta a la injuria
renal, distintos tipos de células de la circulacién son reclutadas
enelsitiodafado para participar enlarespuesta de cicatrizacién
o reparacion de la herida. Cuando este proceso esta desregula-
do, causa fibrosis, donde fibroblastos y matriz extracelular (co-
lageno tipo |, lll y IV, fibronectina, vimentina y proteoglicanos)
[3] reemplazan el parénquima renal normal y conducen a una
disfuncién renal. Debido a que los fibroblastos activados son las
principales células efectoras que median la produccién de matriz
extracelular, el proceso de activacién de estas células constituye
un evento crucial en la patogénesis de la fibrosis renal, aunque
los mecanismos moleculares subyacentes a la activacién de
dichos fibroblastos no han sido totalmente definidos. Las in-
vestigaciones dirigidas a discernir los mecanismos inherentes
al proceso de fibrosis y la identificacién de potenciales agentes
terapéuticos tendran un gran impacto en la supervivencia de los
pacientes con ERC y en el sistema de salud [3-7].

En el contexto de las enfermedades crénicas no transmisi-
bles, existe evidencia de que una alta concentracion de glucosa
puede estimular la produccién de matriz extracelular y condu-
cir al proceso de fibrosis en distintos 6rganos, incluido el rifién,
aunque los mecanismos implicados en la fibrosis inducida por
hiperglucemia auin requieren ser esclarecidos [8-12]. Conside-
rando esta evidencia, se decidié utilizar glucosa en alta concen-
tracién como condicién experimental profibrética.

Enlaactualidad, debido a la creciente incidencia de obesidad
y diabetes, ha cobrado interés cientifico y econémico el estudio
de endulzantes naturales que puedan sustituir la sacarosa. En
este sentido, los extractos o derivados de la hoja de Stevia re-
baudiana Bertoni, planta originaria de América del Sur conocida
como Estevia u Hoja de miel, resultan atractivos no solo por sus
propiedades endulzantes sino también por sus efectos poten-
cialmente terapéuticos. Los glucésidos de esteviol son los res-
ponsables del sabor dulce de la hoja de esta planta y el esteviol
es el metabolito que se encuentra mayoritariamente en sangre
luego de la ingesta oral de extracto de estevia o sus derivados

[8-12]. Existe evidencia de que el extracto de estevia y/o sus
derivados presentan efectos antioxidantes, antihiperglucémi-
cos, antihipertensivos, antinflamatorios y antifibréticos [ 17].

Considerando lo anteriormente expuesto, el objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto in vitro del esteviol sobre la viabili-
dad, migracién y contraccién del gel de coldgeno de fibroblastos
renales en presencia de una concentracién normal y alta de glu-
cosa.

Materiales y métodos

Cultivo celular

Se adquiri6 la linea celular Vero E-6 [ATCC), compuesta por
fibroblastos renales de mono verde africano, en la Asociacion
Banco Argentino de Células (ABAC, Argentina). Las células fue-
ron cultivadas en botellas venteadas de 75 cm? (Sigma-Aldrich,
USA]) con 15 ml de medio base: Minimum Essential Medium Non-
Essential Amino Acids el cual contiene 0,90 g/L de glucosa (Gib-
co, USA), suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB])
(Natacor, Argentina), 1 % de los antibidticos Penicilina - Estrep-
tomicina y con una concentracion final de 1 % de L-Glutamina
(Sigma-Aldrich, USA). El cultivo se mantuvo a 37 °C en atmdsfera
hdmeda, con 5% C0; y con renovacién del medio cada 48 h has-
ta lograr un 80 % de confluencia, momento en el cual las célu-
las se levantaron con solucién de tripsina-EDTA 0,25 % (Sigma-
Aldrich, USA) y se sembraron a la densidad inicial necesaria para
cada ensayo.

Condiciones experimentales
Se definieron los siguientes grupos experimentales:

* GN: cultivo celular con medio base (control]. Las células se
cultivaron en presencia de concentracién normal de glucosa
(0,90 ¢g/L).

e GN-E10: cultivo celular con tratamiento (medio base con
agregado de esteviol). Las células se cultivaron en presen-
cia de concentracion normal de glucosa (0,90 g/L) y esteviol
(Sigma-Aldrich, USA) 10 ug/ml [18].

e GA: cultivo celular con tratamiento (medio base con agre-
gado de glucosa). Las células se cultivaron en presencia de
concentracion alta de glucosa (Sigma-Aldrich, USA) (5,40
g/L).

e GA-E10: cultivo celular con tratamiento (medio base con
agregado de glucosa y esteviol). Las células se cultivaron
en presencia de concentracion alta de glucosa (5,40 g/L] y
esteviol 10 ug/ml.

