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Estudio fitofarmacolégico de algunas especies vegetales
colombianas con posible actividad anticonvulsivante

Jairo Calle, Mario F. Guerrero*, Elvia Mendoza y Roberto Pinzén

Resumen

Se evalud la actividad anticonvulsivante de los extractos etandlicos obtenidos de las siguientes plantas: Bi-
dens laevis (L.), Calea prunnifolia (H.B.K.), Erythrina poeppigiana (Walp & Cook), Galium hypocarpium (L.), Lip-
pia alba (N.E. Browne), Melissa officinalis (L.), Struthanthus subtilis (Kuijt) y Valeriana pavonii (Poepp). Para
ello se utilizaron los modelos de convulsién méxima inducida por descarga eléctrica en ratones y de con-
vulsién quimica inducida con pentilentetrazol en ratas. Tras la administracién de 0.5 g/kg v.o., de los ex-
tractos se observaron efectos significativos en el caso de B. laevis y V. pavonii en el modelo de descarga
eléctrica (72 y 60% de proteccién respectivamente). Del tratamiento fitoquimico de B. laevis se obtuvo
una fraccién insoluble en cloroformo con alto porcentaje de proteccién (78%) de la que a su vez se extrajo
una subfraccién rica en flavonoides de naturaleza dcida con actividad anticonvulsivante significativa (67%).
Los resultados sugieren que compuestos de naturaleza tlavonoide parecen ejercer un papel clave en las
propiedades anticonvulsivantes detectadas en B. Laevis.
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Summary
Fitopharmacological study of some Colombian plants with
possible anticonvulsant activity

The anticonvulsant activity of ethanolic extracts obtained from Bidens laevis (L.), Calea prunnifolia (H.B.K),
Erythrina poeppigiana (Walp & Cook), Galium hypocarpium (L.), Lippia alba (N.E. Browne), Melissa officinalis
(L.), Struthanthus subtilis (Kuijt) and Valeriana pavonii (Poepp) was assessed in the electroshock and pent-
ylentetrazole seizure models. After 0.5 g/Kg, oral administration in mice B. laevis and V. pavonii alcoholic
extracts showed a significant protective effect in the maximal electroshock seizure model (72 and 60 % of
protection respectively). A phytochemical fractionating of B. laevis was performed. A chlorophormic inso-
luble fraction showed a high percentage protection (78%) from which a sub-fraction rich in flavonoid
compounds of acid nature were obtained (67% protection).

Key words: Bidens laevis — Valeriana pavonii — pentylentetrazole — maximal electroshock seizure — fla-
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(1). A este hecho se suma la insatisfactoria res-
puesta farmacolégica que se observa en un nota-
ble nimero de pacientes, por lo que hay
consenso general acerca de la necesidad de en-
contrar nuevas alternativas terapéuticas, una de
cuyas fuentes bien podrian ser los productos na-
turales (2-3). En trabajos previos se documentd
la actividad del extracto de los frutos de Apium
graveolens asi como su estudio fitoquimico (4-6).
Estos resultados han incentivado el interés por
hacer un tamizado mds amplio de especies vege-
tales con posible actividad anticonvulsivante.
Con ese fin se evaluaron los extractos etanélicos
obtenidos de: Bidens laevis, Calea prunnifolia,
Erythrina poeppigiana, Galium hypocarpium, Lippia
alba, Melissa officinalis, Struthanthus subtilis y Vale-
riana pavonii, varias de ellas utilizadas popular-
mente por sus efectos tranquilizantes del sistema
nervioso central (7). Adicionalmente se presenta
en esta investigacion la estrategia para el fraccio-
namiento fitoquimico del extracto de mayor in-
terés farmacolégico, B. laevis.

