UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN

CRISTOBAL DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESCUELA DE FORMACION PROFESIONAL DE FARMACIA

Y BIOQUIMICA

Actividad diurética del extracto atomizado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. “amor seco” y niveles de

sodio y potasio en la orina, Ayacucho 2012.

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE

QUIMICO FARMACEUTICO

PRESENTADO POR:

Bach. VILCAPOMA QUISPE, EDWIN

Ayacucho - Perti

2013



ACTA DE SUTENTCION DE TESIS
R.D.N. 255-2013-FCB-D
Bach. Edwin VILCAPOMA QUISPE

En la ciudad de Ayacucho, a los veintitrés dfas del mes de diciembre del afio dos mil trece,
siendo las cuatro de la tarde, reunidos en el Auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, bajo la presidencia del Mg. César
Isaias Magallanes Magallanes (Presidente encargado por R.D.N. 255-2013-FCB-D de fecha 10
de diciembre del 2013), con la asistencia deé los sefiores miembros del Jurado de tesis, Mg.
Jesus Javier Naccha Urbano, Mg. Marco Rolando Aronés Jara , Mg. Maricela Lépez Sierralta y
actuando como secretaria docente la Blga. Rosa Cortez Saavedra. Reunidos para
recepcionar la sustentacion de tesis titulada: Actividad diurética del extracto atomizado de
hojas del Xanthium catharticum HBK "amot seco” y niveles de sodio y potasio en la orina,
Ayacucho 2012, presentado por el bachiller en Farmacia y Bioquimica Sr. Edwin VILCAPOMA

QUISPE, quien pretende optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico.

El presidente del Jurado Calificador Mg. César Isaias Magallanes Magallanes inicié el acto de
sustentacion de Tesis dando lectura a la Resolucion Decanal N° 255-2013-FCB-D que
autoriza el presente acto y recomendé al Sr. sustentante sobre el procedimiento del acto y

el tiempo de cuarentaicinco minutos como maximo, autorizando el inicio del acto.

Culminado el tiempo de éxposicidon oral del informe de tesis, el Presidente del Jurado
Calificador solicitd la participacion de los miembros del Jurado Calificador, a fin de que
puedan realizar sus preguntas, observaciones, o aclaraciones para la evaluacién
correspondiente. Terminada la participacion de los miembros del Jurado Calificador, el Sr.
Presidente invitd al Sr. sustentante y al publico asistente a abandonar el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas — UNSCH momentaneamente, a fin de que los miembros del
Jurado Calificador puedan realizar sus calificaciones correspondientes, obteniéndose los

siguientes resultados:



RESPUESTA A

JURADO CALIFICADOR EXPOSICION PREGUNTAS PROMEDIO
Mg. Cesar Magallanes Magallane: 17 17 17
Mg. Jesus Naccha Urbano 17 17 17
Mgq. Marco Aronés Jara 18 18 18
Mg. Maricela Lépez Siemalta 17 17 17

PROMEDIO FINAL =17
De la evaluacién de los miembros del Jurado Calificador, se obtuvo la calificaciéon promedio
de: DIECISIETE (17), de lo cual dan fe, los miembros del Jurado Calificador estampando su

firma al pie de la presente acta, culminando la sustentacion siendo las seis y cincuenta
minutos de la noche.
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Presidente (e)
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé con el objetivo de determinar la
actividad diurética del extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco” y niveles de sodio y potasio en la orina, se concretizé en los
laboratorios del area académico de Farmacia de la Facuitad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, durante
los meses de setiembre del 2012 al abril del 2013.

La muestra se recolecté en Yanama, ubicado en el distrito de San Juan Bautista,
provincia de Huamanga, regién Ayacucho. Los metabolitos secundarios se
identificaron segin Miranda y Cuéllar.' La actividad diurética se determiné
utifizando el método de Naik y col.? en la que se empled 30 cobayos machos
distribuidos al azar en seis grupos de cinco animaies cada grupo. Al primer grupo
se administré solucién salina 2 ml/kg, al segundo furosemida 20 mg/kg, al tercero
hidroclorotiazida 10 mg/kg, al cuarto, quinto y sexto grupo se les administré 200,
400 y 800 mg/kg del extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK.
respectivamente. Luego de administrada las dosis comrespondientes se
sometieron en la jaula de diuresis por un periodo de seis horas midiendo el
volumen excretado en cada hora.

Los metabolitos secundarios identificados fueron: los flavonoides, terpenoides,
saponinas, compuestos aminados y alcaloides. Se observo que todos los grupos
tratados incrementaron el volumen de orina en relacion con el grupo control
negativo. La actividad diurética se expresa de acuerdo a la escala como modera
a 200 y 400 mg/kg en comparacién con la furosemida y alta en comparacion a la
hidroclorotiazida. Los niveles de Na" y K* cuantificados en la orina excretada
complemento la demostracion del efecto natriurético producido por el extracto
atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. Los niveles de Na*y K*
cuantificados en el extracto atomizado fueron: 22,6 mg/g de sodio y 162,9 mg/g
de potasio.

Se concluye que el extracto atomizado posee actividad diurética y/o natriurética
moderada con respecto a la furosemida y alta en relacién a la hidroclorotiazida,
el efecto no es dosis dependiente.

Palabras clave: Xanthium catharticum HBK., extracto atomizado, actividad
diurética, niveles de sodio y potasio en la orina.

Xi



I INTRODUCCION

El ser humano desde su origen ha procurado su bienestar y una gran parte lo ha
encontrado en la naturaleza.® En los Gltimos afios un 80% de la poblacién
mundial ha recurrido a las plantas medicinales para tratar diversas
enfermedades o afecciones, porque son accesibles y mas baratos que los
productos farmacéuticos.* El Peri ha efectuado importantes aportes de especies
y variedades para el mundo gracias a los diversos pisos ecolégicos y
microclimas que presenta, contando con 84 zonas de vida de las 103 conocidas
donde habria 50 mil especies vegetales de las que 2,000 han sido utilizadas con
fines curativos.’ En la actualidad cientos de plantas medicinales estan siendo
analizadas y estudiadas para determinar sus efectos terapéuticos y queriendo
precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades, para de esta manera
agrupar las plantas de efectos similares y conocer los principios activos
responsables de aliviar o curar enfermedades.®’

Los diuréticos son un grupo de medicamentos que se utiliza para ajustar el
volumen de liquidos corporales en diversos casos clinico, como: hipertension
arterial, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal y la diabetes insipida; también
se utilizan para preservar un volumen de orina adecuado, como ocurre en el
caso de ciertos traumatismos severos, o para reducir la concentracion de un

agente nocivo en la orina a fin de minimizar el deterioro renal.® 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 esté claro el grado de
contribucion de cada uno de ellos a la actividad diurética total de la droga. Los
principales principios activos que pueden intervenir en la accion diurética son
aceites esenciales, flavonoides, saponésidos y sales de potasio.®

El Xanthium catharticum -HBK. "amor seco” es aprovechado por sus propiedades,

cicatrizante, laxante, colerético hepatico, antiinflamatorio y diurético; basado en

estos antecedentes se decide ejecutar el presente trabajo, con el fin de contribuir
- en la busqueda de nuevas moléculas con actividad diurética y superar la fase
empirica de su uso, para lo cual se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General:

Determinar la actividad diurética del extracto atomizado de hojas del Xanthium

catharticum HBK. “amor seco” y los niveles de sodio y potasio en la orina.

bbjetlvos Especificos:

= Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto atomizado
de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seca”.

o Evaluar los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. “amor seco”.

. Evaluar la actividad diurética del extracto atomizado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. “amor seco” a 200, 400 y 800 mg/kg y
compararlos con la furosemida e hidroclorotiazida-

» Cuantificar los niveles de Na*y K* excretados en la orina de los cobayos
sometidos al experimento.

. Cuantificar los niveles de Na*y K* en el extracto atomizado de hojas de

Xanthium catharticum HBK. “amor seco”.



Il. MARCO TEORICO

2.1  Antecedentes

Las plantas medicinales, desde su aparicién en la tierra, siempre fueron usadas
por el ser humano como fuente de alimento y medicina. La gran mayoria de
nosotros, en algin momento, hemos escuchédo o0 incluso usado alguna de ellas
en remedios caseros; los expertos de la Organizacion Mundial de la Salud
definen las plantas medicinales como toda especie vegetal, de la cual toda o una
parte de la misma estéa dotada de actividad farmacolégica.'

Las plantas son laboratorios naturales donde se biosintetizan una gran cantidad
de sustancias quimicas, de hecho se les considera como la fuente de
compuestos quimicos mas importante que existe. Un gran porcentaje de los
principios activos estdn comprendidos dentro de los llamados metabolitos
secundarios, que son compuestos quimicos de estructuras relativamente
complejas y de distribucién restringida. Entre estos metabolitos son comunes
aquellos con funciones defensivas contra insectos, bacterias, hongos, como son
los alcaloides, aminoacidos no proteicos, esteroides, fenoles, flavonoides,
cumarinas, quinonas, taninos y terpenoides. Se ha demostrado que existe gran
variacién en cuanto a la concentracion de estos en la planta, no hay un patron de

maxima produccién ni 6rganos especiales de almacenaje de metabolitos



secundarios, sin embargo, lo comin es que las mayores concentraciones de
estos tipos de compuestos se encuentren en hojas, flores y semillas.
Las plantas medicinales son importantes para la investigacion farmacolégica y el
desarrollo de medicamentos, no sélo cuando los constituyentes de plantas se
usan directamente como agentes terapéuticos sino también como materiales de
base para la sintesis de los medicamentos 0 como modelos para compuestos
farmacoldgicamente activos.™
A pesar del gran desarrollo alcanzado por la sintesis quimica, en la actualidad
las plantas medicinales continian siendo un valioso arsenal de sustancias o de
precursores de las mismas, ya sea en forma de medicamento vegetal o de
materia prima para la industria farmacéutica.'® Efectos como los relacionados
justifican la busqueda de nuevos diuréticos, potenciaimente menos téxicos y las
sustancias obtenidas a partir de plantas sean seguras.'*
Las revisiones bibliograficas y los antecedentes registrados, justifican el
desarrollo del’ presente trabajo de investigacién. Considerando que no existen
estudios que demuestren la actividad diurética de Xanthium catharticum HBK.
“amor seco” en la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, pero si
existen estudios en la que se demuestra otras propiedades de esta planta,
también existen estudios realizados en otras especies propias de la regién que
resultaron poseer muy buena actividad diurética, en seguida citaremos:
Segin Riveros,” en su trabajo de tesis denominado actividad antihipertensiva
del extracto hidroalcohélico de las hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor
seco’, identific la presencia de los siguientes metabolitos secundarios: taninos y
fenoles (++), saponinas (+), alcaloides (+++), lactonas (+), triterpénoides y/o
esteroides (++), aminoacidos libres (+++), flavonoides (+), antocianinas (+).
También demostré que esta planta posee un moderado efecto antihipertensivo

en relacion al captopril.



Segun Velapatifio,'® en su trabajo de tesis denominado actividad antimicética de
la crema elaborada a base de extracto hidroalcohélico de las hojas de Xanthium
catarticum H.B.K. “amor seco”, identificc la presencia de los siguientes
metabolitos secuﬁdarios: azucares reductores (+), lactonas y cumarinas (+),
alcaloides (++), quinonas (++), flavonoides (++), triterpenoides y esteroides (++),
fenoles y taninos (++), y saponinas (++). También demostro que esta planta tiene
una excelente actividad antimicética observandose el mejor resultado a la
concentracién de 2% en relacién con la terbinafina.

Segun Salazar,'” en su trabajo de tesis denominado evaluacion de la actividad
diurética del extracto hidroalcohdlico del fruto de Physalis peruviana L. “capuli”
en cobayos, demostré que la mayor actividad diurética es notoria a dosis de 100
y 200mg/kg con un 7545 y 58,01% de excrecion volumétrica urinaria
respectivamente.

Seguin Ramos,® al evaluar la actividad diurética del extracto aéuoso de las hojas
de Buddleja americana L. ‘“lengua de | perrb”, llegé a concluir que las
concentraciones con mayor actividad diurética fue a 200 y 400 mg/kg con una
eficacia de 22,0 y 104,4% respectivamente, en relacion a la furosemida que tiene
una eficacia de 163,7% en cobayos.

Segin Mayhua,”® en el estudio denominada actividad diurética del extracto
hidroalcohélico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum “mashua”, demostré que
tiene una buena actividad diurética a la concentracién de 500 mg/kg.

Segun Prado,? al evaluar la actividad diurética del extracto hidroalcohélico de
las flores de Sambucus peruviana H.B.K. “sauco”, demuestra que el mejor efecto
diurético se manifiesta a 600 mg/kg con una eficacia de 70,46%.

Segin Manrique,? realizé el efecto diurético a diferentes concentraciones del

extracto acuoso atomizado de Taraxacum officinales “diente de leén”, extracto



atomizado a concentraciones de 100, 250, 350 y 500 mg/kg donde demuestra
que el mayor efecto diurético fue a la dosis de 250 mg/kg.

Segtin Gonzales,? evalué la actividad diurética del extracto atomizado de Bidens
pilosa “sillkau” en cobayos, a concentraciones de 100 mg/kg,150 mg/kg y
200 mg/kg donde hace uso del método de Naik et al y demuestra que el méjor
efecto diurético se observa a la dosis de 200 mg/kg.

Asimismo, existen estudios de investigaciéon realizados al mismo género por
otros investigadores en otras instituciones:

Se realizo6 el estudio de Control de Calidad del Xanthium spinosum “amor seco”
planta medicinal expendida en la ciudad de La Paz, Bolivia.?

También se consideré como referencia, el estudio de validacién de un método in
vivo para evaluar la actividad diurética, donde se hizo un estudio preclinico para
evaluar la actividad diurética atribuida a ocho plantas medicinales usadas en la
medicina tradicional cubana. La accion diurética calculada a las seis horas de
todas las plantas estudiadas fue alta. Respecto a la eliminacién de Na* y K, los
extractos de las plantas incrementaron los niveles de este ultimo, mostrando un
efecto kalurético superior al natriurético.?

Giménez, al realizar el efecto diurético del Xanthium strumarium [. “guizado de
caballo”, demostré tal efecto, a 100, 200 y 400 mg/kg. También probé el efecto
natriurético y kalurético y observé que los niveles de dosis ensayados mostraron
un efecto diurético cuantitativamente superior a la furosemida.”®

2.2  Aspectos botanicos de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”
2.21 Clasificacién Taxonémica

La determinacion botanica se realizé segin el sistema de clasificacion de
Cronquist. A. 1988, en el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias

Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.



Clasificacion sistematica de la especie:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE . ASTERIDAE

ORDEN . ASTERALES

FAMILIA . ASTERACEAE

GENERO . Xanthium

ESPECIE :  Xanthium catharticum HBK.