Ensayos realizados
Se realizaron los siguientes ensayos experimentales incu-

bando las células a 37°C en atmdsfera himeda con 5 % CO»:

* Ensayo de viabilidad: se utilizé el reactivo Cell Counting Kit-
8 (Sigma-Aldrich, USA) basado sobre la sal de tetrazolium
WST-8, la cual es reducida por las deshidrogenasas celulares
y produce un compuesto de color amarillo (formazan) en
concentracién proporcional al nimero de células vivas. El
ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Figura 1. Ensayo de migracién celular.
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» *diferencia estadisticamente significativa p<0,050 test ANOVA; GN, cultivo celular con medio base; GN-E10, cultivo celular medio base y esteviol culti-
vados en presencia de glucosa 0,90 g/L y esteviol 10 pg/mL; GA, cultivo celular con medio base y glucosa cultivadas en presencia de glucosa 5,40 g/L;
GA-E10, cultivo celular con medio base, glucosa y esteviol cultivadas en presencia de glucosa 5,40 g/L y esteviol 10 ug/mL; cada condicién del ensayo

se realiz6 por triplicado.

Las células se cultivaron en una placa de 96 pocillos (Sigma-
Aldrich, USA}, auna densidad inicial de 5x 103 células/pocillo.
Lalectura de absorbancias alas 24 h de incubacién con cada
grupo experimental se realizé a 450 nm en un lector de pla-
cas Mindray MR-96A (Mindray, China). La viabilidad se calcu-
16 respecto del grupo control (GN), segln las instrucciones
del fabricante con la siguiente férmula:

-Viabilidad o tasa de supervivencia (%) = (Abs muestra - Abs
blanco) / (Abs control negativo - Abs blanco)

- Abs muestra es absorbancia del pocillo con células, medio
base, tratamiento y WST-8; Abs blanco es la absorbancia
del pocillo con medio base, tratamiento y WST-8; Abs con-
trol negativo es la absorbancia del pocillo con medio base,
células y WST-8.

¢ Ensayo del cierre de la herida o del raspado: para evaluar la
tendencia migratoria de las células se utilizé el método des-
cripto por Liang et al. [19]. Brevemente, al realizar una ras-
padura en un cultivo celular en monocapa con crecimiento
confluente, se produce un surco libre de células cuyo ancho
se puede medir y sirve de referencia con la cual comparar la
distancia migrada por las células que quedaron en el borde

de la raspadura, luego de distintos tiempos de incubacién,
hasta que se establecen nuevamente contactos célula -
célula. Las células se cultivaron en una placa de 24 pocillos
(Sigma-Aldrich, USA), a una densidad inicial de 5 x 10% célu-
las/pocillo hasta confluencia, luego, se realizé enla zona cen-
tral de cada pocillo un surco con una punta de pipeta estéril
de 1 ml. Previamente, se marcé una linea perpendicular a la
direccién de los surcos en la base de cada pocillo para obte-
ner una referencia durante la medicién. Los tratamientos se
realizaron con el medio indicado previamente, pero suple-
mentado con 2 % de SFB (medio de mantenimiento), para
minimizar el efecto proliferativo y la migracién se midié a las
20 h, considerando que el tiempo de duplicacién celular de la
linea celular es de aproximadamente 24 h [20-23]. Se obtu-
vieron 3 medidas (um) del ancho del raspado de cada pocillo
en el tiempo basal (pretratamiento] y a las 20 h postrata-
miento, en un microscopio invertido (Nikon Inc., USA] y con
aumento 10X; las mediciones se hicieron con el programa
NIS-Elements BR 2.30 (Nikon Inc., USA). Se calculd la migra-
cién relativa porcentual media en cada condicién ensayada.

¢ Ensayo de la contraccién del gel de coldgeno: para evaluar
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Figura 2. Medicién del ancho del surco en una de las
condiciones experimentales.
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la contractilidad celular de las células, se utilizé el kit comer-
cial Cell Contraction Assay (Cell Biolabs Inc., USA), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, este modelo
de contraccién del gel de coldgeno con células combina un
periodo inicial de contraccién con el gel fijado a la placa de
cultivo, lo que produce una carga mecanica que culmina con
el ensamble de las fibras de estrés celular, con un segundo
paso donde el gel es liberado de la placa para que flote en
el medio de cultivo, lo cual resulta en la pérdida de la carga
mecanica y posterior contraccion del gel a medida que se
disipan las fibras de estrés celular. Las células se diluyeron
a una densidad inicial de 2,2 x 10° células/ml para preparar
la suspensién coldgeno - células y se utilizé una placa de 24
pocillos (Sigma-Aldrich, USA). Se midié con una regla milime-
trada el cambio en el didmetro del gel a las 72 h (indice de
contraccion) posincubacion con cada condicién. En la sec-
cion Resultados, se observa el fundamento de este método.

