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RESUMEN

Se evalud el efecto antinociceptivo de extractos, fracciones y compuestos de Crito-
niella acuminata, Physalis peruviana y Salvia rubescens mediante los métodos de
placa caliente, contorsiones abdominales inducidas por 4cido acético y ensayo de la

formalina.

La fraccién de Critoniella acuminata en dosis de 100 mg/kg p.o. presenté actividad
antinociceptiva al aumentar el tiempo de reaccion del animal ante la aplicacién de un
estimulo térmico (método de la placa caliente), mientras que la fraccién de Physalis
peruviana, en una dosis de 100 mg/kg p. 0., ¢jerce un efecto antinociceptivo frente al
dolor generado por estimulos quimicos (dolor visceral agudo) al inhibir en un 40%
las contorsiones abdominales inducidas por 4cido acético y el nimero de lamidos
durante la fase 11 (dolor inflamatorio agudo) en el ensayo de formalina. Estos resul-
tados sugieren que la ayapina y la fraccidn de Physalis pernviana estudiadas tienen
actividad antinociceptiva, con posibles mecanismos de tipo opioide y AINE, respec-

tivamente.

Palabras clave: Placa caliente, formalina, contorsiones abdominales, Critoniella

acuminata, Physalis peruviana, Salvia rubescens.
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SUMMARY

Antinociceptive effect of Critoniella acuminata, Physalis
peruviana and Salvia rubescens

The antinociceptive effect of extracts, fractions and compounds of Critoniella
acuminata, Physalis peruviana and Salvia rubescens were evaluated by the follow
methods: Hot Plate test, acetic acid induced abdominal writhing and Formalin test.
The fraction of Critoniella acuminata at doses of 100mg/kg p.o. exhibited antinoci-
ceptive effect in the hot plate test; while Physalis peruviana fraction at doses of 100
mg/kg p.o., showed an antinociceptive effect against the pain chemically induced.
This fraction produced 40% inhibition of the acetic acid induced writhing (acute
visceral nociception) and the licks during phase 11 (acute inflammatory nociception)
of the formalin test. The findings of this experimental study suggest that fractions of
Critoniella acuminata and Physalis peruviana possess antinociceptive activity with

opioid and NsAID-like mechanisms respectively.

Key words: Hot Plate, Acetic acid induced writhing, Formalin Test, Physalis peru-

viana, Critoniella acuminata, Salvia rubescens.

INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales ha tenido gran auge en los tltimos afios. Estudios cien-
tificos sobre los usos populares dados a las plantas medicinales buscan corroborar su
efectividad, mostrando en algunos casos cierta eficacia clinica para varias enfermeda-
des o condiciones patoldgicas (1, 2). Tal es el caso de Critoniella acuminata, Physalis
peruviana'y Salvia rubescens, para las cuales algunos autores ya han reportado actividad
antiinflamatoria en ensayos preclinicos (3,4,5).

Con el fin de continuar con el estudio de la actividad farmacolégica de estas plantas,
en este trabajo se evalué su posible efecto antinociceptivo teniendo en cuenta el efecto
antiinflamatorio ya reportado y el uso etnomédico que se les da.

Critoniella acuminata (Compositae), conocida cominmente como “apio de monte” o
“patinegra’, se usa tradicionalmente como desinfectante, diaforético, febrifugo, cicatri-
zante y antiprotozoario. Contiene flavonoides, feniletilamidas, derivados del farneseno,
ayapina y carbinol. De estos compuestos, se ha demostrado que ayapina tiene actividad
antiinflamatoria evaluada en el modelo de edema auricular inducido por aceite de cro-
ton en ratén (5).
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Physalis peruviana (Solanaceae), comtinmente conocida como “uchuva’, es una planta
originaria de los Andes suramericanos y es una de las especies més conocidas de este
género por su uso alimenticio (4). Ha sido ampliamente utilizada como anticancerigeno,
antimicrobiano, antipirético, antileucémico, inmunomodulador y para el tratamiento de
enfermedades como malaria, asma, hepatitis y dermatitis; se emplea como cataplasma
antiinflamatorio sobre contusiones, torceduras y dislocaciones éseas (6,7). Los frutos
se usan en el tratamiento de la estomatitis, faringitis, diabetes, como descongestionante
ocular y diurético. Los estudios realizados han reportado la presencia de witanélidos en
hojas, frutos y célices, responsables de la actividad citostética (8).

