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1.-INTRODUCCION

1.1.- Medicina Tradicional

La medicina tradicional ha tomado una gran relevancia en los ultimos
afos, en particular en el uso de las plantas, como una fuente
potencial para la obtencidn de agentes terapéuticos Uutiles en el
tratamiento de diversas enfermedades que afectan a un gran sector
de la poblacién que incluyen trastornos renales, diabetes, diarrea,
cancer, entre otros. Por mucho tiempo, en México y en el mundo la
investigacién cientifica de la flora medicinal se realizd sin atender
adecuadamente su uso tradicional, se daba por hecho que los
problemas de salud de la poblacién tendrian su solucién en la
medicina alopatica, sin embargo, al paso del tiempo se descubrié que
estos no fueron suficientes para atender los problemas prioritarios de
salud, ademas sus costos cada dia son mas elevados muchas veces
inaccesibles para amplios sectores de la poblacion, los cuales siguen
dependiendo de las plantas medicinales (Osuna, 2005). Se considera
gue el 80% de la poblacién hace uso en la actualidad de las plantas

medicinales para la atencién primaria de la salud (Haya, 2005).

1.2.- Diuréticos

Los rifones cumplen un papel primordial en el buen funcionamiento
de nuestro organismo ya que por medio de ellos se excretan las
sustancias de desecho a través de la eliminacion de agua vy
electrolitos. Ademas de contribuir a mantener el volumen y el pH de
los liquidos corporales dentro de los limites adecuados. La unidad
funcional del rindn (a) es la nefrona (b) que consta de un glomérulo,
dos tubulos contorneados uno proximal y otro distal, del asa de Henle

y un conducto colector, Figura 1 (Vazquez, 2002).
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Figura 1.- (a) Anatomia del rifidn, (b) anatomia de la nefrona

La palabra diurético procede del vocablo griego “diouretikos”, que
significa “produciendo orina”, por definicidon un diurético es una
sustancia que promueve o estimula la produccién de orina (Gary,
2008).
Los farmacos diuréticos constituyen un grupo de compuestos
terapéuticos que producen una alteracion en el transporte idnico de la
nefrona, produciendo un incremento en la excrecion renal de agua y
electrolitos, por lo que se utilizan en el tratamiento de la hipertensién
arterial y de todo tipo de edemas.
Actlan sobre la funcion tubular de la nefrona y se clasifican en dos
clases de acuerdo a su sitio de accidon y a su efecto terapéutico o
farmacoldgico:

e El principal sitio de accién (tubulo contorneado proximal, asa

de Henle y tubulo contorneado distal (Figura 1).
e Segun el efecto del farmaco sobre la concentracién de iones de

sodio u otros iones en el liquido tubular (Guyton et al., 2006).



De acuerdo al segmento de la nefrona sobre el cual ejercen su accion

los

farmacos diuréticos, provocardn un patrén caracteristico de

eliminacion de agua y/o electrdlitos (Figura 2) (Marco et al., 2007), y

se cl

asifican en cinco tipos:

B)

'l'xg/}luﬁ fubulo @

contorneado Ahorradores
distal de potasio

Inhibidores
de la anhidrasa carbonica

Tibulo —_—
contorneado /
proximal

Furosemida Porcion

@ cartical
del tubo colector
s
@ m Rama ascendente

O gruesa del Asa de Henle

Porcion medular
del tubo colector

Figura 2.- Sitios de accidén de los diuréticos

Las tiacidas son farmacos que ejercen su efecto a nivel del asa
de Henle y del tubulo contorneado distal en donde inhiben la
reabsorciéon de los iones sodio y cloruro, con lo cual se
incrementa la salida de ambos iones y agua, ejemplo

hidroclorotiacida (1).

Cl ¢
N\|
- s/ NH
H,NO,S / \
O ) (1)



Los diuréticos del asa de Henle que actiuan bloqueando la
reabsorcién de los iones cloruro y sodio a lo largo de la rama
ascendente del asa de Henle y a nivel del tubulo contorneado
proximal. Son los mas potentes que existen, su efecto es muy
rapido y se pone de manifiesto cuando la filtracién glomerular

esta muy disminuida, ejemplo furosemida (2).

