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Abstract

Context: Eugenia clarensis Britton & P. Wilson is an endangered plant
endemic of central region of Cuba.

Aims: To perform phytochemical profile of ethanolic leaf extract of E.
clarensis and evaluate its central nervous system (CNS) activity.

Methods: The dried powder of leaves of E. clarensis was exhaustively ex-
tracted with ethanol by maceration. This extract underwent preliminary
phytochemical analysis and these results were corroborated by the thin
layer chromatographic technique. CNS effects were investigated in NMRI
mice at doses 200, 400 and 800 mg/kg using Irwin test, curiosity tests and
traction.

Results: Phytochemical screening suggested the presence of phenols,
tannins, triterpenoids, sterols, flavonoids, coumarins, quinones, resins
and reducing sugar. The oral administration of this extract, in Irwin test,
produced slight reduction in spontaneous motor activity and muscle tone
in mice at doses of 400 and 8oo mg/kg, moreover, it exhibited diuretic
activity. In addiction this extract at dose 8oo mg/kg decreased number of
times which mice introduced its head into holes in comparison with the
negative control. In the traction test, the mice treated with the extract
showed a non-significant failure in traction at all doses tested.

Conclusions: These findings indicate that the extract in higher doses has
exerts a weak sedative and non-effect about the motor coordination. The
results obtained in the preliminary phytochemical testing thus suggest
that the ethanolic leaf extract of E. clarensis contains some metabolites,
which may be responsible of sedative action.
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Resumen

Contexto: Eugenia clarensis Britton & P.Wilson es una planta endémica de
la region central de Cuba.

Objetivos: Obtener el perfil fitoquimico del extracto etanolico de E. cla-
rensis y evaluar su efecto sobre el sistema nervioso central (SNC).

Meétodos: El polvo seco de hojas de E. clarensis se macerd exhaustivamen-
te con etanol absoluto. El extracto se someti6 a un andlisis fitoquimico
preliminar y los resultados se corroboraron usando cromatografica en
capa delgada (CCD). La actividad sobre el SNC se evalud a las dosis de
200, 400 y 800 mg/kg en ratones de la linea NMRI a través del test de
Irwin, test de la curiosidad y test de la traccion.

Resultados: Se encontraron evidencias de fenoles, taninos, triterpenos,
esteroides, quinonas, flavonoides, coumarinas, resinas y azucares reducto-
res. La administracion oral del extracto, en el test de Irwin, produjo una
disminucién leve en actividad locomotora espontdnea y tono muscular a
dosis 400 y 800 mg/kg observandose también cierta actividad diurética.
Por otro lado el extracto a dosis 80oo mg/kg redujo de manera significativa
el numero de veces que el ratén introduce la cabeza en los agujeros en
comparacién con el grupo control negativo. En test de la traccién, los
ratones tratados con el extracto manifestaron una tracciéon normal a las
dosis ensayadas.

Conclusiones: Los resultados indican que el extracto a dosis altas mostréo
un ligero efecto sedante sobre el SNC sin afectar la coordinaciéon motora.
El estudio fitoquimico preliminar revel6 la presencia de metabolitos que
pudieran ser responsable a la accidn sedante.
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INTRODUCCION

El uso de medicamentos tradicionales a nivel
mundial se ha incrementado considerablemente en
las dos dltimas décadas. Aun asi el naumero de es-
pecies y productos que han sido estudiados con
fines médicos es bajo, menor aun son los especies
que cuentan con estudios de seguridad, eficacia y
calidad (WHO, 2003; Frass et al., 2012). En este sentido,
la familia Myrtaceae, una de las familias con mayor
numero de especies medicinales distribuidas en
América (Benfatti et al.,, 2010) NO es ajena a esta situa-
cidn. Posee cerca de 100 géneros y mds de 3000 es-
pecies, algunas de los cuales poseen efectos farma-
cologicos importantes como antimicrobiano, anti-
colinesterasa, antidepresivo, antioxidante, antiin-
flamatorio y analgésico, entre otros (Jorge et al., 2010;
Mahakittikun et al., 2013). Estos efectos estan relacio-
nados en buena medida con la presencia de los me-
tabolitos secundarios como aceites esenciales, fla-
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vonoides y taninos, entre otros. (Valle, 2008; Benfatti et
al.,, 2010, Torres Cubina, 2012).