Salvia rubescens (Labiatae), cominmente conocida como “salvia colombiana’, crece en
la zona central de la cordillera Oriental de los Andes colombianos; es una planta de
sabor muy amargo a causa de la presencia de amaris6lido. Se ha empleado como planta
medicinal para el tratamiento de infecciones microbianas, hepatitis viral, enfermedades
cardiacas, desérdenes menstruales, hemorragias y otras anormalidades sanguineas. Se
encontrd que el extracto total de Salvia rubescens logré inhibir el edema en oreja de
ratén (3). De las partes aéreas de esta planta se ha aislado el amarisélido, un neoclero-
dano (9) con actividad antiinflamatoria (10) y efecto sobre la desgranulacién leucoci-
taria demostrados (11).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal, extractos y fracciones

Los extractos y fracciones utilizados en este trabajo fueron suministrados por otros
investigadores de nuestro grupo (4,10). A continuacién se describe brevemente cémo
se obtuvieron.

Salvia rubescens (corL 434050)

Las partes areas, con flores, de Salvia rubescens Kunth subsp. Rubescens se recolectaron
en la parte baja del cerro de La Conejera, en la sabana de Bogotd (2.600 m.s.n.m./ 14
°C) en septiembre de 2005. Luego se seleccionaron las hojas, las cuales se secaron en
una estufa con recirculacion de aire a 40-45 °C durante 48 horas. Con posterioridad
al secado, el material vegetal se molié en un molino de cuchillas. El polvo obtenido
se desengras6 con éter de petrdleo por percolacion durante 24 horas a temperatura
ambiente. El marco residuo se someti6 a una nueva extraccién por percolacién con etanol
al 96%. El extracto resultante fue posteriormente fraccionado con diclorometano; la
fraccién soluble se denominé FsR.
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FSR fue purificado por cromatografia en columna (fase estacionaria: aerosil-celita 5:1y
fase movil: en su orden diclorometano, acetato de isopropilo, acetato de etilo, acetona
y metanol). De las fracciones resultantes después del uso de acetato de etilo y acetona se
obtuvieron cristales de amarisélido con una pureza cercana al 95% (10).

Critoniella acuminata (coL 311090)

Las partes dreas, con flores, de Critoniella acuminata, se recolectaron en el kilémetro 15
de la via Bogotd-Mesitas del Colegio (2.000 m.s.n.m. / 15 °C) en noviembre de 2005.
Luego la planta completa se secé en una estufa con recirculacién de aire a 40-45 °C
durante 48 horas. Tras el secado, el material vegetal se molié en un molino de cuchillas.
A continuacidn, el polvo se sometié a percolacion con etanol al 96% hasta agotamiento
del material vegetal. Los extractos se filtraron y se concentraron hasta sequedad en
un rotaevaporador, los cuales constituyeron el extracto etandlico total. Después se
hizo un fraccionamiento en diclorometano; la fraccion soluble en diclorometano se
denomind FCA y se utiliz6 en este estudio.

A la fraccién Fca se le adicion6 metanol induciendo la precipitacién de un compuesto
el cual fue purificado por cromatografia en columna (fase estacionara: silica gel 0040-
0,063 mm y fase mévil: hexano-cloroformo en polaridad creciente). Dicho compuesto
corresponde a la cumarina ayapina (10).

Physalis peruviana (coL 512200)

Los calices de Physalis peruviana fueron recolectados directamente por los comercian-
tes del fruto, en los cultivos situados en La Mesa (Cundinamarca) (1.198 m.s. n. m. /

20 °C).

El material vegetal seco y pulverizado se sometié a extraccién por percolacién con éter
de petréleo hasta agotamiento. El extracto obtenido (EPP) se concentré en rotacvapo-
rador utilizando calentamiento suave (25-30 °C) y presién reducida. Posteriormente
EPP se fraccion6 con una mezcla de metanol y agua 50:50. Luego se fraccioné por cro-
matograffa en columna (fase estacionaria: silica gel 0,063-0,200 mm vy fase mévil: en
su orden éter de petroleo, diclorometano, acetato de etilo y etanol). Se obtuvieron 38
fracciones; la nimero 28 fue la evaluada en este estudio (Fpp). Esta fraccidén contiene,
en un 82%, una mezcla de dos compuestos de tipo glicésidos de ésteres alifiticos de
4cidos de cadena corta (4).

