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Efecto de isoflavonas aisladas de la corteza de
Eysenhardtia polystachya sobre el crecimiento

de cristales de oxalato y fosfato de calcio urinario

Rosa Martha Pérez Gutiérrez,* Rosario Vargas Solis,** Luz Maria Garcia Duefias,*
Lilia Davila Badillo*
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mal y artificial teniendo idénticas concentraciones de isoflavonas. La ac-
tividad inhibitoria de la formacion de cristales de oxalato de calcio se
determind a condiciones de supersaturacién constante en presencia de
las isoflavonas como una funcién de supersaturacion relativa con res-
pecto a COM. Resultados: La reduccién de concentracion de oxalato en
orinas normal, anormal y artificial tratadas con el compuesto [A] fue de
64.23, 38.6 y 22.43% respectivamente. Con el compuesto [B] la reduc-
cion fue de 55.95, 18.62 y 20.32% respectivamente. Con la adicién de
fosfato la reduccién de la turbidez en las orinas normal, anormal y artifi-
cial con el compuesto [A] fue de 70.31, 44.57 y 38.61% respectivamente,
en cambio con la adicion de la isoflavona [B] fue de 63.8, 40.61 y
30.16% respectivamente. Los compuestos [A] y [B] a una concentracion
de 4.6 X 10* M producen una considerable disminucién en la velocidad
de crecimiento y nucleacion de los cristales de oxalato de 89y 72% res-
pectivamente. Conclusiones: Las isoflavonas aisladas de E. polystach-
ya actian como inhibidores en la formacion y crecimiento de cristales de
oxalato y fosfato de calcio reduciendo el grado de agregacion y el tama-
flo de la particula precipitada, por lo que pueden ser recomendados
como medicina preventiva en pacientes que presenten formacién de pie-
dras renales.

Palabras clave: Oxalato de calcio, fosfato de calcio, Eysenhardtia polystachya:
7-hidroxi-2’, 4’, 5'-trimetoxiisoflavona y 7-hidroxi-4’-etoxiisoflavona.
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ABSTRACT

The isoflavones isolated from heartwood of Eysenhardtia polystachya: 7-hy-
droxy-2’, 4, 5-trimethoxyisoflavone [A] y 7-hydroxy-4’-etoxyisoflavone [B]
showed significant dose dependent protection against urolithiasis induced
by zinc disc implantation in albino rats. Objective: 1) Evaluated the ability of
isoflavones to inhibit calcium oxalate and calcium phosphate in normal, of
adults with history of urinary stones (abnormal) and artificial urines. 2)
Evaluated the effect of isoflavones on the crystallization of calcium oxalate
(COM) at conditions of constant supersaturation. Material and methods:
The activity of normal urine was measured (nephelometric procedure) and
compared with that of artificial urines and abnormal urine having identical
concentrations of the isoflavones. The inhibitory activity of COM crystal
growth in the presence of the isoflavones were measured at conditions of
constant solution supersaturation as function of relative supersaturation with
respect to COM. Results: The change of oxalate concentration in urines
normal, abnormal and artificial treated with isoflavone [A] was reduced in
64.23, 38.6 y 22.43% respectively. When the compound [B] was added re-
duced in 55.95, 18.62 y 20.32% respectively. The activity of compounds [A]
on the formation of phosphate for normal abnormal and artificial urines were
of 70.31, 44.57 y 38.61% respectively. With the added of compound [B]
were reduced in 63.8, 40.61 y 30.16% respectively. The compounds [A] and
[B] produced significant lowering growth rate and nucleation rate of calcium
oxalate crystals at concentration of 4.6 X 10* M exerted a maximum re-
sponse of 89% and 72% reduction respectively. Conclusions: The isolated
isoflavones [A] and [B] from E. polystachya work as inhibitors in the forma-
tion and crystal growth of COM and phosphate and may protect against
stone formation by reducing the degree of aggregation and the size of par-
ticles precipitated. These compounds can be recomended as a preventive
medicine in renal stone formation.

