SELECCION DE LA ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
DEL EXTRACTO ETEREO PURIFICADO DE LAS FLORES
DE Spilanthes americana

RESUMEN

Se realizé una seleccién farmacolégica con el extracto
etéreo purificado de las flores Spilanthes americana. Se
comprobd la actividad anestésica local del extracto y se ob-
servé ademds que produce estimulacién a nivel de sistema
nervioso central, al igual que otros anestésicos locales.
También se evidencié una clara accién colinérgica tanto en
las preparaciones de 6rganos aislados como en el animal in-
tegro. Se determiné la D.L. 50 en ratones.

SUMMARY

Apharmacological screening with the purified extract of
the flowers of Spilanshes americana was made. it was chec-
ked its local anesthetic activity, and the same as many local
anesthetic, a Central Nervous System stimulation was ob-
served. Furthermore, it was evidenced a clear cholinergic
action with “in vitro” preparations as well as with intact ani-
mals. The LD-50 in ICR male mices was determined.

INTRODUCCION

En la investigacién farmacolégica de nuevos com-
puestos qufmicos o de preparados de origen natural,
es indispensable la realizacién de un determinado
nimero de pruebas que permitan establecer un perfil
farmacolégico general de la sustancia en cuestién.
Para tal fin debe disponerse de “una amplia baterfa
de ensayos de diversas actividades farmacolégicas, a
través de las cuales puede ser definido un primer per-
fil farmacolégico de una sustancia de actividad desco-
nocida” (1).

Esto es lo que demoninamos una seleccién, tamiza-
do, o “screening” farmacol6gico. Para que estas
pruebas sean titiles deben cumplirse ciertas condicio-
nes como la sencillez de su realizacién, la utilizacién
de especies de animales de pequefio tamaiio y fécil-
mente asequibles, que no exijan el empleo de instru-
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mentos complicados y costosos e impliquen un gasto
minimo del compuesto o del extracto a analizar, que
su ejecucién sea rdpida y que sean suficientemente
significativas de la actividad que se valora (1).

Las anteriores consideraciones para el caso de los
productos naturales son de gran importancia dado el
uso popular tan extendido en nuestro medio de pre-
parados de las llamadas plantas medicinales. Un
ejemplo de esto es la Spilanthes americana, planta ob-
jeto de este estudio, cuyas flores son usadas amplia-
mente en medicina popular como cicatrizante y para
el tratamiento de aftas bucales (2), actividades que
fueron estudiadas por Ospina de Nigrinis, L.S. (3)
quien determiné también la actividad anestésica local
de un compuesto aislado de las flores de la planta.
Este estudio, centrado en la obtencién de informa-
cién de la actividad farmacolégica del extracto etéreo
purificado de las flores de la misma junto con el traba-
jo anterior serdn factores decisivos para continuar y
encausar investigaciones fitofarmacolégicas posterio-
res con miras a una posible aplicacién terapéutica.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales:

Para la seleccién farmacol6gica se partié del ex-
tracto etéreo purificado, el cual es una fraccién del
extracto etéreo total de las flores de Spilanthes ameri-
cana, al cual se le han eliminado las ceras, y ha sido
purificado finalmente mediante extraccién con nitro-
metano. La fraccién purificada contiene varias alqui-
lamidas insaturadas, entre las cuales se encuentran
isobutilamidas acetilénicas. Dada la liposolubilidad
del extracto se hizo necesario utilizar un vehfculo que
permitiera su incorporacién para poder ser adminis-
trado.

Como reactivo biolégico se emplearon Ratones
ICR, machos, peso: 20-25 g.; Ratas Fisher-344, hem-
bras, peso: 170-220 g.; Conejos albinos adultos; Sa-
pos adultos y Lombrices de tierra.
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Métodos:

Incorporacién del extracto en el vehiculo. La incor-
poracién del extracto en el vehiculo se realizé en la
forma descrita en el Diagrama 1.

