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RESUMEN

El objetivo del estudio fue elucidar la estructura del extracto etanolico del tallo de Brunfélsia grandiflora D. Dony evaluar
su citotoxicidad y el efecto neuropatologico en el cerebelo de rata. Obtenido el extracto se realizé la elucidacién estructural
por Cromatografia de Gas /Espectrometria de Masa (CG/EM), identificindose los componentes quimicos: Etil éster del
dcido vainillico, octacosano, octadecano, acido palmitico, 7 hidroxi-6-metoxi—cumarina, linoleato de etilo y dcido linoleico.
El andlisis citotoxico se evalu6 en embriones de Tetrapygus niger erizo de mar negro, aplicando diferentes concentraciones
del extracto. La evaluacidn del efecto neuropatoldgico del extracto etanolico en el cerebelo de rata se realizé en 30 ratas
albinas, cepa Holtzmann, machos, con peso corporal promedio de 250g aproximadamente. Para el estudio del efecto
neuropatoldgico se administraron concentraciones de 7,5 y 15 mg/mL del extracto. Se observé disminucion y deformacion
de las neuronas con protoplasma desorientado, balonadas, vacuoladas y necrosadas; con ntcleos grandes y deformes y otras
sin nucleo, anisocitosis y poiquilocitosis. Se concluye que el extracto etanolico del tallo de la especie estudiada, tiene efecto
neuropatoldgico en el cerebelo de rata. Esta investigacion se basa en el estudio de la droga y su efecto neuropatoldgico que
afecta el nucleo cerebelar profundo y la coordinacion motriz del material biologico utilizado.

Palabras clave: Brunfélsia grandijflora D. Don, citotoxicidad, neuropatoldgico, Cromatografia de Gases / Espectrometria
de Masas (CG/EM).

SUMMARY

The objective of the study was to elucidate the structure of the etandlic extract of the stem of Brunfelsia grandiflora D.
Don and to evaluate its citotoxicity and the neuropathological effect on rat cerebellum. Obtained the extract the structural
elucidation was made by Gas Chromatography/was made /Espectrometria of Masa (CG/EM), identifying the chemical
components: Etil ester of vainillic, octacosano, octadecan acid, palmitic acid, 7 hidroxi-6-metoxi-cumarin, linoleate of
ethyl and linoleic acid. The cytotoxic analysis was evaluated in embryos of Zetrapygus Niger black sea urchin, applying
different concentrations of the extract. The evaluation of the neuropatolédgic effect of the etandlic extract in the rat
cerebellum was made in 30 albino rats, Holtzmann strain, male stock, with corporal weight average of 250g approximately.
For the study of the neuropatolégic effect were administered concentrations of 7,5 and 15 mg/mL of the extract. Were
observed diminution and deformation of the neurons with protoplasm disoriented, vacuolated and necrotic; with great
nuclei and deformed and others without nucleus, anisocitosis and poiquilocitosis. Was concluded that the etanolic
extract of the stem of the studied species, has neuropatoldgic effect in the rat cerebellum. This investigation was based on
the study of the drug and its neuropatoldgic effect that affects to deep cerebelar nucleus and motor coordination of the
bacteriological agents used.

Keywords: Brunfélsia grandjjflora D. Don, cytotoxicity, neuropathological, Gas Chromatography / Mass Spectrometry (GC / MS).

INTRODUCCION hasta una altitud de 200 metros en los departamentos

. . . de Loreto, San Martin y Cuzco, comprendiendo la
runfélsia grandiflora D. Don, conocida . y uzeo, P
P » Amazonia bajay alta.
como “Chiric sanango’, es una planta
nativa de la selva amazonica del Pera. Esta En la medicina popular se le atribuye efecto
especie crece en Sudamérica desde Venezuela hasta cicatrizante en lesiones de la piel . Los nativos y
Bolivia. En el Peru se distribuye en la selva amazonica pobladoresdelasierrayselvadel Pertilo utilizan parala

71



Castro A, Judrez ], Ramos N, Raez ], Retuerto E, Gonzales S.

cicatrizacion de heridas producidas por Leishmaniasis
), Este arbusto es utilizado como aditivo para preparar
“Ayahuasca” entre los Jibaros y Kofanes, y se sospecha
que lo usan por su poderoso efecto narcético 3.