INTRODUCCION

Es ampliamente conocido que la orina normal contie-
ne sustancias tales como el acido citrico, acido isoci-
trico,? pirofosfato,® magnesio,* acido mucopolisacari-
do,® urea y creatinina que inhiben la formacion de
oxalato y fosfato de calcio.! Estas sustancias afectan
la formacion de calculos renales actuando de la si-
guiente manera: El acido citrico y acido isocitrico®
forman complejos estables con el calcio reduciendo
asi la velocidad de la reaccion. El pirofosfato es ab-
sorbido sobre ciertas partes del cristal evitando asi
posteriores depodsitos sobre éste. EI magnesio es el
principal contribuyente de la fuerza iénica de la orina,
inhibiendo la formacion de oxalato y fosfato de calcio.
La ureay la creatinina son los principales componen-
tes de la orina, incrementando la solubilidad del fos-
fato de calcio.®

El &rbol Eysenhardtia polystachya conocida comun-
mente como “palo azul” pertenece a la familia de las Le-
guminosae. Esta planta es utilizada en la medicina tra-

Key words: Calcium oxalate, calcium phosphate, Eysenhardtia polystachya,
7-hydroxy-2’, 4', 5-trimethoxyisoflavone, 7-hydroxy-4’-ethoxyisoflavone.

dicional en el tratamiento de urolitiasis y una gran varie-
dad de enfermedades urinarias, para este proposito la
madera es hervida con agua para producir un liquido de
color dorado, con una fluorescencia azul de la cual los
enfermos se toman una taza diariamente. En investiga-
ciones anteriores se demostro la propiedad antiurolitia-
sica del extracto acuoso de esta planta en animales de
experimentacion.” Asi como también el aislamiento e
identificacion de los constituyentes fendlicos de la E.
polystachya (7-hidroxi-2’, 4’, 5’-trimetoxiisoflavona y 7-
hidroxi-4’-etoxiisoflavona) con actividad antiurolitiasica
y diurética.® En esta investigacion se obtuvieron eviden-
cias de que estas isoflavonas, presentan actividad inhi-
bitoria en el crecimiento de los cristales de oxalato y
fosfato de calcio.

MATERIAL Y METODOS
Aislamiento e identificacion de las isoflavonas

A partir del extracto de metanol de la madera de Eysen-
hardtia polystachya se aislaron las isoflavonas 7-hidroxi-
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2', 4', 5'-trimetoxiisoflavona [A] y 7-hidroxi-4’ etoxiisofla-
vona. [B] Las estructuras de estos compuestos se deter-
minaron por medio de los datos espectroscépicos obteni-
dos del andlisis de IR, RMNH?, RMN*C y E.M&.

Actividad inhibitoria en orinas normal, anormal
y artificial

Las orinas normales estudiadas, se tomaron diariamen-
te en la manana antes del desayuno a partir de 6 adul-
tos (25-40 afos) sanos de ambos sexos que no presen-
taran antecedentes de enfermedades en el tracto
urinario. No se adiciono ningun tipo de preservativo. To-
das las orinas se empezaron a analizar en un lapso de
1 a 2 h después de la colecta de la muestra, posterior-
mente se filtraron a través de papel filtro No. 1 y millipo-
re (0.45 um). Estas se diluyeron con agua bidestilada
en una relacion de 3:1 (orina-agua). La orina anormal
se obtuvo de la misma forma que la anterior a partir de
6 adultos de ambos sexos (35-48 afios) con problemas
de produccion de piedras urinarias. La orina artificial se
preparé de acuerdo al método de Burns.®

Para la preparacion del control de oxalato de calcio
se agreg6 una solucion de oxalato de sodio (5 mmol/L)
en proporcion de 1:1 a una solucion de cloruro de calcio
dihidratado (5 mmol/L) después de mezclar, la turbidez
de la solucion se midi6 en un intervalo de tiempo de 1 a
10 minutos usando el método de nefelometrial® el cual
consiste en medir la dispersion de la radiacion en parti-
culas suspendidas siguiendo la siguiente relacion: -lo-
gPs/Po = k’bc

