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RESUMEN

El presente trabajo describe la investigacion realizada a las plantas medicinales
Selaginella nothohybrida Valdespino y S. wrightii Hieron, con la finalidad de
comprobar el uso ethnomédico que se les atribuye. Las especies antes mencionadas asi
como S. lepidophyla (Hook. & Grev.) Spring y S. pallescens (C. Presl) Spring con amplio
uso en la medicina popular mexicana forman parte de un complejo de plantas
medicinales comunmente designadas como “doradillas”; sin embargo, no existen

reportes en la literatura que permitan justificar el uso y comercializacion de éstas.

Aplicando la experimentacion farmacolégica necesaria se establecid la eficacia
de los compuestos puros mayoritarios aislados de S. wrightii asi como de compuestos
puros mayoritarios y el extracto acuoso de S. nothohybrida como agentes diuréticos.
Para realizar este experimento fue necesario emplear un modelo de diuresis en ratén,
encontrandose que el compuesto que presenta mayor actividad diurética es el azdcar
trehalosa, el cual se presenta en grandes cantidades en estas especies de selaginellas.
Por lo que respecta a los biflavonoides mayoritarios evaluados de estas especies,
amentoflavona y robustaflavona presentan actividad diurética estadisticamente
similar; sin embargo, (S)-2,3-dihidrorobustaflavona no result6 activa y el extracto
acuoso de S. nothohybrida fue menos activo que los compuestos puros evaluados. Por
otra parte la evaluacién de estos compuestos conjuntamente con inhibidores de las
enzimas ciclooxigenasas (COX) mostré que la enzima COX-2 juega un papel muy
importante para que se lleve a cabo el mecanismo por el cual los compuestos puros y

el extracto acuoso desencadenan su efecto diurético.

La evaluacion del efecto diurérico de compuestos puros y el extracto acuoso de
S. nothohybrida proporciona una base cientifica que avala el uso etnomédico que se le
da a la “doradilla”, e indirectamente podemos sugerir que probablemente otras
especies como S. wrightii, S. lepidophyla y S. pallescens con contenido metabdlico

similar pueden presentar actividad diurética.
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Estimaciones recientes indican que México ocupa el quinto lugar en el mundo
en mega diversidad después de Brasil (56 000), Colombia (35 000), China (27 000) y
sudafrica (23 420), con flora que va desde clima templado hasta tropical. De acuerdo
a estudios a nivel nacional hay alrededor de 22 259 especies de plantas vasculares en
México y mas de 3350 de éstas forman parte de la flora medicinal, y un buen
testimonio de la eficacia y el valor cultural de estas especies constituyen su

permanencia en el mercado mexicano contemporaneo (Villasefior & Ortiz, 2012).

Independientemente de su riqueza y variedad, solamente un pequefio
porcentaje de la flora medicinal mexicana ha sido investigada desde el punto de vista
fitoquimico o farmacologico. Asi, las plantas medicinales de México son una fuente
importante de compuestos bioactivos inexplorados. Muchos farmacos y agentes de
control de plagas se emplean en la actualidad ya que las plantas que los originan han
tenido un uso conocido por culturas indigenas. Los estudios se han conducido
siguiendo el enfoque considerado como mas exitoso para el descubrimiento de
principios activos, el aislamiento guiado por bioensayos. Asi, en muchos casos el
material vegetal es seleccionado de acuerdo al criterio etnomédico y

quimiotaxon6mico.

Un gran nimero de personas de diversas comunidades utiliza materias primas
vegetales como una alternativa terapéutica para tratar sus enfermedades y en la
mayoria de los casos sus usos se transmiten a las nuevas generaciones. Un estudio
sistematico de las plantas medicinales que englobe analisis quimicos y farmacologicos
es conveniente para la comprobacion de sus propiedades terapéuticas. En el presente
trabajo se describe una metodologia para la obtencién de extractos y compuestos
puros de las plantas medicinales S. nothohybrida y S. wrightii (Selaginellaceae) para
ser sujetos a un ensayo biologico y determinar su potencial diurético, enfocandonos al

uso medicinal més frecuente de la “Doradilla”.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Género Selaginella

1.1.1 Caracteristicas botanicas

La familia Selaginellaceae, de distribucién cosmopolita cuenta con un unico
género viviente, Selaginella. Hay aproximadamente 750 especies en el mundo y se
caracterizan por ser plantas herbdaceas, terrestres, u ocasionalmente epifitas, tienen
hojas siempre verdes, en ocasiones varia el color de acuerdo a la estacion, son hierbas
perennes (raramente anuales). Su rizoma es erecto, postrado, ascendente o
escandente, ramificados.

Tienen hojas simples, nervadas (excepcionalmente bifurcadas), cada una con
una ligula en la axila en la superficie adaxial, monomoérficas o dimérficas, dispuestas
en espiral o en la mayoria de las especies dispuestas en 4 filas, 2 filas sobre el dorso o
en el lado superior del tallo y ramas (llamado hojas medias o dorsales), otras 2 filas
sobre parte lateral o parte inferior (llamadas hojas laterales o ventrales). Estrdbilos en
el apice del tallo principal o branchlet, compacta o laxa, tetragonal, coplanar o
raramente cilindrico. Son plantas que viven en lugares himedos, especialmente en
bosques tropicales, aunque igualmente se pueden encontrar sobre acantilados
rocosos, en bosques secos y desiertos. Algunas especies se cultivan en invernaderos
como plantas ornamentales, pero la principal utilidad esta en la medicina tradicional

(Xianchun, 2013).

1.2SelaginellanothohybridaValdespino (Selaginellaceae)
1.2.1 Nombres comunes

e Doradilla
e Flor de piedra
e Siempre viva

e Planta de la resurreccion
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1.2.2 Clasificacion taxondmica

Tabla 1. Clasificacién taxonémica S. nothohybrida*

Reino Plantae

Filo Pteridophyta
Clase Lycopodiopsida
Orden Selaginellales
Familia Selaginellaceae
Genero Selaginella
Epiteto especifico Nothohybrida

Nombre Cientifico
Taxonomo

Fecha de determinacion

Selaginella nothohybrida Valdespino
Ivan A. Valdespino

1997-12-31

*Instituto de biologia, Universidad Nacional Auténoma de México, UNIBIO: Colecciones Bioldgicas. 2010-05-27.

1.2.3 Caracteristicas botanicas de Selaginella nothohybrida

Planta terrestre, cuando estan extendidas llegan a medir 9-15 cm de didmetro.

Tallos de 0.5-1 mm de diametro (Figura 2 y 3). Presentan formacion de roseta (Figura

1), no articular, glabra, con tallo central en espiral compacta de la que surgen las

ramas laterales, 1-4 ramificaciones, ramas planas y extendidas cuando estan hiumedas,

se encrespan hacia dentro cuando se secan (en forma de bola). Rhizophoros ventrales

o préximos a la mitad de las ramas, 0.2-0.3 mm de didmetro. Superficie superior verde

cuando esta en crecimiento, amarillo-marrén y superficie inferior sin brillo de color

verdoso a cuando esta vieja.

Figura 1. Apariencia de 1/3 de la roseta.
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Figura 2.Tallo, vista dorsal (H) y vista ventral (I).

Hojas laterales (en las ramas primarias) ascendentes, imbricadas, ovadas,
ampliamente ovado-lanceoladas u ovado-deltadas, 1.4 a 2.3 x 0.8-1.4 mm; base
cordiforme, auriculadas, base acroscopica fuertemente superpuesta a la cara ventral

del tallo con auricula superior (Figura 3).
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Figura 3. De izquierda a derecha, hoja lateral, hoja mediana, hoja axilar.
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Selaginella nothohybrida es otro miembro de la serie Circinata Spring, un grupo
de especies que se caracteriza por la formacidn de roseta, por lo general como habito
y para resistir los periodos de sequia. Sus ramas se curvan hacia adentro (en seco)
para aparecer en forma de bola, y reanudan el crecimiento normal (extendiendo sus
ramas) tras la rehidratacion (Figura 4). Estas plantas por lo general se llaman "plantas

de resurreccion”, "helechos resurreccion” o "doradillas ", dos especimenes de S.
nothohybrida fueron citadas (Mickel y Beitel, 1988) como posibles hibridos entre S.
lepidophylla y S. pallescens. Selaginella nothohybrida de hecho combina algunas

caracteristicas de estas dos especies (Mickel, Beitel, 1988). Un estudio de las esporas
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en la serie Circinatae revela que los patrones de estructura de las megasporas y
microestructura de S. nothohybrida son completamente diferentes a las de S.

lepidophylla y S. pallescens (Mickel & Valdespino, 1992).

(K)

Figura 4. S. nothohybrida seca (]), S. nothohybrida rehidratada (K).

1.2.4 Distribucion y Habitat

Se encuentran en bosques de pino-encino, bosques templados, en bancos
rocosos hiumedos. S. nothohybrida se puede encontrar en gran parte del territorio
nacional, su distribucién conocida es en los estados de Veracruz, Oaxaca y Guerrero

principalmente (Figura 5) (Mickel & Valdespino, 1992).

Figura 5. Distribucion de S. nothohybrida.
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1.2.5 Usos medicinales tradicionales

La especie se emplea bajo la forma de decoccidn ( se hierve 1-4 plantas en un
litro de agua durante 5 a 10 minutos); la via de administracion es oral. La decoccién se
consume como “agua de tiempo” hasta que desaparece el malestar (Vazquez et al,
2005).

Tanto la infusién como la decoccién son empleadas principalmente para
diuresis, en caso de rinones inflamados, cistitis, calculos renales, dolor de espalda,
cuando hay obstrucciéon en la salida de la orina. También se indica para tos,
bronquitis, tosferina; se ha reportado su uso en el tratamiento de diabetes, gastritis
cancer, problemas cardiovasculares, hepatitis, enfermedades de la piel, infecciones del

tracto urinario y como antiinflamatorias.

1.2.6 Antecedentes quimicos

Un gran numero de compuestos se han aislado de diferentes especies de
Selaginellas tales como glucoésidos, alcaloides, lignanos y son ricos en biflavonoides del
tipo amentoflavona, robustaflavona, (S)-2,3-dihidrorobustaflavona y dihidro-5-
metoxi-robustaflavona (Aguilar, 2008), 4-metiléter-robustaflavona, hinokiflavona
(Lara, 2014), ademas de azucares (trehalosa) y compuestos aromaticos como acido

eucomico (Lara, 2014).

1.2.6.1 Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de bajo peso molecular,
polifenoles bioactivos que se caracterizan por tener un nucleo flavano en un esqueleto
carbonado Cs-C3-Cs. La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A,
derivado de la cadena policetidica, un anillo B, derivado del acido siquimico, tres
atomos de carbono que conectan a los anillos A y B, correspondientes a la parte

alquilica del fenilpropanoide (Harborne, 1975), (Figura 6).
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Figura 6. Estructura base de flavonoides.

En la figura 7 se incluyen los diferentes grupos de flavonoides.

O
o NE (ALl
(L]

isoflavonas
f lavonas f lavanonas
C | ‘\(r‘
chalconas
d1h1drof lavonoles
f lavonoles
auronas antocianidinas catequinas

Figura 7. Estructuras de diversos grupos de flavonoides(Harborne, 1975).

Los flavonoides se originan por biogénesis mixta: el anillo A proviene de la ruta
de los policétidos, el anillo B y la cadena Cz se originan de la ruta del acido siquimico,

como se denota en la (Figura 8).
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Figura 8. Ruta biosintética de flavonoides.

En las plantas los flavonoides estan frecuentemente presentes como O-

glicésidos o C-glicdsidos; los primeros poseen un azucar enlazado a alguno de los
grupos -OH de la aglicona, usualmente en la posicién 3 o 7; los C-glicosidos poseen el
grupo azucar enlazado a un carbono de la aglicona usualmente en el C-6 o C-8

(Harleen et al, 2011).
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Se ha reportado una amplia variedad de flavonoides con actividad bioldgica
importante que va desde su potencial caracteristico antioxidante y para el tratamiento
de diversas patologias como son: ulceras gastricas, inflamacién, reumatismo,
trombosis, cancer, alergias, depresion, para desordenes cardiovasculares, diabetes

mellitus, hepatotoxicidad y como antimicrobianos (Harleen et al, 2011).

1.3 Plantas medicinales con accion diurética

Existe un gran nimero de especies vegetales con accién diurética, asi como
principios activos responsables de esta actividad. Lo mas destacable de estas plantas
es que suelen promover como parte de su acciéon bioldégica una excrecion,
principalmente de agua, sin que generalmente se vea aumentada la eliminacion de
iones. Estas plantas presentan una accién suave y cuantitativamente inferior a la de
los diuréticos sintéticos (Tabla 2).

La accion diurética puede ser causada por principios activos de naturaleza
quimica muy variada. Frecuentemente, la presencia de varios de estos principios en la
misma droga es la responsable de la accion diurética, aunque no esta claro el grado de
contribucién de cada uno de ellos a la actividad diurética total de la materia prima
vegetal medicinal; dentro de éstos se encuentran los aceites esenciales, flavonoides,
sapondsidos y sales de potasio principalmente (Lopez, 2013).

En cuanto a su mecanismo de accion, es probable que podrian actuar a nivel
glomerular mas que en el tdbulo provocando un aumento de la circulacién renal e
incrementando asi la tasa de filtracion glomerular y la formacion de orina primaria. El
efecto obtenido seria, por tanto, una acuaresis. Sin embargo, las sales de potasio

podrian producir un efecto diurético gracias a un proceso osmotico (Lopez, 2013).

