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ACTIVIDAD DIURETICA DEL EXTRACTO TOTAL ACUOSO DE LOS CALICES DE
Hibiscus sabdariffa L. ADMINISTRADO EN RATAS ALBINAS VARIEDAD WISTAR

RESUMEN

La fraccion en etanol del extracto liofilizado y el Extracto total acuoso sin
liofilizar (infusién) de los célices de Hibiscus sabdariffa fueron los tratamiento
que presento mayor efecto diurético, en ratas albinas machos cepa wistar de peso
promedio 295,1g; cuando se evaluaron concentraciones de 20 mg/kg de peso
corporal comparados con el control positivo hidroclorotiazida respectivamente.
L3 presenta una diuresis de tipo no electrolitico de acuerdo a lo establecido por
Stein, con comportamiento fisiolégico diferente al del patron positivo
Hidroclorotiazida. El extracto total acuosos liofilizado en dosis de 400 mg/Kg de
peso corporal no induce alteraciones macromorfologicas y tampoco
histopatoldgicas al ser administrado en ratas albinas machos cepa wistar.

PALABRAS CLAVES: Hibiscus
histopatoldgicas, Hidroclorotiazida.
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ABSTRACT

Ethanolic fraction of liofilized extract and the total not liofilized
aqueous extract (infusion) of calices of Hiiscus sabdariffa were th
treatments that presented higher diuretic effect in male albine rats, cepa
wistar, with average weight 295.1 g, when evaluated at concentration of **20
mg/kg of corporal weight compared with the positive control
hydrochlorotiazide respectively. L3 presents a diuresis of non electrolytic
type according to that established by Stein, with physiological behaviour
different to that of positive patron hydrochlorotiazide. The total
liofilized aqueous extract at 400 mg/kg of corporal weight dose do not
induce either macro-morphological nor histopathological alterations when
administered in male albine rats, cepa wistar.
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1. INTRODUCCION

En el Departamento de Sucre existen condiciones que
favorecen la utilizacion de plantas medicinales.
Precisamente por su escaso desarrollo economico y la
disponibilidad del material vegetal, es comin ver a
personas utilizando y recomendando una gran cantidad
de hierbas o brebajes para curar diferentes males que van
desde cefalea, fiebres y tos hasta hipertension y cancer.
En este sentido podemos sefialar que el boldo o flor de
jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta silvestre o
cultivada en regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo, familia de las Malvaceae, aprovechada por su
fibra, usos alimenticios y medicinales, de cuyos calices y
a través de infusion se obtiene una bebida, refrescante,
ligeramente acidulada, recomendada popularmente como
emoliente  diurético, espasmolitico, antihelmintico,
antibacteriano, antihipertensivo y antiescorbdtico, [1];[2].

Efectos farmacolégicos de extractos de este vegetal
fueron estudiados demostrando propiedades como la
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antihipertensiva, reportado por Onyenekwe Yy
colaboradores [3], quienes ademas encontraron un leve
aumento en la eliminacién de orina en las ratas tratadas;
sin embargo la actividad diurética aunque podria explicar
parcialmente la actividad hipotensiva, ha sido poco
estudiada. Por tal razén el estudio del extracto total
acuoso de los calices de Hibiscus sabdariffa L permite
reconocer la potencialidad de la flora de nuestra regién
al evaluar su actividad diurética en ratas albinas variedad
Wistar.

Los calices de esta planta son ricos en compuestos
fendlicos con una marcada actividad fisioldgica [4]; y su
DLs, ha sido calculada en 5000 mg/Kg para el extracto
acuoso, pero el consumo contintio en dosis 1000 mg/Kg
provoca una muerte stbita en ratas hipertensas [3].

El extracto acuoso de las flores de la planta inhibe la
oxidacién de la lipoproteina de baja densidad (LDL) y
previene varios tipos de hiperlipidemias en ratas con una
dieta alta en fructosa y colesterol; ademas este extracto
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reduce los triglicéridos en suero de ratas con una dieta
alta en fructosa [5].