En Cuba se ha identificado la especie Eugenia
clarensis Britton & P. Wilson (Fig. 1), la cual es
endémica de la region central del pais, especifica-
mente en la provincia de Villa Clara (Alturas de
Cubanacdn) (Coérdova-Acosta et al, 2012). Esta especie,
al igual que otras endémicas, se encuentra en serio
peligro de extincion debido a la reduccion de sus
habitad naturales y al desconocimiento desde el
punto de vista fitoquimico y farmacologico que en
alguna medida posibilita una utilizacién por parte
de la poblacién y con ello la propagacion de la es-
pecie. El objetivo fundamental de esta
investigacion es detectar la posible presencia de
grupos de metabolitos secundarios mediante
analisis fitoquimico preliminar y evaluar los efectos
sobre el SNC del extracto etanolico de las hojas de
E. clarensis.

Figura 1. Especie Eugenia clarensis Britton & P.Wilson. (A) planta y (B) rama.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el Departamento de
Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu”
de Las Villas (UCLV), en el periodo comprendido
desde febrero hasta junio de 2015.

Obtencion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se realizé en
horas tempranas de la mafana, en el Jardin Botani-
co de la UCLV, en el mes de febrero de 2015; las
partes aéreas se trasladaron en bolsas de nylon has-
ta el laboratorio de Farmacognosia y Quimica Far-
macéutica donde se lavaron con abundante agua
potable y se procedié a la seleccion de las hojas
como material de interés. Previo al procesamiento
del material, se realizo la comprobacién botanica
de la especie por el Dr. C. Idelfonso Castafieda Noa,
especialista en Taxonomia Vegetal del citado cen-
tro de estudios. Ejemplares de la planta se compa-
raron con muestras identificadas en el herbario lo-
calizado en el Jardin Botdnico de la citada institu-
cién, bajo el numero 8o1s.

Preparacion del extracto

El material vegetal (hojas) se secd en estufa a
30°C hasta peso constante y posteriormente pul-
verizado en molino de cuchillas (IKA, Chisty &
Norris, Alemania). De la muestra vegetal seca y
molinada, se pesaron 20 gy se maceraron con 200
mL de etanol absoluto en agitacion continua du-
rante 24 horas, realizdndose separadamente dos
extracciones bajo las mismas condiciones. Los ex-
tractos se combinaron y se elimind la clorofila por
tratamiento con carbdén activado 1% (Floate et al,
1997). Posteriormente, el extracto se filtro y se llevo
a sequedad bajo presion reducida en un evaporador
rotatorio (BUCHI R-200, Biichi Labortechnik AG,
Flawil, Switzerland).

Tamizaje fitoquimico

La identificacion cualitativa de los metabolitos
presentes en el extracto etanolico de E. clarensis se
realizo utilizando la técnica del tamizaje fitoquimi-
co descrita por (Miranda y Cuellar, 2012). El extracto se
evalué en CCD empleando placas de ilica Gel 60
F254 (fase estacionaria) y la fase mévil n-hexano:
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acetato de etilo (7:3). Los cromatogramas se exa-
minaron bajo luz UV a 254 nm y a 366 nm previo al
revelado con acido sulfirico 20% en metanol, tri-
cloruro de aluminio 1% en etanol visualizado a 365
nm para flavonoides, vainillina para fenoles y/o
esteroides y terpenos, vapores de amoniaco para
flavonoides y quinonas (Lock de Ugaz, 1994; European-

Pharmacopoeia, 2013).