Animales de experimentacion

En cada experimento se emplearon ratones machos o hembras, I1CR, de 25 a 35 g de
pesoy 10-12 semanas de edad, criados y mantenidos en condiciones controladas: ciclos
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12h luz/12h oscuridad, temperatura 21 °C, agua y comida ad libitum. Los ensayos se
realizaron en el bioterio de experimentacion del Departamento de Farmacia de la Uni-
versidad Nacional de Colombia. Para minimizar la variabilidad circadiana y también
posibles variaciones en la sensibilidad al dolor por factores ritmicos enddgenos, se tra-
bajé siempre en la misma franja horaria.

Todos los experimentos fueron realizados siguiendo consideraciones éticas en cuanto
al cuidado y uso de animales de experimentacién (12).

Ensayos de actividad antinociceptiva

Para evaluar el posible efecto antinociceptivo de Critoniella acuminata, Physalis peru-
viana y Salvia rubescens, se utilizaron tres modelos experimentales: placa caliente (13,
14, 15), ensayo de la formalina (16) y contorsiones abdominales inducidas por 4cido
acético (13, 17).

FCA, EPP y FSR se evaluaron en dosis de 500 mg/kg (p. 0.), FPP, ayapina y amarisdlido en
dosis de 100 mg/kg (p. 0.); como sustancias de referencia se emplearon morfina 5 mg/
kg (s. c.) y Asa 200 mg/kg (p.o.). El grupo control recibié el vehiculo en el cual se pre-
pararon los extractos y fracciones: agua destilada, glicerina y propilenglicol (80:10:10),
0,1 mL/10 g de peso corporal.

Ensayo de placa caliente

Se siguid el ensayo descrito por Eddy y Leimbach (15), con pequefias modificaciones. Se
empled una placa UGO Basile con temperatura ajustada en 55 + 0,5 °C. Se situé cada
animal individualmente dentro del cilindro sobre la placa caliente hasta obtener la
respuesta de aquél al dolor inducido (salto fuera del cilindro). Se registrd el tiempo
(segundos) que tomé cada ratdn en saltar fuera del cilindro; cada animal sirvié como
su propio control.

Se realizd una preseleccion de los animales aceptando unicamente aquellos que reac-
cionaron dentro del rango 5-30 segundos. Luego se pusieron de nuevo sobre la placa
caliente; la media de dos determinaciones constituy6 “el tiempo de reaccién inicial” y
se administré (p. 0.) a cada uno de los ratones el tratamiento correspondiente: vehiculo,
morfina, extracto o fraccion de las diferentes plantas. Se evalué de nuevo el tiempo de
reaccion 30, 60 y 90 minutos después.

Ensayo de la formalina

Se realizé de acuerdo con lo descrito por Hunskaar y Hole (16), con algunas modi-
ficaciones. Una hora después de la administracién del extracto o fraccién, se inyectd
formalina al 4% (50 pl, s. ¢.) en la superficie plantar de la pata izquierda. De inmediato

35



Mufoz et al.

se introdujo el animal en un recipiente transparente para observar su comportamiento.
El efecto antinociceptivo se determiné midiendo el niimero de lamidos durante las dos
fases: 0-5 minutos (fase 1) y 15-30 minutos (fase 11).

Contorsiones abdominales inducidas por dcido acético

Este ensayo fue descrito por Collier y colaboradores en 1968 (17). En resumen: todos
los animales recibieron 4cido acético 1% intraperitoneal (0,1 mL/10 g), para inducir
contorsiones abdominales. Una hora antes de la inyeccién de dcido acético cada grupo
recibi6 el tratamiento asignado. El nimero de contorsiones se midié durante 20 minutos.
Una reducci6n significativa en el nimero de contorsiones comparada con el grupo con-
trol se considerd una respuesta antinociceptiva positiva. El porcentaje de inhibicién de
contorsiones se calculd asi:

% Inhibicién = 100 - (Ct / Cc) * 100

Donde C#: contorsiones del grupo tratado.
Ce: contorsiones del grupo control.

Analisis estadistico

Los resultados de la evaluacién de la actividad antinociceptiva se expresaron como
la media aritmética de los valores + desviacion estindar de la media y se analizaron
estadisticamente mediante ANOVA de una via; seguido de una prueba de Tukey para
comparaciones multiples. Se consideré significativa (*) la diferencia entre los grupos
tratados y el grupo de control cuando p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo de la placa caliente

En este ensayo (Tabla 1), el tiempo de reaccidén no se aumentd ni a los 30 ni a los 90
minutos después de administrados los tratamientos; mientras que 60 minutos después
tnicamente el compuesto ayapina aumentd el tiempo de reaccién respecto al grupo
control, pero en menor magnitud que la respuesta de la morfina. Si bien 60 minutos es
el tiempo de maxima actividad de ayapina, dicha actividad es de muy corta duracién,
hecho posiblemente asociado a la farmacocinética del compuesto.
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Tabla 1. Efecto de extractos, fracciones y compuestos obtenidos de Critoniella acuminata, Physalis

peruviana 'y Salvia rubescens en dolor inducido por estimulo térmico (placa caliente).