1.3.1 Indicaciones

El uso de plantas medicinales con actividad diurética esta especialmente

indicado en los siguientes casos (Lépez, 2013):

10
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-En afecciones bacterianas e inflamatorias de la pelvis renal y de las vias

urinarias bajas. En estos casos se recurre a la denominada terapia de lavado, que

consiste en forzar la diuresis con lo que se aumenta la excrecién de agua. Esta terapia

conlleva la administracion de cantidades lo suficientemente elevadas de liquido. Es

importante tener en cuenta que, en caso de edemas causados por insuficiencia

cardiaca o renal, no deben realizarse tratamientos basados en la terapia de lavado.

-En la prevencion y tratamiento de arenillas y cdlculos urinarios. En estos casos

es recomentable utilizar preparados en forma de infusion, pudiéndose llegar hasta

volumenes de 2 litros por dia.

-En regimenes de adelgazamiento. Se utilizan como tratamiento coadyuvante

por favorecer la eliminacion de liquidos.

Tabla 2. Plantas medicinales diuréticas en México

Nombre popular Nombre cientifico

Cola de caballo Equisetum giganteum L.
Granjel Randia echinocarpa
Hierba del sapo Eryngium serratum
Alamo Populus alba

Crameria Krameria secundiflora
Cuajilote Parmentiera aculeata
Grama Briza minor

Pelos de elote Zea mays

Pingiiica Arctostaphylospungens
Vara prieta Costus spicatus

Tomado de la FHEUM, 2013.

Parte utilizada

Parte aérea

Frutos

Tallos, hojas y flores
Hojas

Raiz

Raiz

Raiz

Estilos

Hojas

Tallo

1.4 Enfermedad renal cronica en México

Atribuciones
tradicionales

Rifilones

Rifiones

Rifilones

Rifiones

Rifiones, Diarrea
Diabetes, Rifiones
Rifilones

Rifiones

Rifilones

Riflones

La enfermedad renal crénica es la disminucion de la funcién renal, expresada

por una tasa de filtracién glomerular menor de 60 mL/min/1.73 m?2 SC durante mas

11
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de tres meses, manifestada por alteraciones histolégicas en la biopsia renal o
marcadores de dafo renal, como albuminuria o proteinuria mayor de 30 mg/dL,
alteraciones en el sedimento urinario o en pruebas de imagen. La enfermedad renal
crénica se origina de diversas afecciones cronico-degenerativas, sobre todo diabetes
mellitus e hipertensidn arterial, fenémeno que ocurre de manera similar en todo el
mundo y que, lamentablemente, tiene un desenlace fatal cuando no se trata (Avila-

Saldivar et al, 2013).

1.4.1 Factores de riesgo
Los factores de riesgo de la enfermedad renal crénica se clasifican en:

a) Factores de susceptibilidad: son los que aumentan la posibilidad de padecer
enfermedad renal créonica como edad, factor hereditario, raza, enfermedades

cronico-degenerativas y la obesidad.

b) Factores iniciadores: son los que pueden iniciar directamente el dafio renal,

como las enfermedades autoinmunitarias, infecciosas, obstructivas y farmacos.

c) Factores de progresion: proteinuria, mal control de enfermedades cronicas y

dislipidemias.

d) Factores de estadio final: incrementan la morbilidad y la mortalidad en los
estadios finales de la enfermedad: anemia, derivacion tardia a nefrologia,

inadecuado control dialitico y alteraciones hidroelectroliticas.

El control de esos factores puede evitar el inicio de dafio renal, incluso puede
favorecer la regresion de la enfermedad en fases muy iniciales y ralentizar su
progresion cuando ya esta establecido. Aunque la edad no es un factor determinante,
con los afios la funcién renal puede deteriorarse lenta y progresivamente, y se afiaden
también otros factores vasculares inherentes al proceso de envejecimiento (Avila-

Saldivar et al, 2013).

12
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La Sociedad Internacional de Nefrologia y la OMS consideran que la
enfermedad renal cronica es la clave de los resultados deficientes en el tratamiento de
la diabetes y de algunas enfermedades cardiovasculares, como la hipertension
arterial. Se propone incorporar la prevencion de la enfermedad renal cronica a los
programas de prevencion del primer nivel de atencién. En México, como en la mayor
parte del mundo, se ha observado un incremento importante en la prevalencia e
incidencia de la enfermedad renal cronica. En la actualidad se considera una
pandemia que afecta aproximadamente, al 10% de la poblacién adulta en diferentes
partes del mundo. De acuerdo con las dltimas estadisticas establecidas por el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), la incidencia de pacientes con enfermedad renal
crénica es de 377 casos por millon de habitantes y la prevalencia de 1,142. En la
actualidad existen alrededor de 52 000 pacientes en terapias sustitutivas, de los que
80% se atienden en esa institucion (IMSS). Se registré un incremento de 92 pacientes
por millén de habitantes (ppmh) que existian en 1999, a 400 ppmh en el afio 2008. La
diabetes mellitus ocupa el primer lugar entre las causas de enfermedad renal crénica

en México (Avila-Saldivar et al., 2013).

1.5 Formacion y eliminacion de orina

La formacion de la orina se produce en el rifion por filtracion, secrecion,
reabsorcién y concentracion (Figura 9). Por otra parte, los 6rganos del sistema
excretor de la orina, es decir, la pelvis renal y el uréter, se encargan del transporte de
la orina hasta la vejiga urinaria, sitio en el que ésta se almacena hasta su eliminacion a
través de la uretra. En el rifion se filtra la sangre y se eliminan con la orina productos
organicos del metabolismo y también sustancias nocivas exdgenas que no son
catabolizadas. Para ello el rifion filtra grandes cantidades de liquido desde el plasma
sanguineo. En un primer paso se forma como ultrafiltrado la llamada orina primaria u
orina previa (isoosmotica e isotdnica), que contiene esencialmente la misma
concentracion de sustancias por eliminar que el plasma de la sangre, aunque en gran

parte esta libre de grandes moléculas proteicas. Luego el filtrado sera intensamente

13
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modificado mediante la reabsorcidn selectiva de sustancias valiosas que pueden ser
utilizadas nuevamente por el organismo (por ejemplo, agua, glucosa, electroélitos y
aminoacidos) y mediante concentracién y secrecion especifica de productos de
desecho. Entonces se produce la orina secundaria u orina final, que contiene solo
alrededor del 1-2% de la orina primaria filtrada originalmente. Por medio de estos
procesos de excrecion la composicion del plasma sanguineo se mantiene dentro de
estrechas normas fisiolégicas. La funcién del rindn consiste en mantener el medio

interno u homeostasis (funcién homeostatica) (Tresguerres, 2005).

Arteria renal

Vena renal

Corteza

Figura 9. Estructura del rifion.

1.5.1 La nefrona

La nefrona es la unidad funcional del rifién, responsable de la formacion de
orina. Cada rifidn contiene alrededor de un milléon de nefronas repartidas por toda la
corteza renal. Este numero se reduce con la edad (aproximadamente 10% cada 10
afios), ya que el rifién no tiene capacidad para regenerar nefronas; por tanto, en caso
de una pérdida por dafio renal o como consecuencia del envejecimiento se produce
una adaptacion de las nefronas restantes con objeto de mantener la funcién renal

dentro de los limites de la normalidad.

14
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La nefrona consiste en un grupo especializado de células que filtran la sangre y,
posteriormente, modifican de manera selectiva el liquido filtrado mediante la

reabsorcion y la secrecion de diferentes sustancias (Figura 10) (Tresguerres, 2005).

La capsula de Bowman constituye la parte inicial del sistema tubular de la
nefrona. Se invagina para englobar al glomérulo dejando en su interior el espacio de

Bowman o espacio urinario, donde se recoge el liquido filtrado en los glomérulos.

El sistema tubular se encuentra a continuaciéon de la capsula de Bowman y es
responsable de los procesos de reabsorcién y secrecion, en los cuales el ultrafiltrado
es modificado para la formacion de la orina. La estructura y la funcidn de estas células
varian mucho de unos segmentos a otros del tdbulo. La seccién tubular se divide en
diferentes segmentos.

e Tubulo proximal

e AsadeHenle

e Tubulo distal

e Tubulo colector

Tdbulo proximal

Tubo

: / colector

Glomérulo

Tubulo distal

Asa de Henle

Figura 10. Estructura general de la nefrona.

Segun su localizacidn, las nefronas pueden presentar pequefias variaciones

necesarias para la optimizacion de su funcionamiento, la corteza, localizada en la zona

15
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externa del rifién, contiene todos los glomérulos, la mayor parte de los tubulos
contorneados proximales y parte de los distales, la médula esta constituida
principalmente por las asas de Henle y por los conductos colectores dispuestos en
forma paralela, la médula desempefia un papel importante en la concentracion de la

orina (Tresguerres, 2005).

1.5.2 Filtracion glomerular

El proceso inicial en la formacién de la orina es la filtraciéon de una fraccién del
plasma que atraviesa los capilares glomerulares hacia el comienzo del tdbulo
proximal o cipsula de Bowman. En esencia, la filtracién glomerular tiene lugar, al
igual que en el resto de capilares sistémicos, como consecuencia del juego de las
llamadas fuerzas de Starling que determinan el intercambio de agua y solutos entre el
capilar y el intersticio, es decir, las presiones hidrostaticas y oncoticas en el capilar

glomerular y la capsula de Bowman o porcidn inicial del tubulo proximal (Tabla 3).

Tabla 3. Excrecidon promedio de diversas sustancias filtradas

Sustancia Cantidad Cantidad Reabsorcion
(unidades) filtrada excretada fraccional (%)
Agua (litros) 180 0.5-3.0 98-99
Sodio (mEq) 25000 50-200 >99
Cloro (mEq) 19500 50-200 >99
Potasio (mEq) 720 40-120 80-95
Bicarbonato (mEq) | 4500 0 100
Glucosa (mEq) 180 0 100
Urea (mEq) 56 28 50

1.5.2.1 Caracteristicas del filtrado glomerular

El filtrado es un ultrafiltrado casi perfecto del plasma que atraviesa los
capilares glomerulares, y no es perfecto porque, aunque en muy pequefla proporcion,

algunas proteinas pequefias atraviesan la barrera glomerular. Por ejemplo, la
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albumina se encuentra en el liquido tubular en una concentraciéon de 1 mg/100 mL.
Esto no supone sino una pequeiisima fraccion de la albimina plasmatica (3.5 g/ 100

mL). Es decir la albimina es restringida en un 99.97% (Tresguerres, 2005).

1.5.3 Reabsorcion tubular

El filtrado glomerular avanza por los tdbulos renales, lugar donde las
sustancias utiles para el organismo son reabsorbidas y reincorporadas a la sangre. El
tibulo contorneado proximal capta principalmente los solutos como la glucosa,
aminodcidos y sales. Aproximadamente el 80% de la reabsorcién del agua ocurre en la
primera porcién de los tubulos renales mediante osmosis y el otro 20% es
reabsorbido en el tibulo contorneado distal y en el tibulo colector y depende de los

requerimientos del organismo.

1.5.4 Excrecion de la orina

El liquido de los tdbulos llega al tubo recolector, en donde atun se puede
reabsorber agua. En este lugar el liquido puede recibir el nombre de orina. Los tubos
colectores desembocan en los calices renales, de alli en la pelvis renal, uréteres y
vejiga urinaria donde se almacena la orina hasta que se produce el reflejo de orinar,

momento en que la orina es expulsada por la uretra hacia el exterior.

1.6 Diuresis

La diuresis es la eliminacién urinaria, bien se trate de la cantidad de orina o de
su composicidon. Desde el punto de vista cualitativo, la diuresis hace referencia a) la
composicion de la orina (agua, iones, compuestos organicos), y b) al trayecto integro
de la orina desde su formacion en el rifién, transporte por el uréter, almacenaje en la

vejiga y finalmente la eliminacion por medio de la uretra mediante la miccion. Desde
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el punto de vista cuantitativo, se habla de flujo de orina (medido en litros/dia). Un
flujo urinario normal comprende entre 800 mL y 1500 mL al dia, dependiente de la

cantidad de fluido que se absorba (Lasa, 2011).

1.6.1 Diuresis acuosa

Cuando se ingieren cantidades grandes de agua (liquido hipoténico), la diuresis
de agua empieza 15 minutos después de la ingestion y alcanza su maximo en
aproximadamente 40 minutos. El acto de beber produce una pequefia disminucién en
la secrecion de HAD antes de la absorciéon del agua, pero la mayor parte de la
inhibicién se produce mediante la disminucién de la osmolalidad plasmatica después

de la absorcién de agua por el tubo digestivo(Segarra, 2003).

1.6.2 Diuresis osmotica

La presencia en los tdbulos renales de grandes cantidades de solutos no
absorbidos produce un incremento en el volumen de orina denominado diuresis
osmotica. Los solutos no reabsorbidos en los tibulos proximales, especialmente Na*,
K+, Cl- ejercen un efecto osmoético importante. La diuresis osmotica se produce al
administrar compuestos como el manitol y polisacaridos afines, los cuales se filtran
pero no se reabsorben. También se provoca por la presencia de ciertas sustancias

como glucosa (Segarra, 2003).

1.7 Diuréticos

Son farmacos que estimulan la excrecién renal de agua y electrélitos, como
consecuencia de su accién perturbadora sobre el transporte i6nico a lo largo de la

nefrona. Esta interferencia puede llevarse a cabo en uno o varios sitios del recorrido
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tubular, pero la accién en un sitio mas proximal puede ser compensada a nivel mas
distal o desencadenar mecanismos compensadores que contrarresten la accion inicial;
los diuréticos no actuan directamente sobre el agua, sino a través del transporte de
iones tales como el sodio (diuréticos natriuréticos) o modificando la osmolaridad
(diuréticos osmdticos).

