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Resumen

Se evaluo €l efecto neurofarmacol 6gico de las fracciones acuosa, etandlica, cloroformicay toluénicaa
partir de hojas secas de Brunfelsia nitida Benth, mediante su administracién aguda sobre modelos de la
conducta exploratoriay pruebas de analgesia. La fraccion acuosa produjo un efecto sedante en la
conducta exploratoria en ladosis de 100 y 500 mg/kg y redujo significativamente la respuesta a dolor
en forma dosi s dependiente en la prueba inducida por acido acético, sin producir cambios en el tiempo
de reaccion del método del plato caliente. Lafraccion etandlica provoco una disminucion significativa
de la conducta exploratoria en la dosis de 200 mg/kg sin afectar lalatenciay e tiempo de permanencia
en €l circulo central, asi como una disminucion de las contorsiones inducidas por acido acético en las
dosisde 40 y 200 mg/kg y en el tiempo de reaccién del plato caliente. Lafraccion clorof ormica produjo
efecto sedante en la conducta exploratoriaaladosis de 40 y 200 mg/kg, sin modificar lalatenciay el
tiempo de permanencia en €l circulo central. Estas dosis redujeron significativamente la respuesta al
dolor inducida por &cido acético sin modificar € tiempo de reaccion. La fraccion toluénica no modifico
ninguno de los model os empleados. No se observé paralelismo entre las curvas dosis-efecto de la
conducta exploratoriay analgesia de cada fraccion, por tanto los resultados sugieren que no existe
relacion molecular entre ambos efectos farmacol 6gicos. En conclusion, los efectos sedantes y

anal gésicos encontrados parece que se deben a distintos principios activos.
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El género Brunfelsia pertenece alafamilia de las Solanaceas, ricas en alcaloides, la cual posee 42
especies encontradas en €l oeste delalndiay en el Sur de América. A este género se le ha atribuido por
la poblacion acciones antidiurética, emética, anestésica, abortiva, antiinflamatoria, analgésicas,
estimulante del peristaltismo, narcotica, vertigo, entre otras. En especial, la Brunfelsia nitida Benth se
utiliza para bafios medicinales y se ha encontrado que sus frutos son ricos en alcaloides.1

En este género, y especificamente en esta especie, no se han encontrado informaciones en laliteratura en
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los gue se haya comprobado cientificamente los efectos farmacol 6gicos popul armente descritos.

Dentro de la neurologia experimental, es de interés encontrar compuestos que permitan el tratamiento de
sindromes neurol 6gicos. Es conocido que algunos de estos sindromes concomitan con dolor como en el
caso del dolor neural crénico, en laneuralgiadel trigémino, neuropatias, entre otras.2-6 y un tratamiento
inadecuado puede conducir a consecuencias adversasy ser causa de complicaciones clinicasy/o
desarrollo del dolor crénico incidiendo en la calidad de vidadel individuo.’

Basado en estas consideraciones, se hace necesariala busqueda de principios activos que presenten
efectos sedantes y analgésicos.

El propésito del presente trabajo fue estudiar |os posibles efectos sedantes y analgésicos de la planta
mediante la administracion aguda de las fracciones acuosa, etandlica, cloroférmicay toluénica, en
modelos de analgesiay conducta exploratoria, y valorar si |os mecanismos moleculares responsables de
estos efectos se encuentran relacionados.

Métodos

La especie Brunfelsia nitida fue identificada por el Dr. Victor Fuentes Fiallo y registrada con el nUmero
de herbario ROIG 4704. Fue recolectada en el mes enero de 2002.

L os experimentos se realizaron en ratones machos, de lalinea OF1, de 18 a 22 g de peso corporal. Se
utilizaron 4 grupos de animales a los cuales se les administraron correspondientemente 3 dosis de una
fraccion delaplantay salina (NaCl 0,9 %) al grupo control, con excepcion de lafraccion etandlicaen
donde el control recibi6 etanol a 6 % en solucion salina

El extracto etandlico se diluy6 en polivinilpirrolidonaa 1 % y después de secado al bafio de maria se
disolvio en etanol a 6 % en solucion salina. La fraccion acuosa se empleo en las dosis de 20,100, 500 y
1 000 mg/kg, en las restantes fracciones se emplearon las dosis de 8, 40 y 200 mg/kg.

Lasfraccionesy la solucién se administraron por via intraperitoneal, en volumen de 0,01 mL/g de peso
corporal, 30 min antes de comenzar la observacion.