DIAGRAMA 1

METODO DE INCORPORACON
DEL EXTRACTO EN EL VEHICULO

/—Peurl.Og.deTWeen-BO

Pesar 2.0 g. de extracto purifica-
' do de las flores de Spilanthes
americana

Mezclar {ntimamente ¢l Tween-80
' con el extracto con agitacion vi-

8 hasta ob 8!
cién.
Pesar0.9g. de Clorurode Sodio y
disolver en una parte del agua des-
tilada.
Adici pequed c4nd
) ___de agua destilada con agitacion
( continua.

Adicionar la solucién de cloruro
de sodio poco a poco y con agitacién
permanente

Completar a voldmen con agua
destilsda en matraz aforado de

'Cwoml.
EXTRACTOAL2%

Toxicidad Agua. Determinacién de la Dosis Letal
50. La determinaci6n se realiz6 en ratones, los cuales
se distribuyeron en 10 grupos de 10 animales. Se deja-
ron en ambientacién durante una semana, al cabo de
la cual se procedi6 a administrarles el extracto por via
intraperitoneal (IP) previo ayuno de 15 horas. Las
dosis empleadas fueron 1, 5, 10, 20, 22.5, 23.5, 25, 40,
55 mg/Kg de peso, en un volumen constante de 0.5
ml; al grupo control se le administré un volumen igual
de vehfculo.

Los animales fueron observados desde el momento
de la administracién y por un perfodo de 15 dfas, re-
gistrdndose el mimero de muertes y el comportamien-
to en general. Posteriormente se sacrific6 un animal
de cada grupo, por exposicion a vapores de éter, y se
observaron los 6rganos intermos. Con los datos obte-
nidos se calcul6 la DL-50 por el método gréfico y el
método matemético de Red & Muench. (3,4).

ESTUDIO FARMACOLOGICO

1. Sistema Nervioso Central.

Toda su evaluaci6n se realiz6 utilizando Ratas Fis-
her-344 de las caracterfsticas ya descritas. En todos
los casos, el extracto fue administrado a los animales
por via peroral (PO), en una dosis de 150 mg/Kg pre-
vio ayuno de 15 horas, y tomando un grupo de anima-
les como control.

1.1. Perfil Neurofarmacoldgico. El extracto se ad-
ministré a un grupo de 10 ratas (Dosis: 150 mg/Kg via
PO mg/kg); a otro grupo similar se le administr6 el
vehiculo (0.5 ml, via PO), y un tercer grupo fue toma-
do como control. Se utiliz6 la metodologfa y evalua-
cién de acuerdo con el método descrito por Turner

).

1.2. Actividad Motriz. Fue evaluada mediante el ac-
tégrafo y la observacién del comportamiento general,
de manera similar a la descrita por Ponomareva (6),
Takagi (7), Turner (5) y Teppert (8).

1.3. Actividad Convulsivante y Anticonvulsivante.
Se siguié la metodologfa descrita por Teppert (8),
Goéngora (9), Ahmad (10) y Ponomareva (6). Se ensa-
y6 la capacidad antag6nica de cada sustancia anticon-
vulsivante frente al extracto, evaluando el comporta-
miento general y el promedio del mimero de movi-
mientos registrados en el actégrafo. Como farmacos
anticonvulsivantes se emplearon Fenobarbital, Dife-
nilhidantoinato s6dico, Diazepam y Trimetadiona.

1.4. Actividad antidepresiva. El método seguido fue
similar al descrito por Teppert (8) y G6ngora (9). Se
observé el antagonismo o sinergismo del extracto, la
Nialamida y el vehiculo en ratas previamente tratadas
con Reserpina.

1.5. Actividad Antiparkinsoniana. Se sigui6 el mé-
todo descrito por Barastegui (11) y Teppert (8). Se
ensayo la capacidad antagénica de farmacos como la
Atropina y la 1-Dopa frente al extracto.

2. Sistema Nervioso Periférico

2.1. Actividad Curarizante. Se evalu6 en recto ab-
dominal de sapo, de acuerdo con las técnicas descritas
por Long & Chiou (12), Barastegui (11) y Géngora
(9). Se probé el efecto del extracto sobre esta prepa-
racién y su antagonismo con la d- Tubocurarina.

