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3-Butil-isobenzofuranona: un compuesto aislado de Apium graveolens

con actividad anticonvulsivante

Jennie A. Cardozo, Raimudo Braz-Filho*, Javier Rincén-Velandia**' y Mario F. Guerrero-Pabén**?

Resumen

El compuesto 3-Butil-isobenzofuranona se aisl6 de los frutos de Apium graveolens luego de procesos croma-
tograficos y se identificé por analisis de L.R., 'H-NMR y “C-RMN. Se realiz6 el fraccionamiento fitoqui-
mico bioguiado a partir del extracto etanélico seco con cloroformo, hexano y una mezcla de metanol-agua
(1:1). El extracto cloroférmico obtenido se purificé por cromatograffa en columna utilizando como
eluentes hexano, cloroformo y metanol. De ella se obtuvo una fraccién que se caracterizé por espectros-
copia IR, que a su vez se someti6 a purificacion por MPLC arrojando el compuesto aromético menciona-
do. 3-Butil-isobenzofuranona mostré un indice de proteccién de 89%, comparable al observado con
fenitofna sédica en el modelo de convulsién maxima inducida por descarga eléctrica en ratones. Estos re-
sultados sugieren que 3-Butil-isobenzoturanona podrfa constituirse en fuente potencial para la obtencién
de nuevas alternativas farmacolégicas basadas en productos naturales, en el tratamiento de las crisis ténico
clénicas generalizadas en el humano.
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Summary
3-Buthyl-isobenzofuranone: a compound isolated
from Apium graveolens with anticonvulsant activity

3-buthyl-isobenzofuranone was isolated from fruits of Apium graveolens L., after bioguided fractionation of the
ethanol extract. The compound was obtained and identified by m-p '"H-NMR and “C-NMR spectrosco-
pic studies following to dried extract treatment with chloroform, hexane and a mixture of methanol/H,0
(1:1). Chloroformic fraction was submitted to CCD eluting with hexane, chloroform and methanol.
3-buthyl-isobenzofuranone showed highly effective protection against maximal electroshock seizures in mice
(89 9% protection), suggesting that it could be a potential source of anticonvulsant drug for the treatment
of tonic clonic seizures in humans.

Key words: 3-buthyl-isobenzofuranone - Apium graveolens - Maximal electroshock seizures - Bioguided frac-

tioning.

Introduccion saborizantes y para fines medicinales como: se-

Los frutos o extractos de frutos de Apium graveo-
lens L. (Apiacea), conocido popularmente como
apio, son utilizadas etnobotinicamente como
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dantes, anticonvulsivantes, antirreumatico, para
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tratamiento del asma y la bronquitis y combinada
con otras plantas para la reduccién de la presién
sanguinea (1-3). Algunos compuestos nitroge-
nados obtenidos de las semillas de Apium graveo-
lens han sido reportados como principios con
actividad antiinflamatoria y mas recientemente
han sido estudiadas las actividades antioxidante
e inhibitoria de ciclooxigenasa y topoisomerasa
(3,4). En un trabajo preliminar se report6 que
un derivado sintetizado, tomando como refe-
rencia el 3-n-butilftalido aislado de los frutos de
apio, fue el més potente de los compuestos es-
tudiados en el bloqueo de las contracciones in-
ducidas por electroshock (5). Las actividades
antinociceptiva y antiinflamatoria de extractos
de estos mismos frutos fueron confirmadas en
los ensayos de convulsiones inducidas con dcido
acético, en el ensayo de placa caliente y en ensa-
yo de supresién del edema inducida por carra-
genina (6,7) y de igual forma fue reportado la
actividad antihepatotéxica del extracto meta-
nélico (8). Recientemente se ha estudiado el
mecanismo de accién vasodilatador de la apige-
nina asilada de A. graveolens (9).

Los estudios quimicos en los frutos de esta
especie vegetal han revelado metabolitos de di-
ferentes grupos biosintéticos. Se ha reportado
la presencia de cumarinas, furanocumarinas li-
bres y como glucésidos, dcido miristicico, entre
otros (10-15). Los componentes volatiles de A.
graveolens han sido estudiados encontrdndose
una proporcién de 46% de hidrocarburos mo-
noterpénicos y 42.3 % de ftalidos. Los princi-
pales componentes fueron Y-terpineno 'y
3-butil- 4,5-dihidroftalido. El 3-butilftalido se
encontré en una proporcién de 2.5% (16).
Otro estudio report6 que hay tres constituyen-
tes que representan aproximadamente el 70 %
del total de volitiles (apiol ca 23 %,
3-butilftalido ca 22% y 3-butiltetrahidroftalido
ca 24%) (17). Por medio de cultivos celulares
de tejidos de A. graveolens se han obtenido
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diferentes tipos de esteroles (18,19) y se han
realizado estudios relacionados con la biosinte-
sis de furanocumarinas (20). Recientemente se
han estudiado los constituyentes polares del ex-
tracto metandlico de estsos frutos encontran-
dose cinco glicésidos de sesquiterpenos, tres
glicésidos de ftalidos, seis glicsidos aromati-
cos, dos glicésidos de norcarotenoides y un gli-
césido de lignana (3).