K = constante de turbidez, que depende del sistema

C = concentracion

B = longitud de la celda

Ps = la intensidad de la radiacion transmitida en el an-
gulo de observacion Po = el rayo incidente

En el control de fosfato de calcio se adicion6 una so-
lucion de fosfato de sodio (5 mmol/L) en proporcion de
1:1 a una solucién de cloruro de calcio dihidratado (5
mmol/L) después de mezclar, la turbidez de la solucion
se midié en un intervalo de tiempo de 1 a 10 minutos
usando el método de nefelometria.’® Para la compara-
cion de la actividad inhibitoria en la formacion de crista-
les de oxalato y fosfato de calcio en los diferentes tipos
de orinas se utilizaron 8 mL de cada una de ellasy 1 mL
de cada reactivo. Esta técnica nos proporciona una es-
timacion indirecta de la cantidad de material formado en
un determinado tiempo. La turbidez obtenida en los gru-
pos control se compar6 con la causada por la adicion de
las sales (oxalato de sodio, fosfato de sodio y cloruro de
calcio dihidratado) y las isoflavonas [A] y [B] en concen-
traciones de 0.005 mmol/L a las orinas normales, anor-
mal y artificial. Cada experimento se realiz6 por triplica-
do y los resultados son un promedio de ellos.

Crecimiento de cristales

Todos los experimentos reportados en este estudio se
realizaron en un reactor de vidrio a 37 + 0.1°C. Para la
preparacion de la solucién supersaturada se agrego
lentamente una solucién stock de calcio a una solucion
de oxalato de sodio con agitacion vigorosa. El volu-
men final de esta solucion fue de 1,500 mL. La con-
centracion del ion calcio libre se midié por medio de un
electrodo selectivo de ion calcio (Ca-ISE Ingold, UK) el
cual fue calibrado in situ. La estabilidad de la solucion
supersaturada se determiné a las 24 horas de su pre-
paracién midiendo la concentracion total de calcio por
absorcion atémica (Spectrometry Perkin EImer 305A).
El crecimiento del cristal se inici6 sembrando cristales
(10-100 mg.L), el crecimiento de éstos se inicia inme-
diatamente después del sembrado. La supersaturacion
de la solucion se mantiene constante con la adicion de
una solucion titulante.'* Inmediatamente después se
agregan las soluciones de calcio y oxalato (1:1), con-
trolando la adicion de las soluciones titulantes por me-
dio del ISE de calcio el cual monitorea la actividad de
calcio libre en la solucién supersaturada. Las solucio-
nes titulantes se prepararon con 0.15 M de NaCl de la
siguiente forma:

Bureta 1
Solucion de calcio: C[Cal]t + 2[Ca]t M cloruro de calcio

Bureta 2

Solucién de oxalato: C[OX]t + 2[OX]t M oxalato de
sodio C es una constante y su valor depende de la
velocidad de precipitacion, se determind en experi-
mentos preliminares manteniendo la supersaturacion
constante. En nuestro experimento el valor de C en-
contrado fue de 10 y C[Ca]t: 2[OX]t = 1:1. Para man-
tener constante la fuerza ionica en ambas buretas se
empled NaCl a una concentracién de 0.15-2C[Ca]t M.
El volumen y el tiempo de titulante adicionado fue
anotado para su uso posterior. Los datos obtenidos
de las velocidades se trabajaron en la computadora
con un programa de cuadrados polinomiales.*? El pH
en todos los experimentos fue de 6.0, este valor no
afecta los parametros cinéticos de la solucién.®® La
concentracion de las isoflavonas usadas en estos ex-
perimentos sobre el crecimiento del cristal fueron de
5x 10°M, 5 x 10*M y 5 ppm.

