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Artemisia campestris de la familia Asteraceae, es una planta usada en la medicina
tradicional tunecina por sus propiedades antivenenosas, antinflamatorias,

antirreumaticas, antimicrobianas y antidiabéticas. El tratamiento de podocitos con
4acido palmitico (PA) produce inflamacién, resistencia a la insulina y estrés de reticulo Palabras clave:

endoplasmico. El objetivo de este estudio fue analizar el papel protector del extracto

de Artemisia y sus diferentes componentes en el dafio inducido por el PA en podocitos. «  Podocitos

Para ello, se trataron podocitos inmortalizados de ratén con PA, en presencia o no de e Lipotoxicidad
extracto de hoja de Artemisia. Los andlisis de expresiéon del ARNm de los podocitos e  Artemisia campestris
tratados con PA mostraron un aumento de los niveles de marcadores de inflamacién «  Polifenoles.

como IL-6 y Cox-2, asi como de estrés de reticulo como CHOP. Este aumento se revirti6

cuando se adicion6 al medio extracto de Artemisia. Ademas, el tratamiento de los

podocitos con PA provocé una pérdida de fosforilacion de Akt (pAkt) en presencia de

insulina. Sin embargo, la presencia en el medio el extracto de Artemisia, evité la

pérdida de fosforilacion de Akt en presencia de PA e insulina. Conclusion: El extracto de hoja de A. campestris previene el dafio
inducido por PA en podocitos por sus efectos anti-inflamatorios y su capacidad de recuperar la ruta de sefializaciéon de la
insulina. Este estudio sugiere un papel potencialmente terapéutico de A. campestris en la patogénesis de las complicaciones
renales asociadas a la obesidad.

Protective effects of the leaf extract of Artemisia campestris in the
damage induced by lipotoxicity in podocytes

Abstract:

Artemisia campestris of the Asteraceae family is a plant used in traditional Tunisian

medicine for its anti-venom, anti-inflammatory, antirheumatic, antimicrobial and
antidiabetic properties. Palmitic acid (PA) treatment of podocytes produces Keywords:

inflammation, insulin resistance, oxidative stress, and endoplasmic reticulum

stress. The aim of this study was to analyze the protective role of Artemisia extract e Podocyte

and their different components in podocyte injury induced by PA. Immortalized e  Lipotoxicity
conditional mouse podocytes were treated with PA, with or without Artemisia total e  Artemisia campestris
extract and different components. Analysis of the pro-inflammatory cytokine IL-6, e  Poliphenols.

CHOP and the inducible Cox-2 mRNA expression levels showed an increase in

podocytes treated with PA that was significantly prevented by the addition of

Artemisia extract. Each components of extract showed different protective effects.

However, a lost in Akt phosphorylation signal (pAkt) was observed in PA-treated

podocytes in the presence of insulin. In contrast, similar PA-treated podocytes with Artemisia extract showed a significant
increase of pAKT in the presence of insulin. Conclusion: A. campestris leave extract prevented PA-induced injury in mouse
podocytes by anti-inflammatory and anti-oxidative effects and recovered the insulin signaling pathway. This study suggests a
potential therapeutic role of A. campestris in the pathogenesis of renal complications associated to obesity.
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Introduccion

La OMS estd apoyando los estudios etnobotanicos de las
investigaciones farmacéuticas acerca de hierbas medicinales
de uso tradicional, con objeto optimizar su uso y llevarlos
hasta los sistemas de salud. Artemisia campestris es una
planta usada en la medicina tradicional Tunecina por sus
propiedades antivenosas, antinflamatorias, antirreumaticas,
antimicrobianas y antidiabéticas debida a la presencia de
diferentes componentes tales como flavonoides, cromonas,
acetofenonas, cumarinas y aceites esenciales[1]. En los
ultimos afios, se ha visto el efecto renoprotector de esta
planta en diferentes patologias que afectan al rifién [2-7].
Recientemente, se ha descrito como los extractos de la hoja
de otra especie del genero Artemisia, concretamente
Artemisia absinthium L., son capaces de suprimir el
crecimiento de las células de carcinoma hepatico a través de
la induccién de la apoptosis[8].

En la actualidad la obesidad estd llegando a niveles
epidémicos a nivel mundial. El exceso de lipidos se acumula
en tejidos no adiposos favoreciendo el dafio de estos drganos
en un proceso denominado lipotoxicidad[9]. El rifién es uno
de los organos afectados por este proceso[10-12], que
comienza a acumular gotas lipidicas, siendo los mecanismos
implicados, el estrés oxidativo y de reticulo endoplasmico, la
inflamacién y el desarrollo de resistencia a la insulina [10].
Los podocitos, células clave en el mantenimiento de la
integridad de la barrera de filtracién glomerular y en el
desarrollo de resistencia a la insulina, se ven afectadas en
gran medida por este proceso lipotéxico [10,12]. Estudios
realizados en nuestro laboratorio han mostrado que el 4cido
palmitico (PA), es una acido graso saturado que contribuye a
la disfuncién renal asociada al desarrollo del Sindrome
Metabdlico[11]. El objetivo del presente estudio fue analizar
el efecto protector del extracto de hoja de A.campestris en el
dafio renal producido por PA en podocitos inmortalizados de
ratén.