Cada segmento de la nefrona posee en su epitelio mecanismos especializados
en el transporte de determinados iones. Por lo tanto, la accion del diurético en un
segmento determinado provocard un patrdén caracteristico de eliminacién de agua y
electrolitos y viceversa, a partir de un patrén de eliminacién i6nica se puede deducir,
al menos de manera aproximada, el segmento donde el diurético actia. Por
consiguiente, la comprensiéon de la accion fisiolégica de los diuréticos requiere el
conocimiento de las funciones especificas de cada segmento tubular (Flérez y Armijo,

2008).

1.7.1 Clasificacion de los diuréticos
1.7.1.1 Inhibidores del simporte Na*/K*/2CI- (diuréticos de asa)

Los miembros de este grupo de diuréticos inhiben la actividad del simportador
Na*/K*/2Cl- en la rama ascendente gruesa del asa de Henle; por ende, también se
denominan diuréticos de asa (o con accion en asa de Henle). Si bien los tubulos
proximales reabsorben alrededor de 65% del ultrafiltrado de Na*, los diuréticos que
actdan solo en dichos tubulos poseen eficacia limitada porque la rama ascendente
gruesa tiene gran capacidad de resorcion y reabsorbe la mayor parte del liquido que
se rechaza desde los tdbulos proximales. Los inhibidores del simporte Na*/K*/2Cl-
son sumamente eficaces; por ello, a menudo se denominan diuréticos de limite alto.
Son varias las familias quimicas con capacidad de actuar en el segmento diluyente del
asa de Henle. De todas ellas, los compuestos mejor estudiados y mas utilizados son los

sulfamoilbenzoatos, cuyo representante mas caracteristico es la furosemida, y los
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derivados fenoxiacéticos, especialmente el acido etacrinico (Tabla 4) (Jackson K,

1996).

Tabla 4. Inhibidores del simporte Na*/K*/2CI- (diuréticos de asa)

Farmaco Estructura

Cl o
Furosemida HZN‘SIl(O
o

Acido etacrinico

1.7.1.2 Mecanismos de accion

Como su nombre lo indica, los inhibidores del simporte de Na*/K*/2Cl- se unen
al simportador de Na*/K*/2Cl- en la rama ascendente gruesa y bloquean su funcion, lo
cual lleva el transporte de la sal de este segmento de la nefrona a un paro virtual. Las
pruebas sugieren que estos farmacos se fijan al sitio de unién del Cl- (Hannafin et al,
1983), situado en el dominio transmembrana de simportador (Insering & Forbush,
1997). La furosemida y demas diuréticos del asa se fijan a la proteina
cotransportadora Na*/K*/2Cl- situada en la membrana luminal del segmento grueso
de la rama ascendente del asa de Henle y la inhiben, en consecuencia impiden este

importante transporte de iones (Jackson K, 1996).

1.7.1.3 Inhibidores del simporte Na*/Cl- (diuréticos tiazidicos)

En el intento de obtener moléculas sulfamidicas con mayor actividad
inhibidora sobre la anhidrasa carbdnica, se sintetiz6 la clorotiazida que, produciendo
menor inhibicién de la anhidrasa carbénica, mejoraba la actividad diurética de los

inhibidores de esta enzima. La clorotiazida es una benzotiadiazina a partir de la cual
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se desarrollan las hidrotiazidas, pero a todas ellas se las suele denominar tiazidas

(Tabla 5)(Flérez y Armijo, 2008).

Tabla 5. Inhibidores del simporte Na*/Cl- (diuréticos tiazidicos)

Farmaco Estructura
Cl N \W
.. HoN
Clorotiazida \ _NH
SN

1.7.1.4 Sitio y mecanismo de accion

Las tiazidas y farmacos afines actiian desde la superficie luminal de la célula
epitelial en la porcién inicial del tubulo contorneado distal, donde se fijan
selectivamente. Alli inhiben el cotransportador Na*/Cl- de la membrana luminal,
interfiriendo de esta manera en la corriente iénica de Na* y de Cl-.Como poseen
también cierta capacidad de inhibir la anhidrasa carbonica, es posible que actien
adicionalmente en el tibulo proximal. Como las tiazidas no incrementan el flujo renal,
el aumento de presion intratubular secundario a la inhibicién de reabsorcion de agua
hace caer la presidn de filtracion en el glomérulo, lo que en ocasiones lleva a aumentar

la urea en sangre (Florez y Armijo, 2008).

1.7.1.5 Inhibidores de los canales de Na* del epitelio renal (diuréticos ahorradores de
K+)

El triamtereno y la amilorida son firmacos de esta clase para uso clinico.
Ambos causan incrementos pequefios de la excrecion de NaCl y por lo general se usan
por sus efectos anticaliuréticos para compensar los efectos de otros diuréticos que
incrementan la excrecién de K*; en consecuencia, junto con la espironolactona (se
menciona mas adelante) a menudo se clasifican como diuréticos ahorradores de

potasio (Tabla 6) (Jackson, 1996).
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Tabla 6. Inhibidores de los canales de Na* del epitelio renal (diuréticos ahorradores
de K*)

Farmaco Estructura

HoN /N NHﬁI
Amilorida cl I\N I[ﬂ/ N \n/ NH,
O NH

H,N |N\ N\\rNHz
Triamtereno N/ _N
NH,

1.7.1.6 Sitio y mecanismo de accion

Se conoce mejor el mecanismo molecular de la amilorida que el del
triamtereno. La amilorida bloquea los canales de Na* que se encuentran en la
membrana luminal de las células principales, por donde penetra el ion a favor del
gradiente electroquimico creado por la bomba de Na* situada en la membrana
basolateral. Este bloqueo puede ser competitivo o no competitivo segin la
concentracion del farmaco. Estos diuréticos inhiben la reabsorciéon de Na* en grado
muy moderado (no mas del 2 % de la carga filtrada), y reducen la secreciéon del K*.
Como se comprende, la accién de estos compuestos es independiente de la actividad
de la aldosterona. En consecuencia, provocan una saluresis moderada, reducen la

eliminacién de K* y elevan el pH urinario (Flérez y Armijo, 2008).

1.7.1.7 Antagonistas de los receptores de mineralocorticoides (diuréticos ahorradores
de K*)
Los mineralocorticoides causan retenciéon de sal y agua e incrementan la

excrecion de K+ y H* al unirse a receptores de mineralocorticoides especificos. La
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espironolactona posee una estructura esteroide similar a la de la aldosterona, con un

anillo lacténico y un radical tioacetilo en posicién 7 (Tabla 7), (Jackson, 1996).

Tabla 7. Antagonistas de la aldosterona (diuréticos ahorradores de K*)

Farmaco Estructura

Espironolactona

1.7.1.8 Diuréticos osmoéticos

Se trata de sustancias de bajo peso molecular, osmoéticamente activas y
farmacolégicamente inertes, que son filtradas en el glomérulo y no reabsorbidos (o
s6lo en forma parcial) en el resto de la nefrona. Las principales son: manitol, urea,
glucosa, glicerina e isosorbida. El manitol es una hexosa polihidroxilada formada de la
reduccion de la manosa; como su absorcion intestinal es impredecible y se metaboliza
abundantemente en el higado, se administra por via intravenosa (Tabla 8), (Flérez y

Armijo, 2008).

Tabla 8. Diuréticos osmoticos

Farmaco Estructura
OH OH
Manitol HO\/YKL/\OH
OH OH

Glicerina

Ho/\/\OH
OH
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1.7.1.9 Sitio y mecanismo de accion

Por su actividad osmética, el manitol retiene agua dentro del tabulo proximal,
no permitiéndole que acomparie al Na* en su reabsorcion. Este hecho contribuye a que
la concentracién de Na* vaya decayendo a lo largo del recorrido, de forma que al final
del tdbulo proximal se origina un movimiento pasivo de salida de Na* desde el espacio
peritubular hacia la luz del tdbulo. Asimismo, bajo algunas circunstancias, las
prostaglandinas pueden contribuir a la vasodilataciéon renal y el lavado medular
inducido por diuréticos osmoticos. Por ultimo, la existencia de manitol en el tubo
colector, junto con la carencia de hipertonia medular, impide que el agua se reabsorba

aun si existe HAD (Jackson, 1996).

1.7.1.10 Inhibidores de la anhidrasa carbodnica

Son derivados sulfamidicos que inhiben la anhidrasa carbénica que se
encuentra en las células de los tibulos renales, sobre todo en el tibulo contorneado

proximal. Los mas conocidos son la acetazolamida y la diclorfenamida (Tabla 9).

Tabla 9. Inhibidores de la anhidrasa carbénica

Farmaco Estructura

N
Acetazolamida \n/ \W S/>/\§.;O

Diclorfenamida

Cl
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1.7.1.11 Sitio y mecanismo de accion

Los inhibidores de la anhidrasa carboénica inhiben ambas formas de la enzima,
tanto la que se encuentra en la membrana del borde luminal como la citoplasmica,
suprimiendo casi por completo la reabsorciéon de NaHCO3 en el tabulo proximal. De
este modo, aumenta la eliminacién de bicarbonato y consiguientemente la de Na* y Cl-
que llegardn en gran proporciéon al asa de Henle. En este sitio, sin embargo, se
reabsorbe una alta cantidad de ambos iones, por lo que, en parte, se compensa la
accion del diurético; ésta es la razén de que su eficacia diurética, en términos de
fraccion de Na* eliminada, sea moderada (no mas del 5 %). En cambio, la fracciéon de
K* que se elimina alcanza el 70 %, debido a la mayor existencia de Na* que llega al
tubulo distal. La alcalinizacién de la orina provoca acidosis, que reduce la eficacia de

las dosis siguientes del diurético (Flérez y Armijo, 2008).

1.8 Inhibidores de la funcion renal

Los efectos terapéuticos de los analgésicos antiinflamatorios no esteroidales
son consecuencia de su capacidad para inhibir la sintesis de prostaglandinas (PGs) a
través del bloqueo de la ciclooxigenasa (COX), enzima que transforma el acido
araquidonico en prostaglandinas (PGGz, PGHz.), éstas cumplen importantes funciones
homeostaticas, como el mantenimiento de la integridad de la mucosa gastrica, la
funcion plaquetaria y el flujo plasmatico renal, entre otras. Su produccién esta
regulada por dos isoformas de COX, llamadas COX-1 y COX-2. La primera es una
isoforma constitutiva que aparece en casi todos los tejidos, pero es particularmente
importante en los vasos sanguineos, plaquetas, estémago, intestino, pancreas y rifion.
En este ultimo drgano, se produce en respuesta a hormonas circulantes como la
angiotensina II, las catecolaminas y la HAD. La segunda, es una enzima inducible
estimulada por citotoxinas, endotoxinas, factores de crecimiento y mitdgenos. Es ésta
la isoforma que se encuentra aumentada en la inflamacion. Pero la COX-2 es también

constitutiva de algunos érganos como cerebro y rifién, por lo que el uso de farmacos
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inhibidores de COX-2 puede alterar la funcion de estos érganos. Especificamente en el
rifion, estas alteraciones van a depender de la expresiéon de la COX-1 y COX-2 en los
distintos segmentos de la nefrona. Asi, en las arterias, arteriolas y capilares se expresa
la COX-1, lo que produce vasodilatacion, por lo que la inhibicién de ésta por los
antiinflamatorios no esteroidales produce una disminucién del flujo plasmatico renal
y una caida en de la velocidad de filtraciéon glomerular provocando una insuficiencia
renal aguda. En la rama ascendente del asa de Henle en cambio, se expresa la COX-2
que modula el coeficiente de ultrafiltracion, la reabsorciéon de sodio y la secrecion de
renina respectivamente. Por lo tanto, los inhibidores de COX-2 pueden disminuir la
velocidad de filtracién glomerular, inducir retenciéon de sodio, disminuir el flujo
plasmatico renal y reducir la actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona.
En el tabulo colector y en las células intersticiales de la médula se expresa la COX-1
que a este nivel modula la accién de la HAD, la reabsorcién de sodio y contribuye a
mantener la vasodilatacién, por ende aqui la inhibiciéon de la COX-1 determinara
también disminucion del flujo plasmatico renal, retencion de sodio y disminucion de
la respuesta tubular a la HAD, por lo que a los sindromes clinicos antes mencionados
hay que agregar la hiponatremia. En el aparato yuxtaglomerular se expresan tanto la
COX-1 como la COX-2, aumentando la sintesis de renina y favoreciendo la
autorregulaciéon. De alli que la inhibicion de ambas isoenzimas a este nivel
determinara una disminucién de la actividad del sistema RAA y una caida de la

velocidad de filtracion glomerular.

Los inhibidores de COX no son inocuos y pueden producir alteraciones
importantes en la funcidén renal, sus efectos adversos agudos son producidos
indirectamente a través de la inhibiciéon de la sintesis de PGs, son reversibles y se
presentan preferentemente en situaciones clinicas asociadas a insuficiencia cardiaca
congestiva, cirrosis hepatica, el sindrome nefrético y en pacientes afiosos con dafo

renal previo o que reciben diuréticos (Garcia, 2000 y Langma, 1999).
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1.9 Espectroscopia de absorcion atémica en flama

La espectroscopia de absorcién atémica (EAA), tiene como fundamento la
absorcion de radiacién de una longitud de onda determinada. Esta radiacion es
absorbida selectivamente por &tomos que tengan niveles energéticos cuya diferencia
en energia corresponda en valor a la energia de los fotones incidentes. La cantidad de
fotones absorbidos, esta determinada por la ley de Beer, que relaciona esta pérdida de
poder radiante, con la concentracién de la especie absorbente y con el espesor de la

celda o recipiente que contiene los &tomos.