Anilisis de datos

Los ensayos se realizaron por triplicado en cada condicion.
Se aplicé la prueba ANOVA, utilizando el programa estadistico
Statistical Package for Social Science 15.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA). Se considerd una diferencia estadisticamente significati-

vaunvalor p < 0,050.
Resultados

Ensayo de viabilidad celular: a las 24 h de incubacién con
cada condicion experimental (N = 3], se obtuvieron los siguien-
tes valores de viabilidad o tasa de supervivencia porcentual: GN
vs GA (100 vs 87 %), p=0,900; GN vs GN-E10 (100 vs 102 %), p
=0,999; GN vs GA-E10 (100 vs 94 %), p = 0,999; GA vs GA-E10
(87vs94%),p=0,997.

Ensayo de migracion celular: a las 20 h de incubacién con
cada condicion experimental (N = 3], se obtuvieron los siguien-
tesvalores de migracion porcentual, relativa al valor basal: GN vs
GA(26vs63%),p=0,033;GNvsGN-E10 (26 vs 36%),p=0,775;
GNvs GA-E10 (26 vs 32 %), p=0,956; GAvs GA-E10 (63 vs 32 %),
p=0,067. Estos datos se observan en la figura 1. En la figura 2,
se ejemplifican las mediciones del ancho del surco.

Ensayo de la contraccién del gel de coldgeno: a las 72 h de
incubacion con cada condicién experimental (N = 3], se obtuvie-
ron los siguientes valores en la contraccion porcentual relativa
al valor basal: GN vs GA (31 vs 29 %), p = 0,982; GN vs GN-E10
(31vs29%),p=0,982;GNvs GA-E10 (31 vs 7 %,) p=0,000; GA
vs GA-E10 (29 vs 7 %), p=0,000. Estos datos se observan en la
figura 3. En la figura 4, se ejemplifica la contraccién del gel de
coladgeno y el fundamento metodolégico.

Discusién

Este estudio fue disefiado como una fase exploratoria preli-
minar para evaluar in vitro los potenciales efectos del esteviol
sobre fibroblastos renales, en presencia o no, de concentracién
alta de glucosa. Debido a que en las condiciones experimentales
evaluadas la viabilidad celular de los fibroblastos renales no fue
afectada por la concentracion alta de glucosa (5,40 g/L) y/o la
presencia de esteviol 10 ug/ml, los ensayos descriptos se reali-
zaron con dichas concentraciones.

Cuando los fibroblastos estan en una superficie plana bidi-
mensional, la fuerza de traccién que ejercen contra un sustra-
to rigido da como resultado la migracién celular. Sin embargo,
cuando las células estan en una matriz de coldgeno tridimen-
sional, la fuerza de traccion que ejercen es utilizada como un in-
ductor mecénico para la produccién y remodelacién de la matriz
extracelular, proceso que tiene importancia en la cicatrizacion,
tanto normal comoirreversible (fibrosis) de los tejidos, después
de unalesién. Cuando la matriz de coldgeno se encuentra rigida,
se genera un estado de alta tensién donde las células sufren
una reorganizacién masiva del citoesqueleto con formacién de
fibras de estrés y adherencias focales. Este proceso activa la
biosintesis de matriz extracelular, andlogamente a lo que ocurre
con las células que se encuentran en los tejidos en proceso de
reparacién activa [24-26]. En este estudio, se evaluaron las dos
situaciones mencionadas.

Los datos obtenidos con el método de la herida, ensayo bi-
dimensional, evidenciaron un aumento estadisticamente signi-
ficativo de la migracion celular con GA, respecto de la condicién
experimental con GN, efecto revertido con el agregado de este-
viol 10 pg/ml. Por esta razén se concluyé que el tratamiento con
esteviol contrarresté el aumento de la migracién celular produ-
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Figura 3. Ensayo de contraccién del gel de colageno.
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» *diferencia estadisticamente significativa p<0,050 test ANOVA; GN, cultivo celular con medio base; GN-E10, cultivo celular medio base y esteviol
cultivados en presencia de glucosa 0,90 g/L y esteviol 10 pg/mL; GA, cultivo celular con medio base y glucosa cultivadas en presencia de glucosa
5,40 g/L; GA-E10, cultivo celular con medio base, glucosa y esteviol cultivadas en presencia de glucosa 5,40 g/L y esteviol 10 pg/mL; cada condicién

del ensayo se realizd por triplicado.

cido por la alta concentracién de glucosa.

