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RESUMEN

En este articulo se describe el efecto anticonvulsivante del extracto obtenido de Cecropia membranacea
Trécul (Urticaceae, N.V: “yarumo”), especie utilizada en Colombia con fines tranquilizantes. El extracto
metanolico (0.5 g/kg v.o.), administrado a ratones albinos ICR, ejerce actividad anticonvulsivante (73% de
proteccién) frente a las convulsiones miocldnicas inducidas por pentilentetrazol (PTZ), modelo quimico
de las crisis de ausencia. También confiere proteccién significativa frente a las convulsiones inducidas
por electroshock (80% de proteccién), modelo de las crisis tonicas clénicas generalizadas; y ejerce efectos
positivos en el pardimetro de frecuencia de la prueba de laberinto en cruz elevado, modelo de trastornos de
ansiedad (p<0.05). En contraste, carece de efectos significativos en las pruebas de suefio barbittrico y de
nado forzado, sugiriendo ausencia de efectos de tipo hipnético y antidepresivo. En el andlisis fitoquimico se
detecta la presencia de taninos, terpenoides y flavonoides. El estudio sugiere que la especie C. membranacea
podria ser fuente de sustancias con propiedades anticonvulsivantes y ansioliticas.
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ABSTRACT

The methanolic extract obtained from Cecropia membranacea Trécul (0,5 g/kg v.0.) administered to mice
albinos ICR, elicits antiseizure activity (73% of protection) in mice exposed to pentilentetrazol (PTZ, 80
mg/kg, sc.), chemical model of absence crisis. Additionally, the extract conferred significant protection
against the maximal electroshock seizure, model of tonic clonic seizures and the parameter of frequency in
the elevated plus maze test, screening model of anxiety. On the other hand, the extract lacked effect on the
pentobarbitone induced sleep test and in the forced swimming test, screening model for antidepressants.
Phytochemical preliminary analysis showed presence of tannin, terpenoid and flavonoid metabolites.
This study suggests that C. membranacea could be source of substances with anticonvulsant and anxiolitic
properties.
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INTRODUCCION

La epilepsia es un conjunto de trastornos neuro-
l6gicos potencialmente serios que afectan alrededor
de 1-2% de la poblacién, cuya mayor proporcién
reside en paises en via de desarrollo, especialmente
en la poblacién infantil y adulta mayor (1-3). Aunque
comprende un amplio tipo de crisis, las que predo-
minan son las “t6nicas clénicas generalizadas” y las
de “ausencia”. Pese a los avances en el desarrollo de
la terapia farmacoldgica, ésta sigue siendo de caricter
sintomitico, problema al que se agrega su perfil, nada
infrecuente, de efectos adversos. Esto hace necesaria
la basqueda de nuevas alternativas farmacolégicas,
una de cuyas fuentes la pueden constituir los produc-
tos naturales, habida cuenta de su inmensa diversidad
quimica, los avances en las técnicas de su aislamiento
e identificacién y el aporte que han hecho y siguen
haciendo al arsenal terapéutico.

Entre las especies vegetales utilizadas popular-
mente en Colombia con fines “tranquilizantes”
se encuentran varias que, en conjunto, reciben la
denominacién popular de “yarumo” y que perte-
necen al género Cecropia (Urticaceae), muy propio
de la regién centro y suramericana (4, 5). Una de
las mds estudiadas por sus efectos sobre el sistema
nervioso central, posiblemente de tipo antidepresivo
y ansiolitico, es C. glazioui, cuyos principales com-
ponentes parecen ser catequinas, con mecanismos
de accién posiblemente ligados a la inhibicién de
monoaminas centrales (6,7). A esta especie también
se le han estudiado sus efectos antihipertensivos y
broncodilatadores (8-10). C pachystachya, a la que
se le han detectado efectos sedantes, es otra de las
especies de este género con efectos documentados
sobre el sistema nervioso central; posee ademds
efectos cardioténicos e hipotensores (11, 12). Otras
especies estudiadas incluyen a C obtusifolia, por sus
propiedades hipoglicemiantes y antiinflamatorias
(13 - 15) y C lyratiloba, como fuente de triterpenoi-
des, posiblemente antineoplasicos (16).