Estudios previos han mostrado actividad
anticonvulsivante del extracto etanélico de los
frutos, asi como de algunas de sus subfracciones
(21,22).

En este trabajo se describe el aislamiento e
identificacién de 3-Butil-isobenzofuranona, cuya
elucidacién estructural se obtuvo por andlisis de
[R y RMN de 'H y 1C uni- y bi-dimensionales,
después del fraccionamiento fitoquimico bio-
guiado a partir del extracto etandlico.

Habida cuenta de que un buen niimero de
trastornos epilépticos atin permanecen refrac-
tarios a la farmacoterapia disponible en el mo-
mento (23), este compuesto podria contribuir
en la obtencién de nuevas alternativas para el
tratamiento de uno de los trastornos del siste-
ma nervioso central con mayor morbilidad en
nuestro medio (24).

Metodologia

Obtencién y caracterizacién
del extracto

El extracto de los frutos de Apium graveolens (va-
riedad Tall Utah) se preparé por percolacién
con etanol del 96% a partir de 458 g de material
vegetal Seco y posteriormente se concentré a
presién reducida en rotavapor.
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Extraccion y aislamiento

El extracto etandélico seco (EE, 19.3 g) se some-
tiba particién con cloroformo y agua en un em-
budo de separacién, las fases se separaron
después de lo cual se obtuvo una fraccién cloro-
formica (ECI, 13.0 g). Este extracto se secé
con sulfato de sodio anhidro, se concentré y se
fraccioné con hexano y una mezcla de meta-
nol-agua 1:9. La fraccién metandélica acuosa se
concentrd y posteriormente se sometié a una
segunda particién con cloroformo obteniendo
una segunda fraccién cloroférmica (EC2, 4.45
) y un fraccién proveniente de la mezcla meta-
nol-agua 1:1. De cada uno de los extractos se
tomo una muestra para realizar el ensayo de ac-
tividad anticonvulsivante.

El extracto cloroférmico (EC2), detectado
como la fraccién mis activa en los ensayos de
actividad anticonvulsivante realizados, se purifi-
¢ por cromatografia en columna en silica gel
(55 g). Los solventes y/o mezclas de solventes
utilizados para la elusién de la columna fueron
hexano, cloroformo y metanol. Por cromato-
grafia en capa delgada las fracciones obtenidas
fueron reunidas en 10 grupos. Los grupos de
fracciones 1, 3 y 10 fueron ensayados para de-
terminar su actividad anticonvulsivante y la
fraccién 1, mas activa, fue utilizada para purifi-
cacién por MPLC (Medium Pressure Liquid
Chromatography). Una muestra de la fraccién
(803 mg) se absorbi6 en 2.5 g de silica gel 60F y
la columna fue eluida con hexano, cloroformoy
metanol puros y en mezclas. Las fracciones ob-
tenidas fueron ensayadas biolégicamente y la
fraccién mas activa (FR1)fue caracterizada y
utilizada para hacer los espectros de IR y RMN
de 'Hy *C uni y bidimesionales.

Pruebas bioldgicas

Ratones albinos de cinco a ocho semanas de
edad procedentes de la colonia ICR fueron
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suministrados por el Bioterio del Departamen-
to de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia. Se mantuvieron en condiciones con-
troladas de ciclos de luz oscuridad de 12 horas,
temperatura 22 °C, humedad 60%, agua y ali-
mento a libre demanda.

Los animales se dosificaron por via oral con
el extracto etandlico total de semillas (EE, 500
mg/kg), difenilhidantoina (20 mg/kg), vehiculo
(glicerina 10%, polipropilenglicol 10%, Tween®
polisorbato 80 1%, Agua 79%) y los compues-
tos purificados del extracto cloroférmico (500
mg/kg). El volumen de administracién fue de
0.01 mL/g de peso. Se utilizaron entre 8 y 10
animales por grupo.

Los animales se dejaron sin alimento dos
horas antes de cada ensayo y se utilizaron una
sola vez. Dentro de la primera hora posterior a
la administracién de las sustancias se les aplicé
una descarga eléctrica via corneal de 50 mA y
60 Hz (25) con una duracién de 30 milisegun-
dos. Previamente se instilé una gota de solucién
salina isoténica en cada ojo, para mejorar la
conduccién eléctrica. Se catalogé como prote-
gido de la convulsién, aquel animal en el que no
se present6 la extensién ténica de las extremi-
dades inferiores (25). Se utiliz6 un estimulador
eléctrico que permite administrar pulsos de co-
rriente o voltaje constante de forma controlada
(ref. E13-51, Coulbourn Instruments®).