Evaluacion in vivo de la actividad sobre el
sistema nervioso central

El efecto sobre el sistema nervioso central del
extracto etanolico de E. clarensis se evalué median-
te el Test de Irwin, Test de la curiosidad y Test de
traccion en ratones NMRI machos con peso de 20 +
2 g provenientes del Centro Nacional para la Pro-
duccion de Animales de Laboratorios (CENPA-
LAB), La Habana, Cuba.

Test de Irwin (Irwin, 1968)

Se establecieron seis grupos experimentales: un
grupo control negativo (cloruro de sodio 0,9%
(UNI-CHEM®) 10 mL/kg), dos grupos de controles
positivos (cafeina 16 mg/kg y clopromazina 8
mg/kg, ambos suministrados por QUIMEFA, Cuba)
y tres grupos tratados (extracto etanolico de E. cla-
rensis a dosis de 200, 400 y 800 mg/kg).

Los signos y sintomas analizados fueron: la
presencia o ausencia de letalidad, convulsiones,
cola de Straub, sedacidén, excitacién, marcha anor-
mal (rodar o en puntas de pie), saltos, incoordi-
nacién motora, piloereccion, estereotipias (oler,
masticar, o movimientos de cabeza), sacudidas de
cabeza, escozor, alteracion de la respiracion. Los
parametros descritos se evaluaron a los 30, 9o y 120
minutos después de la administracion oral de las
sustancias.

Test de la “planche a trous” (Boissier et al., 1964)

Los animales se distribuyeron en cinco grupos:
un grupo control negativo (cloruro de sodio 0,9%,
10 mL/kg), un grupo control positivo (diazepam 20
mg/kg, QUIMEFA, Cuba) y tres grupos tratados
(extracto etandlico de E. clarensis a las dosis de
200, 400 y 800 mg/kg).

A los 55 minutos de la administracién oral se
colocé el ratén sobre una plancha de agujeros
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(planche a trous) de forma cuadrada de 40 x 40 cm
provista de 16 agujeros dispuestos en cuatro filas, y
que carecian de fondo (Sanchez Mateo, 1988). Los ani-
males se mantuvieron sobre la plancha durante
cinco minutos durante los cuales se anoto el nume-
ro de veces que el raton introdujo la cabeza en uno
de los orificios (cuando lo hizo de forma repetitiva
en uno de los orificios solo se contabilizé una vez).

Test de la traccién (Boissier et al., 1961)

Los animales se distribuyeron en cinco grupos
similar al test anterior. A 60 y 120 minutos, tras la
administracién oral de las correspondientes dosis,
se tomo el tiempo que tardaron los ratones en po-
ner las patas posteriores en la barra metdlica. Se
considerd como fracaso el hecho de que el animal
tardara mas de 60 segundos en agarrarse o tocar la
barra con sus patas posteriores.

Eutanasia

La eutanasia en los ratones se realizo por dislo-
cacion cervical con previa anestesia en atmosfera
de éter, segun establece la AVMA, la Unién Euro-
pea y el Consejo Canadiense del Cuidado de Ani-
males (EU, 2007; Charbonneau et al., 2010; AVMA, 2013).

Consideraciones éticas

Todos los investigadores respetaron los prin-
cipios éticos que rigen la experimentacion animal,
garantizando el bienestar y la proteccidn de estos,
tanto por la sensibilidad humana ante el su-
frimiento animal, como por garantizar la validez de
los resultados obtenidos, cumpliéndose con las
Normas de Bioética y Bioseguridad establecidas.
Los estudios se realizaron cumpliendo las guias de
buenas practicas (WHO, 2004) para el cuidado y uso
de animales de laboratorio (Barthold et al., 2o1).

Analisis estadistico

Los resultados son presentados como medias +
desviacion estandar. Se utilizo el paquete IBM SPSS
v.22 para el andlisis estadistico. La significancia es-
tadistica entre los grupos fue determinada por las
pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y
Mann-Whitney. Los valores de p menores que 0,05
(p < 0,05) se indicaron como significativos.
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RESULTADOS

Tamizaje fitoquimico

El extracto etanodlico de E. clarensis al ser rotoe-
vaporado a sequedad permiti6 obtener 3,79 g de
extracto seco de color amarillo intenso, amorfo,
con olor agradable y con un rendimiento de
18,96%.