Las antocianinas de Hibiscus sabdariffa L (HAS),
presentes en las flores, y en concentraciones de 0.10 6
0.20 mg/mL presentan una considerable funcion
antioxidante; también in vivo, un pretratamiento de HAs
(100 y 200 mg/Kg) por 5 dias antes de una dosis Unica de
t-BHP (tert-butilhidroperoxido - 0.2 mmol/Kg) decrece
significativamente los niveles alanina y aspartato
aminotransferasas y reduce dafio hepatico por oxidacién;
la evaluacion histopatolégica muestra que estos
pigmentos de Hibiscus sabdariffa L reducen la incidencia
de lesiones en higado, incluyendo inflamacion,
infiltracion leucocitaria y necrosis inducida por t-BHP en
ratas [6]. Otros ensayos muestran que las HAs pueden ser
usadas para disminuir la hepatotoxicidad inducida por
paracetamol [7].

Cuando existe una produccién excesiva de orina en los
riflones junto con una excrecion urinaria, bien sea natural
0 inducida, estamos hablando de diuresis. Quienes
aumentan la salida o excrecion urinaria de Na', ClI' y
agua son denominados diuréticos, utilizados en el
tratamiento de muchas condiciones patolégicas y de los
que existen varias clases o tipos dependiendo del sitio de
la nefrona donde actde impidiendo la reabsorcién tubular
de Na* y agua. Diuréticos proximales, los que bloquean
la anhidrasa carbonica; diuréticos de asa, que actlan en la
rama ascendente del asa de Henle; diuréticos tipo tiazidas
o distales, que actuan en el tubulo distal y en el segmento
conector (y posiblemente en la porcién temprana del
tibulo colector cortical); los diuréticos ahorradores de
potasio (antikaliurético), actian en el tdbulo distal y
colector cortical y en células sensibles a la aldosterona.
Los nuevos diuréticos aumentan la excrecion de agua al
bloquear la accién de la hormona antidiurética en los
receptores V2 del tibulo colector cortical [8].

2. EXPERIMENTAL

2.1 Recoleccion y tratamiento del material vegetal.
Los célices de Hibiscus sabdariffa L, libres de semillas,
provenientes de plantas adultas en época de fructificacion
durante el mes de abril, obtenidos de cultivos en la finca
Manara localizada en la zona noroccidental del municipio
de Sincelejo, departamento de Sucre, en el corregimiento
de La Arena, con 125 msnm; fueron secados en secador
solar a una temperatura media de 55° C. EI material asi
obtenido fue molido para facilitar la extraccion.

2.2 Obtencion de los extractos. El extracto total acuoso
fue obtenido a partir de 200 gramos de material vegetal y
sometido a reflujo durante 3 horas. Este extracto fue
filtrado y liofilizado en los laboratorios de productos
naturales y farmacognosticos de la facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de Cartagena.
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El liofilizado es sometido a cromatografia flash en fase
reversa con etanol, para lo cual se tomaron 25 g del
liofilizado y 250 g de RP18. Esta fraccion fue
concentrada a presion reducida en un rotaevaporador para
eliminar el exceso de solvente de la muestra,
obteniéndose un extracto viscoso color rojo oscuro.

2.3 ldentificacion Cualitativa de Metabolitos
Secundarios

A partir del extracto total acuoso y luego de su
liofilizacién se realiz6 el tamizaje fitoquimico preliminar
para detectar la presencia de metabolitos secundarios
mayoritarios, basado en el método descrito en las notas
de Farmacognosia y Fitoquimica Experimental del
Departamento de Quimica Farmacéutica de la
Universidad de Antioquia por Alejandro Martinez[9].
Este screening fitoquimico se realizd basado en
reacciones de precipitacién o coloracion; que conté con
pruebas para: flavonoides, leucoantocianinas, saponinas,
taninos, terpenos, quinonas, alcaloides, aminoacidos y
compuestos fendlicos.

2.4 Evaluacion de Actividad Diurética.

La actividad diurética del extracto total liofilizado y
fracciones separadas se ensay0O utilizando en total 24
ratas albinas macho, cepa Wistar, suministradas por el
bioterio de la Pontificia Universidad Javeriana, de 9
semanas de nacidas, con un peso comprendido entre 240
y 340 gramos.

2.5 Preparacion de los tratamientos: La solucién
blanco agua destilada; y los patrones positivos
furosemida e hidroclorotiazida, cada una de las cuales se
administrd a una concentracion de 20 mg/kg de peso.
Para obtener éstas soluciones de furosemida e
hidroclorotiazida fue necesario extraer el principio activo
de capsulas tipo comercial (MK) con etanol analitico.

