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I- OBJETO



Desde que se introdujo el empleo del Aacido gli
cirrético,principio activo de la raiz de regaliz,en la terapia
de las enfermedades gastroduodenales,se abrié el camino hacia =
la utilidad de la fitoterapia en este tipo de afecciones.

La patologia de la tGlcera gastroduodenal es wn=
una de las mis comunes actualmente y aunque los tratamientos em
pleados para combatirla han evolucionado notablemente en estos
Gltimos diez afios,ninguno es suficientemente eficaz en las reci
divas . La prevencidén de éstas exige tratamientos muy prolonga=
dos que conllevan una serie de inconvenientes derivados de los
efectos adversos de los farmacos administrados.

Una terapia de mantenimiento con sustancias --
activas procedentes del reino vegetal,puede resultar efectiva y
estard desprovista de las acciones colaterales que presentan los
derivados sintéticos.

Esta circustancia es la que nos ha llevado a =
realizar el estudio farmacodindmico de Dittrichia viscosa(L.)Wan
Greuter, planta muy comin y ampliamente extendida en nuestra re
gién,que se ha utilizado tradicionalménte de forma empirica en
el tratamiento de las alteraciones géstricas . La determinacidn
'de su actividadiantiulcerosa frente a diversos modelos de tlce=
ra aguda y crénica,la hemos continuade con el estudio de su acti

‘vidad-antalgésica.



En efecto,la mayor parte de los farmacos analgé-
sicos-antiinflamatorios existentes en el mercado farmaceutico -
presentan como efecto secundario indeseable, accién ulcdgena.

En este sentido pretendemos dar un paso mds hacia la bdsqueda -
del farmaco ideal que sea capaz de combatir el dolor sin inducir
la aparicidén de lesiones géstricas.

El estudio experimental de esta especie lo hemos
completado con un screening fitoquimico con el que pretendemos
detectar los principales grupos quimicos presentes en ella a fin
de determinar en trébajos posteriores cual o cuales son respon=-

sables de su actividad farmacodinadmica.



II-REVISION

BIBLIOGRAFICA



. . . o
Los primeros datos bibliograficos que tenemos sobre --

Dittrichia viscosa (L) W. Greuter, son publicados por DISCORI-

DES (siglo I) en su Materia médica (1),en el cual habla de dos
conyzas ,una mayor y otra menor. DISCORIDES estima,que la co-
nyza mayor corresponde a la olivarda (D.viscosa) de nuestros

dias (Fig.1).

DISCORIDES. habla asi: "H&llanse dos especies de la co-
nyzZa,conviene a saber,una pequeria,la cual es mas olorosa y
otra grande,que tiene los ramos mds luengos, las hojas més an
chas y el olor mas grave. Entrambas producen las hojas como las
del olivo,empero vellosas y grasas. El :tallo de la mayor se al-
za dos codos del suelo;el de la menor es de altura de un pie.
La flor de la conyza es fragil,amarilla,algin tanto amarga y

resuélvense en fluencos. Sus raices no sirven de nada.



Diténichia viscosa (L.) Wan Greuten




IT.1.-BOTANICA

II1.1.1.-SITUACION TAXONOMICA

Divisidn: Magnoliphita

Clasis: Magnoliopsido

Subclasis: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Asteroideae

Tribu:- Inuleae

Género: Dittrichia

Especie: D. viscosa(L.) W. Greuter.
Subespecie: Viscosa

La planta objeto de nuestro estudio ha sufrido

una serie de cambios en su nomenclatura a lo largo del tiempo.

En 1753 LINNEO la incluye por primera vez, en la

Familia ASTERACEAE, como Pulicaria viscosa L. Un siglo después

Aiton separa del Género Pulicaria el Género Inula basado en que
las especies pertenecientes a este segundo Género,presentan el
vilano desprovisto de una fila externa de escamas connadas,como

es propio del Género Pulicaria , quedando por tanto nuestra es-

~8-



pecie en estudio clasificada como Inula viscosa (L) Aiton (2;.

Asi perdura hasta fecha reciente,1973,afio en el
cual W. GREUTER,la incluye dentro del @énero Dittrichia,debi-
do a la diferente disposicidn de los pelos del vilano,libres
en el G. Inula y soldados cerca de la base en el G.Dittrichia
(2).

BOHLMAN s por el contrario,encuentra semejanzas
quimiotaxondémicas entre algunas especies del G. Inula y D.vis-
cosa ,por lo que considera al G'. Dittrichia como una seccidn

del G.Inula(7).

I ¢ . .
Actualmente se conocen solo dos especies,D.vis-

cosa y D.graveolensis (2).

I1.1.2.-DESCRIPCION BOTANICA

Planta de altura de 40- 130 cm. densamente --
glandulosa,viscosa,perenne,muy ramosa y muy poblada de hojas.
Tallos lefiosos en la base y con vdstagos herbacéos y floriferos
en lo alto. Hojas pequéﬁaé de 30-70 ‘2-30 mm.,lineales;afoblon;
gés—lanceq%adas,égudas y raramenté:ienticuladas. Las flores se
agrupan en cabezuelas y éstas en racimos ¢ paniculas en la su-

midades del tallo y de sus ramas. El involucro que rodea la ca_



bezuela esta constituido de 6-8 bracteas,muy estrechas,lineales
las interiores casi enteramente membranosas. Las flores propia
mente dichas,son todas amarillas y las hay de dos clases:
-las del centro de la cabezuela forman tubitos que
se abren en cinco dientes iguales.
—-las de la periferia son como lenguecitas que terminan
en tres dientes.
Los frutos de 2 mm. de larga son vellosos y glandulosos. En sus
apices se forman unas pequefias clipulas y de ellas parten losmvilg
nos fragiles y quebradizos.La floracién tiene lugar a.paitir del mes

de Agosto ,hasta bien entrado el otofio (1) (2) (3).

II.1.3.-ECOLOGIA Y DISTRIBUCION

Se cria en lugares incultos y prevalece sobre
todo,en las tierras removidas y alteradas,en desmontes y terra
plenes. Su distribucién es muy ampliajse encuentra en Albania,
Islas Baleares, Bulgaria, Cerdefia, Cdércega, Creta, Francia, —-—
Espafia, Italia, Portugal, Sicilia, Turquia (parte Europea), —-
Yugoslavia. La subespecie viscosa se encuentra en los lugares

citados,excepto el Sur-oceste de Portugal (1) (2).

-10-



IT.1.4.-NOMBRES VULGARES Y SINONIMIAS

Al igual que todas las especies que prensenta una

distribucidén amplia, Dittrichia viscosa (L),recibe distintos —-

nombres vulgares en los diferentes lugares donde vive. Muchos

de ellos,indican su habitat,mientras que en otros encontramos

una explicacidén de las ideas populares sobre su origen.

A continuacidn resefiamos los terminos mas frecuen-

tes,citando su procedencia (1).

Castellano: -

Portugués:

Catalan:

altabaca
ayarraga

hierba mosquera
mosquera

mata mosquera
hierba pulgera
tagueda

taveda

olivarda

julivarda

matavinya

bufamell

herba mosquetera



IT1.2.-FITOQUIMICA

El @. Dittrichia ha sido poco estudiado desde el
punto de vista fitoquimico y farmacodindmico, existen por lo;tag
to escasas referencias bibliograficas.Por el contrario si he
mos encontrado numerosas publicaciones sobre diversas especies
del G. Inula,muy préximas a la nuestra (4) (5) (6) (7) (8) (9)

(10) (11) (12).

Exponemos a continuacién,los principales compuestos
aislados e identificados en D.viscosa (L) ,siguiendo una ordena
cién cronolégica.

COMPUESTOS TRITERPENICOS

En 1976 OKSUZ (4),aisld de las hojas de Inula --

viscosa Aiton, acetato de ¥Taraxesterol,utilizando las cromato-
grafias en columna y en capa fina y las espectroscopias IR y -—-
NMR ,asi como la espectrometria de masas como ‘técnicas de identi

ficacidn.

-12~



COMPUESTOS SESQUITERPENICOS

La primera referencia bibliogréfica relativa a estos
principios,data de 1977,cuando la estructura de dos lactonas
sesquiterpénicas: 2-Desacetoxyxantinino e Inuloviscolido fueron
dilucidadas (5).