Todos los procedimientos se efectuaron
conforme a las especificaciones concernientes a
la proteccién del animal de laboratorio consig-
nadas en la Resolucién No. 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud y en la Ley 84 de 1989 de
Colombia.

Analisis de datos y estadistica

Se siguié una distribucién de tratamientos
completamente al azar. Los tratamientos co-
rrespondientes fueron: el extracto etandlico
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total de las frutos de Apium graveolens, fenitoina
sédica (20 mg/kg, po, como patrén); el vehiculo
(0.01 ml/g de peso como control) y el com-
puesto activo. El andlisis estadistico se llevé a
cabo mediante la prueba de Chi?, indicada
cuando la variable de medicién es de tipo cuan-
tal (26). El nivel de significancia escogido fue de
0.05. Para el analisis de los datos se utilizaron

los programas EXCEL MS-97 y OS4.

Resultados y discusién
Identificacién del compuesto

El analisis cromatografico de la subfraccién clo-
roférmica mostré una sustancia en mayor pro-

porcién que se caracterizé por espectroscopia
IR permitiendo detectar la presencia de una
molécula aromdtica (3050 cm-1, 1400-1600
cm-1), con grupos metileno y metilo (2962
cm-!, 2853 cm!) y carbonilo (1760 cm ).

La molécula, con mayor actividad, aislada
del extracto cloroférmico, muestra en el espec-
tro de RMN 'H la presencia de una molécula
que tiene una porcién aromdtica 8y, 7.59-7.89
ppm y otra alifitica d,, 0.86-2.07 ppm. Adicio-
nalmente se observa un doble doblete carac-
teristico de hidrégeno carbindlico en OH 5.63
(dd, J= 7.7, 3.7). La regién de hidrégenos
aromdticos muestra un patrén de sustitucion
caracteristicos de un anillo aromético disusti-
tuido en orto que presenta cuatro hidrégeno
distintos acoplando entre si con una constante

Tabla 1. Datos de RMN 'H y BC para 3-butilisobenzofuranona, aislada de las semillas de Apium

graveolens, CDCl;, 400 Mhz.

OS¢ Jen *Jen

f 125.29 H-3, H-6

; 16091 H- e
CH

3 122.56 7.68(d,7.7) H-5

4 134.32 7.78(dt, 7.7) H-6

5 129.17 7.59(t,7.7) H-3

6 124.87 7.82(dd,7.7.3.7) H-4

8 81.09 5.63(dd,7.7,3.7) H-3
CH,

9 33.49 T%g;

10 26.41 1.35-1.27 H-9b HS, 3H-12
11 21.85 1.35-1.27 3H-12 H-9b
CH,

12 13.78 0.86(t,7.0)
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de acoplamiento de 7.7 Hz. La sefal que apare-
ce en OH 5.63 ppm se observa como un doble
doblete y siendo carbinélico es muy posible que
tenga un —CH, vecino. La porcién de hidrége-
nos alifiticos presenta la caracteristica tipica de
una cadena alifdtica normal. La sefial a campo
més alto OH 0.86 ppm es un tripleto y por lo
tanto tiene el aspecto de corresponder a un me-
tilo terminal de una cadena carbonada.

El espectro de RMN '3C indica la presencia
de una molécula pura con los carbonos que
coinciden con lo descrito para el espectro de hi-
drégeno. Se detectan claramente un carbono de
carbonilo de ester 8. 167.91 ppm vy seis hidré-
genos aromaticos diferentes, dos de los cuales
son cuaternarios O 150.18 ppmy 125.29 ppm
y los otros cuatro metinicos Oc 134.32,129.17,
124,87 y 122.56. Adicionalmente en la regién
de carbonos carbinélicos se determina clara-
mente la presencia de un carbono metinicoy en
la region de carbonos alifaticos se presentan
cuatro carbonos, tres metilénicos y uno metini-
co, Todas las atribuciones hechas se realizaron
teniendo en cuenta el espectro HMQC.

El espectro de HMBC permite establecer
una serie de correlaciones entre carbonos e hi-
drégenos a dos y tres enlaces importantes para
confirmar la estructura de la molécula. Las in-
teracciones a dos enlaces y a tres enlaces, obser-
vados en la Figura 1, fueron fundamentales para
proponer inequivocamente la estructura del
compuesto que estd presente en la fraccién mas
activa como anticonvulsivante obtenida de los
frutos de H. graveolens. En la Tabla 1 se resumen
los desplazamientos y las interacciones observa-
das para la molécula aislada.