Método de extraccién

Consistio en secado al aire del material vegetal, atemperatura ambiente. Luego, este material se triturd
hasta quedar en pedazos muy pequefios y se colocd en un dedal de un equipo soxhlet de extraccion
continua (80 g de plantay 750 mL). Las extracciones se realizaron durante 8 a 16 h, de forma sucesiva
sobre el mismo material vegetal con los siguientes disolventes: cloroformo, tolueno, etanol y agua. 8 Las
fracciones de forma independiente se concentraron a extracto seco con la utilizacién de un
rotoevaporador al vacio, calculandose su rendimiento por gravimetriay se guardaron en desecadora
hasta el momento de realizar su evaluacion biologica.
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Conducta exploratoria

La conducta exploratoria se observo en ratones mediante un recipiente de campo abierto, con una pared
de 15 cm de ato y un diametro de 30 cm. En € piso se dibujo6 un circulo concéntrico de 10 cm de
didmetro. 9 La observacién comenzo con la colocacion del animal en el circulo central y a partir de ese
momento se midieron los indicadores siguientes: 1. latencia (tiempo inicial transcurrido en €l circulo
central), 2. nUmero de empinamientos, 3. nimero de veces que &l animal atraviesa el circulo central-
conducta diagonal y 4. tiempo de permanenciatotal transcurrido en €l circulo central durante el tiempo
de observacion. Se empled un crondmetro manual-mecanico y €l tiempo total de observacion fue de 6
min.

Pruebas de analgesia

Prueba del &cido acético. Se inyecto acido acético a 0,6 % por viaintraperitoneal y se observaron
inmediatamente |as contorsiones y estiramientos producidos durante 20 min.10

Plato caliente. Los ratones se colocaron encima de una plancha metalica puesta en contacto directo con
el agua de un ultratermostato mediante unas pal etas soldadas en su superficie inferior.10 Los ratones
fueron restringidos en su movimiento con € empleo de un cilindro de vidrio de 10 cm de diametro y 15
cm de dtura, latemperatura empleada fue de 54 + 1° C. El tiempo de reaccion se tomé como €l tiempo
de demora de lamido de una de las patas traseras 0 salto y €l tiempo de observacion total fue de 2 min.

Resultados

Las dosis de 100 y 500 mg/kg de la fraccion acuosa provocaron una disminucion significativa del
numero de cruces mas empinamientos (tabla 1), sin afectar lalatencia, ni el tiempo de permanencia total
en €l circulo central.

Tabla 1. Efectos de diferentes dosis de la fraccion acuosa de B. nitida sobre la conducta exploratoria

Dosis (mg/kg)

Solucidn
salina
20 100 500
Latencia (s) 1,1 1,2 1,2 1,4

T-circulo (s) 9,2 8,8 6,7 51
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No. Cruces 50,4 38,8 25,0 * 25,7 *
mas empinamientos

n = 10. Los datos representan las medias.
T - circulo: tiempo de permanenciatotal transcurrido en el circulo central.
* (p < 0,05) respecto a solucién salina segun las pruebas de Kruskal-Wallisy U de Mann-Whitney.

El efecto deladosis de 1 000 mg/kg del extracto acuoso sobre la conducta exploratoria no se muestra,
yaque €l tratamiento con este extracto provocd movimiento de sacudidas, cola de Straub, convulsiones
mioclénicasy convulsiones tonico clonicas secundariamente generalizadas que condujeron ala muerte
del animal de formainmediata.

Lafraccion acuosa disminuyd significativamente el nimero de contorsionesy estiramientos inducidos
por acido acético, en unaforma dependiente de ladosis, pero no afect6 el tiempo de reaccion del plato
caliente (tabla 2).

Tabla 2. Efecto de diferentes dosis de la fraccion acuosa de B. nitida sobre el método del plato caliente
y la prueba de acido acético

Dosis Tlempo de reaccion: Numero de estiramientos y contorsiones
lamidos de patas
(mg/kg)
traseras o saltos (s)

Solucion salina 55 55,0

20 6,6 35,4*

100 8,2 22,6 **

500 6,0 0,8**

n = 10. Los datos representan las medias.
* (p<0,05), ** (p< 0,01) respecto a solucién salina segun las pruebas de Kruskal-Wallisy U de Mann-
Whitney.

En lafigura 1, se puede observar la ausencia de paralelismo entre las curvas dosis-efecto de la conducta
exploratoriay de la prueba de analgesia.
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Fig. 1. Curvas dosis-efecto del extracto acuoso de B. nitida de la conducta exploratoriay de la prueba de
irritacion peritoneal inducida por acido acético.

