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RESUMEN

En la diabetes, una de las complicaciones mas severas producto de la
hiperglicemia y del desbalance del estado redox lo representa la nefropatia diabética.
Phyllanthus niruri, o flor escondida, ha sido utilizada ampliamente en el tratamiento de
la diabetes, asi como de otras afecciones; por esto se planteé como objetivo evaluar los
efectos del extracto acuoso de P. niruri sobre la defensa antioxidante en el tejido renal
de ratas diabéticas. Se utilizo un total de 90 ratas machos de seis semanas de edad, de la
especie Rattus norvegicus (cepa Sprague-Dawley) formandose 5 grupos experimentales:
dos controles, uno con agua y otro con el extracto acuoso de la planta (200 mg.kg™" de
peso corporal) y tres diabéticos, en los que a uno solo se le dio agua. Otro fue tratado
con el extracto de la planta y el ultimo, tratado con insulina como control hipoglicémico.
El bioensayo duré dos meses, dividido en tres subperiodos (15, 45 y 60 dias). La
diabetes fue inducida con una dosis unica de aloxan (100 mg.kg" de peso corporal). Las
concentraciones de metalotioneina (MT), glutation reducido (GSH) y proteinas totales
fueron determinadas por métodos espectrofotométricos. Los resultados demostraron
diferencias significativas en los niveles de GSH (KW: 17,46, p<0,05; KW: 13,36,
p<0,05) entre los grupos experimentales a los 15 y 60 dias de exposicion,
respectivamente. Durante los primeros 15 dias, los organismos diabéticos (diabéticos
tratados con el extracto DE y diabéticos tratados con insulina DI, presentaron niveles
estadisticamente superiores de GSH a los controles y diabéticos con agua. Al final del
experimento, a los 60 dias, todos los grupos presentaron niveles de GSH superiores al
control. La MT también estuvo significativamente elevada en los organismos
diabéticos a los 15 dias, pero el suministro del extracto de la planta y la insulina
normalizan las concentraciones a valores normales, condicion que se mantiene hasta
los 60 dias, a excepcion del normal con extracto (NE) y DI . La condicién diabética
causé alteraciones en los niveles proteicos a corto plazo, particularmente se vieron
incrementadas en los grupos experimentales en relacion al control. Al final del
experimento, se pudo demostrar que la condicion diabética cursa con concentraciones
mayores de MT y GSH. A corto plazo, durante los primeros 15 dias, se produce un
desbalance de estas moléculas, que al final tienden a normalizarse. Los resultados
obtenidos sugieren que el extracto acuoso de P. niruri tiende a normalizar los niveles de
estos dos parametros alterados durante la condicién diabética, lo que representa una
buena alternativa como tratamiento para las afecciones y complicaciones en el tejido
renal que se desarrollan en la diabetes; sin embargo, en este estudio no se evaluaron
otros efectos del extracto.



INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome endocrino metabdlico donde se altera el
metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas, bien por falta de secrecion de
insulina o disminucion de la sensibilidad tisular a esta hormona. Existen dos grandes
tipos de diabetes mellitus: la diabetes mellitus tipo 1 (DM1), también denominada
diabetes mellitus insulinodependiente (DMID), debida a una falta de secrecion de
insulina. La lesion de las células beta del pancreas, o las enfermedades que alteran la
produccion de insulina, pueden ocasionar una diabetes de tipo 1. Las infecciones viricas
y los trastornos autoinmunitarios pueden contribuir a destruir las células beta de muchos
enfermos con DM1. La herencia, también, juega un papel primordial que establece la

vulnerabilidad de estas células a su destruccion (Guyton y Hall, 2001).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), también denominada diabetes mellitus no
insulinodependiente (DMNID), se produce por una sensibilidad muy mermada de los
tejidos efectores a las acciones metabodlicas de la insulina, estado conocido como
resistencia a la insulina. Este sindrome, al igual que la DM1, se acompafia de numerosas
alteraciones metabolicas, pero los cetodcidos no suelen elevarse. La DM2 es mucho mas
comun que la de tipo 1, y supone del 80% al 90% de todos los casos de diabetes

(Guyton y Hall, 2001).

En la diabetes, la glucosa no puede penetrar en las células del cuerpo y utilizarse
eficazmente; la autoxidacion de la misma conduce a la producciéon de alfacetoaldehidos
desencadenando un desbalance entre la elaboracion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), peroxido de hidrogeno (H,0,), radical superéxido (O,” y la capacidad de
defensa antioxidante del cuerpo, también se plantea que el descontrol de la glicemia
conduce al incremento de la velocidad de los procesos de glicosilacion y oxidacion de
lipidos y proteinas de membrana, lo que provoca cambios conformacionales de estas
macromoléculas y por lo tanto el deterioro de sus funciones; de igual manera se ha

determinado la activacion de la via de los polioles, la via de las hexosaminas , la
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proteina quinasa c¢ y la interaccion de los productos finales de glicaciéon avanzada
(PFGA); relacionandose estos procesos con el estrés oxidativo (Clapés et al., 2001,
Hernandez et al., 2011) ocasionando, a su vez, degeneracion de las paredes celulares y
de los vasos sanguineos, dafios en la retina, deterioro renal, aterosclerosis, afecciones en
el sistema nervioso central e incluso multiples alteraciones reproductivas (Halliwell et

al., 1992; Giilgin et al., 2002).

El estrés oxidativo (EOx) se define como el desequilibrio bioquimico propiciado
por la produccion excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL), que
provocan dafio oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los
sistemas antioxidantes de defensa. Este dafio se relaciona con el envejecimiento y con
mas de 100 padecimientos. El dafio celular que producen las ER y los RL ocurre en los
enlaces de proteinas, los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas celulares,
hidratos de carbono y acidos nucleicos, lo que provoca gran variedad de cambios
bioquimicos y fisioldgicos en la célula, ocasionados por la activacion de una reaccion en
cadena (Ramos et al., 2006). Las proteinas sufren el dafo oxidativo por el ataque de
radicales libres. La interaccion de las ROS con las proteinas da lugar a una oxidacion de
los restos laterales de aminoécidos, lo cual puede traducirse en una pérdida o

modificacion de la funcion biologica que desempeiian (Gonzalez, 2001).