NOMBRE VULGAR : “amor seco” o “cepacaballo”

Fuente: Herbanium Huamangensis, 2012 (ANEXO 2).
2.2.2 Caracteristicas morfolégicas
El Xanthium catharticum HBK., es una planta propia de América del Sur. En el
Peri es una maleza muy frecuente y molestosa por sus espinas y vulgarmente.
conocido como “amor seco”. Es una planta herbacea anual de hasta 60 cm de
alto, perteneciente a la familia de las compuestas (Asteraceas), presenta tallos
erectos o0 ascendentes mas o menos ramificados, provistos de espinas ftrifidas,
amarillas y largas. Hojas lanceoladas en su contorno total, profundamente
pinnatilobada o pinnatisectas, con segmentos irregulares, agudos, estrigoso-
pubescentes en el haz y densamente albotomentosas en el envés con 6 a 12 cm
de largo por 2 a 3 cm de ancho.
Presenta capitulo masculino en espigas o glomérulos, dispuestos axilarmente en
la parte superior de las ramés.
El capitulo femenino es bifloro, cilindrico, obtuso densamente espinoso-
ganchudo, axilar en la parte im‘erior'de las ramas. Florece desde principios de
verano hasta principios de otofio.
El involucro fructifero es de 8 a 12 mm de largo con 3 a 4 cm de diametro, con

puas finas y ganchudas, estas al madurar y todo el involucro que lo rodea



adquiere el endurecimiento cabal, las cuales se enganchan a la lana de las
ovejas y al pelo de otros cuadripedos, asi como al vestido, tan tenazmente
facilitando su diseminacion.?
2.2.3 Usos tradicionales
Se usan las raices, ramas tiernas y hojas en infusién al 20 a 30 por mil como
diurético y depurativo, febrifugo; en afecciones hepaticas y urinarias y contra los
efectos de la embriaguez; que se pone al mate como diurético o refrescante y
para obtener repugnancia a las bebidas alcohélicas (preferentemente la raiz).
Agrega que suele combinarse con flores de borraja, hojas de cerrala,
zarzaparrilla, achicoria, barba de choclo, sauco, hojas de palto, etc.”
2.3 Metabolitos secundarios con mayor actividad diurética y su
probable mecanismo de accion. ,
La accion diurética puede ser causada por principio_s activos de naturaleza
quimica muy variada. Frecuentemente, la presencia de varios de estos principios
en la misma droga son las responsable de la accién diurética, aunque no esta
claro el grado de contribucion de cada uno de ellos a la actividad diurética total
de la droga. Los principales principios activos que pueden intervenir en la accién
diurética son aceites esenciales, flavonoides, saponésidos y sales de potasio.
En cuanto a su mecanismo de accion, parece ser que algunos aceites
esenciales, sapondésidos y flavonoides podrian actuar a nivel glomerular,
provocando un aumento de la circulacidén renal e incrementando asi la tasa de
filtracién glomerular y la formacién 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 osmético.
Por otro lado, las bases xanticas o los heterésidos cardiotonicos son otros
principios activos que también pueden presentar accién diurética, aunque su

empleo en fitoterapia se debe a otro tipo de acciones.®



2.3.1 Flavonoides

Son un grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino
vegetal. Hasta el momento se han descrito mas de 8000 moléculas, si bien se
siguen identificando nuevas estructuras.® Son compuestos fendlicos, en su
mayoria pigmentos responsables de la coloracion de numerosas flores y de
algunos frutos, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal.”
Desde el punto de vista quimico, los flavonoides son fenoles de tipo diaril-
propano unidos, la mayoria, a una cadena de aztcar; estan constituidos por un
anillo bencénico condensado a una y-pirona (o sus derivados) sustituida en
posicién 2(3) por un radical fenilo.*

En 1936 Rusznyak y Szent-Gyorgi fueron los primeros en poner de manifiesto
sus efectos beneficiosos sobre la normalizacion de la permeabilidad vascular
aterada.*’ Sin embargo el termino flavonoide no se introdujo hasta 1952 por
Geissman y Hinreier,>? desde entonces se les han atribuido un amplio nimero de
actividades farmacolégicas que aparentemente no guardan relacion entre si, de
las que cabe destacar sus propiedades diuréticas, antiespasmaodicas,
antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales, hepatoprotectores, antiulcerosas,

estrogénicas, antioxidantes y antineoplasicos, entre otros.

FIGURA 01: 2-fenilbenzopirona, nicleo basico de los flavonoides.®



2.3.2 Saponinas

Las saponinas se encuentran como glicésidos esteroideos, glicosidos
esteroideos alcaloides o bien glicésidos triterpenos. Son por tanto triterpenoides
o esteroides que contienen una o mas moléculas de azlcar en su estructura. Se
pueden presentar como agliconas, es decir, sin el azucar (el terpeno sin el
azlcar, por ejemplo), en cuyo caso se denominan s;apogeninas. La adicion de un
grupo hidrofilico (aztcar) a un terpenoide hidrofébico da lugar a las propiedades

surfactantes o detergentes similares al jab6n que presentan las saponinas.®

FIGURA 02: Estructura quimica de las saponinas.®

Los sapondsidos se caracterizan por su capacidad, cuando se agita cualquier
solucién acuosa que los contenga, para producir espuma. La espuma se forma
debido a que los saponésidos disminuyen la tension superficial del agua, es
decir, son tensioactivos naturales.

Los saponésidos tienen un elevado peso molecular y se hidrolizan mediante
acidos (como todos los heterosidos) o, mediante enzimas, dando la genina y los
diversos azucares y acidos urénicos relacionados. Su aislamiento en estado puro
es dificil. Se extraen con alcoholes o soluciones hidroalcohélicas, tras una
deslipidacién previa. La concentracién de las soluciones se dificulta por la

tendencia que tienen éstas a formar espuma.
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En contacto con la sangre son hemoliticos, ya que interaccionan con e! colesterol
de la membrana de los eritrocitos. El poder hemolitico es caracteristico de los
saponosidos triterpénicos, pero es variable segin los sustituyentes de Ila
estructura. Asi, los saponésidos monodesmosidicos sdn hemoliticos mientras
que los bidesmosidicos no lo son. Debido a su poder hemolitico resultan muy
téxicos si se administran por via intravenosa, ya que de esta manera contactan
directamente con la sangre; mientras que por via oral su toxicidad es muy baja.
La mayoria de los saponésidos son ictiotoxicos, es decir, son toxicos para
animales de sanére fria, sobre todo para los peces.
Desde el punto de vista farmacolégico, las drogas con sapondsidos pueden
tener diferentes acciones, las cuales se deben, sobre todo, a los sapondsidos
triterpénicos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que, por via oral y en dosis
altas, las saponinas irritan la mucosa bucofaringea y digestiva, causando dolor
abdominal, vémitos y diarrea.
A continuacion, comentaremos las acciones farmacoldégicas mas destacables de
las drogas con saponosidos: Expectorante, diurético, antiedematoso y
antiinflamatorio, algunos saponésidos pueden tener un efecto estimulante,
tonificante, antiestrés y molusquicida.
Efecto diurético, los saponésidos tienen la capacidad de aumentar la circulacion
sanguinea a nivel renal, con lo que la filtracién glomerular se ve aumentada y,
por tanto, se da un efecto diurético.
2.3.3 Sales de potasio
El potasio es uno de los principales iones del organismo, con un almacenamiento
corporal total que oscila en alrededor de 3500 mEq, encontrandose distribuido
fundamentalmente en el espacio intracelular (mas del 98%). Se calcula que
existen de 40 a 50 mmol/kg de peso en el liquido intracelular (LIC) y

aproximadamente 1 mmol/kg de peso en el liquido extracelular (LEC). La
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principal funcion del potasio radica en la generacién del potencial de reposo de
la membrana celular, con la importancia que esto representa para. el
mantenimiento de las funciones biolégicas. Las alteraciones en la concentracion
plasmatica de K traerdn como consecuencia importantes cambios en las
caracteristicas de la excitabilidad del tejido nervioso, corazén y musculos lisos y
esqueléticos.®

La regulaciéon de la excrecidon del potasio es basicamente renal, teniendo lugar
en el tubo colector cortical (TCC); al cual llega sélo el 10% del K* filtrado, ya que
el 90% restante ya se ha absorbido en los segmentos anteriores. La eliminacion
de potasio dependera de la presencia de mayor o menor numero de cargas
negativas en el lumen del TCC, lo cual dependera de la reabsorcién de sodio, de
la presencia de mayor o menor cantidad de cloro o bicarbonato y del volumen
urinario que llegue al TCC (a mayor volumen de orina, mayor sera el potasio que
se desplace para lograr el equilibrio electroquimico a ambos lados de la
membrana tubular). En la regulacion de la excrecion de K' por el TCC, la
aldosterona juega un papel fundamental, aumenténdo la secrecion de K* en el
mismo. Asimismo, la secrecion de aldosterona aumenta luego de una carga de
potasio (elevaciones muy discretas, de 0,1 a 0,2 mEqg/L de K* en el plasma
producen un significativo aumento en la liberacién de aldosterona), mientras que
se reduce con la deplecion del ion. La aldosterona actua estimulando todos los
procesos que secretan K*, incrementa el nimero de canales abiertos de Na*/K*
en la membrana luminal y aumenta la actividad de la bomba Na*/K* ATPasa en
la membrana basolateral. El péptido natriurético auricular actia en alguna
medida de forma 'opuesta, ya que inhibe la reabsorcién de Na* al disminuir el
numero de canales abiertos de Na*, disminuyendo asi las cargas negativas en la

luz del TCC y por ende dificultando la eliminacion de K*.
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Ademas de estos mecanismos fisiolégicos que influyen directa o indirectamente
en la excrecion urinaria de K', existen otros factores a tener en cuenta al
momento dt_a analizar el metabolismo del potasio en un paciente determinado.
Por ejemplo, los diuréticos de asa y tiazidas, a través de sus diferentes sitios de
accion, determinan que al TCC Illegue -mayor cantidad de solutos
(fundamentaimente CI" y Na*), con mayor arrastre de agua, favoreciendo la
pérdida urinaria de K"

La acidosis estimula la secrecion de K distal y la alcalosis actua en forma
inversa.

- Los diuréticos ahorradores de potasio actian cerrando los canales de Na’,
amiloride y triamtirene en forma directa, y la espironolactona compitiendo con la
aldosterona.

Toda aquella situacion que propicie la retencion de sodio en plasma traera como
consecuencia una mayor reabsorcion de Na* tubular, con secrecién de K* distal
aumentada. Estas situaciones se dan por el efecto de la aldosterona y los
glucocorticoides.

La ADH estimula la secrecién de K" a través del aumento del nimero de canales
de K* especificos y por potenciar a la aldosterona.®

2.4 Fisiologia del aparato urinario

Los rifilones son avanzadas maquinas de reprooesamiento, cada dia los riiones
de una persona procesan aproximadamente 180 litros de sangre para eliminar
alrededor de dos litros de productos de desecho y agua en exceso.

A los rifiones les compete la mayor parte de la actividad del aparato urinario. Los
otros son vias de paso y lugares de almacenamiento. Laé funciones de los
rifones son los siguientes: regulacion del volumen de liquido extracelular,

regulaciéon de la osmolaridad, mantenimiento del balance iénico, regulacion de
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pH, excrecion de sustancias enddgenas y exdgenas entre ellos esta la

eliminacién de los farmacos y produccion de hormonas.® ¥

2.5 Diuréticos

Los diuréticos constituyen drogés gue actuan sobre el riidn y son capaces de

provocar un aumento del volumen de la orina excretada. Pero el propésito de los

diuréticos en el edema no es simplemente aumentar el volumen de la orina sino

promover la excrecion de sodio, ya que el agua le sigue pasivamente la accion

osmética, al igual que el cloruro con respecto al sodio que también lo hace

pasivamente; ademas, se ha descrito el papel esencial de la retencion de sodio

en todos los tipos de edema. Por lo tanto, los diuréticos, para ser activos y Utiles

deben ser saluréticos eliminadores de cloruro de sodio o mejor dicho

natriuréticos excretores de sodio.

Los diuréticos provocan:

a) En primer lugar una excrecion iénica, principaimente de sodio, que se
extrae del liquido extracelular.

b) En segundo lugar una eliminacién de agua, que también procede del
liquido extracelular, que asi se contrae, desapareciendo el edema.

c) Se produce aumento de la diuresis y pérdida de peso.

Los diuréticos actlian sobre el rifion; ejerciendo sus efectos por aumento de la

fitracion glomerular o por disminucién de la reabsorcion tubular.®

2.5.1 Principales clases de diuréticos

La clasificacion se realiza seguin la eficacia diurética, con el sitio de accion y con

la estructura quimica:

a) Diuréticos de maxima eficacia

Actian en los segmentos diluyentes; pues su curQa dosis respuesta es mas

amplia. Son los méas natriuréticos, disminuyen el aclaramiento y la reabsorcion

del agua libre, porque ellos ejercen su accion principal en la rama ascendente
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gruesa del asa de Henle en toda su extension, y es asi que se les denomina
también diuréticos “del asa”.

Los mas importantes son: los derivado del acido antranilico, furosemida, el
derivado de la metanilamina, bumetanida y el derivado del acido fenoxiacético y
el 4cido etacrinico.*

b) Diuréticos de mediana eficacia

Actdan en la porcion final del segmento diluyente cortical y en el primer
segmento del tubulo distal; son menos natriuréticos que las anteriores, que
disminuye el aclaramiento de agua libre, también conocidos como diuréticos

tiazidicos y los que pertenecen a este grupo son:

e Tiazidas de grupo A: benzotiadiazina, clorotiazida.
. Tiazidas de grupo B: hidroclorotiazida.

. Tiazidas de grupo C: bendroflumetiazida.

. Tiazidas de grupo D: ciclotiazida.

. Derivados de la isoindolina: clortalidona.

. Quinazolinas: metolazona.*

c) Diuréticos de ligera eficacia

Aqui encontramos a los inhibidores de la anhidrasa carbénica, que aumenta el
aclaramiento de agua libre. Su accién es predominante en el tubulo proximal y
los diuréticos osmoéticos son muy pocos natriuréticos, pero son capaces de
eliminar abundante agua, su sitio de accién es variable.*

d) Diuréticos ahorradores de potasio

Llamado también antikaliuréticos, que corresponden a los antagonistas de la
aldosterona y drogas afines cor. acciones semejantes y que actuian asimismo en

los segmentos distales del nefrén, donde antagonizan la accién de los
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mineralocorticoides, a saber: la reabsorcién activa de sodio y la secrecién pasiva
de potasio, de manera que no se pierde sino se ahorra potasio.”

2.5.2 Furosemida

Quimicamente, la furosemida es un derivado del acido antranilico, posee un
niucleo bencenosulfamilo halogenado adyacente en forma semejante a las
tiazidas. Deriva de un anillo aromatico fundamental correspondiente al acido
antranilico, con una cadena lateral que contiene un anillo furano, su potencia y
eficacia diurética depende de todas estas caracteristicas.*'

Sobre el mecanismo de accion, la furosemida actua directamente sobre el rifién
aumentando el volumen urinario y eliminacibn de sodio. No modifican
sensiblemente la filtracién glomerular y producen sus efectos por disminucion de
la reabsorcién tubular de agua y electrolitos en la rama ascendente gruesa de
Henle.

La furosemida aumenta la excrecién de cloruro de sodio por disminucién de
reabsorcion tubular, mientras que la eliminacion de agua y por consiguiente el
aumento de volumen urinario (diurésis) producido es secundario a la excrecion
de electroliticos, pues a nivel de los tubulos renales el agua es retenido por
accion osmoatica y es eliminado concomﬂantemente con la sal.®

Respecto a la farmacodinamia, la furosemida se administra por via oral e
intravenosa, produce una copiosa diuresis en los animales y en el hombre
normal 0o con edema. Por lo tanto el volumen plasmatico disminuye con
hemoconcentracion, aumenta la concentracion de las proteinas plasmaticas y
por lo tanto, la presion coloidosmética, que origina el pasaje de liquido desde el
compartimiento intersticial a la sangre y la consiguiente desaparicion del edema,
si existe, y descenso del peso corporal. Su accion es rapida por via oral y el
efecto comienza de 30 a 60 minutos, alcanzando una méaxima intensidad de 90 a

120 minutos de vida media, persistiendo durante 4 a 6 horas; por via intravenosa
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el efecto diurético comienza a los 5 a 10 minutos, alcanzando su maxima
intensidad después de 30 a 60 minutos y persistiendo durante unas dos horas.*?
Respecto a la farmacocinética, la furosemida se absorbe con rapidez y pasan asi
a la sangre, con un nivel plasmatico maximo a los 90 minutos de la ingestién
alrededor de 650 mg/mi, se eliminan por secrec_ién tubular, asi como por
filtracién glomerular. Por lo tanto, es funcién de la concentracion que alcanza en
la luz tubular. Tiene una curva de dosis respuesta empinada y del tiempo
necesario para hacer llegar el diurético hasta su. sitio de accién rapida. Se
absorben bien por via oral; la biodisponibilidad de la furosemida es del 50%,
inician su accién por via oral, a los 10 a 30 minutos y alcanzan el efecto maximo
a los 20 - 40 minutos, con una duracion de 4 - 6 horas. Se unen intensamente a
las proteinas plasmaticas (> 95%), por lo que son filtrados en el glomérulo en
escasa cantidad; en cambio, son segregados por transporte activo en el tibulo
proximal. La eliminacién de la furosemida a las seis horas en un 80%. Lo cual
son excretados parcialmente por orina en forma activa y, en parte, son también
metabolizados. La Furosemida sufre giucuronidacion, con posible acumuiacion

en caso de uremia.>* 4
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FIGURA 03: Estructura quimica de la furosemida.*
2.5.3 Hidroclorotiazida
Quimicamente, en el intento de obtener moléculas sulfamidicas con mayor

actividad inhibidora sobre la anhidrasa carbénica, se consiguié la clorotiazida
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que, produciendo menor inhibicion de la anhidrasa carbonica, mejoraba la
actividad diurética de los inhibidores de esta enzima. La clorotiazida es una
benzotiadiazina a partir de la cual se desarrollan las hidrotiazidas, pero a todas
ellas se las suele denominar tiazidas. Tienen un radical halégeno en posicidén

seis y un grupo sulfamoilo en posicién siete y diversos radicales en posiciones

dos y tres.
% NH
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FIGURA 04: Estructura quimica de la Hidroclorotiazida.>
Sobre el mecanismo de accién, Las tiazidas y farmacos afines actuan desde la
superficie luminal de la célula epitelial en la porcién inicial del ttibulo 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 CI. Por ello no modifican la temperatura corporal del H,O y en cambio,
todavia tienen capacidad de reducir la concentracién del H,O. No modifican el
gradiente osmético medulocortical. Como poseen también cierta capacidad de
inhibir la anhidrasa carbénica, es posible que actien adicionalmente en el tabulo
proximal. Este efecto no tiene repercusion global en la accion diurética, pero
explica el hecho de que exista una menor disponibilidad de H* en el tubulo distal
para ser intercambiados con el Na* y tenga que ser cdrﬁpensada con un mayor
intercambio con K*. El hecho de que la xipamida mantenga su eficacia diurética
si hay insuficiencia renal, la diferencia parcialmente de las demas tiazidas y la

aproxima a los diuréticos del asa.
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Al no incrementar el flujo renal, el aumento de presion intratubular secundario a
la inhibicion de reabsorcion de agua hace caer la presién de filtracién en el
glomérulo, lo que en ocasiones lleva a aumentar la urea en sangre.® *

