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PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

1. INTRODUCCION
1.1 PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En nuestro pais la doradilla es muy utilizada como diurético, nombre que se da a
la especie vegetal Selaginella lepidophylla Spring (Selaginellaceae) la cual es una
especie nativa de Meéxico, y que ha sido ampliamente estudiada quimica y
biol6gicamente. Sin embargo, se ha identificado una nueva especie de Selaginella en el
estado de Guerrero la cual es fisicamente muy similar a la planta antes mencionada y
es expendida en los mercados también bajo el nombre popular de doradilla, debido
principalmente a que la diferencia entre ambas especies vegetales no es apreciable a
simple vista (Mickel et al., 1992); la especie nueva lleva por nombre Selaginella
nothohybrida Valdespino (Selaginellaceae). Los usos medicinales recomendados para
esta especie son los mismos que para S. lepidophylla. Al ser S. nothohybrida una
especie de reciente clasificacion, no se encuentra reportado ningin estudio sobre su
composicién quimica, ni de su actividad biolégica, y al ser fisicamente tan similar a S.
lepidophylla se genera la pregunta de si existe una diferencia en la actividad biolégica y
en consecuencia en los usos reportados por la poblacion de distintas regiones de la
Republica Mexicana. Por lo anterior, es importante establecer la similitud o diferencia
metabdlica(metabolitos mayoritarios), asi como farmacoldgica entre ambas especies,

mediante un estudio farmacologico.

El proposito de este trabajo es estudiar el potencial diurético de S. nothohybrida
y de S. lepidophylla mediante un ensayo bioldgico enfocado al uso medicinal mas

comun de la “doradilla”.
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OBJETIVOS

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general:

e Determinar si existe diferencia en las actividades diurética y el incremento de
trnsito intestinal entre las especies vegetales Selaginella lepidophylla Spring y
Selaginella nothohybrida Valdespino (Selaginellaceae).

1.2.2 Objetivos particulares:

1. Obtener los extractos acuosos a partir de las dos especies de estudio (plantas
completas) secas y fragmentadas.

2. Obtener los liofilizados de ambos extractos acuosos.

3. Determinar los efectos diurético y de transito intestinal de ambos extractos en
ratones CD-1.

4. Determinar la CEns de ambos extractos.

5. Obtener por particién, las fracciones de acetato de etilo y acuosas residuales de
ambos extractos para su administracién en ratones CD-1.

6. Determinacidn del efecto sobre el transito intestinal y el efecto diurético de los
metabolitos mayoritarios robustaflavona, 5-metoxi-2,3-dihidro-robustaflavona y

amentoflavona comparados contra un farmaco de referencia (furosemida).
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1.3 HIPOTESIS.

Estudios previos reportados de los extractos acuosos liofilizados de la “doradilla” (S.
lepidophylla), demuestran su actividad diurética en animales de laboratorio. Al ser S.
nothohybrida muy similar en sus caracteristicas fisicas con S. lepidophylla, y al
expenderse para el mismo fin medicinal, deberia tener la capacidad de inducir un
efecto diurético en animales de laboratorio, esperando observar el mismo o un efecto
biolégico similar de ambas especies. Adicionalmente, por estudios previos no
reportados, en los cuales se observé que el extracto acuoso de S. nothohybrida
promueve un incremento en el transito intestinal en ratones, se espera que ambas
especies mantengan el mismo o un comportamiento similar al ser administrados en

animales.
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2. MARCO TEORICO

2.1. MEDICINA TRADICIONAL MEXICANA

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la
salud de millones de seres humanos, un componente esencial del patrimonio tangible e
intangible de las culturas del mundo, un acervo de informacién, recursos y practicas
para el desarrollo y el bienestar, asi como un factor de identidad de numerosos pueblos
del planeta. La medicina tradicional mexicana, esta asociada fuertemente a las plantas

medicinales al ser el recurso mas abundante, accesible y conocido (BDMTM, 2010).

Nuestro pais se caracteriza por el uso de plantas medicinales desde la época
prehispanica, para el tratamiento, prevencién y control de diversos padecimientos,
dicha tradiciéon ha cobrado gran auge en los ultimos afnos debido principalmente a las
malas condiciones econémicas que se viven en muchas regiones del territorio nacional,
lo cual hace que los medicamentos alopaticos sean inaccesibles para un amplio sector
de la poblacion mexicana, quedando como principal alternativa el uso de plantas para

el cuidado de la salud.