Los RL contienen un electrén (e) no apareado, ésta caracteristica los hace
sumamente reactivos y capaces de dafiar a otras moléculas, lo que, a su vez, las
convierte en moléculas muy reactivas, capaces de provocar una reaccion en cadena que
causa dafio oxidativo, desde células hasta tejidos. Las ER incluyen a las de oxigeno
(ROS), hierro (RIS), cobre (RCS), asi como a las de nitrogeno (RNS). Estas especies se
forman como productos del metabolismo de los RL y, aunque no todas son de esta clase,
son moléculas oxidantes que se transforman facilmente en RL, lo que les confiere la

caracteristica de ser compuestos muy dafiinos para las células (Ramos et al., 2006).



Dentro de los principales ROS destacan el anidon superoxido (O75), el peroxido de
hidrogeno (H,0,), radical hidroxilo (OH), el oxigeno singlete (‘O,) y el 4cido
hipocloroso (OHCI). Existen sistemas antioxidantes enddgenos y exogenos, que limitan
la actividad y la produccion de los ROS y mantienen el sistema bajo control. Los
sistemas antioxidantes enddgenos mas importantes son las enzimas superdxido
dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa, entre otros. Como antioxidantes exdgenos se
pueden senalar: las vitaminas A, C y E y algunos metales como el cobre y el selenio,
este ultimo al actuar como cofactor de la enzima glutation peroxidasa (Rodriguez et al.,

1995; Rodriguez et al., 1996).

Una de las complicaciones mas graves de la DM es la nefropatia diabética (ND).
Esta afeccion se caracteriza por las anormalidades en la dinamica sanguinea que se lleva
a cabo en los glomérulos del rindén. Todas las células que conforman la estructura renal
tanto a nivel vascular como a nivel glomerular o tubular, son capaces de producir y
liberar ROS ante determinados estimulos del tipo de fdrmacos, hipertension arterial
aguda, radiacién o presion de oxigeno elevada, condicion que puede provocar un
desequilibrio entre las ROS y los sistemas antioxidantes, lo cual se traduce en

alteraciones funcionales y estructurales a cualquier nivel (Gonzalez, 2001).

El glutation (GSH) es un tripéptido (glutamina-cisteina-glicina), ubicuo en los
sistemas celulares, que contiene una Unica cisteina que sufre oxidacion y reduccion en
respuesta a oxidantes o reductores del entorno. Esta presente en concentracion del rango
milimol por litro en todas las células con crecimiento aerdbico y con ello, es el
antioxidante basado en tioles mas abundante, por tanto, juega un papel importante en

mantener el estado redox celular (Seis, 1999).

La sintesis de GSH ocurre en dos etapas y depende de la disponibilidad de
sustratos y de los mecanismos regulatorios (a nivel de la enzima gamma-glutamil
cisteinil sintetasa), éste se encuentra dentro de las células, principalmente en las

mitocondrias, reticulo endoplasmico y nucleo y es aqui, donde se observa un aumento de



su concentracion en la apoptosis o muerte celular programada. Ademas, las
concentraciones de GSH pueden verse afectadas por el incremento del estrés oxidativo,
asi como por la edad, y el organismo tiende a compensarlo con el incremento de la
sintesis enzimatica, pero aun asi no es capaz de barrer la totalidad de ROS producidas

(Meister, 1995; Raguso et al., 1997; Cho et al., 1999).

Ademas de los sistemas antioxidantes de origen endogeno, se ha descrito una serie
de proteinas a las cuales se les ha atribuido tal propiedad, dentro de las cuales se
encuentran las metalotioneinas (MT); éstas se hallan en todos los organismos vivos,
constituyen una superfamilia de proteinas intracelulares capaces de unir metales de
transicion y metales pesados, son proteinas de baja masa molar, menores a 7 000 g.mol

y compuestas por 61 a 68 aminodacidos (Scott, 2007).

Se ha planteado que las MT pueden tener un papel importante en los procesos de
detoxificacion de metales pesados, regulacion del metabolismo del zinc (Zn) y el cobre
(Cu), estabilizacion de membranas celulares, activacion de apoenzimas, captura y
eliminacion de radicales libres, asi como en la modulacion de la expresion de algunos
genes. Las MT han mostrado in vitro ser sumamente eficientes en la captura e

inactivacion de radicales hidroxilo (Brambila et al., 1999).

Son escasos los trabajos cientificos que han asociado a las MT en pacientes
diabéticos, sin embargo, debido a su activa participacion como barredor de RL y
considerando que el estrés oxidativo es uno de los principales causantes de las
alteraciones y danos tisulares ocurridos en los pacientes hiperglicémicos, las MT deben

jugar un papel clave en ésta patologia, tal como lo han planteado Xiaokun et al. (2007).

Las plantas medicinales se han convertido en una alternativa valida para mejorar
la calidad de vida de quienes padecen de diabetes, resultando de particular interés
aquellas que exhiben tanto propiedades hipoglicemiantes como antioxidantes. P. niruri

pertenece a la familia Euphorbiaceae y es ampliamente usada en la medicina tradicional
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como diurético para lograr la expulsion de célculos renales o biliares, molestias de la
vejiga, retencion urinaria, diabetes, afecciones del higado, entre otras. Es conocida
comunmente como flor escondida, rifioncillo, quebrapedra, erva-pombinha, bahupatra,

bhuiamla, bhuy amalaki, niruri y stone breaker (Melillo, 1999).

Hasta ahora, se ha llevado a cabo una serie de investigaciones con el objetivo de
determinar y verificar la accion antioxidante e hipoglicemiante de esta planta en busca
de un tratamiento alternativo para los enfermos de diabetes. Estudiando el papel
protector de P. niruri y el estrés oxidativo en los hepatocitos de ratas diabéticas, se
determino una disminucion significativa de las actividades de antioxidantes enzimaticos,
tales como la superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) del higado de ratas
diabéticas inducidas por estreptozotocina (STZ) en comparacion con las ratas normales.
Asi mismo, se concluyd que P. niruri exhibe actividades hipoglicémicas fuertes,
demostrandose asi que el extracto acuoso de P. niruri tiene actividad antioxidante,
reduciendo el estrés oxidativo y enfermedades relacionadas con RL, incluyendo la

diabetes (Nwanjo et al., 2007).