El extracto total liofilizado y la fraccion etandlica se
administraron a una concentracion de 20 y 200 mg/kg
cada uno; mientras que el extracto total acuoso obtenido
por infusién durante 10 minutos se administré en dosis
Unica de 20 g/kg; y el extracto total acuoso liofilizado
destinado a la evaluacién del dafio histopatoldgico a 400
mg/kg.

Los tratamientos utilizados fueron los siguientes:

Tratamiento blanco — agua destilada (B), Patron positivo
furosamida (F), Patron positivo hidroclorotiazida (H),
Extracto total acuoso liofilizado 20 mg/kg (L1), Extracto
total acuoso liofilizado 200 mg/kg (L2), Fraccion en
etanol del liofilizado 20 mg/kg (L3), Fraccion en etanol
del liofilizado 200 mg/kg (L4), Extracto total acuoso sin
liofilizar (infusién) 20 g/kg (L5), Extracto total acuoso
liofilizado 400 mg/kg (DH); cada uno de los cuales se
realizd por cuadruplicado; a excepcion del tratamiento
destinado a la evaluacidn de dafio histopatoldgico, que
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contd6 con una duracion de 8 dias en donde se
administraban 2 mL de extracto total acuoso liofilizado
disuelto en agua destilada a una concentracion de 400
mg/kg de peso corporal a dos ratas.

La distribucién de las ratas se realizd por medio de
blogues completamente al azar, en donde se forman
grupos de individuos con pesos promedios, bajo las
mismas condiciones, donde a cada uno se le administra
un tratamiento diferente. A todos los animales se les
suspendid la alimentacion 12 horas antes y durante el
tratamiento, mientras que la hidratacién fue ad libitum.

En todos los casos los tratamientos fueron administrados
por via oral a través de sondas orogastricas y con un
volumen de 2 mL de solucion. Para llegar a este volumen
y a la concentracion requerida, se calculd el contenido
mediante la formula:

Contenido = peso promedio (g) x concentracién (mg/kg) x 10° kg)

Luego de aplicar los tratamientos, los animales de
experimentacion se llevaron en forma individual a jaulas
metabdlicas para colectar la orina.

La medicion del volumen de orina y su pH se realizd
cada dos horas hasta un total de 6 horas [8].

2.6 Determinacion de pH y otros parametros.

Las muestras de orina de los diferentes tratamientos se
les midio el pH mediante cinta analitica “Universal-
Indikatorpapier pH 1-14” (Mancherey-Nagel)
sumergiéndola en la muestra y comparada con una escala
de colores que comprendia un pH de 1 a 14.

Para la medicion de los parametros de las muestras de
orina provenientes de las ratas tratadas con una dosis de
400 mg/kg, destinadas a la evaluacion de dafio
histopatologico, se utilizaron cintas indicadoras
“Multistix® 10 SG” (BAYER) basadas en cambios de
coloracidn en tiempo establecido por el fabricante.

2.7 Determinacion de los niveles de electrolitos, Na* y
K*, en las muestras de orina colectadas

Se utiliz6 el espectrofotometro de absorcion y emisién
atdmica de Ilama Shimadzu AA-640-13. Se midid la
potencia emitida para determinar la concentracion de los
electrolitos con un flujo de acetileno de 2 L/min, angulo
de 15°, potencia emitida de 0.092 y una longitud de onda
de 589 nm para el sodio; y angulo de 10° potencia
emitida de 0.055 y longitud de onda de 766.5nm para el
potasio.

En la determinacion de los niveles de sodio y potasio las
muestras de orina se diluyeron en agua desionizada, y se
prepararon soluciones patrones de 0.4 y 0.6 ppm
respectivamente con diluciones de 1/1000 en ambos
casos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos de caracterizacion cualitativa realizados al
extracto de los célices de Hibiscus sabdariffa indican la
presencia de, flavonoides, aminodcidos, compuestos
fendlicos y antocianinas, lo cual esta de acuerdo con la
literatura, como lo reportado por Palé, et. al.; [11]
CHRISTIAN, K.R. et. al 2006[12] y DE-XING HOU.
Et. al. 2005[13].