Tiempo de reaccién (segundos)

Grupo experimental

0 min 30 min 60 min 90 min
Control (vehiculo) 81+£35 9,6 £5,7 87123
Morfina 5 mg/kgs. c. 29,7 £ 0,6 29,0 £2,3* 25,3 +4,3*
FCA 500 mg/kgp. o. 7,624 7.8+38 82+1,6
Ayapina 100 mg/kg p. o. 13,0+7,3 20,5 £ 3,6* 8,8+3,1
EI}’)P 500 mg/ig j.pa. 147442 7.8 +3.8 93+6,1 6,0+ 1,6
FPP 100 mg/kgp. o. 95+ 14 99+1,5 88+13
FSR 500 mg/kg p. o. 72+3,8 49+1,6 8,0+23
Amarisélido 100 mg/kg p. o. 10,7 + 6,4 8,1+5,8 7.8£3,0

Cada valor est4 dado como la media + D. E. de las observaciones (7 = 6 ratones por grupo).

*p < 0,05 comparado con el grupo control.

El modelo de la placa caliente se emplea para determinar especificamente un posible
efecto antinociceptivo en el sistema nervioso central (13, 14). Por esta razon, se espera
que las sustancias que presenten actividad en este modelo tengan un mecanismo simi-
lar al de analgésicos opiodes. Teniendo en cuenta que esta evaluacion se realizé tnica-
mente con una dosis de 100 mg/kg, es conveniente realizar posteriormente un ensayo
dosis-respuesta que permita mostrar la magnitud real de la actividad antinociceptiva de
ayapina y ampliar la elucidacién de su posible mecanismo de accién.

Ensayo de la formalina

En ¢l se observé (Tabla 2) un nimero mayor de lamidos en la primera fase (5 minutos
de duracion) y por consiguiente mayor frecuencia de lamidos respecto de la segunda
fase (15 minutos de duracién). Como era de esperarse, dado su mecanismo de accién,
la morfina (5 mg/kg s. c.) ejercié una accién protectora ante el estimulo quimico (for-
malina) en ambas fases del ensayo, mientras que el Asa (200 mg/kg p. 0.) mostré una
proteccién frente al dolor inflamatorio (segunda fase), pero no frente al dolor neurogé-
nico. Durante la primera fase se observé que la PP disminuyd, respecto al grupo con-
trol, el nimero de lamidos de la pata inyectada con formalina, mientras que los demas
tratamientos no presentaron una actividad significativa en esta fase del ensayo.

Ahora bien, en la segunda fase se observé una disminucion, comparado con el control,
en el numero de lamidos de la pata inyectada en los grupos tratados con la FPP y FsR.
Las sustancias patr6n utilizadas presentaron una disminucién de los lamidos, mientras
que los demds tratamientos empleados no mostraron efecto durante esta fase del ensayo.
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Tabla 2. Efecto de los extractos, fracciones y compuestos obtenidos de Critoniella acuminata, Physa-

lis peruviana y Salvia rubescens en el ensayo de la formalina.

Numero de lamidos

Grupo experimental
Primera fase (0-5 min)  Segunda fase (15-30 min)

Control (vehiculo) 21+4 10+2
Morfina 5 mg/kgs. c. 10 + 4** 143*
ASA 200 mg/kg . o. 18 + 4 412°
FCA 500 mg/kg p. o. 18 +4 11+3

Ayapina 100 mg/kg p. o. 19+6 9+3
EPP 500 mg/kg p. o. 17+3 9+4

FPP 100 mg/kg p. o. 14+ 5* 4+3*

ESR 500 mg/kgp. o. 19+4 4+2*
Amarisélido 100 mg/kg p. o. 20+ 4 11+4

Cada valor estd dado como la media + D. E. de las observaciones (7 = 9 ratones por grupo).

*p < 0,05; **p < 0,01 comparado con el grupo control.

