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Seguimiento bioguiado de la actividad anticonvulsivante
del extracto etandlico de los frutos de Apium graveolens

Javier Rincén*, Mario Francisco Guerrero*!, Jennie Andrea Cardozo y Roberto Pinzén*.

Resumen

El seguimiento bioguiado del extracto etanélico obtenido de los frutos de Apium graveolens L. condujo al
aislamiento de un compuesto orgénico aromatico altamente efectivo para el control de la convulsién indu-
cida por electroshock en ratones (88 9% de proteccion). Estos resultados sugieren que el compuesto po-
dria constituirse en fuente potencial para la obtencién de nuevas alternativas farmacolégicas en el
tratamiento de las crisis ténico clénico generalizadas.
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Summary
Bioguided evaluation of anticonvulsivant activity of the ethanolic
extract of Apium graveolens fruits
The bioguided evaluation of the ethanolic extract obtained from the fruits of Apium graveolens L. led to the

isolation of a organic compound highly effective to prevent maximal electroshock seizure in mice (88%
protection). This result suggests that the compound could be a potential source of anticonvulsant drug for

the treatment of the tonic clonic seizures.

Key words: Apium graveolens — Maximal electroshock seizures — Bioguided fractioning.

Introduccién

Con el término de epilepsia se designa una serie
de trastornos de tipo paroxistico y recurrente en la
actividad eléctrica cerebral, de causa inmediata no
identificable (1). Segin la Organizacién Mundial
de la Salud, aproximadamente 18 de cada 1000
habitantes sufren de este trastorno. Colombia fi-
gura entre los paises de mayor prevalencia (2).
La farmacoterapia antiepiléptica convencio-
nal sigue siendo insuficiente para controlar efecti-
vamente un importante grupo de pacientes,
ademis de inducir con frecuencia notorios efectos
adversos (3). Los anticonvulsivantes introducidos
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en las dltimas dos décadas han ampliado las opcio-
nes terapéuticas y mejorado la respuesta clinica de
un buen nimero de pacientes; no obstante, per-
sisten todavia problemas relacionados con la falta
de eficacia y de seguridad. Hay por lo tanto con-
senso general acerca de la necesidad de nuevos y
efectivos farmacos anticonvulsivantes (4).

Los productos naturales han contribuido no-
toriamente al arsenal terapéutico. Alrededor de la
mitad de los productos farmacéuticos disponibles
son de origen natural (5). Actualmente son objeto
de un renovado interés dado que apenas una mi-
nima fraccién de la biodiversidad ha sido
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explorada farmacolégicamente y a que se cuenta
con eficientes técnicas de reconocimiento de la
actividad bioldgica y de la identidad quimica de los
compuestos presentes (5-7). Si bien se requicren
ingentes esfuerzos para obtener farmacos a partir
de fuentes naturales, ¢s enteramente coherente
buscar nuevas sustancias con actividad anticonvul-
sivante a partir de moléculas de origen natural (8).

Apium graveolens (Umbelliferae) figura entre
las plantas con uso etnobotanico como anticon-
vulsivante. La infusién obtenida de sus frutos se
ha utilizado para estos fines en regiones tan dis-
tantes como China y Colombia (9,10). A otras
plantas de la familia Umbelliferae, tales como
Pimpinella anisum, Ferula gummosa y Radix bupleuri,
también se les ha documentado efectos anti-
convulsivantes (11-13). En un trabajo anterior
se identificé la actividad anticonvulsivante del
extracto etandlico de frutos de Apium graveolens
en el modelo de convulsién méaxima inducido
eléctricamente en ratones (14). En este estudio
se presenta la estrategia de seguimiento fitoqui-
mico bioguiado con el fin de avanzar en la iden-
tificacién del constituyente o constituyentes
responsables de la actividad farmacolégica.

Parte Experimental

Obtencidn y caracterizacién
del extracto

El extracto de los frutos de Apium graveolens
(variedad Tall Utah) se preparé por percola-
cién a partir de 458 g de material vegetal seco y
posteriormente se concentré a presién redu-
cida en rotavapor. El material obtenido se es-
tudié fitoquimicamente por cromatogratia en
capa delgada para la determinacién de metaboli-
tos biolégicamente activos (cumarinas, alcaloides,
saponinas, flavonoides, terpenos y antraquinonas),
utilizando cromatofolios de silicagel HF,s,, sol-
ventes de polaridad apropiada y reveladores uni-
versales y especificos (UL.V,, hidroxamato férrico,
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Dragendorft modificado, Vainillina-dcido orto-
fosférico, Godin, NP-PEG, KOH/EtOH).