Respecto a la farmacocinética y farmacodinamia, la hidroclorotiazida se absorbe
oraimente en 65 a 75% de la dosis administrada y su vida media plasmatica (t1%)
es d_e 2,5 horas. Su vida media terminal es de 9 a 14 horas en promedio. La
hidroclorotiazida no se metaboliza y se excreta practicamente sin cambios a
través del rifién. La accion diurética de la hidroclorotiazida comienza a las dos
horas posteriores a su administracién oral y el efecto pico a las cuatro horas, la
accion persiste de 6 a 12 horas. Las tiazidas son eliminadas rapidamente por el
rifién, puede afectar el mecanismo tubular de reabsorciéon de electrélitos. A dosis
terapéuticas maximas todas las tiazidas incrementan la excreciéon de sodio, cloro
y agua a nivel del tubulo contorneado distal en cantidades equivalentes. La
excrecion de potasio y magnesio es directamente proporcional a la dosis

administrada, mientras que el calcio incrementa su reabsorcion.
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Ill. MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacién
El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio del Centro de
Desarrollo, Anélisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos
(CEDACMEF) y Laboratorio de Farmacologia de la Escuela de Formacion
Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de
setiembre del 2012 al abril del 2013.
3.2 Materiales
3.2.1 Poblacién: Hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco’, que fueron
recolectadas en la periferia de Yanama, en el distrito de San Juan Bautista,
provincia de Huamanga, region de Ayacucho, ubicado en zona de vida bosque
seco Subtropical (bs-ST) a 2761 m.s.n.m.
3.2.2 Muestra: 500 g de hojas secas de Xanthium catharticum HBK. "amor
seco”.
3.23 Séleccién: se cosechd aleatoriamente la parte aérea de la planta en los
primeros dias del mes de octubre, durante su estado vegetativo, etapa en que
las transformaciones metabdlicas alcanzan su maxima intensidad, exactamente
antes y durante la floracién a las cinco de la tarde luego de que la planta haya

realizado la fotosintesis y acumulado suficientes metabolitos, dando mayor
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importancia a las hojas enteras que presenten buenas condiciones y que no
estén dafladas ya que éstas seran empleadas para su estudio en el laboratorio.
Para la herborizacion, exploracién e identificacién se selecciond la parte aérea
de la planta de preferencia tallos, hojas, flores y fruto, estas fueron trasladadas al
Herbarium Huamangensis de la Facuitad de Ciencias Biolégicas de  la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. |
Las hojas seleccionadas se extendieron en una habitacién ventilada sin acceso a
radiacién solar, extendida sobre papel periédico para su secado removiendo
diariamente por un periodo de siete dias.
3.2.4 Unidad experimental: 30 (,;avia porcellus “cobayos” de la misma edad
de 400 a 500 g de masa corporal y de sexo machos, que fueron adquiridos en el
Instituto Nacional de Investigacion Agraria (INIA) - Ayacuchd (ANEXO N° 3). |
3.3 Métodos
3.3.1 Obtencién del extracto hidroalcohdlico de hojas de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco”
Se pes6 500 g de muestra seca molida y se transfirié en un recipiente ambar de
boca ancha, una vez asi se mezcldé con el solvente hidroalcohdlico 50° hasta
conseguir que el solvente esté por encima de la muestra molida en
aproximadamente 5 cm de diferencia, luego se macerd por tres dias. Durante el
tiempo de maceracion se agitd el frasco periédicamente para que el solvente se
distribuya homogéneamente en la muestra ya que cuanto mayor sea la relacion
entre el liquido extractivo y la droga, ser4 més favorable el rendimiento.
Después de la maceracion se procedié a percolar el conjunto exprimiendo el
résiduo, luego se lavd por segunda vez el residuo con el agente extractivo para
recuperar los metabolitos retenidos y asi se tuvo que repetir por tres veces mas

después de haber escurrido el solvente de la extraccion anterior. Finalmente se
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junté todos los liquidos extractivos filtrados y se concentré por evaporacién

usando el equipo Bafio Maria modelo MEMMERT a 40°C. (ANEXO N° 07).

3.3.2 Atomizacién del extracto de hojas de Xanthium catharticum HBK.
“amor seco”

El liquido extractivo concentrado se secé por proceso de atomizacion usando el

equipo Atomizador modelo BUCHI MINI Spray Dryer B-290. Las condiciones del

equipo fueron considerados de acuerdo a las especificaciones del manual de

operaciones del equipo. Previo al secado por atomizacién se determiné el grado

de alcohol (debiendo contener 0%) y el porcentaje de sélidos totales (debe ser

no menor a 30%).

Culminado el proceso de atomizacién se transfirié inmediatamente el polvo

atomizado a un recipiente limpio, seco y se tapé herméticamente, en seguida se

rotuld y cubrié el frasco con papel aluminio (ANEXO N° 08).

3.3.3 Tamizaje fitoquimico

Se realizé6 reacciones de coloracién y precipitacion para identificar los

metabolitos secundarios presentes en el extracto atomizado? (ANEXO N° 10).

3.3.4 Evaluacién de los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado
de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”.

a) Determinacién de las caracteristicas organolépticas

Olor: Se determiné empleando una tira de papel secénte de aproximadamente

1 cm de ancho por 10 cm de largo, un extremo de esta se introdujo en la muestra

de ensayo. Se 0lid6 y determind si corresponde con las caracteristicas del

producto.”? Los términos para describir los olores del extracto atomizado son:

aromaético, aliaceo, alcanforado, nauseabundo, desagradable, a especia, etc.?

Color: Se colocé la muestra en un tubo de ensayo hasta las tres cuartas partes

para de esta manera se logre observar el color, la transparencia, la presencia de

particulas y la separacién en capas.’
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Sabor: Se tomé una cantidad suficiente y se transfirié a una luna de reloj, luego
se hizo contacto con la lengua, como resultado determinamos el tipo de sabor
(dulce, amargo, acido, salino, astringente, punzante, nauseabundo, aromatico,
etc.)®

b) Determinacion del pH

La medicién del pH se realiz6 empleando el equipo Potenciémetro, antes de
proceder a medir el pH, se calibré y verificd el mismo usando los reactivos buffer
de pH 4, 7 y 10. La reconstitucién de la muestra fue de la siguiente manera, se
pes6é 100 g del extracto atomizado y se hizo una dilucién con 10 ml de agua
destilada, una vez asi se midi6 el pH y se registrd el resultado obtenido como pH
del extracto atomizado.

c) Determinacién de la solubilidad

Para la determinacién de la solubilidad del extracto seco se pesd 1 g de muestra
para cada solvente y se transfiere en los tubos de ensayo, a los cual se le
adiciona 1 ml de disolvente (agua, alcohol o cloroformo), se agita y observa, en
caso de no disolverse aumentamos el disolvente a 10 ml, asi sucesivamente
para 30 ml, 100 ml, 1 Ly masde 10 L.

d) Determinacién de las cenizas totales

Se pesdé 2 g del extracto atomizado en un crisol de porcelana previamente
tarado. Se calentd suavemente la muestra de ensayo aumentando la
temperatura hasta carbonizar y posteriormente se incineré en una mufla a una
temperatura de 700 a 750 °C, durante dos hbras.

Se enfria el crisol en una desecadora y se pesa, repitiéndose el proceso hasta
que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0,5 mg por g (masa
constante).

Para obtener la masa constante los intervalos entre calentamiento y pesada

fueron de 30 minutos, si el residuo presentaba trazas de carbon, se le afadia
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unas gotas de acido nitrico al 10% m/v y se calentd hasta evaporar el solvente.

Al enfriar el crisol el residuo fue de color blanco o casi blanco.’

e)

Calculo:
c=MmM 100 %)

M1-M
Dénde:
C = Porcentaje de cenizas totales en base hidratada
M = Masa del crisol vacio (g)
M1 = Masa del crisol con la porcion de ensayo (g)
M2 = Masa del crisol con la ceniza (g)

100 = Factor matematico para los calculos.

Determinacién del contenido de humedad

Se pesd 2 g del extracto atomizado y transfiri6 a una capsula de porcelana

previamente tarada y secada, calenté y llevé desecar a 105°C durante tres

horas, la capsula se colocé en el desecador, donde se enfri6 a temperatura

ambiente y se pesd luego, colocandose nuevamente en la estufa durante una

hora, luego de esta se volvié a pesar hasta obtener una masa constante.’

Calculo:

Hg = M x 100 (%)

M1-M

Dénde: s
Hg = Peso por desecacion %
M2 = Masa del capsula con la muestra de ensayo (g)
M1 = Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M = Masa de la capsula vacia (g)

100 = Factor matematico.
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3.3.5 Determinacion de la actividad diurética

La metodologia que se empled para la determinacion de la actividad diurética fue

basado en el método utilizado por Naik y colaboradores, aplicado en la catedra

de Farmacologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos'?* “(ANEXO N° 11,12y 13).

a)

Procedimiento experimental,

En este ensayo se utilizaron 30 cobayos machos con un peso de 400 a500g y’

se procedid de la siguiente manera:

1.

Los animales fueron adaptados durante siete dias a las condiciones
experimentales con una temperatura de 27 + 1°C, humedad relativa de
60 + 5% y ciclos de luz/ oscuridad de 12h/12h.

Se suministra alimentacion controlada y agua potable apto para consumo
ad libitum. Se aloj6 en jaulas de polietileno con rejilla metalica a razén de
cinco animales por jaula.

Se privo de alimentos 18 horas antes de iniciar el experimento y de agua
una hora antes.

Los animales fueron marcados, pesados y distribuidos aleatoriamente en
seis grupos de cinco animales para cada grupo. |

Todos los animales fueron hidratados con soluciéon salina fisiolégica al
0,9% en dosis de 50 ml/kg, y después de 15 minutos de hidratacion
nuevamente se procedio a pesar y se les administré el blanco (solucion
salina fisiologia al 0.9%), los farmacos (furosemida e hidroclorotiazida), el
extracto atomizado de Xanthium catharticum HBK. “amor seco’, a las
dosis a evaluar.

Seguidamente se sometié cada uno de los animales en las jaulas de
diuresis y se activé el cronémetro y midié el volumen de orina excretada

alas %, 1,2, 3,4, 5y6 horas.
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b) Disefio experimental

Se formé seis grupos de cinco cobayos cada uno distribuido aleatoriamente, los

que fueron sometidos a los siguientes tratamientos:

Grupo |

Grupo i

Grupo it

Grupo IV

Grupo V

Grupo Vi

: Tratado con solucién de cloruro de sodio al 0,9%, a una dosis de
2 mi/kg, blanco.

: Tratado con furosemida en dosis de 20 mg/kg de peso, control
positivo uno.

: Tratado con hidroclorotiazida en dosis de 10 mg/kg de peso,
control positivo dos.

: Administrado con el extracto atomizado a dosis de 200 mg/kg de
peso.

: Administrado con el extracto atomizado a dosis de 400 mg/kg de
peso.

: Administrado con el extracto atomizado a dosis de 800 mg/kg de

peso.

Con los datos del volumen de orina se calcula la excrecion urinaria, 1a accién

diurética y la actividad diurética (AD). Se calcularon utilizando las siguientes

formulas;

Excrecion urinaria =

Orina producida
solucién fisiolégica administrada

100

Excrecién urinaria grupo tratado
Excrecién urinaria grupo control -

Accibén diurética =

Accibn diuretica
Accibn diurética farmaco patrén

Actividad diurética (AD) =

Escala para actividad diurética: Alta: AD 2 0,90, Moderada: AD (0,89 — 0,70), Baja: AD
(0,69 — 0,50), Nula = 0,50 (ANEXO N° 14 y 15).
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3.3.6 Determinacién de los niveles de sodio y potasio por
espectrofotometria de absorcién atémica.

Transcurrido las seis horas de la prueba de diuresis, se recolecta la orina
excretada de cada animal sometido al experimento, se procesa la muestra y se
determina el contenido de Na* y K*, por consiguiente se compara a cada grupo
experimental con los grupos control. Para cuantificar estos iones se empleé el
equipo Espectrofotometro de Absorcién Atomica modelo Themmo Scientific
Series 30002 (ANEXO N° 9).

a) Preparacién de reactivos

e Acido nitrico (HNO3) 69%, d = 1,40 g/ml.

= Solucién de lavado para eliminacién de trazas metalicas en el proceso de
lavado de material, se usa solucion de HNO; al 10%, preparado a partir
de HNO; al 69%.

. Solucién de HNO; 1M, preparado usando el HNO; al 69%.

@ Solucién estandar de sodio de 100 mg/L, se disuelve 127,0 mg de NaCl,
(para absorcion atémica, secado a 140°C durante una hora) en 5,0 ml de
agua destilada y se diluye a 500 ml en matraz aforado, con HNO; 1M.

. Solucion estandar de potasio de 100 mg/L, se disuelve 95,4 mg de KCl,
(para Absorcién Atomica, secado a 110°C durante una hora) en 5,0 mi de
agua destilada y se diluir a 500 ml en matraz aforado, con HNO; 1M.

s Solucién de clorufo de cesio 10% (CsCl), se disuelve 12,67 g de CsCl
ppa (para Absorcién Atémica) en 100 mi de agua destilada.* *°

b) Curva de calibracién de Na'y K*
Se prepard soluciones estandar de Na* y K* considerando (preparacién de
reactivos), y se les afadid respectivamente solucion de CsClal10%

(preparacion de reactivos), de tal manera que su concentracion final fue del
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0,5%. Para diluir y completar el enrace se empleé HNO; 1M, tal como se

especifica en el ANEXO N° 10.44¢

c)

Digestién de la orina

Se homogenizé a cada uno de las 30 muestras de orina, recolectadas
durante las seis horas de experimento, en seguida medimos 10 ml de
cada uno de ellos usando pipetas volumétricas, transferimos la toma en
Erlenmeyer de 100ml, marcadas y enumeradas respectivamente,
paralelamente se preparé un blanco de digestién sustituyendo la muestra
por agua destilada.

Agregamos 5 ml de HNO; al 69%, calentamos en una plancha calefactora
tal que se obtuvo una ebullicion leve, se concentra al menor volumen tal
que no ocurra precipitacion. Si fuera necesario se agrega mas é&cido y se
calienta hasta obtener una solucién clara. Evitamos que la solucién se
evapore por completo durante el calentamiento. Pudo quedar un pequeiio
precipitado no soluble en agua que luego fue filtrado.

Lavamos el Erlenmeyer con agua purificada, se filtré con papel de filtro
lavando abundantemente el precipitado y recogemos los filtrados en
fiolas de 50 ml, enfriamos a temperatura ambiente en seguida se
completd a volumen con agua destilada, y se procede agitar para
conseguir una buena homogenizacion.

En seguida se hace una dilucion tomando 5 ml de la solucién preparada
en la unidad “c” y se transfiere a otra fiola de 50 ml, a esta se diluye y
enrasa con agua destilada.

Se midié 0,5 ml de la solucién preparada en el procedimiento anterior y
se transfiri6 en una fiola de 10 ml, a la misma se agrega 0,5 ml de
solucién de CsCl al 10% (antes de llevar a volumen), luego diluimos y

completamos a volumen con HNO; 1M. %%
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d)

e)

Digestién del extracto atomizado

Se pes6 1,0g del extracto atomizado de las hojas de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco” en un vaso de precipitado de 100 ml,
inmediatamente agregué 10,0 ml de HNO; al 69% y se calentd en una
plancha calefactora con agitacién constante, tal que se obtuvo una
ebullicion leve, se concentr6 al menor volumen sin que ocurra
precipitacién hasta obtener una solucion clara y evitando que se precipite
por completo, para evitar perder muestra en el precipitado lavamos el
vaso de precipitado con agua destilada y se filtra usando papel de filtro
relavando suficientemente el precipitado impregnado en las paredes del
vaso y el papel de filtro, en seguida recogemos el filtrado en una fiola de
100 ml. Enfriamos a temperatura ambiente luego llevamos a volumen con
agua destilada y homogenizamos.

medimos 5 ml de la solucion preparada en el procedimiento anterior y
transferimos a una fiola de 50 ml, diluimos y enrasamos con agua
destilada y luego homogenizamos por agitacion constante.