Los resultados de la evaluacion diurética del extracto
etanolico total y fracciones, volumen de orina eliminado,
pH y concentraciones de K* y Na" se muestran en la
tabla. Estos resultados se obtuvieron mediante
mediciones cada 2 horas hasta un total de 6 horas.

Tratamiento | Volumen pH [len [ 1 en
en mL ppm Na* | ppm K*
L, 4,79 8,00 1,77 12,50
L, 3,38 7,79 2,80 10,35
Ly 9,25 7,75 0,21 2,77
Ly 4,42 7,67 0,83 7,53
Ly 7,84 7,46 0,76 7,43
F 4,8 7,48 0,89 10,10
H 8,94 7,32 2,42 12,35
B 39 7,03 1,48 8,09

Tabla 1. Promedio del Volumen total de orina eliminada, pH y
Concentracion de Na* y K* a la sexta (6% hora en todos los
tratamientos.

En la tabla se observa una diferencia marcada de los
volimenes eliminados de orina al aplicar los tratamientos
Ls, Ls y H con respecto a los demas, con lo que se
muestra que el tratamiento que presento mayor efecto
diurético, segun el concepto de Goodman Gilman, fue L
y Ls comparados con los controles positivos
Hidroclorotiazida y furosamida.

Es importante anotar que los tratamientos Lsy Ls tienen
un comportamiento similar al control positivo
hidroclorotiazida en la eliminacion del volumen de orina
en los individuos analizados, resaltando que L3 fue el que
mejor comportamiento mostré con relacién al efecto
diurético, ya que mostré mejor respuesta incluso que la
hidroclorotiazida. (Fig. 1)

Los andlisis de varianza seguido del test de las
diferencias significativas de Tukey’s, y Fischer de las
muestra de orina en la determinacion de Na* y de K*, se
obtiene que L; presenta menor eliminacién de estos
electrolitos comparado con los demas tratamientos, esto
nos indica que L; presenta una diuresis de tipo no
electrolitico de acuerdo a lo establecido por Stein, con
comportamiento fisiolégico diferente al del patrén
positivo H. (Fig. 2)

Para los tratamientos L1 y L2 la concentracion de los
iones de Na" y K en la orina eliminada fue mayor,
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seguido del B. Por lo que se interpreta que estos
tratamientos presentan mayor diuresis de tipo electrolitica
similar, o parecida a la manifestada por el control
positivo furosamida.

Estudio histopatoldgico: Los cortes muestran con la
coloracion de Hematoxilina y Eosina, células con
citoplasma, eosindfilos, correspondientes a hepatocitos
con caracteristicas usuales, y de aspecto morfolégico
dentro de los patrones de normalidad.
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Figura 1. Volumen total de orina eliminada
15
10
p.p-m O[] de Na+
5 H[]dek+
0

L1L2 L3 L4 F H B

Figura 2. Promedio de las Concentraciones de Na* y K de la
orina recolectad en los diferentes tratamientos

No se encuentra infiltrado inflamatorio de la linea aguda
crénica. Los vasos sanguineos se observan de aspecto
usual. No se observa necrosis celular por infiltrado
inflamatorio como lo reporta Akindahusi & Olaleye,
2003[14]; y Alli et. al, 2003[7]; debido, probablemente, a
la actividad antioxidante de las antocianinas presentes en
los calices.

4. CONCLUSIONES

El tratamiento (L3) mostré un efecto diurético. Ya que la
dosis 20mg/Kg de este extracto obtenido en etanol (L3)
suministrada en ratas wistar macho de peso aproximado
295,1g presenta mejor respuesta incluso que la
Hidroclorotiazida en las condiciones ensayadas.

Los andlisis de varianza seguido del test de las
diferencias significativas de Tukey’s, y Fischer en la
determinacion de Na* y K*, de las muestras de orina
analizadas se obtiene que L3 presenta menor eliminacion
de estos electrolitos comparado con los demas
tratamientos, esto nos indica que L3 presenta una diuresis
de tipo no electrolitico de acuerdo a lo establecido por
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Stein, con comportamiento fisioldgico diferente al del
patrdn positivo hidroclorotiazida en las condiciones
ensayadas
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