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1. RESUMEN.

La hipertension arterial sistémica (HAS) es un problema de
salud publica en México por su alta prevalencia. Por otro lado, la
HAS es factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades con
altos indices de mortalidad como: cardiovasculares, cerebro-
vasculares y renales. Por lo que todas éstas representan una
carga para los pacientes, asi como para las instituciones que
prestan servicios de salud.

Los tratamiento de la HAS estan dirigidos a modificar ya sea
el gasto cardiaco (GC) o la resistencia vascular periférica (RVP)
para disminuir la tension arterial (TA). Asi que se propone evaluar
la actividad diurética de un extracto estandarizado de Hibiscus
sabdariffa como antagonista de aldosterona.

Para ello se realizaron evaluaciones de actividad
farmacolégica: a) diuresis “in vivo” en un modelo de rata
adrenalectomizada con DOCA-Sal, b) rinén “in situ” de ratas
adrenalectomizadas y c¢) modulacion de la expresién genética del
transportador de la subunidad aENaC.

Se establecié la estandarizacion del extracto acuoso de
Hibiscus sabdariffa (HsAqQ) con la siguiente concentraciéon de
compuestos fue: 32.4 mg/gExto de 3-O-sambubidésido de
delfinidina, 19.9 mg/gExto de 3-O-sambubiésido de cianidina, y en
el extracto de acetonitrilo:metanol fueron 30.5 mg/gExto y 20.3
mg/gExto. Los acidos clorogénicos presentaron 11.5 mg/gExto en

el HsAq y 16.9 mg/gExto en el de acetonititrol:metanol. También se



determindé la concentracion de quercetina que presentdo 2.71
mg/gExto y 19.69 mg/gExto en los extractos acuoso y de
acetonitrilo:metanol, respectivamente. EI efecto diurético fue
mayor en el extracto integro comparado con sus correspondientes
fracciones. De manera similar en el modelo de rifidn in situse
presentdé un comportamiento parecido a lo observado en la diuresis
en rata adrenalectomizada, salvo que se observo un efecto igual
entre el extracto acuoso y el acetonitrilo:metanol.

También se caracterizé el efecto del tiempo de tratamiento
con espironolactona sobre la disminucién de la expresién de la
subunidad aENaC, la cual es fundamental para la reabsorcién de
sal y agua de las células del epitelio tubular dela nefrona. Con ello
se pudo determinar que HsAq presenta un efecto similar en cuanto
a la disminucion de la expresion de aENaC para el mismo tiempo
de tratamiento. Ademas, se observdo que los extractos de
acetonitrilo y acetonitrilo:metanol 5:5 tuvieron una magnitud de
efecto similar aunque ligeramente menor a lo mostrado por el
extracto acuoso.

Se puede concluir que el efecto diurético de Hibiscus
sabdariffa se debe en parte a una accion antagbnicasobre la
aldosterona, debido probablemente a la presencia de compuestos
activos del tipo de la quercetina (flavonoide), derivados de acido

cafeoil quinico y antocinianinas.



2. ABSTRACT

Systemic arterial hypertension (SAH) is a public health
problem in Mexico because of its high prevalence. Otherwise, the
HAS is a risk factor for the development of diseases with high
mortality such as cardiovascular, cerebrovascular and renal
diseases. So all these have a high burden to p

atients, as well as institutions that provide health services.

The treatments of hypertension are aimed to change both the
cardiac output (CO) and peripheral vascular resistance (PVR) to
decrease blood pressure (BP). So, it intends to evaluate the
diuretic activity of a standardized extract of Hibiscus sabdariffa as
an antagonist of aldosterone.

To study this pharmacological activity the following
experiments were performed: a) diuresis in vivo in an
adrenalectomized rat model with DOCA-salt, b) kidney in situ of
adrenalectomized rats c¢) modulation of gene expression subunit

transporter cENaC were done.

In the standard of the aqueous extract of Hibiscus sabdariffa
(HsAq) the concentration of compounds was: 32.4 mg/g of
delphinidin 3-O-sambubioside, 19.9 mg/g, cyanidin of 3-0O-
sambubioside, and acetonitrile:methanol extract were 30.5 mg/g
and 20.3 mg/g. The concentration of follows chlorogenic acids were
as follows 11.5 mg/g and 16.9 mg/g in HsAg and

acetonititrol:methanol extracts. Was also determined the



concentration of 2.71 mg/g quercetin and 19.69 mg/g in aqueous
and acetonitrile:methanol extracts, respectively. The diuretic effect
was greater in the whole extract compared with the fractions of
different polarities. Similarly, in the kidney in situ model presented
similar behavior to that observed in the adrenalectomized, however
an similar effect between the aqueous and acetonitrile:methanol
extract was observed.

The effect of the duration of spironolactone treatment on the
reduction of the expression of aENaC subunit, which is essential
for the reabsorption of salt and water from tubular epithelial cells of
the nephronHsAq, was also performed. It was found that had a
similar effect to spironolactone, for decreasing expression of
oENaC for the same treatment time. A similar effect was found with
both the acetonitrilo extract as acetonitrile:methanol.

It can be concluded that the diuretic effect of Hibiscus sabdariffa is
partially due to the effect of aldosterone antagonism and that the
active compounds likely are quercetin (flavonoid) and

caffeoylquinic acid like.



3. INTRODUCCION

La hipertension arterial sistémica (HAS) es un padecimiento
cronico degenerativo con una alta incidencia en los paises
industrializados. En México representa un problema de salud
publica en tanto que la tercera parte de la poblacién la padece. Sin
embargo, su principal consecuencia deletérea es que la HAS es un
factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades de alta
morbimortalidad, como infarto cardiaco, accidentes cerebro

vasculares e insuficiencia renal.

Los tratamientos institucionalizados para la HAS se dirigen
para contrarrestar los dos componentes que determinan la presion
arterial, el gasto cardiaco y la resistencia periférica. En el primer
caso se utilizan farmacos con actividad diurética que disminuyen el
volumen plasmético. Para la resistencia periférica se utilizan
relajantes de musculo liso vascular como calcio antagonistas y
sustancias que estimulan la liberacion de 6xido nitrico; por otro
lado, se utilizan sustancias que disminuyen la sefializacion
asociada a la angiotensina Il (AGIl), como son inhibidores de la
enzima convertidora de la angiotensina (ECA) o antagonista de

AGII.

Un extracto acuoso estandarizado en el contenido de

antocianinas de Hibiscus sabdariffa ha demostrado actividad



antihipertensiva en ensayos clinicos (Onyenekwe et al., 1999;
Odigie et al., 2003; Herrara-Arellano et al., 2004; Herrara-Arellano
et al., 2007; McKay et al., 2010) y se ha propuesto que este efecto
se debe a una accion farmacologica maltiple: inhibicion de la
enzima convertidora de la angiotensina (ECA) (Jonadet et al.,
1990; Ojeda et al., 2010), efecto vasorelajante por antagonismo al
calcio (Ali et al., 1991; Adegunloye et al., 1996; Onyenekwe et al.,
1999; Ajay et al., 2007) y activacién endotelial de la via del 6xido
nitrico/cGMP (Ajay et al., 2007). También antagoniza directamente

la sefializacion de AG Il (Jimenez-Ferrer et al., 2009).

El efecto diurético de Hibiscus sabdariffa ha sido
caracterizado farmacolégicamente por algunos grupos de
investigacién, en ensayos clinicos (Kirdpon et al., 1994; Mijiminiyi
et al., 2000, Prasongwatana et al., 2008)y en experimentos
preclinicos en rata (Aguwa et al., 2004) y la actividad diurética ha
sido también reportada como un efecto colateral benéfico en
algunos ensayos clinicos (Herrera-Arellano et al., 2004). A pesar
de estas evidencias, el efecto diurético de Hibiscus sabdariffa aun
es controversial. Algunos autores han reportado un incremento en
la diuresis (Caceres et al., 1987; Mojiminiyi et al., 2000; Aguawa et
al., 2004), mientras que otros grupos de investigacién no han
observado un incremento en el volumen urinario (Odigie et al.,
2003; Prasongwatana et al., 2008). La controversia se extiende a

la excreciéon wurinaria de sodio; ya que algunos grupos de



investigacion observan un incremento en este pardmetro (Caceres
et al., 1987; Herrera-Arellano et al., 2004). Otros investigadores no
observan ninguna modificacién en la natriuresis (Prasongwatana et
al., 2008). Aunque, también otros grupos de investigacion
reportaron un disminucién en la eliminacion urinaria de sodio
(Aguwa et al., 2004; Kirdpon et al., 1994 y Mojiminiyi, 2004)e
hiponatremia. Respecto a la eliminacién urinaria de potasio, este
también es un tema sujeto a controversia; algunos autores
observan que hay un ligero incremento (Aguwa et al., 2004), otros
no observaron cambio en la excrecién urinario de potasio
(Prasongwatana et al., 2008)mientras que otros demostraron una

disminucién en este parametro (Kirdonpon et al., 1994).

Por lo anterior este trabajo pretende contribuir a determinar
las caracteristicas del efecto diurético de Hibiscus sabdariffa.Este
trabajo se centra en abordar la actividad diurética del extracto de
Hibiscus sabdariffa como antagonista de aldosterona; con ello se
busca demostrar que puede modificar el gasto cardiaco y de
manera paralela la resistencia vascular periférica. Para ello se
utilizaron modelos farmacologicos como: diuresis en ratas
adrenalectomizadas, filtracion renal en rifdn “in situ” y expresion

genética de la subunidad aENaC.

La estrategia experimental fue concebida alrededor de la

consideracion de que la adrenalectomia elimina a la aldosterona



presente en la condiciéon homeostatica. Después de ello se traté de
restablecer el efecto de aldosterona por la administracion del
acetato de desoxicorticosterona (DOCA). Si bien éste es un
procedimiento ampliamente utilizado para establecer un modelo de
hipertension arterial, en este trabajo se utilizé para caracterizar el
efecto farmacoldégico de antagonismo a la DOCA, y con ello el
antagonismo a la aldosterona, del extracto y las fracciones de

Hibiscus sabdariffa.

Para la identificacion de los compuestos activos o el grupo
de ellos, se realizé una extraccion exhaustiva en condiciones de
alta polaridad. Se realiz6 una extraccibn acuosa a temperatura
elevada y se denomind extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa
(HsAqg). Posterior a ello, se fraccioné en orden ascendente de
polaridad. Inicialmente se extrajo el HsAqQ con acetonitrilo
obteniendo el extracto HsMeCN, posteriormente se elevdé la
polaridad extrayendo con una mezcla de acetonitrilo y metanol en
una proporcion de 9:1 y se definibcomo extracto HsMeCN9:1MeOH;
finalmente se incrementé la polaridad con un sistema 5:5 de

acetonitrilo y metanol y se obtuvo el extracto HsMeCN5:5MeOH.

Para la evaluacion farmacolégica del antagonismo a
aldosterona de los compuestos activos de Hibiscus sabdariffa se
determiné la diuresis in vivo, la filtracion renal in situ y la

expresion genética de la subunidad aENaC.



Este trabajo se inscribe el desarrollo de nuevos farmacos
utilizando extractos estandarizados de plantas. En el cual el
Centro de Investigacion Biomédica el Sur (IMSS) tiene un rol de
vanguardia en Latinoamérica; siendo la HAS un problema de salud
publica en México, como ya se menciond, se considera de gran
importancia el desarrollo de un fitomedicamento antihipertensivo
con base en el extracto estandarizado de Hibiscus sabdariffa. El
paradigma que sustenta dicho desarrollo del fitomedicamento es el
disefio de un recurso terapéutico que contiene una mezcla de
compuestos activos, los cuales pueden contrarrestar un cuadro
fisiopatolégico complejo como el que representa la HAS. Aunado a
la interaccion farmacoldégica que potencialmente se puede
establecer entre los activos de un extracto, de tal forma que el
efecto farmacolégico resulte de la sinergia que se establezca entre

los componentes.
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4. ANTECEDENTES

4.1. La Hipertension arterial sistémica (HAS)

La HAS es una enfermedad asintomatica, facil de detectar y
presenta complicaciones fatales si no recibe tratamiento; es uno
de los problemas de salud publica méas frecuentes de los paises
desarrollados (Atkins, 2005). Se caracteriza por incrementos
sostenidos en la presién arterial sistélica (PAS) >140 mmHg y en
la presion arterial diastélica (PAD) >90 mmHg (tabla 1)

(Chobanian, 2003).

Tabla 1. Niveles de presion e hipertensiéon arterial. Clasificacion de la
gravedad de la HAS dependiendo de los valores de presién arterial.

