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RESUMEN

El presente estudio experimental se llevé a cabo en el bioterio y Laboratorio de
Farmacognosia de la Universidad Catolica de Santa Maria, y tuvo como principales
objetivos, en primer lugar evaluar la toxicidad aguda y el efecto analgésico de los extractos
de la sumidad florida de Coreopsis fasciculata (Puki) comdnmente conocida como puki,

en animales de experimentacion.

La investigacion inicio con la obtencidn de tres extractos, que difieren por la
naturaleza del disolvente utilizado, los tres se obtuvieron por el método de destilacion con
equipo Soxhlet. Los disolventes utilizados fueron alcohol etilico, cloroformo y éter de
petréleo, y los rendimientos medios hallados para cada uno fue de 30.17+, 14.43+ y

7.79+D.S% respectivamente.

Ya con los extractos logrados se realizé una prueba piloto a fin de determinar
cudl de ellos presenta mayor eficacia analgésica preliminar, siendo el extracto etandlico el
que presenta mayor efecto. Fue este extracto al que se le realizo un estudio fitoquimico
preliminar, revelandose la presencia de sustancias terpenicas, saponinas, esteroles,

flavonoides y taninos.

La evaluacion del efecto analgésico se realizO mediante dos modelos
experimentales que utilizan animales, el test de formalina o método quimico, y el de foco
calorifico o meétodo térmico. Para ello se marcé e identifico a cada animal de
experimentacion con el objetivo de escoger o constituir los grupos al azar, primero se hizo
el test de formalina y luego con los mismos animales, se hizo una nueva distribucion
aleatoria para el test de foco calorifico. En ambos métodos se constituy6 cinco grupos: a)
grupo control negativo al que se administrd suero fisiolégico 0.9%; b) grupo de dosis
minima al que se administro 200 mg/Kg de extracto etanolico de puki; ¢) grupo de dosis
media al que se administr6 400 mg/Kg de extracto etandlico de puki; d) grupo de dosis
maxima al que se administré 800 mg/Kg de extracto etanélico de puki; y €) grupo control
positivo que se administré para el método del test de formalina tramadol y para el test de
foco calorifico acido acetilsalicilico. Todos los grupos estuvieron conformados por 5

animales de experimentacion pertenecientes a la especie Rattus rattus.
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Los resultados del primer método o test de formalina en donde se distinguen
dos etapas del dolor, la fase aguda en la que segun el andlisis estadistico de Anova de un
factor y su Test de Tukey, se observo que el extracto de puki en las tres diferentes dosis
minima, media y maxima (200, 400 y 800 mg/Kg respectivamente) no tiene efecto en esta
fase ya que es similar al control, en cambio en la fase cronica (15-30 minutos de
observacion) el grupo tratado con la dosis maxima presenta efecto analgésico, sin
embargo, este se sitGa por debajo del grupo control positivo tratado con 10 mg/Kg
tramadol.

En cuanto al segundo método que fue el test de foco calorifico en donde se
expone la cola del animal a un estimulo doloroso térmico que se origina en una bombilla
eléctrica de 60 Watts, registrandose el tiempo que demora en retirar el animal su cola
desde que es colocado a la fuente de calor, segln el anélisis estadistico de Anova de dos
factores y su Test de Tukey, se observo que el extracto de puki en dosis media y maxima
400 y 800 mg/Kg respectivamente, muestran efecto pero también este se sitia por debajo

del grupo control positivo tratado con 100 mg/Kg de &cido acetil salicilico.

Finalmente se evalud la toxicidad del extracto etanolico de puki en donde se
administro tres dosis crecientes en series de 800 mg, administrando dosis de 1600 mg/Kg,
2400 mg/Kg y 3200 mg/kg, no se establecio la dosis letal 50 (DL50) ya que ningun animal
murid, se concluyo luego del andlisis de manifestaciones tdxicas y peso corporal, que el
extracto de puki no reviste mayor toxicidad ya que solo se vieron manifestaciones
toxicologicas menores a nivel autonémico y referidas solo a la piloereccion y movimientos

deglutorios principalmente.