Actividad anticonvulsivante

En la Figura 2 se observan los porcentajes de
proteccién de los tratamientos utilizados. Se
confirma la notable proteccién conferida por el
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Figura 1. Estructura molecular de 3-butilisobenzofuranona.

patrén, fenitoina sédica (77% versus 22% del
control), pero sobresale el extracto etandlico con
una proteccion total (100%). Asi mismo, se resal-
ta la proteccién obtenida con la 3-butilbenzofu-
ranona (88%) molécula determinada como la
mds activa en el estudio bioguiado.

Estos resultados confirman la actividad an-
ticonvulsivante de 3-butilisobenzofuranona y
dado que es el principal constituyente de la
fraccién cloroférmica (23.26% del extracto
etandlico) més activa, necesariamente juega un
papel crucial en los efectos conferidos por el
extracto total. No obstante no se descarta la
presencia de otros compuestos activos si se tie-
ne en cuenta que la actividad del extracto total
es aun superior que la del compuesto.

3-butilisobenzofuranona ya ha sido descrito
previamente (27). Actualmente se estudia
como agente neuroprotector por sus efectos
antiapoptdticos (28) y antiisquémicos (29). En
los estudios efectuados con el extracto etandli-
co se observé, durante los ensayos prelimina-
res, que su actividad anticonvulsivante era
mayor si se evaluaba dentro de la primera hora.
Posteriormente el indice de proteccién decaia
notablemente. Si este fuera el caso de 3-butil-
isobenzofuranona, el potencial farmacolégico
de este compuesto como tal quedarfa en entre-
dicho, més por razones de orden farmacociné-
tica que farmacodinamico. Es posible que el
agente se biotransforme rdpidamente y dado
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entonces considerar por ejemplo, in-

Butilbenzofuranona

Extracto

Control

teracciones de algin tipo sobre
canales de sodio tal como sucede con
agentes como carbamazepina y feni-
toina sédica que protegen contra el
electroshock, mas no contra penti-
lentetrazol (25,30).

Por otra parte también convie-
ne establecer la relacién entre los

mecanismos neuroprotectores tipo

Fenitoina !/
DA .

0.0 20.0 40.0 60.0

Figura 2. Porcentaje de proteccién obtenido con 500 mg/kg, vo, del extracto eta-
nélico de los frutos de Apium graveolens, el compuesto 3-butilbenzofuranona y feni-

tofna sédica comparados con el vehiculo (n:8-10. Chi?). * p <0.05 con respecto al

control.

que los trastornos epilépticos son de carédcter
crénico, es necesario que una sustancia, para
que sea verdaderamente efectiva, alcance nive-
les razonablemente sostenidos. En cualquier
caso, la molécula 3-butilisobenzofuranona po-
drfa servir de base para estudios de semisintesis
y de estructura actividad orientados a preservar
su actividad anticonvulsivante y a la vez prolon-
gar su vida media.

Los trastornos epilépticos configuran un
sindrome entre los que se destacan aquellos que
generan convulsiones tonicas clénicas generaliza-
das. Substancias tipo benzodiacepinas previenen
las convulsiones por electroshock pero a la vez,
también las inducidas experimentalmente con
pentilentetrazol (25,30). En estudios previos
efectuados con el extracto de semillas de Apium
graveolens se observé proteccion frente al electros-
hock, mas no frente a pentilentetrazol. Si 3-butil-
benzofuranona, asilado de estas semillas, conser -
va este perfil, lo cual es muy probable, no serfa
muy posible entonces que su actividad tenga que
ver con mecanismos de tipo gabaérgico. Cabria
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e antiapoptosis ¥ los anticonvulsivan-
tes de 3-butilbenzofuranona. Est4
documentado que este compuesto
disminuye la activacién de caspasa-3
e inhibe la fragmentacién del DNA
tras isquemia cerebral inducida ex-
perimentalmente (28). Fenémenos
isquémicos asociados con degene—
racién neuronal estdn vinculados
con trastornos epilépticos de dificil
manejo como la Epilepsia del Lébulo Tempo-
ral (31). Esto abrirfa nuevas perspectivas en la
bisqueda de alternativas farmacolégicas para
las epilepsias refractarias a la medicacién
convencional.

En conclusién 3-butilbenzofuranona, ais-
lado de los frutos de Apium graveolens, posee ac-
tividad anticonvulsivante en el modelo de crisis
inducidas por electroshock en ratones, Se ade-
lantan estudios con el fin de discriminar su per-
fil farmacodindmico y farmacocinética y para
hacer propuestas con relacién a modificaciones
estructurales y de actividad anticonvulsivante
de derivados.
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