La absorcién depende de los atomos libres no excitados, pero en general la
relaciéon entre atomos no excitados y &tomos excitados, en un momento determinado,
es muy alta. Como la longitud de onda del rayo de luz es caracteristica solamente de
cada metal por determinar, la energia luminosa absorbida por la llama es una medida

de la concentracion del metal en la muestra.

Cuando a un atomo se le suministra energia suficiente para que sus electrones
de la capa exterior salten a un nivel de mayor energia, se produce una absorcion de luz

que le permite permanecer en un estado llamado excitado.
E° + energia = E° excitado.

Una vez que el electréon alcanza un nivel superior de energia, permitiendo la
existencia del atomo excitado, queda en capacidad de regresar a la capa externa, o sea
retornar a su nivel normal, emitiendo una energia igual a la absorbida cuando fue

excitado.

E° excitado = E° + energia

1.9.1 Descripcion de la técnica de EAA

La técnica de absorcién atémica en flama en una forma concisa consta de lo

siguiente: la muestra en forma liquida es aspirada a través de un tubo capilar y
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conducida a un nebulizador donde ésta se desintegra y forma un rocio o pequefias

gotas de liquido.

Las gotas en forma de aerosol son conducidas a una llama de gas acetileno,
donde se produce una serie de eventos que originan la formacién de atomos, estos
atomos absorben cualitativamente la radiaciéon emitida por la ldmpara y la cantidad de

radiacion absorbida esti en funcién de su concentracion.

La sefial de la lampara una vez que pasa por la flama llega a un monocromador,
que tiene como finalidad el discriminar todas las sefiales que acompafian la linea de
interés. Esta sefal de radiacion electromagnética llega a un detector o transductor y

pasa a un amplificador y por ultimo a un sistema de lectura.
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2. JUSTIFICACION

La Organizacién Mundial de la Salud ha expresado que un 80% de la poblacion
mundial depende de las plantas para su atencion primaria de salud en los paises en
desarrollo. En México a pesar de la riqueza y variedad de la flora medicinal pocas
especies han sido cientificamente estudiadas para garantizar su calidad, seguridad y
eficacia. Hay una gran variedad de especies reportadas con actividad diurética, pero

no todas cuentan con un respaldo cientifico que corrobore dicha actividad.

En la medicina tradicional mexicana la doradilla es una planta ampliamente
usada, en la actualidad principalmente como un agente diurético. Investigaciones
taxon6micas sobre la doradilla demostraron que se puede tratar de diferentes
especies del género Selaginella, siendo S. nothohybrida, S. lepidophylla, S. wrigthii y S.
pallescens, las mas comunes. El estudio quimico de estas especies mostré un
importante contenido metabolico de biflavonoides (Aguilar et al, 2008; Aguilar et al,
2013; Lara, 2014), sin embargo, actualmente no se cuenta con un estudio
farmacolégico que avale el uso de estas plantas como diuréticas. Con la realizacién del
presente proyecto se pretende justificar con bases cientificas el amplio uso tradicional
de S. nothohybrida, asi como evaluar el potencial diurético de los principales
metabolitos presentes en S. nothohybrida, S. wrightii e indirectamente en S.
lepidophylla y determinar el papel de las prostaglandinas renales en el proceso de
diuresis promovido tanto por el extracto como por los compuestos aislados de estas
especies. Por otra parte, se requirié conocer el contenido metaboélico de una colecta de
S. wrigthii proveniente de Tlaxiaco, Oaxaca, originalmente clasificada como S.

peruviana.
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3. HIPOTESIS

Si en la medicina tradicional mexicana se afirma que S. nothohybrida “doradilla”
es una planta con efecto diurético, entonces se espera que sus preparados y al menos

uno de sus compuestos sean agentes diuréticos en el modelo de diuresis en ratones.
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4. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente proyecto es evaluar el efecto diurético de la
decoccion de la especie S. nothohybrida Valdespino (Selaginellaceae) y de sus
metabolitos principales mediante un modelo biol6gico en raton, asi como determinar
el posible mecanismo de accién de éstos y por otra parte, conocer el contenido

metabdlico de S. wrightii, especie originalmente clasificada como S. peruviana.

4.1 Objetivos particulares

Aislar y caracterizar los metabolitos principales de las especies S. nothohybrida

y S. wrightii.

e Determinar la accién diurética del compuesto mayoritario aislado de S.

wrigthii.

e Determinar la accién diurética del compuesto mayoritario y de la decoccién de

S. nothohybrida.

e Determinar la concentracion de iones Na* y K* presentes en las muestras de
orina excretada por los ratones mediante el uso de Espectroscopia de

Absorcién Atémica.

e Determinar la accion diurética de los compuestos aislados y el extracto acuoso
de S. nothohybrida al ser administrados conjuntamente con cuatro inhibidores

de COX’s.

e Determinar el mecanismo de accidon del extracto acuoso y los compuestos

mayoritarios aislados de S. nothohybrida y S. wrightii.

31



&5

PARTE EXPERIMENTAL

5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiales y equipo

5.1.1 Material biolégico

700 g de material vegetal de S. wrightii
300g de material vegetal S. nothohybrida
Ratones macho BALB/c de entre 25-30 g de peso corporal

5.1.2Instrumental de laboratorio

Columna para percolacion
Matraces bola de 500 mLy 5 L
Matraces Erlenmeyer de 250 mL
Columnas cromatograficas
Pipetas graduadas

Pipetas Pasteur

Frascos viales

Guantes de latex desechables
Jeringas para insulina de 1 mL
Canula intragastrica

Placas cromatograficas
Sephadex LH-20

Micropipeta Eppendorf de 500-5000 uL

Vasos de teflon para digestion en microondas

5.1.3 Disolventes y reactivos

CHCI3 grado R.A].T. Baker®
MeOH grado R.A. ].T. Baker®
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e Hexano grado R.AJ. T. Baker®

e Acetato de Etilo grado R.A]. T. Baker®
e Agua inyectable

e Furosemida de Merck

e Acido acetilsalicilico PiSA farmacéutica
¢ Indometacina de Kener

e Naproxeno sédico

e C(Celecoxib Pfizer

e Sulfato cérico amoniacal

5.2 Procedimientos generales

La fragmentacion del material vegetal se llev6 a cabo en un molino de martillo
IKA® WERKE modelo MF 10 basic. Para concentrar al vacio los extractos obtenidos se
utilizaron rotaevaporadores marca BUCHI modelo 461, y B-480 acoplado a una bomba
de alto vacio BUCHI modelo V-710. Las pesadas de la materia prima se hicieron

mediante una balanza analitica marca OHAUS PA214.

La evaluacion biolégica de los metabolitos se hizo empleando cajas metabdlicas
Maryland plastics, Inc. Modelo 21632, las muestras de orina se colectaron con jeringas
marca HAMILTON de 1 mL, el pH asi como la densidad se midieron en un pH-metro
Conductronic pH 120, la muestra fue pesada en una balanza analitica OHAUS
Analytical Plus. La concentracion de iones presentes en las muestra se determiné con

un espectrofotémetro de Absorcién Atémica de flama Varian modelo spectra AA 220.

Los andlisis cromatograficos cualitativos en capa delgada (CCD) se efectuaron
siguiendo técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio de 0.2 mm de grosor
recubiertas con gel de silice (60 Fzs54 Macherey-Nagel), de diferentes dimensiones y
empleando como sistema de elucion CHCI3:MeOH (9:1). Como visualizador
cromatografico se emple6 una lampara de luz UV marca UVP con longitud de onda

254,302 y 365 nm. Como agente cromdgeno se empled una solucién de sulfato cérico
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amoniacal [(NH4)4Ce (SO4) 2H20] al 1% en acido sulfdrico 2 N. La cromatografia en
columna abierta (CCA) se efectud utilizando como adsorbente Sephadex lipofilico LH-
20 (tamafo de particula 20-100 pm. Sigma Aldrich), empleando como fase movil

metanol.

La determinacion de la estructura molecular de los productos naturales, se
realiz6 mediante la aplicacion de métodos espectroscépicos de IR, UV y RMN. Los
espectros de resonancia magnética nuclear de 1H, 13C y en sus modalidades HSQC,
HMBC, COSY y NOESY se realizaron en un equipo Varian Innova a 400 MHz. Se utiliz6
acetona-d6 como disolvente. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm

con referencia al tetrametilsilano (TMS) utilizado como estandar interno.

5.3 Metodologia experimental para la extraccion, aislamiento y

purificacion de amentoflavona (1) a partir de Selaginella wrightii

5.3.1 Material vegetal

El material vegetal de S. wrightii (687.7 g) fue recolectado en Tlaxiaco, Oaxaca
por el Dr. Robert Bye (No. De referencia 36955), originalmente identificada como S.
peruviana. La identificacion botanica definitiva fue realizada por el experto en
Pteridofitas M. en C. Alberto Reyes Garcia del Herbario Nacional (MEXU), Instituto de
Biologia, UNAM. Una muestra de referencia se encuentra depositada en el laboratorio

111 del Conjunto “E” de la Facultad de Quimica.

5.3.2 Preparacion del extracto total de S. wrightii

La desecacion de la planta se hizo a temperatura ambiente y en ausencia de luz,
fue necesario para su limpieza eliminar restos de otras plantas y polvo que se
encontraba adherido a las raices de la planta; el material vegetal se fragmenté en una

licuadora tipo industrial.
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687.7g del vegetal fragmentado se colocaron en un percolador de 60 cm de
longitud y 10 cm de didmetro y se extrajo exhaustivamente con una mezcla de
CHCI3:MeOH (1:1) por el método de maceracidn por periodos de 24 h a temperatura
ambiente (Figura 11). El extracto resultante se concentré por evaporacion al vacio

para dar un extracto total seco de coloracién verde oscura y consistencia pastosa.

Figura 11. Maceracion de S. wrightii.

5.3.3 Fraccionamiento del extracto total de S. wrightii

60.8 g del extracto total fueron resuspendidos en 200 mL de una mezcla
H20:MeOH (8:2) y se sometio a un fraccionamiento por reparto liquido-liquido, con
disolventes de polaridad creciente: hexano, cloroformo y acetato de etilo,
respectivamente (Esquema 1). Durante el fraccionamiento se obtuvo un residuo
insoluble en los disolventes usados y se separ6 por filtracion, fue poco soluble en

metanol y soluble en DMSO.

5.3.4 Aislamiento y purificacion de amentoflavona (1)

La fraccién de acetato de etilo obtenida del extracto total de S. wrightii se
someti0 a cromatografia en columna abierta empleando Sephadex LH-20 como

adsorbente y MeOH grado R.A. como fase movil, se obtuvieron eluatos de 100 mL y el
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curso del fraccionamiento fue monitoreado por cromatografia en capa fina; asi, en las

fracciones F7 a la F10 se detectd la presencia de biflavonoides (Esquema 1). Esta

nueva fraccion nombrada spw-IA-12 fue llevada a sequedad y aplicada nuevamente a

una columna cromatografica abierta con Sephadex LH-20 como adsorbente y MeOH

grado R.A. como fase movil; se colectaron nuevamente eluatos de 100 mL y en las

subfracciones F13 a la F27 se obtuvo amentoflavona pura.

Selaginella wrightii
material desecadoy
molido (687.7 g)

Extracto total seco de
(60.8g)

1. Extraccion con CHCl;:MeOH 1:1
2. Concentrara vacio

1. Resuspender en H,0:MeOH 8:2

2. Fraccionar

1. Hexano l 2. CHCl, l 3. AcOEt \L
W
Extracto Extracto Extracto de Residuo
Hexanico Cloroféormico Acetato de etilo ACU0S0
Cromatografia en Cromatografia en
Sephadex Sephadex
W W
Pigmentos FraccionesF1- FraccionesF1- Trehalosa
F24 F12
Lavado con MeOH
W
Amentoflavona Amentoflavona

Esquema 1. Procesamiento de la especie vegetal Selaginella wrightii.
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5.4 Metodologia experimental para la extraccion, aislamiento y
purificacion de robustaflavona (2) a partir de Selaginella

nothohybrida

5.4.1 Material vegetal

Trecientos gramos de S. nothohybrida fueron adquiridos en el anexo del
mercado Sonora de la Ciudad de México, local 173 en agosto de 2005. La identificacion
botanica fue realizada por el M. en C. Alberto Reyes Garcia del Herbario del Instituto
de Biologia, UNAM. Una muestra de referencia se deposit6 en la coleccion botanica del

Laboratorio 111 del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM.

5.4.2 Obtencion del extracto total de S. nothohybrida

La desecacion de la planta se hizo a temperatura ambiente y en ausencia de luz;
para su limpieza fue necesario eliminar restos de otras plantas y polvo que se
encontraba adherido a las raices de la planta. El material vegetal se fragment6 en un

molino de martillos de la marca IKA® WERKE modelo MF 10 basic.

Ciento cincuenta y ocho gramos del material vegetal se colocaron en un matraz
bola de 5 L y se extrajo exhaustivamente con una mezcla CHCl3:MeOH (1:1) por el
método de maceracion, en periodos de 24 h (Figura 12); el extracto resultante se

concentro a vacio.