De igual manera se ha demostrado que, el extracto de P.niruri en una dosis de 100
mg.kg" del peso corporal es mas eficaz para suprimir el dafio oxidativo que el extracto
de P. niruri en una dosis de 50 mg. kg y que la accion hepatoprotectora de P. niruri
contra dafio inducido por nimesulide en el higado de ratones albinos suizos, pudiera ser
debido a las caracteristicas antioxidantes de los componentes activos presentes en el
extracto acuoso de la hierba. Es probable que el ingrediente activo sea eficaz en una
concentracion muy baja y puede ser una herramienta terapéutica atractiva en el futuro

(Chatterjee y Sil, 2006, 2007).

Numerosos grupos de investigacion demuestran, de forma contundente, el valor de
las plantas del género Phyllanthus en el control de 3 patégenos que representan
actualmente graves problemas de salud a nivel mundial: el virus de la hepatitis B, los

virus del herpes simple y los virus de inmunodeficiencia humana. Los extractos de



especies de Phyllanthus han demostrado ser verdaderos «cocteles naturales», pues,
contienen multiples principios activos que inhiben diferentes moléculas virales en
diferentes momentos del ciclo replicativo, lo que hace practicamente imposible el
desarrollo de resistencia a los antirretrovirales sintéticos. Asi mismo, se ha planteado
que queda mucho por hacer y deben realizarse estudios mas detallados en lo
concerniente a la estabilidad de los productos, la formulacién, determinacion de las
mejores vias de presentacion, la biodisponibilidad y la farmacocinética in vivo. Sin
embargo, ya se comienza a considerar la medicina natural y tradicional, no como la
alternativa mas barata y Uinicamente asequible a los pobres, sino como una verdadera
promesa en la manera de abordar el tratamiento de las enfermedades (Alvarez y Del

Barrio, 2008).

Si bien se han realizado numerosos estudios sobre la diabetes en Venezuela, son
pocos  los relacionados con la planta P. niruri y su efecto antioxidante e
hipoglicemiante, razén por la cual se hace relevante la realizacion de este trabajo que
evaluara el efecto del extracto acuoso de P. niruri sobre los niveles de glutation,

metalotioneinas y proteinas totales en tejido de rifidon de ratas diabéticas.



METODOLOGIA

Animales

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se utilizaron 90 ratas machos de
seis semanas de edad de la especie Rattus norvegicus (cepa Sprague—Dawley), las cuales
fueron proporcionadas por el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC). Estas se mantuvieron por una semana en condiciones de laboratorio, para que se

adaptaran al entorno.

Induccion de la diabetes

Después del periodo de aclimataciébn y con siete semanas de edad, se les
administré a 54 animales, mediante inyeccion intraperitoneal, una dosis de aloxan de
100 mg.kg™" de peso corporal (60 mg.ml™” en buffer citrato-fosfato 0,1 mol.I"', pH 4,5),
para inducir la diabetes. EI aloxan es un componente toxico selectivo de las células beta
pancreaticas que las destruye, induciendo un estado diabético insulinodependiente
(Miranda et al., 2004; Elsner et al., 2006). De acuerdo a Oztiirk et al. (1996) la dosis
utilizada en esta investigacion los animales desarrollan la mayoria de las
complicaciones asociadas a la diabetes como son las cardiomiopatias, las neuropatias,

las disfunciones arteriales coronarias, las alteraciones hepaticas y renales, entre otras.

Determinacion de los niveles de glucosa

Las ratas controles también se inyectaron con la misma cantidad de la solucion
buffer. La verificacion de la enfermedad se hizo mediante la observacion de los sintomas
caracteristicos como lo son: poliuria, polidipsia y polifagia, y por la medicion de los
niveles de glucosa en sangre a las 48 h después de la induccion, usando un glucémetro

Prestige 1Q; la muestra sanguinea se obtuvo por una puncidon en la cola utilizando



lancetas. Se consideraron diabéticas las ratas cuyos niveles de glicemia eran iguales o

superiores a 200 mg.dl"' (Murillo et al., 2006).

Disefio experimental

La distribucién de las ratas para la experimentaciéon se hizo de la siguiente
manera: se formaron 5 grupos, cada uno conformado por 6 ratas, identificados como:
control normal agua (NA), control normal extracto (NE), diabéticas agua (DA diabéticas
extracto (DE) y diabéticas insulina (DI) (Tabla 1). Cada dia se verific el consumo de
alimento y liquido, por un periodo de dos meses, cuyo tiempo estuvo dividido en
subperiodos de 15, 45 y 60 dias, para garantizar que los cambios metabdlicos en los
organismos estudiados fuesen significativos en cuanto a dafos citopaticos y bioquimicos
en el tejido renal. El control del efecto hipoglicemiante del extracto se estudié en un
grupo experimental diabético, el cual fue tratado con insulina Humulin® (60/30), de
accion prolongada, y se aplico interdiariamente, en dosis de 2 unidades/kg de peso
corporal de las ratas. Confirmada la hiperglicemia, se procedio a la administracién del
extracto acuoso de Phyllanthus niruri, colocando los animales en jaulas de acero
inoxidable, con acceso libre a una dieta, que consistié en ratarina y agua en todo
momento. Las ratas se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio, a 25 + 2°C,
y condiciones normales de iluminacién (12 horas de luz/12 horas de oscuridad) (Singh et

al., 2007).

Tabla 1. Representacion del disefio experimental de evaluacion del efecto del extracto
acuoso de Phyllanthus niruri, sobre el tejido renal de ratas con diabetes y controles
durante dos meses en los tiempos 15, 45 y 60 dias.

Condiciones Experimentales

Controles Diabéticas
Subperiodos Agua Extracto Agua Extracto Insulina
Acuoso Acuoso
n n n n n
15 Dias 6 6 6 6 6
45 Dias 6 6 6 6 6
60 Dias 6 6 6 6 6

n= numero de organismos



El extracto acuoso de P. niruri se suministré a una dosis de 200 mg.kg" de peso
corporal, diluidos en el agua de consumo diario, durante un periodo de 60 dias; el
empleo de esta dosis, segin algunos investigadores, presenta gran actividad

hipoglicemiante (Hnatyszyn et al., 2002; Mazunder et al., 2005).