Los resultados obtenidos en el tamizaje fito-
quimico (Tabla 1) y andlisis cromatografico (Tabla
2) del extracto analizado mostraron respuestas po-
sitivas para una diversidad de grupos funcionales.
El analisis reveld la presencia de fenoles, taninos,
triterpenos, esteroides, quinonas, flavonoides,
coumarinas, resinas y azucares reductores.

Tabla 1. Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto
etanolico procedente de las hojas de E. clarensis.

Ensayo Metabolito Resultados
Dragendorff Alcaloides -

Baljet I-II Coumarinas +++
Resinas Resinas +

Espuma Saponinas -

Kedde I-11 Glicosidos cardiotonicos -

Cloruro férrico Fenoles y/o taninos +++
Shinoda Flavonoides ++
Liebermann - Triterpenos y/o esteroides  ++
Buchard

Fehling 5 5 Azucares reductores +
Bortrager Quinonas ++
Ninhidrina Aminodcidos libres -

Leyenda: +++ (ensayo muy positivo), + (ensayo positivo), - (ensayo
negativo)

Evaluacion in vivo de la actividad sobre el sis-
tema nervioso central

Observacién del comportamiento animal: Test de
Irwin

Tras la observacion del comportamiento animal
siguiendo el esquema de Irwin, se encontrd que el
extracto etandlico procedente de E. clarensis, en
general, modifica de manera ligera algunos para-
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metros establecidos en el protocolo (Tabla 3) a las
dosis evaluadas de 200, 400 y 800 mg/kg.

Respecto a la observacion de la conducta (Tabla
3), el extracto etandlico de E. clarensis, a todas las
dosis ensayadas, presenté una ligera disminucion
de los parametros conductuales como la agitacion
o intranquilidad, miedo o temor, acicalamiento y
actividad locomotora. En los grupos tratados con el
extracto se observo disminucion leve a la actividad
motora con afectacidon de la respuesta al tacto y al
sobresalto en todas las dosis evaluadas, lo cual fue
similar al grupo control positivo tratado con clor-
promazina.

En cuanto al tono corporal, se observo su varia-
cién en los animales tratados con el extracto, segiin
indices normales, retornando a su posicion y una
ligera disminucién de la fuerza prensora al asirse
moderadamente débil con las patas y/o la cola a la
rejilla que le servia de soporte.

Tamizaje fitoquimico y efectos sobre SNC de Eugenia clarensis

A nivel autonémico, la miccion se presenté un
poco exaltada en los grupos tratados especialmente
a las dosis de 400 y 800 mg/kg.

Evaluacidn de la curiosidad

Al analizar los resultados de la actividad explo-
ratoria evaluada mediante este test (Tabla 4) se
noto en el grupo control positivo (diazepam), una
disminucién marcada del namero de hundimientos
de la cabeza de los animales en los agujeros de la
plancha (13,00 + 5,89). En relacion a la respuesta de
los grupos tratados con el extracto de E clarencis se
observd, que a todas las dosis ensayadas, especifi-
camente a 8oo mg/kg, el extracto redujo de manera
significativa el numero de veces que el raton intro-
dujo la cabeza en los agujeros en comparaciéon con
el grupo control negativo (p < 0,05).

Tabla 2. Resultados cromatograficos para el extracto etandlico de E. clarensis con la fase mdvil n-hexano: acetato de etilo (7:3).