Figura 12. Maceracion de S. nothohybrida.
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5.4.3 Fraccionamiento del extracto total de S. nothohybrida

El extracto total (15.3 g) fue resuspendido en 100 mL de una mezcla H20:MeOH
(8:2) y se someti6 a un fraccionamiento por reparto liquido-liquido, con disolventes
de polaridad creciente: hexano, cloroformo y acetato de etilo, respectivamente

(Esquema 2).

Selaginella nothohybrida
material desecado y molido
(158g)

1. Extraccion con CHCl;:MeOH 1:1
2. Concentrar a vacio

Extracto total secode
(153 g)

1. Resuspender en H,0:MeOH 8:2
2. Fraccionar

1. Hexano l 2. CHCl, l 3. AcOEt l/
A 4

Extracto Extracto Extracto de Residuo
Hexanico Cloroférmico Acetato de etilo acuoso

Cromatografia en
Sephadex

W A

Pigmentos Pigmentos Fracciones F1-F17 Trehalosa

Lavado con MeOH

h4

Fracciones F11-F17
Robustaflavona

Esquema 2. Procesamiento de la especie vegetal S. nothohybrida.
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5.4.4 Aislamiento y purificacion de robustaflavona (2)

La fraccion de acetato de etilo obtenida de S. nothohybrida se sometio a
cromatografia en columna abierta empleando Sephadex LH-20 como adsorbente y
MeOH R.A. como fase movil, se obtuvieron eluatos de 100 mL. A partir de la fraccién
F4 hasta la F9 se obtuvo una mezcla de 3 compuestos mayoritarios visualizados por
CCF, a partir del eluato nimero 11 hasta el 17 se obtuvo por precipitacion
robustaflavona (Esquema 2), como se comprobé al comparar por CCF con una
muestra de referencia obtenida en el laboratorio 111. Las fracciones siguientes
contenian una mezcla de 3 compuestos mayoritarios. El precipitado fue separado del

sobrenadante, y posteriormente se sometié a lavados con MeOH para purificarlo.

5.5 Preparacion del extracto acuoso de S. nothohybrida

El extracto acuoso fue preparado previamente en el laboratorio 111 de acuerdo
a la siguiente metodologia: el material vegetal (500 g) fue sometido a un proceso de
decoccion con 5 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

(Colin, 2010).

5.6 (5)-2,3-dihidrorobustaflavona y trehalosa

El compuesto (S)-2,3-dihidrorobustaflavona al igual que trehalosa fueron

aislados previamente en el laboratorio 111 (Guevara, 2008; Lara, 2014).
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5.7 Ensayo biolagico

5.7.1 Animales de laboratorio

Ratones macho BALB/c (de 25-30 g de peso corporal) fueron alojados en una
habitacion con luz y temperatura controlada (22 * 2 °C, ciclo de 12 h luz/ oscuridad),
con libre acceso de agua y alimento (Figura 13), los animales se dividieron en grupos
(n=6) uno por cada compuesto a evaluar: amentoflavona (1), robustaflavona (2), (5)-
2,3-dihidrorobustaflavona (3), trehalosa (4) y decoccién de S. nothohybrida; un grupo
control recibié inicamente agua (n=6) y otro grupo recibié el fArmaco de referencia

furosemida (n=6).

Para evaluar el posible mecanismo de accién por el cual se lleva a cabo la
diuresis se emplearon grupos con n=6; todos los procedimientos fueron aprobados
por el Comité de Uso y Cuidado de Animales, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS,

en acuerdo con los lineamientos para el cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Figura 13. Ratones macho BALB/c.
5.7.2 Preparacion de la muestra

Los compuestos puros presentes en ambas especies: amentoflavona (1),
robustaflavona (2), (5)-2,3-dihidrorobustaflavona (3), trehalosa (4), decoccién de S.
nothohybrida, asi como el farmaco de referencia furosemida se prepararon a una dosis
de 10 mg/kg de peso; el extracto acuoso de S. nothohybrida se preparé a 2 g/kg de

peso, ajustando las cantidades anteriormente mencionadas y resuspendiéndolas en un
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mL de agua por raton; se empleé DMSO hasta el 2% para el caso de las muestras que

fueron de dificil disolucion y para el control sélo se usé agua (1 mL por ratén).

Para el estudio del mecanismo de accidn, se pesé la cantidad necesaria de los
antiinflamatorios no esteroideos para ajustar a una dosis de 10 mg/kg y se
resuspendieron en 0.5 mL de agua por raton; los compuestos puros amentoflavona
(1), robustaflavona (2) y trehalosa (4), asi como el farmaco de referencia furosemida
se prepararon a una dosis de 10 mg/kg de peso y el extracto acuoso de S.
nothohybrida2 g/kg, resuspendiéndose cada uno de estos compuestos en 0.5 mL de

agua por raton.

5.7.5 Prueba de diuresis

Para la evaluacion del efecto diurético de los compuestos de prueba se
emplearon ratones los cuales son un modelo ampliamente confiable y utilizado para
este tipo de experimentos (Mazid et al., 2009). Grupos de 6 ratones fueron colocados
en jaulas metabdlicas privadas de alimentos y con libre acceso al agua durante el
experimento. Primeramente se les administro v.o. la muestra previamente preparada
y al grupo control se le administro v.o. 1 mL de agua; se recolectaron las muestras de
orina a las 2 y 4 h después de la administracion del tratamiento; se midio6 el volumen
de orina excretado y se peso. Se tomaron datos de pH, conductividad y la densidad
relativa, la cual se determiné dividiendo el peso de la orina total entre el volumen total
de ésta, las muestras se guardaron en refrigeracién para su posterior andlisis de

electrolitos.

5.8 Evaluacion en presencia de inhibidores de COX’s para

determinar el mecanismo de accion de los compuestos evaluados

Para determinar el mecanismo de accién, los metabolitos activos asi como el

extracto se evaluaron frente a un determinado inhibidor de COX para evaluar el papel
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de las prostaglandinas y evaluar su importancia en el mecanismo de diuresis. Cuatro
grupos de 6 ratones (de 25-30 g de peso) fueron colocados en una jaula metabdlica,
primeramente se les administré v.o. de manera independiente un antiinflamatorio no
esteroideo (4cido acetilsalicilico, naproxeno sddico, indometacina y celecoxib), 30
minutos después se administro v.o. a cada uno de estos grupos el compuesto a evaluar
de manera individual a una dosis de 10 mg/kg de peso (amentoflavona,
robustaflavona, trehalosa) o el extracto acuoso previamente liofilizado a dosis de 2

g/kg de peso.

5.8.1 Accion diurética

La accién diurética fue medida como la relaciéon entre el volumen urinario
excretado por el grupo tratado con el metabolito secundario y el grupo control al cual

se le administré unicamente agua (Mukherjee 2002).

volumen excretado por el grupo problema

Accién diurética=

volumen excretado porel grupo control

5.8.2 Actividad diurética

Para obtener la actividad diurética, la accién diurética de los grupos tratados
con los metabolitos secundarios y el extracto es relacionada con la accion diurética del

farmaco de referencia furosemida, mediante la siguiente ecuacién (Mukherjee 2002).

Accion diuretica del grupo problema

Actividad diurética=

Accion diuretica de farmaco de referencia

5.9 Cuantificacion de electrolitos
5.9.1 Digestion de las muestras

Se realizé el proceso de digestién de la muestras por microondas en el cual se

tomaron 500 pL con una micropipeta y se colocaron en vasos especiales de teflon, se
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pesaron en una balanza analitica, se les adicionaron 2.5 mL de HNO3 concentrado, se
cerraron y se acondicionaron para ser calentadas durante 2 h en un equipo de

microondas, para que ocurra la degradacion completa de la muestra (Figura 14).

El resultado tras la digestion es una disoluciéon acuosa acida de la muestra,

adecuada para su posterior analisis mediante técnicas espectroscopicas.

Figura 14. Carrusel de muestras listas para la digestion.

5.9.2 Preparacion de muestras para el analisis en EAA

El contenido resultante de la digestion se transfiri6 a matraces volumétricos de
10 mL y se llevé al aforo con agua. Para determinar la concentracién de Na* se
realizaron diluciones 1/200 y para determinar la concentracién de K* se realizaron
diluciones 1/1000, mismas que fueron colocadas en el muestreador del equipo de AA

para su analisis.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se consulté la literatura sobre plantas medicinales de nuestro pais y se realiz6
una busqueda de informacion a través de revistas de caracter cientifico sobre la
“doradilla”. No se encontraron reportes de estudios farmacoldgicos previos para S.

nothohybrida ni para la especie S. wrightii.

6.1 Aislamiento de amentoflavona a partir de la especie Selaginella
wrightii

El extracto total obtenido de esta especie vegetal fue sometido a
fraccionamiento por reparto con hexano, cloroformo y acetato de etilo. La fracciéon
hexanica, de coloracion verde oscura y consistencia pastosa, mostr6 un alto contenido
en clorofilas; el extracto cloroférmico y de acetato de etilo presentaron una tonalidad
amarilla, la cromatografia en capa delgada realizada a estas fracciones mostré que el
contenido de biflavonoides de interés se encontraba presente.

El extracto cloroférmico asi como el de acetato de etilo se procesaron
independientemente por cromatografia en columna abierta en Sephadex LH-20
obteniéndose de ambos fracciones que contenian como compuesto mayoritario
amentoflavona (1) el producto se purifico realizando nuevamente cromatografia en

columna abierta en Sephadex LH-20.

6.1.1 Determinacion de la estructura de amentoflavona (1)

De manera general, los biflavonoides son dimeros de flavonoide; los enlaces
que los conectan entre si son principalmente de dos tipos: bifenilo en los cuales se
forman enlaces C-C y bifenil éter los cuales forman enlaces C-0-C, los que pueden estar
localizados en C-3’ y C-8” de los esqueletos flavonoide. Los biflavonoides del tipo
amentoflavona tienen su enlace interflavonoide de tipo bifenilo y se da entre los

carbonos 3’-8”, en este caso el espectro de RMN H contiene siempre un sistema de
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sefiales ABX (hidrogenos H-2’, 5’y 6’), un sistema AX (H-6’ y 8’), un sistema AX>(H-2",
6" y H-3"”,5") y tres sefiales aisladas (H-3, 3” y 8’ 6 6’) (Anexo 2).

La estructura de amentoflavona fue corroborada por la técnica de Resonancia
Magnética Nuclear, en cuyo espectro de 1H (Tabla 10) se observé el sistema ABX con
sefiales en 6y: 8.15 (d, J=2.4 Hz, H-2’), 8.02 (dd, /=8.68, 2.4 Hz, H-6") y 7.25 (d, /=8.68
Hz, H-5'). Las sefiales correspondientes al sistema A2X> se localizaron en &u: 7.65 (d,
J=8.88 Hz, H-2", 6™) y6.83 (d, J=8.88 Hz, H-3", 5"), las sefiales doblete en 6u: 6.51 y
6.25 con constante de acoplamiento j=2.12 Hz, corresponden a los hidrégenos H-6 y
H-8 que se encuentran en posicion meta en concordancia con el espectro COSY (Anexo
4). Se observaron también tres sefales singulete en 6u: 6.72, 6.65 y 6.45 asignados a
los protones H-3, H-3” y H-6", el enlace interflavonoide entre el C-3’-C-8" se corroboré
con el experimento HMBC (Anexo 6) con base en la correlacién entre H-2’ y C-8”. El
espectro de RMN 13C confirmd la presencia de 30 &tomos de carbono en esta molécula
(Anexo 3) y sus correspondientes hidrogenos se observaron en el experimento HSQC

(Anexo 5).

En la Tabla 10 se muestran la estructura y los datos espectroscépicos de la

amentoflavona (1), los cuales coinciden con los reportados por Zhang (2011).

IR: (ATR) 3096, 1650, 1603, 1353, 1293, 1238, 1164, 1132, 829 cm! (Anexo 1).

Tabla 10. Datos espectroscopicos de amentoflavona (1), 400 MHz acetona-ds

Amentoflavona (1) C30H18010, PM 538.4 g/mol

OH O
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RMN 1H
Anexo 2
Asignacion & (ppm) ] (Hz)
H-3 6.72 S
H-6 6.25 d,]=2.12 Hz
H-8 6.51 d,]=2.12 Hz
H-2’ 8.13 d,]=2.4 Hz
H-5’ 7.25 d,]=8.68 Hz
H-6’ 8.02 dd, ]=8.68, 2.4 Hz
H-3” 6.65 S
H-6" 6.45 S
H-2"” /H-6"" 7.65 d,]=8.88 Hz
H-3"”/H-5"" 6.83 d,]=8.88 Hz
OH-5 12.99 S
OH-5" 13.15 S
RMN 13C
Anexo 3
Carbono 8 (ppm) Carbono 8 (ppm)
2 164.92 2" 165.10
3 104.37 3” 103.76
4 183.45 4” 183.07
5 162.73 5” 162.73
6 99.79 6” 99.79
7 163.33 7 163.33
8 94.82 8” 104.45
9 158.84 9” 156.12
10 105.51 10~ 105.34
1’ 123.30 1 123.30
2’ 132.62 2" 129.14
3’ 120.90 3" 116.72
4’ 160.32 4" 161.84
5’ 117.54 5" 116.72
6’ 128.81 6" 129.14

6.2 Aislamiento de robustaflavona a partir de la especie Selaginella

nothoybrida

El extracto total de S. nothoybrida se observo de coloracién verde oscuro y

consistencia viscosa; éste se sometié a un fraccionamiento por reparto con hexano,

cloroformo y acetato de etilo. La particiéon hexanica tuvo una coloracién verde oscura
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y resulto con un alto contenido de clorofilas. La particion cloroférmica se observé de
una tonalidad amarilla y la cromatografia en capa delgada mostré que tenia un
contenido principal de pigmentos. La particidn de acetato de etilo se observo con una
coloracién amarilla, la cromatoplaca realizada a ésta revel6 cuatro manchas
correspondientes a los biflavonoides de interés, por lo cual se prosigui6 al aislamiento

de los compuestos.