Metodologia

Extraccién del material vegetal

Un ejemplar de cada una de las plantas reposa
en el Herbario Nacional Colombiano, donde
fueron clasificadas por el botanico Dr. Edgar Li-
nares, obteniendo la siguiente clasificacién: Bi-
dens laevis, (Fam. Asteraceae) N.V. Botoncillo,
Col: 185323; Calea prunnifolia (Fam. Astera-
ceae) N.V. Carrasposa, Col: 468655; Erythrina
poeppigiana (Fam. Leguminosae) N.V. Chocho,
389822; Galium hypocarpium (Fam. Rubiaceae)
N.V. Coralito, Col: 171234; Lippia alba (Fam.
Verbenaceae) N.V. Curalotodo, Col: 432163;
Melissa officinalis (Fam. Labiatae) N.V. Toronjil,
Col: 152171; Struthanthus subtilis (Fam. Lorant-
haceae) N.V. Matapalos, Col: 387695 Valeriana
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pavonii (Fam. Valerianaceae) N.V. Valeriana de
bejuco, Col: 186507. -

La parte aérea del material vegetal fresco
(flores en el caso de B. laevis y E. poeppigiana; ho-
jas y tallos en todos los demds) se secé en un
horno con aire circulante a 40°C durante tres
dias y se moli6. El material asi obtenido se ex-
trajo por percolacién con etanol (96%) y poste-
riormente se concentré a presién reducida en
rotavapor, obteniéndose un extracto total.

Fraccionamiento

El extracto etandlico total de las flores de B.
Laevis, (el de mayor actividad anticonvulsivante)
se traté sucesivamente con éter de petréleo y
cloroformo, obteniendo tres fracciones: etérea
(FE), cloroférmica (FC) y una insoluble en clo-
roformo (FIC). Esta dltima (rendimiento
5.7%) se sometié a cromatograffa en columna
con gel de silice (0.063 —0.200 mm), eluyendo
con cloroformo/acetato de etilo (60 + 30) au-
mentando progresivamente el gradiente de elu-
sién con acetato de etilo hasta 100%.

El control de la columna se siguié por cro-
matografia en capa delgada (CCD). Como reve-
ladores se utilizaron los reactivos de Godin y
NP/PEG (difenilboriloxietilamina al 1% en me-
tanol y polietilenglicol 400 al 5% en etanol), ob-
servando después las placas al UV de 365 nm.
De acuerdo con este procedimiento se reunieron
28 fracciones para luego reagruparlas en dos

EET

Figura 1. Esquema de fraccionamiento del extracto de Bidens
pilosa. EET: extracto etandlico total, FE: fraccion etérea, FC:
fracciéon cloroférmica, FIC: fraccién insoluble en cloroformo,
FIC,: subfraccién cloroférmica 1, FIC,: subfraccién cloro-

férmica 2.
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denominadas FIC, y FIC, que se evaluaron en las
pruebas de actividad anticonvulsivante (Fig. 1).

Pruebas biolégicas

Convulsion maxima inducida
por electroshock (CME)

Las pruebas bioldgicas se realizaron con ratones
albinos machos de seis a ocho semanas proce-
dentes de la colonia ICR del Bioterio del De-
partamento de Farmacia de la Universidad
Nacional de Colombia, mantenidos en condi-
ciones controladas de ciclos de luz oscuridad de
12 horas, temperatura 22 °C, humedad 60%,
agua y alimento a libre demanda.

Los animales se dosificaron por via oral con
los extractos etandlicos totales de la parte aérea
(0.5 g/kg) de las especies vegetales menciona-
das, difenilhidantoina (20 mg/kg, como férma-
co de control positivo), vehiculo [glicerina:
propilenglicol: Tiveen 80: agua (10%: 10%: 1%:
79%)], como control negativo) y las fracciones
obtenidas de B. Laevis (FE, FC, FIC, FIC, y
FIC,). El volumen de administracién fue de
0.01 mL/g de peso. Se utilizaron entre 8'y 10
animales por grupo.