México es uno de los paises a nivel mundial con mayor diversidad de especies
vegetales, debido principalmente a su ubicacién geografica que permite tener una gran
variedad de paisajes naturales, los cuales van desde bosques tropicales hasta areas
desérticas carentes casi en su totalidad de vegetacion, lo cual brinda las condiciones

necesarias para que exista la gran diversidad vegetal que se conoce hoy en dia.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) més del 80% de la poblacion
mundial se basa en la medicina tradicional para sus necesidades de atencion primaria.
El valor medicinal de las plantas se encuentra en algunos de sus productos quimicos
que son los responsables de inducir una accion fisiologica definida en el cuerpo
humano. Los principales compuestos bioactivos de las plantas son alcaloides,
flavonoides, taninos y compuestos fendlicos (Duraipandiyan et al., 2006).
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Dentro de la gran diversidad vegetal que se tiene en México, un amplio nimero

de especies son muy utilizadas como diuréticos en la medicina tradicional, algunas de

las cuales se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1.- Algunas especies vegetales usadas como diuréticos en la medicina

tradicional mexicana.

Especie vegetal Usos Parte
utilizada

Ajo Tratamiento del mal de orin, y diurético Bulbo

Allium sativum L.

Liliaceae

Cebolla Como diurético y para el tratamiento de la Bulbo

Allium cepa L. vesicula

Liliaceae

Chicozapote Diurético. Semillas

Manilkara zapota L. van

Royen

Sapotaceae

Grama Para aliviar el dolor del rifndn.y cuando hay Planta

Cynodon dactylon L. piedras en los riflones. entera

Pers.

Gramineae

Jamaica Diurético y tratamiento del mal de orin. Flor

Hibiscus sabdariffa L.
Malvaceae
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Tabla 1 (Continuacidn).- Algunas especies vegetales usadas como diuréticos en

la medicina tradicional mexicana.

Marrubio Febrifugo, diurético y astringente. Ramasy
Marrubium vulgare L. hojas
Labiatae

Pinglica En afecciones renales, como el dolor | Planta
Arctostaphylos pungens Kunth | de riidn, asi como diurético. entera
Ericaceae

Sauco Antiinflamatorio de rifiones, Flor
Sambucus mexicana Presl desinfectante y diurético.

Caprifoliaceae

Tejocote Tratamiento de los rifiones, y Fruto
Crataegus pubescens (Kunth) diurético.

Steudel

Rosaceae

Tepozan Tratamiento de afecciones renalesy | Corteza

Buddleja cordata Kunth
Loganiaceae

diurético.

2.2. DIURETICOS

Los diuréticos son aquellas sustancias que incrementan la velocidad de

formacién de la orina y el volumen de excrecidn urinaria al aumentar la eliminacion

renal de sodio, por lo tanto se define como diuresis al incremento en el volumen de

orina excretado (Katzung, 1999).
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Los farmacos diuréticos se pueden clasificar en cinco tipos (I) farmacos que
aumentan la filtracién glomerular; metilxantinas (1) y farmacos que mejoran las
condiciones circulatorias (2) cardiotdnicos, (ll) inhibidores de la reabsorcién tubular de
ciertos electrolitos; bloqueadores de grupos sulfhidrilo (3), inhibidores de la anhidrasa
carbonica (4), saluréticos (5), furosemida y analogos (6) antagonistas competitivo de la
aldosterona (7), inhibidores de la biosintesis de la aldosterona (8), bloqueantes de los
intercambios sodio-potasio en el tabulo distal (9), otros bloqueadores tubulares (10),
(1) diuréticos que aumentan la presion osmotica intratubular; diuréticos osmoticos de
tipo i6nico (11) y diuréticos osmoticos no idnicos (12), (IV) diuréticos acidificantes;
compuestos de amonio (13), cloruro de calcio (14), (V) inhibidores de la liberacién de la
hormona antidiurética (ADH) agua (15) y etanol (16) (Velasco, 2003).

Cuadro 1. Clasificacion de farmacos diuréticos

1)

0
HaC | ¥
3 M
N/\“x| > n,
% % >
0 N N
| HO
CHy OH \
(1) Teofilina (2) Digoxina
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Cuadro 1.- (continuacién) Clasificacion de farmacos diuréticos

0\)-‘\
CH, OH

C1
0 Cl

(3) Acido etacrinico

o O o, 0
Y \V%

s,
e L
e
Cl N

(5) Clorotiazida

0 CHy

(7) Aldactona A (espirolactona)

(9) Amilorida

0O 0
WA H
]

HIN”S . S?/ \”/

N—N 0

CH;

(4) Acetazolamida

CQOOH
MH—CH+ ]

T

NHS 05
Cl

(6) Furosemida

(8) DDD (dicloro-difenil-dicloroetano)

HN | N>
/
o’l\wl N
CHs

(10) Teobromina
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Cuadro 1.- (continuacién) Clasificacion de farmacos

Ii)
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KCI
(11) Cloruro de potasio (12) Urea
V)
NH,CI Cl—Ca—Cl
(13) Cloruro de amonio (14) Cloruro de calcio
V)
|
H
H \_O
O \C/C\
A H”\ H
H H '
(15) Agua (16) Etanol

2.3. Generalidades de Selaginella lepidophylla (Hook et Grev.) Spring y
Selaginella nothohybrida Valdespino

2.3.1. Selaginella lepidophylla (Hook et Grev.) Spring

Selaginella lepidophylla (Hook et Grev.) Spring (Selaginellaceae) es una especie
que es muy conocida por su capacidad de reanudar su crecimiento después de anos
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de deshidratacion (Banks et al., 2009). Esta especie vegetal se localiza en lugares cuyo

clima sea célido, semicalido, semiseco y templado (Argueta, 1994).