O OH
S )
0

o NHCH,

H,N S

o) Cl

(2)

Diuréticos ahorradores de potasio también conocidos como
inhibidores de la aldosterona porque bloquean a los receptores
de esta hormona impidiendo la reabsorcion de agua y de sodio
a nivel del tdbulo contorneado distal, también bloquean el
intercambio sodio-potasio facilitando la excrecion de sodio y la

retencion de potasio, ejemplo espironolactona (3).

(3)



e Los diuréticos inhibidores de la enzima anhidrasa carbdnica que
actian a nivel del tubulo proximal inhibiendo a la enzima
anhidrasa carbonica y facilitando el intercambio de sodio por
hidrogeniones que permiten la reabsorcion de sodio y la

excrecion de hidrogeniones, ejemplo acetazolamida (4).

\S/ oo
N
HZN/ \( /7/ Y
NN O (a)

e Los diuréticos osmoticos que actian a nivel del tubulo proximal
disminuyendo la reabsorcion de agua al aumentar la
osmolaridad del plasma y el liquido tubular renal, produciendo
una inhibicidn osmdtica del transporte de agua en el tubulo
proximal y disminuyendo el gradiente de absorcion pasiva del
sodio en la rama ascendente del asa de Henle ejemplo el
manitol (5) (Guyton et al., 2006).

OH OH

Todos los diuréticos, excepto la espironolactona, se eliminan
inalterados por el rifidn. Los diuréticos del asa de Henle y las tiacidas
llegan al sitio de accién, que generalmente es un canal transportador

de sodio en la rama ascendente del asa de Henle o en el tubulo



contorneado distal, fijandose al lado luminal de la célula tubular
inhibiendo asi el canal transportador.

La espironolactona, por el contrario, se transforma en canrenoato de
potasio, una sustancia activa, responsable del efecto diurético. Su
mecanismo es intracelular, inhibe competitivamente la accién de la
aldosterona, a nivel de su receptor especifico, impidiendo que ésta
active la sintesis de la proteina responsable del intercambio sodio-

potasio a nivel renal (Vergel et al., 2009).

1.3.-Plantas de México empleadas como agentes diuréticos.

En México las plantas medicinales constituyen uno de los principales
recursos terapéuticos tanto en el medio rural como suburbano, donde
los servicios de atencidon médica son escasos.

En este sentido, México cuenta con una extensa variedad de plantas
medicinales utilizadas como agentes: antiespasmadicos,
antidiarreicos, antibacterianos, antiinflamatorios, antifingicos vy
diuréticos, entre otros (BDMTM, 2011).

Una revision en la literatura sobre la flora medicinal Mexicana, indica
que alrededor de 279 especies vegetales, presentan una actividad
diurética, pero no en todos los casos se ha comprobado
cientificamente su accion terapéutica (BDMTM, 2011; Antro, 2004;
Aguilar et al., 1994).

De entre estas especies vegetales a las que se les han realizados
estudios farmacoldgicos se encuentran: Equisetum hyemale,
Kalanchoe pinnata, Petroselinum crispum y Zea mays, llamadas
popularmente: cola de caballo, hoja de bruja, perejil y maiz
respectivamente (Xu et al., 1993; Muzitano et al., 2011; Alyami et
al., 2011; Veldzquez et al., 2005; Germosen, 2005; Amarillis et al.,
1998).

De las plantas mencionadas con actividad diurética para el desarrollo
del presente proyecto de investigacion se seleccionaron los estilos de

la especie vegetal Zea mays L. cultivada en México, debido a que en
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la literatura no se encuentran reportes acerca del efecto diurético del
extracto etandlico de los estilos de la especie vegetal recolectada en
México.

1.4.- Generalidades de Zea mays L.

La antigliedad del maiz, planta originaria de América data desde hace
7000 anos. Su nombre botanico es Zea mays L. y pertenece a la
familia de las Gramineas (Arango, 2006).

Esta especie, es una planta herbacea, anual, erecta, de tallos
macizos, nudoso y fibrosos, con hojas alternas y envainadas, sus
flores masculinas estan agrupadas en espigas terminales, mientras
que las femeninas estan dispuestas en estructura gruesa. Las
semillas o granos son de diversos tamanos usualmente amarillos,
aunque existen variedades blancas, rojas, purpureas e incluso
negras, de los gérmenes de las semillas brotan filamentos de
apariencia sedosa, los cuales surgen en el extremo de la mazorca,
como cola de caballo (Arango, 2006), estos son los estilos (estigmas)
a los cuales se les denomina cominmente como cabellos del maiz
(Figura 3).