Palabras claves: analgésico, toxicidad, sumidad y extractos.
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ABSTRACT

The present experimental study was carried out in the bioterium and
Pharmacognosy Laboratory of the Catholic University of Santa Maria, and had as main
objectives, first to evaluate the acute toxicity and the analgesic effect of the extracts of the
flowering summit of Coreopsis fasciculata (Puki) commonly known as puki, in

experimental animals.

The investigation started with the obtaining of three extracts, which differ by
the nature of the solvent used, all three were obtained by the distillation method with
Soxhlet equipment. The solvents used were ethyl alcohol, chloroform and petroleum ether,
and the mean yields found for each were 30.17 £, 14.43 £ and 7.79 £ D.S% respectively.

Once the extracts were obtained, a pilot test was carried out in order to
determine which of them has greater preliminary analgesic efficacy, with the ethanolic
extract having the greatest effect. It was this extract that underwent a preliminary
phytochemical study, revealing the presence of terpenic substances, saponins, sterols,

flavonoids and tannins.

The analgesic effect was evaluated using two experimental models that use
animals, the formalin test or chemical method, and the calorific focus or thermal method.
To do this, each animal was labeled and identified with the objective of choosing or
constituting the groups at random, first the formalin test was done and then with the same
animals, a new random distribution was made for the calorific focus test. In both methods
five groups were constituted: a) negative control group to which 0.9% saline was
administered; b) minimum dose group to which 200 mg / Kg of ethanolic puki extract was
administered; ¢) medium dose group to which 400 mg / Kg of ethanolic puki extract was
administered; d) maximum dose group to which 800 mg / Kg of ethanolic puki extract was
administered; and e) positive control group that was administered for the formalin
tramadol test method and for the acetylsalicylic acid calorific focus test. All the groups

consisted of 5 experimental animals belonging to the Rattus rattus species.
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The results of the first method or formalin test where two stages of pain are
distinguished, the acute phase in which according to the statistical analysis of Anova of a
factor and its Tukey test, it was observed that the puki extract in the three different
minimum, medium and maximum doses (200, 400 and 800 mg / Kg respectively) has no
effect in this phase since it is similar to the control, whereas in the chronic phase (15-30
minutes of observation) the group treated with the dose The maximum effect has an
analgesic effect, however, it is below the positive control group treated with 10 mg / kg
tramadol.

Regarding the second method that was the calorific focus test where the tail of
the animal is exposed to a thermal painful stimulus that originates in a 60 Watt electric
bulb, recording the time it takes to remove the animal its tail since it is placed to the source
of heat, according to the Anova two-factor statistical analysis and Tukey's Test, it was
observed that the puki extract in average and maximum doses 400 and 800 mg / Kg
respectively, show an effect but this is also placed by under the positive control group

treated with 100 mg / Kg acetylsalicylic acid.

Finally, the toxicity of the putan ethanolic extract was evaluated, where three
increasing doses were administered in series of 800 mg, administering doses of 1600 mg /
kg, 2400 mg / kg and 3200 mg / kg, the lethal dose 50 was not established (LD50 ) since
no animal died, it was concluded after the analysis of toxic manifestations and body
weight, that puki extract does not have greater toxicity since only minor toxicological
manifestations were seen at the autonomic level and referred only to piloerection and

swallowing movements mainly.

Keywords: analgesic, toxicity, sumidad and extracts.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERZIDAB

CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

A lo largo de la historia las civilizaciones se han movido alrededor de las
plantas, constituyendo los seres vivos que mas han influido en la humanidad. La
conservacion de las semillas en cuencos de barro por nuestros antepasados permitio
liberarse de la recoleccion de plantas silvestres y el invento de la agricultura con la
consecuente desaparicion progresiva de las culturas ndmadas. La busqueda de especies
permitio el descubrimiento del continente americano y la aparicion del colonialismo.
Igualmente, la busqueda de especies medicinales, narcéticos o con propiedades
afrodisiacas ha movido al hombre a buscar en los lugares mas reconditos.