Pese a que C membranacea es una especie de alta
distribucién en Colombia, hasta la fecha no se habian
estudiado sus efectos farmacolégicos. En este trabajo
se muestra su perfil en pruebas de tamizado en ratones
albinos que sefialan su posible interés como fuente de
sustancias anticonvulsivantes y ansioliticas.

METODOLOGIA

Preparacién del extracto y anilisis fitoquimico
preliminar:
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La recoleccién de las hojas de Cecropia membrana-
cea Trécul se realiz6 en la Universidad de los Llanos
(Villavicencio, Meta) y se clasificé en el Herbario
Nacional Colombiano. Alli se depositaron dos
¢jemplares bajo los niimeros COL 507233 y 507234.
El material vegetal se sec6 en un horno de aire cir-
culante a 50°C durante 72h y luego se tritur6 con
un molino de discos. El polvo obtenido (1400 g) se
sometid a percolacién con metanol (98%) hasta ago-
tamiento durante 72 h, luego se filtré y concentré
en evaporador rotatorio a una temperatura de 35° C
bajo presion reducida hasta retirar completamente el
solvente. El extracto obtenido, 379 g (rendimiento:
26%), se destind a las pruebas bioldgicas y al analisis
fitoquimico preliminar (17).

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones albinos ICR machos, sumi-
nistrados por el bioterio del Departamento de Far-
macia, Facultad de Ciencias, UNCSB, con un peso
de 25-35 g, mantenidos en condiciones constantes
de temperatura (22° = 1 C), ciclos de 12 horas luz/
oscuridad y consumo de agua y alimento segiin su
libre demanda. Se les dejé en ayuno de cuatro horas
el dfa de la prueba y finalizado cada experimento se
les realizé eutanasia por dislocacion cervical (18).

Pruebas biolégicas

Convulsion inducida por pentilentetrazol
(PTZ): se aplic6 PTZ (80 mg/kg sc) a ratones que
recibieron previamente los tratamientos respectivos
(ver adelante disefio experimental) para provocar,
en caso de ausencia de proteccién, convulsiones
miocldnicas en cabeza, tronco o extremidades, du-
rante un periodo de observacién de 30 minutos. El
criterio para admitir la convulsién fue la aparicién
de esas sacudidas mioclénicas con duracién mayor
a cinco segundos (19).

Convulsion inducida por electroshock: pre-
via instilacién de una gota de SSN en la cérnea, se
aplicé una descarga de corriente alterna de 60 Hz, 50
mA y 20 ms via para provocar convulsiones tonicas
clénicas generalizadas en los animales no protegidos.
El criterio de proteccion fue la ausencia de la exten-
si6n ténica de los miembros posteriores (19).

Suelo agujereado: como prueba clasificatoria
para determinar el nivel basal de exploracién de
los animales antes de efectuar tanto la prueba del
laberinto en cruz elevado como la de nado forzado,
se aplico la prueba de la placa perforada. Para ello
se colocé al animal en el centro de una plataforma
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de acrilico de 50x50 cm, a 10 cm de altura, con 16
orificios equidistantes de dos cm de didmetro. Se
registré durante 3 min el ntimero de veces que el
rat6n introdujo la cabeza en algtin agujero hasta por
lo menos el nivel de las orejas (20).

Laberinto en cruz elevado (LCE): se utiliz
una plataforma de 25 cm de altura, formada por dos
brazos abiertos opuestos de 30x5 cm y dos brazos
cerrados de 30x5x5 cm, con un 4rea central denomi-
nada zona neutra, de 5x5 cm. Se colocé a cada animal
en la zona neutra, mirando hacia uno de los brazos
cerrados y se observé durante 5 minutos, registrando
el ntiimero de veces que ingresé a cada una de las
zonas y el tiempo de permanencia en éstas (21).

Nado forzado: se coloc6 a cada animal en el
interior de un cilindro de acrilico transparente, de
35 x 24 cm, que contenfa agua hasta la altura de
14cm, registrando el tiempo de nado y de inmo-
vilidad durante cinco minutos. Se asumié como
inmovilidad el estado en que el animal realizé
apenas los movimientos necesarios para mantener
la cabeza fuera del agua (22, 23).

Suefo barbitarico: se administré a cada animal
sometido a la prueba, pentobarbital (50 mg/kg, ip) y
se registrd tanto el tiempo en que tardé en perder el
equilibrio (periodo de latencia) como el tiempo en
que tardé en recuperarlo (periodo de suefio, 24).