El extracto se obtuvo por maceracién y el
andlisis de su composicién quimica se realizé por
Cromatografia de Gas / Espectrometria de Masa
(CG/EM). La actividad citotoxica se evalud en el
desarrollo embrionario de Zetrapygus nigery el efecto
neuropatoldgico del extracto, en cerebelo de rata.

La investigacidn realizada sobre la composicion
quimica del tallo es escasa, al igual que los estudios
sobre su actividad citotoxica y efecto neuropatoldgico
en las células de Purkinje del cerebelo de rata, por lo
que el objetivo del presente estudio fue elucidar la
estructura del extracto, evaluar su citotoxicidad y
efecto neuropatolégico, asi como las caracteristicas de
dosis-respuesta y el dafio neuronal en el cerebelo de
rata en un intervalo de siete dias.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion es de tipo experimental,
analitica, prospectiva y longitudinal. La especie vegetal
fue colectada en el distrito de Contamana, provincia de
Iquitos, en el departamento de Loreto, a 200 metros de
altitud, realizdndose su clasificacion taxondmica en el
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, segun la siguiente posicion
sistematica de acuerdo a Cronquist (1988):

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden . Serophulariales

Familia : Solanaceae

Género . Brunfélsia

Especie . Brunfelsia grandiflora D. Don
Nombre vulgar : “Chiric sanango”

La obtencidn del extracto se realizé por el método
de maceracién alcohdlica de o1 kg de tallo trozado con
tres litros de etanol 96° durante siete dias con agitacién
diaria. Posteriormente, se filtro y evaporo a sequedad
en estufa de aire circulante a 40°C, obteniéndose 35 g
de extracto. El analisis estructural de la composiciéon
quimica del extracto, se efectud por Cromatografia de
Gas / Espectrometria de Masas (CG/EM) &9,

Determinacion de la actividad citotoxica

Elbioensayoserealizoenel desarrolloembrionario
de 7etrapygus niger, erizo de mar negro, a las 48 horas
de fecundacion iz vitro. Se trabajé con 20 muestras de
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erizo de mar negro colectadas en la playa de Ancén,
ubicada a 43 Km al norte de Lima, y trasladadas en
agua de mar entre 10 y 15 °C. Este proceso comprendid
la obtencién y diferenciacion de los gametos. Los
ovulos se suspendieron en solucion de soo mL de agua
de mar y en oxigenacion continua. La fertilizacion se
logré mezclando suavemente los espermatozoides y
observando al microscopio las muestras fecundadas
en laminas portaobjetos. Se tomaron muestras cada
dos horas hasta observar cudl era la dilucién en la que
se producia el mayor porcentaje de células muertas
durante el desarrollo embrionario de 7etrapygus niger.
Las concentraciones del extracto etandlico ensayadas
fueron de 5,2; 7; 5; 10,5; 15; 15,75; 21; 22,5y 30 mg/mL.

Efecto neuropatoloégico

La investigacion farmacolodgica para la evaluacion
del efecto neuropatoldgico del extracto etanodlico en
el cerebelo de rata, se realizo en 30 ratas albinas cepa
Holtzmann, machos de 250 g aproximadamente de
peso corporal. Lasratas fueron obtenidas en el Instituto
Nacional de Salud - Centro Nacional de Productos
Biologicos - Chorrillos.