Tabla de clasificacion de la presidon arterial

Categoria Sistélica (mmHQ) Diastolica (mmHQ)

Normal Inferior a 120 Inferior a 80

Prehipertension 120-139 80-89
Hipertension

Grado | 140-159 90-99

Grado Il 160 o0 mas 100 o més

La HAS es ocasionada por aumento del gasto cardiaco (GC)
o por incremento de la resistencia vascular periférica (RVP). Esta
altima resulta de un estrechamiento de arterias de pequefio
calibre, denominadas arteriolas, que regulan el flujo sanguineo en
el organismo. A medida que estas arteriolas se estrechan (o
contraen), el corazon tiene que esforzarse mas por bombear la
sangre a través de un espacio mas reducido y la presion dentro de

los vasos sanguineos aumenta(Patel y Mitsnefes, 2005).
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4.2. Diagndéstico clinico de HAS

La HAS es asintomatica hasta etapas avanzadas cuando ya
hay complicaciones en o6rganos (corazon, cerebro, rifiones,
etcétera.), sin embargo, pueden presentarse algunos sintomas y
complicaciones como: cefalea, acufenos (zumbido de oidos),
fosfenos (ver manchas obscuras), enrojecimiento facial,
insuficiencia cardiaca, hemorragia cerebral, insuficiencia renal,
problemas en la retina que pueden disminuir considerablemente la
agudeza visual, condicionando ceguera en etapas
avanzadas(Picketing, 1998), fatiga, epistaxis(sangrado nasal),
mareo y nerviosismo. Un paciente hipertenso sin tratamiento esta
en gran riesgo de presentar insuficiencia cardiaca incapacitante o

fatal.

4.3. Tratamiento de la HAS.

La HAS es un cuadro fisiopatolégico maultiple, cuyo
tratamiento de eleccion es la terapéutica farmacoldgica con
medicamentos sintéticos, que si bien ejercen su efecto benéfico al
disminuir la presién arterial, también es cierto que provocan

efectos colaterales.

El tratamiento debe ser individualizado y puede modificarse
con el tiempo de acuerdo con la respuesta del paciente. Uno de los
inconvenientes en el tratamiento farmacoldégico de la HAS, como

12



en muchos otros padecimientos, es que no existe un
antihipertensivo ideal, de tal forma que cualquier tratamiento se
debe adaptar a las condiciones particulares de cada
paciente(Gerber y Nies, 1992). Existen seis categorias de
farmacos antihipertensivos, clasificados de acuerdo con su sitio de
acciéon, que son: alfa y beta bloqueadores, calcio antagonistas,
antagonistas de AGII, inhibidores de la ECA (IECA) y diuréticos.
Los diuréticos se pueden clasificar de acuerdo con su sitio accién
y mecanismo, como: inhibidores de la anhidrasa carbodnica,

diuréticos de asa y ahorradores de K”.

4.3.1. Los diuréticos como agentes
antihipertensivos

Los diuréticos han sido utilizados de manera eficaz para el
tratamiento de millones de pacientes hipertensos en los ultimos
cuarenta afios (Shah et al., 2004).Estos reducen tanto la PAS
como la PAD en la gran mayoria de los pacientes hipertensos. Por
ello se les puede considerar como los farmacos antihipertensivos
de mayor efectividad(Bimbaum et al., 1993 Gou et al., 2000; Shah
et al. 2004; Birnbaum 1993; Guo 2000). Los diuréticos pueden ser
administrados solos o en combinacién con otros agentes como
base de la terapéutica del paciente hipertenso (Materson et al.
1995).Los tiazidicos son los diuréticos de primera eleccidn,
generalmente en combinacién con otros farmacos

antihipertensivos(Frishman et al. 1994).Los diuréticos de asa son
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utilizados generalmente en pacientes con insuficiencia renal,
pacientes con hipertension resistente o con insuficiencia cardiaca.
Los diuréticos son prescritos en pacientes con HAS, en primer
lugar por su eficacia, bajo costo y bajos efectos adversos; en
segundo término por su efecto sinérgico con otros agentes
antihipertensivos; en tercer lugar el efecto farmacoldégico puede
contrarrestar la retencién de sal y de agua causada por otros
agentes antihipertensivos y finalmente los diuréticos son muy

atiles en el tratamiento de pacientes con insuficiencia cardiaca.

4.3.2. Clasificacion de los diuréticos por
mecanismo de accidn

Los diuréticos se dividen en cuatro grupos principales de
acuerdo a su sitio primario de acciéon dentro de los tubulos renales,
iniciando en la porcién proximal y desplazandose a los tubulos
colectores (Shah et al., 2004). Los diuréticos que actuan sobre el
tubulo contorneado proximal (TCP) son del tipo de inhibidores dela
anhidrasa carbdnica, los cuales presentan una eficacia limitada
antihipertensiva; los diuréticos de asa; tiazidas y compuestos
relacionados con la sulfonamida y los diuréticos ahorradores de
potasio. La caracteristica comun de todos los diuréticos es su
accion natriurética, la cual permite la disminucion del sodio
corporal. Los diuréticos mas potentes (furosemida, bumetanida y
acido etacrinico) disminuyen la reabsorcion de sodio en el

segmento ascendente del asa de Henle al bloquear el
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contransportador Na*K*2CI", localizado en la membrana apical de
las células epiteliales de los tubulos renales. Estos diuréticos
actian en el sitio donde normalmente es reabsorbido una gran
cantidad de sodio. Entonces, la excrecion de sodio urinario es
paralelo a la eliminaciobn de fluido wurinario. Las tiazidas,
metolazona e indapamida, inhiben la reabsorcion de sodio en la
primera porcion de los tubulos contorneados distales (TCD). Estos
farmacos diuréticos inhiben al sistema de contransportadores
apicales Na'Cl". Una pequefia fraccion del sodio filtrado es
normalmente reabsorbido en este sitio, lo cual explica la limitada
actividad natriurética de esta clase de diuréticos. Los diuréticos
ahorradores de potasio (amilorida) actuan en las células epiteliales
de la parte final de los TCD y los conductos colectores distales
(CCD), los cuales presentan canales de Na® en la membrana
luminal de estas células. Este tipo de medicamento provoca un
blogueo de los canales de sodio por lo cual el gradiente de sodio
en la luz del tdabulo aumenta, provocando asi el efecto

diurético(Shah et al., 2004).

Los CCD juegan un papel muy importante en la absorcion de
Na*; el control de la reabsorcion de este electrolito en los CCD
involucra la entrada coordinada a través de la membrana apical por
canales especificos de Na® y la salida del i6n a través de la
membrana basolateral por una ATPasa Na'/K*(Rossier et al.,

1992). Los diuréticos ahorradores de potasio antagonistas de la
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aldosterona (espironolactona), ejercen su efecto en las células
epiteliales de la parte final de los TCD y de los CCD, las cuales
tienen receptores de aldosterona en la membrana basolateral. Esta
hormona favorece la reabsorcion de Na® por la formacion de
proteinas inducidas por la aldosterona (PIA), que provocan
aumento de la conductancia neta de Na’. La espironolactona
antagoniza el efecto de la aldosterona, por lo cual se inhibe la
formacion de PIA y disminuye la reabsorcién de Na,
incrementando su concentracién en la luz del tubulo e induciendo

el efecto diurético.

4.4, Aldosterona

En el afio 2004 se cumplieron 50 afios desde que Sylvia y
James Tait, en colaboracién con Tadeusz Reichstein, aislaron y
caracterizaron la aldosterona, una hormona esteroidal(Tait el al.
2004). Desde entonces se pudo establecer que la hormona es
sintetizada en las glandulas adrenales y se une a un receptor
especifico a mineralocorticoide (MR) localizado en el citosol de las
células blanco. Este complejo receptor/hormona-esteroidal
entonces se transloca al nucleo de la célula en donde modula la
expresion genética de proteinas especificas inducidas por
aldosterona. Que regulan el equilibrio hidroelectrolitico y la
consecuente homeostasis de la presion arterial. También se ha
descrito que la aldosterona tiene un marcado efecto en una amplia

gama de tejidos no epiteliales como, el corazon.
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4.4.1. Biosintesis de aldosterona

La aldosterona es sintetizada a partir de colesterol en la
zona glomerulosa (ZG) de la corteza adrenal por una serie de
reacciones enzimaticas especificas. En principio, el colesterol
puede cruzar la membrana externa de la mitocondria hacia la
membrana interna, en donde se localiza la primera enzima de la
ruta esteroidogénica. Este proceso esta mediado por una proteina
reguladora esteroidogénica aguda (StAR), la cual forma un ndcleo
en la membrana. StAR esta presente en todos los tejidos
esteroidogénicos y juega un papel central en la esteroidogénesis
(Stocco, 2001). En pacientes con hiperplasia adrenal congénita,
las mutaciones del gen StAR resultan en una incapacidad para
sintetizar esteroides y acumular colesterol en las glandulas
adrenales (Lin et al., 1995). De manera similar, ratones knockout
para el gen StAR presentan una deposicion elevada de lipidos en
la corteza adrenal y niveles extremadamente bajos de esteroides,
a pesar de elevados niveles de hormona adrenocorticotropina
(ACTH) y hormona liberadora de corticotropina (CRH)(Caron et al.,

1997).

Después de la translocacion a la mitocondria, el colesterol es
convertido a aldosterona por una serie de reacciones enzimaticas
catalizadas por deshidrogenasas-oxidasas, muchas de la cuales

forman parte de la superfamila de hemoproteinas citocromo P450
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(CYP). Estas proteinas requieren de un sistema de coenzimas
acopladas (adrenodoxina/adrenodozina reductasa), el cual
transfiere electrones a la enzima P450, actuado como equivalentes
reductores para las reacciones de hidroxilacion (Lambeth et al.,
1982). La primera reaccién es la conversion de colesterol a
pregnololona, catalizada por la enzima que rompe la cadena lateral
P450 (CYP11A1), codificado por el gen CYP11A1l presente en el
cromosoma 15 de humano. Esta enzima se considerdé que era la
etapa limitante de la ruta de sintesis hasta que se descubrié la
proteina StAR; esta enzima cataliza tres reacciones: una 20 a-
hidroxilacion, una 22 a«-hidroxilacion y una escision en la unidn
entre C-20 y C-22 para producir pregnolona y acido isocaproico
(Lieberman y Lin 2001). La pregnolona es liberada en el citosol y
es convertida a progesterona por la deshidrogenacién del grupo
3p-hidroxilo e isomerizacién del doble enlace en C-5 a A4 por la
3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD), la cual se localiza
en la membrana del reticulo endoplasmico liso. Dos isoenzimas de
3b-HSD han sido identificadas en humanos y algunas méas en rata
y ratbn(Mason 1993; Simard et al., 1993).Las enzimas HSD3B1 y
HSDB2 estan codificadas por los genes HSD1 y 3p-HSD2,
respectivamente, los cuales se encuentran formando un tandem en
el cromosoma 1p13-1(Berube et al., 1989; Lachance et al., 1991).
La progesterona sufre una 21-hidroxilacion por la enzima CYP21A
localizadas en la superficie citoplasmatica del reticulo

endoplasmatico, produciendo 11-desoxicorticosterona (DOC)
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(Shinzawa et al., 1988).El gene CYP21A que codifica a esta
enzima se encuentra en el cromosoma humano 6p21-3 (White et
al., 1986). La conversion de DOC a aldosterona involucra tres
reacciones consecutivas: 11p-hidroxilacion de DOC para formar
corticosterona, 18-hidroxilacion para producir 18-hidroxilacién (18-
OH-B) y finalmente una 18-metiloxidacion para formar aldosterona.
Estas reacciones son catalizadas por la aldosterona sintetasa, la
cual se localiza en la membrana interna de la mitocondria y es

codificada por el genCYP11B2, el cual es expresado en la ZG.

La aldosterona sintasa es altamente homodloga
(aproximadamente en un 93%) a 11pB-hidroxilasa (el producto del
genCYP11B1), que sintetiza la conversion de 11l-desoxicortisol al
cortisol (glucocorticoide). Ambos genes estan localizados en
tandem en el cromosoma humano 8q21-22 (Chua et al., 1987;

Mornet et al., 1989; Wagner et al., 1991).

4.4.2. Regulacion de la  biosintesis de
aldosterona

Algunos factores han demostrado que estimulan o inhiben la
produccion de aldosterona, incluyendo adrenalina, polipéptido
intestinal vasoactivo, serotonina, ouabanina, péptido auricular
natriurético, dopamina, heparina y adrenomedulina. También se ha
descrito que algunos factores secretados por el tejido adiposo
estimulan la sintesis de aldosterona in vitro. Sin embargo, los

principales reguladores de la sintesis y secrecién de aldosterona
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son la AGIl y la concentracion extracelular de K™ y la ACTH (Muller

1987; Quinn y Williams 1988).