Extraccion y fraccionamiento

El fraccionamiento del extracto etandlico de
Apium graveolens se realizé con solventes de dife-
rente polaridad (Tab. I). El extracto etanélico
seco (EE, 19.3 g) se extrajo en cloroformo y el
residuo resultante fue tratado con agua destila-
da, seguido de extracciones sucesivas con voli-
menes iguales de cloroformo. El extracto
cloroférmico obtenido (EC1) se secé con sulfa-
to de sodio anhidro y posteriormente se con-
centré en rotavapor. La fase acuosa se filtré,
concentrd y liofilizé (EA, 7.1 g). Un sélido in-
soluble resultante de la particién (S1, 2.4 g) se
separ6 y guardé en un desecador.

El extracto cloroférmico (ECI, 9 g) se
fraccioné por tratamiento con hexano y una
mezcla de metanol-agua 1:9. El extracto de he-
xano se sec con sulfato de sodio anhidro y luego
se concentré (EH, 2.05 g). El extracto metandli-
co acuoso se concentrd, liofilizé (EMI, 5.50 g) y
posteriormente se someti6 a particiéon con clo-
roformo y una mezcla de metanol-agua I:1. Tan-
to el extracto cloroférmico (EC2, 4.49 g) como
el metandlico acuoso (EM2, 0.95 g) se concen-
traron en rotavapor y este dltimo se liofilizé.
Con las fracciones obtenidas se realizé un estu-
dio fitoquimico para determinar los principales
grupos de metabolitos presentes.

Fraccionamiento del extracto
cloroférmico EC2 por cromatografia
en columna

El extracto cloroférmico (EC2) se purificé por
cromatografia en columna (Tab. 1). Este ex-
tracto fue redisuelto en cloroformo, absorbido
en 6 g de silica gel 0.063 mm - 0.2000 mmy el
solvente evaporado. El montaje de la columna
se realizé con una suspensién de silica gel (55 g)
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en hexano (200 mL), seguida del extracto ad-
sorbido. Los solventes y/o mezcla de solventes
utilizados para la elusién de la columna fueron
hexano, cloroformo y metanol. Las fracciones
obtenidas se analizaron por cromatografia en
capa delgada y de acuerdo a los resultados se
unieron las que presentaron compuestos
similares.

Fraccionamiento de la fraccion
cloroférmica F1 por Cromatografia
Liquida de media presiéon (MPLC)

La fraccién F1 obtenida de la cromatografia
en columna (mayor indice de proteccién en
el ensayo realizado) se caracterizé mediante
técnicas cromatogréficas y espectroscépicas.
Asf mismo ésta se sometié a MPLC (Medium
Pressure Liquid Chromatography). 803 mg
de la fraccién fueron adsorbidos en 2.5 g de
silica gel 60F y utilizados para el montaje. Se
usaron hexano, cloroformo, metanol y mez-
clas de éstos como eluentes. Las fracciones
obtenidas se unieron de acuerdo a su andlisis
cromatogratico, para someterlas a las pruebas
farmacolégicas.

Convulsion maxima inducida
por electroshock

Ratones albinos de cinco a ocho semanas de
edad procedentes de la colonia ICR fueron su-
ministrados por el Bioterio del Departamento
de Farmacia de la Universidad Nacional. Se
mantuvieron en condiciones controladas de ci-
clos 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
el extracto etandlico total de frutos (EE, 500
mg/kg), difenilhidantoina (20 mg/kg), vehiculo
(glicerina 10%, polipropilenglicol 10%, tween
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80 1%, agua 79%) y, siguiendo el procedimeit-
no bioguiado, las siguientes fracciones: EA,
ECI,EH, EM1,EC2 EM2 F1,F3,F10yF1.4;
500 mg/kg. 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 unicamente 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 aplic6 una descarga eléctrica
via corneal de 50 mA de 60 Hz (15). De acuer-
do con pruebas preliminares se fij6 la duracién
de la descarga en 30 milisegundos, tiempo sufi-
ciente para provocar la convulsién ténico cléni-
co generalizada en la mayoria de animales del
grupo control. Previamente se instil4 una gota
de solucién salina isoténica en cada ojo, para
mejorar la conduccién eléctrica.