Material vegetal

La recoleccion de las plantas de la especie P. niruri perteneciente a la familia
Euphorbiaceae, para la elaboracion del extracto acuoso, se llevd a cabo en el periodo
comprendido desde febrero hasta abril de 2007, en los alrededores de la ciudad de
Cumana. Ademas, se tomaron en cuenta épocas vegetativas y reproductivas diferentes,
con el objeto de evitar variaciones estacionales, fenoldgicas y ecologicas, controlando
que no tuviesen la presencia de agentes infectantes como bacterias, hongos, insectos o
parasitos. La correcta identificacion taxondmica de las plantas recolectadas se realizo
por comparacion directa con ejemplares almacenados en el Herbario “Isidro Ramoén

Bermudez Romero” (HIRBR), Nucleo de Sucre de la Universidad de Oriente.

Con el fin de evitar que se presentaran cambios quimicos en la planta, el material
vegetal recolectado se deseco al aire libre, pero a la sombra. Seguidamente, se traslad6 a
un lugar igualmente sombreado y bien ventilado, evitando la superposicion. Se removid
constantemente, para no permitir fermentaciones enzimaticas que alteraran la quimica
de los ejemplares a estudiar y luego con la ayuda de un molino eléctrico, se procedid a

pulverizar las muestras de plantas para obtener el extracto crudo.

Preparacion del extracto acuoso

Realizada la pulverizacion de las plantas desecadas, se pesaron 50 g de este
material y se agregaron en un litro de agua hirviendo dejandolo reposar por 20 min a
temperatura ambiente para permitir una buena extraccion. Posteriormente, se filtr6 el

extracto usando papel Whatman N°1 (Hnatyszyn et al., 2002).
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Para efectos de obtener la concentracion final del extracto acuoso de la planta, se
tomd 1 ml de la muestra y se evapor6 completamente en una cocinilla y se peso el

residuo solido. El extracto se congeld hasta el momento de su uso (Nwanjo et al., 2007).

Muestras bioldgicas

Tras el sacrificio de las ratas por sobredosis de éter dietilico, se disectaron los
animales con un bisturi, para extraer los rifiones, los cuales fueron usados para la
determinacion de las biomoléculas GSH, las MT vy el contenido de proteinas totales
(Beutler et al., 1963; Bradford, 1976; Viarengo et al., 1997; Hnatyszyn, et al. 2002;
Mazunder, et al. 2005). Todas las muestras se tomaron para el tiempo indicado en el

disefio experimental.

Extraccion y cuantificacion de metalotioneinas (MT)

Para evaluar el contenido de metalotioneinas, se empled el método propuesto por
Viarengo et al. (1997). Se disect6 en frio 1 g del tejido renal y se homogenizd en frio
con 3 ml de buffer tris-HCl 20 mmol.I" y 0,5 mol.kg” de sacarosa (pH 8,6), que
contenia 0,006 mol.kg™ de leupeptina, 0,5 mmol.I"" PMSF (fenil-metil-sulfoxido) y B-
mercaptoetanol (0,01%). El homogenizado se centrifug6 a 3 000 g durante 20 minutos a
4°C, en una centrifuga refrigerada, y al sobrenadante resultante se le agreg6 1,05 ml de
etanol frio (-20°C) y 80 pl de cloroformo, luego fue centrifugado a 6 000 g por 10
minutos a 4°C. El sobrenadante colectado se combiné con 1 mg de ARN y 40 pl de HCI
al 37% y 3 volumenes de etanol frio (87%) y fue mantenido a -20°C por una hora; luego

se centrifug6 a 6 000 g por 10 minutos y secado bajo una atmosfera de nitrogeno.

El pellet obtenido fue resuspendido en 150 ul de NaCl 0,25 mol.kg™ y 150 pl de
una mezcla de HC1 1 molkg” y 4 mmol.I" de 4cido etilendiamino-tetracetato (EDTA).

Seguidamente, se le agregaron 4,2 ml de NaCl 2 mol.kg" que contenia 0,43 mmol "' de
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5,5'- dithiobis 2-acido nitrobenzoico (DTNB) buferizado con Na-fosfato 0,2 mol.kg™,
pH 8. Finalmente, la muestra se centrifugd a 3 000 g por 5 minutos, se leyo la
absorbancia del sobrenadante a 412 nm y la concentracion de MT se estim6 utilizando
una curva de calibraciéon para GSH. Estableciendo la siguiente relacion equimolar
(asumiendo que la tionina enlazadora de Cd, Zn de higado de conejo tienen un contenido

de cisteina de 18 Cys.mol” MT). 1 ul SH=1pl GSH = 0,055 pl MT (Ellman, 1959).
Determinacion de la concentracion de glutation reducido (GSH)

La determinacion de la concentracion de GSH se llevo a cabo de acuerdo a la
técnica de Beutler, para la cual se prepararon 2 soluciones: una precipitante que estuvo
formada por 1,67 g de acido metafosforico glacial (mezcla de POs* y Na,POs); 0,2 g de
EDTA y 30 g de NaCl en 100 ml de agua destilada) y el reactivo DTNB al 0,4% en
buffer fosfato, pH 7,5. Se mezclaron 0,2 ml de homogenizado de tejido renal con 1,8 ml
de agua destilada; se adicionaron 3 ml de solucion precipitante, se dejo en reposo por un
tiempo de 5 minutos y se filtr6. Posteriormente, a 2 ml del filtrado se le anadieron 8 ml
de buffer fosfato y 1 ml del reactivo DTNB, y se midieron inmediatamente en el
espectrofotometro. Se prepar6 un blanco de reactivo con 8 ml de buffer fosfato, 2 ml de
la solucién precipitante diluida (2 a 3 partes de agua destilada) y 1 ml del reactivo
DTNB. La densidad optica fue medida a 412 nm en un espectrofotometro. La

estandarizacion del método se realizo con GSH, Sigma (Beutler et al., 1963).
Determinacion de los niveles de proteinas totales