4.4.2.1. Sistema renina — angiotensina RAS

La biosintesis de aldosterona es regulada principalmente por
RAS. La renina es sintetizada y liberada por la células
yuxtaglomerulares en las arteriolas eferentes de los rifiones en
respuesta a la disminucion del volumen intracelular detectada por
los barorreceptores (mediados por la activacion de «-
adrenoreceptores) y por reduccién de la concentracion de sodio de
la  macula densa. La renina cataliza la hidrolisis del
angiotensinégeno en angiotensina | (AGI) la cual es convertida a
AGIl por la enzima convertidora de la angiotensina (ACE) que se
encuentra en los pulmones y en el endotelio vascular. EI RAS
completo se ha descrito en otros tejidos, incluyendo al cerebro, la
vasculatura y la corteza adrenal (Samani, 1994; MacKenzie et al.,
2002). La AGII actua en el musculo liso de la vasculatura para
causar vasoconstriccion y en la zona ZG adrenal para estimular la
produccion de aldosterona. La respuesta adrenal a la AGII ocurre
en pocos minutos, un periodo de tiempo tal que implica que no se
requiere la sintesis de nuevas proteinas. Esta liberacién aguda de
aldosterona mediada por AGII, puede involucrar la sintesis rapida
de compuestos intermediarios en la ruta esteroidogénica o la
sintesis de novo de colesterol, posiblemente como una

consecuencia de la activacién de la proteina StAR, provocando el
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incremento del transporte de colesterol en la membrana interna de
la mitocondria. La estimulacién crénica por AGII resulta en una
hipertrofia de la ZG e hiperplasia, incrementando la expresion de
CYP11B2 y la subsecuente secrecion de aldosterona. Se sabe que
la AGIlI actua sobre su receptor especifico (AT1l), el cual esta
acoplado a wuna proteina G, causando la activacion de la
fosfolipasa C para estimular la produccién intracelular de inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG), el cual activa
entonces a la proteina cinasa C (PKC). El IP3 incrementa la
concentracion intracelular de calcio libre ([Ca’"]), causando la
activacion de proteina cinasas dependientes de Ca**/calmodulina
(CaM cinasa) para fosforilar y activar factores de transcripcion
como el factor de transcripcién activante (ATF)-1, ATF-2 y la
proteina unidora de los elementos de respuesta a cAMP (CREB)
(Spat & Hunyady 2004).También se ha descrito el factor de
transcripcion NURR-1 como un factor clave para la regulacion de la
transcripcion de CYP11B2 que responde a AGIIl; su expresidén es
sobreregulada en tumores secretores de aldosterona (Bassett et

al., 2004).
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4.4.2.2. lones potasio (K")

La concentracion extracelular de K™ es otro de los factores
claves y determinantes para la secrecion de aldosterona. Lo
anterior debido a que la produccion de aldosterona es muy
sensible a pequefios cambios de la concentracion extracelular de
K*. Los efectos de la concentracion extracelular K™ y de AGII son
sinérgicos, asi que la concentracién de K* prevaleciente determina
la relacién concentracion/efecto de la produccion de aldosterona
mediada por AGII (Spat, 2004). EIl incremento de la concentracion
extracelular de K* causa despolarizacion de la membrana celular
de la ZG, provocando la apertura de canales Ca'" dependiente de
voltaje tipo L y T lo que provoca un incremento de la concentracién
intracelular de Ca*". Esto provoca la activacion de calmodulina y
cinasas dependientes de CaM, produciendo la fosforilacion de
factores de transcripcién que estimulan al gen CYP11B2(Spat y
Hunyady 2004). AGIl y K entonces regulan la transcripcion de
CYP11B2 a través de una via de sefializacion en comun
dependiente de Ca*" y de los mismos factores transcripcionales

(Clyne et al., 1997).
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4.4.2.3. ACTH

El eje hipotalamo/pituitaria adrenal controla primariamente la
produccion de glucocorticoides. Sin embargo, su péptido efector,
ACTH, también puede contribuir a la regulacion de la biosintesis
de aldosterona. La ACTH interactla con sus receptores especificos
en la corteza adrenal para estimular la produccion de
glucorticoides. También estimula al flujo sanguineo adrenal y el
incremento cronico resulta en la hiperplasia y la hipertrofia de la
zona adrenal faciculada (Quinn y Williams 1988).En la modalidad
aguda, la ACTH estimula la produccion de aldosterona a través de
una via de sefalizacion mediada por cAMP (Cozza et al., 1990;
Cooke 1999).En contraste, el exceso crénico de ACTH suprime los
niveles plasmaticos de aldosterona, tanto en modelos humanos y
animales (Fuchs-Hammoser et al., 1980; Holland y Carr 1993;

Aguilera et al., 1996).

Es probable que el cAMP pueda regular a la baja la expresién
de rAT1 en la células adrenocorticales (Yoshida et al,. 1991; Bird
et al,. 1994). Alternativamente, la ACTH puede transformar las
células proliferantes de la ZG en células de la zona faciculada o
convertir los precursores de la via de mineralocorticoides a
glucocorticoides (McAllister y Hornsby 1988; Bird et al., 1996;
Vinson, 2003). Debido a los efectos opuestos de la ACTH aguda y
cronica, no hay duda que esta hormona esta involucrada en la

regulacion fisiologica normal de la produccién de aldosterona. Por
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ejemplo, la secrecion de aldosterona muestra una variacion diurna
con altos niveles en la mafiana y niveles mas bajos por la tarde;
esto es generado por la ACTH (Richards et al., 1986). Ademas, se
ha demostrado que ratones knockout para pro-opiomelanocortina
(POMC) tiene una morfologia anormal adrenocortical y tiene
reducida los niveles de aldosterona, por lo que se piensa que la
ACTH es requerida para la secrecion normal de aldosterona (Coll

et al., 2004).

4.4.2.4. Factores derivados de tejido adiposo

Se ha generado evidencia que indica que factores derivados
de lipidos pueden estimular la sintesis de aldosterona (Goodfriend
et al., 2002). Una variedad de moléculas de acidos grasos se han
propuesto como candidatos y existe evidencia que sugieren que
sus propiedades estimulantes de aldosterona son dependientes de
su oxidacion hepatica (Goodfriend et al., 2002). Por otro lado,
experimentos in vitro han identificado proteinas de alto peso
molecular relacionadas a los adipocitos puede estimular la sintesis
de aldosterona por las células adrenocorticales; no se ha podido
establecer la relevancia fisiolégica de este hecho (Ehrhart-
Bornstein et al., 2003). Sin embargo, se sabe que existe un
incremento en la produccién de aldosterona que es caracteristica
de la hipertensién asociada a obesidad (Paula et al., 2004).No
obstante, un incremento en la obesidad visceral esta también
asociada con la hiperinsulinemia; la insulina se sabe que
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incrementa la sintesis de aldosterona in vitro y provoca el
incremento de la reabsorcién renal de sodio, posiblemente por la
activacion de la via fosfoinositida-3-cinasa (PI3K)/cinsa-1 sérica
regulada por glucorticoides (Sgkl), en sinergia con aldosterona

(Pearce 2003; Goodfriend y Calhoun 2004).

4.4.3. Mecanismo de accion de la aldosterona

La aldosterona es la hormona reguladora del transporte de
sodio esencial para el control del volumen circulatorio, la presion
sanguinea y la composicion del liquido extracelular en
vertebrados. Dentro de las proteinas inducidas por aldosterona
(P1A), los canales epiteliales de sodio (por sus siglas en inglés
ENaC) constituyen el mecanismo mas importante para el transporte
de este electrdlito; este mineralocorticoide controla la expresion y
distribucion de ENaC, los cuales estdn formados por tres
subunidades (a, B y y). El control de la expresion genética de
aldosterona se realiza al incidir en la transcripcion de genes
blanco. Se han identificado principalmente dos clases de este tipo
de genes: los de respuesta temprana y respuesta tardia. Los genes
de respuesta temprana parecen ser requeridos para el inicio de la
regulacion de la absorcion de Na®, mientras que los de respuesta
tardia participan en la consolidacion del mecanismo. Los genes
tardios incluyen componentes de la maquinaria del transporte de
iones (por ejemplo, subunidades ENaC y subunidades ATPasa

Na+/K+) y también genes que codifican proteinas reguladoras que
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actuan limitando el grado de respuesta de aldosterona (por
ejemplo los activadores de la cascada mitogénica activada por una
cinasa proteina, factor de crecimiento epidérmico o receptor del
factor de crecimiento epidérmico). El blanco metabdlico mejor
caracterizado de la sefalizacién temprana de aldosterona, es la
cinasa de proteinasérica dirigida a treonina o serina y la protein-
cinasa-1 inducida por glucocorticoides (SGK1), la cual actua
incrementando aENaC en la membrana apical, modulada a su vez
por la ubiquitina ligasa (Nedd4-2) que controla la distribucion y
degradacion de oENaC. También se ha observado que existen
otros mediadores para la regulacion de aldosterona ademas del
SGK1, ya que ratas que no expresan SGK-1 presentan resistencia
a la aldosterona, pero su fenotipo no es tan grave como aquellos
modelos que no expresan la subunidad oENaC o ratas silvestres
adrenolectomizadas, apoyando la idea de la funcién renal del
ENaC y la accion del mineralocorticoide no depende
completamente de SGK1 (Brickley, 2002). Lo anterior debido a que
se ha observado que hay una acumulacion de SGK1 dependiente
de aldosterona en un tratamiento a corto plazo; sin embargo,
existe la expresion de ENaC en el tubulo colector que no ocurre en
el mismo sitio donde se lleva a cabo el incremento de la
concentracibn de SGK1, indicando que hay otros factores
requeridos para dirigir la expresion y la actividad en la superficie
apical de la célula que determina la reabsorcién de Na®. Los

inhibidores de la cinasa de fosfatidilinositol-3° (el cual es

26



responsable de la activacién de SGK1) no eliminan totalmente el
transporte de Na® dependiente de aldosterona. Por lo que, se
propone que la aldosterona puede actuar a través de multiples vias
para estimular la reabsorcion de Na®, una de las cuales depende
de SGK1 y fosfatidilinositol-cinasa y otras son independientes

(Rama, 2005).

4.5. Estrategias para el tratamiento de la HAS

La presion arterial se mantiene constante mediante la
regulacion del GC y la RVP, ejercida en tres sitios anatomicos:
arteriolas, vénulas poscapilares y corazdon. Los riflones son un
cuarto sitio de control que contribuye al mantenimiento de la
presion arterial, al regular el volumen del liquido intravascular,
detectando y regulando la concentracion de Na® por medio del
sistema renina— angiotensina — aldosterona (RAAS) (Vogt et al.,
2004). Debido a la capacidad regulatoria de los rifilones sobre la
HAS y a que el volumen plasmatico es uno de los pardmetros
susceptibles de ser controlados para modificar la evoluciéon de este
padecimiento, los diuréticos son considerados actualmente, por la
gran mayoria de los consejos de salud de diferentes paises (JNC-
V, WHO/ISH, Mexicano, Canadiense), como los medicamentos de

primera eleccion para el tratamiento de la HAS.

Se ha observado que la reduccion dietética de Na® disminuye

la PA y ademas modifica las complicaciones asociadas a HAS
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(Cohen y Alderman, 2002). Pero por otro lado, la disminucion de la
PA debido a la restriccion en la ingesta de Na®, se asocia con un
incremento de otros factores de riesgo como el aumento de la
actividad simpética, sobre-activacién de RAAS, aumento en los
niveles de colesterol, triglicéridos y resistencia a la insulina
(Graudal et al 1998).Por lo tanto, los efectos benéficos de la
disminucion de la PA, por la restriccién en la ingesta de Na’,
deben ser sopesados contra el incremento de estos factores de
riesgo cardiovascular (Hollenberg,1980; Chobanian y Hill, 2000).
Ademas de la sobre activacion de RAAS por la restriccion de la
ingesta de Na®, también el bajo nivel de Na'per se puede
incrementar la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
que es considerado como el mecanismo mas importante de dafo
organico (Aviv , 2002).