Se midié 0,5 mi de la dilucién anterior a una fiola de 10 ml, a esta misma
se agrega 0,5 mi de solucién de CsCl al 10% (antes de llevar a volumen),
luego diluir y enrasar con HNO5; 1M y homogenizar por agitacion.* ¢

Medicién por espectrofotémetro de absorcién atomica

Las condiciones requeridas para realizar las lecturas de cada uno de estos

elementos metalicos se especifican en el (ANEXO N° 11) y (ANEXO N° 12).

3.3.7 Analisis de datos

Con los datos obtenidos se calculé las medias y desviaciones estandar de cada

uno de los parametros evaluados: excrecion diurética, accién diurética y

contenido de sodio y potasio en la excrecién urinaria para cada grupo

experimental se comparé mediante el anélisis de varianza (ANOVA) a un nivel
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de confianza del 95% (p<0.05), para determinar las diferencias significativas
entre los grupos tratados con el extracto y los grupos control. Se us6
comparaciones muitipies entre cada tratamiento a través de la prueba de HSD
de Duncan y Tukey y prueba de minimas diferencias significativas de Fisher. La
actividad diurética (AD) se comparé emp!éando la prueba de Kruskal Wallis, para

realizar estos analisis se utilizé el programa SPSS version 20,0.
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Iv. RESULTADOS
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TABLA 01. Metabolitos secundarios presentes en el extracto atomizado de
hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012.

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones

secundarios

Saponinas Espuma +++ Formacién de espuma

Flavonoides ‘ Shinoda +++ Fase amilica de color amarillo
intenso

Triterpenos y/o Liebermann + Coloracién verde oscura

esteroides -Burchard

Azlcares reductores Fehling +++ Precipitado rojo

Compuestos aminados Ninhidrina +++ Azul violeta intenso

y/o aminoécidos libres

Alcaloides Dragendorff ++ Turbidez marrén definida
Mayer ++ Turbidez marrén
Wagner + Precipitado marrén coposo
Leyenda: (+): Poco (++): Bastante (+++): Muy abundante

32



TABLA 02: Resultados del analisis fisicoquimico del extracto atomizado de
hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012.

Parametros Ensayos Resultados
Organoléptico Color Verde

Olor Sui géneris

Sabor - Amargo
Solubilidad Agua Muy soluble

Alcohol Soluble

Cloroformo Escasamente soluble
pH Agua 8,40
Humedad Perdida por desecacion 4,95%
Cenizas - Cenizas totales 4,71%
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V.  DISCUSION

Las plantas medicinales representan 25% del total de las prescripciones médicas
en los paises industrializados; en los paisés en desarrollo su uso representa
80% del arsenal terapéutico.” A pesar de la gran utilizacién de las plantas
medicinales por la poblacion, cada vez en aumento, pocas de ellas han sido
estudiadas siguiendo métodos cientificos validos y atendiendo a las normas
éticas establecidas internacionalmente, ya que si bien el uso popular es un
indicador importante, no es garantia de la actividad terapéutica, existiendo,
ademas, factores muy importantes como son Iés variéciones ecologicas, por las
cuales una misma especie, puede presentar concentraciones diferentes de los
mismos principios activos, debido a que el metabolismo secundario de los
vegetales superiores, es responsable de la sintesis de sustancias quimicas, con
poca accion, del propio vegetal, aunque orientadas‘ por las caracteristicas
genéticas de las plantas. Asimismo, la sintesis quimica de estas sustancias, es
controlada por factores del ecosistema (luz, calor, temperatura, humedad y
suelo), siendo importante, reconocer que, muchas veces, no es posible encontrar
la misma prbporcién relativa de esos constituyentes en las mismas especies

recogidas en épocas y lugares diferentes.”” “® Esos vegetales pueden proceder

de la flora espontanea o pueden ser cultivadas,® el Xanthium catharticum HBK
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es una planta silvestre que se puede encontrar en forma temporal en los meses
lluviosos del afo.

Segun Miranda y Cuéllar,’ los extractos hidroalcohélicos son los que extraen la
mayor diversidad de componentes quimicos presentes e;n drogas, en donde la
concentracion de principios activos es dptima, facilitandose la dosificacion de los
mismos; respaldado con esta informacion, se llegd extraer el metabolito de la
planta en estudio con solvente hidroalcohdlico a 50°.

Segun Hellman,* existe una gama muy amplia de productos que requieren el
uso del sistema de secado por atomizacioén (Spray Dryer), que mantiene las
propiedades fisico-quimicas de los productos y que en algunos casos llega a
mejorar esas propiedades; el secado por atomizacion es también usado para la
preservacion de las propiedades farmacolégicas. Mediante este proceso simple y
ultrarapido, se consigue secar los sélidos y sélidos solubles, con alta calidad,
preservando las caracteristicas esenciales de los mismos. Este proceso también
ofrece ventajas en la reduccién de los pesos y volumenes.®

Segun Morral®' la absorcion atémica es una técnica capaz de detectar y
determinar cuantitativamente la mayoria de los elementos del sistema periédico.
Se emplea en el andlisis de aguas, andlisis de suelos, bioquimica, toxicologia,
medicina, industria farmacéutica, industria alimenticia, etc.

Este método consiste en la medicién de las especies atdmicas por su absorcién
a una longitud de onda particular. La especie atébmica se logra por atomizacion
de la muestra, siendo los distintos procedimientos utilizados para llegar al estado
fundamental del atomo lo que diferencia las técnicas y accesorios utilizados. La
técnica de atomizacion mas usada es la de absorcion atémica con flama o llama,
que nebuliza la muestra y luego la disemina en forma de aerosol dentro de una

llama de aire acetileno u 6xido nitroso-acetileno.
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La actividad diurética del extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco” y niveles de sodio y potasio én la orina, queda demostrado al
existir una respuesta diurética significativa en todos los niveles de dosis
ensayadas: 200, 400 y 800 mg/kg de peso, siendo superiores al compararlos con
el grupo control negativo (NaCl 0,9%), y casi al nivel de los grupos control
positivo (furosemida e hidroclorotiazida); tanto asi que los niveles de sodio y
potasio encontrados en la orina de los cuyes sometidos al experimento ayudaron
en la demostracién de la actividad diurética.

En la Tabla N° 01, se reportan los metabolitos secundarios presentes en el
extracto atomizado, la cual dio positivo a los ensayos realizados para:
flavonoides, compuestos aminados, alcaloides, azicares reductores, esteroides
y/o terpenoides y saponinas.

La accion diurética en las plantas medicinales puede ser causada por principios
activoé de naturaleza quimica muy variada. Frecuentemente, la presencia de
varios de estos principios activos en la misma planta son los responsables de su
accion diurética, aunque no esta claro el grado de contribucion de cada uno de
ellos a la actividad diurética total. Los principales principios activos que pueden
intervenir en la accién diurética son: aceites esenciales, flavonoides,
saponosidos, bases xantinicas y sales de potasio.?*

De manera general, las plantas con propiedades diuréticas se clasifican desde el
punto de vista quimico en: drogas con saponésidos: que poseen propiedades
tensoactivas y conllevan a un aumento de la permeabilidad de la membrana
fitrante glomerular acompafiado de una congestion ‘local. Drogas con
flavonoides: afectan la permeabilidad de la membrana celular, al tiempo que
inhiben a la fosfatasa renal, todo ello complementado por el efecto vasoprotector
capilarotropo que mejora la microcirculacion a nivel de todo el organismo.

Drogas con bases xanticas: son de especial interés en el edema cardiaco.
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Drogas con glicidos: algunos aumentan la diuresis por mecanismos osméticos
(manitol) y otros inhiben la- reabsorcion activa de Na* en el tubulo proximal,
actuando como natriurético.?* Otros principios activos como las sa-les de potasio
presentes en una gran cantidad de especies medicinales podrian producir un
efecto diurético gracias a un proceso osmético.

Por otra parte las bases xanticas y los heterésidos cardioténicos son otras
sustancias activas que también pueden ser responsabilizadas de la accion
diurética.?*

Si nos detenemos a observar los trabajos de tesis realizados con esta planta, al
comparar la identificacién de los metabolitos secundarios se distingue que los
resultados son similares con la diferencia de que la intensidad varia de un
investigador a otro, esto se debe a factores de donde se haya recolectado la
planta.'s ¢

En la Tabla N° 02, se presentan los parametros fisicoquimicos del extracto
atomizado con un color verde, un olor sui géneris, un sabor amargo, muy soluble
en agua, soluble en etanol y escasamente soluble en cloroformo, pH de 8,40,
humedad de 4,95% y ceniza de 4,71%. Segun Kuklinski,?? la solubilidad depende
de la forma en que se encuentran: aglicones libres: son insolubles en agua, poco
solubles en mezclas hidroalcohdlicas y solubles en disolventes organicos ya
sean polares o apolares.

En la Figura N° 05, se observa la variacién del volumen promedio de orina
acumulado en funcion del tiempo por efecto del extracto atomizado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, en el cual a medida que pasa el tiempo
va aumentando la eliminacion de orina y nos da un gréfico de dosis-respuesta, la
furosemida es mayor a los diferentes tratamientos, seguido de la muestra a
200 mg/kg y 400 mg/kg en comparacion con el grupo control negativo al que se

administré NaCl al 0,9%.



En la Figura N° 06, Se observa el histograma de frecuencias referido a la
variacion del volumen de orina acumulado a las seis horas, por efecto del
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. "amor seco’,
resaltando que el volumen promedio de ori'na eliminado por efecto de la
furosemida es de 22,90 ml, seguido de la dosis de 200 mg/kg que es 20,50 ml y
17,20 mi con la hidroclorotiazida. Al comparar los histogramas, observamos que
la dosis que mostré mejor efecto diurético fue de 200 mg/kg en comparacion con
los patrones. Al obtener los resultados detallados procedemos a comparan
nuestros resultados con ofras investigaciones que han evaluado este efecto a
diferentes niveles de dosis, se puede apreciar que muy pocas veces se ha
encontrado una correlacion positiva entre la dosis y el efecto. En estudios
realizados en extractos acuosos de Bidens pilosa L. y Costus cylindricus Jacq.,
el efecto no fue dosis dependiente, debido a que la excrecién de orina de los
grupos tratados a la dosis de 800 mglkg'fue mas baja que cuando se trataron
con la dosis de 400 mg/kg.*® Lo mismo sucedi6 en la presente investigacion
donde el grupo tratado a 800 mg/kg excreté menor volumen en diferencia que a
200 mg/kg fue mayor, casi al nivel con la furosemida y por encima de la
hidroclorotiazida.

Para evaluar la actividad diurética del Xanthium catharticum HBK, se utiliz6 la
furosemida e hidroclorotiazida como referencia ya que son farmacos diuréticos
de maxima eficacia. Para ello se utilizé el método de Naik et al, modificada por la
Céatedra de Farmacologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos,® siendo este el mas utilizado,
adecuado y econdémico para la realizacion de este tipo de trabajo de
investigacion.

La administracién de una carga hidrosalina (solucién fisiolégica) uniformiza y

mejora la respuesta de la sustancia probada. El exceso de agua y electrolitos
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simula una situacién de edema, razén por la cual en el presente trabajo se
administré solucion salina fisiologica a todos los animales de experimentacion en
el correspondiente estudio farmacolégico.>*

La furosemida ocasioné un efecto diurético marcado comparado con el Xanthium
catharticum HBK. “amor seco”, de significacion estadistica durante las seis horas
de la recoleccion de orina. La furosemida es un diurético de asa que ha sido
utilizado ampliamente en este modelo de diuresis, incluidos varios estudios con
especies vegetales,> %

El inicio de accion diurética del Xanthium catharticum HBK. “amor seco’, es
ligeramente retardado con respecto a la furosemida y la hidroclorotiazida,
maximo entre la segunda, tercera y cuarta hora y muy disminuida en las dos
Gltimas horas, lo cual puede obedecer a factores farmacocinéticas o
farmacodinamicos de los principios activos del extracto atomizado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. “amor seco”.

En la Figura N° 07, se presenta el histograma de frecuencias, observando que la
excrecion volumétrica de orina expresado en porcentaje se halla dividiendo el
volumen de orina excretado entre el volumen de liquido administrado
multiplicado por cien, de este modo se obtiene el resultado en porcentaje de
furosemida que es 100,0%, siendo este el mayor en corhparacién al resto de los
tratamientos, pero a la dosis de 200 mg/kg de peso del extracto atomizado de
hojés de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, tiene un porcentaje de 87,91%
este resultado nos ayuda apreciar el buen efecto diurético que posee la planta
en estudio.

En la Figura N° 08, se presenta la actividad diurética del extracto atomizado de
hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco” en relacién a la furosemida,
donde: a dosis de 200 mg/kg de peso presenta una actividad diurética alta con

un rango promedio de 12,20 en seguida esta la concentracion de 400 mg/kg de
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peso con una actividad diurética moderada y con un rango promedio de 8,80 y
en seguida se considera a la concentraciéon de 800 mg/kg con una actividad
diurética baja con un rango promedio 3,00 (ANEXO N° 24 y N° 25). Asi queda
demostrado la hipétesis del presente trabajo de investigacion considerando que
la planta estudiada presenta una excelente actividad diurética comparado con
respecto al patron furosemida, que es uno de los diuréticos mas potentes que
existe en el mercado, también pudimos comprobar que el efecto no es dosis-
dependiente dado que la concentracién-con actividad 6ptima fue la de 200 mg/kg
y no la de 800 mg/kg como se esperaria.

La actividad diurética obtenida en el presente trabajo de investigacion fue alta,
(con un promedio de 0,88) que es superior a los a los resultados obtenidos en
los diferentes trabajos realizados en la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga como: en Physalis peruviana “capuli”’ Buddleja americana L.
“lengua de perro”,'® Sambucus peruviana H.B.K. “sauco”,”® Bidens pilosa
“sillkau”,* quienes reportaron valores de 0,151; 0,224; 0,252 y 0,354 de actividad
diurética respectivamente; todos estos trabajos se realizaron siguiendo el mismo
método y asi también como del material biolégico utilizado en el presente trabajo
realizado.

En la Figura N° 09, se presenta la actividad diurética del extracto atomizado de
hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco” en relaciéon a la
hidroclorotiazida, donde: A dosis de 200 mg/kg de peso presenta una actividad
diurética alta con un rango promedio de 12,30 en seguida esta la concentracion
de 400 mg/kg de peso con una actividad diurética alta y con un rango promedio
de 8,70 y en seguida se considera a la concentraciéon de 800 mg/kg con una
actividad diurética moderada con un rango promedio 3,00 (ANEXO N° 37 y
N° 38), se confima de esta manera la hipétesis del presente trabajo de .

investigacion considerando que la planta estudiada presenta una excelente
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actividad diurética comparado con respecto al patrén hidroclorotiazida, también
pudimos comprobar que el efecto no es dosis-dependiente dado que la
concentracién con actividad 6ptima fue la de 200 mg/kg y no la de 800 mg/kg
como se esperaria.

La actividad diurética obtenida en el presente trabajo de investigacion fue alta,
con un promedio de 1,18 para la concentracion de 200 mg/kg y 1,07 para la
concentracién de 400 mg/kg en comparacion al patron hidroclorotiazida.

Es probable que la actividad diurética de Xanthium catharticum HBK. “amor
seco” demostrado en este estudio a nivel experimental se deba a las acciones
combinadas de sus diferentes constituyentes quimicos presentes en las hojas. "
En la Figura N° 10, se observa el histograma de los niveles de Na*y K* promedio
excretados en la orina acumulada a las seis horas, por efecto del extracto
atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”.

La excrecién de sodio en los grupos tratados con extracto atomizado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, furbsemida e hidroclorotiazida, no se
comportd igual a la eliminacion del volumen. Cuando se compara e! control se
aprecia que elimind cantidades menores de este ion. Es evidente el hecho de
que este grupo al ser tratado con cloruro de sodio 0,9% eliminé un porcentaje de
orina menor. Al -comparar la dosis de 200 mg/kg de extracto atomizado de hojas
de Xanthium catharticum HBK. “amor seco” con la hidroclorotiazida se aprecia
que es mayor la concentracion del ion sodio, seguido a la concentracion de la
muestra a 200 mg/kg y menor de la furosemida, aunque la diuresis sea todo lo
contrario. Al analizar el comportamiento del pdtasio se puede observar que las
concentraciones obtenidas con el extracto atomizado de hojas de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco” estudiado son superiores al control & incluso a la
furosemida e hidroclorotiazida; también se observa que la concentracion

obtenida es ascendente a medida que se incrementa la dosis, esto justifica el
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alto contenido de este mineral en la planta estudiada como se muestra en
(Figura N° 11), diurético conocido como expoliadqr de potasio. Se sumaria
entonces al efecto diurético propio de la planta la cantidad de potasio que porta
dicho vegetal. Un aspecto importante demostrado en esta investigacion és el
comportamiento de la planta similar en el tiempo a los diuréticos de referencia
donde se observé un porcentaje alto de orina excretada. De igual forma se
reporta en la literatura que la furosemida tiene una accion relativamente breve en
el organismo, aproximadamente de 4 a 6 horas,” que se hace evidente cuando
a la sexta hora, la diuresis disminuyé considerablemente en ambos grupos.