Entre los trabajos reportados de S. lepidophylla, se menciona que la planta es
conocida popularmente como “doradilla”, contiene aceite esencial, acidos organicos,
disacaridos como la sacarosa y trehalosa (Adams et al., 1990; Martinez, 1996).

Figura 1.- S. lepidophylla planta seca (izquierda), planta en estado de humedad
natural (derecha).

En la medicina tradicional se indica que la infusién o la decoccién de la planta
entera se utilizan para el tratamiento de célculos biliares, dolor de rindn y diurético
(Aguilar et al., 1999). Un estudio farmacolégico realizado para detectar la actividad
antibiética del extracto etandlico de la planta sobre Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus, mostré ausencia de actividad (Guevara, 2008).
La evaluacion del efecto diurético de Selaginella lepidophylla en rata, indica que el
extracto acuoso y el liofilizado de la planta presentan efecto y que en las dosis

probadas no presenta toxicidad (Vazquez et al., 2005).

10
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2.3.2. Selaginella nothohybrida Valdespino

Selaginella nothohybrida Valdespino (Selaginellaceae) es una especie que fue
encontrada por primera vez en el Estado de Guerrero, se le describe como una planta
terrestre de 9-15 cm de diametro, cuando se encuentra extendida, y que toma forma de
roseta cuando se encuentra deshidratada, sus hojas van de amarillo a verde cuando
son jovenes y de amarillo a café cuando envejecen; tienen margenes serrados 0 con
cilios cortos. Esta especie se caracteriza por su habilidad para resistir periodos de
sequedad, al tomar forma de roseta, y reanuda su crecimiento normal cuando el grado
de humedad en el ambiente se incrementa, esta planta es hormalmente conocida como

“planta de resurreccion” o “doradilla” (Mickel et al., 1992).

Figura 2.- S. nothohybrida planta seca (izquierda), planta en estado de humedad
natural (derecha).
Estudios quimicos preliminares sobre la especie Selaginella nothohybrida han
mostrado la presencia de biflavonoides del tipo de amentoflavona (17), robustaflavona

11
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p———_A

(18) y 5-metoxi-2,3-dihidrorobustaflavona (19) (Guevara, 2008; Menchaca, 2009).los
cuales también se encuentran presentes en la especie Selaginella lepidophylla. La

estructura de estos compuestos se presenta en el Cuadro 2.

Cuadro 2.- Compuestos aislados de previamente de Selaginella nothohybrida.

OH

19

12



MATERIAL Y METODOS

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 EQUIPO Y MATERIAL DE LABORATORIO

Balanza analitica

Balanza para el pesado de los animales
Bolsas de residuos bioldgico-infecciosos
Bomba de alto vacio

Cajas metabdlicas (Maryland plastics)
Cronémetro

Espatula

Frascos viales

Guantes de latex desechables

Jeringas para insulina de 1mL
Liofilizadora

Matraz bola de 5L

Matraz bola de 2L

Matraces bola de 500mL

Matraces bola de 50mL

Pipeta graduada de 10mL
Rotaevaporador

Sonda esofagica

Tapones esmerilados

Tapones para matraces con salida para liofilizadora

3.2 REACTIVOS

Acetato de etilo R.A.
Agua destilada
Agua inyectable

Furosemida (Merck)

13
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3.3 MATERIAL VEGETAL
La identificacion botanica de ambas especies fue realizada por el M. en C. Alberto
Reyes Garcia del Herbario Nacional de México en el Instituto de Biologia de la UNAM.

El material vegetal Selaginella nothohybrida empleado se adquirié en el anexo del
mercado de Sonora de la Ciudad de México, local 173 en agosto del 2005. Una
muestra de referencia (SN-0805) se deposité en la coleccién botanica del Laboratorio
125 del Conjunto “E” de la Facultad de Quimica de la UNAM.

La especie vegetal Selaginella lepidophylla fue recolectada en el Cerro Pajaro,
localizado en el km 122, carretera a Putla, por el M. en C. Ramiro Rios del
Departamento de Botanica, FES Zaragoza, UNAM. Una muestra de referencia (SL-
0909-03) se depositd en la coleccion botanica del Herbario FEZA de la FES Zaragoza
de la UNAM.

3.4 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS
Tabla 2.- Disolventes empleados para la extraccion del material vegetal.