Se catalogé como protegido de la convul-
sién, aquel animal en el que no se presentd la
extensiéon ténica de las extremidades inferiores
(15). Se utilizé6 un estimulador eléctrico que
permite administrar pulsos de corriente o vol-
taje 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 enla Ley 84 de 1989 de la
Republica de Colombia.

Farmacos y soluciones

Se utilizaron los siguientes productos: difenilhi-
dantoina (Epamin®, suspension); glicerina,
tween 80, etanol 96%, cloroformo, hexano,
metanol (Merck).
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Analisis de datos y estadistica

Se siguié una distribucién de tratamientos
Completamente al azar. Los tratamientos co-
rrespondientes fueron: el extracto etanélico to-
tal de los frutos de Apium graveolens, fenitoina
sédica (20 mg/kg po) como patrén, el vehiculo
como control y las fracciones EA, EC1, EH,
EMI1, EC2, EM2, F1, F3, F10y F1.1. El anélisis
estadistico se llevé a cabo mediante la prueba
de chi?, indicada cuando la variable de medicién
es de tipo cuantal (16). El nivel de significancia
escogido fue de 0.05. Para el andlisis de los da-
tos se utilizaron los programas EXCEL MS-97®
y SPSS®, v 7.5,

Resultados
Fraccionamiento

La cromatografia en capa delgada del extracto
etandlico de los frutos de Apium graveolens reve-
16 la presencia de compuestos que dan prueba
positiva para alcaloides, terpenoles y/o esteroi-
dales, cumarinas, flavonoides y saponinas. El

rendimiento de las fracciones resultantes del ex-
tracto etandlico de Apium graveolens se muestra en

la Tabla No 1.

La fraccién cloroférmica F1 se caracterizé
por espectroscopfa IR revelando la presencia
sustancias aromadticas (3050 cm!, 1400-1600
cm'), banda caracteristica para grupo carboni-
lo (1754 cm™') y otras bandas pertenecientes a
moléculas con radicales alifaticos. Esta fraccién
se someti6 a purificacién por MPLC y se obtu-
vieron siete subfracciones, que presentaron
sustancias que por cromatografia en capa delga-
da revelaron positivo con Dragendorff (F1.2,
F1.3, F1.4 y FL.5), Godin (F1.2, F1.3, F1 4,
F1.5, F1.6 y F1.7) o presentaron fluorescencia
azul al UV 365 nm (F1.5, F1.6, F1.7). El andli-
sis cromatogréfico de la fraccién F1.3 mostré
una sustancia en mayor proporcion, comparada
con las demds subfracciones que presentaron
varios constituyentes, y se caracterizé por es-
pectroscopia IR permitiendo detectar la pre-
sencia de una molécula aromitica (3050 cm-!,
1400-1600 cm'!), con grupos metileno, metilo
(2962 cm!, 2853 cm') y carbonilo (1760

cm?).

Tabla 1. Fraccionamiento ﬁtoqufmico a partir del extracto etandlico de los frutos de los frutos de

Apium graveolens.

EE*, 19.3 g 1
) ECL,9.00 g - EA,7.10g | S1,2.40¢ |
| EMI, 5.50 g | EH,2.05g
| EM2, 0.9531 EC2M 4.49g |
Fl ' F2, F3, F4, F5, F6

| ) T

|
FL1,F1.2,F1.3, |
F1.4,FLS, F1.6, F.17|

| F1,E8,F9, F10 |

*EE: extracto etandlico, EC1: extracto cloroférmico 1, EA: extracto acuoso, S1:sélido 1, EMI; extracto metandlico 1, EH: extracto

hexdnico, EM2: extracto metandlico 2, EC2: extracto cloroférmico 2.
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Pruebas biolégicas