La fraccion de acetato de etilo se someti6é a cromatografia en columna abierta
en Sephadex LH-20; a partir de ésta se obtuvo robustaflavona como un precipitado

amarillo que se form¢ en la fraccién combinada F11-F17.

6.2.1 Determinacion de la estructura de robustaflavona (2)

En el biflavonoide robustaflavona (2) el sistema ABX se encuentra localizado de
manera diferente al caso de amentoflavona ya que H-B se desplaza a campo mas bajo
que H-X contrario a lo que sucede con amentoflavona donde H-X se encuentra a
campo mas bajo que H-B, ademas de que en robustaflavona (2) la rama Az del sistema

A2X> se encuentra desplazada a campo mas bajo que el sistema ABX.

La estructura de robustaflavona fue corroborada por Resonancia Magnética
Nuclear, en el espectro de RMN 1H se observé el sistema ABX con sefiales en 6u: 9.32
(d, /=9.32 Hz, H-5"), 7.95 (dd, J=8.68, 2.4 Hz, H-6"), éu: 7.94 (s, H-2’). Las sefiales
correspondientes al sistema A2X> se localizaron en 6x: 7.98 (d, /=8.88 Hz, H-2"’ /H-6"""),
7.05 (d, /=8.88 Hz, H-3"’ /H-5"""), las sefiales doblete en 6y: 6.25 y 6.55 con constante de
acoplamiento J=2.12 Hz, corresponden a los hidrégenos H-6 y H-8 que se encuentran
en posicion meta en concordancia con el espectro COSY (Anexo 11). Se observaron
también tres singuletes en &u: 6.73, 6.69, 6.69 asignados a los protones H-3"”, H-3 Y H-
8”, el enlace interflavonoide entre el C-3’-C-6" se corroboré con el experimento HMBC

(Anexo13). El espectro de RMN13C confirmo la presencia de 30 &tomos de carbono en
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esta molécula (Anexo 10) y sus correspondientes hidrégenos se observaron en el

experimento HSQC (Anexo 12).

En la tabla 11 se muestran la estructura y los datos espectroscdpicos del

compuesto robustaflavona (2), los cuales coinciden con los reportados por Zhang

(2011).

IR: (ATR) 3134, 3076, 2918, 1655, 1604, 1563, 1497, 1450, 1354, 1239, 1171, 1115,

1029, 830 cm! (Anexo 8).

Tabla 11. Datos espectroscopicos de robustaflavona (2), 400 MHz acetona-ds

Robustaflavona (2) C30H18010, PM 538.4 g/mol

RMN1H
Anexo 9
Asignacion 8 (ppm) ] (Hz)
H-3 6.6975 S
H-6 6.25 d,]=2.12 Hz
H-8 6.55 d,]=2.12 Hz
H-2’ 7.94 S
H-5’ 9.32 d,]=9.32 Hz
H-6’ 7.95 dd, ]=8.68, 2.4 Hz
H-3” 6.73 S
H-8” 6.6932 S
H-2" /H-6"" 7.98 d, ]=8.88 Hz
H-3”/H-5"" 7.05 d,]=8.88 Hz
OH-5 13.05 S
OH-5" 13.46 S
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RMN 13C
Anexo 10

Carbono 6 (ppm) Carbono & (ppm)
2 163.11 2" 132.31
3 105.41 3" 105.41
4 165.25 4" 183.10
5 161.21 5" 160.9
6 99.69 6" 109.17
7 165.06 7" 164.70
8 94.75 8" 94.75
9 158.88 9" 158.26
10 104.19 10" 104.19
1’ 123.19 1 123.35
2’ 132.31 2" 129.33
3’ 123.35 3 116.90
& 160.39 4 161.92
5’ 117.53 5" 116.90
e’ 128.56 6" 129.33

6.3 Evaluacion farmacoldgica de diuresis inducida por los

compuestos (1-4) y el extracto acuoso en modelo de raton

6.3.1 Efectos en la excrecion urinaria

Se analizaron diferentes parametros para determinar la accién diurética de los
metabolitos aislados y el extracto de S. nothohybrida, de tal forma que se determind la
concentracion de electrolitos en orina (Na* y K*), volumen de orina excretado (mL),
pH, conductividad y densidad de la orina. Furosemida se utiliz6 como diurético de

referencia.

La furosemida es un diurético de asa que produce una diuresis de instauracion
rapida y corta duracion, bloquea el sistema de cotransporte de Na*/K*/2Cl, localizado
en la membrana de la célula luminal de la rama ascendente del asa de Henle: la
eficacia de la accién salurética de la furosemida, por consiguiente, depende del

farmaco que llega a los tubulos a través de un mecanismo de transporte de aniones.
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La accion diurética resulta de la inhibicion de la resorcion de cloruro sédico en este
segmento del asa de Henle. Los efectos secundarios de la excrecion aumentada de
sodio son el incremento de la excrecién de orina (debido al agua unida por 6smosis) y
el incremento de la secrecion de potasio del tibulo distal. La excrecién de iones calcio
y magnesio también resulta aumentada. Es recomendable el uso de furosemida como
farmaco de referencia (Gasparotto, 2009), con un tiempo de duracion del experimento
de 4 h ya que el inicio de la diuresis después de la administracion oral ocurre en 1 h. El
efecto maximo ocurre dentro de la primera o segunda hora y la duracién del efecto

diurético es entre 6 a 8 horas (S.S.A., 2005).

Furosemida induce significante excreciéon de orina, 2.06 veces la diuresis
causada por el agua, la concentracién de Na* obtenida fue de 132.2+5.9 mmol/L y
315.5 £5.0 de K* mmol/L, valores que se encuentran elevados debido al mecanismo de
accion de este fArmaco cuando se compara con el grupo control al cual tinicamente se

le administro el vehiculo (Tabla 12).

La Figura 13 muestra un importante incremento en la excrecién urinaria
inducido por la administracion oral de los compuestos y extracto de prueba, siendo
ésta mas notoria para el compuesto robustaflavona (2) el cual resulté ser el mas
activo de los biflavonoides evaluados con 1.45 de accion diurética; en amentoflavona
(1) la accion diurética fue de 1.34 y el compuesto 3 no fue activo ya que la excrecion
urinaria de los ratones tratados con éste no superd la excrecidn ejercida por el grupo
control (Figura 15). El azucar trehalosa (4) mostro el valor mas alto de accion
diurética el cual fue de 1.58 con una actividad diurética de 0.76 cuando se compara

con el fArmaco de referencia furosemida.
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Excrecion urinaria

1.5

Volumen

Tratamiento

5"
=

N\

i

Control

Furosemida
Amentoflavona
Robustaflavona
(2S)-2,3-dihidrorobustaflavona
Trehalosa

Extracto SN

Figura 15. Excrecién urinaria inducida por lo compuestos de prueba y el extracto, 4 h
después de la administracion oral de éstos.

Tabla12. Accidn diurética y actividad diurética de los compuestos probados a las 4 h después

de la administracion oral

Tratamiento Volumen de Accién Actividad
orina (mL) diurética diurética

Agua, 1 mL (control) 0.46x0.03 1 0.484
Furosemida 0.95+0.01 2.065 1
Robustaflavona (2) 0.67+0.03 1.456 0.705
Amentoflavona (1) 0.62+0.02 1.347 0.652
(S)-2,3-dihidrorobustaflavona (3) 0.34+0.02 0.760 0.368
Trehalosa (4) 0.73+0.03 1.586 0.7684
Extracto S. nothohybrida 0.54+0.02 1.195 0.5789

Los datos se muestran como el promedio # el error estandar de la media.

6.3.2 Efecto de la excrecion de electrolitos en la orina

Furosemida tiene un importante efecto salurético, debido a su mecanismo de

acciéon antes mencionado, el incremento en la diuresis inducida por amentoflavona (1)

mostro un efecto salurético menor al del grupo control a diferencia de robustaflavona

la cual induce una significante excrecién de Na* aunque la concentracion de K*

excretado es menor que la del grupo control. El analisis de los valores muestra que a
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pesar de que estos dos biflavonoides tienen estructuras muy similares, presentan un
mecanismo de acciéon diferente entre ellos; es bien conocido que este tipo de
compuestos (biflavonoides) incrementa la circulacion renal, asi como la tasa de
filtracion glomerular lo cual promueve un incremento en la formacion de orina. (Loew
et al, 1991). (5)-2,3-dihidrorobustaflavona (3) no mostré actividad, lo que fue
evidente en cuanto a que la excrecion urinaria que indujo este compuesto fue menor a
la del grupo control (agua); sin embargo, presenta un importante efecto natriurético y
kaliurético, de hecho, con los valores mas altos con respecto a todos los compuestos
evaluados, esto puede deberse a que la orina se encuentra concentrada debido a la
poca cantidad de agua que se eliminé. Este compuesto al igual que robustaflavona
presenta un comportamiento similar al de furosemida (Tabla 13) ya que los tres
tienen efecto natriurético. El incremento en la diuresis inducida por el azucar
trehalosa (4) no se reflejé de igual manera en la excrecion de iones (Na* y K*) ya que
la concentracién de éstos en la orina fue menor a la del grupo control, se sugiere que
este azucar estd induciendo diuresis de tipo osmdtica ya que ésta se produce al
administrar compuestos como el manitol y polisacaridos afines, los cuales se filtran
pero no se reabsorben; la diuresis osmdtica también se provoca por la presencia de
ciertas sustancias como glucosa (Segarra, 2003). Los diferentes resultados de
excrecion de electrolitos obtenidos de los compuestos 1-4 y el extracto indican una

diferencia importante en su perfil diurético.

El extracto acuoso de la planta tuvo menor actividad que los compuestos puros
esto puede deberse al hecho de que probablemente en el extracto se esté llevando a
cabo un efecto aditivo por parte de los compuestos activos, ademas de la presencia de
otras sustancias carentes de actividad diurética que incluso pudieran estar

interfiriendo con la actividad diurética del extracto.
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Tabla13. Concentracion de electrolitos en la orina excretada

Dosis Concentracion d_e electrolitos en
Tratamiento n (mg/kg) orina

Na* (mmol/L) K+ (mmol/L)
Agua, 1 mL (control) 6 87.0+5.4 280.8%6.1
Furosemida 6 10 132.2+5.9 315.5+5.0
Amentoflavona (1) 6 10 69.8+5.7 161.5+2.5
Robustaflavona (2) 6 10 122.3+5.7 181.9+8.5
(S)-2,3-dihidrorobustaflavona (3) 6 10 139.0+£7.4 377.2+8.8
Trehalosa (4) 6 10 81.4+4.2 246.5+7.6
Extracto acuoso 6 2000 84.0+£2.3 195.6+3.4

Los resultados muestran los valores medios * error estandar de la media (S.E.M.); n= niimero de
ratones usado en cada grupo.

6.3.3 Caracteristicas fisicas de la orina excretada a las 4 h de la administracion

oral de los compuestos 1-4 y el extracto

La medicion del pH, asi como la conductividad y densidad de la orina excretada
son parametros importantes para evaluar los cambios en las caracteristicas

fisicoquimicas de ésta, después de administrar los diferentes tratamientos.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la orina excretada no sufrieron cambios
importantes, sin embargo el pH se observdo aumentado cuando se administro
furosemida, amentoflavona (1) y robustaflavona (2). Es conocido que los agentes
diuréticos del tipo de furosemida causan alcalosis (Abdala et al., 2008). La medicion
de la densidad de la orina es un método sencillo y rapido que indica el peso de los
solutos disueltos en la orina; el valor de ésta se obtiene al comparar el peso de la orina
entre los mililitros de ésta (densidad relativa). El fundamento de esta prueba radica en
que la densidad es reflejo de la concentracién, aunque en orinas con una
concentracion elevada de solutos de alto peso molecular (como glucosa) el valor de la
densidad es superior a la concentracién estimada. La densidad de la orina excretada
por los ratones a los cuales se les administraron los compuestos de prueba y el
extracto no se vio modificada de manera importante ya que se mantuvo en un rango

de 1.012 g/mL a 1.064 g/mL (Tabla 14), valores muy cercanos a 1 g/mL. La
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conductividad en medios liquidos esta relacionada con la presencia de sales en
solucidn, cuya disociacién genera iones positivos y negativos capaces de transportar
energia eléctrica; estos conductores i6nicos se denominan electrolitos. Se puede
observar que la conductividad vari6 de acuerdo a la concentracion de estos
conductores presentes en la muestra, sin dejar de lado que el Na* y el K* no son los
unicos iones que ahi se encuentran, por lo que el valor de conductividad inicamente

puede indicar si la concentracién de iones en la muestra de orina es alta o baja.

Tabla14. Efecto del tratamiento en las caracteristicas fisicoquimicas de la orina excretada

Tratamiento n Dosis pH Conductividad | Densidad
(mg/Kg)
Agua, 1 mL (control) 6 4,98 -0.41 1.064
Furosemida 6 10 5.33 -0.77 1.012
Robustaflavona (2) 6 10 5.17 -0.64 1.005
Amentoflavona (1) 6 10 5.41 -0.42 1.033
(S)-2,3-dihidrorobustaflavona (3) 6 10 417 -0.32 1.108
Trehalosa (4) 6 10 4.23 -0.36 1.022
Extracto acuoso 6 2000 4.15 -0.31 1.045

6.3.4 Analisis estadistico

Para los volimenes promedio de excreciéon de orina totales a las 4 horas
después de la administracion de los compuestos 1-4, el extracto acuoso de S.
nothohybrida, el farmaco de referencia furosemida y el control, los valores estadisticos
fueron obtenidos mediante la utilizaciéon del programa GraphPad Prism 5 en el cual se

hizo el ANOVA seguido de una prueba de comparaciéon multiple Dunnett y Tukey.