2.2. Actividad Anestésica Local.
2.2.1. Anestesia de Superficie.
2.2.1.1. Valoracién en c6mea de conejo: Se sigui6 la

técnica descrita por Teppert (8), Barastegui (11), y
Goéngora (9).
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2.2.1.2. Valoracién en lombriz de tierra: Se sigui6 el
método descrito por Block (13). Se prob6 la actividad
del extracto empleando como patrones Cocafna y Li-
docafna.

2.2.2. Anestesia por Infiltracién. Valoracién en piel
de Conejo.

Basédndose en los métodos descritos por Barastegui
(11), Teppert (8), Géngora (9), y Ozawa (14), se pro-
b6 la actividad del extracto utilizando como patrén
Lidocaina.

3. Sistema Nervioso Auténomo.

3.1. Perfil Neurofarmacolégico. La evaluacién se
hizo en ratas, manteniendo las condiciones de ayuno,
dosificacién, via de administracién, etc., ya mencio-
nadas. Se realiz6 segiin los métodos desctitos por
Turner (5), Tekagi (7) y Teppert (8).

3.2. Intestino aislado de conejo. Se sigui6 la técnica
descrita por Barastegui (11), Teppert (8), Domer
(15) y Long & Chiou (12).

4. Sistema Cardiovascular. Corazén “in situ‘.

Se evalué en sapos adultos, siguiendo la metodolo-
gia descrita por Gpongora (9). Se probé la accién del
extracto y su antagonismo o sinergismo frente a far-
macos como la Atropina y la Lidocaina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Toxicidad Aguda. DL-50. Los datos obtenidos en
la determinacién de la DL-50, se muestran en latabla
1.

50-Mi
Log DL-50 = Logdinf + Logi = ——
Ms-Mi

La dosis letal-50 se calcul6 por el método matem4-
tico de Red & Muench, mediante laférmula anterior.

TABLA 1
Dosis No. No. Muertos Vivos % de
(mg/Kg) Muertos Vivos  Acumulados Acumulados Mortalidsd
30.0 10 0 22 0 100
25.0 8 2 12 2 80
23.5 2 8 4 10 20
22.5 2 8 2 18 20
20.0 0 10 0 28 0
0.0 0 10 - - 0
(Vehic.)
donde:

d;s: Dosis inferior al 50% de mortalidad: 23.5
mg/kg.

i: Intervalo 25.0/23.5 = 1.064
Mi: Mortalidad inferior al 50%: 20%
Ms: Mortalidad superior al 50%: 80%

FIGURA 1
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por lo tanto la DL-50 calculada por este método es =
24.2 mg/kg, por via IP en ratones ICR, sexo 6, peso
promedio 22.5 g.

También se calcul6 1a DL-50 por el método gréfico
de la curva en espejo, (ver figura 1), en la cual el valor
encontrado fue de 24.1 mg/kg.

En general, la sintomatologia observada fue: in-
quietud, irritabilidad, temblor, convulsiones ténico-
clénicas y finalmente una fuerte convulsién ténica en
extensién que precede a la muerte del animal. Los
animales que murieron a causa del extracto, presen-
taron miiltiples hemorragias en los pulmones; los de-
mdés Srganos presentaron un aspecto normal y no se
observo necrosis en el sitio de inyeccion.

Algunos de los animales que se sacrificaron al fina-
lizar la DL- 50 presentaron en el sitio de inyeccién un
pequeiio quiste; la mayoria mostré tener una colora-
ci6én anormal en los pulmones (color cafe), y muy po-
cos mostraron inclusiones grasas en el higado. El gru-
po de animales a los que se les suministré el vehiculo
no mostré lesiones en sus 6rganos.

ESTUDIO FARMACOLOGICO

En todas las evaluaciones se prob6, paralelamente
con el extracto los firmacos empleados y el vehiculo

de administracién del extracto. Este no mostré tener
ninguna actividad farmacol6gica en las pruebas reali-
zadas. Todos los ensayos se realizaron siempre a la
misma hora.