Los animales estuvieron bajo condiciones de
manejo y sanidad que articulaban conceptos técnicos,
éticos, de calidad, de validez y competitividad
cientifica. Fueron distribuidos en cinco grupos. Se
administré al primer grupo 5 mL de suero fisiologico
yalos grupos 2, 3, 4y 5seles dio 3,5; 4,5; 3,5y 4 mL de
droga en concentraciones de 7,5; 15; 22,5 y 33 mg/mL,
respectivamente, durante siete dias. Posteriormente
los animales fueron sacrificados por inhalacién de
cloroformo, procediéndose a extraer el cerebelo para el
analisis histopatoldgico.

RESULTADOS

La maceracién etanolica del tallo de Brunfelsia
grandiflora D. Don dio un rendimiento de 35 g de
extracto de color oscuro, sabor amargo y de reaccion
ligeramente acida. En las figuras 1, 2 y tabla 1 se
presentan los resultados de la elucidacion estructural y
la composicion quimica del extracto del tallo realizado
por Cromatografia de Gas / Espectrometria de Masa
(CG/EM).

La determinacion de la actividad citotdxica segtin
los niveles de concentracion en mg/mL del extracto
etandlico del tallo, se presentan en las tablas 2, 3y 4.
Asimismo, en la tabla 5 se presentan los resultados
desarrollados a las tres horas de iniciado el proceso de
fecundacién de los gametos de 7etrapygus niger.
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Figura 1. Cromatografia de Gas del extracto etanélico del tallo de Brunfelsia grandjflora D. Don

La evaluacion del extracto, aplicado en Purkinje, localizadas en la corteza cerebelar_(figura
concentraciones de 5,25; 7,5; 10,5; 15; 15,75 y 21 mg/mL  12).

demostrd efecto citotdxico (figuras 3, 4, 5, 6y 7). Con la administracién de 7,5 y 15 mg/mL del

A concentraciones de 22,5y 30 mg/mL manifesté extracto, se observé disminuciéon y deformaciéon de
mutacion y aberraciones celulares en el desarrollo las neuronas con protoplasma desorientado, células
embrionario 77 vitro (figuras: 8, 9, 10y 11). balonadas, vacuoladas y necrosadas, con nucleos

Respecto al efecto neuropatolégico del extracto grandes y deformes y otras sin nucleos, anisocitosis y
etandlico del tallo de Brunfelsia grandifliora D. poiquilocitosis (figuras: 13, 14, 15, 16 y 17).
Don, en el grupo control no presenté alteraciones A las concentraciones de 22,5 y 30 mg/mL de
anatomo-histopatolégicas en las neuronas de extracto, se observaron células de Purkinje en estado
edematoso y muerte celular con
células gliales disminuidas, estas

dltimas desempefan la funcion
OH  ~AAAAAAANAAANANANAAN AN
NN de soporte de las neuronas

] o
Acido linoleico Octacosano Octadecano (ﬁguras: 19Y 20).
(0] -
POV 0 DISCUSION
N
OH
Acido palmitico Linoleato de etiloc  © Existen principios activos

naturales que tienen accidén
alucindgenay estan presentes en
especies de nuestra Amazonia.

o) )
HO o o Su ingestiéon en complicadas
Q ceremonias o ritos, provoca
variaciones en el estado de
P
~5 0
” |

dnimo, causando desde miedo
profundo hasta franca euforia,
desorientacion, turbacion de

L Etil ester del acido vainillico 7 hidroxi — 6 — metoxi — cumarina ) la memoria y afectacion de
Figura 2. Elucidacién estructural de los compuestos quimicos de Brunfélsia grandjflora D. Don los receptores celulares del
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Figura 3

Presencia de citotoxicidad en el desarrollo embrionario 77z vitro de
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organismo humano; en
dosis  excesivas pueden
producir la muerte.