Afios mas tarde SUSPLUGAS Y BALANSARD,pusieron de --
manifiesto la accidén antihelmintica de las sumidades de I.visco-
sa Aiton,atribuyendo esta actividad a las lactonas sesquiterpé-
nicas y en particular a un acido sesquiterpénico que aislaron e
identificaron. La estructura’de este acido ya habia sido dada a
conocer con anterioridad por SHTACHER Y KASHMANN en 1970 (6),
como 12-Carboxyeudesma-3,11(13)~dieno y ademds resultd ser el
responsable de la actividad antifingica,frente a seis especies
dermatofilos.

BOLMAN en 1981,investigé la presencia de 9 lactonas
sesquiterpénicas,todas ellas relacionadas quimicamente al Ineu-
patorolido B,algunas de las cuales no pudieron ser separadas -
entre si. 6 «¢-Hidroxi-9-desacilineupatorolido~9-0-(3-metil,pent
-3c;enoato ; Dittrichiolido-isobutirato ; Dittrichiolido-isova-
lerato ; Dittrichiolido-2-metil butirato,fueron aisladas e iden
tificadas (7).

Segun este autor estas lactonas son similares a las

aisladas en I. cuspidata (7) , e indicé la importancia de es-

-13-



dios taxonémicos , para determinar la interrelacién del G.Di-
ttrictia con aquellas especies del G.Inula que contuvieran

dichas lactonas.

COMPUESTOS TERPENICOS™

SHTACHER Y KASHMAN , investigaron la presen-
cia de constituyentes volatiles en las raices de I.viscosa Ai
ton. De las jovenes obtuvieron un 1% de aceite aromatico. El
andlisis cualitafivo y cuantitativo llevado a cabo reveld la
existencia de 10 compuestos,volatiles. Los mayoritarios resul
taron ser monoterpenos,derivados del timol oxigenado: p-Cime-

no-3-metoxi-7-0l y sus esteres Isobutirico e Isovalerianico(8).

COMPUESTOS POLIFENOLICOS: FLAVONOIDES

En 1976,se aislaron e identificaron por pri-
mera vez tres flavonoides procedentes de las flores de I.vis-
cosa Aiton,recolectadas en Turquia: 3—Metoxiquercetin—?—glucé
sido;3-Metoxiquercetina y Quercetina (9).

TALLADE Y SUSPLUGAS,posteriormente,encontra-
ron: Quercetol; 3-Metoxiquercetol; 4'—Metoxikamferol ya en la
sumidades de D. viscosa ,empleando técnicas cromatograficas

y. espectroscépicas en su identificacidén (10).

-14-



Estudios realizados por CHIAPPINI y cols, sobre
D.viscosa (L) procedentes de Italia,revelaron la presencia de
dos nuevos flavonoides: 3,3-Dimetoxiquercetina y 2R,3R-Dihidro.-
-7-metoxikamferol ,utilizando las espectrocopias IR,UV y NMR asi
como la espectrometrfa de masas (11).

Recientemente GRANDE,PIERA y cols, realizaron un
estudio fitoquimico de las sumidades recolectadas en Alicante
e identificaron ademas de los flavonoides ya conocidos: Apige-
nina, Gerkwanina, Hispidulina, Rhamnocitrina, 3-0-metilkamferol,
Naringenina, Sakuranetina, 7-0-Mstilaromadendrina, 3—O—Acetil§
romadendrina, 3-0-Acetil-7-O-metilaromadendrina, 3-O-Acetiltaxi

folina;- Padmadina; 3-O-Acetilpadmadina (12).

-15-



IT.3.-USOS Y APLICACIONES

Segin DISCORIDES " Toda la planta, estendida por
tierra y encendida en forma de sahumerio,ahuyenta las fieras,
extermina los mosquitos y mata las pulgas. Aplicanse ultima--
mente las hojas sobre la mordedura de .serpiente,sobre los to--
londrones y sobre cualquier herida. Bébense sus flores,sus ho-
jas y su simiente como vino,para expeler el parto y el menstruo
y sanar el esticilio de la orina,los torcijones de vientre y la
ictericia. Bebidas con vinagre las mismas cosas sirven a la go-
ta coral. Su cocimiento si se sienta sobreel,es util al mal de
la madre y repulga el menstruo. Su zumo metido dentro de la na-—
tura hace que la mujer mal para. La hierba mezclada con aceite
es util contra los temblores paroximales........'"(1)

En tiempos de L{Ecluse,los salmantinos,emplearon
las raices cocidas con vino para exterminar la sarna,asi{ mismo,

algunos frailes,con las raices y las hojas hacian ungiientos
destinados al mismo fin (1).

Bn el reino de Valencia lo empleaban.como vulnera-
ria (1),

En la actualidad Fournier,indica su utilizacion en
Argelia para combatir el paludismo y las enfermedades de las

vias urinarias (1).

~16-~



El Doctor Laza:Palacios emplea . en,Malaga

el cocimiento como anstringente(l).

-17-



III- PARTE

EXPERIMENTAL



IIT.1.- MUESTRAS: RECOLECCION Y PREPARACION-

Las muestras estdn constituidas por las sumidades
floridas de D.viscosa (L) recolectadas. en los arcenes de la ca=g
rretera Sevilla-San Juan de Aznalfarache,en el mes de floracidn
(Octubre) de 1985.

La desecacién se llevid a cabo al aire libre sobre
superficie seca a 252C en nuestro .Laboratorio, posteriormente

se mantuvo en lugar seco, oscuro y cerrado.

IIT1.2.-ENSAYOS GENERALES CUANTITATIVOS

+I1I1.2.1.~DETERMINACION DE HUMEDAD

El contenido en agua de una droga, nos permite sa-

4
ber si el tratamiento posterior a la recoleccion. ha sido o no

adecuado.

Hemos seguido el método gravimétrico que estd basa
do en la pérdida de peso de la droga mediante desecacién en estu
fa a 105eC (13) (14),

Se parte de aproximadamente 2g de droga perfecta-
mente pesada en un pesasustancias tarado, que se lleva a estufa

(1059C) hasta pesada constante.

Despues de calentar y antes de cada pesada se en-

fria en desecador que contiene CaClZ.

-19-



I1IT.2.1.1.-Resultados

Los valores obtenidos fueron los siguientes:

Muestras % humedad
A1 7,16
A
2 7,13
Ay 6,99
A 7,08

=20~



ITIT.2.2.-DETERMINACION DE CENIZAS

La finalidad de esta determinacidén es conocer los
componentes minerales que tiene la droga, que pueden influir
tanto en la accidén farmacolégica como ayudarnos a investigar po
sibles adulteraciones, ya que el porcentaje de estos componentes
es constante para cada droga. (13) (14)

En un crisol de porcelana calentado al rojo y en-
friado en desecador, se coloca una cantidad exactamente pesada
de la droga perfectamente desecada. Se efectla la calcinacién
con llama oxidante durante 5-6 horas.

Una vez enfriada, se le afiade agua oxigenada que
favorece la calcinacidn repitiéndose esta operacién cuantas ve-
ces sea necesario. Se evapora a sequedad y se efectlan nuevas -
calcinaciones hasta desaparicién total de particulas negras.

Tras enfriar se pesa y se vuelve a calcinar hasta

obtener dos pesadas sensiblemente concordantes.

IIT.2.2.1.- Resultados

Residuos %cenizas
Ay 10,31
A, 10,81
Aq 9,70
A 10,27
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I11.2.3.-DISCUSION DE RESULTADOS

Los valores obtenidos en la determinacidén de la

humedad y cenizas , 7,08 % y 10,27 % ,respectivamente , son si-

milares a los descritos en otras especies afines.
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ITI.3.- ENSAYOS GENERALES CUALITATIVOS

Hemos procedido, a investigar mediante los senci-
llos métodos que requieren un "screening fitoquimico'",la pre-
sencia de diversos grupos de compuestos,con ;a finalidad de ob-
tener informacién sobre la naturaleza quimica de los principios

que constituyen D.viscosa(L.)

III.3.1.-EXTRACCION

A partir de las sumidades floridas de D.viscosa(L)
hemos llevado a cabo extracciones en frio (maceracidén durante
24h.) y en caliente (a reflujo previo maceracién 15min.) utili-
zando tres disolventes de polaridad creciente: eter etilico,
alcohol etilico y agua (15) (16).