Los diuréticos son los farmacos de primera eleccion para
tratar la hipertension arterial leve al disminuir los niveles de Na' vy
volumen plasmatico. Sin embargo, se ha observado que la
administracién aguda del diurético de asa furosemida, causa un
incremento en los niveles de actividad de renina (van Zwieten,
1994; Noda et al., 1982; Dzau et al., 1981; Anand et al., 1991; He
et al., 1995; Barden et al., 1984) angiotensina Il (Collier y
Robinson, 1974; Passmore et al., 1989)y aldosterona (Cody et al.,
1986; Cataliotti et al., 2004), por lo que su uso se limita a casos de
hipertension grave. No sucede asi con los diuréticos ahorradores

de potasio, en especial los antagonistas de aldosterona, éstos
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también son utilizados para tratar los sintomas congestivos del
infarto al corazén, en donde los diuréticos de asa no pueden ser
utilizados, al provocar la sobreactivacion de RAAS, limitando su
uso en este tratamiento (lkram et al., 1980; Francis et al., 1985;
Kubo et al.,1987; Bayliss et al., 1987; Francis et al.,1990; van
Zwieten, 1994; Dormans et al.,1996; van Kraaij et al., 2003).
Bayliss y colaboradores en 1987 sugirieron que la activacion de
RAAS en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva es el
resultado del tratamiento, mas que el proceso patoldgico en si
mismo. También se ha observado que la terapéutica intensivacon
diuréticos provoca hiperaldosterismo, con pérdida de potasio
(Knight et al.,1979). A su vez, la terapéutica con diuréticos no esta
asociada con kaliuresis en pacientes adrenalectomizados. Esto
sugiere que la respuesta de hiperaldosteronismo a la terapia con
diuréticos es la que induce kaliuresis y no en si los diuréticos
(Laragh et al., 1966). Este hallazgo fisiopatolégico sugiere que
para contrarrestar kaliuresis es preferible la opcidén terapéutica de
bloquear la aldosterona méas que la administracién suplementaria
de potasio (Laragh y Sealey, 2001) o el uso de diuréticos
ahorradores de potasio y no bloqueadores de aldosterona.

Por otro lado, los diuréticos que provocan la caida de las
concentraciones de potasio y magnesio estan asociados con
arritmias cardiacas de pronéstico adverso (Lisenberg et al., 1992;
Dreifus et al., 1974; Cohen et al., 2003). En pacientes con

insuficiencia cardiaca congestiva, las acciones de la aldosterona
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pueden ser tratadas con antagonistas a receptores de aldosterona
(Dyckner y Wester, 1987), mientras que el incremento de potasio
en la dieta no parece corregir las deficiencias extra e intracelular
de este electrélito en los pacientes (Laragh y Sealey, 2001; Down
et al., 1972). Los antagonistas de aldosterona fueron mas efectivos
que la administracion dietética de potasio para la correccién de
largo plazo de las pérdidas de potasio tisular (Croxson et al., 1972;
Davidson y Gillebrand, 1973; Kremer et al.,1977). Los antagonistas
de aldosterona también corrigen la deficiencia celular de magnesio

(Limy Jacob, 1972; Dyckner y Wester, 1987).

4.5.1. Fisiopatologia de la sefalizacion por
aldosterona y sobre-activacion de RAAS

Las acciones neurohormonales de la aldosterona influyen en
el prondéstico de los pacientes con insuficiencia cardiaca vy
enfermedad isquémica cardiaca a través de dos efectos sobre la
concentracién del nivel de electrélitos. En primer lugar, la
sobreproduccién de aldosterona provoca que se alcancen niveles
inapropiados de Na® y retencion de agua, lo cual tiene importantes
consecuencias adversas hemodindmicas. El volumen extracelular
expandido incrementa la precarga, generando un deterioro
funcional y provocando regurgitacion mitral, con reduccién del flujo
de desplazamiento, induciendo constriccion vascular generalizada,
comprometiendo el flujo sanguineo renal. Esto da lugar a un
circulo vicioso, donde el riidbn genera la compensacion de la

funcion cardiaca dafiada por la liberacion de AG Il, lo que provoca
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la liberacion de aldosterona y la sobrecarga de volumen. En
segundo lugar, la aldosterona incrementa la excrecion urinaria de
magnesio y potasio dando lugar a un desequilibrio electrolitico,

incrementando el riesgo de arritmias cardiacas (Tsuji et al., 1994).

Lo anterior se identifica como la sobre-activaciéon de RAAS
por aldosterona, que conduce al remodelamiento cardiaco,
disfuncién ventricular izquierda, arteriosclerosis y disfuncion
endotelial (Heitzer et al., 2001; Struthers, 2002). La produccioén
local de aldosterona, al igual que la ECA, se incrementa en
humanos con insuficiencia ventricular en proporciéon a la gravedad
de la insuficiencia(Mizuno et al., 2001). Los antagonistas a los
receptores de aldosterona suprimen los efectos de ésta, por lo cual

también se disminuye la retroalimentacion que activa RAAS.

Como ya se ha mencionado, la sobreactivacion de RAAS es
un factor desencadenante de distintas patologias cardiovasculares.
La disminucion del remodelamiento cardiaco por el uso de IECA
provoca una disminucion importante de la morbimortalidad (Brilla,
1989; Pfeffer et al., 1992; Kober et al., 1995; Dargie, 2001). Es
importante sefialar que el efecto terapéutico del uso de los IECA
puede ser parcialmente independiente de la inhibicion de la ECA
sérica, ya que los niveles de la ECA plasmatica pueden estar
elevados aun durante el tratamiento con IECA (Van Katset al.,

2000; Jorde et al., 2002). Por otro lado, la reduccién de Na*

31



inducida por diuréticos puede incrementar los efectos benéficos de
los IECA en el tratamiento renoprotector y antihipertensivo(Navis
et al., 1987; Heeg et al., 1989; Gansevoort et al., 1992; Buter et
al., 1998). Los mecanismos que subyacen al incremento de la
eficacia de los IECA inducida por diuréticos son desconocidos,
pero es probable que una interaccién farmacocinética pueda jugar

un papel importante Westendorp et al., 2005).

La inhibicibn de RAAS por la terapia con IECA se asocia con
la reduccion de patologias cardiovasculares en pacientes con
infarto al miocardio (Yusuf et al., 2000; Fox et al, 2003),
implicando que la sobreactivacion de RAAS afecte de manera
adversa la integridad vascular. El pretratamiento con eplerenona
ha demostrado que atenua la inflamacion vascular inducida con AG
Il (Rocha et al., 2002) en roedores hipertensos. La espiranolactona
fue protectora contra el desarrollo de nefroescloresis y lesiones
cerebro vasculares (Rocha et al., 1998). La disfuncion endotelial
esta presente en las etapas tempranas del desarrollo de la
ateroesclerosis y es predictiva de los subsecuentes eventos
coronarios (Heitzer et al., 2001). Algunos estudios clinicos han
demostrado que la aldosterona es proaterogénica y promueve la
disfuncion endotelial en estadios de enfermedad cardiovascular
(Keidar et al., 2004). En un estudio clinico controlado con placebo
de pacientes con insuficiencia cardiaca que recibieron terapia de
espiranolactona e IECA se incrementd significativamente el flujo

sanguineo como respuesta a acetil colina (Ach), aproximadamente
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al doble (p<0.001) (Farquharson y Struthers, 2000). Este aumento
estd asociado con la biodisponibilidad de oOxido nitrico (NO).
Previamente se habia demostrado la inhibicion de 6xido nitrico
sintetasa (NOS) por aldosterona en cultivo de tejidos (lkeda et al.,
1995), lo que indica que el bloqueo de aldosterona provoca
vasodilatacion porque no hay supresion de los niveles de NO.

La aldosterona también estd involucrada en la modificacién
del funcionamiento vascular a partir del efecto que ésta tiene sobre
la funcién endotelial, incrementado la generacibn de ROS
(Rajagopalan et al., 2002), de tal forma que el antagonismo a la
aldosterona puede favorecer la funcién endotelial al reducir la

cantidad de oxidantes.

4.6. Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae)
4.6.1. Antecedentes botanicos

La familia Malvaceae esta representada por 80 géneros y
1000 especies; al género de Hibiscus pertenecen 11 especies en
donde se encuentra Hibiscus sabdariffa. Se trata de un arbusto
perenne con hojas palmeadas y con borde aserrado, sus flores son
axilares, el caliz es acampanado con cinco |I6bulos, la corola tiene
cinco pétalos, el fruto es capsular

(www.arbolesornamentales.es/Hibiscus.htm, visitada 12 diciembre

de 2011.
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4.6.2. Antecedentes etnomédicos

El uso mas reconocido dela flor de jamaica es
alimentario, sin embargo, también se le reconocen
importantes propiedades medicinales, especialmente por su
aplicacion diurética, diaforética y colagoga. En Taiwan se usa
la semilla como diurética, laxante y ténica. En Filipinas
utilizan la raiz amarga como aperitivo y ténico. La infusion
acuosa de jamaica se le reconoce como diurética y mencionan
los curanderos que “aumenta la cantidad de orina excretada,
por lo que ayuda a la limpieza interna y a eliminar el exceso
de agua en el cuerpo”. La jamaica es un remedio popular para
tratar abscesos, bilis, cancer, tos, debilidad, indigestion,
dolor al orinar, fiebre, resaca, dolencias del corazén, presién
alta, afecciones nerviosas, escorbuto y también se usa como

purgante (Argueta et al., 1994.

4.6.3. Antecedentes farmacoldgicos

En estudios in vitroindican que el extracto hidroalcohdlico de
Hibiscus sabdariffa induce una inhibicion apreciable de la enzima
convertidora de angiotensina, cuyo efecto se atribuyé a los
flavonoides (Jonadet et al., 1990). Al extracto acuoso se le ha
comprobado efecto hepatoprotector en ratas hipercolesterolémicas

(Saadany et al., 1991), asi como inhibidor del tono muscular de
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varias preparaciones de musculo aislado (Ali et al., 1991).
También presenta actividad antioxidante en hepatocitos de rata
sometidos a estrés oxidativo (Tseng et al., 1997). La infusion
Hibiscus sabdariffa se ha evaluado en personas con hipertension
esencial lograndose disminuir la presion sistélica un 11.2% vy la

diastdlica en un 10.7%(Aji y Haji 1999).

Un pretratamiento conHibiscus sabdariffa por cinco dias
disminuyé los marcadores hepéticos, lesiones en el higado vy
necrosis inducidas por hidroperéxido de terbutilo (Chau-Jong et
al.,2000).

El extracto metandlico de Hibiscus sabdariffa ha demostrado
un efecto relajante dosis dependiente en ileon aislado de rata
Salah et al., 2002.

El extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa atenta la
hipertension y revierte la hipertrofia cardiaca en ratas (Odigie et
al., 2003). También el extracto tiene actividad hipolipidémica y
efectos antiateroscleréticos en conejos (Chen et al., 2003). Se ha
demostrado que la administracion de 4.6g/kg de este extracto en
ratas induce toxicidad testicular (Orisakwe et al., 2004). Algunos
polisacaridos aislados de las flores de Hibiscus sabdariffa causan
fuerte induccion de proliferacion de queratinocitos humanos
(Brunold et al., 2004).

El acido protocatéquico es un compuesto fendlico de

Hibiscus sabdariffa que reduce la incidencia de lesiones en el
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higado provocadas por hidroperéxido de terbutilo, ademas de tener
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (Liu et al., 2002). El
acido protocatéquico aislado de Hibiscus sabdariffa demostré que
provoca induccién de apoptosis en células de leucemia humana via

reduccion de retinoblastoma (Tseng et al., 2000).

En nuestro grupo de investigacion (CIBIS) H. sabdariffa ha
sido aplicada en un ensayo clinico a personas hipertensas,
demostrando que presenta efecto antihipertensivo (Herrera-
Arellano et al., 2004). La decoccién de Hibiscus sabdariffa provee
una fuente alternativa de minerales y ayuda a establecer a los
glébulos rojos de dafio por estrés (Falade et al., 2005). Se ha
encontrado que la semilla contiene metales pesados como niquel,
cobalto, estafio, zinc, manganeso y cadmio, los cuales a
concentraciones muy bajas reducen la actividad ATPasa Na*/K" en
embriones de peces (Boiko et al., 2004) y en riidn se probo6 que el
extracto tiene efecto inhibitorio (Alarcdon, 2006). Se ha demostrado
que compuestos fendlicos glucosilados tienen efecto inhibitorio en
la ATPasa de Na*/K"in vitro(Uday et al., 2002). Se tiene reportado
gue la DLso del extracto de Hibiscus sabdariffaen ratas fue mayor
de 5000 mg/kg.

La presencia de quercetina enHibiscus sabdariffa podria ser
responsable de parte del mecanismo de accion del efecto diurético,
ya que se ha observado que este flavonoide bloquea la expresion

de aENaC de manera secundaria a la sefializacién por aldosterona,
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por un incremento de la concentracion intracelular de Cl~(Fujimoto

et al., 2005).