En la Figura 1 se observan los porcentajes de
proteccién de todos los tratamientos utilizados.
Los grupos patrén y control (fenitoina y vehi-
culo) arrojaron porcentajes de 77 y 22 % res-
pectivamente. EE confirié una proteccién del
100%. EAy EC1 obtenidos a partir de EE pre-
sentaron indices de proteccién de 0 y 86 %
respectivamente. EM1 y EH derivados del
fraccionamiento de EC1, arrojaron indices de
proteccién de 86y 100 %. Los extractos EC2 y
EM2 obtenidos de EMI; presentaron una
marcada diferencias en sus indices de protec-
cién: 86y 0 %. Las fracciones F1, F3 y F10 ob-
tenidas de la purificacién por cromatografia en
columna de EC2, presentaron proteccién de
88,25y 0 %. La fraccién F1.4, purificada por
MPLC a partir de F1 presenté 88 % de pro-
teccién. Con la fraccién EH que present6 el
mayor indice de proteccién no se continué el
estudio bioguiado debido a su escasa cantidad
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Figura 1. Porcentajes de proteccién frente a la convul-
siébn méxima inducida eléctricamente en ratones de las
fracciones y subfracciones obtenidas de frutos de Apium
graveolens, fenitoia sédica (20 mg/kg vo), y control
(vehiculo: 0,01 ml/g de peso; n=8-10 animales por gru-
po). ES: fenitoina s6dica, C: control, EE: extracto etan6-
lico, EC1: extracto cloroférmico 1, EA: extracto acuoso,
EH: extracto hexdnico, EMI: extracto metandlico 1,
EC2: extracto cloroférmico 2, EM2: extracto metandlico
2, F1: subfraccién F1 obtenida de EC2, F3: subfraccién
F3 obtenida de EC2, F10: subfraccién F10 obtenida de
EC2, F1.4: subfraccién F1.4 obtenida de EC2.
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y a que presentaba, por anilisis por CCD, simi-
litud con la fraccién EC2.

Discusién

Este estudio ha permitido confirmar la activi-
dad anticonvulsivante de los frutos de Apium
graveolens, reconocer sus grupos metabélicos
principales y avanzar en su caracterizaciéon qui-
mica y farmacolégica.

El anilisis fitoquimico permitié confir-
mar la presencia de cumarinas, flavonoides,
terpenoides y/o esteroles asi como compues-
tos de variadas polaridades que dan prueba
positiva para alcaloides por CCD. Algunas cu-
marinas han sido previamente descritas en
Apium graveolens (17-18) y han sido confirma-
das en este estudio en las fracciones EC1, EC2,
EMI, EM2 y EH.

La actividad anticonvulsivante pareceria
estar ligada a la presencia de compuestos de
baja polaridad, que revelan positivo en la prue-
ba para alcaloides y que mostraron una notable
respuesta, tales como los presentes en la frac-
cién F1, a diferencia de las presentes en la frac-
cién F3, que posee compuestos similares pero
de mediana polaridad y de los detectados en la
fraccién F10, que carece de unos y otros. Este
planteamiento se refuerza con la alta proteccién
obtenida con la subfraccién F1.4 en la que se
confirmé la presencia de un compuesto de baja
polaridad, que da positivo en la prueba de Dra-
gendorff por CCD.

El espectro IR de la fraccién F1, que co-
rresponde a una mezcla, revel6 la presencia de
compuestos aromdticos y alifiticos. La subfrac-
cién F1.4 proveniente de F1 (proteccién del
88 %), presenta en el espectro IR bandas que
pueden atribuirse a una molécula con una por-
cién alifatica y otra aromatica, con un grupo
carbonilo y que pueden tener un grupo amino
secundario.
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Todos estos datos apoyan la idea de un
compuesto poco polar, de bajo peso molecular,
que da prueba positiva para alcaloides, aromati-
co, con un grupo funcional carbonilo y que po-
siblemente sea una amina secundaria, como el
responsable, o cuando menos, uno de los res-
ponsables de la actividad anticonvulsivante de
frutos de Apium graveolens. Es evidente que una
sustancia anticonvulsivante debe ser capaz de
atravesar la barrera hematoencefilica y la es-
tructura quimica de este compuesto le conferi-
ria la lipofilicidad necesaria para acceder al
SNC. Actualmente se adelantan estudios adi-
cionales para confirmar la estructura de la o las
moléculas activas.