Especie vegetal Porcion vegetal | Disolvente
Selaginella lepidophylla Spring Planta completa Agua
Selaginella nothohybrida Valdespino Planta completa Agua

Cada una de las especies vegetales (5009) fue sometida a un proceso de decoccion
con 8 L de agua, el extracto fue filtrado al vacio y concentrado a presion reducida; una
vez que el volumen de agua se redujo al minimo, el concentrado final fue sometido a un
proceso de liofilizacion hasta obtener los extractos secos, los cuales se colocaron en
frascos de vidrio sellados, y conservados a temperatura ambiente.

14
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Se realiz6 una particion a 5 g de cada uno de los dos extractos vegetales, con 10 mL
de agua y tres fracciones de 10 mL de acetato de etilo; las fracciones resultantes
fraccion acuosa residual (FAR) y fraccion de acetato de etilo (FAE) se concentraron a

sequedad con presion reducida.

3.5 ENSAYO BIOLOGICO

3.5.1 ANIMALES DE LABORATORIO

Se prepararon 9 grupos de 3 ratones macho CD-1 (25-35g de peso corporal) por cada
experimento (experimento 1 extractos totales dosis 1 g/kg, experimento 2 extractos
totales dosis 2 g/kg, experimento 3 fracciones acuosa residual y de AcOEt dosis 2 g/kg,
experimento 4 productos puros dosis 10 mg/kg), mantenidos a temperatura ambiente
(22°C) con ayuno de 24 hrs y agua ad libitum, como condiciones previas al
experimento. Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Uso y
Cuidado de Animales; Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI,
IMSS, en acuerdo con los lineamientos para el cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

Figura 3.- Ratones CD-1 marcados para la administracion de las diferentes

muestras.
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3.5.2 MODELO BIOLOGICO

3.5.2.1.-Preparacion de las muestras

Para los extractos totales se prepararon 6 mL de cada una de las dosis administradas,
para cada una de las cuales se peso la cantidad de extracto necesaria para tener las

dosis de 1y 2 g/kg en cada caso ajustandolas a un volumen de 0.5 mL por animal.

3.5.2.2. Determinacion del aumento de transito intestinal y de la excrecion

urinaria

La determinacion del porcentaje relativo de incremento en el transito intestinal se
realiz6 mediante una modificacién de los ensayos descritos por Venkatesan y
colaboradores, asi como por Vogel (Venkatesan et al., 2005; Vogel & Vogel, 2002), con

la siguiente ecuacion.

% relativo de incremento _ peso heces muestra - peso heces del control
en el transito intestinal — peso heces del control

100

El efecto diurético de los extractos fue comparado con el grupo de referencia al cual se

le administro6 la furosemida (Mukherjee, 2002), mediante la siguiente ecuacion.

EU.= orina total X 100

liquido total administrado

Se administraron por via oral (p.o.) 0.5 mL de agua inyectable a cada uno de los
animales de los grupos controles. Por otra parte, se administraron p.o. dos diferentes
dosis de los extractos totales de ambas especies vegetales, una por cada experimento:
1y 2 g/kg de peso. Dichas concentraciones se ajustaron a un volumen final de 0.5 mL

por animal; el seguimiento posterior a la administracion se realizé en intervalos de dos

16
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horas cada uno, hasta un tiempo final de 6 horas. Para cada intervalo de tiempo se

recolectaron las heces y orina excretada por los diferentes grupos de animales.

Las fracciones acuosas residuales y de acetato de etilo se administraron p.o. a la dosis
de 2 g/kg, en los grupos en analisis y como control se administré p.o. agua.

Tres productos puros presentes en ambas especies vegetales (robustaflavona,
amentoflavona y 5-metoxi-2,3-dihidrorobustaflavona) se administraron p.o. a una dosis
de 10 mg/kg, y se compararon contra el farmaco de referencia el cual se administré p.o.

a una dosis de 10 mg/kg.

17
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4. RESULTADOS

4.1 Excrecion urinaria (efecto diurético) inducida por los extractos totales,

fracciones y productos puros.

Tabla 3.- Excrecion de orina acumulada de los ratones a 2, 4 y 6 horas después

de la administracion oral de los extractos totales.

Volumen de orina (ml)

Excrecion

urinaria (E.U.)

Grupo n 2h 4h 6h 2h 4h  6h
Agua(control) 12 0.47:0.15  1.11(0.64)x0.05 1.39(0.28)t0.05 31 74 93
S. lepidophylla 1 g/kg 3 1.01£0.14  1.61(0.60):0.17 1.85(0.24)t0.22 67 107 123
S. lepidophylla 2 g/kg 3 0.69:0.06  1.40(0.71)$0.23 2.05(0.65)x0.03 46 93 137
S. nothohybrida 1 g/kg 3 1.10£0.05  1.52(0.42)+0.08 1.95(0.43)t0.11 73 101 130
S. nothohybrida 2 g/kg 3 0.22¢0.19  1.43(1.21)x0.25 1.83(0.40):0.32 15 95 122

Los datos se presentan con el promedio t el error estandar relativo al promedio, el valor entre paréntesis

corresponde al volumen excretado por cada periodo de muestreo.