Disefio experimental y analisis estadistico

En los experimentos de convulsiones (quimica
y eléctrica) y en los de suefio barbitirico, se asig-
naron aleatoriamente ratones albinos ICR a uno de
tres tratamientos: extracto, control y patrén. Estos
mismos tratamientos se asignaron aleatoriamente
en los experimentos de nado forzado y laberinto
en cruz, una vez los animales fueron clasificados
segtn su actividad motriz en la prueba de la placa
perforada. Se utilizé un tamafio de muestra (n) por
tratamiento de 10-12 animales. Los tratamientos se
administraron por via oral una hora antes de cada
prueba, en voldmenes de 0,1 ml/10 g de peso (ex-
cepto en el caso de diazepam que se administro i.p.).
El extracto se administré en la dosis de 0,5 g/kg. El
tratamiento control correspondié al vehiculo en el
que se suspendid el extracto: la mezcla de glicerina,
propilenglicol y polisorbato en concentraciones de
10, 10y 2 % V/V, completando con agua destilada.
En cada modelo se utilizaron patrones con demos-
trada actividad en ellos: clonazepam (0,5 mg/kg),
fenitoina sédica (20 mg/kg), diazepam (0,5 mg/kg)
e imipramina (15 mg/kg) para PTZ, electroshock,
laberinto en cruz y nado forzado respectivamente.
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En todas las pruebas, excepto en la de suefio
barbittrico, los datos se expresan en términos de
porcentaje con respecto al total. En el caso de la
prueba de laberinto en cruz, el 100% del tiempo
corresponde a la duracién total descontando el
transcurrido en la zona neutra.

En los modelos de laberinto en cruz, nado for-
zado y suefo barbittrico se efectué un anilisis de
varianza de una via seguido de la prueba Tukey/
Kramer. En las pruebas de convulsiones, cuyas res-
puestas fueron cuantales (proteccién o convulsién),
se aplicé la prueba de Fisher. Se asumi6 una p<0,05.
Los datos se procesaron utilizando los programas
de computador Excel® y Open Stat®.

Reactivos y solventes: se utilizaron los si-
guientes firmacos, reactivos y solventes: metanol,
glicerina, propilenglicol 400 (Merck); polisorbato
(Tiween 80), pentilentetrazol (Sygma); difenilhidan-
toina (Epamin, Parke Davis); Clonazepam, Diaze-
pam (Rivotril, Valium, Roche), pentobarbital sédico
(Pentothal, Abbot).

RESULTADOS

Convulsiones por PTZ

El extracto de C. membranacea confirié una pro-
teccion del 73%, comparable estadisticamente a la
obtenida con el clonazepam (80%), en tanto que la
arrojada por el control fue nula.

90 -

80 -
70 -
60 -
50 -
40

*
I *
0 - T I

30 -
20 -
10
Control Clonazepam Extracto

% de Proteccion

Figura 1. Porcentaje de proteccién del extracto
metandlico de C. membranacea (0,5 g/kg, v.0.)
y clonazepam (0,5 mg/kg, v.0.) en la prueba de
convulsién quimica inducida por PTZ (80 mg/kg, sc)
en ratones albinos ICR; *p<0,05 respecto al control.
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Convulsiones por electroshock 60 - *
De modo similar, en la prueba de electroshock N
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1.p.) en el porcentaje de tiempo (barras negras) y
10 de frecuencia (barras grises) de ingreso a las zonas
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Figura 2. Porcentaje de proteccién del extracto Prueba de nado forzado

metandlico de C. membranacea (0,5 g/kg, v.0.)y , L. . . ..

fenitofna sédica (20 mg/kg, v.0) en la prucba de Sélo ?l patrén, 1m1pram1na}, ejercié ef'ectos p.o's1t1-
convulsién inducida por electroshock en ratones vos, arrojando porcentajes de tiempos de inmovilidad
albinos ICR; *p<0,05 respecto al control. de 34 + 2% (209 £ 95), frente a 42 + 2% (209 £ %)

del extracto y 41 = 3% (206 % 14 s) del control.