Para realizar este procedimiento, se aplico la técnica de Bradford, la cual consistid
en el siguiente procedimiento: 30 ul de homogenizado de tejido renal se mezclaron con
1 ml de reactivo de Bradford, se dejo reposar por 10 minutos e inmediatamente se
midieron las concentraciones de proteinas totales en un espectrofotometro a 595 nm. La
estandarizacion del método se llevo a cabo mediante un factor de calibracion empleando

un estandar de albumina suero bovino (BSA) 30 mg dI"' (Bradford, 1976).
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Andlisis estadistico

Para la realizacion del andlisis estadistico, de los resultados arrojados por ésta
investigacion, se empled el método de Kruskal Wallis, con un nivel de confianza del
95% para demostrar las diferencias significativas entre las medianas de acuerdo a las
condiciones experimentales, y una prueba a posteriori de rangos multiples para
determinar el comportamiento y diferencias entre las condiciones experimentales,
mediante la comparacion multiple de medias. Los datos fueron expresados por medio de
graficos en cajas y bigotes, utilizando el programa estadistico Statgraphics Plus version

5.0.
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RESULTADOS

En los primeros 15 dias del bioensayo, se observé que en la concentracion de
glutation reducido (GSH) del tejido renal, existen diferencias significativas (KW 17,46;
p<0,05), forméandose tres grupos; habiendo diferencias entre el grupo control (NA) (1,35
+ 0,12 nmol de GSH.mg proteinas™) y los diabéticos tratados con el extracto e insulina
(DE 2,33 + 0,66 y DI 2,55 + 0,86 nmol de GSH.mg proteinas"), presentando estos
ultimos la mayor concentraciéon de GSH. A los 45 dias del ensayo no se encontraron
diferencias significativas entre las condiciones experimentales (KW 7,34; p>0,05), con
una concentracién promedio de 1,65 + 0,29 nmol de GSH.mg proteinas™. Al final del
experimento se encontraron diferencias estadisticamente significativas, estableciéndose
entre el grupo NA (1,26 + 0,10 nmol de GSH.mg proteinas™) con el resto de las
condiciones experimentales; entre los grupos diabéticos no tratados (DA: 1,83 + 0,34
nmol de GSH.mg proteinas™) y tratados con el extracto y la insulina (DE: 1,77 + 0,09 y
DI: 1,78 + 0,45 nmol de GSH.mg proteinas™) y entre la condicion experimental normal
con extracto (NE 2,61 + 0,24 nmol de GSH.mg proteinas™) con el resto de los grupos

(figura 1 y apéndice 1).

En la figura 2 y apéndice 2, que muestra la concentracion de metalotioneina (MT), se
puede observar que al inicio del experimento se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (15 dias. KW 1,96; p<0,05) entre las medianas de los grupos
experimentales. Se formaron tres grupos existiendo diferencias entre el grupo control y
los diabéticos tratados, tanto con el extracto de la planta, como con insulina presentando
las menores concentraciones de MT (NA: 1,27 + 0,39; DE: 1,33 + 0,41 y DI: 1,05 +
0,14 ng de MT.mg proteinas™, respectivamente), entre los organismos diabéticos sin
tratamiento (1,94 + 0,37 ng de MT.mg proteinas™) y el resto de las condiciones
experimentales, y por ultimo, diferencias entre el NE (2,62 = 0,17 ng MT.mg

proteinas™) y el resto de los grupos.
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Figura 1. Concentracion de glutatién reducido (nmol.mg proteinas™) en tejido renal de

ratas con diabetes tratadas con extracto acuoso de Phyllanthus niruri. 15 dias, KW 17,46,
p<0,05; 45 dias KW 7,34, p> 0,05; 60 dias KW 13,36, p<0,05. Abreviaciones KW: analisis de Kruskall-
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Wallis, NA: normal con agua, NE: normal con extracto, DA: diabetes con agua, DE: diabetes con extracto,
DI: diabetes con insulina.

A los 45 dias del ensayo no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos, manteniendo concentraciones promedio similares. Sin
embargo, al final del experimento (60 dias) se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales, formandose cuatro grupos. El grupo
normal (NA: 1,56 + 0,38 ng de MT.mg proteinas™) present6 diferencias con los grupos
normales tratados con el extracto, los diabéticos sin tratamiento y con los tratados con
insulina (NE: 2,67 + 0,38; DA: 2,42 + 0,44 y DI: 3,11 = 0,53 ng de MT.mg proteinas’l,
respectivamente), encontrandose estos ultimos con las concentraciones mas elevadas de
MT; finalmente, el grupo diabético tratado con el extracto de la planta (DE: 1,95 + 0,59
ng de MT.mg proteinas™) presenta diferencias estadisticamente significativas con los

grupos normales tratados con el extracto y el diabético tratado con insulina.

En relacion al contenido de proteinas totales del tejido renal se puede observar que sélo
se encontraron diferencias estadisticamente significativas a los 15 y 60 dias de ensayo
(KW 11,41; p<0,05 y KW 11,40; p<0,05, respectivamente) (figura 3 apéndice 3),
formandose en ambos, dos grupos producto de la prueba a posteriori. A los 15 dias las
diferencias se encontraron entre el grupo control (NA: 86,43 + 0,93 mg proteinas.g”) y
el resto de las condiciones experimentales (NE: 90,65 + 4,53; DA: 91,88 + 1,51; DE:
90,52 + 1,52 y DI: 90,63 + 1,71 mg proteinas.g'); a los 60 dias se encontraron
diferencias significativas entre los grupos normal y diabético tratados con el extracto
acuoso de la planta (NE: 87,73 + 5,92; DE: 83,71 + 2,29 mg proteinas.g”) y el resto de
los grupos experimentales (NA: 81,13 + 0,93; DA: 79,75 £ 1,53; y DI: 82,55 £ 5,16 mg
proteinas.g™), teniendo estos ultimos el menor contenido de proteinas; sin embargo, a
los 45 dias del experimento no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (KW 9,18; p>0,05), manteniendo un contenido de proteinas totales

promedio en 85,74 + 5,21 mg proteinas.g™.
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Figura 2. Concentracién de metalotioneinas (ng.mg proteinas™) en tejido renal de ratas

con diabetes tratadas con extracto acuoso de Phyllanthus niruri. 15 dias, KW 15,96, p<0,05;
45 dias KW 3,74, p>0,05; 60 dias KW 13,90, p< 0,05. Abreviaciones KW: analisis de Kruskall-Wallis,
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NA: normal con agua, NE: normal con extracto, DA: diabetes con agua, DE: diabetes con extracto, DI:
diabetes con insulina.
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Figura 3. Contenido de proteinas totales (mg proteinas.g”) en tejido renal de ratas con

diabetes tratadas con extracto acuoso de Phyllanthus niruri. 15 dias, KW 11,41, p<0,05; 45
dias KW 9,18, p>0,05; 60 dias KW 11,40, p<0,05. Abreviaciones KW: andlisis de Kruskall-Wallis, NA:
normal con agua, NE: normal con extracto, DA: diabetes con agua, DE: diabetes con extracto, DI: diabetes
con insulina.
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DISCUSION