A

Figura 3.- (a) Fruto de Zea mays L. (b) estilos de Zea mays L
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De los estilos de la planta se han aislado metabolitos de tipo:
monoterpenoides [1,8-cineol (6), geraniol (7), limoneno (8) y a-
terpineol (9)]; esteroides [p-D-gluco-sitosterol (10) y pg-sitosterol
(11)]; flavonoides [cianidina (12), luteoforol (13), apiforol (14) y
pelargonidina (15)]; compuestos aromaticos simples [benzaldehido
(16), bifenilo (17) y naftaleno (18)]; y otros compuestos
[metilbutano (19) y 2-pentilfurano (20)] (Cuadros 1-5) (Germosen,
2005).

Cuadro 1.- Monoterpenoides aislados de los estilos de Zea mays L.

A
| CH,OH
(6) (7)

OH

NN
N (8) (9)




Cuadro 2.- Esteroles aislados de los estilos de Zea mays L.

/

HO

OH
HO\

HO (10)

HO (11)
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Cuadro 3.- Flavonoides aislados de los estilos de Zea mays L.

OH
OH
+
HO @)
¢
=
OH
OH
S >
|
OH
OH (13)
OH
HO
\ O O
OH
OH (14)
OH

(15)

11




Cuadro 4.-Compuestos aromaticos aislados de los estilos de Zea
mays L.

“ O
(16) (17)

(18)

Cuadro 5.-Otros compuestos aislados de los estilos de Zea mays L.

/ A\

)\/ ’
(19) CH3 (20)
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Tradicionalmente en América los estilos del maiz se utilizan para el
control de algunos trastornos renales.

Las propiedades diuréticas que se le atribuyen a los estilos de Zea
mays L., se han demostrado en estudios realizados sobre algunas
especies colectadas en Guatemala, donde la infusién a las dosis de
750 y 1000 mg/kg en ratas presentd una actividad diurética, sin
embargo esta actividad no fue significativa comparada con el farmaco

furosemida utilizado como control (Amarillis et al., 1998).

2.- Planteamiento del problema

En México los estilos de Zea mays L. son utilizados popularmente
para el tratamiento de padecimientos renales como: la inflamacién de
los riflones, las piedras en la vejiga, limpiar las vias urinarias, orina
retenida, rindn tapado, mal de orin, dolor de riflones y como diurético
(BDMTM, 2011). En este sentido, es importante mencionar que en la
actualidad no hay reportes o estudios cientificos sobre el efecto
diurético de los estilos de Zea mays cultivado en México.

En la literatura se encuentran descritos el efecto diurético de los
extractos de hexano, cloroformo, metanol y acuoso de muestras
recolectadas en Guatemala y del extracto acuoso del olote en
muestras recolectadas en Brasil (Amarillis et al.,1998 ; Velazquez et
al., 2005).

Por lo anterior, surge la siguiente pregunta, si el extracto de los
estilos de Zea mays cultivado en México tiene efecto diurético.

De lo expuesto anteriormente surge esta investigacion con el
propdsito de determinar el efecto diurético de los estilos de Zea mays
midiendo el aumento de la excrecion urinaria causado por el extracto

etandlico en ratones de la cepa CD-1.
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3.- Objetivos

3.1.- Objetivo general

Determinar el aumento de la excrecion urinaria en un modelo murino
causado por el extracto etandlico de los estilos de la especia Zea

mays.

3.2.- Objetivos particulares

# Obtener el extracto etandlico de los estilos de Zea mays.

# Determinar el efecto diurético del extracto, fracciones vy
sacarosa a las dosis de 1 g/kg, 100 mg/kg y 10 mg/kg
respectivamente en ratones de la cepa CD-1.

# Determinar la CEnax para obtener la dosis a la cual se observa
el mayor efecto diurético de el extracto etandlico de los estilos
de Zea mays L.