Dado que el ayuno prolongado modifica
el umbral convulsivo, los animales se dejaron
sin alimento tnicamente dos horas antes de
cada ensayo y se utilizaron una sola vez. Dentro
de la primera hora posterior a la administra-
cién de las sustancias se les aplic6 una descarga
eléctrica via corneal de 50 mA 'y 60 Hz (8). De
acuerdo con pruebas preliminares se fijé la
duracién de la descarga en 30 milisegundos,
tiempo suficiente para provocar la extension
tonica de las extremidades posteriores. Previa-
mente se instilé una gota de solucién salina
isoténica en cada ojo, para mejorar la conduc-

cién eléctrica.
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Se catalogé como protegido de la convul-
sién, aquel animal en el que no se presenté la
extensién ténica de las extremidades poste-
riores (8). Se utilizé un estimulador eléctrico que
permite administrar pulsos de corriente o voltaje
constante de forma controlada (ref. E13-51,
Coulbourn Instruments®).

Convulsiones inducidas quimicamente
por pentilentetrazol

Se utilizaron ratas Wistar macho, de 7-9 sema-
nas, entre 150-200 g de peso. Se dosificaron
por via oral con 0.5 g/kg de los extractos, clona-
zepam (0.5 mg/kg, firmaco control positivo) o
vehiculo (0,2 mL/100 g de peso) y transcurrida
una hora se les administré 65 mg/kg, via IP de
pentilentetrazol (PTZ). A partir de ese momento
se observaron durante media hora registrando la
presencia o ausencia de sacudidas mioclénicas
en cabeza, tronco o extremidades (8).

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.

Andlisis de datos y estadistica

Se siguié una distribucién de tratamientos
completamente al azar para cada modelo de
convulsién. Los tratamientos correspondien-
tes fueron: los extractos etandélicos totales, las
sustancias patrén (fenitoina sédica, clonaze-
pam), el vehiculo como controly las fracciones
obtenidas de B. Laevis. El andlisis estadistico se
llevé a cabo mediante la prueba de “Chi?”, in-
dicada cuando la variable de medicién es de
tipo cuantal. El nivel de significancia escogido
fue de 0.05. Para el andlisis de los datos se uti-
lizaron los programas EXCEL MS-97 y SPSS, v
7.5.
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Fdrmacos y soluciones

Se utilizaron los siguientes productos: difenilhi-
dantoina (Epamin®); clonazepam (Rivotril®),
glicerina, tween 80, etanol 96% y los solventes
analiticos: cloroformo, metanol, éter de petré-
leo y acetato de etilo (Merck®).

Resultados

Fraccionamiento fitoquimico

Por andlisis fitoquimico se encontré que las flo-
res de B. Laevis contienen en mayor proporcién
terpenoides, esteroides y flavonoides, segin las
pruebas obtenidas con los reveladores de Godin
y NP/PEG (9). Con el primer revelador, al calen-
tar las placas cromatograficas a 110 °C durante
10 minutos los flavonoides aparecen como man-
chas amarillas. Con el segundo revelador, los fla-
vonoides aparecen como manchas amarillas
intensas, anaranjadas, rojas o azules o con fluo-
rescencia verde a 365 nm o a la luz visible.

De la fraccién insoluble en cloroformo
(FIC) se obtuvieron por cromatografia en co-
lumna las subfracciones FIC, y FIC,. Se puso en
evidencia, de manera clara y precisa que estas
subfracciones contienen una mezcla de flavo-
noides de naturaleza 4cida, mediante las si-
guientes pruebas: desprendimiento de CO, al
adicionar NaHCO, con cambio de la coloracién
a rojo intenso. Igualmente al revelar la croma-
tograffa con solucién al 1% de verde de bromo-
cresol, las manchas del flavonoide en discusién
cambiaron de verde a amarillo. Asimismo, utili-
zando como revelador el cloruro férrico: ferri-
cianuro de potasio, las manchas del flavonoide
en la cromatografia tomaron una coloracién
azul negruzca intensa debido a los OH fendlicos
que poseen estos compuestos.