En cada uno de los extractos obtenidos:

Al = extracto acuoso obtenido por maceracidn.
Ay = " etereo " " "
A3 = " alcohdlico " " "
Bl = " acuoso " " cocimiento.
B, = " . etereo " " "
By = " alcoholico " " "
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Se..han ensayado diversos grupos fitoquimicos de

acuerdo con la solubilidad de los mismos.
ITI.3.2.-CUERPOS GRASOS

Se leadiciona 1 ml de reactivo a los extractos
A y.B apareciendo coloracién gris-azulada en la capa inferior en
el caso de que existan grasas de origen vegetal. (Reactivo de =

Serger)(17).

III.3.3.-PIGMENTOS CAROTENOIDES

Los carotenoides por adicién . de sulfirico concé
trado originan coloracién azul. (Reactivo de Carr y Price) (18).

La solucidén saturada de tricloruro de antimonio
con los principios activos en estudio dan lugar a una coloracidén
azul-violeta fugaz. (Reactivo: solucién cloroformica saturada

de antimonio) (19).

ITI.3.4.-ESTEROLES Y TRITERPENOS

A los extraétos se les afiade 1/5 de volumen de
anhidrido acético y después,écido sulfurico concentrado,gota a
gota. Se obtiene coloracién violeta que pasa azul y por Gltimo
avverde si el ensayo es positivo(Reaccidn de Lieberman-Buschard)

(20).

-24-



Se mezcla -1 ml . de &nhidrido Acetico con 1 ml de
cloroformo, se enfria a 02C y se afiade una gota de acido sulfﬁ
rico concentrado. El reactivo preparado se adiciona a los ex-
tractos apareciendo coloracién azul que pasa por distintas tona
lidades verde-rojo y anaranjado,si es positiva la prueba. (mo-
dificacién A de la reaccién de Lieberman-Buschard) (21).

Se evapora en vidrio de reloj lml de cada extrac-
to disolviendo el residuo en dos gotas de anhidrido acético;la
adicién de sulfurico concentrado, desarrolla en presencia de
compuestos esterdlicos o terpénicos una coloracién malva viran-
do a verde . (Modificacion B de la reaccidén de Lieberman-Bus --
¢hard) (21).

La muestra contenida en 1lml de cloroformo se pone
en contacto con 1ml de &cido sulflGrico, originando colores —-

amarillo o rojo ( 21).

III.3.5-DERIVADOS QUINONICOS

En el caso de quinonas libres, adicionamos el reac
tivo a los extractos , agitamos y dejamos reposar; si aparece -
coloracién rosa, roja o violeta implica que se encuentran qui=-
nonas :.libres’ (Reactivo: Hidréxido aménico al 40%) (22) (23).

Para comprobar la presencia de quinonas combinadas
se le afiade a los extractos &4cido sulfirico 0,1 N y se lleva a
ebullicién agitando con benceno . Al enfriar se separa la capa

> . . » . s
organica, si esta se colorea de rojo al tratarla con amoniaco.
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es indicativo de que el ensayo es positivo (22 (23).
IT1.3.6.- LACTONAS PENTAGONALES INSATURADAS

Se adiciona a los extractos varias gotas del reac-
tivo de Baljet. Una coloracidn naranja que pasa a rojo oscuro,

indica presencia de lactonas pentagonales. (195).
ITII1.3.7.- PIGMENTOS ANTOCIANOS

La aparicidn de una coloracién rosa anaranjada al
agitar con alcohol isoamflico en medio acido , indica la presen

cia en la solucién ensayada de pigmentos antocianos (15) (23).
ITT.3.8.-PIGMENTOS LEUCOANTOCIANOS

Los pigmentos leucoantocianos {compuestos incolo-
ros), pasan a antocianos coloreados (rojo o violeta), por accién
de los &acidos fuertes. Si se produce una coloracidn rojo-violeta
cuando se calienta a baﬁo’maria una solucién alcohélica de los
extractos en presencia de acido clorhidrico, se puede afirmar

la presencia de dichos pigmentos (15) (23).
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I11.3.9.~-FLAVONOIDES

Las sustancias flavdnicas se ponen de manifiesto
con la reaccién de la cianidina (15 (24 . Consiste en afiadir
a la solucién en estudio , una gota de 4cido clorhidrico al --
10 % y un trocito de cinta de magnesio . Aparece un color rosa
que lentamente pasa a rojo, naranja o violeta, seglin la natura-

leza del flavonoide.

I11.3.10.- TANINOS

Al tratar gota a gota con una solucidén de tricloru
ro de hierro al 10%, los extractos obtenidos, se produciri un
precipitado verde oscuro en presencia de taninos catéquicos (28).

A continuacién adicionamos a otra muestra unas go-
tas de 4cido clorhidrico concentrado y aproximadamente 1ml de
solucién de formaldehido al 40%. Se calienta a ebullicidén unos
10-15 min. produciéndose la precinitacién de dichos taninos.
Sefiltra y al filtrado obtenido,.se le afiaden unas gotas de tri
cloruro de hierro. Aparecerd un precivitado azul si existen en

€l taninos pirogdlicos (R. de Styani.) (25).

ITI.3.11.- GLUCIDOS

Para determinar la presencia de principios glucidi

cos hemos ensayado las siguientes reacciones:
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-R. de Keller-Kelliani modificada por Euw-Reichs-
tein (25): Los extractos se agitan con unas gotas de solucidn A
(a 1 ml de sulfato férrico al 5% en agua y 9,9 ml de acido acé-
tico glacial) , después afiadimos varias gotas de solucién B (1ml
de sulfato férrico al 5% en agua y 9,9 de acido sulfurico conce
trado). Si aparece coloracidén azul-verdosa o azul en 5-10 min.
se debe a las sustancias glacidicas

-R. Molisch (25): A las muestras se les adiciona
una solucidén de X-naftol y por las paredes se deja resbalar 1lml
de acido sulfarico concentrado. La formacién de un anillo en la
interfase indica reaccidén positiva.

-R. de Fheling (25): Se calienta a bafio maria du-
rante dos minutos las “soluciones a ensayar junto con el reacti
vo. En caso positivo,aparecerd un precipitado rojo caracteristi

Co.

IIT.3.12.-SAPONINAS

Cada una de las muestras se divide en dos fraccio
nes; Una de ellas no sufre ninglin tratamiente , a la otra se le
adiciona .unas gotas de &cido clorhidrico. Se someten a ebulli--
cién durante 15 min. se agitan,y se observa la cantidad de es—

pumas persistentes en cada una de ellas (25).
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ITI.3.13.- ALCALOIDES

Se hacen tres fracciones con cada uno de los ex-
tractos a ensayar y se le aflade a cada una de ellos los reacti-
vos de Mayer, Bouchardat y Dragendorff (.25. En presencia de -
sustancias alcaloidicas se formard un precipitado blanco , par-
do o rojizo, respectivamente.

Mediante un tubo de vidrio cuya punta termina en
capilar, que se utiliza a modo de pipeta, se depositan en dis-
dintos lugares de una tira de papel cantidades crecientes de los
extractos, se deja evaporar el disolvente y se sumerge dicha -
tira en el reactivo de Dragendorff modificado para cromatografia.
Si la droga contiene alcaloides apareceran en loleugares en -
que se aplicaron los extractos unas manchas rojizas sobre fondo

amarillo claro ( 25.

I11.3.14.RESINAS

Al extracto alcohélico concentrado de la droga, -
afladimos agua , si aparece un precipitado turbio blanquecino -
indica prueba positiva (14 ).