Tabla 4.- Excrecidn de orina acumulada de los ratones a 2, 4 y 6 horas después
de la administracion oral de las fracciones FAR y FAE.

Volumen de orina (ml)

Excreciéon

urinaria (E.U.)

Grupo n 2h 4h 6h 2h 4h 6h
Agua(control) 12 0.47+0.15  1.11(0.64)x0.05 1.39(0.28)x0.05 31 74 93
S.I. agua residual 2 g/kg 3 0.33:0.04  0.66(0.33):0.24 0.86(0.2)+0.19 22 44 57
S.I. ACOEt 2 g/kg 3 0.41#0.11  0.58(0.17)t0.16 0.70(0.12)+0.14 27 39 47
S.n. agua residual 2 g/kg 3 1.39+0.23  1.87(0.48)+0.39 2.20(0.33)+0.33 93 125 147
S.n. AcOEt 2 g/kg 3 1.48+0.19  2.27(0.79)¥0.19 2.60(0.33)¥0.40 99 151 173

Los datos se presentan con el promedio t el error estandar relativo al promedio, el valor entre paréntesis

corresponde al volumen excretado por cada periodo de muestreo.
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Tabla 5.- Excrecion de orina acumulada de los ratones a 2, 4 y 6 horas después

de la administracion oral de los productos puros.

Volumen de orina (ml)

Excrecion
urinaria (E.U.)

Grupo n 2h 4h 6h 2h 4h 6h

Furosemida (referencia) 10 mg/kg 12 1.11+0.04 1.65(0.54)+0.10 2.01(0.36)x0.05 74 110 134
Robustaflavona 10 mg/kg 3 2.11+0.18 2.67(0.56)£0.22 3.02(0.35)£0.29 141 178 201
Amentoflavona 10 mg/kg 3 1.11+0.32 1.21(0.10)£0.31 1.67(0.46)x0.35 74 81 111
5-Metoxi-2,3-dihidrorobustaflavona 3 1.27+0.22 2.30(1.03)£0.10 2.34(0.04)+0.10 85 153 156

10 mg/kg

Los datos se presentan con el promedio + el error estandar relativo al promedio, el valor entre paréntesis

corresponde al volumen excretado por cada periodo de muestreo.

4.2 Excrecion de heces (transito intestinal) de los extractos totales, fracciones y

productos puros.

Tabla 6.- Excrecion de heces acumulada de los ratones a 2, 4 y 6 horas después

de la administracion oral de los extractos totales.

Peso de heces eliminados (g)

% de aumento
de Transito
Intestinal (%

T.L)
Grupo n 2h 4h 6h 2h 4h  6h
Agua(control) 12 0.078%0.023 0.152(0.074)0.034  0.229(0.077)%0.043 - - -
S. lepidophylla 1 g/kg 3 0.082+0.027 0.132(0.050)+0.050 0.199(0.067)+0.048 5 0 0
S. lepidophylla 2 g/kg 3 0.111x0.018 0.211(0.100)20.031  0.276(0.065)+0.038 43 39 20
S. nothohybrida 1 g/kg 3 0.098:0.040 0.129(0.031)£0.050 0.207(0.078)+0.054 26 0 0
S. nothohybrida 2 g/kg 3 0.106+0.017 0.438(0.332)+0.120  0.604(0.166)+0.137 37 189 164

Los datos se presentan con el promedio * el error estandar relativo al promedio, el valor entre paréntesis

corresponde al volumen excretado por cada periodo de muestreo.

19




= RESULTADOS

Tabla 7.- Excrecion de heces acumulada de los ratones a 2, 4 y 6 horas después

de la administracion oral de las fracciones FAR y FAE.

Peso de heces eliminados (g) % de aumento
de Transito

Intestinal (%

T.I.)
Grupo n 2h 4h 6h 2h  4h 6h
Agua(control) 12 0.0780.023 0.152(0.074)¥0.034 0.229(0.077)¥0.043 -—  — -
S.I. agua residual 2 g/kg 3 0.370+0.095 0.566(0.196)+0.183 0.730(0.164)+0.164 377 273 218
S.I. AcOEt 2 g/kg 3 0.074+0.043 0.109(0.035)+0.040 0.159(0.050)+0.055 0 0 0
S.n. agua residual 2 g/kg 3 0.387+0.195 0.509(0.122)+0.217 0.612(0.103)+0.250 398 236 167
S.n. AcOEt 2 g/kg 3 0.345:0.019 0.525(0.180)+0.030 0.618(0.093)+0.025 345 246 170

Los datos se presentan con el promedio + el error estandar relativo al promedio, el valor entre paréntesis

corresponde al volumen excretado por cada periodo de muestreo.