La presencia de flavonoides de naturaleza
4cida en la subfraccién FIC, se puso de presente
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al observar el espectro de IR donde se aprecia-
ron bandas caracteristicas del grupo carboxilico
en 3254 cm! que corresponde a la tensién del
OH y una banda aguda intensa que corresponde
ala tensién C=0 en 1664 cm-'.

Pruebas biolégicas

Convulsion mdxima inducida
por electroshock

En las figuras 2 y 3 se observan los porcentajes
de proteccién de los extractos de las especies
vegetales mencionadas y de las fracciones obte-
nidas de B. Laevis, respectivamente. Los grupos
patrén y control (fenitoina y vehiculo) arroja-
ron porcentajes de proteccién de 82 y 10 %
respectivamente. Se observa que los extractos
de B. Laevis y V. Pavonii mostraron los mayores
porcentajes (72 y 60%). En la figura 4 se mues-
tran los porcentajes de proteccion obtenidos de
la fraccién insoluble en cloroformo (FIC) y de
sus subfracciones (FIC, y FIC,): 40, 67 y 29%
respectivamente.

Convulsion quimica inducida
con pentilentetrazol

En la figura 4 se observan las respuestas de los
extractos en las convulsiones inducidas con
pentilentetrazol. Es claro el contraste entre la
proteccién conferida por el patrén (clonaze-
pam) y la generada por los extractos, si bien se
detecta algin efecto protector (significativo es-
tadisticamente) en el caso de B. Laevis.

Discusion

Este estudio ha permitido detectar la actividad
anticonvulsivante de los extractos de las flores
de B. Laevis (flores) y V. pavonni (parte aérea) a la
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Figura 2. Porcentaje de proteccién de los extractos etandlicos totales (0.5
g/kg, vo) frente a la convulsién maxima inducida eléctricamente en ratones
ICR. Bl: Bidens laevis); Cl: Calea prunnifolia; Ep: Erythrina poeppigiana; Gl: Ga-
lium hypocarpium; La, Lippia alba; Mo: Melissa officinalis; Ss: Struthanthus subtilis;
Vp: Valeriana pavonii, Fs: fenitoina sédica (firmaco patrén, 20 mg/kg,

liticos, y es posible que subtipos de re-
ceptores estén mads ligados a uno u otro
efecto. (14, 15).

No obstante, el alto porcentaje de
proteccién obtenido frente al modelo de
convulsiéon méaxima a la vez que la ausen-
cia de proteccién frente al modelo de
convulsién con pentilentetrazol lleva a
plantear que los compuestos activos im-
plicados en la respuesta farmacolégica de
estas especies podrian tener también un
mecanismo vinculado con el antagonis-
mo de canales de sodio. Esto porque
existe en general una buena correlacién
entre la actividad protectora frente a la
descarga eléctrica y el antagonismo que

v0).*p<0.05, respecto del control.

vez que avanzar en la caracterizacién ﬁtoquin}ica
de la primera especie, en la que se confirma la
presencia de terpenoides/esteroides y flavo-
noides de naturaleza dcida. Por otra parte,

pese a que las especies: E. poeppigiana, G.
hypocarpium, L. alba y M. officinalis se han
utilizado etnobotédnicamente en nuestro
medio con fines hipnéticos y/o anticon-
vulsivantes, en este estudio no arrojaron
resultados positivos en los modelos ex-
perimentales de convulsién ensayados
(7).

Estd documentado que compuestos
de tipo flavonoide estin implicados en
interacciones sobre el receptor GABA-A
(10, 11) ala vez que ejercen efectos anti-
convulsivantes (12, 13). Habria que con-
siderar la posibilidad de que compuestos
flavonoides presentes en B. Laevis pudie-
ran estar actuando de modo similar.
Conviene notar ademas que la actividad
gabaérgica estd asociada no solo a efectos
anticonvulsivantes, sino también ansio-
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de tales canales muestran los farmacos
utilizados en clinica para el tratamiento
de las crisis ténico clénico generalizadas
(8).