# Aislar al menos uno de los compuestos que induzca diuresis a

partir del extracto etandlico de los estilos de Zea mays L.

4.- Hipotesis

Si la informacion etnomédica existente en México sobre el uso de los
estilos de Zea mays como agente diurético es verdadera entonces se
espera que los productos obtenidos a partir de los estilos de Zea
mays causen un aumento en la excrecion urinaria en los ratones de la

cepa CD-1.

5.- Material y método
5.1.- Equipo y material de laboratorio
# Balanza analitica
# Balanza para el pesado de animales
# Bolsa de residuos bioldgico infecciosos
# Bomba de alto vacio
# Cajas metabdlicas (Maryland plastics)
# Cromatofolios de Al TLC 20 x 20 cm silica gel Fasq4

14



Espatula

Embudo de separacion
Frascos viales

Guantes de latex desechables
Jeringa para insulina 1 mL
Pipeta graduada de 10 mL
Rotaevaporador

Soporte universal

® @ PP PP e e

Sonda esofagica

5.2.- Reactivos

Etanol R.A.

Agua inyectable
Furosemida (Merck)
Acetona R.A

CH,CI; R.A

® @& & & @

5.3.- Recoleccidon del material vegetal

La recoleccién de la especie vegetal objeto de este estudio, se llevo a
cabo en la delegacion de San Pedro Tladhuac, D.F.

Una muestra de la planta se depdsito en el herbario del Instituto
Mexicano del Seguro Social y fue identificada por la M en C. Abigail
Aguilar, Voucher 15569.

5.4.- Animales de laboratorio

Para las pruebas farmacoldgicas realizadas se emplearon ratones de
la cepa CD-1 con un peso entre 20-30 g. Los animales se
mantuvieron bajo condiciones estandar de bioterio y con un ayuno de
12 horas con libre acceso de agua, de acuerdo con los lineamientos
para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z00-
1999).
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5.5.- Preparacion del extracto etandlico

Para la preparacion y obtencion del extracto etandlico de los estilos
de Zea mays se utilizaron 224 g de estilos los cuales se colocaron en
maceracién con etanol (4 L x 2 veces x 1 semana) a temperatura
ambiente, el etanol se elimino con ayuda de un rotaevaporador a
presidon reducida hasta sequedad.

Este proceso genero un residuo de 26.4 g de un extracto oleoso rojo
el cual se mantuvo en un frasco sellado y en refrigeracion a 4 © C

hasta su uso.

5.6.- Preparacion de las muestras a evaluar (extracto, fracciones y
sacarosa) y farmaco control.

El extracto etandlico fue administrado a las dosis de: 1 g/kg, 2 g/kg,
3 g/kg y 4 g/kg; las fracciones organicas a una dosis Unica de 100
mg/kg (FrDCM, FrAcOEt y FrAcR); los compuestos y farmaco control
a una dosis de 10 mg/kg (sacarosa y furosemida). Para su
administracion las muestras fueron disueltas en 1 mL de agua

inyectable y se administraron por via intragastrica.

5.7.- Obtencién de las fracciones FrDCM, FrAcOEt y FrAcR
Para la obtencion de fracciones organicas se realizd una particion,
para lo cual se emplearon 19.8 g del extracto los cuales se
suspendieron en 50 mL de EtOH acuoso al 10%, posteriormente se le
adiciond CH,Cl, (100 mL x 2) se agitd y se dejaron separar las fases
(acuosa y CH,CL;), por ultimo se adiciond AcOEt (100 mLx 2)
Al cabo de este proceso se obtuvieron 3 fracciones organicas:

1. FrDCM (2 g, 87.5% efecto diurético).

2. FrAcOEt (0.5 g, 112.5% efecto diurético)

3. FrAcR (16 g, 212.5% efecto diurético)
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Cuadro 6.- Diagrama del fraccionamiento del extracto etanolico

Particidon
EtOH acuoso al
10% (50mL) /

CH,ClI,
(100 mL x 2)

E2
&3

-

AcOEt
(100 mL x 2)

Fraccionamiento
secundario
‘ ‘ C.C.A ‘
C.C.F
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5.8.- Analisis Cromatografico