En la Figura N° 11, se observa el histograma de la cantidad de Na* y K*
cuantificado en mg/g del extracto afomizado de hojas de Xanthium catharticum
HBK, en la cual se aprecia un alto contenido de potasio (162,9 mg/g) en el
extracto atomizado puro, este resultado justifica la mayor concentracion de
potasio encontrado en la orina de los animales sometidos al experimento ya que
a mayor dosis administrada fue mayor el nivel de potasio cuantificado.

En la Tabla N° 09 (ANEXO N° 27), observamos la comparacion de
homogeneidad de medias para la excrecién urinaria mediante las pruebas de
Duncan y Tukey para hacer comparaciones muitiples, segin Tukey la
concentracion de 800 mg/kg se asemeja al del blanco, el de hidroclorotiazida 10
mg/kg es similar al de 400 mg/kg, el de 400 mg/kg se asemeja al de 200 mg/kg y
el de 200 mg/kg se asemeja al de la furosemida 20 mg/kg, respectivamente en el
orden que se menciond.

Segln Duncan la concentracion de 800 mg/kg se parece al del blanco, la de
hidroclorotiazida 10 mg/kg se asemeja al del 400 mg{kg, ninguno se parece al de

la furosemida 20 mg/kg y tampoco al de 200-mg/kg.
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Las diferencias entre los tratamientos fueron confrontados estadisticamente a
través del analisis de varianza, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

Por tanto, podemos afirmar que la concentracion de 200 mg/kg de peso del
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, ejercen
una mejor excrecion urinaria comparada con los patrones furosemida e
hidroclorotiazida ya que la media del volumen excretado fue 107,37 para la
furosemida 20 mg/kg, 79,98 para la hidroclorotiazida 10 mg/kg, 94,38 para la
concentracién 200 mg/kg y 85,17 para la concentracién de 400 mg/kg (ANEXO
N° 25).

En la Tabla N° 12 (ANEXO N° 30), se observa la comparacién de homogeneidad
de medias para la accion diurética mediante las pruebas de Duncan y Tukey
para hacer comparaciones multiples; segtn Tukey ninguna concentraciéon se
asemeja a la concentracion de 800 mg/kg en acciéon diurética, el de
hidroclorotiazida 10 mg/kg es similar al de 400 mg/kg, el de 400 mg/kg se
asemeja al de 200 mg/kg y el de 200 mg/kg se asemeja al de la furosemida
20 mg/kg.

Segun Duncan ninguna concentracion se asemeja a la de 800 mg/kg en accién
diurética, el de hidroclorotiazida 10 mg/kg es similar al de 400 mg/kg, el de
400 mg/kg se asemeja al de 200 mg/kg y tampoco hay alguno que se asemeje al
de la furosemida 20 mg/kg, estos resultado se obtuvo considerando que la
accion diurética se mide con la excrecién urinaria del grupo experimentado en
relacién a la excrecion urinaria obtenido con el control negativo (blanco).

Las diferencias entre los tratamientos fueron confrontados estadisticamente a
través del andlisis de varianza, siendo estas diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05).
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Por ende, nos atrevemos afirmar que la concentracion de 200 mg/kg de peso del
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, es la
que ejercid6 una mejor acciéon diurética en comparacién con los patrones
furosemida e hidroclorotiazida ya que la media fue 1,80 para la furosemida
20 mg/kg; 1,34 para la hidroclorotiazida 10 mg/kg; 1,58 para la concentracion
200 mg/kg; 1,43 para la concentracion de 400mg/kg y 1,05 para la
concentracion de 800 mg/kg (ANEXO N° 28).

En la Tabla N°15 (ANEXO N° 33), se observa la comparacién de homogeneidad
de medias para la concentracion de sodio eliminado en la orina mediante las
pruebas de Duncan y Tukey. Segun los resultados de este analisis estadistico el
grupo que presentd mayor concentracion de sodio fue el tratado con
hidroclorotiazida 10 mg/kg, seguido por el extracto a 200 mg/kg, 800 mg/kg,
400 mg/kg y furosemida 20 mg/kg, eh el orden mencionado de mayor a menor
concentracion excretada.

En la Tabla N°16 (ANEXO N° 34), se observa la comparacién de homogeneidad
de medias para la concentracion de potasio eliminado en la orina mediante las
pruebas de Duncan y Tukey. Segun los resultados de este analisis estadistico el
grupo que presenté mayor concentracion de potasio fue el tratado con extracto
atomizado a 800 mg/kg, seguido por el extracto a 400 mg/kg, hidroclorotiazida a
10 mg/kg, a 200 mg/kg y furosemida a 20 mg/kg, en el orden mencionado de
mayor a menor concentracion excretada.

Para ambos electrolitos cuantificados, las comparaciones maltiples se aplicé a
todos los grupos a un nivel de significancia (p<0,05).

En cuanto a la eliminacion de Na® y K% los extractos de las plantas
incrementaron los niveles de este Gltimo, mostrando un efecto kalurético superior
al natriurético. También se observa que a mayor dosis administrada la

concentracién de potasio fue mayor, lo cual no ocurrié con respecto al sodio.
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No se encontré correspondencia entre el volumen de orina y la concentracion de
Na* y K* excretado lo ideal hubiera sido encontrar la mayor excrecién de sodio
con la furosemida debido a que es el natriurético mas potente y menor cantidad
de potasio excretado con la hidroclorotiazida por que se le considera un diurético
ahorrador de potasio, este aspecto no es légico porque los mecanismos de
accion de un gran nimero de farmacos diuréticos es decrecer la reabsorcion del
ion sodio, esto produce el arrastre del equivalente osmético del agua, otra
explicaciéon que puede justificar el efecto diurético de estas plantas es la
concentracion de K'. Todas las concentraciones experimentados mostraron
elevadas concentraciones de este ion en la orina, esto pudiera ser explicado si
tenemos en cuenta los informes sobre varias especies vegetales que presentan
potasio en su composicion inorganica, por lo que a la cantidad de este ion
excretada debido al efecto diurético de la planta, se sumaria el aportado por el

propio vegetal.?*
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V. CONCLUSIONES

. El extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”
posee actividad diurética.

El tamizaje fitoquimico del extracto atomizado de hojas de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco’, resultd poseer: flavonoides, esteroides y/o
terpenoides, saponinas, compuestos aminados y/o aminoacidos libres y
alcaloides.

. El resultado del analisis fisicoquimico realizado al extracto atomizado de
hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco” fue: color verde, olor sui
géneris, muy soluble en agua, soluble en alcohol, escasamente soluble en
cloroformo, su pH en agua es 8,40; la humedad de |a perdida por secado fue
4,95% y las cenizas totales obtenida fue de 4,71%.

. Al evaluar la actividad diurética del extracto atomizado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. “amor seco” a 200, 400 y 800 mg/kg
comparados con la furosemida e hidroclorotiazida, La dosis que resulté con
mayor actividad diurética fue a 200 mg/kg con una actividad diurética alta
(promedio 0,88) con relacién a la furosemida, también aita (promedio 1,18)

en comparacién con la hidroclorotiazida.
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5. Al cuantificar los niveles de Na*y K* excretados en la orina de los cobayos
sometidos al experimento se pudo observar que esta planta pose un efecto
natriurético.

6. Al cuantificar Na”y K" en el extracto atomizado de hojas de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco” se encontré que contiene 22,6 mg/g de sodio
y 162,9 mg/g de potasio, entonces se concluye que esta planta tiene un alto
contenido de potasio, lo cual se refleja en la mayor excrecion de potasio en

los diferentes grupos tratados con el extracto.
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Vil. RECOMENDACIONES
Realizar mas estudios al Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, para
determinar con precision el metabolito secundario responsable del efecto
diurético y otras actividades relacionadas.
Determinar la actividad diurética teniendo en cuenta paréametros como el pH
de la orina, midiendo la concentracion de mas electrolitos y determinando la
presencia de proteinas, para asi clasificar y determinar el grupo al que
corresponde.
Realizar estudios para identificar las sustancias antidiuréticas responsable
que hace, que a mayor concentracién del extracto sea menor la actividad
diurética.
. Desarrollar y aplicar técnicas para aislar los metabolitos secundarios
presentes en el Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, para su mejor
estudio e industrializar para aprovechar de sus propiedades.
Profundizar los estudios fitoterapéuticos respaldandonos con los modernos

equipos que contamos.
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FIGURA 12: Parte representativa del Xanthium catharticum HBK. “amor seco’,
Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 02

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

RTIFI

Que « Bach en Farmaca y Biogumeca S¢. Edwnn, VILCAPOMA QUISPE, ha
SAICHAA0 13 JeMhCacion 06 una Myuestra vegels! para rademo de toss

Dxcha muestra ha sd0 estudada y determenada segun o Sistema de Clashcacon
oe Cronguist A 1988 y es como sgue

DIVISION MAGNOUIOPHYTA

CLASE MAGNOL IOPSIDA

SUB CLASE ASTERIDAE

ORDEN ASTERALES

FAMILIA ASTERACEAE

GENERO Xanttwum

ESPECIE Xonthiumn catharticum HBK.
NV "amor seco’

Se expede ia cortthcacion correspondrente a soiciiud dei  nteresado para
03 fines Que estime conNvenen'e

Ayacucho 20 de Seterrbre gel 2012

FIGURA 13; Constancia de la clasificacion taxonémica de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012,
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ANEXO N° 03
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FIGURA 14: Boleta de compra de 30 Cavia porcellus “cobayos” expedido por el
Instituto Nacional de Investigacion Agraria (INIA), Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 04

FIGURA 15: Pesaje de las hojas secas y molidas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012.



ANEXO N° 05

FIGURA 16: Maceraciéon hidroalcohdlico de' hojas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 06

FIGURA 17: Percolacion del extracto hidroalcohdlico macerado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 07

FIGURA 18: Evaporacién del alcohol al extracto percolado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. "amor seco”, Ayacucho 2012.
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"~ ANEXO N° 08

—

FIGURA 19: Proceso de atomizacién del extracto de hojas de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 09
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FIGURA 20: Extracto atomizado obtenido de hojas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 10

TAMIZATE FITOGQUIMjco
DE xgnth'mm catharheqm HBK

amor geco ”

FIGURA 21: Resultado cualitativo de los metabolitos secundarios identificados
en el extracto atomizado de hojas del Xanthium catharticum HBK. “amor seco”,

Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 11

FIGURA 22: Pesaje de los animales de experimentacion empleados para
evaluar la actividad diurética del extracto atomizado de hojas de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 12
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FIGURA 23: Preparacion de las soluciones stock, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 13

FIGURA 24: Administracién de las dosis correspondientes a cada animal de
experimentacion, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 14

N

FIGURA 25: Etapa de medicién de los volimenes de orina excretados en cada
hora, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 15
TABLA 03. Volumen promedio de orina obtenidos de los cobayos sometidos a
tratamiento con el extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK.
“amor seco”, Ayacucho 2012.

Valores promedio del volumen de orina (ml)

Tiempo Blanco Furosemida Hidroclorotiazida  Extracto atomizado de hojas

(horas) NaCi 20 mg/kg 10 mg/kg del Xanthium catharticum
0,9% HBK. “amor seco”
200 400 800

mgkg  mgkg mg/kg

0 0 0 0 0 0 0
0,5 37 7.8 3.8 6 6,6 2
1 4 12,3 74 13,3 12,1 7.4
2 55 14,8 7.4 13,3 12,1 85
3 6,5 15,8 13,5 15,2 13,6 8,6
4 8,3 20,8 13,6 16,4 15,6 1.1
5 9.9 229 16 16,4 16,1 134
6 12,3 229 17,2 20,5 18 13,8
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ANEXO N° 16

FIGURA 26: Preparacién de reactivos para determinar Na* y K* por
espectrofotometria de absorciéon atémica, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 17

FIGURA 27: Pesaje de reactivos para cuantificar Na* y K* por espectrofotometria
de absorcién atébmica, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 18

FIGURA 28: Procesamiento de las muestras para cuantificar Na* y K' por
espectrofotometria de absorcién atdomica, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 19

FIGURA 29: Cuantificacién de Na* y K* por espectrofotometria de absorcion
atémica, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 20

LAB. DE CONTROL DE CALIDAD DE LA E.F.P. FARMACIA Y BIOQUIMICA - UNS!

Nombre Operadoriaboratono Fecha Informe:23/06/2013 10:47:53
Fichsro Result.: C:ASOLAARMDATANRESULTS.SLR

Parametros Generales
Mélodo Tesis/Cuantificacin de Na an arina/Amor seOperador.E. Vilcapoma Modo Instrum.:Lisma
Automuesir, Ningun Ditucién: Ninguna
Usar SFI: No

Detalles Anélisis
Nombre Anéiisis:Na en orina de cuyes 31/03/2013 Espectrém.;iCE 3000 C113300230 v1.30
Nombre Operador-E. Vilcapoma
Parametros Espectrém. - Na

Elemento.Na Modo Medids Absorbancia
Long. onda:589 Onm Rendija.0.2nm Comente lémp “T5%
Correccitn Fondo:Apagado Alta Resofucidn:Apagado Optimizar Parématros Espectrom..No
Tipo Sefial.Continuo Re-muestras:Répida A® de Re-muestras:3
Tiempo Madida:4.0sg Modo Rechazo Datos:No
Usar Tes! RSD : No

Parametros Llama - Na
Tipo Llama.Aire-C2H2 Fiwo Combust.:1.1Umin Oridane AuxikerApagado
Toma del Nebuliz.:4sq Estabiliz. MecheroOmins Optimiz. Fiwo Combust.:No
Altura Mechero:7.0mm Optimz AXura MecheroNo

Parametros muestreo - Na
Muestreo.Ninguna
Parametros Calibrac. - Na

Modo Calibrac. Nommal Ajuste LinealLinsar Usar Catibr. Aimacenada:No
Unidades Concenirac.mgiL Unidades Escalamg/L Factor Escala:1.0000
Ajuste Aceplable:0.995 Ra-escalar Limite: 10.0% Accidn Falida : Sefializar y continuar
Estandart 0.5000 Estandar3 2.0000
Estdndar2 10000 Estandard 4,0000

Result. Disolucién - Na
Y = 0.28634x + 0.2657 5 Naormal: Ajuste finear
Alusie0.9372
Conc Caracteristica0 0154
D Musstra Sefial

Abs

Na Blanco 0.1437 1.0 0.0000 U
Na Estindar 1 0.3844 0.4 0.5000 U
Na Estindar 2 0.6441 05 1.0000 U
Na Estindar 3 0.9%69 05 20000V
Na Estindar 4 1.3168 | 0.2 40000 U
Na NEGATIVO 1 06536 05 135470 135470
Na NEGATIVO 2 0.7624 0.1 1.7347U 1.7347 U
Ha HEGATIVO 3 03523 0.5 0.3026 U D.3026 U
Ha NEGATIVO 4 08520 04 14010 1.3401 U
Estacién Datos SOLAAR V11.03 pég.1 - Resultados
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LAB. DE CONTROL DE CALIDAD DE LA E.F.P. FARMACIA Y BIOQUIMICA - UNS(

Nombre Operador-Laboratorio Fecha Informe: 2300672013 10:47.53
Fithero Resufl.: CA\SOLAARMIDATA\RESULTS SLR

Result. Disolucién - Na

1D Muestrs Sefal Red Conc. Conc. Corregida
Abs % mgil mgiL

Na NEGATIVO § 0.5345 07 0.0388 1} 08388 U
Na FUROSEMIDA 1 0.6793 0.2 1.4444 U 1.4444 1
Na FUROSEMIDA 2 0.7016 04 15230 152230
Na FURQSEMIDA 3 0.6656 0.3 1.3966 U 1.3955 U
Na FUROSEMIDA 4 66778 03 143530 143930
Na FUROSEMIDA 5 0.8803 05 14798 U 147060
Na HIDROGLOR 1 0.8163 07 1.9229U 182290
Na HIDROCLOR 2 0.8778 0.2 248700 24870V
N» HIOROCLOR 3 0.9139 04 22839 U 22839 U
Na HIDROCLOR 4 0.8385 03 2.3487 U 23497 U
Na HIDROCLOR 8 0.9009 0.4 2.2184 U 221841
Na 200 mg/kg ¢ 0.8761 0.3 243170 213174
Na 200 mg/kg 2 0.8770 1.1 2.4350U 21350 U
Na 200 mg/kg 3 0.8055 08 223460 22346 U
Na 200 mg/kp 4 0.8954 03 218930 21993 U
Na 200 mg/kg 5 0.9043 05 223040 22304 U
N» 400 mg/g 1 06778 0.1 1.4393U 143330
Na 400 mg/kg 2 0.8774 06 21385U 24385 U
Na 400 mgfkp 3 0.7829 03 1.7383U 1.7383 U
Na £00 mgfkg 4 0.8540 03 20546 U 20545 U
Na 400 mg/g 5 0.8027 . 08 1.8755 U 1.8755 U
Na 800 mg/kg 1 0.8889 02 216070 21697 U
Na 800 mg/kg 2 06873 1.4 14728U 14755 U
Ma 800 mglig 3 0.8240 0.2 1.9480 U 1.8409U
Nz 800 mg/kg 4 0.8512 07 2.0798 U 207930
Ha 200 mg/kg 5 0.7745 08 17T U 17171 U
Ne planta 1g 1 0.3032 1.0 0.1303 U 013090
Na plants 19 2 0.2669 03 0.0043 U 000430
Estacién Datos SOLAAR V11.03 pag.2 - Resultados