Las complicaciones de la diabetes mellitus, indistintamente del tipo que se
padezca, traen como consecuencia una serie de patologias micro y macrovasculares en la
que muchos investigadores han podido demostrar, tanto en pacientes diabéticos, como
en animales experimentales que éstas son consecuencia de la hiperglicemia, de la
perturbacion humoral que integran la progresion natural de la diabetes, y el colapso de
los mecanismos de defensa antioxidante por el desmesurado incremento del estrés
oxidativo (Rocca y Pla, 1963; Rodriguez y Massera, 1963; Miranda et al., 2004;
Rosado-Pérez y Mendoza-Nuifiez, 2007; Dabla, 2010). Sin embargo, hay que enfatizar el
papel fundamental que estos sistemas antioxidantes cumplen durante las primeras etapas
de la enfermedad preservando el funcionamiento y composicion de los organos vitales
del individuo (Song et al., 2005; Rondon, 2010). De alli, la basqueda de las propiedades
hipoglicémicas y antioxidantes a partir de extracto de plantas del género Phyllanthus
(Hnatyszyn et al., 2002; Mazunder et al., 2005; Harish y Shivanandappa, 2006; Nwanjo
etal., 2007; James et al., 2009; Sarkar et al., 2009).

En el presente trabajo, se puso en evidencia una vez mas el papel fundamental de
los mecanismos antioxidantes de los organismos, como lo demuestran las diferencias
significativas de las concentraciones de GSH y MT entre los organismos diabéticos y los
controles, manteniéndose los grupos NA y NE en menores concentraciones;
observandose claramente un incremento de las concentraciones de éstos parametros en el
tiempo, como mecanismo compensatorio al incremento de la glicemia y el estrés
oxidativo propio de la condicidon diabética inducida por aloxan. Ademads, en este mismo
estudio no se observaron diferencias significativas entre grupos al final del ensayo en
cuanto al contenido de proteinas totales dejando en claro que las alteraciones por
glicosilacion de proteinas estdn siendo reparadas eficientemente y no se estan

comprometiendo las proteinas tisulares del rifién en la patologia diabética, que en otros
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tejidos se ha demostrado alteraciones proteicas asociadas a la enfermedad (Liscano,
2008; Bueno, 2009; Rondon, 2010).

Las mayores variaciones de GSH ocurren a los 15 y 60 dias de la condicion
diabética. En el primer caso, los organismos diabéticos presentan concentraciones de
GSH significativamente superiores a los controles y se incrementan aun mas cuando
éstos organismos son tratados con el extracto de P. niruri y la insulina, posiblemente
asociado a una estimulacion en la sintesis de este tripéptido relacionado a mecanismos
de adaptacion para lograr llegar a valores similares al control a los 45 dias; no obstante
ligeramente superiores. Estos valores se incrementan para las tres condiciones diabéticas
por encima del control a los 60 dias, sefialando su participacion en las alteraciones

oxidativas causadas por la patologia (Bueno, 2009).

Conociendo que el GSH mantiene el balance redox en la célula y participa en
multiples funciones en el organismo, tales como: proteccion ante el estrés oxidativo,
nitrosativo y de los reactivos electrofilicos, actia como coenzima, participa en procesos
de detoxificacion, controla la permeabilidad de membrana y el transporte de
aminoacidos, interviene en el proceso de sintesis de proteinas, ADN y ARN, asi como
regula la formacion y el mantenimiento de la forma activa de las enzimas, todas estas
propiedades caracterizan al GSH como el principal agente antioxidante (Keys y
Zimmerman, 1999; Seis, 1999 (citados por Rojas et al., 2004); Mazunder et al., 2005;
Martinez et al., 2006). Esta molécula estd sujeta a un constante recambio en el
organismo y es el rifion uno de los principales 6rganos encargados de su homeostasis, asi
como el tercero con mayor concentracion después del cristalino y el higado; por tanto, la
captacion de cada o6rgano o tejido va a depender de la actividad de la enzima gamma

glutamil transpeptidasa (GGT) (Deneke y Fanburg, 1989; Martinez et al., 2006).

Los altos contenidos de GSH en el rifidn, cumplieron su funcion protectora en los
organismos diabéticos tratados y no tratados por el extracto acuoso de P. niruri durante
este ensayo ya que incrementd significativamente su concentracion estableciendo su

funcion barredora de radicales libres, concordando estos resultados con los obtenidos
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por Bueno (2009), que al determinar el potencial antioxidante en el tejido renal de ratas
diabéticas tratadas y no tratadas con extracto acuoso de P. niruri, observd que éstos no
disminuyeron a 60 dias de ensayo y con los de Ueno et al. (2002) quienes trataron ratas
diabéticas con GSH, preservando asi las funciones renales y neuronales. Sin embargo,
otros estudios han reportado la disminucion de las concentraciones de GSH y del
potencial antioxidante en tejidos como corazén, higado, rifion, retina y cerebro de ratas
diabéticas por el incremento de la hiperglicemia (Pari y Latha, 2004; Mazunder et al.,
2005; Liscano, 2008; Perdomo, 2009; Rondon, 2010).