Otra fraccidén similar, se trata con solucién de -
acetato de cobre, produciéndose una coloracién verde-esmeralda
caracterfstica si existen resinas (R. de Unverchoiben-Franchi-

mot) (14).
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ITI.3.15. RESULTADOS

Reaccidén fuertemente positiva +4+
Reaccidn positiva ++
Reaccidn debilmente positiva +

Reaccidén negativa -

Los resultados obtenidos quedan recogidos en las

tablas I y II.
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MACERACION

Grupos quimicos Ext? etéreo Exte alcoh. Ext? acuoso

Al A2 A3
Cuerpos grasos ++ ++ -
Pig. carotenoides - - -
Esterol. y triterp. - - -
Quinonas libres ++ ++ +
Quinonas comb. + + -
Lactonas pent. insat. + - +
Pig. antocianos - - +
Pig. leucoant. - + +
Flavonoides ++ +
T. catéquicos + + ++
T. pirogélicos - - -
Gldcidos ++ + +t
Saponinas - - -
Alcaloides + ++ ++
Resinas ++

TABLA T
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COCIMIENTO

Grupos quimicos. Ext? etéreo Ext? alcoh{ Ext? acuoso

Bl 82 B3
Cuerpos grasos ++ e+ -
Pig. carotenoides - - -
Estero. y Triterp. - - -
Quinonas libres ++ ++ +
Quinonas comb. + + -
Lactonas pent. insat. + - +
Pig. antocianos - - -
Pig. leucoant. - + -
Flavonoides ++ +,
T. catgquicos + + ++
’T. pirogédlicos - - -
Glicidos ++ + ++
Saponinas - - -
Alcaloides + ++ +
Resinas s

TABLA 1II
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III.3.16.-DISCUSION DE RESULTADOS

El andlisis cualitativo que nos pone de manifie
to los diferentes grupos fitoquimicos presentes en los extractos
ensayados , nos permite deducir la presencia mayoritaria de —---
cuerpos grasos, quinonas libres , flayonoides , taninos , glici-
dos , alcaloides y resinas , compuestos que coincide con los
detectados en otras especies del G.Inula (6)(7)(9),muy relaciona
das quimiotaxonomicamente con Dittrichia , asi como en los ensa-
yos fitoquimicos realizados por otros autores en nuestra especie
(7)(11).

Por el contrario , quinonas combinadas ; lactonas
y pigmentos leucoantocianos sélo se han detectado en cantida--

des trazas.
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III.4.~-EXPERIENCIAS FARMACODINAMICAS

La multiplicidad de usos que se vienen atribuyendo
de una manera empirica a D.viscosa (L) ha sido puesta de mani-
fiesto en el apartado II.3.

En nuestra regién Se utiliza tradicionalmente,en
forma de infusién y cocimiento en el tratamiento de Glcera -=-
péptica. Por esta causa enfocamos en esta linea los ensayos-—
farmacodinamicos que se han realizado con esta especie,estu-
diando su actividad antiulcerosa frente a diferentes modelos de
Glcera géastrica experimental.

Tambien ensayamos su posible accién analgesica-anti
pirética-antiinflamatoria,contribuyendo de esta forma a la bfis—
queda del antalgésico ideal,ya que en la actualidad son muy esca
sos los férmacos de este tipo,que no presenten una -actividad

ulcégena como efecto colateral indeseable.

IT1.4.1.-CONDICIONES GENERALES

Todas la experiencias se realizan manteniendo cons-

tante una serie de pardmetros que seran expuestos a continuacién
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ITI.4.1.1.-Soluciones y dosis administradas

Con las muestras convenientemente desecadas se
prepard un cocimiento al 10 %,segun técnica de F.E. IX ed.. (13).
Partimos de 50g de droga,que se pusieron en maceracién durante
15 min. con 500 ml de agua destilada. Al cabo de este tiempo
se mantuvo en ebullicidén otros 15 min.,procediéhdose a continua
cién a filtrar en caliente con expresién del marco.

La solucién resultante se concentrd a presidén
reducida hasta residuo seco (r.s.),con el que se prepararon do
sis de 250 y 500 mg / Kg animal que fueron administradas en las
experiencias realizadas:

Viag oral: 1 ml agua destilada / Kg animal

Via intraperitoneal: 0,1 ml sol. fisil./animal

ITT.4.1.2.-Reactivo animal

Los animales de experimentacién utilizados
han sido:
-Ratas macho de raza Wistar y peso comprendido
entre 180-250 g,segin las pruebas,distribuidos en lotes de 10.
~Ratones SWiss de ambos sexos que pesan’ 25-30 g.

tambien agrupados en nimero de 10.



III.4.1.3.-Expresidn de los resultados

Los parédmetros que se le determinaron a los datos

obtenidos en las distintas experiencias fueron los siguientes:

Media: x = £
n
\ L
NS X, - x )
Desviacidrn: stancdard:T = f
i n-1
q

Error tipico: E =

Para determinar el nivel de significacién de los
datos obtenidos se aplicé los siguientes test (26).

-Test de Mann-#hitney

(n 1) -

2 + X

C v(nl . n2)+ n, —————— - 2

2
-Test de Student
X, - X
t= 1 2
2 2
(nl-l)ﬂfl + (n2—l).<T2 |
‘I'n +n
1 2
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2
Donde G-l y <T§ son las varianzas obtenidas para cada una de

las muestras.a comparar.
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IIT1.4.2.-TOXICIDAD AGUDA

La determinacidn de la toxicidad aguda,es paso oO-
bligatorio en el estudio de la actividad de un farmaco.

Generalmente se expresa en términos de dosis le-
tal media,DL5O,que es aquella capaz de matar la mitad de una
poblacipn ilimitada de la misma especie y cepa al cabo de 48-
72 h. de haber sido administrada. Puede obtenerse por interpo-

lacién,métodos estadfsticos o bien directamente {(27) (28) (29).

ITI.4.2.1.-Descripcién de la técnica

En nuestro caso,para determinar la toxicidad agu
da,hemos utilizado la técnica de MILLER Y TAINTER (30).Consis
te en experimentar sobre varios lotes de 10 animales,a los que
se le administra dosis crecientes de la sustancia a ensayar,de
tal manera que el porcentaje de mortalidad varie entre 0-100%.
Transcurido el tiempo necesario segun la via de administracidn
elegida,se hara’ el recuento por dosis de los animales vivos y
muertos.

Con los resultados obtenidos se construye una gré
fica,representando el porcentaje de mortalidad transformado en

probits ,en funcidn del logaritmo de la dosis (31),-
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De esta forma la representacion obtenida es una

linea recta.

ITT.4.2.2.-Desarrollo de la experiencia

El ensayo se realizd con ratones Swiss,de ambos
sexos,que se mantuvieron en ayunas total (agua y comida),16-18
h. antes de la experiencia. 4

Las dosis ensayadas fueron las siguientes:

Lote I 1000 mg.r.s. .cocimientoZKg animal -

Lote II 2000 " "

Lote III 2500 " "

Estas dosis fueron administradas via intraperitoneal.

Los animales fueron sometidos a observacidn di-

recta,durante las primeras 48 h.,para detectar cualquier tipo

de sintomatologfa aparecida en dicho periodo.
I1I.4.2.3.-Resultados

Los resultados obtenidos se exponen en la tabla

III.
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Toxicidad aguda:

Cocimiento al 10% D.viscosa (L)

Dosis (mg r.s. / kg )

1000

2000

2500

eq. droga ( % )

% mortalidad

6,68

13,12

16,60

TABLA III

—40-~




IT1I.4.2. 4.-Discusidén de los resultados

El porcentaje de mortalidad resulté nulo
con la totalidad de las dosis administradas.

As{ riismo,durante el periodo de observacién,no
se aprecid en los animales ningln tipo de sintomatologia andmg
la.

-Teniendo en cuenta que la via de administracién
ha sido la intraperitoneal y que la.dosis de 2500 mg r.s./ Kg
equivale a 16,6 g de la planta , podemos afirmar la ausencia de

-toxidad aguda del cocimiento ensayado.
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IIT.4.3.~ACTIVIDAD ANTIULCEROSA GASTRICA

Son numerosas las técnicas utilizadas para estu-
diar la accibén antiulcerosa gastrica de los féfmacos, pudiendo
agruparse en dos grandes apartados:

~Modelo experimental de Ulcera géstrica aguda,en
el que se induce la lesién gastrica y al mismo tiempo se admi-
nistfa el farmaco que va a prevenir dicha lesidn.

-Modelo experimental de Ulcera géstrica crdnica,
en el que se provoca en primer lugar la ulceracidén y a conti--
nuacién se le administra el farmaco para evaluar su potencia
antiulcerosa.

Dentro del primer modelo,se han descrito diferen-
tes métodos que producen la erosidén’ de la mucosa gastrica,tales
como la administracién de agentes ulcdgenos (32) (33) (34)
3s5) (36),las lesiones provocadas por stress (37) {38} (39),
por ligadura de piloro (40} &: por distensidn del estomago por
jugo gastrico artificial (41).

No ocurre lo mismo con el modelo experimental de
ﬁléera crénica,para la cual la bibliograffa encontrada es mas
bien escasa. Una de las técnicas mas empleadas consiste en la
administracidén de &cido acético (42),con el que se obtiene re-

sultados satisfactorios.
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. En nuestras experiencias hemos utilizado varias

técnicas que correspanden a los dos tipos de modelos mencionados.