Se ha reportado gran cantidad de com-
puestos aislados de Apium graveolens dentro de
los que se destaca el 3-n-butilftalido que posee
efectos antiisquémicos (19). Otros compuestos
relacionados con el anterior como el sedanéli-
do y los senkiundlidos y un compuesto derivado
del indol han sido estudiados para evaluar su ac-
tividad antioxidante e inhibidora de la ciclooxi-
genasa y la topoisomerasa (20).

Los parametros de descarga eléctrica utili-
zados en este estudio se ajustaron en esencia a
lo descrito por Swinyard y col., (15) si bien se
modificaron en lo relacionado con la duracién
del estimulo. Dada la alta sensibilidad de la co-
lonia de ratones ICR hubo necesidad de dismi-
nuir la duracién de la descarga al orden de 30
ms (21). El alto indice de proteccién observa-
do con el patrén utilizado, fenitoina sédica, y a
la vez el alto indice de convulsién en el grupo
control, permitieron confirmar que las condi-
ciones establecidas fueron adecuadas.

Es importante resaltar los altos indices de
proteccién obtenidos a partir de EE y algunas
de las subsecuentes fracciones activas (entre 87
y 100%), estos valores indican que la actividad
anticonvulsivante no decrece con los procesos
de purificacién, como si suele ocurrir con un
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buen nimero de productos naturales (22). Un
estudio posterior, tipo dosis-respuesta tendien-
te a identificar la DE, permitird verificar si la
potencia anticonvulsivante se incrementa con el
compuesto puro.

Si se llega a establecer un buen indice de
seguridad (relacién DE/DTy,) se estaria ha-
blando de un compuesto potencialmente pro-
misorio. La escasa cantidad obtenida no
permitié efectuar un estudio dosis-respuesta en
esta ocasién. Es de esperarse en principio una
baja toxicidad aguda teniendo en cuenta que en
estudios previos se confirmé el aparente buen
perfil de seguridad del extracto de frutos de
Apium graveolens, dado que mostr6 una Clj, del
orden de 385 mg/kg, vo, en tanto que no se evi-
denciaron signos importantes de déficit neuro-
légico, segin la Prueba de Irwing y del Eje
Rodante, incluso hasta la dosis de 1000 mg/kg
(14). En este trabajo, se evalué la toxicidad agu-
da del la fraccién EH, con las mismas pruebas y
tampoco se evidenciaron signos neurotdxicos
hasta con 1000 mg/kg vo. En cualquier caso ha-
bria que considerar con precaucién la posible
toxicidad subaguda y crénica del compuesto.
Cabe mencionar por ejemplo que compuestos
presentes en apio, tales como psoralenos, ber-
gaptenos y xantoxinas son fotosensibilizantes y
potencialmente fotomutagénicos (23).

La convulsién méxima inducida eléctrica-
mente viene siendo utilizada desde hace tiempo
como modelo de las crisis ténico clénico gene-
ralizadas en el humano. Este perfil protector
identificado en el compuesto purificado de los
frutos de Apium graveolens, la ubicaria a niveles
comparables a firmacos tales como, fenitoina y
carbamazepina, entre otros, ampliamente utili-
zados hoy en dia en clinica. Estos compuestos
comparten como mecanismo farmacodindmi-
co, su capacidad para interferir con canales de
sodio dependientes de voltaje (24). Es posible
por tanto, que tal sea el mecanismo de accién
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del compuesto mencionado. Estudios in vitro,
con mediciones de potenciales de accién en si-
naptosomas y cultivos neuronales permitirian
confirmar este planteamiento (25-26).

Desde luego, es necesario explorar el com-
portamiento de este compuesto en otros mode-
los experimentales de epilepsia, entre ellas las
convulsiones quimicas inducidas con pentilen-
tetrazol, bicuculina, estricnina, acido kainico y
su patr()n de respuesta en registros electroence-
falograficos (27-28).

En conclusién, el seguimiento bioguiado
de los frutos de Apium graveolens permiti6 detec-
tar la presencia de un compuesto que confiere
una proteccién notable frente a la convulsién
maéxima inducida eléctricamente en ratones, de
tipo aromaético, con una porcién alifética y con
grupo carbonilo. Se adelantan nuevos estudios
con el fin de caracterizar definitivamente la sus-
tancia y establecer su perfil farmacodindmico.
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