Tabla 8.- Excrecion de heces acumulada de los ratones a 2, 4 y 6 horas después
de la administracion oral de los productos puros.

% de
aumento de

Peso de heces eliminados (g)

Transito
Intestinal (%

T.l.)
Grupo n 2h 4h 6h 2h 4h 6h
Furosemida (referencia) 10 12 0.084.10.014 0.166(0.082)£0.018 0.247(0.081)+0.019 8 10 8
mg/kg
Robustaflavona 10 mg/kg 3 0.174£0.026 0.284(0.110)+0.069 0.326(0.042)+0.062 124 87 42
Amentoflavona 10 mg/kg 3 0.060£0.032 0.132(0.072)+0.068 0.179(0.047)+0.063 0 0 o0
5-Metoxi-2,3- 3 0.041+£0.020 0.134(0.093)+0.020 0.180(0.046)+0.008 0 0 o0

dihidrorobustaflavona 10 mg/kg

Los datos se presentan con el promedio + el error estandar relativo al promedio, el valor entre paréntesis

corresponde al volumen excretado por cada periodo de muestreo.
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5.- ANALISIS DE RESULTADOS

La presente investigacién se llevd a cabo en dos etapas. La primera fue la
determinacién del aumento en la excrecion urinaria como indicativo de la actividad
diurética. La segunda fue determinar si las especies vegetales modifican la cantidad de

heces excretadas.

En la medicina tradicional mexicana las especies vegetales S. lepidophyllay S.
nothohybrida son usadas indistintamente como agentes diuréticos por lo que con la
finalidad de aportar evidencias que sustenten este uso indistinto, en la presente
investigacién, la determinacion de ambos parametros biolégicos esta enfocada a
determinar si hay o no diferencias entre estas especies y que una sea sustituto de la

otra.

5.1. Excrecion urinaria.

Excrecion urinaria

150+

/ - S /epidogpohylla1 g/’kg

100- = S /gpidogpohylla2 g/kg

S nothohybrida 1 g/kg

- - S rnothohybrida 2 g/kg

w —— Contra (agua)
50
O-
) 2 a 6 8

Tienmpo (h)

Grafica 1.- Excrecion urinaria (E.U.) acumulada de los extractos totales.
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En la Grafica 1 se observa que ambos extractos vegetales muestran un efecto
diurético similar a la dosis de 1 g/kg comparados con el control (agua) y ligeramente
diferente a la dosis de 2 g/kg en las cuales se observa un ligero decremento en los

volumenes de orina excretados (efecto diurético).

Porciento de orina excretado S lepidophyila1 gkg

60
§40- ------------------
. N
Bopl B oo
;g __________________________ —
o Bl B B
v [ o

Grafica 2.- Porciento de orina excretado a diferentes tiempos por administracion
del extracto total de S. lepidophylla a la dosis de 1 g/kg.

Porciento de orina excretado S. lepidophyilla2 gkg

40
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B
'8 104
X

0-

9 N o
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Grafica 3.- Porciento de orina excretado a diferentes tiempos por administracion
del extracto total de S. lepidophylla a la dosis de 2 g/kg.
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En las Graficas 2 y 3 se puede ver que el extracto total de S. lepidophylla 1 g/kg
muestra su mayor efecto a las 2 horas posteriores a la administracion y este efecto va
disminuyendo gradualmente con el paso del tiempo; mientras que en el caso de la
dosis de 2 g/kg el efecto maximo se logra a las 2 horas y este se mantiene casi

inalterado durante todo el experimento.

Porciento de orina excretado S nothohybrida1 gkg

60

§ a0]
g

S 201
3
S

0

9 > o
Tiempo (h)

Grafica 4.- Porciento de orina excretado a diferentes tiempos por administracion
del extracto total de S. nothohybrida a la dosis de 1 g/kg.

Porciento de orina excretado S. nothohybrida2 g/kg
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Grafica 5.- Porciento de orina excretado a diferentes tiempos por administracion
del extracto total de S. nothohybrida a la dosis de 2 g/kg.
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En las Gréficas 4 y 5 se puede ver que el extracto total de S. nothohybrida
muestra su mayor efecto en las primeras dos horas después de la administraciéon a una
dosis de 2 g/kg y disminuye considerablemente conforme avanza el tiempo; por otro
lado podemos ver que a la dosis de 2 g/kg el efecto maximo se presenta a las cuatro
horas posteriores a la administracion y que este efecto disminuye de manera notable

con el paso del tiempo.