La importancia de las plantas medicinales se hace mas patente en la actualidad
en los paises en vias de desarrollo. En Pakistdn se estima que un 80 % de las personas
dependen de estas para curarse, un 40 % en la China. En paises tecnoldgicamente
avanzados como los Estados Unidos se estima que un 60 % de la poblacion utilizan
habitualmente plantas medicinales para combatir ciertas dolencias. En Japon hay mas
demanda de plantas medicinales que de medicinas oficiales. En nuestro medio no existen
cifras sobre el consumo de plantas medicinales de parte de los peruanos, sin embargo, a
simple vista no solo de la demanda de plantas medicinales sino también de su propia
oferta, y la publicidad paralela es facil deducir que el uso de plantas medicinales en nuestra
cultura en los distintos estratos sociales tiene mucha importancia.

Junto a ello, aun existen muchas plantas medicinales que no corresponden al
comercio usual de productos naturales, sino mas bien pertenecen a la medicina popular o
tradicional, y que sin embargo no tienen mucha investigacion no solo sobre sus efectos
terapéuticos sino también sobre su seguridad, por lo que resulta importante no solamente
verificar los efectos positivos en la salud del ser humano sino también los efecto
deletéreos. La especie Coreopsis fasciculata o cominmente conocida como “puki” es una
hierba medicinal perteneciente a la familia de las asteraceas que crece en muchas zonas del
departamento de Arequipa siendo amplia su distribucion, y que la gente consume en forma
de mates y aplicadas localmente en procesos dolorosos, la bibliografia asi como los
antecedentes de la investigacion no se encuentran disponibles para esta especie por lo que
motiva el presente estudio, con la finalidad de contribuir con la misma y con la
comunidad; a lo largo de este estudio se evalud extractos de puki obtenidos mediante
equipo de destilacion Soxhlet, utilizdndose para la evaluacion de la toxicidad aguda y
efecto analgésico en animales de experimentacion.
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OBJETIVOS

GENERAL

= Determinar la toxicidad aguda y el efecto analgésico de los extractos de la
sumidad florida de Coreopsis fasciculata o “puki” en animales de

experimentacion.

ESPECIFICOS

1. Determinar el rendimiento para la obtencion de extractos de sumidades floridas de
Coreopsis fasciculata (puki) con distintos disolventes mediante el método de
Soxhlet.

2. Establecer el tipo de extracto de sumidades floridas de Coreopsis fasciculata

(puki) que tiene mayor efecto analgésico.

3. Determinar los grupos de metabolitos secundarios que se encuentran presentes en
el extracto de sumidades floridas de Coreopsis fasciculata (puki) mediante el

método de cromatografia en capa fina.

4. Evaluar el efecto analgésico del extracto de sumidades floridas de Coreopsis

fasciculata (puki) por el método quimico con formalina.

5. Evaluar el efecto analgésico del extracto de sumidades floridas de Coreopsis
fasciculata (puki) por el método térmico.

6. .Establecer la DT50 o DL50 del extracto de sumidades floridas de Coreopsis
fasciculata (puki) en animales de experimentacion tipo ratones de laboratorio.
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HIPOTESIS

Dado que si el saber popular atribuye a las sumidades floridas de Coreopsis
fasciculata (puki) efectos sobre el tratamiento del dolor es probable que la administracion

de los extractos en animales de experimentacion presente efectos analgésicos.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1 Coreopsis fasciculata (PUKI)
1.1.1 Nombre cientifico
Coreopsis fasciculata Weed
1.1.2 Nombres comunes
Puki
1.1.3 Descripcion botanica