FIGURA 30: Resultados de la cuantificacién de Na* por espectrofotémetro de
absorcion atébmica, Ayacucho 2012.
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* ANEXO N° 21

LAB. DE CONTROL DE CALIDAD DE LA E.F.P. FARMACIA Y BIOQUIMICA - UNS(

Nombre Operadar:Laboratorio Fecha Informe:23106/12013 11:12,56
Fichero Resull.:  CA\SOLAARMDATARESULTS.SLR

Parametros Generales

Método Tesis/Cuantificacidn de K en orina/Amor setOperadorE. Vilcapoma Modo (nsirum.iiama
Automuastr. Ningin Diucédn Ninguna
Usar SFi: No

Detalles Analisis
Nombhre Anglisis'K en Orina de Cuyes 31/03/2013 Espectrém. iCE 3000 C113300230 v1.30
Nombre Operpdor.E. Vilcapoma

Parametros Espectrém. - K

EfementoK Modo Medida-Absorbancia
Long. onda:766.5nm Rendija:0.50m Comenia fdmp.:100%
Carracoin Fondo:Apagado Alta ResolucionApagado Oplimizar Pardmelros Espectrm :No
Tipc Sefel:Continuo Re-muestras:Répido A° do Re-rnussiras3
Tiempo Medida'4.0sg Modo Rechazo Dalos:No
Usar Test RSD : No
Parametros Llama - K
Tipo Uama:Aire-C2H2 Flyjo Combust .1.2Umin ; Oxidante Auxdiar.Apagado
Toma del Nebuliz..4sg Estabiliz. Mechero:Omins Optimiz. Flujo Combust.:No
Aitura Mechero:7.0mm Qptimiz Attura Mechero-No
Parametros muestreo - K
MuestreoNinguna
Parametros Calibrac. - K ;
Modo Calibrac.:Normal Ajusle Linsal Linear Usar Calibr, Almacenada:No
Unidades Concentrac:mg/L Unidades Escala.mgil Factor Escala:1.0000
Ajuste Aceplalie:0.695 Re-ascalar Limite’ 10.0% Accibn Fallida : Sefializar y continuar
Estandari 0.5000 Estandars 5.0000
Estandar2 1.0000 Estandars 10.0000
Estandar3 2.0000
Resuit. Disolucion - K
Y =0 10608x + 0.2269 . Normal: Ajuste lincar
Ajusta0.8709
Conc Caraciarisiice 0 0415
y
14 % . . . * . . . -~
g *
..4;;"'” &
] T * T T L I I | T T T T
2 4 0 1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Conc:mgiL
ID Muestra Sefial Rsd Conc. Cone. Corregida
Abs % mglL mgi.
K Blanco 0.0295 6.0 0.C000 U
K Estindar 1 0.2158 1.2 0.5600 U
K Estindar 2 0.3665 n4 1.0000 U
K Estindar 3 0.5944 0.4 20000V
K Estindar 4 0.8480 0.4 5.0000 U
K Estindar 5 1.1670 0.1 10.0000 U
K negativo 1 07701 [k} 51388 U 51388 U
K negative 2 0.8635 0.2 6.0200 U 6.0200U
Estacisn Datos SOLAAR V11.03 B pho - Resultados
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LAB. DE CONTROL DE CALIDAD DE LA E.F.P. FARMACIA Y BIOQUIMICA - UNS!

Nombre Operador:Laboratorio Facha informe:23006/2013 11:12:56
Ficharo Resu.:  C\SOLAARMDATA\RESULTS.SLR

Result. Disolucién - K

1D Muestra Sefal Rsd Conc. Conc. Corregiia
Aba % mgiL mgiL
K negativo 3 0.9959 03 726800 7.28800
K negativo 4 07672 'R 511170 S1117U
K negativo 8 0.8584 0.2 80475 Y 804750
K Furosemida 1 0.7610 €3 50538 U £05380
K Furosemida 2 0.7092 1.1 45853 U 4.5653 U
K Furceemida 3 07427 06 488000 488090
K Furosemida 4 0.7088 03 456130 456130
K Furosemida 5 07617 04 50602 U 5.0602 U
K Hidroclor. 4 08620 0.4 6.0053 U 60053 U
K Hidraclor, 2 0.6083 04 54990 U 54990 U
K Hidroclor. 3 0.8449 0.1 5.8448 U 58448V
K Hidroclor. 4 0.8097 0.1 551280 551200
K Hidroclor. 5 0.8654 04 6.0378V 60378U
K 200 mg/kg 1 0.8315 02 57184 U 571841
K 200 mg/kg 2 0.8030 0.2 54498V 54406 U
K200 mgikg 3 0.8155 03 55676 U 5.5676 U
K 200 mgikg 4 08003 07 54235U 54238V
K 200 mg/g 8 0.8312 01 57149 1) 57149V
K 400mgfhg 4 10209 02 7.5034 U 75034 U
K 400 mg/kg 2 09561 03 689220 680221
K 400 mg/kg 3 0.9896 0.5 720831 720830
K 400 mg/kg 4 1.0230 02 7520 T529U
K 400 mg/ig § 09427 0.2 7.2380U 7.2380 U
K 800 mg/ky 1 1.0330 0.1 761761 76176 U
K 800 mg/kg 2 1.1050 0t 82957 U 829574
K 800 mg'kg 3 1.0654 01 79232U 792320
K 300 mgikg 4 1.1057 00 B.3031V 830310
K 800 mglkg 5 1.0334 03 7.6183U 161834
Kplantaig 1 1.0881 02 8.1461 U 81461 U
K planta 1g 2 1.0979 01 82291 82201 U
Estacion Datos SOLAAR V11.03 pig.2 - Resutados

FIGURA 31: Resultados de la cuantificaciéon de K* por espectrofotometro de
absorcion atémica, Ayacucho 2012.
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ANEXO N° 22

TABLA 04: Preparacion de la curva de calibracion de Na* y K*, Ayacucho 2012.

Matraz Estandar Na ylo K CsCl HNO; 1M [ ]Na’ [1K

N° 100 mg/L 10% piv C.S.p. (mgil) {mg/l)
(mi) {mi) {ml)
1 Blanco 0,0 5,0 100,0 0,0 0,0
2 1 0,5 5,0 100,0 0,5 05
3 2 1,0 50 100,0 1.0 1,0
4 3 2,0 50 100,0 2,0 2,0
5 4 40 50 100,0 4,0 40
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ANEXO N° 23

TABLA 05: Condiciones requeridas para cuantificar Na® y K* por
espectrofotometria de absorcién, Ayacucho 2012.

SODIO POTASIO
Longitud de onda (nm) 589,0 766,6
Lampara Lampara de catodo hueco Lampara de catodo
de Na hueco de K
Rendija (nm) 0,5 05

Combustible

% Corriente lampara
Oxidante

Tipo de llama

Flujo de aire (I/min)
Flujo de acetileno (I/min)
Altura del mechero (mm)

Nebulizacién (s)

Tipo de sefial

Acetileno (C;H,
75 -100

Aire

Oxidante

7,0

1,5

7,0-150

2

Continuo

Acetileno (CzH,)
75~ 100

Aire

Oxidante

7.0

1.5

70-150

2

Continuo -
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ANEXO N° 24

TABLA 06: Concentraciones promedio de Na* y K* (mEg/L) y razén de Na*/K*
cuantificados en la orina, Ayacucho 2012.

Grupos Concentraciones Concentraciones Razoén

de Na* mEq/L de K' mEq/L Na'/K*
Blanco NaCl 0,9% 49,40 151,76 0,33
Furosemida 20 mg/kg 63,33 123,72 0,51
Hidroclorotiazida 10 mg/kg 97,76 148,22 0,66
200 mg/kg 95,06 . 143,90 0,66
400 mg/kg 81,58 186,48 0,44
- 800 mg/kg 80,08 203,88 0,39
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ANEXO N° 25

TABLA 07. Datos descriptivos de la excrecién urinaria del extracto atomizado de
hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seca”, furosemida, hidroclorotiazida y
blanco, Ayacucho 2012.

Excrecién N Medi Desvi Error Intervalo de Mini Maxim
urinaria a acion tipic confianzaparala mo o
tipica o media al 95%

Limite  Limite

inferior  superior
Blanco2milkg 5 596 41 18 54,6 64,7 548 643
Furosemida 5 1074 104 47 94,4 120,3 94,1 121,4
20 mg/kg
Hidroclorotiazi 5 799 39 18 751 84,8 735 836
da 10 mg/kg
Extracto 5 944 6,6 29 86,2 1026 868 1043
200 mg/kg
Extracto 5 852 71 3.2 76,3 94,0 733 90,9
400 mg/kg
Extracto 5 62,9 6,9 31 542 71,5 54,0 72,0
800 mg/kg
Total 30 816 18,1 3.3 ' 748 88,3 540 1214
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ANEXO N° 26

TABLA 08. Analisis de varianza (ANOVA) de la excrecion urinaria por efecto del
exiracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”,
Ayacucho 2012.

ANOVA de un factor
Excrecion Suma de al Media F Sig.
urinaria cuadrados cuadratica
Inter-grupos é383,67 5 1676,73 35,35 ,000
Intra-grupos 1138,47 24 47 44
Total 9522,14 29
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ANEXO Ne° 27

TABLA 09. Comparacion de homogeneidad de medias para ia excrecién urinaria
mediante las pruebas de Duncan y Tukey, Ayacucho 2012.

Excrecion urinaria N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
HSD de Bianco 2 mikg 5 5964
Tukey’  Extracto 800 mg/kg 5 6285
Hidroclorotiazida 10 mg/kg 5 79,98
Extracto 400 mg/kg 5 85,17 85,17
Extracto 200 mg/kg 5 94,38 94,38
Furosemida 20 mg/kg 5 107,37
Sig. 0,98 0,84 0,31 0,06
Duncan® Blanco 2 mi’kg 5 5964
Extracto 800 mg/kg 5 6285
Hidroclorotiazida 10 mg/kg 5 79,98
Extracto 400 mg/kg 5 85,17
Extracto 200 mg/kg 5 94,38
Furosemida 20 mg/kg 5 107,37
Sig. 047 025 1,00 1,00
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ANEXO N° 28

TABLA 10. Datos descriptivos de la accion diurética del extracto atomizado de
hojas de Xanthium catharticum HBK. “"amor seco’, furosemida e
hidroclorotiazida, Ayacucho 2012. .

Accidn diurética N Med Desvia Error Intervalo de Minim  Maxim
ia cién  tipico confianza parala o 0
tipica media al 95%

Limite Limite

inferior  superior

Furosemida 5 180 18 ,08 1,58 2,02 1,58 2,04

20 mgkg
Hidroclorotiazida 5 1,34 07 ,03 1,26 1,42 1,23 1,40

10 mg/kg

Extracto 5 158 1 ,05 1,44 1,72 1,46 1,75
200 mg/kg

Extracto 5 143 12 05 128 1,58 1,23 1,53
400 mg/kg

Extracto 5 1,05 12 ,05 91 1,20 91 1,21
800 mg/kg

Total 25 1,44 28 ,06 1.33 1,56 ,91 2,04
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ANEXO N° 29

TABLA 11. Andlisis de varianza (ANOVA) de la accion diurética producido por el
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”,
Ayacucho 2012.

ANOVA de un factor
Accion Suma de Gl Media F Sig.
diurética cuadrados cuadrética
Inter- 1,55 4 ,39 25,51 ,000
grupos
Intra- 30 20 02
grupos
Total 1,85 24
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ANEXO N° 30

TABLA 12. Comparacién de homogeneidad de medias para la accion diurética
mediante las pruebas de Duncan y Tukey, Ayacucho 2012,

Accién diurética N Subconjunto para aifa = 0.05
1 2 3 4

HSD de Extracto 800 mg/kg 5 1,054
Tukey"  Hidroclorotiazida 10 mgkg 5 1,338

Extracto 400 mg/kg 5 1,430 1,430

Extracto 200 mg/kg 5 1,582 1,682

Furosemida 20 mg/kg 5 1,800

Sig. 1,000 , 761 324 ,074
Duncan®  Extracto 800 mg/kg 5 1,054

Hidroclorotiazida 10 mag/kg 5 1,338

Extrécto 400 mg/kg 5 1,430 1,430

Extracto 200 mg/kg | 5 1,582

Furosemida 20 mg/kg 5 . 1,800

Sig. 1,000 ,251 ,065 1,000
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ANEXO N° 31

TABLA 13. Test de normalidad para comparar los niveles de sodio y potasio
excretados en la orina por efecto del extracto atomizado de hojas del Xantmum
catharticum HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012.

Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smimov Shapiro-Wilk
paraNa*y K" Estadlstico gl Sig. Estadistico g Sig.
mEq/L  Blanco 2mi/kg 253 5 200 934 5 623
deNa" Furosemida 20 mg/kg 200 5 200 978 5 022
Hidroclorotiazida 245 5 ,200 ,048 5 719
10 mg/kg
Extracto 200 mg/kg 248 5 ,200 830 5 140
Extracto 400 mg/kg 172 5,200 ,954 5 764
Extracto 800 mg/kg 185 5 200 944 5 694
mEg/L  Blanco 2ml/kg 241 5 ,200 ,879 5 305
de K"  Furosemida 20 mg/kg 251 5 200 813 5 103
Hidroclorotiazida 247 5 200 837 5 157
10 mg/kg
Extracto 200 mg/kg 240 5 200 855 5 212
Extracto 400 mg/kg 214 5 200 905 5 437
Extracto 800 mg/kg 243 5 ,200° 824 5 124

*. Este es un limite inferior de la significacién verdadera.
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ANEXO N° 32

TABLA 14. Analisis de varianza (ANOVA) de las concentraciones de Na* y K*
eliminados en la orina, Ayacucho 2012.

ANOQVA de un factor Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética
mEg/L de Inter-grupos 8688,36 5 173767 11,11 ,00
Na* Intra-grupos 3755,14 24 156,46
Total 12443,45 29

mEgq/L de K Inter-grupos 22195,46 5 4439,10 36,53 ,00
Intra-grupos 2916,66 24 121,53

Total 2511212 29
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ANEXO N° 33

TABLA 15. Comparacion de homogeneidad de medias para la concentracion de
Na* eliminado en la orina mediante las pruebas de Duncan y Tukey, Ayacucho

2012.

mEg/L de Na* N Subconjunto para aifa = 0.05
1 2 3
HSD de Blanco 2ml/kg 5 49,40
Tukey® Furosemida 20 mg/kg 5 6332 6332
Extracto 400 lmglkg 5 80,36 80,36
Extracto 800 mg/kg 5 82,14 82,14
Extracto 200 mg/kg 5 95,06
Hidroclorotiazida 10 ma/kg 5 97,76
Sig. 0,51 0,20 0,27
Duncan®  Blanco 2mikg 5 49,40
Furosemida 20 mg/kg | 5 63,32
Extracto 400 mg/kg 5 80,36
Extracto 800 mg/kg 5 82,14
Extracto 200 mg/kg 5 95,06
Hidroclorotiazida 10 mg/kg 5 97,76
Sig. 0,09 0,05
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ANEXO N° 34

TABLA 16. Comparacion de homogeneidad de medias para la concentracién de
potasio eliminado en la orina mediante las pruebas de Duncan y Tukey,

Ayacucho 2012.
mEq/L de K N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
HSD de Furosemida 20 mg/kg 5 12372
Tukey® Extracto 200 mg/kg 5 14294 14294
Hidroclorotiazida 10 mg/kg 5 148,22
Blanco 2ml/kg -5 151,76
Extracto 400 ma/kg 5 186,48
Extracto 800 mg/kg 5 203,88
Sig. 0,10 0,80 0,17
Duncan® Furosemida 20 mg/kg 5 123,72
Extracto 200 mg/kg 5 142,94
Hidroclorotiazida 10 mg/kg 5 148,22
Blanco 2mi/kg 5 151,76
Extracto 400 mg/kg 5 186,48
Extracto 800 mg/kg 5 203,88
Sig. 1,00 0,24 1,00 1,00
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ANEXO N° 35

TABLA 17. Tabla de contingencia para comparar la actividad diurética delr
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco” en
relaciéon a la furosemida, Ayacucho 2012,

Tabla de contingencia para la AD en cuatro categorias Total
actividad diurética con respecto (09a (0,70 a (0,50 a
a la furosemida mas) = 0,89) = 0,69) =
alta moderada baja
Extracto Recuento 2 3 0 5
200 mg/kg % de actividad 40,0% 60,0% 0,0% 100,0%
diurética
Extracto Recuento 0 4 1 5
400 mg/kg % de actividad 0,0% 80,0% 20,0% 100,0%
diurética
Extracto Recuento 0 0 5 5
800 mg/kg % de actividad 0,0% 0,0% 100,0% 100,0%
diurética
Recuento 2 7 6 15
Total % de actividad 13,3% 46,7% 40,0% 100,0%

diurética

97



ANEXO N° 36

TABLA 18. Tabla de contingencia para comparar la actividad diurética del
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco” en
relacion a la hidroclorotiazida, Ayacucho 2012.