El modelo de nocicepcion de la formalina puede discriminar entre el dolor central y
el dolor periférico. La primera fase se genera en la periferia por medio de la activacién
de neuronas nociceptivas por accién directa de la formalina, mientras que la segunda
fase ocurre por medio de la activacién de neuronas centrales en la médula espinal (13).
Por esta razén se recomienda usar dos controles positivos, uno de tipo opioide, como
la morfina, que logre inhibir ambas fases, y otro de tipo AINE, como el Asa, que inhiba
solamente la segunda fase de este ensayo (13, 14).

Los resultados encontrados en el estudio permiten proponer que para el caso del FsrR y
la Fpp la actividad antinociceptiva de estos involucra mecanismos de tipo AINE, lo cual
complementa el conocimiento previo de su actividad antiinflamatoria (4, 10).

Los demds tratamientos empleados no mostraron efecto antinociceptivo durante esta
fase del ensayo. Teniendo en cuenta que previamente estos extractos y fracciones habian
mostrado efecto antiinflamatorio, es probable que la dosis empleada en este estudio no
sea suficiente para mostrar actividad antinociceptiva, por lo cual serfa interesante eva-
luar dosis més altas.

Contorsiones abdominales inducidas por dcido acético

En este ensayo (Tabla 3) resalta el efecto mostrado por la FPP, con una inhibicién de las
contorsiones abdominales del 40%; actividad comparable a la mostrada por la sustan-
cia patrén analgésica: ASA (34% de inhibicién).
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Los demds extractos y fracciones produjeron inhibiciones entre el 17 y 29%, efectos
que no fueron significativos frente al control.

Tabla 3. Efecto de extractos, fracciones y compuestos aislados de Critoniella acuminata, Physalis

peruviana 'y Salvia rubescens en dolor inducido por dcido acético.

Grupo experimental Ntmero de contorsiones Inhibicion (%)
Control (vehiculo) 48+5 -
ASA 200 mg/kgp. o. 32+ 8 34
FCA 500 mg/kgp. o. 34+7 29
Ayapina 100 mg/kg p. o. 40+7 17
EPP 500 mg/kgp. o. 40+ 15 17
FPP 100 mg/kg p. o. 29 + 14* 40
ESR 500 mg/kgp. o. 4619 5
Amarisélido 100 mg/kg p. o. 45+ 7 7

Cada valor estd dado como la media + D. E. de las observaciones (7 = 9 ratones por grupo)

*p < 0,05 comparado con el grupo control.

Aungque las contorsiones abdominales inducidas por dcido acético no constituye un
modelo de nocicepcidn especifico, permite mostrar un efecto antinociceptivo general
de las sustancias que se estdn evaluando. En este modelo de dolor se generan indirecta-
mente mediadores endégenos como bradiquinina y serotonina, los cuales estimulan las
neuronas nociceptivas periféricas. Estas fibras son sensitivas tanto para opiodes como
para antiinflamatorios no esteroideos (13, 14).

La rpp inhibi6 el dolor inducido por 4cido acético con una potencia similar a la de
la sustancia patrén. A pesar de no ser significativa la disminucién de las contorsiones
abdominales en los grupos con los demds extractos y fracciones evaluadas, si se observéd
inhibicién de las contorsiones. Esta situacion puede llevar a pensar que existe una rela-
cién entre la respuesta encontrada y la actividad antiinflamatoria ya demostrada, pero
que a las dosis empleadas en este estudio no se evidencia claramente.

No sorprende que en este tipo de experimentos farmacoldgicos se encuentre activi-
dad en las fracciones y no en los extractos mas complejos de los cuales éstas proceden.
Lo cual sucede siempre y cuando el proceso de fraccionamiento lleve a la depuracién
y enriquecimiento de los principios activos responsables de la actividad. Asi mismo,
en extractos generales y fracciones complejas se pueden ver enmascaradas las acciones
farmacolégicas por la posibilidad de presentar efectos de sinergismo y antagonismo a
causa de los numerosos compuestos presentes.
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CONCLUSIONES

La FPP tiene actividad antinociceptiva frente al dolor producido por estimulos quimi-
cos (contorsiones abdominales por dcido acético y ensayo de la formalina), posible-
mente por un mecanismo de tipo AINE, que constituye el primer reporte sobre este tipo
de actividad para los cilices de Physalis peruviana.

La FCA mostrd un efecto antinociceptivo frente al dolor producido por estimulos
térmicos (placa caliente), reflejando posiblemente un mecanismo de accién analgésica
tipo opioide, lo cual plantea la necesidad de experimentos posteriores para comprobar
el posible mecanismo de accién.
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