UV (nm) Vapores de amoniaco AICL, Vainillina
Rf Vis.
254 366 Vis. 366 Vis. 366 Vis. 366
Color de la mancha
o Pardo Pardo Pardo Amarillo Amarillo  Amarillo  Amarillo Violaceo Pardo
fluores-
cente
0,08 - - Rosa - Rojo - - Violaceo Amarillo
naranja
0,16 - - Rosa- - Rojo - - - Violaceo Pardo
naranja naranja
0,24 - - Rojo - Rojo - - Violaceo Pardo
036 - - Rosa - Rosa - - Primero Rosa, Amarillo
después naranja
Violaceo
0,6 Verde Pardo Rojo - Rojo - - Verde olivo Pardo
intenso
0,65 - Pardo Naranja - Amarillo - Amarillo - -

Leyenda: -: no se observan manchas; Vis.: Visible
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Tabla 3. Resumen de los efectos del extracto etandlico de E. clarensis sobre los perfiles conductual, neurologico
y autonomico mediante el test de Irwin.

Perfil

Parametros

Extracto etanolico de E. clarensis

(mg/kg)

200

400 800

Conductual

Dispersion

Actividad locomotora

Agitacion o intranquilidad

Estado de alerta
Miedo o temor
Acicalamiento
Respuesta al tacto
Respuesta al dolor
Respuesta sobre salto
Catalepsia

Reflejo pineal

Reflejo homolateral

Neurologico

Fuerza prensora

Autonomico

Urinacién

Leyenda:

+ Aumento de sintomas a partir de su nivel normal

- Disminucion de sintomas a partir de su nivel normal

jppres.com/j

-- Disminucién marcada de sintomas de su nivel normal

Cuando no aparecen signos es un comportamiento normal.

Tabla 4. Resultados de la actividad exploratoria mediante el método la "planche a trous".

Grupo experimental Dosis i(media +DS)
NaCl 0,9% 10 mL/kg 34,17 £10,27"
Diazepam 20 mg/kg 13,00 * 5,89b
E. clarensis 200 mg/kg 24,50 + 6,80°
E. clarensis 400 mg/kg 24,83 *10,68°
E. clarensis 800 mg/kg 19,50 + 8,96d

Leyenda: (X) Numero de veces de introduccién de cabeza al orificio de los animales de cada grupo

experimental.

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (media + DS) de n= 6. Letras diferentes
muestran diferencias significativas con p < 0,05.

res
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Test de la traccién

Los registros del tiempo que tardaron los ani-
males en agarrarse a la barra con sus patas traseras
(Tabla 5) mostraron que los animales que formaron
el grupo control positivo (diazepam) tardaron un
mayor tiempo en reaccionar (56,67 + 6,05 segun-
dos) respecto al grupo control negativo (0,97 +
0,08 segundos) a los 60 minutos. Los animales de
los grupos tratados con el extracto, a las diferentes
dosis ensayadas, presentaron mayores tiempos de
reaccion del animal en comparacion con el grupo
control negativo.

Tabla 5. Tiempo que los ratones tardaron en asirse con las extremida-
des posteriores a la barra mediante el test de traccion.

Tiempo (s) (media + DS)

Grupo Dosis

60 min 120 min
NaCl 10 mL/kg 0,97 * 0,08" 0,88 + 0,20°
Diazepam 20 mg/kg 56,67 = 6,05b 58,00 + 4,89b
E. clarensis 200 mg/kg 1,50 = 0,54™° 2,33+ 0,81°
E. clarensis 400 mg/kg 2,00 + 0,89° 2,33+ 0,81°
E. clarensis 8oo mg/kg 2,16 £ 0,75 2,50 + 0,54°

El tiempo en segundos es referido como el tiempo en que los ratones
de cada grupo tardaron en asirse con las extremidades posteriores a la
barra metélica en test de traccion a los 60 minutos y 120 minutos tras
la administracion de los productos correspondientes. Los datos se
expresan como media + desviacion estandar (media + DS) de n = 6.
Letras diferentes muestran diferencias significativas con p < 0,05.