Tabla de contingencia para la AD en cuatro categorias Total
actividad diurética con respecto a (0,9a (0,70 a (0,50 a
la Hidroclorotiazida mas) = 0,89) = 0,69) =
alta moderada baja
Extracto Recuento 5 0 0 5
200 mg/kg % de actividad 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
diurética
Extracto Recuento 5 0 0 5
400 mg/kg % de actividad 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
diurética
Extracto Recuento 1 3 1 5
800mg/kg % de actividad 20,0% 60,0% 20,0% 100,0%
diurética
Total Recuento 1 3 1 16
% de actividad 73.3% 20,0% - 6,7% 100,0%
diurética
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ANEXO N° 37

TABLA 19. Comparacion de homogeneidad de medias de la actividad diurética

mediante la pruebas de Kruskal-Wallis, Ayacucho 2012.

Rangos Actividad diurética N Rango
promedio
Actividad diurética con Extracto 200 mg/kg 5 12,20
respecto a la furosemida Extracto 400 mg/kg 5 8,80
Extracto 800 mg/kg 5 3,00
Total 15
Actividad diurética con Extracto 206 mg/kg 5 12,30
respecto a la hidroclorotiazida Extracto 400 mg/kg 5 8,70
'Extracto 800 mg/kg 5 3,00
16

Total
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ANEXO N° 38

TABLA 20. Estadistica de contraste de la actividad diurética mediante la pruebas
de Kruskal-Wallis, Ayacucho 2012. '

Estadisticos de contraste™

Actividad diurética con Actividad diurética con
respecto a la furosemida respecto ala
hidroclorotiazida
Chi-cuadrado 10,878 11,015
Gl 2 2
Sig. asintét. ,004 ,004

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: factor de actividad diureética
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ANEXO N° 39

MATRIZ DE CONSISTENCIA
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Actividad ¢Tendra OBJETIVO GENERAL: Xanthium catharticum HBK. Especie | El extracto | VARIABLE Tipo de investigacion: Nivel explicativo
diurética del | actividad Determinar [a actividad diurética del | vegetal conocida como “amor seco” | atomizado INDEPENDIENTE: Poblacién y Muestra: 500g de hojas de Xanthium
extracto diurética el | extracto atomizado de hojas de | propia de Sud América, es utilizada enla | de hojas de | Concentracién del extracte | catharticum HBK. “amor seco”, recolectada en
atomizado extracto Xanthium catharticum HBK. "amor | medicina tradicional principalmente por | Xanthium atomizado de hojas de | Yanama Distrito San Juan Bautista, provincia
de hojas de | atomizado seco” y niveles de sodio y potasioenla | sus propiedades antinflamatorio y | catharticum Xanthium catharticum HBK. | Huamanga y Region Ayacucho.
Xanthium de hojas de | orina. diurético. HBK. “amor | “amor seco”. Unidad experimental: 30 Cavia porcelius “cobayos”
catharticum | Xanthium Planta anual, perteneciente a la familia de | seco”, Indicadores: de la misma edad de 400 - 500g.
HBK. catharticum OBJETIVOS ESPECIFICOS: . las Asterdceas, presenta una altura de | posee » Concentraciones 200, | Actividad dlurética:
‘amor seco” | HBK, “amor | « ldentificar los metabolitos | hasta 60 cm, provista de un tallo erecto | actividad 400 y 800mg/ Kg del | Se dejan en ayunas unas 18 a 24 horas antes de la
y niveles de | seco” y secundarios presentes en el | con espinas trifurcadas de color amarillo. | diurética y extracto atomizado de | prueba, sin ser privadas de agua, se les administra
sodio y | niveles de extracto atomizado de hojas de | Tallos erectos o ascendentes mds o | niveles de hojas de Xanthium | pot via oral mediante una sonda nasogastrica 50
potasio en | sodio y Xanthium catharticum HBK. “amor | menos ramificados, provistos de espinas | sodio y catharticum HBK. "amor | mUkg de peso una solucién de clorure de sodio
la orina, potasio en la seca”, trifidas, amarillas y largas. Hojas | potasio enla seco”. 0.9% y se coloca en una jaula de diuresis, Después
Ayacucho orina? « Evaluar los patdmetros | lancecladas en su contorno total, | orina. de 15 minutos de hidratacion se les pesa y
2012, fisicoquimicos del extracto | profundamente pinnatilobada 0 VARIABLE administra el producto en estudio y se les coloca en
atomizado de hojas de Xanthium | pinnatisectas, con segmentos irregulares, DEPENDIENTE: al jaula de diuresis, recolectando a partir de ese
catharticum HBK. “amor seco”. agudos, estrigoso-pubescentes en el haz Actividad diurética momento la orina cada hora per un periodo de seis
» Evaluar la actividad diurética del | ¥ densamente albotomentosas en el Indicadores: horas.
extracto atomizado de hojas de | envés de 6a 12cm de largo por 2a 3 cm » Porcentaje de excrecion | Anilisis estadistico: i
Xanthium catharticum HBK, “amor | de ancho. Capitulo masculine en espigas urinaria. Con los datos obtenidos se calcularéd las medias y

seco” a 200, 400 y 800 mg/kg y
comparar ¢on furosemida e
hidroclorotiazida,

Cuantificar los niveles de Na'y K*
excretados en la orina de los
cobayos sometidos al experimento.
Cuantificar los niveles de Na* y K
en el extracto atomizado de las
hojas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco”.

o glomérulos, dispuestos axilarmente en
la parte superior de las ramas. Capitulo
femenino  bifloro, cilindrico, obtuso
densamente espinoso-ganchudo, axilar
en la parte inferior de las ramas. Florece
desde principios de verano hasta
ptincipios de otofio. Invelucro fructifero de
8 2 12 mm de largo por 3 a 4 cm de
didmetro, con puas finas y ganchudas, las
cuales al madurar y todo el involucro que
lo rodea ha adquirido el endurecimiento
cabal, (Ibarra Y. y Col., 2003).

+ Accion diurética
» Concentracién de sodio
y potasio en la arina

desviaciones estindar de cada uno de los
pardmetros evaluados, estas seran comparados
mediante el analisis de varianza (ANOVA) a un nivel
de confianza del 95% (p<0.05) para determinar las
diferenclas significativas entre los grupos tratados
con el extracto y los grupos control. Las
comparaciones entre cada tratamiento a través de fa
prueba de HSD de Tukey y MSD prueba de minimas
diferencias significativas de Fisher. Para la AD se
procedera a comparar empleando las pruebas de
Kruskal Wallis y Mann Whitney, para realizar estos
andlisis se utilizara el programa SPSS version 20,0.
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Actividad diurética del extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK, “amor seco” y niveles de
sodio y potasio en la orina, Ayacucho 2012.

Edwin Vilcapoma Quispe’, Marco R. Aronés Jara®,
1 Universidad Nacional'de San Cristébat de Husmanga.

RESUMEN
El presente trabajo de investigacién se realizé con el objetivo de determinar la actividad diurética del extracto
atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco” y niveles de sodio y potasio en la oring, se
concretizé en los laboratorios del 4rea académico de Fammacia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de setiembre del 2012 al abril del 2013.
La muestra se recolecté en Yanama, distrito de San Juan Bautista{ provincia de Huamanga, regién Ayacucho. Los
metabolitos secundarios se identificaron segin Miranda y Cuéllar.” Lz aclividad diurética se determind utitizando et
método de Naik y col? en la que se empleé 30 cobayos machos distribuidos al azar en seis grupos de cinco
animales cada grupo. Al primer grupo se administré solucién salina 2.mlkg, al segundo furosemida 20.mg/kg, al
tercero hidroclorotiazida 10 mg/kg, al cuarto, quinto y sexto grupo se les administré6 200, 400 y 800 mg/kg del
extracto atomizado de Xanthium catharticum HBK respectivamente. Luego de administrada las dosis
correspondientes se sometieron en la jaula de diuresis por un periodo de seis horas midiendo el volumen excretado
en cada hora.
Los metabolitos secundarios identificados fueron: flavonoides, terpencides, saponinas, compuestos aminados y
alcaloides. Se observd-que todos los grupos tratados. incrementaron el volumen de orina en relacién con. el grupo
control negativo. La actividad diurética se expresa de acuerdo a la escala como modera a 200 y 400 mg/kg en
comparacién con la furosemida y alta en comparacién a la hidroclorotiazida. Los niveles de Na*y K* cuantificados
en la orina excretada complementé la demostracion del efecto natriurético producido por el extracto atomizado del
Xanthium catharticum HBK. Los niveles de Na*y K* cuantificados en el extracto atomizado fueron: 22,6 mg/g de
sodio y 162,9 mg/g de potasio.
Se concluye que el extracto atomizado posee actividad diurética y/o natriurética moderada con respecto a la
furosemida y alta en relacién a la hidroclorotiazida, el efecto no es dosis dependiente.
Palabras clave: Xanthium catharticum. HBK., extracto atomizado, actividad diurética, niveles de sodio y potasio en.
la orina.

ABSTRACT
The present investigation was conducted to determine the diuretic activity of the leaf extract spray Xenthium
catharticum HBK. " Dry Love" and levels of sodium and potassium in the urine , is concretized in the laboratories of
the academic area of Pharmacy , Faculty of Biological Sciences, National University of San Cristobal de Huamanga,
during the months of September 2012 to April 2013.
The sample was collected in Yamana district of San Juan Bautista, Huamanga province, Ayacucho region. The
secondary metabolites were .identified as Miranda and Cuellar.' The diuretic activity was determined using the
method of Naik et al?, in which 30 male guinea pigs randomized into six groups of five animals each were employed.
The first group saline 2 mi/kg was administered, the second furosemide 20 mg/kg, hydrochlorothiazide third 10
mg/kg, the fourth, fith and sixth groups were administered 200, 400 and 800 mg/kg of atomized extract Xanthium
catharticum HBK respectively. After the appropriate dose administered underwent diuresis in the cage by a six hour
period by measuring the volume excreted each time.
The secondary metabolites were identified: flavonoids, terpenoids, saponins, amino compounds and alkaloids. It was
observed that all treated groups increased urine volume relative to the negative control group. The diuretic activity is
expressed according to the scale as moderate to 200 and 400 mg/kg compared with the high compared furosemide
and hydrochiorothiazide. The levels of sodium and potassium in the urine excreted quantified show suppiemented
natriuretic effect of the extract from Xanthium atomized catharticum HBK. The sodium and potassium levels in the
atomized extract quantified were: 22.6 mg/g of sodium and 162.9 mg/g potassium.
We conclude that the atomized extract has diuretic and/or natriuretic moderate compared to furosemide and high in
relation to hydrochlorothiazide, the effect is not dose dependent.
Key words: Xanthium catharticum HBK, fragmented abstract, diuretic activity, levels of sodium and potassium in the
urine.

INTRODUCCION

El ser humano desde su origen ha procurado su bienestar y
una gran parte lo ha encontrado en la naturaleza.® En los
Gltimos afios un 80% de la poblacién mundial ha recurrido a
las plantas medicinales para tratar diversas enfermedades
o afecciones, porque son accesibles y mas baratos que los
productos farmacéuticos. EI Peri ha efectuado
importantes aportes de especies y variedades para el
mundo gracias a los diversos pisos ecolégicos y
microckmas que presenta:”

Los diuréticos son un grupo de medicamentos que se utiliza
para ajustar el volumen de liquidos corporales en diversos
casos clinico, como: hipertensién arterial, insuficiencia
cardiaca, insuficiencia renal y la diabetes insipida; también
se utilizan para preservar un volumen de orina adecuado.®

La accién diurética puede ser causada por principios
activos de naturaleza quimica muy variada. La presencia
de varios de estos principios en la misma droga es la
responsable de la accién diurética. Los principales
principios activos que pueden intervenir en la accién
diurética son aceites esenciales, flavonoides, sapondsidos
y sales de potasio.”

El Xanthium catharticum HBK. “amor seco” es aprovechado
por sus propiedades, -cicatrizamte, iaxarte, colerético
hepético, antiinflamatorio y diurético; basado en estos
antecedentes se ejecuta el presente trabajo, con el fin de
superar la fase emplrica de su uso, para lo cual se
plantearon los siguientes objetivos:
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Objetivo General:

Determinar la actividad diurética del extracto atomizado de

hojas de Xanthium catharticum HBK. "amor seco” y los

niveles de sodio y potasio en ia orina.

Objetivos Especificos:

* |dentificar los metabolitos secundarios presentes en el
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum
HBK. ‘smorseco”.

e Evaluar los parametros fisicoquimicos del extracto
atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK.
“‘amor seco”,

* Evaluar la actividad diurética del extracto atomizado de
hojas del Xanthium catharticum HBK. "amor seco” a
200, 400 y 800.mg/kg y compararios con la furosemida
e hidroclorotiazida.

« Cuantificar fos niveles de Na'y K' excretades en {a
orina de los cobayos sometidos al experimento.

» Cuantificar los niveles de Na'y K' en el extracto
atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK.
“amor seco’”.

MATERIALES Y METODOS
UBICACION
£t presente :trabajo - de- investigecidn. se ejecuté en ios
Laboratorios de la Escuela de Formacién Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Facuitad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, durante los meses de setiembre del 2012 al
abril del 2013.
MATERIALES
Poblacién: Hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor
seco” recolectadas en la 1egidn Ayacucho ubicado en zona
de vida bosque seco Subtropical (bs-ST) a 2761 m.s.n.m.
Muestra: 500 g de hojas secas de Xanthium catharticum
HBK. ‘amor seco”.
Seleccidn: se coseché aleatoriamente la parte aérea de la
planta, de preferencia las hojas enteras en buen estado.
Para la herborizacién, exploracién e identificacién se
selecciont la parte aérea de la planta, esta se trasladadé al
Herbanum Huamangensis: de:la.Liniversidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga.,
Unidad experimental: 30 Cavia porceilus “cobayos” de la
misma edad de 400 a 500 g de masa corporal y de sexo
machos, que fueron adquiridos en el Instituto Nacional de
Investigacién Agraria (INIA) - Ayacucho (ANEXO N° 3).
METODOS
Obtencién del extracto hidroalcohélico de hojas de
Xanthium catharticum HBK.. "amor.seco”.
A 500 g de muestra seca molida se le agreg6 el solvente
hidroalcohélico 50°, esta se macerd por 3 dias, después se
procedi6 a percolar el conjunto y se lava por tres veces
mas el residuo con el agente extractivo para recuperar los
metabolitos retenidos. Finalmente se junté todo el liquido
percolado y se concentré por evaporacién usando el equipo
Bafio Maria a 40°C. (ANEXO N° 07).
Atomizacién del extracto de hojas de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco”™.
El liquido extractivo concentrado se secd por proceso de
atomizacién usando el equipo Atomizador modelo BUCHI
MINI Spray Dryer B-290. Las condiciones del equipo fueron
considerados de acuerdo a las especificaciones del manual
de operaciones del equipo (ANEXO N° 08).
Tamizaje fitoquimico
Se realizé reacciones de coloracién y precipitacién para
identificar los metabolitos secundarios presentes en el
extracto atomizado' (ANEXO N° 10).
Evaluacién de los pardmetros fisicoquimicos del
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco”.
Se determiné las caracteristicas organolépticas: olor, color
y sabor, también se determiné ofros pardmetros
fisicoquimicos como el pH, solubilidad, cenizas totales y
contenido de humedad.?
Determinacién de la actividad diurética
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La metodologia que se empleé para la determinacién de la
actividad diurética fue basado en el método utilizado por
Naik y colaboradores > * * (ANEXO N° 11,12 y 13).
Procedimiento experimental

Los animales fueron adaptados durante siete dias a las
condiciones experimentales con una temperatura de 27 *
1°C, humedad relativa de 80 *+ 5% y ciclos de luz/oscuridad
de 12h/12h. Se suminisiya abmentacion controlada y-agua
potable apto para consumo ad libitum. Se privé de
alimentos 18 horas antes de iniciar el experimento y de
agua una hora antes.