4.6.4. Antecedentes quimicos

Existen muchos reportes acerca de los constituyentes de Hibiscus
sabdariffa en las diferentes partes de la planta. Del aceite de la
semilla se han identificado numerosos compuestos del tipo de los
hidrocarburos, algunos de ellos de caracteristicas volatiles como:
furfural (1), 5-metil-2-furfural (2), (Z)-3-hexenol (3), 2-hexenol (4),
1-hexenol (5), a-terpinol (6) y eugenol (7) como los compuestos
méas abundantes (tabla 1). Los calices de la planta presentan una
alta concentracion de éacidos orgéanicos, pudiendo alcanzar hasta
un 30% de solidos extractables. De éstos se han reportado: acido
citrico (8), acido malico (9), acido tartarico (10), acido ascorbico
(11), &cido hibisico (12), acido protocatéquico(13) y acido
clorogénico (14). También se ha reportado esteroles como:
colesterol (15), campesterol (16), estigmasterol (17), B-sitosterol
(18), «a-espinasterol (19) y ergosterol (20). Se han
obtenidocompuestos como: Mn, Mg, Ca, K, Zn, Cu, Cr, Ni y Fe
(Babalola et al., 2001). Ademas, se ha descrito una importante
presencia de moléculas del tipo flavonoide, destacando Ila
presencia de: hibiscetina (21), gossipetina (22), luteolina (23) vy
qgquercetina (24). El color caracteristico de la planta y de los célices

se debe a la presencia de antocianos, como los glucésidos y
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sambubiosidos de cianindina (25) y definidina (26)(Ali et al., 2004,

Bradelin et al., 2005; Falade et al., 2005).

Tabla 1.
Compuestos reportados contenido en Hibiscus sabdariffa.

0
(1) (2) (3) (4)

CH30 =
’WDH oH HO]@/\/

(5) (6) (7)

(12) (13) (14)
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(24)
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La HAS es un problema de salud publica en México de
importancia fundamental, para la cual las instituciones de salud
requieren disponer de recursos terapéuticos que permitan
enfrentarlo. Ademas, la HAS es un padecimiento que tiene un
origen multifactorial, el cual requiere ser atacado en sus diversas
causas, siendo los fitofarmacos una alternativa terapéutica muy
interesante. A diferencia de los farmacos provenientes de sintesis
gquimica, los cuales constan de sustancias puras, los fitofarmacos
presentan una mezcla de compuestos que pueden tener diferentes
actividades biolégicas, resultando en distintas interacciones
farmacoldégicas entre compuestos que potencian el efecto

farmacoldgico (sinergismo).

Al extracto de Hibiscus sabdariffa se le ha atribuido efecto
antihipertensivo relacionado con diversas actividades: antagonista
de calcio, relajante de musculo liso vascular y visceral, antagonista
de la angiotensina Il (Jiménez-Ferrer et al., 2009) e inhibidor de la
ECA. Aunado a lo anterior, se ha demostrado en ensayos clinicos
gque presenta actividad diurética (Herrera-Arellano et al., 2004).
Previamente hemos determinado in vivoein situ el efecto diurético

y natriurético con ahorro de potasio (Alarcén, 2006).

Por todo lo anterior, en este proyecto de investigacion se

pretende identificar al grupo de compuestos responsables del
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efecto diurético y caracterizar el mecanismo de accién diurética de

Hibiscus sabdariffa como antagonista de aldosterona.

6. PREGUNTAS DE INVESTIGACION:

¢En el extracto de H. sabdariffa estdn presentes compuestos que
producen diuresis al antagonizar a la aldosterona?

¢,Los compuestos aislados o fracciones con supuesta actividad
antagénica a aldosterona pueden modificar la expresiéon de la

subunidad alfa de canales epiteliales de sodio (ENaCa) in vivo?
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7. HIPOTESIS

El extracto de H. sabdariffa presenta efecto diurético
ahorrador de potasio, por lo que estan presentes compuestos que

antagonizan a un analogo de aldosterona.

8. OBJETIVOS

8.1. Objetivo general

Determinar el antagonismo de la aldosterona provocado por
los compuestos aislados y fracciones menos complejas de H.

sabdariffaen modelos in vivo e in situ.

8.2. Objetivos especificos

8.2.1. Determinar el efecto antagonico a
desoxicorticosterona (DOCA) un analogo de
aldosteronaen ratas adrenolectomizadas evaluando la
capacidad diurética de los extractos en coadministraciéon
de DOCA.

8.2.2. Determinar el efecto antagonico a DOCA en ratas
adrenalectomizadas evaluando la filtracion renal en el
modelo de rifion in situ.

8.2.3. Determinar si existe antagonismo a la DOCA de los
compuestos aislados de H. sabdariffa midiendo niveles
de expresiéon de la subunidad alfa de canales epiteliales
de sodio (ENaCa) por RT-PC
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9. METODOLOGIA

9.1. Identificacion de la planta

La identificacion de la planta se llevdé a cabo por la directora
del Herbario IMSSM del Centro Médico Nacional del Instituto
Mexicano del Seguro Social, M en C. Abigail Aguilar. Dejando
depositado un espécimen para posterior referencia (IMSSM-

014290).

9.2. Obtencidén del extracto acuoso

El material vegetal se obtuvo de cultivos establecidos en la
zona de Xochitepec, Morelos. Los calices de la planta fueron
secados a temperatura ambiente en oscuridad para posteriormente
ser molidos. Para la obtencion del extracto acuoso se colocaron
2000 g de céalices molidos en infusibn en 18 L de agua a
temperatura de 55°C durante 2 horas, al extracto se le denominé
(HsAqQ). El disolvente se elimin6é con evaporador rotatorio a presion
reducida y fue liofilizado (Hetodrywinner mod. DW3) para eliminar

completamente el agua y se mantuvo a — 20°C hasta la utilizacién.

9.3. Fraccionamiento del extracto acuoso de Hibiscus
sabdariffa.
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Se tomaron 300 g del extracto acuoso liofilizado el cual se
sometié a un proceso de maceracion cada 24 h, con acetonitrilo
100% (HsMeCN), mezclas acetonitrilo:metanol 90:10
(HsMeCN9:1MeOH) y 50:50 (HsMeCN5:5MeOH). Cada una de las
fracciones se concentré con rotavapor a presion reducida para ser
cuantificado el contenido de compuestos y ser evaluados en los

modelos.

9.4. Determinacion de la concentraciéon de
antocianinas.

La determinacion y cuantificacion de compuestos presentes en
cada una de las fracciones de Hibiscus sabdariffa (HsAq, HsMeCN,
HsMeCN9:1MeOH, HsMeCN5:5MeOH) se realizé por cromatografia
liguida de alta resolucion HPLC por sus siglas en inglés en un
equipo Merck-Hitachi. Se utiliz6 un sistema de deteccion de
arreglo de diodos, ajustado la absorbancia a 520 nm, con una fase
movil compuesta 15:85 acetonitrilo:acido trifluoracético 1.1% en
agua, a un flujo de 1 ml/min, en una columna de RP-18, 0.45 x 20
cm (Supersphere Merck). Se evalué contra una curva de
calibracion de sambubidésido de delfinidina y sambubiésido de

cianidina, compuestos mayoritarios del extracto.

9.5. Determinacién de la concentracién de flavonoides

La determinacion de flavonoides se realiz6 por HPLC en un

equipo Merck-Hitachi, en el cual un sistema de deteccion de
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arreglo de diodos, ajustando la absorbancia a 360 nm, con una
fase movil compuesta de un gradiente de acetonitrilo:agua, a un
flujo de 1 ml/min, en una columna de RP-18, 0.45 x 20 cm
(Supersphere Merck). Se evaludé contra curva de calibracién de

guercetina, quercitrina, luteolina y cianidina.

9.6. Modelo de actividad diurética en ratas
adrenalectomizadas.

Los animales que se utilizaron fueron ratas macho cepa
Sprague-Dawley de 280 — 300 g (Harlan, México D.F.). Todos los
animales fueron mantenidos en condiciones de laboratorio a 25°C
con un fotoperiodo de 12 h:12 h de luz oscuridad; la luz se
encendié a las 7:00 a.m. Con libre acceso a agua y alimento
(Harlan Roden Lab Diet). Los animales fueron adaptados a las
condiciones del laboratorio por tres semanas. Todos los estudios
fueron llevados a cabo bajo la normatividad oficial mexicana
especificada en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999
(Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio). EI protocolo de investigacion fue
sometido y aceptado por el Comité Institucional de Investigacién
Cientifica y Condiciones Eticas y registrado con el numero: R-
2006-1701-5. Las ratas se adrenalectomizaron de la siguiente
forma: bajo anestesia quirdrgica, pentobarbital s6dico 50 mg/kg
intraperitoneal (i.p.), se rasuro dorsalmente. Se colocé la rata en

un bloque de 20 x 153 x 2 cm, para elevar las visceras. Se realiz6
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una incision de 2 cm en linea media del angulo costoventral; para
eliminar la glandula adrenal izquierda se separaron los musculos
lumbares y se retrajeron sobre la sombra esplénica. De esta
manera aparece sobre la incision la glandula sin exponer el rifidn.
La glandula junto con la grasa adyacente y la union al mesenterio
se eliminaron totalmente. Para la eliminacion de la glandula
adrenal derecha se levantaron y retrajeron los madsculos lumbares
cerca de la arteria lumbocostal. Las incisiones sobre los musculos
lumbares no requirieron de sutura y la piel se sujetd6 con 3 6 4
puntos de sutura (Grollman, 1941). Posteriormente se mantuvo con
alimentacion normal y se administré una solucién salina al 1% de
NaCl para ingesta. Se formaron grupos de 6 animales (n=6) y a
partir del cuarto dia del postoperatorio, se les administraron por
otros cuatro dias los siguientes tratamientos via oral (v.0.): grupo
1 control basal, recibié6 300 ul de solucién salina isotdnica (SSI);
grupo 2, se les administr6 30 mg/kg de acetato de
desoxicorticosterona (DOCA; Sigma-Aldrich); grupo 3, se le
administré espironolactona 9 mg/kg; grupo 4, se le administré 1000
mg/kg de HsAQ; grupo 5, se les administr6 el tratamiento
combinado, espiranolactona y DOCA; grupo 6, se le administrd
HsAq yDOCA; grupo 7, se le administré espiranolactona y HsAq. El
dia de la prueba de diuresis se les administr6 a cada rata 3 ml de
agua v.o. Se colocaron los animales en cajas metabdlicas y se
midié por 24 h la eliminacién de orina, a la orina obtenida se le

determind sodio y potasio.

46



También se determin6 el efecto diurético de las fracciones de
Hibiscus sabdariffa (HsAq, HsMeCN, HsMeCN9:1MeOH,
HsMeCN5:5MeOH), siguiendo el esquema de tratamiento

anteriormente planteado.

9.7. Modelo de diuresis en rifidn in situ

Se utilizaron ratas macho adrenalectomizadas cepa Sprague-
Dawley de 280 — 300 g, al cuarto dia del postoperatorio fueron
sometidas a 10 dias de tratamiento con HsAqQ, HsMeCN,
HsMeCN9:1MeOH, HsMeCN5:5MeOH a una misma dosis de 1000
mg/kg/dia v.o. Ademas,al grupo de control positivo que se
administré espiranolactona (9 mg/kg/d v.o). A los 10 dias de
tratamiento las ratas fueron anestesiadas y se llevo a cabo el
modelo de rifién in situ. El cual se efectu6 de la siguiente forma:
las ratas fueron anestesiadas por administracion de uretano
1.5g/kg i.p., los animales fueron colocados en posicion ventral en
una plataforma de cirugia; se practicé una incision lateral izquierda
para exponer el ridn. La arteria renal fue ligada a nivel de la
bifurcacion de la aorta; tanto la arterial como la vena renal y el
uréter fueron canalizados con un catéter. El catéter insertado en el
uréter fue utilizado para colectar las muestras. Por arteria renal
canalizada se perfundié el buffer Ringer-Krebs para rifion (KRB)
que contenia: 123.3 mM NaCl; 6.17 mM KCI; 3.29 mM CacCl,

.7TH20; 0.78 mM MgS0O,4.7H,0; 32.14 mM NaHCOj;; 1.54 mM
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KH,PO,4; 6.4 mM piruvato de sodio; 6.4 mM glutamato de sodio; 7
mM fumarato de sodio y 11.1 mM glucosa a pH 7.4; la perfusién se
realizé a una velocidad de 5 ml/min por 10 minutos. Posterior a
ello la tasa de velocidad de perfusién se disminuyé a 0.7ml/min por
30 min, el cual correspondi6 al periodo de prueba; durante el
mismo los tratamientosse perfundieron y se colectaron las
muestras. Después de realizado el ensayo, el riién fue removido,
pesado y homogenizado para determinar el contenido de proteinas
por el método de Bradford (Sigma Aldrich). De esta forma, la tasa
de filtracion glomerular (FR) de cada rifion fue calculada aplicando
la siguiente ecuacion:

FR = volumen excretado en 30 min/mg proteina
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9.8. Modelo de expresiéon de la sub unidad alfa de
canales piteliales de sodio (aENaC) en ratas
adrenalectomizadas por Reaccién en Cadena
de la Polimerasa por Transcriptasa Reversa
(RT-PCR).