I1T.4.3.1.-Ulcera gastrica aguda inducida por inmovilizacidn

y frio

I11.4.3.1.1.-Descripcién de la técnica

El metodo de SENAY Y LEVINE (43),consiste en
la produccién de ulceraciones gastricas agudas,utilizando dos
situaciones eStresantes:.la inmoévilizacidén y el frio.

Las ventajas de esta técnica es una considera
ble disminucién del tiempo de produccién de las Glceras (3h.),
una gran uniformidad de las lesiones obtenidas y una facil va-
loracidn de éstas, ya que se consiguen Ulceras lineales.

Los animales de experimentaciéh,ratas,se so-
metieron a ayuno 24 h. antes de la experiencia,tras este perig
d6 se les administran 1las dosis correspondientes del férmaco
a ensayar,procediendo acto seguido a su inmovilizacidn.

Para ello se introduce el animal en unos ce-
pos cilindricos de unos 25-30 cm de longitud y 4-5 cm de didme-
tro,que se cierran por sus extremos para evitar la fuga.

Los animales asi preparados,son colocados en

frigorifico a una temperatura de 3-5°2C durante 3 h.
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Transcurrido este tiempo,se sacrifican,se
les extrae el estdmago que es abierto por su curvatura menor
y se procede a contabilizar las dlceras producicdas mediante --

lupa ce 10-20 aumentos.

I1T.4.3.1.2.-Desarrollo de la experiencia

Se han utilizado ratas Wistar,macho,que perma
necieron en ayunas 24 h. antes de la experiencia.oermitiéndol;s
el Tibre acceso al agua.

Para obtener resultados aceptables,es impres-
cindible,conseguir un vaciado total de los estdmagos. Los- ani
males se llevan a jaulas,cuyo fondo esta provisto de una reji-
1la metdlica de red 10X100 mm con lo que se aislan de sus defe
caciones,evitando asi la coprografia (34).

Los animales recibieron 30 min. antes del en-
sayo ,las dosis correspondientes de cocimiento,:comprobandose
los efectos producidos frente a un lote de referencia tratado
con 100 mg ranitidina / Kg animal.

La clasificacién de las lesiones obtenidas se
hizo .siguiendo la escala utilizada por CIOLI y cols (44):

0.-Ausencia de lesiéh,vasodilatacién 6 hasta

- tres.ilesiones puntiformes.

1.-Mas de tres lesiones puntiformes.

2.-De una a cinco Glceras pequefias <2 mm,



3.-Mas de cinco lGlceras pequefias < 2 mm.

4,-Una 6 mas Glceras gigantes.

I1T.4.3.1.3.-Resultados

La tabla IV recoge los resultados obtenidos,
que reflejan el nimero de lesiones gédstricas en relacién a la es
cala de CIOLI el nUmero total de estdmagos ulcerados por lotes

y la superficie de mucosa lesionada (mmz).

En la figura 2 se representa,en forma de histo
grama la superficie de mucosa géstrica ulcerada en cada uno de

los grupos.



UCERA GASTRICA INDUCIDA POR INMOVILIZACION Y FRIO

n? estoma./escala esthago§ ulcera.| Indice de ulce. [% ulcerdcién

(X 2€) mn°

2/0

1/3
L. Contl"ol 1/2 8/10 995 _t 2,7 8000

6/4

7/0
1/2
100 mg ranitidina/Kg 3/10 2,0
1/1 **

1/4

1+

1,0 30%

7/0

1/3
250 mg r.s./Kg 1/2 3/10 2,0

1/4 **

1+

1,0 30%

7/0
500 mg r.s./Kg 3/2 3/10 0,7 % 0,3 30%

3

(U de Mann-Whitney ) * P <0,05 ** P< 0,01
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I1I.4.3.2.-Ulcera gastrica aguda inducida por etanol absoluto

ITI.4.3.2.1-Descripcidén de la técnica

Otra técnica empleada para inducir ﬁlcera_gég
trica aguda,ha sido el modelo de etanol absoluto descrito por
SOLDATO y cols. (45).

Consiste en administrar una dosis de 1 ml de
etanol absoluto en animales de experimentacidn,concretamente en
ratas. |

En este caso el tratamiento con la sustancia
a ensayar,se realiza 1 h.‘antes de la experiencia,procediendo
a continuacién a la administracién del agente ulcdgeno mediante
sonda intragdstrica.

Al cabo de 1 h. se sacrifican los animales,se
extraen los estdmagos y se procede a medir la superficie ulce-

rada de acuerdo con una escala preestablecida (45).
IIT.4.3.2.2.~-Desarrollo de la experiencia
El ensayo se realizd con ratas Wistar,macho,

mantenidas en ayunas 24 h. antes de la experiencia,permitiéndoles

el libre acceso al agua.
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En este caso,el patrén de referencia utili-
zado ha sido Gefarnato a una dosis de 50 mg / Kg animal.
La via de administracidén fue oral, mediante
sonda intragastrica.
Una hora después de haber sidos tratadod se
procedid a la administracién de etanol absoluto.
Hemos valorado la ulceracidén inducida por
este agente ulcégeno de acuerdo con la siguiente escala:
0.-Sin lesidn.
1.-Ulceras hemorragicas dipersas de lohgi
tud<5 mm y finas.
2.=Una Ulcera hemorrégica de longitud >
5 mm.y finas.
3.-Mas de una Ulcera del grado 2.
4.-Una tlcera de longitud »5 mm y didmetro
<2 mm .
5.-De una a tres Ulceras del grado 4.
6.-De cuatro a cinco ulceras del grado 4.
7.-Mas de seis Ulceras del grado 4.

8.~Lesién generalizada.
I11.4.3.2.3.~-Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en
la tabla V.-.y la representacidén gréfica de los mismos en la

figura 3.
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TABLA V

ULCERA GASTRICA INDUCIDA POR ETANOL ABSOLUTO

he estoma./escala

estomagos ulcera.

JIndice de ulce.

(x &)

% ulceracidn

L. Control

2/4
2/5
5/6
1/8

10/10

100%

50 mg :gefarnato/Kg

4/0
1/4
3/1
2/5

6/10

1,7+ 0,7

* %

60%

250 mg r.s./Kg

1/0
1/3
2/4
2/5

1/7

9/10

4,6X 0,6

906%

500 mg r.s./Kg

5/0
3/1
1/2
1/3

5/10

0,8 ¥ o,3

* %

50%

( U de Mann-whitney ) * P<{0,05 n.s. no significativo

** p< 0,01
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III.4.3.3.-Ulcera gastrica croénica inducida por acido acético

I1T.4.3.3.1.-Descripcidn de la técnica

Uno de los métodos mas empleados para produ-
cir este tipo de llcera es el de TAGAKI y cols. (42) que utiliza
como agente ulcégeno,una solucidén de 4cido acético inyectada en
la pared estomacal.

Los animales,ratas macho, se someten a una
anestesia superficial con éter durante el tiempo que dura la
intervencidén (7-10 min.). Esta comienza con una lapararatomia
de unos 2-3 cm que permite localizar el estdmago. Posteriormente
se procede a inyectar en la suberosa de la pared anterior 0,05
ml de acido acético al 20 %. A continuacién se desplaza de —-
nuevo el estémago a su sitio y se sutura la pared abdominal
por planos.

Transcurridos 36-48 h. de la intervencidn,
tiempo necesario para permitir la ulceracién de la mucosa,se
administra a los animales las dosis correspondientes de la sus
tangia a ensayar durante un tiempo preestablecido,que puede ser
7,14,21 dias.

Al cabo de este periodo, se sacrifican,se di-
secan los estomagos y se contabilizan las erosiones producidas.

En este tipo de dlcera,tan importante como
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medir la superficie de las lesiones,es observar la cicatriza-

cién de las mismas y la recuperacién del epitelio géstrico (42).

I1T.4.3.3.2.-Desarrollo de la experiencia

Como en los casos anteriores,los animales
ratas Wistar macho, se mantuvieron en ayunas de comida,agua
"ad libitum", 24 h. antes de la intervencién.