RESULTADOS
La inhibicion del crecimiento de los cristales se midio
tomando como base la turbidez producida en el grupo

control por las reacciones:

1) CaCl, + NaC,0, CaC,0, + NaCl
2) CaCl, + Na,PO, Ca,(PO,),+ NaCl
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Estos datos se compararon con la turbidez causada
por la adicion de estas sales a las orinas normal, anor-
mal y artificial y con los obtenidos de la adicién de las
isoflavonas [A] y [B] a las diferentes orinas. Los resulta-
dos se presentan en las figuras 1, 2, 3 y 4. El oxalato de
sodio, cloruro de calcio y fosfato de sodio se mezclaron
en igual concentracion (mmol/L) en cada experimento.
Cuando se utilizaron concentraciones debajo de 2
mmol/L de oxalato y fosfato se observd una inhibicion
de la turbidez del 100%.

El cambio de la concentracion de oxalato en las dife-
rentes orinas tratadas con isoflavona [A] fueron estadis-
ticamente significativas produciendo una reduccién de
64.23 (normal), 38.60 (anormal) y 22.43% (artificial)
cuando se agregan 6 mmol/L de oxalato de sodio y clo-
ruro de calcio. La maxima actividad inhibitoria de este
compuesto (100% de reduccion) se observo a concen-
traciones menores de 3 mmol/L de oxalato y fosfato. La
turbidez observada a diferentes concentraciones de
fosfato de sodio y cloruro de calcio (6, 5, 4, 3 mmol/L)
en las tres orinas disminuy6 notablemente en la presen-
cia del compuesto [A]. La actividad minima observada
se presenté con la adicion de 6 mmol/L de estas sales
produciendo una disminucién en la turbidez de 38.61,
70.31y 44.57% en las orinas normal, anormal y artificial
respectivamente.

El efecto inhibitorio del compuesto [B] en la forma-
cion del oxalato de calcio se observé en todas las con-
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OMe

OMe

7-hidroxi-2", 4", 5’ -trimetoxiisoflavona [A]

HO

OMe

7-hidroxi- 4 - metoxiisoflavona [B]

Vol. XVII, NGm. 3  Julio-Septiembre 2002

100.00%

80.00% -

60.00% -

40.00%

20.00%

% de inhibicién del crecimiento
de cristales de oxalato de calcio

oy
0.00% 6 Mmol 5 Mmol 4 Mmol 3 Mmol

Concentracién de oxalato de sodio y cloruro de calcio

- Orrina artificial |:| Orina normal |:| Orina anormal

Figura 1. Inhibicién de la formacion de oxalato de calcio por 7-
hidroxi-2',4’,5’-trimetoxiisoflavona [A].
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Figura 2. Inhibicién de la formacién de fosfato de calcio por 7-
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Figura 4. Inhibicién de la formacién de fosfato de calcio por 7-
hidroxi-4~ -metoxiisoflavona [B].

centraciones usadas. Con la adicion de 6 mmol/L de
oxalato y cloruro a las orinas normal, anormal y artificial
la disminucién de la turbidez fue de 55.95, 18.62 y
20.32% respectivamente en relacién del control. La ori-
na normal con 3 mmol/L de oxalato y cloruro presenta el
100% de disminucion en la turbidez. La actividad del
compuesto [B] sobre la formacién de fosfato de calcio
(6 mmol/L fosfato + cloruro) fue de 63.80, 40.61 y
30.16% de disminucion en la turbidez en la orina nor-
mal, anormal y artificial respectivamente.

La velocidad del crecimiento del cristal en términos
de logaritmo es la relacion en la supersaturacion de Q
com, con respecto a COM. La supersaturacion relativa
de ocom es definida como:** o com = Q¥2com,-1.