Arbusto de 0.7 m de altura ramificado desde la base, ramas erguidas o
ascendentes. Hojas opuestas sésiles de 3 — 6 cm de longitud, de lamina profundamente
sectada, con l6bulos de &pices agudos o redondeados, resinosa. Capitulescencia solitaria,
terminal. Capitulos radiados, involucro hemisférico de 7 — 9 mm de alto por 5 — 15 mm de
diametro, filarias biseriadas las externas coriaceas, apice agudo, oscuro, las internas ovado
espatuladas, apice obtuso, membranaceos, flores del radio amarillas, liguladas neutras,
apice tridentado. Flores del disco numerosas, tubulares, hermafroditas, pentadentados.
Aquenios de 2 mm de largo, papus formado por paleas carinadas en el dorso. ¢

Figura 1. Coreopsis fasciculata (Puki)
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1.1.4 Distribucién

Arbusto perenne que se desarrolla en laderas de cerros, pendientes rocosas,

bordes de caminos cerca a los cultivos y escorrentias de agua.
Ambiente primario: Precordillera, Valles agricolas de precordillera.

Desde los 2900 — 3500 m. “¥

1.1.5 Usos medicinales

Dolor de estomago, se utiliza las ramas tomando el mate. Reumatismo las

ramas, hervir las ramas con taya y bafiarse. “¥

1.2 DOLOR

El dolor es una incomodidad causada por lesion tisular o estimulo nocivo, y
suele llevar a una accion evasiva. Pocas personas disfrutan el dolor y seria deseable que
semejante cosa dejara de existir, pero es uno de los sentidos mas importantes y se estaria
mucho peor sin él. La evidencia de su valor puede observarse en enfermedades como la
lepra y la diabetes mellitus, donde el sentido de dolor se pierde debido al dafio nervioso
(neuropatia). La ausencia de dolor impide que la gente cobre conciencia de lesiones
menores; como las pasan por alto, a menudo se infectan y empeoran al punto de que la
victima puede perder dedos de pies y manos, o incluso extremidades completas. ©®

En resumen, el dolor es una sensacion adaptativa y necesaria. No se trata solo
de un efecto de la estimulacion excesiva de fibras nerviosas relacionadas con otras
funciones, sino que es mediado por sus propias fibras nerviosas especializadas, los
nociceptores. Estos tienen una densidad muy alta en piel y mucosas, y estan presentes en
casi todos los 6rganos, aunque no en el encéfalo ni en el higado. En algunas cirugias
cerebrales, el paciente debe permanecer consciente y tener la capacidad de hablar con el
cirujano. Estos pacientes s6lo necesitan un anestésico local. Sin embargo, los nociceptores

se encuentran en las meninges y desempefian un papel importante en las cefaleas. ©®

El dolor se define como una desagradable experiencia sensitiva y emocional
gue se asocia a una lesién actual o potencial de los tejidos. Es siempre subjetiva; cada

individuo aprende a aplicar este término a través de sus experiencias traumaticas juveniles.
(18)
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Hay dos tipos de nociceptores, que corresponden a diferentes sensaciones de
dolor. Las fibras de dolor mielinicas conducen los impulsos a una velocidad de 12 a 30 m/s
y producen la sensacion de dolor répido (primer dolor): una sensacion de dolor agudo,
localizado y punzante, que se percibe en el momento de la lesion. Las fibras de dolor
amielinicas conducen a una velocidad de 0.5 a 2.0 m/s y producen el dolor lento (segundo

dolor): una sensacion duradera, inespecifica, difusa. ©®

El dolor en piel, musculos y articulaciones es el dolor soméatico, y el de las
visceras es, por supuesto, el dolor visceral. Este Gltimo a menudo se debe a estiramiento,

irritantes quimicos o isquemia, y suele acompafiarse de nausea. ¢

Los tejidos lesionados liberan varias sustancias quimicas que estimulan a los
nociceptores y desencadenan el dolor. La bradicinina es el estimulo del dolor mas potente
que se conoce; duele con intensidad cuando se inyecta bajo la piel. ¢