A las 36 h. de la misma, cada uno de los lo-
tes,recibieron durante 7 dfas consecutivos,con intervalos de 12
h. las dosis correspondientes a las solucioneé problema y pas=
trén de ranitidina (100 mg / Kg animal)

La via de administracién fue oral,mediante
sonda intragéistrica.

Al finalizar el tratamiento se sacrificaron
los animales para disecar los estomagos y medir la superficie
que ocupa el crater erosionado que se expresdé en términos de
{ndice de ulceracidn ( mm2) (42),

Tambien se calculd el porcentaje de curacién
de los diferentes grupos tratados con respecto al control,seguin

la siguiente expresién:

. ién control — T, id
YCuracidn= I.ulceracién I.ulceracién tratadoxloO

I.ulceracién control
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Estudio anatomopatologico

Para analizar el tipo de Ulcera provocada , se
procedié al estudio histologico de los estdmagos de los animaies
tratados. En primer lugar se fijaron con solucién de formol al 4%
pH = 7,4,durante 24 h procediendo a continuacién a su inclusién
en parafina,siguiendo la técnica de GABE ( 75 ) , mediante des-
hidratacién progresiva de las piezas. Los bloques se cortaron -
con un espesor de 6—8‘}mxen un microtomo Leitz-1512,se sometieron
a una doble tincidén con hematoxilina - eosina y después se prepa
raron con resina sintética PDX. Las caracteristicas histdlogicas

se observaron con un fitomicroscopio Zeiss ( 76 ).
I11.4.3.3,-Resultadoss

Todos los resultados obtenidos estan recogi=z:
dos en_la tabla VI, mostrandose en la ¥igura 4’la‘represeﬁf§616n
grafica del indice de ulceracidén de los distintos lotes.

Con respecto al estudio anatomopatologico,. -
las caracteristicas histolégicas del tejido ulcerado se pueden

observar en las figuras I -VI.



IIT.4.3.4.-Discusidén de resultados

Los extractos ensayados ejercen una marcada accién
antiulcerosa como se comprueba en los distintos modelos experi
mentales utilizados.

Asi en la llcera gastrica inducida por inmoviliza
cién y frio , se han conseguido unos valores de indice de ulce
racién significativamente menores que el control con las dos
dosis ensayadas ( 2,0 : 1,0y 0,7 : 0,3 P«0,01 ) similares
e inferiores , respectivamente a las obtenidas con el patrén

(2,0 ¥

1,0).

Los valores apreciados en la Glcera inducida por
etanol absoluto tambien son sastifactorios , si bien en este
caso solo son significativos los resultados proporcionados
por la dosis mas elevada , SOO mg r.s. /Kg. Con ella se consi
gue reducir el indice de ulceracién desde 5,6 ¥ 0,4 (grupo
control) hasta 0,8 A 0,3 P«0,01 . El hecho de que la dosis
de 250 mg r.s. /Kg no produzca un descenso, ni del indice , ni
del porcentaje de ulceracién , nos permite deducir Que el um-
bral necesario para ejercer el efecto ulcdgeno inhibidor , es
significativamente més elevado en este tipo de ulceracioénes.
Estos resultados, nos pone de manifiesto que el

posible mecanismo antiulceroso del extracto ensayado podria

ser debido , tanto a una accidén depresora sobre el SNC, como
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a un efecto citoprotector de la  mucosa gastrica,aunque se
precisan ulteriores comprobaéiones.

Con -respecto :a‘la”ﬁlcera crénica inducida por &ci
do acético ,el estudio histolégico del crater de ulceracién po
ne de manifiesto el caracter crénico . En la figura I que co-
rresponde a una seccidén transversal de la zona ulcerada,se ob-
serva. la desestructuracién de las capas histolégicas que compo
nen la pared estomacal ,encontrandonos con un tejido de granu-
lacién formado por tejido conectivo denso y tejido adiposo.
En los limites de la zona ulcerada se produce una hipertrofia
de las glandulas gastricas aumentando la seérecién mucosa del
istmo y cuello. En estas porciones glandulares ( Fig.Il ) se
observan como la mayor parte del volumen citoplasmatico,esta
ocupado por material secretorio,relegando al nucleo a la por-
cién mas alta.

En la figJII vemos el tejido de granulacidn en la
porcién mas externa de la pared estomacal,el cual adhiere par
te del parenquima hepatico . A mayor aumento figry vemos el
poder proliferativo del tejido conjutivo de regeneracidén lo-
calizando diversas figuras mitéticas. El estado de intensa —-
actividad celular no lo muestra el contenido en cromatina di-
fusa de los nucleos.

La zona interna de la formacién ulcerativa (fig.V)
esta formada por un tejido de coagulacidén donde predomina ,

los elementos leucocitarios y un tejido conjuntivo de tipo
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lapso con fibroblastos que muestran caracteristicas morfolo-
gicas de encontrarse en la sintesis activa, en zonas mas aleja
das de la Glcera ,.las glandulas gastricas muestran alteracio-
nes de la luz y a nivel de la muscularis mucosa y submucosa se
pierde la estructura morfologica. Esta ultima capa se ve inva-
dida por gran cantidad de elementos leucocitarios alterandose
tambien la disposicidén de la muscularis externa y serosa fig. VI.
Los valores conseguidos , tabla VI , nos demuestran
la marcada . accién cicratizante de las dosis ensayadas , ya que
" el porcentaje de curacidn es respectivamente de 78,0 % y 79,9 %
superior al observado con 100 mg ranitidina / Kg 54,2 %. En
este caso no existen diferncias significativas entre los re
sultados de las dos dosis ensayadas , esto podria explicarse
atribuyendo a la de 250 mg / Kg un méximo de efecto cicatri-

zante de la lesidén ulcerosa.
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ULCERA GASTRICA INDUCIDA POR ACIDO ACETICO

Indice de ulceracidn % Curacidén
(X ZXg)
L. Control 98,9 + 10,0 -

100 mg ranitidina/ Kg 45,3 + 5,1 54,2 %
3

250 mg r.s. / Kg 21,7 + 2,2 78,0 %
¥* ¥

500 mg r.s. / Kg 19,9 + 4,5 79,9 %
3* ¥

(U de Mann-Whitney) * p<0,05 *¥** p<O,01
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Fig. I-Seccidén transversal de la pared del estémago en la zona de

ulceracién. 6,3 x

Fig. II - Detalle de la porcion glandulor,en el que se observa
como el material secretorio ocupa la mayor parte del
volumen citoplasmiatico,relegando el nicleo a la zona

més alta. 40 X

=33
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Fig.III -Tejido de granulacidén en la porcidn més externa de la
pared estomacal con adherencias de parénquimg hepatico.

6,3 X

Fig. IV ~Tejido conjuntivo de regeneracién localizando diversas

figuras mitéticas.40 %

B4
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Fig. V -Zona interna de la formacién ulcerativa,formada por teji-

do de coagulacidén con predominio de elementos leucocita-
riocs. 40 X

Fig. VI -Alteracidén de las capas muscularis mucosa y submucosa

en zona mas alejada de la ulceracidén. 6,3 X
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IIT.4.4.-ACTIVIDAD ANALGESICA

Los métodos de reproduccién del dolor son muy
variados:

-Por agentes mecdnicos sometiendo al animal de
experimentacién a la accidén de diferentes presiones mediante
prensas graduadas (46) (47) (48).

-Por estimulo térmico,se realiza en ratas 6 rato
nes colocdndolos sobre una plancha o cilindro a 55°C (49 ( 50.

-Inducido por agentes qufmicos que se inyectan
en el animal,provocando en él respuesta dolorosa ( 51)(71)

-Tambien se utilizan otras técnicas,como el test
nociceptivo de la pulpa dentaria (52),test de la estimulacién

eléctrica (53 ) etc.

Por nuestra parte hemos valorado,la actividad
s . . . . .
analgesica induciendo el dolor en los animales de experimenta-.
. » 4 . - . s
cidn con algunos de los estimulos ya mencionados: quimico,meca-

nico y eléctrico.

~-66—



II1.4.4.1.-Frente a un estimulo quimico

IIT.4.4.1.1.-Descripcidén de la técnica

Hemos utilizado como agente nogiceptivo el
dcido acético al 1 % siguiendo la técnica de KOSTER (54 ).

Inyectamos i.p. un volumen de 10ml / Kg animal
de 4cido acético al 1 %,a diferentes lotes de animales y se
contabilizan el nimero de contorsiones inducida por el agente
algégeno durante los minutos 7 al 12 a partir de la administra-

cién del acifdo.