La velocidad Rcom, medida mostré una marcada de-
pendencia de la supersaturacion en la cual las fuerzas
de atraccion para la formacién de COM esta directa-

mente relacionada con la supersaturacion relativa 0.%®
Los resultados se presentan en el cuadro I. A los datos
cinéticos obtenidos se les aplicé la ecuacion:

Rcom = K’ g"

La constante K’ = Ks es relacionada con s como una
funcion del sitio activo de crecimiento de los cristales
usados como semillas para la iniciacion del crecimiento
cristalino. La actividad inhibitoria de las isoflavonas so-
bre el crecimiento del cristal de COM es expresado?®
como:

% inhibiciéon = 100 (Ro-Ri)/Ro

Ro, Ri = velocidad de crecimiento del cristal COM medido
en ausencia y en presencia de las isoflavonas [A] y [B].
La velocidad de crecimiento y nucleacién de los cris-
tales de oxalato de calcio se graficaron contra la concen-
tracion de las isoflavonas, los resultados cinéticos se
presentan en la figura 5. La medida de la velocidad del
crecimiento del cristal en condiciones de supersaturacién
constante es una funcion de supersaturacion relativa con
respecto a COM, 37°C, 0.15 M NacCl, calcio total = oxala-
to total. El compuesto [A] ejerce una maxima respuesta
de 89% de reduccion a una concentracién de 4.6 x 10
M. La administracion del compuesto [B] produce una
marcada disminucion en la velocidad de crecimiento y
nucleacion de los cristales de oxalato de calcio a una
concentracion de 4.6 x 10 M (72% de reduccion).

DISCUSION Y CONCLUSIONES
En todas las orinas probadas las isoflavonas 7-hi-

droxi-2’, 4’, 5’-trimetoxiisoflavona y 7-hidroxi-4’-etoxii-
soflavona aisladas de la madera de E. polystachya

Cuadro I. Velocidad de crecimiento de COM a condiciones de supersaturacion constante; 37°C, calcio total Ca,,
oxalato total Op, NaCl 0.15M.

AGCOD RCOM 1x=10° mol
Experimento Ca/10-* M AGCOT Kjmol-1 AGCOM min?t m
1 44 -0.51 -1.18 -2.04 5.9
2 4.2 -0.37 -1.06 -1.90 5.2
3 4.0 -0.27 -0.94 -1.80 4.9
4 3.8 -0.13 -0.80 -1.65 4.2
5 3.6 0.0 -0.68 -1.54 3.3
6 3.4 +0.11 -0.51 -1.37 2.3
7 3.2 +0.29 -0.38 -1.25 1.9
8 3.0 +0.42 -0.20 -1.06 1.4
9 2.8 +0.60 -0.02 -0.92 1.2
10 2.6 +0.82 +0.15 -0.72 0.8
11 24 +0.97 +0.31 -0.50 0.5
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Figura 5. Crecimiento cinético de semillas de oxalato de calcio en
solucion acuosa supersaturada producido por 7-hidroxi-2”, 4°5” -
trimetoxiisoflavona [1] y 7-hidroxi-4” -metoxiisoflavona [2].

reducen significativamente la cantidad de oxalato de
calcio y fosfato de calcio formado. Cuando se compa-
raron los resultados obtenidos en el grupo control con
los presentados con los compuestos [A] y [B] a las
mismas concentraciones (0.005 mmol/L), se encontré
gue el compuesto [A] produce una mayor inhibicion
en la velocidad de formacion de oxalato de calcio y
fosfato de calcio que el compuesto [B]. Ambos com-
puestos tienen una mayor actividad inhibitoria sobre
la formacion de fosfato de calcio que sobre la del
oxalato de calcio. La orina artificial no contiene nin-
gun inhibidor natural (acido citrico, acido isocitrico,
pirofosfato y 4cido mucopolisacarido) presente en la
orina normal y solamente se observo un cambio en la
turbidez cuando se le adicion6 los compuestos [A] y
[B]. Los resultados cinéticos obtenidos confirman que
las isoflavonas [A] y [B] funcionan como inhibidores
en la formacién y crecimiento del cristal de COM. Es-
tos compuestos pueden ser recomendados a pacien-
tes que presenten anomalias en los constituyentes
de la orina como una medicina preventiva en la for-
macion de piedras renales.
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