Material y métodos
Extraccion de las hojas de la planta

Hojas frescas de A. campestris fueron recogidas en la region
de Kssour Essef en la ciudad de Mahdia (Ttunez), limpiadas y
secadas al aire durante varios dias en una habitacién
ventilada, oscura y con la temperatura controlada. A
continuacioén, fueron machacadas. El extracto seco en polvo
fue macerado en metanol puro tres veces. El macerado fue
filtrado y evaporado en un evaporador rotario a 40°C. El
residuo seco fue pesado y guardado a 4 °C hasta su uso. Este
extracto fue disuelto en metanol/H20 (10:90, v/v) y se
realiz6 una particiéon liquido-liquido con solventes de
polaridad creciente: hexano, para quitar pigmentos
lipofilicos y grasa residual, diclorometano para separar los
componentes de baja polaridad, etanol-acético para extraer
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los constituyentes de polaridad media y n-Butanol para
obtener los componentes polares y la mayoria de glucdsidos.
Las fracciones resultantes fueron concentradas, secadas un
evaporador rotatorio a presién reducida y pesadas para
determinar su masa. En todos los experimentos se utilizé la
fraccién butandlica.

Cultivo celular

Podocitos inmortalizados de ratén obtenidos en el
laboratorio del Prof. Richard Coward de la Universidad de
Bristol (UK), y fueron tratados como se describié en
Martinez etal.,, 2015[11]. Los podocitos diferenciados fueron
tratados con 500 uM de PA durante 24 h, con o sin fracciéon
n-butandlico a concentraciones de 100, 50 y 25 pg/ml.

Para el ensayo de estimulacién con insulina, los podocitos se
mantuvieron en medio sin suero durante18h. Después, las
células se incubaron con o sin PA durante 24h, se lavaron y
se afiadié insulina durante 5-10min a una concentracién
final de 100 nM.

La viabilidad celular frente al extracto de hoja de A
campestris fue analizada con yoduro de propidio mediante
citometria de flujo (Cytomics FC500, Beckman Coulter).

qRT-PCR

La extracciéon de ARN y la RT-PCR cuantitativa (q) se realizé
como se han publicado previamente [11,13]. Las secuencias
especificas de oligos usados en este estudio se recogen en la
Tablaly 2.

Tabla 1: Listado de cebadores y sondas especificas empleadas en RT-PCR usando el reactivo Tagman

| Primer Forward _ | Primer Reverse: TagMan-Probe

[B-actina | GCTCTGGCTCCTAGCACCAT | GCCACCGATCCACACAGAGT | ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC
COX-2 | CCCTGAAGCCGTACACATCA | GTCACTGTAGAGGGCTTTCA | TTGAAGAACTTACAGGAGAGAAGGAA

(Ptgs2) ATTCT ATGGCTG

CHOP | CCACCACACCTGAAAGCAGA | AGGTGAAAGGCAGGGACTC | CTGGTCCACGTGCAGTCATGGCA

(ooim3) | A A

GLUT-4 | ACTCATTCTTGGACGGTTCCT | CACCCCGAAGATGAGTGGG | TGGCGCCTACTCAGGGCTAACATCA

c
Tabla 2: Listado de de IDT en RT-PCR
[1oT [ DT Reference [ Gen Bank ID ]
[te | Mm.PT.53.17354790 | Nm_031168.1 ]
Western blots

Las células fueron lavadas con PBS y levantadas en tampdn
RIPA con inhibidores de proteasas. La concentracion
proteica fue medida por el método de Bradford. Las
muestras de proteinas se separaron en geles SDS-PAGE al
10% y se transfirieron a membranas de PVDF (BioRad). Las
membranas fueron bloqueadas e incubadas con los
anticuerpos: antiphospho-AKT (Thr308) (Cell Signaling) y
anti-total AKT (Santa Cruz Biotechnology, INC). Las bandas
fueron densitometradas usando el programa Image] 1.45
(National Institutes of Health, Bethesda, MD). La cantidad de
proteina de la condicidn control se le asign6é un valor de
100% y el resto fue relativizado al mismo.

Analisis Estadistico
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Los resultados se han expresado como media + SEM. Para
determinar si existian diferencias significativas se emple6 el
analisis de la varianza (ANOVA) y en los casos en los que la
significacion alcanzé valores de p < 0,05, se aplico el test
Kruskal-Wallis, mediante programa estadistico GraphPad-
InstatGrafic (GraphPad Software, Inc).

Resultados

El extracto de A. campestris previene la inflamacién y el
estrés de reticulo endoplasmico provocado por el palmitato.

Los podocitos mostraron una viabilidad semejante celular al
ser expuestos a los componentes mayoritarios del extracto
butandlico de A.campestris o al vehiculo en el que iban
disueltos estos extractos (datos no mostrados).