La cromatografia de adsorcion se realizd utilizando gel de silice (60
Merck, 0.063-0.200 mm). La cromatografia en capa fina (ccf) se
realizd sobre placas de aluminio (cromatofolios en aluminio TLC 20 x
20 cm silica gel 60 F,54 Merck) utilizando como eluyente una mezcla
de EtOH- Acetona- H,O en una proporcion 3:3:1

Los agentes cromogenos empleados se muestran en la Tabla 1

Tabla 1.- Agentes cromdgenos utilizados para los analisis

cromatograficos en capa fina

Agente Composicién

cromégeno

Ninhidrina 60mg Ninhidrina + 20 mL etanol + 0.6 mL acido
acético

H,S04 al 10 % 10 mL H3SO04

5.9.- Fraccionamiento secundario de la fracciéon acuosa.

La fraccion acuosa residual (FrAcR, 5 gr) fue sometida a un
fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta,
empleando como fase estacionaria gel de silice; utilizando como
eluyente una mezcla de EtOH-Acetona-H,0 (3:3:1) Tabla 2.

Al cabo de este proceso, se obtuvieron 31 fracciones de 20 mL cada
una, las cuales fueron agrupadas de acuerdo a sus similitudes

cromatograficas en 5 grupos de fracciones secundarias.
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Tabla 2.-Resumen del fraccionamiento secundario de la FrAcR

Eluyente Proporcion | Fracciones | Fraccién combinada
EtOH-Acetona-H,0 3:3:1 1-5 FrAcR-I (1-8)
EtOH-Acetona-H;0 3:3:1 6-8

EtOH-Acetona-H-,0 3:3:1 9 FrAcR-II (9)
EtOH-Acetona-H-0 3:3:1 10-13 FrAcR-III (10-16)
EtOH-Acetona-H;0 3:3:1 14

EtOH-Acetona-H;0 3:3:1 15-16

EtOH-Acetona-H,0 3:3:1 17-22 FrAcR-1V (17-22)
EtOH-Acetona-H;0 3:3:1 23-25 FrAcR-V (23-31)
EtOH-Acetona-H;0 3:3:1 26-28

EtOH-Acetona-H;0 3:3:1 29-31

5.10.- Ensayo bioldgico

Para el ensayo farmacoldgico se emplearon grupos de 6 ratones, a los
grupos de prueba se les administré el extracto organico, las
fracciones y la sacarosa; al grupo control se les administro
furosemida y al blanco se le administré solo el vehiculo (1 mL de
agua inyectable) por via intragastrica y se colocaron en jaulas
metabdlicas (Maryland plastics), se determino el efecto de induccidn
de orina, pH, densidad y concentracion de NaCl (mg/mL) en intervalo

de 2 horas por medicién durante 4 horas.

6.- Resultados
En la Tabla 3 se resumen las dosis, el porcentaje de orina excretada,
la densidad, el pH y la concentracién de NaCl determinados al

administrar el extracto, fracciones, sacarosa y farmaco control.
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Tabla 3.- Dosis, porcentaje de orina excretada, densidad, pH vy

concentracion de NaCl determinados al administrar el extracto
organico, fracciones y sacarosa.
Compuesto Dosis Volumen % de orina | Densidad pH NaCl
promedio de | excretada
orina por mg/mL
animal *

Agua inyectable 1mL 0.32mL | - 0.89 6.0 0
Extracto etandlico lg/kg 0.41 mL 28.1 0.91 6.5 25.11
Extracto etandlico 2g/kg 0.49 mL 53.1 0.93 6.7 28.39
Extracto etandlico 3g/kg 0.76 mL 137.5 nd 6.9 34.95
Extracto etandlico 4g/kg 0.26 mL 0 1.10 5.9 9.53

FrDCM 100 mg/kg 0.6 mL 87.5 0.84 6.2 16.09
FrAcR 100 mg/kg 1mL 212.5 0.92 6.6 11.58
FrAcOEt 100 mg/kg 0.68 mL 112.5 0.98 6.0 26.75
Furosemida 10mg/Kg 2mL 524.9 0.90 5.9 4.20
FrAcR-I 10 mg/kg 0.82 mL 156.2 0.92 6.1 16.91
FrAcR-IIl 10 mg/kg 0.92 mL 187.5 0.96 5.9 14.45
(sacarosa)
FrAcR-V 10 mg/kg 0.76 mL 137.5 0.96 5.6 8.71

*Equivale al volumen promedio de orina en mL correspondiente a una n=6

7.- Discusion de resultados

Se realiz6 el fraccionamiento preliminar del extracto etandlico de los

estilos de Zea mays L., los estilos fueron extraidos por maceracién

con etanol, al extracto resultante se le determind CEmax, de induccién

de orina, pH y concentracidon de NaCl.