Los animales fueron marcados, pesados y distribuidos
aleatoriamente en seis grupos de cinco para cada grupo.
Todos los animales fueron hidratados con solucién salina
fisiolégica al 0,9% en dosis de 50 mi/kg, y después de 15
minutos de hidratacién nuevamente se procedié a pesar y
se les administré el blanco (solucién salina fisiologia al
0.9%), los farmacos (furosemida e hidroclorotiazida), el
extracto atomizado de Xanthium catharticum HBK. “amor
seco”, a las dosis a evaluar, en seguidamente se sometié
cada uno de los animales en las jaulas de diuresis y se
activé el crondmetro y midié el volumen de orina excretada
a1,2 3 4, 5y86 horas.

Disefio experimental

Los seis grupos fueron tratados de la siguiente manera:
Grupo | : Tratado con NaCl al 0,9%, a 2.ml/kg.

Grupo Il : Tratado con furosemida a 20.mg/kg.

Grupo Il : Tratado con hidroclorotiazida a 10.mg/kg.

Grupo IV : Tratado con el extracto atomizado a 200.mg/kg.
Grupo V : Tratado con el extracto atomizado a 400.mgfkg.
Grupo VI : Tratado con el extracto atomizado a 800.mg/kg.

Con los datos del volumen de orina se calcula:
Excrecién urinaria = ] i 100
. = Solucitn fistolégica administrada
Excreci6n urinaria grupo tratado

Excreciém urinaria grupo control

Accién diurética =

Accién diuretica
Accién diurética fdrmaco patrén
Escala para actividad diurética: Alta: AD 2 0,90, Moderada: AD (0,88 — 0,70),
Bajs: AD (0,59 - 0,58), Nuls £ 0,50" (ANEXD N T4y 15)
Determinacion de los niveles de sodio y potasio por
espectrofotometria de absorcién atémica.
La orina recolectada y el extracto atomizado se procesa de
acuerdo al manual de operaciones quimicas para el Na’y
K" para cuantificar estos iones se empleé el equipo
Espectrofotémetro de Absorcién Atomica, las condiciones
del equipo fueron considerados de acuerdo a las
.especificacianes.en su manual de operaciones ' 1" 2
Anélisis de datos
El procesamiento de los datos estadisticos fue realizado
utilizando el paquete estadistico SPSS versién 20.0. Se
hallaron las medias y desviaciones estandar de cada uno
de los parametros evaluados en cada grupo experimental y
fueron comparados mediante el analisis de varianza
(ANOVA) a un nivel de confianza del 85% (p<0.05) y la
actividad diurética (AD) se compar6 mediante la prueba.de
Kruskal Wallis.

Actividad diurética (AD) =

RESULTADOS
TABLA N° 01. Metabolitos secundarios presentes en el
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum

HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012,
—nm—z—y—nw—_ neayos — Weauliados
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TABLA N° 02: Resultados del anélisis fisicoquimico del
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco”, Ayacucho 2012,

,Resultados
Organcleptico Color Verde
Olor Sul géneris
Sabor Amarge
Solubfidad Agus Muy soluble
Aleohal Baluble
Cloroformo Escasamente scluble
PH Agus 8,40
Humedad Perdida por desacacién 4.95%
Cenizas Cenizas totales 4.71%
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FIGURA N° 05: Variacién del volumen de orina por efecto
del extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco’, Ayacucho 2012,
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FIGURA N° 06: Variacién del volumen de orina acumulado
a las seis horas por efecto del extracto atomizado de hojas
de Xanthium catharticum HBK. “amor seco”, Ayacucho
2012.
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FIGURA N° 08: Medias de la- actividad diurética por efecto
del extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum
HBK. “amor seco” con respecto a 1a furosemida, Ayacucho
2012,
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FIGURA N° 09: Medias de la actividad diurética por efecto
det exiracto atomizado de hojas de Xanthium oatharticum
HBK. "amor seco” con respecto a la hidroclorotiazida,
Ayacucho 2012.
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FIGURA N° 10: Niveles de Na' y K* promedio excretados
en la orina acumulada a las seis horas, por efecto del
extracto atomizado de hojas de xanthium catharticum KBK.
“amor seco”, Ayacucho 2012.
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FIGURA N° 11: Niveles de Na* y K* cuantificadas en el
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK
“amor seco”, Ayacucho 2012.

DISCUSION

La actividad diurética del extracto atomizado de hojas de
Xanthium catharticun HBK. “amor seco” y niveles de Na®y
K" en la orina, queda demostrado al existir una respuesta
diurética significativa en todos los niveles de dosis
ensayadas: 200, 400 y 800 mg/kg de peso, siendo
superiores al compararios con el grupo control negativo
(NaCl 0,9%), y casi al nivel de los grupos control positivo
{furosemida e hidroclorotiazida); tanto asl que los niveles
de Na' y K' cuantificados en la orina ayudaron en la
demostracion de la actividad diurética.

En la Tabla N° 01, se reportan los metabolitos secundarios
presentes en el extracto atomizado, la cual dio positivo a
los ensayos realizados para: flavonoides, compuestos
aminados, alcaloides, az(cares reductores, esteroides y/o
terpenoides y saponinas.

En la Figura N° 05, se observa la variacién del volumen
promedio de orina acumulado en funcién del tiempo por



Revista de Investigacién — Facultad de Ciencias Biolégicas - UNSCH

efecto del extracto atomizado de hojas de Xanthium
catharticum HBK. "amor seco”, en el cual a medida que
pasa el tiempo va aumentando la eliminacién de orina y nos
da un gréfico de dosis-respuesta, la furosemida es mayor a
los diferentes tratamientos, seguido de la muestra a
200.mg/kg y 400.mg/kg en comparacién con el grupo
control negativo al que se administré NaCl al 0,9%.

En Ja Figura N° 06, Se: observa. e histograma de
frecuencias referido a la variacién del volumen de orina
acumulado a las seis horas, por efecto del extracto
atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor
seco”, resaltando que el volumen promedio de orina
eliminado por efecto de la furosemida es ¢ 22,90.mi,
seguido de la dosis de 200 mg/kg que es 20,50 ml y
17,20.ml con la hidroclorotiazida. Al comparar los
histogramas, . observamos. que-a-dosis. que mosiré mejor
efecto diurético fue de 200 mg/kg en comparacién con los
patrones. Al obtener los resuttados detallados procedemos
a comparan nuestros resultados con otras investigaciones
que han evaluado este efecto a diferentes niveles de dosis,
se puede apreciar que muy pocas veces se ha encontrado
una correlacion positiva entre la dosis y el efecto. En
estudios realizados en extractos acuosos de Bidens pilosa
L.y Costus cylindricus . Jacq... el efecto no fue dosis
dependiente, debido a que la excrecién de orina de los
grupos tratados a la dosis de 800 mg/kg fue méas baja que
cuando se trataron con la dosis de 400 ma/kg.™ Lo mismo
sucedi6 en la presente investigacién donde el grupo tratado
a 800.mg/kg excreté menor volumen en diferencia que a
200 mg/kg fue mayor, casi al nivel con la furosemida y por
encima de la hidroclorotiazida.

En la Figura N° 08, se presenta {a actividad diurética del
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK.
"amor seco” en relacién a la furosemida, donde: a dosis de
200.mg/kg de peso presenta una actividad diurética alta
con un rango promedio de 1220 en seguida estid la
concentracién de 400 mg/kg de peso con una actividad
diurética moderada y con un rango promedio de 8,80 y en
seguida se considera a la concentracién de 800 mg/kg con
una actividad diurética baja con un rango promedio 3,00
(ANEXO N® 24y N° 25).

La actividad diurética obtenida en el presente trabajo de
investigacion fue afta, (con un promedio de 0,88) que es
superior a los a los resultados obtenidos en los diferentes
trabajos realizados en la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga como: en Petroselinum sativum
“perejil” (Oré, 2000), Foeniculum vulgare *hinojo™ (Oriundo,
2004), Bidens pilosa "sillkau” y Sambucus peruviana H.B.K.
“sauco”” {Prado, '2008), quienes- reportaron ‘valores -de
0,151, 0,224; 0,252 y 0,354 de actividad diurética
respectivamente; todos estos trabajos se realizaron
siguiendo el mismo método y asl también como del material
biclégico utilizado en el presente trabajo realizado.

En la Figura N° 09, se presenta la actividad diurética del
extracto atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK.
"amor seco” en relacién a la hidroclorotiazida, donde: A

dosis de 200 ‘mg/kg de  peso presenta una activided

diurética alta con un rango promedio de 12,30 en seguida
estd la concentracién de 400 mg/kg de peso con una
actividad diurética alta y con un rango promedio de 8,70 y
en seguida se considera a la concentracién de 800 mg/kg
con una actividad diurética moderada con un rango
promedio 3,00 (ANEXO N° 37 y N° 38), se confima de
esta manera la hipbtesis del presente frabajo de
investigacion - .considerando -que i{a planta estudiada
presenta una excelente actividad diurética comparado con
respecta al patrén  hidroclorotiazida; también . pudimos
comprobar que el efecto no es dosis-dependiente dado que
la concentracion.con actividad 6ptima fue la de 200.mg/kg y
no la de 800 mg/kg como se esperaria.

La actividad diurética obtenida-en:el presente trabajo de:

investigacion fue alta, con un promedio de 1,18 para la
concentracién -de 200 mg/kg y 1,07 para {a concentracién
de 400 mg/kg en comparacion al patrén hidroclorotiazida.
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Es probable que la actividad diurética de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco” demostrado en este estudio
a nivel experimental se deba a las acciones combinadas de
sus diferentes constituyentes quimicos presentes en las
hojas.™

En la Figura N° 10, se observa el histograma de los niveles
de Na‘y K* promedio excretados en la orina acumulada a
ias seks horas, por efecto del extracto atomizado de hojas’
de Xanthium catharticum HBK. "amor seco”.

La excrecién de sodio en los grupos tratados con extracto
atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. "amor
seco”, furosemida e hidroclorotiazida, no se comportd igual
a la eliminacién del volumen. Cuando se compara el control
se aprecia que eliminé cantidades menores de este ion. Es
evidente el hecho de que este grupo al ser tratado con
conwo de sodio 0.9% . eliminéd un porcentaje de: orina
menor. Al comparar la dosis de 200 mg/kg de extracto
atomizado de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor
seco” con la hidroclorotiazida se aprecia que es mayor la
concentracion del ion sodio, seguido a la concentracién de
ta muestra a 200.mg/kg y menor de la furosemida, aunque
la diuresis sea todo lo contrario. Al analizar el
comportamiento del potasio se puede observar que las
concentraciones . obtenidas con. el extracto atomizado.de.
hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco” estudiado
son superiores al control e incluso a la furosemida e
hidroclorotiazida, también se observa que la concentracion
obtenida es ascendente a medida que se incrementa la
dosis, esto justifica el atto contenido de este mineral en la
planta estudiada como se muestra en (Figura N° 11),
diurético conocido como expoliador de potasio. Se sumaria
entonces al efecto diurético propio de la planta la cantidad
de potasio que porta dicho vegetal.

En la Figura N° 11, se observa el histograma de la cantidad
de Na'y K* cuantificado en mg/g del extracto atomizado de
hojas de Xanthium catharticum HBK, en la cual se aprecia
un alto contenido de potasio (162,9 mg/g) en el extracto
atomizado puro, este resultado justifica la mayor
concentracion de potasio encontrado en la orina de los
animales sometidos al experimento ya que a mayor dosis
administrada fue mayor el nivel de potasio cuantificado.

En la Tabla N° 12 (ANEXO N° 30), se observa la
comparacién de homogeneidad de medias para la accién
diurética mediante las pruebas de Duncan y Tukey para
hacer comparaciones multiples, estos resuftado se obtuvo
considerando que la accién diurética se mide con la
excrecion urinaria del grupo experimentado en relacién a la
excrecién urinaria obtenido con el control negativo (blanco).
Las diferencias entre-fos tratarmeritos fueron confrontados
estadisticamente a través del anélisis de varianza, siendo
estas diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
Por ende, nos atrevemos afirmar que la concentracién de
200.mg/kg de peso del extracto atomizado de hojas de
Xanthium catharticum HBK. "amor seco”, es la que ejercio
una mejor accién diurética en comparacién con los
patrones furosemida e hidroclorotiazida ya que la media

“fue- 1,80 para la furosemide 20.mgkg, 1,34 .para-la -

hidroclorotiazida 10.mg/kg;, 1,58 para la concentracién
200.mg/kg; 1,43 para la concentracién de 400.mg/kg y 1,05
para la concentracién de 800 mg/kg (ANEXO N° 28).

En la Tabla N°15 (ANEXO N° 33), se observa la
comparacién de homogeneidad de medias para la
concentracién de sodio eliminado en la orina mediante las
pruebas de Duncan y Tukey. Segln los resultados de este
andlisis estadistico el grupo -que -presenté mayor
concentracién de sodio fue el tratado con hidroclorotiazida
10 mg/kg, seguido por el extracto a 200.mg/kg, 800.mglkg,
400.mg/kg y furosemida 20.mg/kg, en el orden mencionado

" de mayor a menor concentracion excretada.

En la Tabla N°16 (ANEXO N° 34), se observa la
comparacién de homogeneidad de medias para: la
concentracién de potasio eliminado eritla orina mediante las
pruebas de Duncan y Tukey. Segin los resultados de este
andlisis estadistico el grupo que presenté mayor



concentracién de potasio fue el tratado con extracto
atomizado a 800 mg/kg, seguido por el extracto a 400
mg/kg, hidroclorotiazida a 10.mg/kg, a 200 mgkg y
furosemida a 20 mg/kg, en el orden mencionado de mayor
a menor concentracién excretada.

Para ambos electrolitos cuantificados, las comparaciones
maltiples se aplicdé a todos los grupos a un nivel de
significancta (p<0,05).

En cuanto a la eliminacién de Na* y K*, los extractos de las
plantas incrementaron los nrve!es de este dltimo,
mostrando un efecto kalurético superior al natriurético.
También se observa que a mayor dosis administrada la
concentracion de potasio fue mayor, lo cual no ocurrié con
respecto al sodio.

No se encontré correspondencia entre el volumen de orina
Yy la concentracién de Na® y K* excretado lo ideal hubiera
sido encontrar la mayor excrecibn de sodio con la
furosemida debido a que es el natriurético mas potente y
menor cantidad de potasio excretado con la
hidroclorotiazida por que se le considera un diurético
ahorrador de potasio, este aspecto no es l6gico porque los
mecanismos de accién de un gran numero de farmacos
diuréticos es decrecer la reabsorcién del ion sodio, esto
produce el amastre del equivalente .osmético del.agua, otra
explicacién que puede justificar el efecto diurético de estas
plantas es la concentracién de K' Todas las
concentraciones experimentados mostraron  elevadas
concentraciones de este ion en la orina, esto pudiera ser
explicado si tenemos en cuenta los informes sobre varias
especies vegetales que presentan potasio en su
composicién inorganica, por lo que a la cantidad de este ion
excretada debido al efecto diurético de la planta, se
sumaria el aportado por el propio vegetal.®

CONCLUSIONES
1. El extracto atomizado de hojas de Xanthium
catharticum HBK. “amor seco” posee actividad
diurética.

2. Eltamizaje fitoquimico del extracto atomizade de hojas
de Xanthium catharticum HBK. “amor seco®, resufté
poseer: “flavonoides, esterovides y/o terpenoides,
saponinas, compuestos aminados y/o aminoécidos
libres y alcaloides.

3. El resuttado del anélisis fisicoquimico realizado al
extracto atomizado de hojas de Xanthium catherticum
HBK. Tamor seco” fue: color verde, olor Sui géneris,
muy soluble en agua, soluble en alcohol, escasamente
soluble en cloroformo, su pH en agua es 8,40; la
humedad de ‘ta’ perdida por secado fue 4,95% y ias
cenizas totales obtenida fue de 4,71%.

4. Al evaluar la actividad diurética del extracto atomizado
de hojas de Xanthium catharticum HBK. “amor seco” a
200, 400 y 800.mg/kg comparados con la furosemida e
hidroclorotiazida, La dosis que resufté con mayor
actividad diurética fue a 200 mg/kg con una actividad
diurética ala (promedio 0,88) con relacibn a la
furosemida, :también alte (promedic 1,18) en
comparacion con la hidroclorotiazida.

5. Al cuantificar los niveles de Na®y K* excretados en la
orina de los cobayos sometidos al experimento se pudo
observar que esta planta pose un efecto natriurético.

6. Al cuantificar Na*y K* en el extracto atomizado de las
hojas de Xanthium catharticum HBK. "amor seco” se
encontré que contiene 22,6 mg/g de sodio y 162,9 mg/g
de potasio, :entonces se concluye que esta planta tiene
un alto contenido de potasio, lo cual se refleja en la
mayor excrecién de potasio-en los. diferentes grupos
tratados con el extracto.
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