Sin embargo, los efectos centrales de los
flavonoides aislados suelen ser discretos y dis-
tantemente comparables con agentes de sintesis
como las benzodiazepinas (16). En cualquier

Control

Fs

A2

AC1

FIC

Tratamientos

FC

0 20 40 60 80 100

% de proteccién vs electroshock

Figura 3. Porcentaje de proteccién de las fracciones obtenidas de Bidens
laevis (0.5 g/kg, vo) frente a la convulsién méxima inducida eléctricamente
en ratones ICR. FE: fraccién etérea; FC: fraccién cloroférmica, FIC: frac-
cién insoluble en cloroformo, FIC1: subfraccién insoluble en cloroformo 1,
FIC2: subfraccién insoluble en cloroformo 2, Fs: fenitoina sédica (firmaco

patrén, 20 mg/kg, vo). *p<<0.05, respecto del control.
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caso cabe considerar la posibilidad de
que varios de estos compuestos actiien de
modo sinérgico entre si, un hecho fre-
cuentemente documentado con produc-
tos naturales (17, 18). Este planteamiento
se refuerza a la luz de nuestros resultados,
pues se observa que a medida que se
avanza en el fraccionamiento de B. Laevis,
el porcentaje de proteccién anticonvulsi-
vante, aunque se mantiene, no se incre-
menta, de modo que es posible que a lo

Tratamientos

Control

o .
vVp
Ss
Mo
La
Gh
B
Cl
Bl -
0 20 40 60 80 100
% de proteccion vs ptz

largo del fraccionamiento vayan quedan-
do atrés sustancias que participen en al-
gan grado en la proteccién observada.

Si se tratara de compuestos de tipo
flavonoide como los responsables de la
actividad, serfa de esperarse un bajo per-
fil de toxicidad, habida cuenta de los es-
tudios que confirman el bajo pertil
téxico de estos compuestos (19). Paralelamente
es necesario considerar la posible participacién
de compuestos de tipo terpenoide, a los que
también se les ha documentado actividad anti-
convulsivante, si bien a altas dosis (20, 21).

B. Laevis, ha sido hasta la fecha una especie
muy poco estudiada, si se compara con otras es-
pecies, en particular B. pilosa, que ha mostrado,
entre otras, actividad hipotensora y antimaldri-
ca (22, 23). Igual cosa puede decirse de V. pavo-
nii, de cuyo género existen muchos estudios,
especialmente relacionadas con V. officinalis,
propia de otras latitudes (24-26). Dados los
interesantes resultados encontrados en este
estudio, es necesario avanzar en la caracteriza-
cién fitoquimica y farmacolégica de estas dos
especies.

En conclusién, el estudio fitoquimico y
farmacolégico de las especies vegetales mencio-
nadas permite plantear que B. Laevis y V. pavonni
poseen un notable perfil anticonvulsivante en la
prueba de convulsién maxima inducida eléctri-
camente, modelo de las crisis ténicas clénicas
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Figura 4. Porcentaje de proteccién de los extractos etandlicos totales (0.5
g/kg, vo) frente a la convulsién mdxima inducida con pentilentetrazol en ra-
tas Wistar. Bl: Bidens laevis); Cl: Calea prunnifolia; Ep: Erythrina poeppigiana;
Gh: Galium hypocarpium; La, Lippia alba; Mo: Melissa officinalis; Ss: Struthanthus
subtilis; Vp: Valeriana pavonii, Cz: clonazepam (firmaco-patrén, 0.5 mg/kg,
vo). ¥p<0.05, respecto del control.

generalizadas, y que el fraccionamiento de B.
Laevis ha conducido a detectar compuestos fla-
vonoides de naturaleza dcida como los posibles
responsables de la actividad. Se adelantan nue-
vos estudios en este Departamento tendientes a
identificar las substancias responsables de la
actividad.
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