El efecto méximo se observdé a una dosis de 3 g/kg con 137.5%

relativo al agua (Gréafica 1).
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Aumento del % de orina excretada en

el extracto etanolico a distintas dosis

150 137.5

Porcentaje de 100 531
orinaexcretada g 28.1

0]
0]

Extr. Etandlico Extr. Etandlico Extr. Etandlico Extr. Etandlico
1g/Kg 2g/Kg 3g/Kg 4g/Kg
Extracto etanolico

Grafica 1.- Concentracion del efecto maximo del extracto etandlico de

Zea mays L. a diferentes dosis.

Con respecto a la densidad esta se incrementa al aumentar la dosis,
lo cual indica que el extracto provoca un aumento en la salida de
solidos.

En el caso del pH se obtuvo un pH mayor a la dosis de 3 g/kg
indicando una alcalinizacién de la orina.

En lo que se refiere a la concentracién de NaCl determinada en la
orina se observa que la mayor concentracion de eliminacién fue de
34.95 mg/mL a la dosis de 3 g/kg.

Posteriormente se procedidé al fraccionamiento del extracto mediante
particion con CH,Cl, y AcOEt, de las fracciones obtenidas la que
mostré una mejor actividad fue la FrAcR con un 212.5% de efecto
diurético a una dosis 30 veces menor que el extracto organico.

En la Grafica 2 se ilustran los valores obtenidos del porcentaje de

orina excretada para las 3 fracciones organicas evaluadas.
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Aumento del % de orina excretada en
las fracciones
300 2125
p?rcentaje de 200 975 112.5
orinaexcretada 1qQ
0]
FrDCM FrAcR FrAcOEt
fracciones obtenidas del extracto etanolico

Grafica 2.- Porcentaje de orina excretada obtenido al administrar la
FrDCM, FrAcR y FrAcOEt.

Por ultimo, la FrAcR se sometié a un fraccionamiento secundario por
cromatografia en columna abierta al cabo del proceso cromatografico
se obtuvieron 5 fracciones las cuales fueron: FrAcR-I, FrAcR-II,
FrAcR-III, FrAcR-IV y FrAcR-V.

A partir de la FrAcR-III se identificé por cromatografia en capa fina al
metabolito primario sacarosa presentando un efecto de induccién de
orina (156.2%) a una dosis 300 veces menor (10mg/mL) que el
extracto de origen.

En la Grafica 3, se observan los valores de porcentaje induccién de
orina para las fracciones y producto obtenido relativo al farmaco

control (furosemida).
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Porcentaje de orina excretada al administrar la
sacarosa, fracciones y el farmaco control
600 524.9
500
400
Pprcentaje de 300
orina excretada 1875
200 156.2 . 1375
100
0
furosemida FrAcR-| FrAcR-llI FrAcR-V
Farmaco control y productos

Grafica 3.- Porcentaje de orina excretada obtenido al administrar la

sacarosa (FrAcR-III) , fracciones y farmaco control.

Se observa que la sacarosa es el producto de mayor eficacia pero no
es comparable con respecto al fdrmaco control.

Estos resultados son consistentes con respecto a lo realizado en
Guatemala (Amarillis et al., 1998).
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8.- Conclusiones

@ Se realizé el estudio preliminar del extracto etandlico de los
estilos de Zea mays L. lograndose obtener extracto, fracciones
y un metabolito primario (sacarosa).

@ Al extracto se le determind CEqax encontrandose que a la dosis
de 3 g/kg tiene su efecto maximo de 137.5% de aumento de
excrecion urinaria.

@ La sacarosa, fue el producto que presento un mayor efecto de
induccidn de orina

@ Los resultados obtenidos sustentan en parte el uso de los
estilos de Zea mays L. en la medicina tradicional como agente

diurético.
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