9.8.1. Estandarizacién de la técnica

Para establecer las condiciones 6ptimas para la detecciéon de
la expresion de la subunidad aENaC por RT-PCR, se utilizaron
ratas adrenalectomizadas de 300 g las cuales fueron sometidas a
tratamiento con espironolactona a una dosis de 9mg/kg por
diferentes periodos: 0, 2, 5y 10 dias. Lo anterior para establecer
el tiempo mas conveniente al cual debian mantenerse los
tratamientos hasta lograr una mayor disminucion en la expresién
de la subunidad aENaC. Una vez establecida la duracién del
tratamiento en el que se observé el mayor efecto de la
espironolactona sobre la expresion de la subunidad aENaC, se
formaron los grupos de animales (n=8) adrenalectomizados, los
cuales fueron tratados con el extracto y las fracciones: HsAQ,
HsMeCN, HsMeCN9:1MeOH, HsMeCN5:5MeOH a una misma dosis
de 1000 mg/kg/dia v.o. durante 10 dias, debido a que fue el
periodo de tiempo de tratamiento Optimo que se determiné con
espironolactona. Una vez concluido el tratamiento, las ratas fueron
sacrificadas y sus rifiones extraidos colocandolos en 500 ul trizol
(Gibco, BRL, Gaithersburg, MD), congelados con nitrégeno liquido

y almacenados a menos -70°C (Revco) hasta su utilizacién.
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9.8.2. Extraccion del &cido ribonucleico mensajero
(MARN).

La extraccion del ARNmM en rifion se realizé de acuerdo al
meétodo del trizol (Chomczynsky y Sacchi 1987)(Gibco, BRL,
Gaithersburg, MD). Se colocaron 200 mg de tejido del rifion en 1
ml| de trizol, seguido de una cuidadosa homogenizacién con un
(Ultra-Turrax Mod T18), posteriormente se centrifugé a 14000 rpm,
por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se separé en un nuevo tubo
y se le agregaron 200 pl de cloroformo por cada mililitro de trizol
utilizado; se agitdé vigorosamente durante 15 segundos y se dejé
reposar a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos, para volver a
centrifugar la muestra a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C. Una vez
terminada se separ6 la fase superior, la cual contenia el ARN y se
colocd en un nuevo tubo al cual se le agreg6 el mismo volumen de
isopropanol al 70%. Todo el volumen fue pasado a través de una
columna Qiagen MinElute spin column, después en la columna se
llevé a cabo la digestion del ADN con la DNAasa(Sigma) y se
dejéincubar 15 minutos. Posteriormente se lavdo la columna con
700ul del amortiguador 1 del kit de Qiagen y se centrifugdé 15 s a
14000 rpm; posteriormente se hicieron dos lavados de 500 pl con
el buffer 2 centrifugando por 15 s a 14000 rpm. La columna se
seco,por centrifugacién a 14000 rpm por 2 min. Una vez seca la
columna se eluyé el ARN de la columna con 60 pl de agua con

dietil pirocarbonato (DEPC) y se almacenaron las muestras a -20°C
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hasta su utilizacién. Para la cuantificacion del ARN se determiné la
absorbancia en un espectrofotometro (Perkin Elemer lamda 25), a
longitudes de onda de 260 a 280 nm. Para determinar la pureza se

utilizé la siguiente relacion:

(D.O.260nm*40/D.0.260nm * ml)(factor de dilucién)(0.1ml) =pg

RNA/mI
9.8.3. Conversion de ARN a acido
desoxirribonu cleico complementario
(cADN)

Se colocd 1pg ARN en un tubo de reaccién, se le agregd 0.5
pl de oligoDT hasta aforar a 6.5 pl colocaAndose en el termociclador
(BIORAT) por 10 minutos a 65°C, una vez ocurrido el tiempo se
completd la reaccién con 2 ul de buffer 5X, 0.25 pl de protector,
lul  de nucledtidos y finalmente 0.5 pl de trascriptasa reversa
(MultiScribe®), alcanzando un volumen de 10 pl los cuales se

colocaron a 25°C durante 10 minutos y a 50°C a 60 minutos.
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9.8.4. Amplificacion del cDNA por reaccion en
cadena de la polimerasa PCR

A 2 pl del ADNc obtenido, se le agregaron 2.5 pul de
amortiguador de Taq, 0.75 pl de magnesio, 0.5 pl de dinucledtidos
(QIAGEN), 0.5 ul del oligo 1 (forward)
(BTGCACCCTTATTCCTTACAGATACS3’), 0.5 pl del oligo 2 (reverso)
(RVCAGTGTCAGGGACAAACCATT) y 0.5 pl de la polimerasa Taq
(PLATINIUM) y se aforé a 25 ul con agua miliQ, se coloc6 en el
termociclador a 94°C/5 minutos, 94°C/1 minuto, 47°C/1 minuto,
72°C/1 minuto por 35 ciclos y a 72°C/10 minutos y se almacenaron
a 4°C.

9.8.5. Electroforesis en gel de agarosa.

Se prepararon geles de agarosa al 1.5% con solucion TAE al
cual se le agregd 3 pl de bromuro de etidio y se dejo solidificar 30
minutos. Se coloc6 en la camara electroforética y se cubrié el gel
en una solucion TAE. Se colocaron 10 pl del producto de PCR en
el buffer de carga (azul de ginol) y se dejé correr durante 30
minutos a 95 milivoltio. Una vez trascurrido el tiempo se expuso el
gel a un trans-iluminador de luz ultravioleta y se realizé una toma
una fotografica. La cuantificacion de la concentracién del producto
de la amplificaciéon de PCR se utilizé una software para manejo de
imagenes (Collage 3.0 ®), lo que permitidé digitalizar las imagenes

y medir la intensidad de las bandas en pixeles.
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9.8.6. Disefio de oligonucledtidos especificos.

Los oligonucledtidos empleados para oENaC se disefiaron
con base en la secuencia reportada en el Gen Bank. Los
fragmentos que corresponden a estos fragmentos son: del
nucledtido 840-863 para forward (Fw) y del nucledtido 1445-1425
reverso (Rv), amplificando para un fragmento de 606 pb para
oaENaC. El control de actina amplifico6 para un fragmento de 432 pb
que corresponde del nucleétido Forward de 575-594 y del Reverso
de 1007-1026. Se utiliz6 el programa DNA works para la
determinacion de temperatura media de alineamiento (Tm) de cada

uno de los oligonucledtidos.

53



9.9. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados por analisis de varianza
(ANOVA) y subsecuentemente se aplicé una prueba de Tukey para
establecer la significacion estadistica entre los grupos de
tratamiento. El valor de p < 0.05 fue considerado para establecer
significancia estadistica. Se utilizé el programa SPSS 11.0 para la

aplicacién del ANOVA.
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10. RESULTADOS

10.1. Composicién de los extractos de Hibiscus
sabdariffa.

El fraccionamiento del extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa
(HsAqQ) mostro que, conforme disminuye la polaridad del extracto,
la concentracion de las antocianinas también disminuyd hasta
desaparecer. Esto es, las concentraciones del 3-O-sambubiésido
de delfinidina (Ry = 8.22 min) y el 3-O-sambubidsido de cianidina
(Rt = 8.52 min) en el HsAq fueron 32.4 mg/g y 19.9 mg/g,
respectivamente; en el extracto HsMeCN5:5MeOH, las
concentraciones detectadas fueron: 30.5 mg/g y 20.3 mg/g,
respectivamente. En los extractos de menor polaridad
HsMeCN9:1MeOH y HsMeCN la concentracion de antocianinas es
despreciable (figura 1, panel “a”).

Respecto a los otros compuestos identificados: acido 3-O-
cafeoilquinico (R¢ = 7.35 min), acido 5-O-cafeoilquinico (R; = 8.14
min), acido 4-O-cafeoilquinico (R = 8.59 min), rutina (R; = 10.02
min) y quercetina (Ry = 11.40 min) mostraron una tendencia en
general de incrementar su concentracion en el extracto, conforme
disminuy6 la polaridad del sistema de disolventes para la
extraccion. La concentracion del pool de los acidos clorogénicos
cambié de 11.5 mg/g a 16.9 mg/g; la primera concentracion
correspondié a lo detectado en el HsAq y el otro valor fue
detectado en el HsMeCN. Lo anterior se observa en el panel “b”

de la figura 1. Del total de la concentracion de los &cidos
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clorogénicos entre un 55 a 59% correspondi6 al compuesto
mayoritario acido 5-O-cafeoilquinico (R; = 8.14). En la misma
figura 1, se observa, como ya se menciond, que los compuestos
del tipo flavonoide también mostraron una tendencia a disminuir su
concentracion conforme disminuyé la polaridad del sistema. De tal
forma, que rutina pas6 de una concentraciéon no cuantificable a
0.12 mg/g y quercetina cambié de 2.71 mg/g a 19.69 mg/g que
correspondieron al extracto de mayor polaridad HsAqg y al extracto

de menor polaridad HsMeCN, respectivamente.
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Figura 1. Cromatogramas de los extractos de Hibiscus sabdariffa, la linea
roja extracto HsAq, linea verde extracto HsMeCN5:5MeOH, lineal azul
extracto HsMeCN9:1MeOH vy linea pUrpura extracto HsMeCN. En el panel a)
se muestra la deteccion a 520 nm, delfinidina-3-sambubidésido (R{=8.22 min),
cyanidin-3-sambubiésido (Ry = 8.52 min). En el panel b) se muestra la
deteccién a 350 nm, Acido clorogénico (R{=8.14 min), rutina (R=10.02 min),
quercetina (R;=11.40 min).
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Efecto diurético del extracto de Hibiscus
sabdariffa como antagonista de aldosterona
en rata adrenalectomizada.

10.2.

En la tabla 2 se muestra que la adrenalectomizacién de las
ratas incremento6 la diuresis en 5 horas, ésta paso6 de 8.4 + 1.5 ml
a 16.2 £+ 2.2 ml lo cual resulté estadisticamente significativo (p<
0.05) y represento un 92.8% de incremento en la diuresis, respecto
del nivel de diuresis de ratas integras. Lo mismo ocurriéo con la
eliminacién de sodio, ya que la concentracion, medida en mEq por
100 g del peso de la rata en un periodo de 24 h, pas6 de 0.57 *
0.16 a 1.29 = 0.37, que fue significativamente diferente respecto a
las condiciones basales (p< 0.05). En el caso del potasio hubo
0.05 a

también un incremento, la eliminacién cambié de 0.29 +

0.45 + 0.08 mEQ@/100g/24h, sin embargo la diferencia no fue

estadisticamente significativas. El indice salurético (S.I.),

corrobord dichos incrementos respecto a las condiciones basales
(2.25 Na* y 1.55 K"). El efecto natriurético fue mayor respecto al
efecto kaliurético, puesto que en condiciones basales la relacién

Na*/K*" pasé de 1.96 a 2.85.

Tratamiento Diuresis Na® K™ (mEq/100g/24h S.i.
Volumen (MEQ/100g/24h) +S.D. Na® | K* Na'/ K*
(m1/24h)+S.D. +S.D.
Control 8.4 +1.5% 0.57 £ 0.16% 0.29 £ 0.05 1.96
ADX 16.2 + 2.2* 1.29 + 0.37* 0.45 + 0.08 225 | 155 | 2.85
ADX/DOCA 10.0 +1.5% 0.45+0.19% 0.28 £ 0.08 0.80 | 0.96 | 1.60
ADX/ Spr 29.6 £ 2.1*% 3.39 £ 0.39*t 0.85+0.07*t 594 | 2.93 | 3.99
ADX / HsAq 243 +7.6*F 2.73 £0.64*t 0.79+£0.17* 4,78 | 2.72 | 3.45
ADX / DOCA + Spr 39.8 £5.3*F 2.28 £ 0.28*t 1.02+0.17*¢ 3.99 | 3.52 | 2.23
ADX/DOCA + HsAg | 19.5 +4.0* 2.04 £0.18*t 0.95 £ 0.14*¢ 3.57 | 3.27 | 2.14
ADX / HsAq + Spr 27.5+7.3*F 1.64 + 0.35*t 0.87 £0.23*t 256 | 3.00 | 1.88

Tabla 2. Efecto producido por diferentes tratamientos sobre la diuresis en
ratas adrenalectomizadas y excrecion urinaria de electrolitos. ADX: rata
adrenalectomizada; DOCA: acetato de desoxicorticosterona 30 mg/kg; Spr:
espironolactona 9 mg/kg; HsAQ: Extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa 1000
mg/kg. Cada valor es el promedio + desviacion estandar (n= 8); (S.i.) Indice
salurético = mEq excretados grupo problema / mEqg excretados grupo control.
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ANOVA post hoc Tukey. * = p < 0.05 con respecto a las condiciones basales ¥

= p <0.05con respecto a ADX.