ITI.4.4.1.1.-Desarrollo de la experiencia

Como reactiveo animal se emplearon ratones Swiss
machos mantenidos en ayuna 8 h. antes de la experienciz .
Los animales fueron tratados por via i.p. con

las siguientes dosis:

Lote patrén: 160 mg A.A.S. / kg animal
Lote problemalz 250 mg r.s. / "
Lote problemaz: 500 " / "

Transcurridos 30 min. se prevece el dolor con
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la soluccidén de 4cido acético al 1 % .A los 7 min. de la inye.c

cién contabilizamos la respuesta durante 5 min.

IIT.4.4.1.3.-Resultados

Los resultados se encuentra reflejadosen 1a
tabla VIIdonde se observan el nimero de contorsiones experimenta
das y el porcentajede inhibicidén de la respuesta respecto al
control .,

En la figura 5- quedan representados grafi-

camente en forma de histograma.
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1rablAa Vik

ACTIVIDAD ANALGESICA FRENTE A UN ESTIMULO QUIMICO

n? de contorsiones / 5 min. % Inhibicidén del dolor
(X iE)
L. Control 27,8 + 6,0 —_
100 mg A.A.S. / Kg 3,8 + 1,3 86,3 %
250 mg r.s. / Kg ::':,4 + 2,1 80,4 %
500 mg r.s. / Kg i’,S + 1,5 ' 80,0 %

(test de Student) * P<L0,001
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I1T1.4.4.2.-Frente a un estimulo mecanico

I11.4.4.2.1.-Descripcidn de la técnica

Hemos utilizado el test de RANDALL Y SELITTO
(47),para valorar la actividad analgésica de nuestras muestras
utilizando un estimulo mecdnico en la pata inflamada de la
rata.

El edema subplantar agudo fué provocado si--.
guiendo la técnica de WINTER, RISLEY Y NUSS (55),a las 4 h. de
la administraccién subplantar de 0,1 ml de carragenina tipo I
(56) en la aponeurosis posterior derecha.

El umbral doloroso fué medido con un analge-
sihetro UGO Basile,con el que se ejerce una fuerza en la pata
del animal incrementdndose E€sta en 16 g / seg. a través de moni
torizacidn continua,por una &gajamovible a lo largd de{una esca
la lineal calibrada en gx10. El animal retira la pata éuando la
fuerza ejercida sobre la misma es suficiente para provocar el

dolor.
I1I.4.4.2.2.~-Desarrollo de la experiencia

Para este ensayo se utilizaron ratas macho

Wistar,manteniéndolas en ayuno 20 h. antes de la experiencia.
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Las dosis se administraron,via oral, 30 min.
antes de realizar el ensayo,utilizéndose en este caso 100 mg
A.A.S. / Kg animal.

Una vez provocado a los diferentes lotes de
animales,el edema subplantar agudo,se realizé la medida del

umbral del dolor,segﬁn se ha expuesto en el apartado anterior.
IT1.4.4.2.3.-Resultados

Los resultados obtenidos en nuestras condi-
ciones experimentales,estdn expuestos en la tabla VII donde se
observan los pesos tolerados (en g ) y losporcentgjes de la
algesia.

As{ mismo en la figura-6 quedan reflejados

oy
graficamente.
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ACTIVIDAD ANALGESICA FRENTE A UN ESTIMULO MECANICO

Peso tolerado (g)

% de Inhibicidén del dolor

L. Control

415,0 + 83,2

100 mg A.A.S./ Kg 609,0 + 88,1 36,7 %
*

250 mg r.s. / Kg 388,5 + 69,3 —
n.s.

500 mg r.s. /Kg 531,5 + 109,5 32,0 %

* %

(test de Student) *

n.s. no significativo

P <€ 0.001
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II1.4.4.3.-Frente a un estimulo eléctrico

I1T1.4.4.3.1.-Descripcién de la técnica

Hemos valorado la actividad analgesica frente
a un estimulo eléctrico segun técnica descrita por D'AMOUR Y
SMITH ('48),utilizando el "Tail Flick" de UGO Basile:y determi =
nando el tiempo de reaccién al dolor.

El aparato bdsicamente consiste en una fuente
de IR que emite una energia cuya intensidad,es ajustable y. se
enfoca mediante un espejo parabélico de aluminio a una fotocé-
lula.

Dicha energia se hace incidir sobre la cola
del animal ,el cual cuando siente dolor reacciona y al desplazar
la cola la célula genera un Voltaje que desconecta la fuente de

IR.
I1T.4.4.3.2.-Desarrollo de la experiencia

Se han empleado ratas Wistar macho,manteni-
das en ayunas 20 h. antes de la experiencia.

Las dosis se administraron,via oral,30 min.
antes de realizar el ensayo y han sido las mismas que en la

experiencia anterior.
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Transcurrido dicho periodo,se provoc6 el dolor
con el "Tail Flick" y se midid el tiempo de respuesta frente

al estimulo eléctrico (5%) (58).
ITT.4.4.3.3.-Resultados
En la tabla IXy figura 7 s .encuentran ex-

puestos los -tiempos de€ reaccidn experimentados,observandose

asimismo los .porcentajes de inhibicién de la algesia.
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ACTIVIDAD ANALGESICA FRENTE A UN ESTIMULO ELECTRICO

tiempo (seg.)

% de Inhibicién del dolor

(X + €)
L.Control 11,9 + 1,1 -
100 mg A.A.S/ Kg 50,3 + 2,6 42,5 %
250 mg r.s./ Kg 33,4 + 3,7 49,1 %
500 mg r.s. / Kg 28,9 + 3,7 60,6 %

(test de Student)

* p<0,001
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ITII.4.4.4.-Discusién de resultados

El estudio comparativo de los resultados obte—

nidos frente a los métodos empleados para reproducir el dolor,
nos ha puesto de manifiesto que los extractos de D.viscosa (LT)
tiene un seflalado efecto analgésico frente a la algesia indu-
cida por acido acético al 1 % y frente a un estimulo eléctrico
alcanzandose valores del porcentaje de inhibicidén del dolor de
80 %y 60 % respectivamente con 500 mg r.s./kg animal y 80,4 %

¥y 49.1 % con 250 mg r.s./Kg animal. Estos.resultados son simila
res a los obtenidos en ambos casos con 100 mg A.A.S./Kg animal,
farmaco de referencia empleado.

Sin embargo en la algesia provocada por un es-
timulo mecdnice;unicamente resultd significativa la dosis mayor,
con la que se obtuvo un porcentaje de inhib}cién del dolor tam-

bien semejante al cbhseguido con el patpon, 32,0'% y 36,7 % res-—
pectivamente.

Se puede deducir,por tanto,el marcado efecto
analgésico de las dosis en estudio frente a los estimulos dolo-

resos quimicos y eléctricossiendo mds moderada frente a la algesia

provocada por estimulos mecanicos.
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I1T.4.5.-ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Al evaluar la actividad antiinflamatoria de un .
farmaco,hay que realizarla frente a los diferentes procesos in-
flamatorios,que pueden presentarse. Se realizan tres grupos de

pruebas.

~Evaluacién frente a procesos de inflamacién
aguda.

-Evaluacién frente a procesos de inflamacién
crénica.

-Modelos '"in vitro'" para determinar por métodos

indirectos,las propiedades antiinflamatorias.

Dentro del primer modelo,ura de las técnicas mas
‘empleadas para la neproduccidn del tumor,es provocar un edema
en la pata del animal de experimentacidn por medio de sustancias
irritantes .Posteriormente se administra el antiinflamatorio =-
para ver su accidn sobre el edema.

Las sustancias que se emplean con estos fines son
carragenina, (:89) (60) (61) (62),carragenina y dextrano (63) (64)
dextrano ( 64),ovoalbumina,caolin,levadura (65) (66) (67),mediado
res quimicos tales como bradicidina,serotonina,histamina,etc.
(69 (66 (67 (68).

Otros edemas experimentales producidos son:

-Edema linfdtico (64),.
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-Edema provocado en laogreja. del animal por la
aplicacién sucesiva de aceite de croton (63,71,72)

~Edema producido por calor (73).