DISCUSION

A pesar del enorme progreso experimentado en
los ultimos afios en el desarrollo de nuevos farma-
cos, y la selectividad creciente hacia las dianas es-
pecificas, la presencia de efectos secundarios es
frecuente. Es por ello que, la busqueda de nuevos
agentes terapéuticos mas eficaces y seguros con-
tintia siendo una parte importante de la investiga-
cién farmacéutica. En este sentido, el reino vegetal
resulta una fuente valiosa de nuevos agentes far-
macologicos, las plantas medicinales poseen una
diversidad de metabolitos secundarios donde hasta
el momento s6lo han sido investigados una peque-
Na parte (Bonkanka, 2007).

El tamizaje aleatorio y el estudio fitoquimico
son las herramientas mas beneficiosas en el descu-
brimiento de nuevos agentes terapéuticos, espe-
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cialmente cuando el conocimiento tradicional no
esta disponible (Tougeer, 2015).

El tamizaje fitoquimico es una de las etapas in-
termedias de la investigacion fitoquimica, que
permite determinar cualitativamente los principa-
les grupos quimicos presentes en una planta y a
partir de alli, orientar la extraccion y/o fracciona-
miento de los extractos para el aislamiento de los
grupos de mayor interés (Osorio, 2009). Los metabo-
litos secundarios detectados en el extracto evalua-
do pudieran desempefiar una amplia gama de efec-
tos bioldgicos, actuando de una u otra manera so-
bre el SNC. Estos efectos son de amplia utilidad
para la terapéutica racional, sin embargo, también
pueden interferir en algunos aspectos importantes
de seguridad (Acosta y Renzo, 2013).

Actualmente existen diferentes pruebas desig-
nadas para evaluar estos efectos (Kukuia et al., 2012).
Una de ellas es el test de Irwin, considerado una
herramienta de gran valor en la deteccién de la po-
tencial actividad de un firmaco u otras sustancias
sobre el SNC o periférico, a la vez que puede indi-
car posibles efectos en otros drganos o sistemas,
por lo que debe considerarse como una prueba
orientadora, de caracter general (Bu et al,, 2011). Aun-
que es una prueba subjetiva, aporta datos impor-
tantes sobre el comportamiento (percepcion, este-
reotipia, pasividad), actividad motora, tono muscu-
lar, reflejos o sistema autéonomo (Sanchez Mateo, 1988).

En el test de Irwin, respecto a la observacion de
la conducta (Tabla 3), el extracto etandlico de E.
clarensis a todas las dosis ensayadas presento una
ligera disminucion en los pardmetros conductuales
de los animales. La dispersion en la jaula se ob-
servo ligeramente afectada en particular a los 30 y
9o minutos en las tres dosis, en mayor grado en la
dosis de 400 y 800 mg/kg. De igual forma se pre-
sentaron signos de ligera disminucién de la activi-
dad locomotora, agitacion o intranquilidad, miedo
o temor y acicalamiento los cuales puede ser resul-
tado del efecto sedativo, deterioro o debilitacion
motora por la accion de una sustancia incluido el
efecto antidepresivo (Porsolt et al., 2002).

Como consecuencia de lo anterior, se consideré
necesaria la realizacién del test de la curiosidad
para corroborar este efecto (Zavala-Flores et al.,, 2014).
Los resultados obtenidos tras la realizacion de di-
cho test, permitieron observar el grado de capaci-
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dad exploratoria y curiosidad de los animales de
experimentacion. La prueba ha sido aceptada como
un modelo experimental para la evaluacion de
condicion psicética, sedativa y ansiedad en anima-
les de experimentacion. En relacién a la respuesta
de los grupos tratados con el extracto de E. claren-
cis, se observo que a todas las dosis ensayadas, es-
pecificamente a 800 mg/kg, el extracto redujo de
manera significativa (p < 0,05) el numero de veces
que el ratén introdujo la cabeza en los agujeros en
comparacion con el grupo control negativo, mani-
festando cierta accion sedante, lo cual expresa una
posible inhibicion cortical del SNC, hecho que
podria sustentarse en la afinidad de los metabolitos
secundarios presentes en dicho extracto como los
esteroides y/o terpenos, las coumarinas y los flavo-
noides por receptores GABA (Monforte et al., 2002; Es-
trada-Reyes et al., 2012; Zavala-Flores et al., 2013).