Laadministracion aguda de la fraccién etandlica produjo una disminucion significativa del nimero de
cruces mas empinamientos con la dosis de 200 mg/kg (tabla 3), sin afectar lalatenciay € tiempo de
permanenciatotal transcurrido en el circulo central.

Tabla 3. Efectos de diferentes dosis de la fraccion etandlica de B. nitida sobre la conducta exploratoria

Diluente Dosis (mg/kg)
8 40 200
Latencia (s) 1,0 1,2 1,0 1,1
T-circulo (s) 12,3 9,2 8,8 7,1
No. cruces mas 41,6 30,4 30,0 18,78 *
empinamientos

n = 10. Los datos representan las medias.
Diluente: etanol al 6% en solucion salina.
T - circulo: tiempo de permanenciatotal transcurrido en el circulo central.
* (p < 0,05), respecto al diluente seguin las pruebas de Kruskal-Wallisy U de Mann-Whitney.

Lafraccion etandlica disminuyd significativamente el nimero de contorsionesy estiramientos inducidos
por acido acético alas dosis de 40 y 200 mg/kg, asi como en las dosis de 8 y 200 mg/kg €l extracto
disminuyd significativamente el tiempo de reaccion del plato caliente (tabla 4).

Tabla 4. Efecto de diferentes dosis de la fraccion etandlica de B. nitida sobre el método del plato
calientey la prueba de acido acético
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. Tiempo de reaccion:
Dosis ) . o .
lamidos de patas Numero de estiramientos y contorsiones
(mg/kg)
traseras o salto (s)
Diluente 9,6 29,8
8 5,0* 19,8
40 8,7 5,3 **
200 4 1* 3,8%*

n = 10. Los datos representan las medias.
Diluente: etanol a 6 % en solucién salina.
* (p<0,05),** (p <0,01) respecto a diluente seguin las pruebas de Kruskal-Wallisy U de Mann-
Whitney.

Lafigura2 muestra 2 curvas dosis-efecto de la fraccion etandlica, una de la conducta exploratoriay otra,
de la prueba de analgesia plantar, las cuales no son coincidentes.
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Fig. 2. Curvas dosis-efecto del extracto etandlico de B. nitida de la conducta exploratoriay de la prueba
de irritacion peritoneal inducido por acido acético.

Lafraccion cloroférmica provoco una disminucion significativa del nimero de cruces méas
empinamientos con la administracion de las dosis 40 y 200 mg/kg (tabla 5). Sin embargo no afect6 la
latencia, ni € tiempo de permanenciatotal en €l circulo central.

Tabla 5. Efectos de diferentes dosis de la fraccion clorofdérmica de B. nitida sobre la conducta
exploratoria
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Dosis (mg/kg)
Solucién salina
8 40 200
Latencia (s) 1,7 1,2 11 1,1
T-circulo (s) 20,2 24,0 23,5 13,8
No. cruces mas 42,3 32,4 11,1* 10,8 *
empinamientos

n = 10. Los datos representan las medias.
T - circulo: tiempo de permanenciatotal transcurrido en e circulo central.
* (p < 0,001), respecto a solucién salina seguin las pruebas de Kruskal-Wallisy U de Mann-Whitney.

Lafraccion de cloroformo disminuyd significativamente el nimero de contorsionesy estiramientos
inducidos por acido acético en las dosis de 40 y 200 mg/kg. El tiempo de reaccion del plato caliente no
fue modificado por lafraccion de cloroformo (tabla 6).

Tabla 6. Efecto de diferentes dosis de la fraccién cloroférmica de B. nitida sobre el método del plato
calientey la prueba de &cido acético

Dosis Tiempo de reaccion:
(mg/kg) lamidos de patas Numero de estiramientos y contorsiones

traseras o salto (s)

Solucion salina 97+14 37,0+ 3,1
8 13,7+1,9 26,8 + 5,7

40 82+1,7 175+3,1*

200 11,9+2,0 12,4+3,0*

n = 10. Los datos representan las medias * errores estandares.
* (p < 0,001), respecto a solucién salina segun las pruebas de ANOVA y Duncan.
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En lafigura 3, se puede observar la ausencia de paralelismo entre las curvas dosis-efecto de la conducta
exploratoriay de la prueba de analgesia con la fraccién de cloroformo.
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Fig. 3. Curvas dosis-efecto del extracto cloroformico de B. nitida de la conducta exploratoriay de la
prueba de irritacion peritoneal inducida por acido acético. Serealizd un gjuste en las curvas dosis-efecto
y en la comparacion de las pendientes de las rectas se encontraron diferencias significativas (p<0,05)
segln la prueba de regresion (rectas no paralelas). n=10.