6.3.4.1 Analisis de varianza para los volimenes promedio finales inducido por todos

los tratamientos

La hipétesis que se pone a prueba en el ANOVA de un factor es que las medias

poblacionales (las medias de la variable dependiente de cada nivel de la variable
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independiente) son iguales. Si las medias poblacionales son iguales eso significa que
los grupos no difieren en la VD y que en consecuencia, la VI o factor es independiente

dela VD.

El andlisis de ANOVA para el estudio farmacolégico de diuresis tuvo un valor de
p<0.0001 a un nivel de significancia de 0.05 lo cual nos indica que las medias de los
siete grupos analizados son estadisticamente diferentes por lo que se rechaza la Ho de
que todos los grupos son iguales y no presentan diferencias y se acepta la Ha la cual

indica que al menos uno de los grupos es diferente.

6.3.4.2 Analisis de comparacion multiple Dunnett

La prueba de Dunnett es tutil para comparar el tratamiento control (testigo) con
otros tratamientos, en el caso de un grupo tratado con placebo (control) y varios
grupos tratados con terapias cuya eficacia se quiere comparar respecto al grupo basal

(control).

Tabla 15. Prueba de Dunnett

Comparacién miltiple Dunnett Difererllcia Significante In_tervalo de

media P <0.05 confianza (95%)
Control vs Furosemida -0.5033 Si -0.5804 a-0.4262
Control vs amentoflavona -0.1783 Si -0.2554 a-0.1012
Control vs robustaflavona -0.2233 Si -0.3004 a-0.1462
Control vs (S)-2,3-dihidrorobustaflavona 0.1067 Si 0.02956 2 0.1838
Control vs trehalosa -0.2783 Si -0.3554 a-0.2012
Control vs Extractos SN -0.1033 Si -0.1804 a-0.02622

En la Tabla 15 se observa que el analisis comparativo de Dunnett a un nivel de
confianza de 95% indic6 que todos los tratamientos son estadisticamente diferentes al
del control administrado, es decir que los compuestos tienen actividad diurética a
excepcion del compuesto (S)-2,3-dihidrorobustaflavona (3), el cual tiene efecto

antidiurético.
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6.3.4.3 Analisis de comparacion multiple de Tukey

La prueba de Tukey involucra una comparacion maultiple de un solo paso, se
utiliza en conjunciéon con un ANOVA para encontrar medias que son

significativamente diferentes unas de otras.

Tabla 16. Prueba de Tukey

Comparacién multiple te Tukey Diferel_lcia Significante ln_tervalo de
media P <0.05 confianza (95%)
Control vs Furosemida -0.5033 Si -0.5927 to -0.4139
Control vs amentoflavona -0.1783 Si -0.2677 to -0.08895
Control vs robustaflavona -0.2233 Si -0.3127 to -0.1339
Control vs (S)-2,3-dihidrorobustaflavona 0.1067 Si 0.01728 to 0.1961
Control vs trehalosa -0.2783 Si -0.3677 to -0.1889
Control vs Extracto SN -0.1033 Si -0.1927 to -0.01395
Furosemida vs amentoflavona 0.3250 Si 0.2356 to 0.4144
Furosemida vs robustaflavona 0.2800 Si 0.1906 to 0.3694
Furosemida vs (S)-2,3-dihidrorobustaflavona 0.6100 Si 0.5206 to 0.6994
Furosemida vs trehalosa 0.2250 Si 0.1356 to 0.3144
Furosemida vs Extracto SN 0.4000 Si 0.3106 to 0.4894
Amentoflavona vs robustaflavona -0.04500 No -0.1344 to 0.04439
Amentoflavona vs (S)-2,3-dihidrorobustaflavona 0.2850 Si 0.1956 to 0.3744
Amentoflavona vs trehalosa -0.1000 Si -0.1894 to -0.01061
Amentoflavona vs Extracto SN 0.07500 No -0.01439 to 0.1644
Robustaflavona vs (S)-2,3-dihidrorobustaflavona 0.3300 Si 0.2406 to 0.4194
Robustaflavona vs trehalosa -0.05500 No -0.1444 to 0.03439
Robustaflavona vs Extracto SN 0.1200 Si 0.03061 to 0.2094
(5)-2,3-dihidrorobustaflavona vs trehalosa -0.3850 Si -0.4744 to -0.2956
(5)-2,3-dihidrorobustaflavona vs Extracto SN -0.2100 Si -0.2994 to0 -0.1206
Trehalosa vs Extractos SN 0.1750 Si 0.08561 to 0.2644

En la Tabla 16 se observan los resultados del analisis de comparacion multiple
de Tukey a un nivel de confianza de 95%. Los datos estadisticos muestran que
después del farmaco de referencia furosemida, el mas activo fue trehalosa seguido por
robustaflavona, amentoflavona, el extracto acuoso y el compuesto (S)-2,3-
dihidrorobustaflavona, el cual, como se ha mencionado, se consider6 sin actividad, por
lo que la diferencia entre los ratones tratados con furosemida y los tratados con
trehalosa no fue muy significativa en comparacién con los ratones que recibieron el

compuesto (5)-2,3-dihidrorobustaflavona.
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Entre los tratamientos con amentoflavona vs robustaflavona, estadisticamente
la diferencia no fue significante, asi como en el caso de amentoflavona vs extracto
acuoso, lo que nos indica que amentoflavona puede tener una actividad equiparable a

la del compuesto robustaflavona y el extracto acuoso.

El tratamiento de robustaflavona vs el tratamiento de trehalosa
estadisticamente no fue diferente; sin embargo, si fue significante comparado con el

tratamiento con extracto acuoso.

6.4 Estudio en presencia de inhibidores de COX’s que involucra a las

prostaglandinas en la accion diurética

Para evaluar el papel de las prostaglandinas en la diuresis y proponer un
posible mecanismo de accién de los compuestos evaluados que mostraron efecto
diurético, éstos se trataron con cuatro inhibidores de enzimas COX’s. Dichas enzimas
al ser inhibidas traen como consecuencia la interrupcion de la sintesis de
prostaglandinas las cuales son de importancia en la diuresis como se mencion6 en el

apartado de antecedentes.

Primeramente se evalu6 si existia variacion en los volumenes de excrecion
urinaria asi como en las caracteristicas fisicoquimicas de la orina de los ratones
empleando inhibidores de COX’s inespecificos como es el caso de acido acetilsalicilico,
naproxeno sodico e indometacina. Los valores obtenidos a partir de la administracién
conjunta de inhibidores de COX inespecificos con los compuestos y el extracto de S.
nothoybrida mostraron que hubo una importante inhibiciéon de la accion diurética
ejercida por los tres AINE’s administrados con todos los compuestos de prueba. Por
otra parte y continuando con el experimento, se administré un inhibidor especifico de
COX-2 (Celecoxib) el cual produjo los mas altos datos de inhibicién del efecto diurético
ejercido por todos los compuestos evaluados, estos datos nos permiten atribuir un

papel relevante a la actividad de esta enzima para el proceso de diuresis,
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probablemente los compuestos administrados tengan un mecanismo de accién

favorecido por la enzima COX-2.

La inhibicion de la sintesis de prostaglandinas renales ejercida por los
inhibidores de COX’s reduce la tasa de filtraciéon glomerular y el flujo renal lo que
explica la disminucién del efecto diurético; al administrar los compuestos de prueba,
éstos no ejercen su efecto diurético ya que la cantidad de prostaglandinas renales esta
disminuida lo cual no favorece el incremento de circulacién renal promovido por los

biflavonoides (Lote, 1982).

Furosemida y robustaflavona mostraron un comportamiento similar cuando
los ratones fueron tratados con AAS, naproxeno sodico e indometacina ya que en
todos los casos se inhibi6 el efecto diurético de ambas, ademas de que la
concentracion de electrolitos disminuy6 considerablemente en los tres casos (Tabla 9)
siendo mas importante el efecto en el caso de indometacina. Un contraste con lo
anterior, ocurrié con amentoflavona (1), trehalosa (4) y el extracto, ya que a pesar de
que estos observaron concentraciones de electrolitos por debajo del grupo control
cuando se administraron solos, al ser administrados conjuntamente con los
inhibidores de COX’s inespecificos, la concentraciéon de electrolitos determinada en la
orina excretada por estos tratamientos aumenté en los tres casos. Se puede notar que
los resultados de los tratamientos con los tres inhibidores de COX’s inespecificos

fueron similares entre ellos (Tablas 19, 21, 23, 25).

Las caracteristicas fisicoquimicas de la orina no se vieron modificadas de
manera importante, el pH de la orina excretada después del tratamiento con los
AINE’s se volvié ligeramente mas acido en todos los casos, los salicilatos actian sobre
los tubulos renales afectando la resorcion del acido urico, lo que ocasiona un efecto
uricosurico (Instituto Quimico Bioldgico, 2014) lo cual podria explicar la acidificacion
de la orina ademas de que puede haber déficit en la reabsorcién de HCOs filtrado, la
densidad de la orina se mantuvo aproximada a 1 g/mL, por otra parte, la
conductividad la cual es una medida indirecta del contenido i6nico en la orina vario6 de

acuerdo a la concentracion de electrolitos presentes en ésta.
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6.4.1 Efecto sobre la excrecion urinaria y de electrolitos inducida por

furosemida en presencia de inhibidores de COX’s

Los ratones que fueron tratados primeramente con AAS, naproxeno soédico e
indometacina y 30 minutos después con furosemida mostraron inhibicién de su efecto
diurético siendo mas importante el efecto en el caso del inhibidor especifico de COX-2
el cual mostré un 33.6 % de inhibicién y la inhibicién mas baja se dio con AAS (10.5
%) (Fig. 16). La concentraciéon de electrolitos también disminuy6 de acuerdo a la
disminucién de orina excretada, observandose un importante efecto kalurético en el
caso del AINE acido acetilsalicilico (Tabla 17). Como era de esperarse la conductividad
disminuy6 en todos los casos ya que la concentracion de iones también disminuyé y el

pH se acidific6 (Tabla 18).

Furosemida con inhibidores de COX

1.59
£ Furosemida
B8 Furosemida + AAS
= 10- @ Furosemida + NS
°E’ I p— @8 Furosemida +1
= m T, B8 Furosemida + C
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Tratamiento

Figura 16. Excrecion urinaria del farmaco de referencia Furosemida con inhibidores de COX.

Tabla 17. Excrecion urinaria y excrecion de electrolitos cuando se administraron inhibidores
de COXy el farmaco de referencia Furosemida

Tratamiento ‘(I)(:.lil:lglal:lf)e Dosis (mg/kg) (mrlr\ll?); /L) (mnll((:l /L)
Furosemida + AAS 0.85+0.01 10 92.3+2.86 486.9+11.5
Furosemida +NS 0.82+0.03 10 125.2+1.6 186.7+9.5
Furosemida +I 0.68+0.01 10 77.5+10.2 49.5+4.7
Furosemida +C 0.63+0.01 10 58.849.4 40.1+4.2

Los resultados muestran los valores medios * error estandar de la media (S.E.M.).
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Tabla 18. Caracteristicas fisicoquimicas de la orina cuando se administraron inhibidores y el
farmaco de referencia Furosemida

Tratamiento n (rgg/sli{szg) pH Conductividad D(eg I}i:ia;d
Furosemida + AAS 6 10 4.58 -055 1.00
Furosemida +NS 6 10 4.40 -037 1.02
Furosemida +I 6 10 4.15 -035 1.03
Furosemida + C 6 10 4.23 -040 1.02

Se administraron inhibidores de COX 10 mg/Kg BW, 30 minutos después se administré el compuesto problema 10
mg/Kg, n= nimero de ratones usado en cada grupo.

6.4.2 Efecto sobre la excrecion urinaria y de electrolitos inducida por

amentoflavona (1) en presencia de inhibidores de COX's

El compuesto amentoflavona (1) también tuvo una importante inhibicién de su
actividad diurética cuando se probé conjuntamente con indometacina y con celecoxib
con porcentajes de inhibicion de 58.0 y 59.6 %, respectivamente. La inhibicién mas
baja se observé con AAS la cual fue de 3.22 %, este resultado coincidié con los
obtenidos de furosemida con respecto a la disminucion de la excrecidén urinaria
(Figura 17); sin embargo, la concentraciéon de electrolitos en el tratamiento de
amentoflavona con los inhibidores de COX’s aument6 en todos los casos con respecto
al tratamiento de amentoflavona (1) sin inhibidores, es decir que la excrecion urinaria
disminuy6 pero la concentracién de electrolitos se elevé (Tabla 19), esto puede dar
una idea de que el mecanismo de accion se esta llevando a cabo de manera diferente al
mecanismo de furosemida. Las caracteristicas fisicoquimicas en este caso se muestran

en la Tabla 20.
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Amentoflavona con inhibidores de COX

0.8+

0.6+

0.4

Volumen

0.0

Figura 17. Excrecion urinaria de amentoflavona con inhibidores de COX.