1. Sistema Nervioso Central.

1.1.  Perfil Neurofarmacolégico. Los resultados re-
velaron una clara accién estimulante del extracto.

1.2. Actividad Motriz. El extracto aumenté notoria-
mente la actividad motriz comparada con la actividad
motriz normal. Se observé un antagonismo entre el
Fenobarbital y el extracto y un sinergismo entrela co-
caina y el extracto. Todos los animales tratados tini-
camente con extracto murieron, lo mismo que los tra-
tados con cocaina y extracto; en cambio los tratados
con fenobarbital y extracto no murieron ni presenta-
ron la sintomatologia caracteristica.

1.3. Actividad convulsivante y aticonvulsivante. Se
probaron como farmacos anticonvulsivantes los si-
guientes: Fenobarbital, difenilhidantoina, trimeta-
diona y diazepam. Con el fenobarbital y el diazepam
la proteccién fue efectiva, siendo mejor con el diaze-
pam, mientras que con la difenilhidantoina s6lo se
observé en el 50% de los casos, y con la trimetadiona
no hubo proteccién. Figura 2.

FIGURA 2
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1.4. Actividad Antidepresiva. El extracto y la niala-
mida se administraron una vez desarrollado el estado
de catalepsia inducido por la reserpina. El patrén uti-
lizado como antidepresivo (nialamida), caus6 una re-
ducci6n significativa del tiempo de duracién de la ca-
talepsia respecto al grupo control, lo cual es l6gico,
puesto que la nialamida al ser un IMAO impide la
destruccio6n total de los neurotransmisores (principal-
mente dopamina y noradrenalina) que no han sido re-
captados por causa del bloqueo adrenérgico neuronal
inducido por la reserpina, y de ahi su accién estimu-
lante del SNC. En el grupo de animales tratados con
la reserpina el tiempo de duracién de la sintomatolo-
gia y de la muerte producida por el extracto se acorta
significativamente con respecto a los tiempos obser-
vados para el extracto solo, como puede verse en la fi-
gura 3. Esto puede deberse a la accién bloqueante
adrenérgica neuronal de la reserpina, que causa de-
plecién de noradrenalina en los tejidos inervados por
el SNA-simpitico (16) lo cual hace que bajen los nive-
les de catecolaminas neurotransmisoras. Como el ex-
tracto posee una clara actividad colinérgica, como
puede verse en los resultados, al estar inhibida la par-
te simpética o adrenérgica predominaré la parasim-
pética o colinérgica y si en este estado se administra
un compuesto de accién colinérgica se potenciaré,
l6gicamente, el efecto de este tltimo. Para esta expe-
riencia también se mantuvieron las condiciones de
ayuno, horario de experimentacién, y via de adminis-
tracién del extracto y del vehiculo.

1.5. Actividad Antiparkinsoniana. Puesto que el ex-
tracto en la fase inicial de la sintomatologfa simula un
sindrome de Parkinson experimental, caracterizado

por temblores, se trat6 de antagonizar este efecto con
atropina y I-dopa, las cuales acttian como antiparkin-
sonianos pero por diferente mecanismo. El extracto
se administré luego de 1 hora de haber aplicado I-
dopa y atropina a los grupos correspondientes. El
70% de los animales tratados previamente con I-dopa
murieron entre los 21 y los 60 minutos, mientras que

FIGURA 3
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el 91% de los animales tratados con atropina murie-
ron entre los 91 y los 180 minutos. Esto sugiere que la
atropia ofrece mayor proteccién frente al extracto, lo
cual corroborala actividad colinérgica que se observé
a través de este estudio. Las figuras 4 y § ilustran di-
cho resultado.

2. Sistema Nervioso Periférico

2.1. Actividad Curarizante. El extracto produjo
contraccién del misculo estriado, la cual fue més in-
tensa que la producida por la acetilcolina a concen-
traciones semejantes. la contraccién que causa el ex-
tracto va acompaiada de fasiculaciones, las cuales
permanecen aiin después de hacer varios lavados y de
que el miisculo ha recobrado su tono normal. La d-
Tubocurarina inhibe completamente las fascicula-
ciones y la contraccién producida por el extracto, lo
cual puede deberse a una actividad colinérgica a nivel
del receptor nicotfnico dado el antagonismo tan evi-
dente que se observa, quedando descartada una acti-
vidad musculotrépica, ya que el misculo curarizado
aunque no responde a la acetilcolina ni al extracto, si
responde al cloruro de potasio. Figura6y 7.