Prueba de laberinto en cruz elevado 50 -
El extracto ejerci6 efectos significativos (53 =+ 6%), 48 |
en el pardmetro de porcentaje de frecuencia de ac- 46
ceso a las zonas abiertas, superiores incluso a los
observados con el patrén, diazepam (47 % 3%). Rl T
En el pardmetro de tiempo de acceso a esas zonas B 42 -
se observo efecto significativo con diazepam, mas S 40
no con el extracto (48 = 4% y 43 = 8% respecti- <
vamente). El control arrojé respuestas de 37 + 4% 2 38 .
y 33 %= 4% en las variables de frecuencia y tiempo 36 -
respectivamente. 34 .
32
30 : .

Control Extracto Imipramina

Figura 4. Efecto del extracto metandlico de C.
membranacea (0,5 g/kg, v.0.) e imipramina (15 mg/kg,
v.0.) en el porcentaje de tiempo de inmovilidad en
la prueba de nado aplicada a ratones albinos ICR,
*p<0,05 con respecto al control.
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Prueba de suefnio barbitarico

El extracto de C. membranacea no modificé
significativamente ni el tiempo de latencia
(3,4 = 1 min) ni el tiempo total de suefo (52 *+ 7 min)
con respecto al control (3,2 = 0 min y 64 + 5 min
respectivamente).
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Figura 5. Efecto del extracto metandlico de C.
membranacea (0,5 g/kg, v.0.) en el tiempo de latencia
(barras grises) y tiempo total de suefio (barras negras)
en la prueba de potenciacién de suefio inducido
por pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) aplicada a ratones
albinos ICR.

DISCUSION

Los resultados de este estudio sugieren que, en
una primera aproximacioén a las posibles propieda-
des farmacolégicas inducidas por C. membranacea
sobre el sistema nervioso central, el extracto ejer-
cerfa efectos de tipo anticonvulsivante y ansiolitico
segtn las pruebas de PTZ, electroshock y laberinto
en cruz, a la vez que carecerfa de efectos de tipo
antidepresivo e hipnético, segiin las pruebas de
nado forzado y potenciacién de suefio barbitdrico.

En vista de la proteccién conferida en el mo-
delo de convulsiones inducidas por PTZ, esta
especie surge entonces como una fuente posible
de compuestos con actividad frente a las crisis de
ausencia, un tipo particular de trastorno epiléptico
generalizado especialmente frecuente en poblacién
pediatrica. Los compuestos activos de C. membrana-
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cea ejercerian efectos en favor del restablecimiento
del equilibrio sindptico entre circuitos excitatorios
e inhibitorios que se altera en las crisis de ausencia
y que son reproducidos de cierta manera con PTZ.
Para apoyar esa efectividad, pruebas posteriores
tendrian que mostrar que esa proteccion se presenta
no sélo por su capacidad para evitar las convulsiones
por PTZ sino también por evitar las alteraciones
electroencefalogrificas propias de las crisis de
ausencia. En efecto, existe una buena correlacién
farmacoldgica y electroencefalogrifica entre PTZ
y la crisis de ausencia. Farmacoldgica, porque las
sustancias efectivas para prevenir la convulsién por
PTZ suelen ser efectivas en clinica para el control de
este tipo de crisis (25, 26). Electroencefalogrifica,
porque el patrén tan caracteristico de esta alteracién:
la espiga onda lenta, es reproducido por PTZ (27).
Parece ser que este agente facilita la apertura del
canal CI" del recetor GABA,, (28). De ahi que los
agonistas de este receptor, como las benzodiacepi-
nas, sean utiles en este trastorno. Es posible que la
despolarizacién neuronal inducida por PTZ lleve
a la apertura de canales de Ca*?, en particular en
el tilamo anterior, generando las sacudidas tan
particulares de las crisis de ausencia (29, 30). Dado
que el canal de Ca*? se activa por el receptor GA-
BA,, el efecto de PTZ conducirfa a un desbalance
entre los efectos mutuamente antagénicos de los
receptores GABA , y GABA;, a favor de éste en el
tilamo. Precisamente, 4cido valproico y etosuxi-
mida, comparten mecanismos antagonistas de ese
tipo de canal de calcio y son efectivos en el manejo
farmacolégico de pacientes con ese trastorno (26,
31). Por tanto, es necesario examinar si este tipo de
interacciones se presentan en los principios activos
de C. membranacea, ademis de posibles mecanismos
gabaérgicos. Infortunadamente, PTZ tiene limi-
tantes de sensibilidad y especificidad como modelo
de crisis de ausencia. Lamotrigina, por ejemplo, no
previene las convulsiones inducidas por PTZ, no
obstante lo cual es util en el manejo de las crisis
de ausencia (32). Fenobarbital, por otro lado, que
actda sobre el sitio especifico de barbitaricos en el
receptor GABA,, no es efectivo en las crisis de au-
sencia (33). Esto hace necesario evaluar el extracto
y/o los principios activos de C. membranacea en otros
modelos de ausencia, entre ellos la utilizacién de
¥-hidroxibutirato (26).