Tratamiento

E33 Amentoflavona

E33 Amentoflavona + AAS
Bl Amentoflavona + NS
B3 Amentoflavona +1
B3 Amentoflavona + C

Tabla 19.Excrecion urinaria y excrecidn de electrolitos cuando se administraron inhibidores
de COXy el compuesto amentoflavona (1)

Tratamiento

Amentoflavona + AAS
Amentoflavona + NS

Amentoflavona + I

Amentoflavona + C

Volumen
de orina
(mL)
0.60+£0.01
0.52+0.01

0.26+0.03
0.25+0.02

Dosis

(mg/kg)

10
10
10
10

Na*
(mmol/L)

107.7+3.83
97.0+1.7

62.9+14.5
102.7+£1.8

Los resultados muestran los valores medios * error estdndar de la media (S.E.M.).

K+
(mmol/L)

293.7+8.42
510.6+4.6

148.9+4.5
190.4+3.7

Tabla 20.Caracteristicas fisicoquimicas de la orina cuando se administraron inhibidores y el

compuesto amentoflavona (1)

Tratamiento

Amentoflavona + AAS
Amentoflavona + NS
Amentoflavona + I
Amentoflavona + C

=

6
6
6

6

Dosis
(mg/kg)
10
10
10
10

pH

4.30
4.47
4.40
4.35

Conductividad

-040
-037
-049
-046

Densidad
(g/mL)
1.01
1.01
1.03
1.03

Dosis de administracién de inhibidores de COX: 10 mg/kg, 30 minutos después administracién del compuesto
problema (10 mg/kg), n= nimero de ratones usado en cada grupo.
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6.4.3 Efecto sobre la excrecion urinaria y de electrolitos inducida por

robustaflavona (2) en presencia de inhibidores de COX’s

El compuesto robustaflavona (2) también present6 inhibiciéon de su efecto

diurético cuando se administré conjuntamente con inhibidores de COX; el valor mas

alto de inhibiciéon obtenido fue de 52.2% con AAS y el mas bajo lo present6é con

indometacina el cual fue de 11.3% (Figura 18). Al disminuir la cantidad de orina

excretada también disminuyo la concentracion de electrolitos presentes en la orina tal

como se vio en el caso del fArmaco de referencia furosemida (Tabla 21). La Tabla 22

muestra las caracteristicas fisicoquimicas de este experimento en donde se aprecian

pequefios cambios en el pH, asi como en la conductividad, relacionados con la

excrecion de electrolitos.

Robustaflavona con inhibidores de COX

0.81

0.6

0.4+

Volumen

0.2+

0.0

Tratamiento
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Robustaflavona
Robustaflavona + AAS
Robustaflavona + NS
Robustaflavona + I

Robustaflavona + C

Figura 18. Excrecion urinaria de robustaflavona con inhibidores de COX.

Tabla 21. Excrecién urinaria y excrecion de electrolitos cuando se administraron inhibidores

de COXy el compuesto robustaflavona (2)

Tratamiento Volumen de Dosis Na* K+
orina (mL) (mg/kg) (mmol/L) (mmol/L)
Robustaflavona + AAS 0.32+0.01 10 64.6+6.58 154.5+2.05
Robustaflavona + NS 0.47+0.01 10 84.9+4.1 214.7+3.0
Robustaflavona + I 0.55+0.01 10 41.5+1.4 115.7+6.4
Robustaflavona + C 0.39+0.03 10 48.3+3.2 114.4+0.5

Los resultados muestran los valores medios * error estandar de la media (S.E.M.).
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Tabla 22. Caracteristicas fisicoquimicas de la orina cuando se administraron inhibidores de
COXy el compuesto robustaflavona (2)

Tratamiento n (r]r?;/sli{sg) pH Conductividad D(eg I}j:ﬂf;d
Robustaflavona + AAS 6 10 4.23 -036 1.04
Robustaflavona + NS 6 10 4.55 -045 1.03
Robustaflavona + I 6 10 4.48 -054 1.05
Robustaflavona + C 6 10 4.18 -036 1.06

Dosis de administracién de inhibidores de COX: 10 mg/kg BW, 30 minutos después administracién del compuesto
problema (10 mg/kg), n= nimero de ratones usado en cada grupo.

6.4.4 Efecto sobre la excrecion urinaria y de electrolitos inducida por trehalosa

(4) en presencia de inhibidores de COX's

La presencia de prostaglandinas en el rifién es determinante en el mecanismo
diurético como estd documentado (Garcia, 2000); al inducir la inhibicién de la sintesis
de éstas mediante la administraciéon de inhibidores de COX’s se observé como se
esperaba, disminucion en la diuresis. En el apartado 6.3.1 se demuestra mediante
experimentos la actividad diurética de todos los compuestos de prueba (salvo en el
caso del compuesto 3). Al administra los compuestos de prueba a los ratones
previamente tratados con inhibidores de COX-2 se observd inhibicién de la diuresis
ain en mayor proporciéon que para los inhibidores de COX-1 lo que sugiere que la
presencia de prostaglandinas en el rifién es determinate para que se lleve a cabo el
efecto diurético promovido por los compuestos de prueba ya que cuando estan
disminuidas la diuresis se abate.

El efecto contrario fue observado con el azucar trehalosa ya que incrementé su
efecto diurético en un 12.3% cuando fue administrado posteriormente al AAS,
mientras que con NS, I, y C la diuresis disminuy¢ siendo el valor mas alto de inhibicion
observado con el inhibidor especifico de COX-2 similar al comportamiento de
amentoflavona; la excrecién de Na* y K* aumentd al disminuir la excrecién urinaria
(Tabla 23). Una explicacion se plantea como que el azucar trehalosa presenta un
efecto sinergista con el AAS, mientras con el resto de los inhibidores de COX’s se

comporta de manera similar a los compuestos 1y 2.
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Trehalosa con inhibidores de COX
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N Trehalosa
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Figura 19. Excrecion urinaria de trehalosa con inhibidores de COX.

Tabla 23.Excrecion urinaria y excrecidn de electrolitos cuando se administraron inhibidores
de COXy el azticar trehalosa (4)

Volumen

Tratamiento de orina Dosis Na K
(mg/kg) (mmol/L) (mmol/L)
(mL)
Trehalosa + AAS 0.82+0.01 10 94.3+4.95 166.3+9.46
Trehalosa + NS 0.61+0.02 10 94.3+4.9 166.3+9.4
Trehalosa + I 0.41+0.01 10 105.3+4.8 374.5+5.8
Trehalosa + C 0.28+£0.02 10 87.0+5.4 175.4%5.0

Los resultados muestran los valores medios * error estandar de la media (S.E.M.).

Tabla 24.Caracteristicas fisicoquimicas de la orina cuando se administraron inhibidores de
COXy el azucar trehalosa (4)

Tratamiento n (n?g/sli(sg) pH Conductividad D(eg l}j:ia;d
Trehalosa + AAS 6 10 4.40 -048 0.96
Trehalosa + NS 6 10 4.40 -053 1.03
Trehalosa + I 6 10 4.48 -053 1.12
Trehalosa + C 6 10 4.30 -045 1.07

Dosis de administracién de inhibidores de COX: 10 mg/kg, 30 minutos después administracion del compuesto
problema (10 mg/kg), n= niimero de ratones usado en cada grupo.
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6.4.5 Efecto sobre la excrecion urinaria y de electrolitos inducida por el extracto

acuoso de S. nothohybrida en presencia de inhibidores de COX’s

El extracto tuvo su mayor inhibicién al ser administrado conjuntamente con
indometacina (46.2 %) cuando se compar6 con el grupo que Unicamente recibi6 el
extracto sin inhibidor de COX, la menor inhibicién de la actividad se observd cuando
se administro el celecoxib (Figura 20 y Tabla 25), contrario con lo que sucedi6 con los
compuestos puros ya que estos mostraron los valores mas altos de inhibicién de su
efecto diurético cuando se administraron con el inhibidor especifico de COX-2, lo
anterior permite sugerir que los compuestos al estar juntos en el extracto presentan

un efecto diurético aditivo.

Extracto de con inhibidores de COX

0.61
— EE Extracto SN
EEB Extracto SN + AAS

= 0.4- @ Extracto SN + NS
g EEB Extracto SN +1
= EEH Extracto SN +C
=
> 0.2

0.0

Tratamiento

Figura 20. Excrecion urinaria del extracto de S. nothohybrida con inhibidores de COX alas 4 h
de la administracion.

Tabla 25. Excrecion urinaria y excrecion de electrolitos cuando se administraron inhibidores
de COXy el extracto de S. nothohybrida

Tratamiento Volumen de Dosis Na* K+
orina (mL) (mg/kg) (mmol/L) (mmol/L)
Extracto acuoso + AAS 0.48+0.01 2000 98.7+£2.21 249.7+8.46
Extracto acuoso + NS 0.32+0.01 2000 139.8+7.9 285.048.6
Extracto acuoso + I 0.24+0.01 2000 86.2+1.1 484.8+4.7
Extracto + C 0.43+0-01 2000 85.3+10.8 106.8+6.9

Los resultados muestran los valores medios * error estandar de la media (S.E.M.).
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Tabla 26.Caracteristicas fisicoquimicas de la orina cuando se administraron inhibidores de
COXy el extracto de S. nothohybrida

Tratamiento n (rgg/sli(sg) pH Conductividad D(eg r}sl:l(}‘a;d
Extracto acuoso + AAS 6 2000 4.20 -043 1.05
Extracto acuoso +NS 6 2000 4.26 -040 1.02
Extracto acuoso + I 6 2000 4.30 -042 0.93
Extracto acuoso + C 6 2000 4.05 -028 1.02

Dosis de administracién de inhibidores de COX: 10 mg/kg, 30 minutos después, administracién del compuesto
problema (10 mg/kg), n= nimero de ratones usado en cada grupo.

Con la metodologia utilizada se puede demostrar el importante papel que
tienen las prostaglandinas renales en la diuresis las cuales favorecen el mecanismo de
accion por el cual se da la excrecidn urinaria en cada caso con los compuestos y el
extracto evaluado, la trehalosa mostré el mayor efecto diurético, y al tratarse de un
azucar, éste probablemente esté actuando como un diurético osmotico modificando la
osmolaridad de la nefrona en el rifidn y provocando una mayor excrecion de liquido.

Existen evidencias que muestran que el 6xido nitrico modula la
autorregulacion del flujo sanguineo renal, la superficie glomerular apta para la
filtracion y la liberacion de renina, por lo que la inhibicidn de la sintesis del NO puede
alterar todos estos mecanismos homeostaticos y por tanto modificar la natriuresis y la
reabsorcion tubular de sodio (Romero et al,1993). Algunos autores sugieren que
amentoflavona induce vaso relajacidon asociada con la activaciéon de la ruta NO-cGMP
(Kang et al, 2004); al incrementar la sintesis del NO se induce vaso relajacion renal y
asi se produce un aumento de la diuresis (y natriuresis), el bloqueo de la sintesis del
NO conduce a una disminuciéon del flujo sanguineo renal y de la excrecién de sodio
(Bachmann et al.1994).

Los resultados de esta investigacion avalan el uso de Selaginella nothohybrida
en la medicina tradicional mexicana como un agente diurético. Sin embargo, se
requiere la realizaciéon de estudios que permitan determinar el mecanismo preciso
por el cual el extracto acuoso y los compuestos puros afectan la excrecion urinaria de

electrolitos.
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7. CONCLUSIONES

v El presente estudio respalda el uso etnomédico de la “doradilla” como un

agente diurético, con base en el patréon de excreciéon de sodio, potasio y

volumen de orina observados en los resultados obtenidos en este trabajo.

Tanto los metabolitos evaluados como el extracto tienen mecanismos de accion
diferentes, ya que no siguen un patrén similar de natriuresis y Kkaliuresis,
ademas de que el comportamiento con inhibidores de COX'’s es diferente para

cada uno.

La administracién conjunta de los compuestos aislados con inhibidores de COX
evidencia que en nuestro caso las prostaglandinas renales juegan un papel
determinante en la diuresis y es notable que la enzima COX-2 favorezca en
mayor medida la excrecion de orina promovida por los compuestos que se

evaluaron.

Amentoflavona (1) es un biflavonoide mayoritario en S. wrigthii, el cual mostro

actividad diurética en la evaluacion farmacoldgica.

El biflavonoide robustaflavona (2) aislado de S. nothohybrida mostré actividad

diurética estadisticamente similar a la de amentoflavona (1).

El extracto acuoso de S. nothohybrida mostré menor actividad diurética a la de
los compuestos puros, por lo que se evidencia que los metabolitos activos
presentes en el extracto tienen un efecto aditivo, ademas de que pudieran estar
presentes otros compuestos con efecto antagonista, con lo que la actividad neta

del extracto disminuye.

El azdcar trehalosa mostr6 mayor actividad diurética que los biflavonoides
evaluados, el alto contenido de este azucar en las selaginellas, ademas de
proporcionarle a la planta un mecanismo de proteccion en periodos largos de

sequia (poiquilohidria), le confiere a la planta actividad farmacolégica.
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v' El contenido metabdlico de S. lepidophyla y S. wrigthii similar al de S.
nothohybrida nos sugiere que estas otras especies puedan presentar actividad

diurética.
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Anexo 1. IR de amentoflavona (1), por reflectancia ATR.
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Anexo 10. RMN 13C de robustaflavona (2), (400 MHz acetona-ds).
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Anexo 12. Experimento HSQC de robustaflavona (2), (400 MHz acetona-ds).
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Anexo 13. Experimento HMBC de robustaflavona (2), (400 MHz acetona-ds).
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Anexo 14. Experimento NOESY de robustaflavona (2), (400 MHz acetona-ds).
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