Los podocitos tratados con AP mostraron un aumento
significativo de la expresion del ARNm de marcadores de
inflamacién como Interleuquina-6 (IL-6) y Cox-2
(Ciclooxigenasa-2  inducible) que fue disminuido
significativamente por adicién del extracto de A. campestris
de forma dosis dependiente. Ademas, también se observ un
incremento de marcadores de estrés de reticulo
endopldsmico como CHOP (CCAAT/enhancer-binding
protein homologous protein) y GRP78/BiP (endoplasmic
reticulum chaperone and signaling regulator) (Fig. 1).

El extracto de A. campestris previene la resistencia a la
insulina que presentan los podocitos tratados con palmitato.

El extracto de A. campestris recupera la sefializacion de la de
sefializacion via de la Insulina. Los podocitos tratados con PA
mostraron una pérdida de fosforilacién de PI3K/PKB (o Akt)
en presencia de insulina previamente descrita por nuestro
laboratorio [11], que fue prevenida con la adicién del
extracto de Artemisia (p <0.05) a niveles similares de los
podocitos tratados con vehiculo con insulina (Fig.2).
Asimismo, el andlisis de la expresién de genes con el
metabolismo de la glucosa, como el transportador de glucosa
GLUT-4 (Fig.2).
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Figura 2. El extracto de hoja de A.campestris previene la resistencia a la insulina que
produce el acido palmitico (PA) en podocitos. A) Western blot representativo y
cuantificacién de pAkt(Ser473) en proteinas de podocitos: con vehiculo (VH); tratados
con PA ; fratados con PA e insulina (PA+l); tratados con PA, insulina y 100 pg/ml del
extracto de A.campestris (PA+I+TE), Los valores fueron nommalizados con proteina
kinasa B total (tAkt), (pAKUtAKt), * p<0.05 Vh vs. Vh+l y Vh. vs. PA+I+TE; B) Expresion de
ARNmM del transportador de glucosa GLUT4. VH: Vehiculo; PA: tratados con 500m de PA:
PA+TE25: Tratados con PA y extracto de A. campestris a 25pg/ml; PA+TE25: Tratados
con PA y extracto de A.campestris a 50 pg/ml; PA+TE100: Tratados con PA y extracto de
A.campestris a 100 pg/mlL*: p< 0,05 PA vs. VH. N=4 experimentos
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En los ultimos afios el desarrollo de enfermedad renal
asociada a la obesidad es un concepto emergente. En este
contexto el podocito, pieza clave en el desarrollo de la
enfermedad renal asociada a la obesidad y el Sindrome
Metabélico, es el tipo celular que se ve afectada por la
lipotoxicidad provocando inflamacién estrés oxidativo y de
reticulo endoplasmico, alteraciones del citoesqueleto y en
dltimo término muerte celular [9,6].

La administracién de extracto de hoja de A.campestris se ha
visto que tiene efectos renoprotectores [2-7] debido a la
riqueza en flavonoides y polifenoles[1,10]. En nuestro
estudio hemos mostrado el efecto antiinflamatorio que este
extracto confiere a los podocitos, como hemos mostrado por
el descenso a niveles basales de un marcador inflamatorio
como es la interleuquina 6 (IL-6) y de la ciclooxigenasa 2
(COX-2) de forma dosis dependiente.

El PA produce estrés de reticulo, como indica el incremento
de expresion de la Chaperona (GRP78) y uno de los
principales factores de transcripcion que media el estrés de
RE (CHOP) y cuyo ultimo efecto es la apoptosis[6]. Los
resultados del presente estudio muestran que el extracto de
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A.campestris previene este efecto porque los niveles de
expresion tanto de GRP78, como de CHOP vueleven a niveles
basales cuando se trata con el extracto de A.campestris.
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En estudios previos de nuestro laboratorio, se ha mostrado
como la lipotoxicidad estd asociada al desarrollo de
resistencia a la insulina en el rifién y mas concretamente en
podocitos [8,9]. En el presente trabajo, se pone de manifiesto
el la capacidad del extracto de A.campestris de evitar la
pérdida de fosforilacién de la protein kinasa B(PKB o Akt)
inducida por el tratamiento con PA, y por tanto, refleja que la
ruta de sefializacion de la insulina no se encuentra
bloqueada a ese nivel, como consecuencia de Ila
lipotoxicidad. En este sentido, se ha visto que cuando se
administra extracto de A.campestris a ratas diabéticas
mejora significativamente los parametros bioquimicos,
desciende la proteinuria y estrés oxidativo[7,14]. Nuestro
estudio también muestra que los niveles de expresion del
transportador de glucosa GLUT4. elevados por efecto del
tratamiento con PA, vuelven a valores basales cuando se
administran incluso bajas dosis de extracto de A.campestris.

Conclusiones

El extracto de hoja de Artemisia campestris previene el dafio
inducido por PA en podocitos de ratén por sus efectos anti-
inflamatorios y por prevenir el estrés de reticulo
endoplasmico. Asi también, el extracto de A.campestris evita
la pérdida de la ruta de sefializacién de la insulina. Este
estudio sugiere un potencial papel terapéutico del extracto
de A.campestris en la patogénesis de las complicaciones
renales asociadas a la lipotoxicidad en la obesidad..
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