La administracion aguda de la fraccion toluénica no gercié efecto alguno sobre los indicadores de la
conducta exploratoria (tabla 7).

Tabla 7. Diferentes dosis de la fraccion toluénica de B. nitida sobre la conducta exploratoria

Dosis (mg/kg)
Solucioén salina
8 40 200
Latencia (s) 1,1 1,1 1,1 1,1
T-circulo (s) 5,3 13,4 11,1 13,5
No. cruces mas 31,9 32,7 31,5 43,4
empinamientos

n = 10. Los datos representan las medias.
T - circulo: tiempo de permanenciatotal transcurrido en el circulo central.

La fraccion de tolueno no modificd el nUmero de contorsiones y estiramientos inducidos por &cido
acético, ni sobre €l tiempo de reaccion del plato caliente (tabla 8).

Tabla 8. Diferentes dosis de la fraccién toluénica de B. nitida sobre el método del plato calientey la
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prueba de &cido acético

Dosis Tiempo de reaccion:
(mg/kg) lamidos de patas Numero de estiramientos y contorsiones
traseras o saltos (s)

Solucion salina 8,8+0,8 29,1+6,1
8 8,1+25 39,7+7,4

40 6,8+3,0 30,6 +4,9

200 8,4+3,7 24,2+5,6

n = 10. Los datos representan las medias + errores estandares.

Discusioén

L os resultados demuestran |a presencia en la Brunfelsia nitida de principios activos con acciones
analgésicay sedante. La falta de paralelismos entre las curvas de ambos efectos pudiera indicar que los
mecani smos mol ecul ares correspondientes a estas acciones son diferentes. Esto se corresponde con €l
hecho de que el efecto analgésico se manifiesta solo en el modelo de irritacion peritoneal por acido

acético, particularmente sensible a los anal gésicos de accién periférica 11,12

Con laexcepcion del extracto etandlico, €l cual produjo una disminucion significativa del tiempo de
reaccion en €l plato caliente, el resto de los extractos no tuvieron efecto en este modelo, por lo quela
planta no parece tener principios activos con accidn analgésica central. El efecto hiperalgésico de dicho
extracto pudiera corresponderse con las caracteristicas y |os mecanismos moleculares de los
barbitaricos, los que suelen ser hiperalgésicos cuando se administran a dosis subanetésicas,

particularmente en individuos con presencia de dolor.13

El efecto sedante de |os extractos en la conducta exploratoria debe estudiarse en otros model os que
permitan tipificar este efecto dentro de la clasificacion de los psicofarmacos de referencia, tales como
ansioliticos, antidepresivos, neurolépticos, entre otros.

L os efectos aqui descritos de la planta estéan en correspondencia con algunos de los usos informados para
el género de las Solanaceas dentro de lamedicinatradicional, al cual se le atribuye acciones

antiinflamatoria, analgésica, anestésica, y narcética.l
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En conclusion, los efectos sedantes y anal gésicos encontrados parece que se deben a distintos principios
activos.

Summary

Effects of aqueous, ethanol, chloroform and toluene extracts of Brunfelsia nitida Benth on the
animal’s exploring behavior and analgesia tests

The neuropharmacological effect of agqueous, ethanol, chloroform and toluene fractions from Brunfelsia
nitida Benth dry leaves, through acute administration, on animal's exploring behavior and analgesia test
models was assessed. The agqueous fraction had a sedative effect on animal's exploring behavior at doses
of 100 and 500 mg/kg and significantly reduced dose-dependent response to pain in acetic acid-induced
test, without changes in the reaction time of the hot-plate method. The ethanol fraction brought about a
significant reduction of the animal's exploring behavior at a dose of 200 mg/kg without affecting latency
and length of stay in the 10-cm central circle aswell as a decrease in acetic acid-induced contortions at
doses of 40 and 200 mg/kg and in the reaction time of the hot-plate method. The chloroform fraction had
a sedative effect on the animal's exploring behavior at doses of 40 and 200 mg/kg without changing
latency and length of stay in the 10-cm diameter. central circle. These doses significantly reduced acetic
acid-induced response to pain without modifying the reaction time. The toluene fraction did not change
any of the used models. No parallelism was observed between the dose-effect curves of the animal”s
exploring behavior and the analgesiatest of each fraction; therefore, the results indicate that there is no
molecular relation between both pharmacological effects. In conclusion, the sedative and analgesic
effects seem to be caused by different active principles.

Key words: Brunfelsia nitida Benth, exploring behavior, analgesia.
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