Excrecion urinaria
200+
-~ S/ aguaresidua 2 g/kg
-+ S/ AcCE2gkg
-+ Sn aguaresidual 2 gkg
1501 Sn AcCH 2g/kg
-~ Contral (agua)
3
u 1004
504
0
0 2 a 6 8
Tienpo (h)

Grafica 6.- Excrecion urinaria acumulada por administracion de las fracciones
FAR y FAE.

En la Grafica 6 podemos observar que de las fracciones obtenidas de la particion
de agua-AcOEt, las correspondientes a la especie S. lepidophylla no muestran ningun
efecto; mientras que las FAR y FAE de la especie S. nothohybrida muestran un efecto

diurético considerable al compararlas con el control.
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Grafica 7.- Porciento de orina excretado a diferentes tiempos por administracion
de la FAR de S. nothohybrida.

Porciento de orina excretado S. nothohybrida FAE

60

R
£
8 20
3
R

0

9 N o
Tienmpo (h)

Grafica 8.- Porciento de orina excretado a los diferentes tiempos por
administracion de la FAE de S. nothohybrida.

En las Graficas 7 y 8 se puede ver que ambas fracciones tienen un efecto simil

ar

ya que en ambos casos el efecto maximo se presenta a las dos horas y que dicho

efecto va disminuyendo conforme pasa el tiempo.
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Los metabolitos mayoritarios puros de ambas especies

(robustaflavona,

amentoflavona y 5-metoxi-2,3-dihidrorobustaflavona) fueron aislados previamente, y

fueron estudiados con el mismo tipo de bioensayos.

Excrecidn urinaria compuestos puros

-~ Contrd (agua)
& Referencia(furoserida 10ng/kg)
2004 -+ Amentoflavona 10 ng/kg
Robustaflavona 10 ng/kg
-~ 5-met-2,3-DHRBF 10 ng/kg
1501 » —*
=)
w
100+
50+
0
0 2 a 6 8
Tiempo (h)

Grafica 9.- Excrecion urinaria acumulada de los compuestos puros comparados

con el control y la referencia.

En la Grafica 9 se observa que los tres compuestos puros estudiados producen

efecto diurético, siendo la amentoflavona la que presenta la menor actividad, estando

s6lo en las primeras dos horas con los mismos niveles de excrecion que la referencia

(furosemida) y por debajo de esta conforme pasa el tiempo de muestreo, mientras que

la robustaflavona y la 5-metoxi-2,3-dihidrorobustaflavona estdn en todo momento por

encima de los valores de excrecion de la referencia.
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Grafica 10.- Porciento de orina excretado a diferentes tiempos por administracion
del producto puro robustaflavona.

En la Gréfica 10 se observa que la robustaflavona presenta su efecto maximo a

las 2 horas y que este efecto disminuye notablemente con el paso del tiempo.

Porciento de orina excretado amentoflavona
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Grafica 11.- Porciento de orina excretado a diferentes tiempos por administracion
del producto puro amentoflavona.
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En la Grafica 11 se observa que la amentoflavona tiene su efecto maximo a las

dos primeras horas y que este efecto disminuye drasticamente a las cuatro horas y que

se incrementa nuevamente a las seis horas.

Porciento de orina excretado 5-metoxi-2,3-dihidrorobustaflavona
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Grafica 12.- Porciento de orina excretado a diferentes tiempos por administracion
del producto puro 5-metoxi-2,3-dihidrorobustaflavona.

En la Gréfica 12 podemos ver que la 5-metoxi-2,3-dihidrorobustaflavona tiene su
efecto maximo a las 2 horas y que este efecto disminuye ligeramente a las cuatro horas

para ser practicamente ausente a las seis horas.
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5.2 Excrecion de heces.

Transito intestinal extractos totales

%] E& contrd (agua)
B3 S lepidophyllal gkg
E S nothohybrida1 gkg
i 2 [ S lepidophyila2 gkg
5 é S notthohybrida 2 ghkg
E 0a %
%
/
%
%
.
0.0- A
9 N o
Tiempo (h)

Grafica 13.- Transito intestinal de los extractos totales comparados con el
control; las barras de error corresponden al error estandar relativo al promedio.

En la Gréafica 13 se puede ver que se presenta un incremento similar en la
excrecion de heces a las 2 y 4 horas excepto S. nothohybrida 2 g/kg la cual a partir de
las 4 horas es su efecto es mayor.
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Porciento de incremento en el transito intestinal

2007 7 Control (agua)
% . EA S lepiagoyilaigkg
150 % | = s romoytricat gig
% % [0 S lgoidophylia2 gkg
é é S nothohybrida 2 g/kg
X 100 / %
% %
% /
® i . .
0B ___MU ___ol
J _=BlH ___lZ .
9 > ©
Tienpo (h)

Grafica 14.- Porciento de incremento en el transito intestinal (heces excretadas)
por administracion de los extractos totales considerando al control como 0%.