En respuesta al estrés oxidativo producido por la diabetes, el rifion activa
mecanismos compensatorios para protegerse de los dafios ocasionados por las ROS,
como son el de la induccion de proteinas de shock térmico y las MT, siendo estas
ultimas inducidas por otros estrés oxidativos (Kang, 1999; Maret, 2000; Onody et al.,
2003; Kang, 2006). Una de las funciones fisioldgicas que se le han atribuido a las MT es
el de potente antioxidante y que, una vez mas, se demuestra su accion en los resultados
obtenidos en este trabajo en tejido renal de ratas diabéticas, ya que se encontraron
incrementadas en ejemplares sin tratamiento. Sin embargo, cuando las mismas son
tratadas con el extracto de P. niruri e insulina se determin6 que el primero tiende a
normalizar los valores de ésta proteina hacia valores similares al grupo control, a
diferencia de la insulina que durante la condicion diabética a 60 dias presentd una
concentracion significativamente mas elevada que el control. Estos datos se relacionan
con los obtenidos por Liscano (2008) y Rondon (2010), quienes encontraron un
incremento de las concentraciones de MT cardiacas y retinianas en ratas diabéticas

tratadas con insulina, con 45 dias con la patologia.

Por el contrario, los resultados sefialados anteriormente, no se corresponden a lo
planteado por Palomero et al. (2001), quien menciona que las enzimas antioxidantes
tienden a aumentar con la edad, en procura de compensar la disminucion de GSH
hepatico y se ven comprometidos para la detoxificacion de las ROS generados, pues

existe una pérdida de efectividad de las enzimas. Frente a una deficiencia de GSH, se
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observa un aumento de ROS, con el consecuente dafio mitocondrial y celular
particularmente en el tejido hepatico.

Es bien conocida la relacion existente entre las moléculas de GSH y las
metaloproteinas MT, ya que ambas estan compuestas aproximadamente por un tercio de
cisteina y son capaces de interactuar entre si, siendo los disulfidos de glutation capaces
de liberar zinc de las MT, preservando las concentraciones intracelulares de este metal
(Susanto et al., 1998; Maret, 2000; Kang, 2006) ; resultando interesante el hecho de que,
ambos pardmetros en este estudio se incrementaron proporcionalmente al pasar el
tiempo del bioensayo, sin verse afectados por las condiciones oxidantes propias de la
diabetes o por la edad de los animales, y aunado a esto, las concentraciones de GSH no
fueron controlados ni por la insulina ni el extracto de la planta, pero el mismo si logro
controlar las concentraciones de MT, explicandose esto posiblemente, a las altas
concentraciones de GSH en el tejido renal y/o al incremento del potencial antioxidante
(Bueno, 2009); ya que estos parametros se vieron afectados bajo condiciones diabéticas
y en el tiempo en tejidos cardiacos, retinianos, hepaticos y cerebrales de ratas

(Mazunder, 2005; Liscano, 2008; Perdomo, 2009).

La hiperglicemia constituye la principal manifestacion de la diabetes mellitus, y
estd implicada en la aparicion de las complicaciones que se presentan asociadas con la
enfermedad. Estas complicaciones se relacionan con el desarrollo acelerado de
aterosclerosis, que tiene una apariciéon prematura afectando a la vasculatura de manera
mas extensa en los pacientes diabéticos que en los individuos no diabéticos (Laakso y

Lehto, 1997; Clapés et al., 2001).

Las proteinas constituyen uno de los componentes celulares vulnerables al dafio
oxidativo por glicoxidacion, como es el caso de la enzima superdxido dismutasa, entre
otras o en las lipoproteinas LDL; éstas al ser modificadas (oxidadas) se convierten en
excelentes substratos para la degradacion por sistemas proteoliticos (Pacifici y Davies,
1991; Blakytny y Harding, 1992; Actis y Rebolledo, 2000). Sin embargo, gracias a la

eficiente respuesta del GSH reducido y de la MT en los organismos diabéticos, no se
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encontraron alteraciones en las mismas, protegiendo del estrés inducido por la
peroxidacion lipidica, LDL oxidados y enfatizandose atin mas la importancia del sistema
antioxidante para prevenir el desarrollo de la ateroesclerosis, actuando en diferentes
niveles al evitar las alteraciones oxidativas y limitar la respuesta celular apoptotica a la
lipoproteina oxidada (Martinez et al. 2006; Bueno, 2009). Asi mismo, cabe destacar que
solo del 20 al 40% de los pacientes con diabetes, van a desarrollar la etapa final de dafios
renales como la nefropatia diabética, aunque hoy en dia la sensibilidad de los pacientes
por desarrollarla no estd muy clara, pero se les ha atribuido cierta predisposicion
genética (Kovacs, 2009). Estos resultados también podrian dar respuesta a la tasa de

incidencia de la nefropatia diabética.

El extracto acuoso de P. niruri ejercié funcion aparente como refuerzo de la
capacidad antioxidante, al regular las concentraciones de MT e incrementar las de GSH
en el tejido renal de ratas diabéticas tratadas con el mismo, corroborando, una vez mas,
su efecto antioxidante coadyuvado por su mecanismo de accion hipoglicémico, ya que se
le han reportado componentes como alcaloides, flavonoides, entre otros, que tienen
dicho efecto (Mazunder et al., 2005; Negri, 2005). Ademas, en un estudio reciente por
Sarkar et al. (2009) demostraron la presencia de una proteina de 35 kDa en el extracto de
la planta con altas propiedades antioxidantes; lo que hace comparable estos resultados a
los reportados por otros autores para el extracto de P. niruri, al incrementar las
concentraciones de GSH y potencial antioxidante, asi como disminuir la produccién de
radicales libres en tejidos hepaticos, renales, retinianos y cardiacos (Mazunder et al.,

2005; Liscano, 2008; Perdomo, 2009; Rondon, 2010).

Los ajustes mas relevantes se observaron durante los primeros 15 dias de
exposicion, cuando los organismos tratados con el extracto y la insulina incrementan
significativamente los niveles de GSH, con una concomitante caida de los niveles de MT
en relacion a las ratas diabéticas no tratadas, logrando alcanzar niveles normales a los
45 dias, lo que pudiera plantear la relacion entre ambas moléculas, ya sefialado

anteriormente por Susanto et al. (1998), Maret (2000) y Kang (2006). Durante los 60
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dias del bioensayo, las ratas diabéticas siguen manteniendo niveles altos de ambas
moléculas. De lo anteriormente, se desprende que el tratamiento con la planta P. niruri
en ratas diabéticas parece ser una alternativa, particularmente en lo relacionado con los
niveles normales de metalotioninas, pues, la insulina mantiene elevados niveles de estas

proteinas en las ratas tratadas con este hipoglicemiante.