En vista de la proteccién conferida por
C. membranacea también en el modelo de convul-
sién por electroshock, su espectro se ampliaria
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hasta cubrir las crisis ténicas clénicas generalizadas.
Firmacos que bloquean canales de sodio, como
carbamazepina y fenitoina, son efectivas en este
modelo pero inefectivas frente a PTZ (26) por lo
que luce improbable que los principios activos de
C. membranacea actten a través de este mecanismo.
Los antagonistas del receptor de glutamato también
son efectivos en el modelo de electroshock, espe-
cialmente los de tipo ionotrépico (34). Uno de los
¢jemplos mds notables es felbamato, que bloquea
el receptor de NMDA, efectivo también frente a
PTZ (35). Cabria considerar esa posibilidad en el
caso de C. membranacea. De ser ese el caso, a esta
especie se le abrirfan perspectivas en el campo de
la neuroproteccién (36).

Los agonistas directos del receptor GABA
como benzodiacepinas y barbitiricos, asi como
icido valproico también confieren proteccién en
estos dos modelos de convulsién (37) por lo que el
estudio farmacodindmico de los principios activos
de C. membranacea a acometer subraya la necesidad
de explorar mecanismos gabaérgicos y corrientes
de calcio de bajo umbral (Ca™,).

Es interesante, ademds, observar que el extracto
de C. membranacea confiera proteccién en el mo-
delo de laberinto en cruz elevado, posiblemente
la prueba més utilizada para detectar sustancias
con posible actividad ansiolitica. Cotejando los
resultados con los obtenidos en las pruebas
anteriores, esto sugiere que desde el punto de
vista farmacodindmico, C. membranacea ejerceria
mecanismos gabaérgicos, posiblemente de tipo
benzodiacepinico o antiglutamato, en vista de la
excelente sensibilidad de la prueba para este tipo
de sustancias, a diferencia de aquellos compuestos
ansioliticos que modulan la actividad de circuitos
serotoninérgicos o péptidos centrales (38). Hay que
destacar, ademids, que al menos bajo el esquema
de administracién de dosis tnica, C. membranacea
carece de efectos en la prueba de nado forzado,
perfil que recuerda el comportamiento de benzo-
diacepinas y 4cido valproico (39, 40).

Otro punto de interés es el hecho de que
C. membranacea no pareceria ejercer efectos sedantes,
a juzgar por los resultados de la prueba de suefo
barbitdrico. En ello diferiria de compuestos tipo
benzodiacepinas, que son activas frente a los mode-
los de convulsién por electroshock, pentilentetrazol,
laberinto en cruz e inactivas en el modelo de nado
forzado, pero ejercen importantes efectos sedantes,
caracteristica de los agonistas directos del receptor
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GABA ,, hecho por demis demostrado en la prueba
de suefio barbitirico (41). De ahi que quepa plantear
dudas acerca de si los mecanismos de accién de los
principios de C. membranacea estin vinculados con la
activacién del sitio benzodiacepinico. No obstante,
no se descartarfa que C. membranacea ejerza algtin
tipo de selectividad sobre el subtipo de receptor GA-
BA,, v.gr., sobre el subtipo o, ligado a la proteccién
anticonvulsivante y actividad ansiolitica, mas que
sobre el a, ligado al efecto sedante (42).

La marcha fitoquimica del extracto de C. mem-
branacea arrojé la presencia de taninos, terpenoides
y flavonoides, metabolitos que se han identificado
en especies con efectos anticonvulsivantes (43-45).
Cabe destacar a rutina, como flavonoide con propie-
dades anticonvulsivantes cuando se administra via
icv, debido posiblemente a la activacion alostérica
del receptor GABA, (46). Estos resultados, por lo
tanto, apuntan a la consideracién de C. membranacea
como una fuente potencial de origen natural de sus-
tancias con actividad anticonvulsivante y ansiolitica
y ayudan a dar soporte a su uso etnobotinico.
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