La administracion de DOCA revirtié el efecto de supresion de
la aldosterona derivada de la eliminacion de las glandulas
adrenales. Lo anterior se observa a partir de la diuresis alcanzada
en el grupo de ratas adrenalectomizadas y tratadas con DOCA
(ADX / DOCA), en el cual se observé una disminucién de la
excrecion urinaria (10.0 + 1.5 ml/5h) de un 61.7% respecto al
grupo control negativo (ADX); ademéas al comparar con el grupo
basal no se observo diferencia significativa. De la misma manera
se observd una reversion en natriuresis y en kaliuresis, puesto que
no se observo diferencia estadistica entre los mismos tratamientos,
lo que es corroborado con el valor alcanzado de la relacion Na*/K".
Los tratamientos con la espironolactona y HsAQ en rata
adrenalectomizada (ADX/Spr) y (ADX/HsAg) incrementaron de
manera notable los valores de diuresis, alcanzando valores de 29.6
+ 2.1y 24.3 £ 7.6 ml/24h, respectivamente; mostrando diferencias
significativas en el control basal como el control negativo
representado por el grupo ADX (p< 0.05). Los valores de
natriuresis fueron significativamente mayores, respecto al grupo
control basal y el grupo control negativo (ADX), de los dos
tratamientos ADX/Spr y ADX/HsAq, 3.39 £+ 0.39 y 2.73 = 0.64
mEQ/100g/24h respectivamente. En relacion con los valores de
kaliuresis, con el tratamiento ADX/Spr también se observd un
incremento significativo respecto al control basal y el grupo ADX,
alcanzando un valor de 0.85 + 0.07; el tratamiento con el extracto
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de Hibiscus sabdariffa (ADX/HsAqg) soOlo mostré diferencias
significativas contra el grupo control basal y no se observo
diferencia en la significacion estadistica al comparar contra el
grupo ADX.

En la coadministracion de DOCA espironolactona (ADX/DOCA +
Spr) se obtuvo un efecto paradédjico, ya que se observd que el
tratamiento con el diurético no contrarresto el efecto de la DOCA,
sino por el contrario aumentd el nivel de la diuresis (39.8 £ 5.3
ml/5h).  Mostrando un comportamiento diferente en la
coadministracion del extracto de H sabdariffa, ya que con el
tratamiento ADX/ DOCA + HsAq sélose alcanzd un nivel de diuresis
de 19.5 + 4.0, el cual no fue significativamente diferente respecto
al control negativo (ADX). Los valores de natriuresis y kaliuresis de
los tratamientos combinados de DOCA con espironolactona como
de extracto de jamaica presentaron incrementos significativos, 2.28
+ 0.28 y 2.04 £ 0.18 mEQ/100g/24h, respectivamente, para la
excrecion de sodio. Para la eliminacion de potasio, los valores
fueron 1.02 + 0.17 y 0.95 + 0.14 mEQ/100g/24h mostrando
correspondencia con los valores del indice salurético, para sodio
3.99 y 3.57 en el mismo orden y para potasio 3.52 y 3.27,
respectivamente. La coadministracion de espironolactona y HsAQ

no mostré un efecto aditivo.
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10.3. Fracciones de Hibiscus sabdariffa como
diurético antagonista de aldosterona en rata
adrenalectomizada.

La determinacion del efecto diurético de las fracciones del
extracto de jamaica (HsAgq, HsMeCN, HsMeCN9:1MeOH vy
HsMeCN5:5MeOH) en el modelo de diuresis en rata
adrenolectomizada se presenta en la figura 1. Fue evidente, el
efecto antagodnico del extracto acuoso (HsAQ) sobre la disminucion
de diuresis provocada por DOCA en rata adrenalectomizada,
representada por la barra del grupo ADX- HsAq + DOCA. Este nivel
de efecto no fue alcanzado por alguno de los tratamientos con las
fracciones del extracto, representados por las barras de los grupos
(ADX-HsMeCN + DOCA), (ADX MeCN9:1MeOH + DOCA) y (ADX
HsMeCN5:5MeOH + DOCA); no obstante, el tratamiento (ADX
MeCN5:5MeOH + DOCA) presentd6 el mayor efecto de las
fracciones y al compararlo con el efecto del extracto HsAQ, no
mostré diferencia significativa. EI grupo ADX HsMeCN + DOCA
present6é un nivel de diuresis igual algrupo basal yal del grupo ADX

+ DOCA.
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Figura 2. Efecto diurético producido por la administracion oral del extracto
acuoso deHibiscus sabdariffa y las fracciones en ratas adrenalectomizadas
(ADX). Cada barra representa el promedio y la desviacion estdndar de seis
experimentos. *= p < 0.05 en prueba de ANOVA y se compardé con las
condiciones basales. * = p< 0.05 en prueba de ANOVA comparado contra
grupo control negativo ADX.

10.4. Efecto de fracciones de Hibiscus sabdariffa en
filtracion renal en rinébn in situ de ratas
adrenalectomizadas.

Para consolidar las evidencias del efecto diurético de HsAq y
de las fracciones del extracto de jamaica (HsMeCN,
HsMeCN9:1MeOH y HsMeCN5:5MeOH) se realiz6 en ensayo de
filtracion renal de rifion in situ. Como se observa en la figura 2, la
supresion del estimulo de aldosterona por la adrenalectomia
provocO que los riflones disminuyeran su capacidad de reabsorcion
de fluido. Lo que se muestra en la barra que representa el
tratamiento ADX, pues el valor pas6 de 41.6 + 11.1 a 101.6 £ 10.4

pl/min-mg proteina y nuevamente el tratamiento con DOCA revirtio
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el efecto de la adrenalectomia restableciendo la sefializacion de
aldosterona por su anélogo. De igual manera que en el ensayo de
diuresis del extracto integro y de las fracciones presentadas en la
seccion anterior (10.3), el tratamiento con el extracto HsAq
antagonizo6 el efecto de la DOCA de manera significativa respecto
a las condiciones basales, aunque no mostré diferencia
significativa respecto al tratamiento de ratas adrenalectomizadas.
Pero a diferencia del ensayo de diuresis, el tratamiento con la
fraccion de mayor polaridad (HsMeCN5:5MeOH) origin6 un
incremento significativo del nivel de filtracion renal respecto a los

grupos basal y el de ratas adrenalectomizadas.
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Figure 3. Filtracion renal en el modelo de rifién in situ. Las ratas fueron
tratadas con las condiciones indicadas en el eje “x”. Todos los rifiones fueron
perfundidos con solucidon Ringer-Krebs. El nimero de animales por grupo fue
n = 6, ANOVA post hoc Tukey. * = p < 0.05 respecto a las condiciones
control*= p < 0.05 respecto al tratamiento control negativo ratas

adrenalectomizadas ADX.
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10.5. Efecto del tratamiento con espironolactona

sobre la expresion de la subunidad alfa del

transportador deNa” (aeENaC)
En lasfiguras 3 y 4 se muestra el efecto de la administracion de

espironolactona, sobre la expresion de la proteina oENaC. En la
grafica se muestra el indice de expresion de aENaC/pactina, todo

ello medido por la densidad de la banda de expresion (de
aproximadamente 600 bp segun el ensayo disefiado) obtenida en el
gel de agarosa revelado con bromuro de etidio (figura 4). EI

comportamiento mostré una tendencia de decaimiento de la

expresién, desde el dia 5 ya es diferente significativamente
respecto a la expresion basal. Esta disminuciéon de la expresiéon se
percibe que se estabiliza a partir del dia 10 de tratamiento con
espironolactona (9 mg/kg v.0.) y la disminucién llegé a menos de la

mitad de la expresién basal.
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Figura 4. Efecto del tiempo de tratamiento diario con espironolactona (9
mg/kg v.o0.) sobre la expresion de la subunidad aENaC. Se reporta el indice
de expresiéon de la expresion del transportador sobre la expresion de un gen
constitutivo (B-actina). (*) ANOVA p<0.05 y post hoc Tukey.

63



ENaC receptor
we O 2 5 10 V10

700 bp - .
600 bp -
500 bp -

B-actin
M g .- 9 5. 30 . Vi0
600 bp - ™™
500 bp - -
400 bp -

Figura 5. Fotografia del gel de agarosa revelado con bromuro de etidio y leido
en UV, RT-PCR de riflones de ratas tratadas diariamente con espironolactona
9 mg/kg v.o. En el margen superior se indica el numero de dias de
tratamiento. El segmento amplificado resulté de 600 bp, lo cual correspondié
al segmento que se propuso amplificar. El segmento que expresa actina tuvo
alrededor de 450 bp.

10.6. Efecto de fracciones de Hibiscus sabdariffa
en la expresiéon de la subunidad aENaC de
rata adrenalectomizada

Con base en los resultados obtenidos en el ensayo de
disminucién de la expresiéon de la subunidad aENaC, en donde se
pudo establecer que el tiempo de tratamiento de 10 dias fue el mas
conveniente para favorecer una disminucion de la expresion de la
subunidad alfa por administracion de espironolactona o de los
extractos de Hibiscus sabdariffa. La figura 5 muestra el gel de
agarosa que permitié evidenciar el segmento amplificado y fue
medido por densitometria. La grafica que se muestra en la figura 6
se construy6 con el indice de los valores de densidad de la banda
del segmento aENaC inducido sobre la expresion de p-actina, el
cual es constitutivo y no es afectado por la administraciéon de los

tratamientos. Se pudo observarque los tratamientos con
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espironolactona, HsAQ, HsMeCN5:5MeOH y HsMeCN,
disminuyeron la expresion de aENaC de manera significativa (*p <
0.5) respecto al tratamiento con el vehiculo. Aunque no se pudo
establecer diferencias entre los tratamientos, la administracion de
espironolactona fue la que se percibié como la mas eficaz en la
disminucién de la expresion de aoENaC. El tratamiento con HsAQ
fue el tratamiento que le siguié en efectividad y los tratamientos
con HsMeCN5:5MeOH y HsMeCN tuvieron una eficacia equivalente

para disminuir la expresion de aENaC.
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Figura 6. Fotografia del gel de agarosa revelado con bromuro de etidio.
Expresién de oENaC, lo carriles corresponden a: 1) Vehiculo, 2)
Espironolactona 9 mg/kg v.o0.), 3) Extracto HsAq 1000 mg/kg v.o., 4) Fraccion
HsMeCN 1000 mg/kg v.o. 5) Fraccién HsMeCN9:1MeOH 1000 mg/kg v.o., 6)
Fraccion HsMeCN5:5MeOH 1000 mg/kg v.o. El segmento amplificado de la
subunidad aENaC tuvo una longitud de 600 pb.
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Figura 7. Expresion de aENaC respecto al tratamiento con extracto completo y
fracciones de Hibiscus sabdariffa (100 mg/kg v.0.). Se representa el indice de
expresion de oENaC respecto a la expresién de B-actina. (*) ANOVA p<0.05,
post hoc Tukey. n = 5.
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11. DISCUSION

La HAS es un problema de salud publica en México con altos
costos sociales y econdmicos (Rojas et al., 2006; Villarreal et al.,
2002) por lo que este trabajo es una propuesta para la busqueda
de procesos terapéuticos que respondan a la demanda. Lo
anterior, debido a que la HAS es factor de riesgo para el desarrollo
de enfermedades de alta morbimortalidad, tales como infarto

cardiaco, accidentes cerebro vasculares e insuficiencia renal.

La ventaja del uso del extracto estandarizado de Hibiscus
sabdariffapara el desarrollo de un fitomedicamento que proponga
un manejo integral de la HAS, radica en la eficacia terapéutica que
se ha demostrado para el tratamiento de la HAS del
fitomedicamento experimental quese ha desarrollado en el grupo
de investigacion del CIBIS-IMSS (Herrera-Arellano et al., 2004;
Herrera-Arellano et al., 2007). No obstante que habia antecedentes
de uso clinico del extracto sin estandarizar (Onyenekwe et al.,
1999; Odigie et al., 2003). Ademas, se contaba con las evidencias
de que Hibiscus sabdariffa era capaz de modificar la resistencia
periférica, como componente de la HAS, por su efecto inhibidor de
la ECA (Jonadet et al., 1990; Ojeda et al., 2010); efecto
vasorrelajante por accion calcio antagonista(Ali et al., 1991;
Adegunloye et al., 1996; Onyenekwe et al., 1999; Ajay et al., 2007)

y activacion endotelial de la via del 6xido nitrico/cGMP (Ajay et al.,
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2007); aunado al antagonismo directo a la sefializacién de AGII

(Jiménez-Ferrer et al., 2009).