2.2. Actividad Anestésica Local.

2.2.1. Anestesia de Superficie. No pudo evaluarse en
cérnea de conejo debido a la irritacién que produce el
extracto, la cual no es debida al pH ni al veh{culo sino
probablemente a los componentes presentes en el ex-
tracto. En la evaluacién en lombrices de tierra, el ex-
tracto al igual que los patrones produjo anestesia de
superficie; sin embargo no se pudo determinar el
tiempo de duracién de ésta ya que los animales murie-
ron antes de recobrar la sensibilidad, observdandose
que la muerte se produjo més rapido en los animales
tratados con extracto. Figura 8.

amn

2.2.2. Anestesia por infiltracién. El extracto mostré
una actividad anestésica en piel de concejo mayor que
la del patrén empleado (Lidocafna). Esto puede de-
berse a la presencia de varios compuestos, que pue-
den potenciar esta accién; a una vasoconstriccién por
irritacién lo cual causarfa mayor permanencia del ex-
tracto en el sitio de accién, o a alteraciones en las ter-
minaciones nerviosas sensitivas. Figura 9.

3. Sistema Nervioso Auténomo.

3.1. Perfil Neurofarmacolégico. Los datos mostra-
ron una actividad colinérgica o parasimpaticomiméti-
ca en los animales tratados con el extracto.

3.2. Intestino aislado de conejo. El extracto produjo
contraccién del intestino aislado, aunque de menor
magnitud que la inducida con acetilcolina. La con-
traccion fue inhibida por la Atropina. Se evidenci6é
que el extracto posee actividad colinérgica a nivel del
receptor muscarfnico, y queda descartado que ésta se
deba a un efecto irritante o musculotrépico, pues el
miisculo atropinizado sf respondio al tratamiento con
cloruro de bario. Figura 10y 11.

4. Sistema Cardiovascular.

Corazén “in situ”. El tratamiento con extracto pro-
dujo una arritmia de tipo bradicardizante, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos a lo largo de
la selecci6n farmacol6gica, que evidencia una accién
colinérgica. Este efecto bradicardizante se mantiene
ain después de la administracién de Lidocafna, pero
no se observa bradicardia en el misculo cardfaco tra-
tado previamente con Atropina; esto comprueba su
efecto colinérgico y descarta una posible accién irri-
tante. Figuras 12, 13 y 14.
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FIGURA 4

PROTEGIDOS CON L-DOPA FRENTE AL EXTRACTO
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FIGURA 6

MUSCULO RECTO ABDOMINAL DE SAPO. ACCION DEL EXTRACTO
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FIGURA 7

COMPARACION DEL PORCENTAJE PROMEDIO DE CONTRACCION DEL MUSCULO RECTO
ABDOMINAL DE SAPO POR LA ACCION DE LA ACETILCOLINA, EXTRACTO Y NICOTINA
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FIGURA 9

COMPARACION DE LOS TIEMPOS DE LATENCIA Y DE LA ACTIVIDAD ANESTESICA
DEL EXTRACTO Y DE LA LIDOCAINA EN PIEL DE CONEJO
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FIGURA 10
INTESTINO AISLADO DE CONEJO. EFECTO DEL EXTRACTO
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FIGURA 11

INTESTINO AISLADO DE CONEJO COMPARACION DE LOS PORCENTAJES
DE CONTRACCION DEL EXTRACTO Y DE LA ACETIL-COLINA
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FIGURA 12
CORAZON “IN SITU": ACCION DE LA ADRENALINA, LA ACETIL-COLINA Y EL EXTRACTO
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FIGURA 13

CORAZON “IN SITU": ANTAGONISMO ATROPINA-EXTRACTO
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FIGURA 14

CORAZON “IN SITU": APLICACION DE EXTRACTO Y LIDOCAINA
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FIGURA 15

CORAZON “IN SITU": APLICACION DE LA AMIDA AISLADA
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