Al estudiar la
composicion quimica, el

andlisis por Cromatografia
de Gas / Espectrometria
de Masa (CG/EM), del
extracto etanolico del tallo

de Brunfeélsia grandiflora D.
Don identifico, entre otros componentes, al principio
activo 7-hidroxi-6-metoxicumarina, conocido
también como escopoletina. Hallazgo que confirma
lo reportado en otros trabajos sobre su composicion
quimica donde se relaciona a este compuesto con
actividad leishmanicida @ ®. Al respecto, Fuchino e#

Tabla 2. Concentracién del extracto en mg/mL.

Tetrapygus niger, HE 400X. C1
c2

3

Figura 8 C4

VAS
15,0
22,5
30,0

"RAPL

Figura:10 Figura 11"

Presencia de mutacién y aberracion celular en el desarrollo
embrionario 7 vitro de Tez‘rapy_qus niger, HE 400X.

Tabla 1. Composicién quimica del extracto etandlico de Brunfelsia
grandiflora D. Don determinado por Cromatografia de Gas/
Espectrometria de Masa (CG/EM).

Etil ester del acido vanillico 8,01
Octacosano 8,71
Octadecano 9,36
Acido palmitico 10,35
7-hidroxi-6-metoxi-cumarina 10,50
Linoleato de etilo 11,45
Acido linoleico 11,49
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Tabla 3. Primera bateria: Viales con volumen de extracto, huevos
fecundados y agua de mar.

A0 (control) - 2 1 0
Al 52,5 2 1 5,25
A2 105 2 1 10,5
A3 157,5 2 1 15,75
A4 210 2 1 21,0

Tabla 4. Segunda bateria: Viales con miligramos de extracto, huevos
fecundados y agua de mar.

RO (control) - 2 1 0
R1 75 2 1 7,5
150 2 1 15,0
R3 225 2 1 22,5

R4 300 2 1 30

Tabla 5. Resultados a las tres horas de fecundacién de los gametos
de 7etrapygus niger.

Control 0 = Desarrollo normal
1 (A1) 5,25 + Citotoxico
2 (R1) 7,5 + Citotéxico
3 (A2) 10,5 + Citotéxico
4 (R2) 15,0 + Citotéxico
5 (A3) 15,75 ++ Citotoxico
6 (A4) 21,0 ++ Citotéxico
7 (R3) 22,5 T Mutacién
M nesi
8 (R4) S e Abe;lrt:a%necsefu}iar

Leyenda: (-) Negativo, (+) Positivo, (++) Abundante, (+++) Muy abundante.
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al., aislaron del extracto
metandlico de las
hojas de esta especie
vegetal, una saponina
con potente actividad
leishmanicida /2 vitro
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. . -
contra Leishmania Figura 12. Células de Purkinje coloreadas y
ma/'or y también espaciadas, LFB 400X.
b4
escopoletina, al que

atribuyeron moderada
actividad leishmanicida
©). Otra investigacion

i

Figura 16. Células de Purkinje sin nticleo, LFB 400X.

realizada en el
extracto metanolico
de esta planta
indica la presencia
de componentes
quimicos de naturaleza Figura 13..Cél.ulas de? qukir}je (.iaﬁadas y deformadas,
. . con anisocitosis y poiquilocitosis, LFB 400X.
nitrogenada de tipo

alcaloide indélico @9,

Las cumarinas son
lactonas de los acidos
o-hidroxicindmicos

y se encuentran
difundidos en las
familias Solanaceae,
Apiaceae, Rutaceae vy

Asteraceae, entre otras.

4

Figura 17. Células de Purkinje deformadas, LFB 400X.

La concentraciéon de
sus principios activos
es mayor en raices,
semillas y frutos 9.

grandes, LFB 400X.

Con la aplicacién
del bioensayo de
citotoxicidad en
embriones de 7étrapygus
niger erizo de mar negro;
se pudo determinar la
actividad del extracto

Figura 14. Células de Purkinje con ntcleos muy

g

Figura 19. Células gliales disminuidas, LFB 400X.

etandlico del tallo de
Brunfélsia  glandjflora
D. Don, a través de efectos citotoxicos, mutaciones y
aberraciones celulares en el desarrollo embrionario 7
vitro de Tetrapygus niger 1*'3).