El efecto diurético de esta planta ya habia sido evaluado
farmacoldégicamente, por diferentes grupos de investigacion, en
ensayos clinicos (Kirdpon et al., 1994; Mijiminiyi et al., 2000,
Prasongwatana et al., 2008) como en experimentos preclinicos en
rata (Aguwa et al., 2004). Ademas, la actividad diurética habia sido
observada de manera indirecta, como un efecto colateral benéfico
del uso del extracto estandarizado de Hibiscus sabariffa en
algunos ensayos clinicos (Herrera-Arellano et al., 2004). No
obstante estos hechos experimentales, el efecto diurético del
extracto de Hibiscus sabdariffay su caracterizacion farmacolbgica
se habian mantenido como materia de controversia. Puesto que
algunos grupos de investigacion han descrito un incremento en la
diuresis (Caceres et al., 1987; Mojiminiyi et al., 2000; Aguawa et
al., 2004), mientras que ha habido grupos de investigacién que no
habian encontrado un incremento en la excrecion urinaria (Odigie
et al., 2003; Prasongwatana et al., 2008). De igual manera, otros
grupos pudieron determinar un efecto natriurético neto (Caceres et
al., 1987; Herrera-Arellano et al., 2004). En cambio, otros
reportaron una disminucion en la eliminacién urinaria de sodio
(Aguwa et al., 2004; Kirdpon et al., 1994 y Mojiminiyi, 2004). Por
otro lado, la eliminacion de potasio presenta posiciones

encontradas, puesto que algunos autores reportaron un ligero
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incremento (Aguwa et al., 2004), algunos otros no observaron
cambio en la excrecion urinaria de potasio (Prasongwatana et al.,
2008)y otros encontraron que disminuye los valores de kaliuresis

(Kirdonpon et al., 1994).

Por lo anteriormente expuesto, este trabajo aporta al campo
de la investigacion farmacolégica la capacidad diuréticade un
fitomedicamento antihipertensivo con base en el extracto
estandarizado de Hibiscus sabdariffa. Como se observa en la
Tabla 2, la administracion del extracto HsAq, provocd un
incremento significativo en la diuresis y en la natriuresis, con un
efecto kaliurético moderado. Para realizar el anélisis del efecto
diurético de los diferentes tratamientos se utilizé el pardmetro de
la proporcién de eliminacion urinaria de sodio respecto a la del
potasio (Na*/K"); estas cifras representaron un valor consolidado
del efecto natriurético y kaliurético, comprobéandola con los demas
parametros estudiados. Comparando contra el grupo control y el
grupo de animales adrenalectomizados (ADX), se destac6 que la
proporcion de eliminacion de sodio respecto a la de potasio
(Na*/K") tuvo un valor de aproximadamente 2:1. El tratamiento con
HsAq provocdé que se alcanzara un valor de 3.45 para este
parametro, lo cual es comparable con el tratamiento con el farmaco
control espironolactona (Spr), el cual es un diurético ahorrador de
potasio antagonista de aldosterona. Por lo que podemos suponer

gue el extracto de Hibiscus sabdariffa pudo actuar con un
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mecanismo similar al farmaco control. Otro hecho destacable es
que, en el grupo control (ADX), animales adrenalectomizados sin
algan otro tratamiento, la eliminacion de sodio fue mayor solé en
un 45% respecto al grupo control basal, lo cual fue el efecto
provocado por la supresién del estimulo de aldosterona. La
administracion del farmaco analogo de aldosterona, el acetato de
desoxicorticosterona (DOCA), al restablecer el control de Ia
reabsorcién de sodio y agua en los animales adrenalectomizados
redujo el valor de la relacion de eliminacion Na*/K*, comparable a
lo observado en los animales integros. El tratamiento con el
extracto de HsAgen las ratas adrenalectomizadas y administradas
con DOCA, disminuy6 el valor Na'/K" hasta el nivel comparable
con las condiciones basales por lo quese pudo plantear que dicho
extracto antagoniz6 a la aldosterona de manera efectiva. Al
observar el comportamiento de la espironolactona en el grupo de
tratamiento (ADX/DOCA + Spr), el farmaco también antagonizé6 el
efecto de DOCA, como lo hizo el HsAqQ, aunque con una potencia
farmacolégica equivalente, puesto que el valor de la relacién
Na*/K* fue similar, aunque ligeramente mas elevado a favor del
efecto natriurético. La interacciéon farmacoldégica entre el extracto
de Hibiscus sabdariffa y la espironolactona, el grupo (ADX/HsAQ +
Spr) presento un efecto menor a lo que se esperaba, respecto a la

relaciéon Na‘/K".
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Para tratar de explicar los resultados hasta aqui obtenidos a
partir de los compuestos quimicos presentes en el extracto acuoso
de Hibiscus sabdariffa, habra que considerar que los compuestos
activos presentes en mayor concentracion fueron el 3-O-
sambubiésido de delfinidina (26) y el 3-O-sambubidsido de
cianidina (25) en el HsAq fueron 32.4 mg/g y 19.9 mg/g; acidos
clorogénicos 11.5 mg/g, de dicha concentracion entre un 55 a 59%
(aproximadamente 6.55 mg/g) correspondi6 al &cido 5-0O-
cafeoilquinico (14); quercentina (24) 2.71 mg/g. Se sabe que los
extractos polares de Hibiscus sabdariffa son capaces de actuar
como relajantes del musculo liso vascular por estimulacion de la
via endotelial de NO/cGMP (Ajay et al., 2007). También la L-
arginina, al producir vasodilatacion sistémica y renal, incrementa la
tasa de velocidad de filtracién glomerular (Garcia-Robles et al.,
1996; Napathorn et al., 1992), debido a la generacién de NO
dependiente de la administracion de L-arginina. Por lo que, en
parte, el efecto diurético del HsAq puede ser debido a una accion
hemodinamica renal, resultado tanto del incremento de la tasa de
filtracion glomerular (Shaul et al., 1996)como de un incremento de
la filtracion renal (Ruiz et al., 2008). Lo anterior puede ser
explicado por la presencia de 3.2 mg/g quercetina en el HsAq, ya
gque en principio este flavonoide ha demostrado que tiene un efecto
de liberacién de NO del endotelio vascular (Lodi et al., 2009). Asi
que, el efecto diurético de HsAg puede ser mediado por la

liberacion de NO, el cual es critico para establecer el efecto
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diurético, pero particularmente, el efecto natriurético (Perez-Rojas
et al., 2010). Ademas, la administracion crénica de quercetina ha
sido reportada que es capaz de inhibir la actividad de ATPasa en
ratas (Mezesova et al, 2010), lo cual impacta en el gradiente de
concentracion de Na'/K' en las células epiteliales del segmento
tubular de la nefrona. Lo anterior puede contribuir al efecto
diurético del extracto HsAQ.

Por otro lado, el HsAqg también ha sido caracterizado en el
control de la HAS, por su efecto inhibidor de la ECA (Jonadet et
al., 1990; Herrera-Arellano et al., 2007, Ojeda et al., 2010), con lo
que consecuentemente disminuye el nivel de AG Il; también por su
capacidad de antagonizar directamente la sefializacion de AG Il
(Jiménez-Ferrer et al., 2009). Con lo anterior, se puede esperar
que disminuya la accion de AG Il sobre la zona ZG adrenal,
decreciendo con ello la produccién de aldosterona. La respuesta
adrenal a la AGII ocurre en pocos minutos, un periodo de tiempo
tal que implica que no se requiere la sintesis de nuevas proteinas.
Esta liberacion aguda de aldosterona mediada por AGIlI puede
involucrar la sintesis rapida de compuestos intermediarios en la
ruta esteroidogénica o la sintesis de novoa partir del colesterol,
posiblemente como una consecuencia de la activacion de la
proteina StAR, provocando el incremento del transporte de
colesterol en la membrana interna de la mitocondria. Sin embargo,
la inhibiciobn de la ECA y con ello una disminucion en la

estimulacién crénica por AGII, resultaen una disminucién de
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lahipertrofia de la ZG con disminucién también en la hiperplasia.
Lo anterior se relaciona con la disminucion de la expresion de
CYP11B2 y el subsecuente decremento de la secrecion de
aldosterona. Ello ocurre cuando la AGIl actla sobre su receptor
especifico (AT1l), el cual esta acoplado a una proteina G,
activando a la fosfolipasa C (PLC) estimulando la produccion
intracelular de intositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2-diacilglicerol
(DAG), el cual activa entonces a la protein cinasa C (PKC). El IP3,
es reconocido por un receptor sensible a rianodina (RyR), el cual
actia como canal de calcio, en las cisternas intracelulares de este
ion divalente, incrementando la concentracién intracelular de calcio
libre ([Ca®"]). Esto causa la activacién de cinasas de proteina
dependientes de Ca**/calmodulina (CaMcinasa) para fosforilar y
activar factores de transcripcion como el factor activante de la
transcripcion (ATF)-1, ATF-2 y la proteina unidora a los elementos
de respuesta a cAMP (CREB) (Spat y Hunyady 2004). Otro factor
de transcripcién involucrado en la produccion y liberacion de
aldosterona dependiente de AGII es NURR-1, el cual es un factor
clave para la regulacion de la transcripcion de CYP11B2; su
expresion es sobrerregulada en tumores secretores de aldosterona

(Bassett et al., 2004).

Para tratar de rastrear los compuestos activos responsables
del efecto diurético se probaron fracciones obtenidas con sistemas

de disolventes de diferentes polaridades. Fue notable que el
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extracto integro provocd el mayor efecto diurético antagonista de
aldosterona, en segundo lugar, en cuanto a la diuresis, se alcanzé
con el tratamiento HsMeCN5:5MeOH + DOCA, lo que nos indica
qgue tuvo una menor potencia farmacolégica en comparacién con el
extracto HsAQ; esta menor efectividad lo podemos considerar como
una tendencia. Se pudo establecer, en cuanto a la concentracion
de antocianinas, que practicamente se mantuvieron las mismas
concentraciones 3-O-sambubidsido de delfinidina (26), ya que en
el HsAqg se detect6 32.4 mg/g y en el HsMeCN5:5MeOH 30.5 mg/g;
del 3-O-sambubiésido de cianidina (25) se cuantific6 en el HsAq
19.9 mg/g y en el HsMeCN5:5MeOH 20.3 mg/g. Los éacidos
clorogénicos y la quercetina incrementaron su concentracién
ligeramente en el HsMeCN5:5MeOH. La tendencia antes
mencionada se revierte en el ensayo de filtracién renal en el
modelo de rifidn in situ, en la rata adrenalectomizada. Lo anterior
debido a que el efecto con los tratamientos con HSAQ vy
HsMeCN5:5MeOH mostraron el mismo efecto sobre la tasa de
filtracion. Lo que es notable es la disminucién en el efecto
diurético antagonista de aldosterona en los modelos de rata ADX y
de rifion in situ de rata ADX de los extractos HsMeCN9:1MeOH vy
HsMeCN, en los cuales la menor polaridad del sistema de
extraccion provocoO la disminucion hasta la desaparicion total de
las antocianinas (25, 26) y tanto los acidos clorogénicos como la
guercetina incrementaron su concentracion. Por lo que se puede

suponer que el efecto diurético tanto en el modelo in vivo como in
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situ, puede ser explicado por el efecto de la eliminacién de la
sefializacion de AG Il. Ya que el principal efecto de las
antocianinas, como ya se expuso, se considera a nivel de
inhibicién de la ECA o antagonismo de AGII.

Para establecer si el efecto del extracto de Hibiscus sabdariffa, asi
como de sus fracciones eran capaces de actuar como antagonistas
de aldosterona, se realiz6 un ensayo para determinar el nivel de
expresion de la subunidad oENaC en presencia de dichos
fitofArmacos y comparando con la expresion de la misma
subunidad del transportador epitelial de Na® en presencia de
espironolactona. En primer término fue posible determinar que el
periodo de tratamiento Optimo fue de 10 dias para la
espironolactona. Con ello se estableci6o este periodo de tiempo
para el tratamiento con los extractos y fracciones de Hibiscus
sabdariffa. Se pudo establecer que el extracto HsAq o completo
fue el que tuvo mayor capacidad para disminuir la expresién de
oENaC, de manera similar a como lo hizo la espironolactona; y los
extractos de acetonitrilo (HsMeCN) y el de acetonitrilo metanol
50% (HsMeCN5:MeOH) fueron los que siguieron en efectividad
para disminuir la expresion del gen inducible de la subunidad
oENaC. Por lo que se puede considerar que el antagonismo de
aldosterona se estableci6, en principio, por la presencia de
antocianinas, por un lado, pero también como se esperaba por la

presencia de quercetina.
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12. CONCLUSIONES

El extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa L. es un
diurético ahorrador de potasio.

El mecanismo de accion de algunos de sus componentes
es que actlan como antagonistas de aldosterona.

Las antocianinas disminuyen la expresion de la
subunidad aENaC, al disminuir la disponibilidad de AG 11,
por el efecto de inhibicion de la enzima convertidora de

la angiotensina.

76



13. PERSPECTIVAS

e Determinar el efecto sobre la diuresis de los
compuestos individuales y en proporciones definidas.

e Determinar el efecto sobre la administracién de
compuestos aislados en el modelo de expresién de

aENaC en ratones adrenalectomizados.
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