No solo crea conciencia de las lesiones, sino que activa una cascada de
reacciones que promueven la curacion. La serotonina, las prostaglandinas y la histamina
también estimulan a los nociceptores, al igual que los iones de potasio y el ATP liberado
por células destruidas. ©®

1.2.1 Dimensiones del dolor

La descripcion arriba expuesta implica la existencia de dos elementos en la
experiencia dolorosa, que son mutuamente necesarios para que ésta ocurra: 1) una
percepcion sensorial asociada con la lesion tisular potencial o real, y 2) un sentimiento
emocional displacentero que acompafa a la primera. En tal sentido, se han distinguido tres
dimensiones en la experiencia dolorosa: 1) sensorio-discriminativa, referida a los aspectos
de localizacion, caracteristicas espaciotemporales, cualidad e intensidad de la sensacion; 2)
cognitiva-evaluativa, que comprende la percepcion y la apreciacion del significado de lo
que esta ocurriendo, y 3) afectiva-emocional, referida a los sentimientos evocados por
dicho conocimiento en relacion con el deseo de evitar el dafio. Estos tres componentes no
pueden considerarse separados o resultantes unos de otros; existe una interdependencia
entre ellos, de manera que la estimulacion nociceptora genera simultdneamente
sensaciones nociceptivas, alarma activacion del sistema nervioso auténomo, asi como
reacciones motoras; todas ellas contribuyen al significado de la experiencia y a su

valoracion emocional, interaccionando entre si, de modo que, por ejemplo, el proceso
3
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cognitivo puede aumentar la reaccion de alarma o la evaluacion cognitiva del proceso ser

modificada por la reaccion afectiva, “* %)

1.2.2 Finalidad del dolor

El conocimiento de que se esta produciendo una lesion tisular resulta necesario
para prevenir su extension y adoptar conductas de evitacion y rechazo. Por ello, una
interpretacion clésica de la significacion bioldgica del dolor es la que constituye un
«sistema de aviso» para prevenir, o al menos reducir, la lesion de los tejidos. Esta
interpretacion se apoya en numerosos datos experimentales que demuestran que la
intensidad de la sensacion dolorosa estd méas determinada por la velocidad de produccién
de la lesion tisular que por la magnitud final de dicha lesion. Méas aln, las sensaciones de
dolor pueden producirse sin que se alcance una intensidad del estimulo suficiente para
producir un dafio tisular apreciable. Sin embargo, en el caso del dolor visceral o los dolores
neuropaticos, la significacion del dolor como sistema de alarma es mucho menos clara

(véase mas adelante). “¥

1.2.3 Caracteristicas de la sensacion dolorosa

La sensacion de dolor, como cualquier otra sensacion, puede ser cuantificada
en sus dimensiones espaciotemporales y afectivas. Los estudios psicofisicos llevados a
cabo en seres humanos indican ademas que es posible medir separadamente o tratar

selectivamente con farmacos cada una de estas facetas del dolor. ¥

El dolor agudo es casi siempre resultado de una lesion, operacion o procedimientos
médicos invasivos. También puede ser un sintoma de presentacion de una infeccién, como
otitis media. El dolor crénico puede ser el sintoma de una gran variedad de problemas de

salud, entre ellos reumatismo, lesiones de espalda.