En el ensayo de contraccion del gel de coldgeno, sistema
tridimensional, el tratamiento en conjunto con GA y esteviol 10
ug/ml disminuyg la respuesta celular de contraccion del gel de
colageno, por lo cual el esteviol podria mediar la produccién y re-
modelacién de la matriz de coldgeno. En la actualidad, no existe
evidencia sobre los mecanismos a través de los cuales el este-
viol podria ejercer efectos antifibréticos en fibroblastos renales,
motivo por el cual este trabajo aportaria evidencia preliminar y
basica sobre eltema.

Se ha observado que estevia y/o sus derivados poseen
efectos benéficos sobre los rifiones. El-Mesallamy et al. [27]
demostraron, en un modelo experimental murino de nefropa-
tia diabética inducido por estreptozotocina, que el extracto de
estevia tiene un rol en la proteccion renal, fundamentalmente
por su efecto hipoglucemiante. Riswan et al. [28] estudiaron
efectos renoprotectores en un modelo murino de nefrotoxicidad
inducida por gentamicina y observaron disminucion de la creati-
nina plasmatica y del dafio renal por el tratamiento con estevia.
Asimismo, en un estudio prospectivo intervencional, Riswan et

al. [29] demostraron una disminucion de la creatinina sérica y
otras mejorias en parametros bioquimicos plasmaticos en pa-
cientes con ERC, luego de tres meses de ingesta de estevia.

Es poco lo que se sabe respecto de los mecanismos mole-
culares implicados en los efectos de estevia y/o sus derivados
sobre el proceso de fibrosis en el rifién, no obstante, existen
distintos estudios realizados en modelos murinos de cirrosis
hepética. Casas et al. [15], demostraron que la ingesta del glu-
césido de esteviol evitd el dafio hepatico inducido por la admi-
nistracion crénica de tioacetamida a través de la inhibicién de
las vias Smad profibréticas candnicas y no candnicas, lo cual
condujo al bloqueo de la activacidn de las células estrelladas del
higado. En los estudios realizados por Ramos-Tovar et al. [30],
con un modelo de cirrosis inducido por administracién crénica
de tetracloruro de carbono, el extracto acuoso de estevia evi-
dencié propiedades antifibréticas que los autores atribuyen a
su capacidad de inducir la expresion del factor de transcripcién
Nrf2, reducir la expresion del factor nuclear B (NF-B] y bloquear
varias vias de sefializacién profibréticas, inhibiendo subsecuen-
temente la activacion de las células estrelladas y previniendo la
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Figura 4. Medicion de la contraccion del gel de coldgeno en distintas condiciones experimentales.

Polimerizacidn del
gel colageno-células

Liberacion del gel
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Contraccidn del gel
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» La medicién del didmetro basal se realizd al liberar el gel del pocillo; A, condicién experimental que evidencié contraccién del gel a las 72 h respecto de
su didmetro basal; B, condicidn experimental sin contraccién del gel a las 72 h respecto de su didmetro basal; C, se observa el fundamento metodolé-

gico del método utilizado (Cell Contraction Assay, Cell Biolabs Inc., USA).

fibrosis inducida por el tetracloruro de carbono. Estos autores
también demostraron la inhibicién de otras vias profibréticas,
incluyendo una reduccién en la poblacién de fibroblastos hepa-
ticos y de la expresion de las metaloproteinasas MMP2 y MMP3,
ybloqueo de laliberacidn del factor de crecimiento transforman-
te Beta. También, observaron que estevia redujo la fosforilacién
de pSmad3L, Smad con marcados efectos profibrogénicos y
mitogénicos y produjo una regulacién en alta de Smad 7, que
posee efectos antifibroticos [17]. Estos estudios evidencian la
pluralidad de mecanismos a través de los cuales estevia y/o sus
derivados conducen a la prevencién de la cirrosis experimental,
que podrian ser orientativos para el estudio de la fibrosis renal.

Resulta de interés profundizar el estudio del potencial efecto
antifibrético del esteviol y los mecanismos moleculares implica-
dos en el mismo para contribuir a la prevencion y tratamiento
del proceso patoldgico de fibrosis renal que caracteriza a la ERC,
independientemente de su causa.
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