I1I.4.5.1.-Inflamacién aguda

III1.4.5.1,1.- Descripcidén de la técnica

Se ha seguido el metodo de WINTER,RISLEY Y NUSS
(65 ) ,provocando la inflamacién mediante inyeccién subplantar
de una .solucidén de carragenina al 1% en suero fisiolégico,a
razon de 0,1 ml/rata.lLos animales de experimentacién reciben
por via oral 2 ml de solucién” ¢isiologica/ 100 g animal,para
ser hidratados en el momento de la inyeccién del agente flogd-

geno.

Las soluciones a estudiar,se han administrado
a dichos animales una hora antes de la inyeccidn de carragenina
tambien por via oral.

La inflamacién provocada se mide a las 3 y .5 ho-
ras.de la inyeccién y se calculala actividad antiinflamatoria
en porcentajes,empleandose, un grupo control tratado con solu-:
cién fisidlogica. -

Para cada animal se calcula el indice de inflama

cién a las 3 y a las 5 horas de la inyeccién mediante la fdrmu-

la (69).



donde Vt es el volumen de la pata en el tiempo t ( 3 8 5 h. )

y VO el volumen inicial.
La actividad antiinflamatoria porcentual se calcu

la:

( I.-1; ) . 100

I -100
c

% Act. Antiinflamatoria=

donde Ic es el indice de inflamacién del lote control (valor
medio ) e Ii es el indice de inflamacién individual de cada

rata.
I1T.4.5.2.-Desarrollo de la experiencia

Se han utilizado ratas Wistar ,macho,que permane-
cieron en‘ayunas 18 h. antes de la experiencia.

Los animales recibieron,l h. antes.del ensayo las
dosis correspondientes de cocimiento,comparéndose los efectos
producidos frente a un lote de referencia tratado con bencida-
mina / Kg animal. La via de administracién fue oral,mediante
sonda intragéstrica.

La inflamacidn provocada se mide a las 3 y 5 h.
de la inyeccién de carragenina,realizando las lecturas del mer
curio desplazado por la pata del animal,en la escala plestimo-

métrica.



ITI. 4.5.1.3.-Resultados

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
X, los célculos se han realizado aplicando las formulas descri
tas en el apartado citado anteriormente.

En la figura 8 quedan representados gréficamente

en forma de histograma.
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TABLA X

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

T. inflamacién (3h

% inhibicidn

I.inflamacién(5h)

% inhibicién

L.Control 159,1 + 2,8 -— 150,7 + 3,5 —
25 mg ‘bencigiamina / Kg 128,0 +8,0 51,5 + 8,5 130,9 + 5,6 45,4 + 9,8
250 mg r.s. / Kg 137,4 + 3,6 34,7 + 5,7 144,0 + 5,1 19,6 + 6,2
500 mg r.s. /Kg 122,0 + 6,2 62,7 + 10,9 122,8 + 5,8 55,1 + 11,3
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I1I.4.5.2.-Discusion de resultados

La actividad antiinflamatoria de D.viscosa (L.)
es significativa con la dosis de 500 mg r.s./ Kg animal a las 3
y 5 h. de la administracién del agente flogdgeno,alcanzéndose un
porcentaje de inhibicidén de 62,7 b 10,9 y 55,1 : 11,3 respectiva
mente, valores superiores a los conseguidos con 25 mg de bencida
mina/ Kg animal

Por el contrario con la dosis menor , la reduc-
cidén del edema fue apreciablemente menor , 34,7 t 5,7y 19,6 t"6,2

en las dos lecturas realizadas.
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IIT1.4.6.~ACTIVIDAD ANTIPIRETICA

Para evaluar la actividad antipiretica de una --
sustancia es necesario provocar una hiperpirexia estable a los -
animales de experimentacidén que pueden ser,ratas , conejos o co-
bayas.

La hipertermia se puede inducir inyectando subcu
tédnea o intraperitonealmente, pirégenos (levadura de cerveza yin
fusién esteril de heno , cultivos muertos de bacterias , etc. )

en el animal de experimentacidén (65) (73).

ITI.4.6.1.-Descripcién de la técnica

Se ha utilizado la técnica descrita por ADAMS y
cols (74). A los animales de experimentacién se le administra una
inyeccidén subcutanea en la region dorso-lateral de 2 g de levadu-
ra de cerveza / Kg , siendo el volumen administrado 1 ml suspen
sién / 100 g animal.

A las seis horas de la administracién de la leva-
dura se alcanzan . unos niveles homogeneos de temperatura en to-
dos los animales y se procede a la administracién de la sustancia
a estudiar mediante sonda intragastrica.

La levadura de cerveza engendra un aumento de tem-

peratura de aproximadamente 1,5¢C.
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La temperatura rectal es medida 1,2,3,4 h. des-
pues de la administracidén de la sustancia en estudio . la deter
minacién de la actividad antipiretica se realiza calculando el
porcentaje de reduccidén de la hipertermia durante las 4 h se-
flaladas. La DE es la dosis de producto que corresponde a una

50

reduccién de la hipertermia de un 50%.

ITI.4.6.2.-Desarrollo de la experiencia

Se han utilizado ratas Wistar, macho , que perma-

necieron en ayunas 18 h.

Antes de la administracién del pirdgeno se midio
la temperatura la temperatura basal que se considerd como control.

Los animales recibieron , 6 h. despues de la inyec
cién subcutanea de la levadura la dosis correspondiente a 500 mg
r.s. /Kg animal, comparandose los efectos producidos frente a un
lote de referencia tratado con 100 mg A.A.S./kg animal. La via

de administracién fue oral mediante sonda intragastrica.

IIT1.4.6.3.-Resultados

Los resultados obtenidos en esta experiencia se
reflejan en la tabla XI , Que recoge los valores de temperatura
basales (T2 control) y durante las 4 h. en que se realizaron
las lecturas..En la figura 9 se muestran la representacién grafi

ca de las variaciones de la temperatura respecto al tiempo.
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TABLA IX

ACTIVIDAD ANTIPIRETICA

Lotes T2 control T2 jnicial T2 1 h T2 2 h T2 3 h T2 4 h
+ + + * + +

100 mg A.A.S./Kg 36,50 - 0,06 37,86 - 0,07 37,89 - 0,09|37,89 ~0,09 37,50..0,09 37,42 - 0,07
+ + +- + + L+

500 mg r.s. / Kg 36,30 - 0,06 37,30 - 0,11 37,59< 0,09|37,72<0,06}37,8-0,05 |37,92 - 0,07
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IIT.4.6.4.-Discusidén de resultados

Como se puede comprobr por los resultados ob-
tenidos , no se produce durante el ensayo descenso alguno de -
la hipertermia inducida por la levadura de cerveza , con la -
dosis de 500 mg r.s. / Kg animal. Al contrario,se mantiene el
efecto pirdgeno y la temperatura continua elevandose progresi
vamente hasta alcanzar valores de 37,92 b 0,072C a la cuarta -
hora de haber realizado la administracién del extracto a ensa-

yar.
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IV- CONCLUSIONES



3.Del andlisis cuantitativo de D.viscosa (L.) resultan unos
valores de humedad y cenizas 7.08 % y 10,27 % respectivamen
te que concuerdaii con los descritos en especies préximas.
El screninng fitoquimico nos puso de manifiesto como princi
pios mayoritarios : cuerpos grasos , quinonas libres , fla-

vonoides , taninos , alcaloides y resinas.

22-El cocimiento obtenido a partir de la sumidad florida de
D.viscosa (L.) resultd totalmente atéxico a las dosis ensa-

yadas.

32-Los resultados obtenidos en el estudio de la actividad anti
ulcerosa gistrica nos permiten concluir que el extracto en-
sayado protege de manera manifiesta la aparicién de lesiones
en la mucosa y tambien presenta un efecto curativo y cicatri
zante de dichas lesiones , como se muestra en los distintos

modelos ensayados.

42_Con respecto al efecto analgésico de las dosis en estudio ,
se ha podido comprobar una marcada inhibicién del dolor --
frente a los estimulos quimico y eléctrico , siendo més mode
rada esta actividad frente a la algesia provocada por estimu.

los mecénicos.
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2.So0lo la dosis de 500 mg r.s. / Kg de cocimiento de D.viscosa
(L.) ha mostrado una elevada accién antiinflamatoria frente

al edema provocado por la inyeccion de carragenina.

62-E1 mantenimiento del efecto pirdgeno inducido por la levadu-

ra de cerveza , nos pone de manifiesto la inactividad anti-

piretica de D.viscosa (L.)
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