Las cumarinas han sido utilizadas como corrector
de olor y sabor en productos farmacéuticos. En
experimentos con animales se han observado lesiones
hepaticas y propiedades cancerigenas. La cumarina
condensada dicumarol inhibe la formacién de
protrombina, proconvertina y del factor Stuart-Power

Figura 15. No hay presencia de células gliales, LFB 400X.

75

d

en el

higado,

interrum- Figura 20. Células de Pukinje desordenadas, en
. estado edematoso y apoptosis, LFB 400X.

piendo la

capacidad

de coagulacion de la sangre por desalojo de la vitamina
K a9,

Brunfelsia glandiflora D. Don, se utiliza como
embriagante en nuestra amazonia y como aditivo de la
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ayahuasca en Ecuadory Pert. También se ha reportado
el aislamiento de) una sustancia convulsivante, la
brunfelsamidinia & .

El principal efecto secundario no deseado del
escopoletinaesel deincrementarel tiempo desangrado
(16). Los derivados de la cumarina son utilizados como
anticoagulantes para el tratamiento de trastornos
en los que hay excesiva o indeaseada coagulacidn,
tales como tromboflebitis, embolismo pulmonar y
ciertas condiciones cardiacas. También son utilizados
como rodenticidas, debido a la propiedad de causar
hemorragias nasales.

En el estudio realizado sobre los grupos 1y
2 de ratas tratadas con el extracto etanolico en
concentraciones de 7,5 y 15 mg/mL del extracto,
respectivamente, se pudo observar, en los
animales, parcial caida del pelaje y movimientos
descoordinados leves. En los grupos 3 y 4 a las
concentraciones de 22,5 y 30 mg/mL del extracto,
respectivamente, se observo aumento en la caida del
pelaje, alteracion en los movimientos, desequilibrio,
dilatacién de los ojos, temblores, hemorragia nasal,
convulsiones, llegandoentrescasosacausarlamuerte
previa contraccién muscular, temblor vy brincos
descoordinados y chillidos. Estas caracteristicas
observadas nos llevan a coincidir con los efectos
de sobredosis que tiene el escopoletin sobre las
células de Purkinje manifestando estremecimientos
intencionales, hiperactividad, falta de reflejos, e
inhabilidad general para determinar el espacio,
distancia y descoordinacién motriz.

CONCLUSIONES

* En el extracto etandlico del tallo de Brunfelsia
grandiflora D. Don se elucidaron los siguientes
componentes quimicos: Etil ester del acido
vanillico, octacosano, octadecano, dcido palmitico,
7-hidroxi-6-metoxi-cumarina, linoleato de etilo y
acido linoleico.

En la determinacion de la actividad toxicoldgica
del extracto etandlico en el desarrollo
embrionario de Zetrapygus niger, erizo de
mar negro, se encontro efecto citotoxico en
concentraciones de 5,25; 7,5; 10,5; 15; 15,75 y 21
mg/mL, mientras que a concentraciones de 22,5
y 30 mg/mL, se observo mutacion y aberracion

celular.
+ El extracto etandlico del tallo de Arunfélsia
grandiflora  D. Don administrado a las

concentraciones de 7,5 y 15 mg/mL, alterd la

76

CIENCIA E INVESTIGACION 2012; 15(2): 71-77

citomorfologia de las neuronas de Purkinje
localizadas en la corteza cerebelosa de ratas
causando células deformes, necrosadas, con
nucleos grandes y células sin ntcleos, anisocitosis
y poiquilocitosis. En las concentraciones de 22,5
y 30 mg/mL del extracto se observaron células de
Purkinje en estado edematoso y muerte celular,
determindndose asi el efecto neuropatologico del
extracto en cerebelo de rata.
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