La Asamblea General de las Naciones Unidas (ONU) 2006, aprob6 una resolucion
historica que reconoce como amenaza global a la epidemia de la diabetes. Por primera
vez, los gobiernos reconocieron que una enfermedad no infecciosa impone una amenaza
tan seria para la salud del mundo como las enfermedades infecciosas tales como
VIH/SIDA, la tuberculosis y malaria. Los datos presentados muestran la seriedad del
alcance de la epidemia y subrayan la necesidad de tomar una accion urgente. De igual
manera plantearon que en el afio 2025 habra mas de 380 millones de personas con

diabetes si no se llegan a tomar las medidas correctas.

En relacion a lo antes planteado este trabajo de investigacion es de gran relevancia
y pretende sentar un precedente junto con los trabajos que lo anteceden y los que se
puedan realizar en el futuro, en cuanto a la busqueda de alternativas junto a la medicina
tradicional que ayuden a reducir los estragos que causan las complicaciones en el
paciente diabético, mediante el uso de extractos de plantas que presenten efectos tanto

hipoglicemiante como antioxidantes.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo demuestran que la
condicién diabética cursa con un aumento de los niveles de glutation reducido y

metalotioneinas en el tejido renal.

El contenido de proteinas totales en el rifion no fue afectado por la condicion
diabética, ni por el tratamiento de esta patologia con el extracto de la planta y la

insulina.
El extracto acuoso de Phyllanthus niruri presentd un efecto similar al causado por

la insulina sobre las concentraciones de GSH y MT, inclusive fue mas efectivo en la

regulacion de MTs a los 60 dias.
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Apéndice 1. Resumen estadistico de la concentracion de glutation reducido en tejido
renal de ratas con diabetes tratadas con extracto acuoso de Phyllanthus niruri.
Abreviaciones: Xmedia, X: mediana, D.E.: desv. estandar, CMR: contraste de rango
multiple, KW: analisis de Kruskall-Wallis, NA: normal con agua, NE: normal con
extracto, DA: diabetes con agua, DE: diabetes con extracto, DI: diabetes con insulina.

15 dias
Condic. F X X D.E. KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 6 1,35 1,31 0,12 17,46 * a
NE 6 1,60 1,42 0,48 ab
DA 4 1,65 1,70 0,18 ab
DE 6 2,33 2,14 0,66 bc
DI 6 2,55 2,16 0,86 c
Total 28 191 1,72 0,71
p-valor= 0,002
45 dias
Condic. F B X D.E. KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 6 1,43 1,45 0,17 7,34 NS
NE 6 1,80 1,82 0,39
DA 4 1,86 1,90 0,08
DE 6 1,69 1,65 0,33
DI 5 1,52 1,53 0,17
Total 27 1,65 1,61 0,29
p-valor= 0,12
60 dias
Condic. F - X D.E. KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 4 1,26 1,24 0,10 13,36 * a
NE 4 2,61 2,60 0,24 c
DA 4 1,83 1,72 0,34 b
DE 4 1,77 1,76 0,09 b
DI 6 1,78 1,98 0,45 b
Total 22 1,84 1,76 0,50

p-valor= 0,010



Apéndice 2. Resumen estadistico de la concentracion de metalotioneina en tejido renal
de ratas con diabetes tratadas con extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones:
Xmedia, X: mediana, D.E.: desv. estandar, CMR: contraste de rango multiple, KW:
analisis de Kruskall-Wallis, NA: normal con agua, NE: normal con extracto, DA:
diabetes con agua, DE: diabetes con extracto, DI: diabetes con insulina.

15 dias
Condic. F X X D.E. KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 5 1,27 1,19 0,39 15,96 * a
NE 4 2,62 2,65 0,17 c
DA 5 1,94 2,02 0,37 b
DE 6 1,33 1,28 0,41 a
DI 4 1,05 1,08 0,14 a
Total 24 1,62 1,50 0,63
p-valor= 0,003
45 dias
Condic. F X X D.E. KwW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 6 2,75 2,76 0,35 3,80 NS
NE 6 2,94 2,96 0,30
DA 4 2,96 2,92 0,39
DE 6 2,98 2,94 0,31
DI 6 3,25 3,03 0,52
Total 28 2,98 2,93 0,39
p-valor= 0,43
60 dias
Condic. F X X D.E. KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 4 1,56 1,61 0,38 13,90 * a
NE 4 2,67 2,72 0,38 cd
DA 6 2,42 2,46 0,44 bc
DE 6 1,95 1,70 0,59 ab
DI 5 3,11 3,09 0,53 dc
Total 25 2,35 2,39 0,69

p-valor= 0,01



Apéndice 3. Resumen estadistico del contenido de Proteinas Totales en tejido renal de
ratas con diabetes tratadas con extracto acuoso de Phyllanthus niruri. Abreviaciones:
X:media, X: mediana, D.E.: desv. estandar, CMR: contraste de rango multiple, KW:
analisis de Kruskall-Wallis, NA: normal con agua, NE: normal con extracto, DA:

diabetes con agua, DE: diabetes con extracto, DI: diabetes con insulina.

15 dias
Condic. F X X D.E. KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 6 86,43 86,62 2,94 11,41 * a
NE 6 90,65 91,64 4,53 b
DA 6 91,88 92,19 1,51 b
DE 6 90,52 90,89 1,52 b
DI 6 90,63 90,15 1,71 b
Total 30 90,02 90,34 3,15
p-valor= 0,02
45 dias
Condic. F X X D.E. KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 5 90,71 90,34 2,78 9,18 NS
NE 6 83,06 83,09 4,74
DA 4 87,07 88,29 4,51
DE 5 83,15 85,87 6,17
DI 6 85,54 86,62 4,81
Total 26 85,74 87,18 5,21
p-valor= 0,06
60 dias
Condic. F X X D.E. KW Dif. CMR
Experim Sign.
NA 4 81,13 81,23 0,93 11,40 * a
NE 4 87,73 86,99 5,92 b
DA 6 79,75 80,11 1,53 a
DE 6 83,71 84,57 2,29 ab
DI 6 82,55 82,16 5,16 a
Total 26 82,75 81,78 4,23

p-valor= 0,02
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