Los flavonoides destacan desde el punto de vista
farmacologico por su baja toxicidad y por presentar
numerosos efectos bioldgicos y actividades terap-
éuticas (Estrada-Reyes et al., 2012). En cuanto a sus efec-
tos sobre el SNC, experiencias realizadas con ani-
males presentan a los flavonoides como posibles
agentes neuroprotectores. La actividad antioxidan-
te de los flavonoides resulta de una combinacion
de sus propiedades quelantes de hierro y secues-
tradoras de radicales libres, ademds de la inhibi-
cién de las oxidasas: lipooxigenasa, ciclooxigenasa,
mieloperoxidasa y la xantina oxidasa; evitando asi
la formacion de especies reactivas de oxigeno y de
hidroxiperéxidos organicos. Unido a ello, se ha
comprobado que también inhiben las enzimas in-
volucradas indirectamente en los procesos oxidati-
vos, como la fosfolipasa A2; al mismo tiempo que
estimulan otras con reconocidas propiedades anti-
oxidantes como la catalasa y la superoxido dismu-
tasa (Sudheesh et al., 1999; Dajas et al., 2003; Limén et al.,
2010). También se ha demostrado que algunos fla-
vonoides (como hesperidina y crisiol) tienen acti-
vidad sedante e hipnotica, relacionandose directa-
mente con la accion sobre los receptores benzodia-
zepinicos (Galani y Patel, 2009; Sierra-Pérez et al., 2013).

Dentro de la familia Myrtaceae, varias plantas se
han referido por su actividad sedante como Psi-
dium guajava L. (Argueta et al., 1994), Myrtus communis
L. (Ormefio y Elvira, 2003), Eucalyptus sp. (Ceolin et al.,
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2009) debido a la presencia de los flavonoides en
esta familia (Grattapaglia et al., 2012).

Por otro lado, en el test de Irwin se observé una
disminucion en la fuerza prensora de los ratones,
lo que sugirio la realizacion del test de la traccion
para evaluar la accion del extracto sobre la coordi-
nacion motora de los animales, lo cual puede ocu-
rrir por sedacion y/o relajamiento muscular (Bonilla,
»013). El extracto administrado oralmente a las dosis
de 200, 400 y 800 mg/kg presenté mayores tiempos
de reaccion del animal en comparacién con el gru-
po control negativo existiendo diferencias significa-
tivas (p < 0,05), lo cual pudiera indicar una posible
accién miorrelajante. Sin embargo, estos valores se
encontraban dentro del rango normal establecido
para la prueba (5 segundos) (Reddy et al., 2011), por lo
que el efecto fue ligero.

A nivel autonomico, la miccion se present6 au-
mentada en los grupos tratados, especialmente a
las dosis de 400 y 800 mg/kg, por lo que se presu-
me un posible efecto diurético que debe ser con-
firmado en pruebas posteriores. Estas observacio-
nes resultan interesantes dada las multiples aplica-
ciones de estos los farmacos diuréticos en trata-
mientos de insuficiencia cardiaca, edemas y ascitis
en la cirrosis, edema agudo de pulmon, edemas del
sindrome nefrético, insuficiencia renal aguda y
cronica, hipertensidn arterial, entre otras (Florez et

al.,, 2014).

CONCLUSIONES

El extracto etanolico procedente de hojas de E.
clarensis, a las dosis de 400 y 800 mg/kg, mostro
un ligero efecto sedante sobre el sistema nervioso
central sin afectar la coordinacién motora. El estu-
dio fitoquimico preliminar evidencio la presencia
de metabolitos que pudieran contribuir a dicho
efecto sedativo. El estudio infiere también un posi-
ble efecto diurético del extracto etanolico de E. cla-
rensis a las dosis de 400 y 800 mg/kg lo cual puede
ser considerado como punto de partida para estu-
dios posterior de la especie.
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