En la Gréfica 14 podemos ver que la especie S. nothohybrida a la dosis de 2
g/kg presenta el mayor incremento en las heces excretadas y que el mayor efecto se
presenta a las cuatro horas posteriores a la administraciéon del extracto y que dicho
efecto disminuye a las seis horas, mientras que la especie S. lepidophylla tiene su
mayor incremento en la excrecion de heces a las 2 horas el cual se mantiene hasta las
cuatro horas y disminuye a las seis horas; es de notar que en ambas especies el efecto
es minimo a la dosis de 1 g/kg ya que sélo se observa ligeramente a las dos horas y
desaparece posteriormente.
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Transito intestinal fracciones
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Grafica 15.- Transito intestinal (heces excretadas) con las fracciones de los
extractos, comparadas con el control, las barras de error corresponden al error
estandar relativo al promedio.

En la Grafica 15 podemos observar que de las fracciones obtenidas de la
particibn agua-AcOEt de ambas especies todas presentan un incremento en la
excrecion de heces con excepcidn de la fraccién de AcOEt de S. lepidophylla la cual no

presenté ningun incremento.

Porciento de incremento en el transito intestinal de las fracciones

Contral (agua)
S/I. FAR2 gkg
400+ S /1. FAE 2 gkg
= - Sn FAR2 gkg
== Z
3004 = é Sn FAE 2 gkg
¢ = - =
2 > 6
Tienpo (h)

Grafica 16 Porciento de incremento en el transito intestinal (heces excretadas)
por administracion de las fracciones FAR y FAE comparadas con el control.
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En la Gréafica 16 podemos ver que en el caso de las tres fracciones que

presentaron actividad, el efecto maximo se present6 a las dos horas siendo el mayor el

correspondiente a la fraccién acuosa residual de S. nothohybrida y que dicho efecto

disminuyé gradualmente hasta la ultima determinacién; es de notar que el efecto

disminuye de manera mas lenta en la fraccion acuosa residual de S. lepidophylla en la

cual, a pesar de que disminuye, se mantiene por encima de las fracciones de S.

nothohybrida a partir de las cuatro horas.

0.57

0.4

0.3+

Peso (g)

0.2

0.1

0.0-

Transito intestinal de los compuestos puros
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Grafica 17.- Transito intestinal de los compuestos puros comparados contra el

control y contra la referencia, las barras de error corresponden al error estandar

relativo al promedio.

En la Grafica 17 podemos ver que de los tres compuestos puros analizados solo

la robustaflavona muestra un incremento en la cantidad de heces excretadas.
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Porciento de incremento en el transito intestinal de los compuestos
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Grafica 18.- Porciento de incremento de transito intestinal (heces excretadas) por

administracion de los compuestos puros considerando al control como cero.

En la Gréafica 18 se observa que la robustaflavona muestra su maximo efecto a

las dos horas y que dicho efecto disminuye gradualmente conforme pasa el tiempo, es

de notar que la referencia utilizada en diuresis muestra un ligero incremento en la

cantidad de heces excretadas y que dicho efecto se mantiene casi constante en todo el

experimento.
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6.- CONCLUSIONES

e Los extractos de las especies vegetales Selaginella lepidophylla y S.
nothohybrida estudiadas presentan un incremento en la excrecion de orina y en

la excrecion de heces lo cual sustenta el que se expendan indistintamente.

e El mayor incremento de la excrecién urinaria del extracto total de la especie
vegetal S. lepidophylla se tiene a las dos horas a la dosis de 1 g/kg, mientras
que el incremento maximo a la dosis de 2 g/kg se logra a partir de las dos horas
y se mantiene hasta las seis horas; por otra parte el extracto total de S.
nothohybrida alcanza el maximo incremento en la excrecion de orina a las dos

horas con la dosis de 1 g/kg y a las cuatro con la dosis de 2 g/kg.

e El| efecto de incremento en la excrecion de heces de los extractos totales se
presenta a una dosis de 2 g/kg en ambas especies vegetales, siendo S.
nothohybrida mucho mas activa que S. lepidophylla a partir de las cuatro horas.

e Por los resultados observados en el experimento correspondiente a la
evaluacion de las fracciones acuosas residuales y de AcOEt, se puede suponer
que existen diferencias en los componentes quimicos responsables de las

actividades biol6gicas evaluadas.

e Los compuestos mayoritarios robustaflavona y 5-metoxi-2,3-
dihidrorobustaflavona aislados de la especie vegetal S. nothohybrida presentes
en ambas especies son algunos de los compuestos responsables del efecto
diurético del preparado tradicional medicinal (decoccién).

e EI metabolito mayoritario robustaflavona aislado de la especie vegetal S.

nothohybrida presente también en la especie S. lepidophylla es uno de los
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compuestos responsables del efecto de incremento en la excrecidén de heces del
extracto total.
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