1.2.4 Medida del dolor

Los métodos empleados para la medicion del dolor en el hombre han sido muy
diversos. Puede medirse el umbral doloroso empleando calor radiante y pidiendo al sujeto
gue sefiale el momento en que el estimulo es percibido como doloroso, al tiempo que se
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mide la temperatura de la piel estimulada. Este método permitié establecer los parametros
psicofisicos de la sensacion dolorosa. No obstante, la necesidad de disponer de
procedimientos de medida de esta sensacién que permitieran evaluar el dolor que se
observa en la practica clinica humana y reducirlo mediante tratamientos farmacologicos ha
dado lugar a otros métodos. Entre éstos se encuentran las pruebas de tolerancia al dolor,
que miden el tiempo que se resiste el dolor experimental generado por ejemplo por
inmersion del brazo en agua fria o por un torniquete, o las escalas ordinales de dolor, que
establecen 6rdenes de magnitud o categorias de dolor, de forma que el paciente o sujeto de
experimentacion refiere su dolor a una de ellas (p. €j., de 1 a 5, equivaliendo a descriptores
verbales de dolor leve, molesto, desagradable, horrible e insoportable). No obstante, los
métodos mas completos para la evaluacion cuantitativa de la sensacion dolorosa son los de
graduacién directa de magnitudes, basados en la evaluacién de la magnitud de la sensacion
en una escala numérica creciente 0 en una escala analdgica (la longitud de una barra
luminosa, por ejemplo). A diferencia de los anteriores, el sujeto relaciona directamente la

magnitud de la sensacion con la escala numérica paralela. “*

1.2.5 Intensidad y umbral del dolor

Los numerosos estudios llevados a cabo con los métodos psicofisicos antes
resefiados han permitido establecer que, al igual que ocurre con otras sensaciones, en el
caso del dolor existe una relacion exponencial entre la magnitud de la sensacion percibida

y la del estimulo aplicado, de acuerdo con la ecuacién: “*

U=ks* (1)

Esto quiere decir en términos intuitivos que la proporcion entre la magnitud de
dos estimulos de intensidad creciente se conserva para la intensidad de las sensaciones
experimentadas. Cuando el exponente de la ecuacion (1) sea 1, es decir, U = kS*, ocurrira
que dos estimulos cuya proporcion de intensidades sea de 2:1 generaran sensaciones de
dolor que seran la una el doble de la otra (2:1). Si el exponente fuera 2, la aplicacion de los
mismos estimulos, uno de intensidad doble que el otro, daria lugar a la percepcién de una

sensacion dolorosa cuya intensidad seria 4 veces mayor para el segundo estimulo. “%
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La aplicacion de calor sobre la superficie de la piel, midiendo cuidadosamente
la temperatura alcanzada, ha sido el estimulo mas comunmente utilizado para cuantificar
experimentalmente la sensacion de dolor en los seres humanos. Los experimentos llevados
a cabo empleando técnicas de graduacion directa de magnitudes han dado valores muy
constantes de exponente (2,1) para la funcién que relaciona la temperatura del estimulo

con la sensacion de dolor cutaneo por él producida. ¥

Los trabajos pioneros de Hardy y cols. a principios de la década de 1950,
empleando esta técnica de radiacion térmica de la piel, permitieron establecer que el
umbral de dolor es muy estable de unos individuos a otros (alrededor de 45 °C) y poco
influenciable por factores tales como edad, sexo, nivel de conciencia, etc. Cuando se aplica
repetidamente un estimulo doloroso de intensidad umbral, se produce una adaptacién. No
obstante, si la intensidad del estimulo es mayor, el umbral no sélo no aumenta con los
estimulos repetidos, sino que disminuye. Este fenomeno, denominado hiperalgesia, se

analiza mas adelante. “%

La suma temporal de la informacion nociceptora desempefia un gran papel en
la intensidad de la sensacion dolorosa final. Esto es particularmente cierto para la
sensacion dolorosa evocada por la activacion de las fibras nociceptoras amielinicas; es
necesaria una frecuencia minima de descarga en dichas fibras para evocar la sensacion de
dolor. Sin embargo, y en contraste con lo que ocurre con otras modalidades sensoriales, la
suma espacial de las sensaciones dolorosas es pequeiia. Dicho de otro modo, ni la
aplicacion de estimulos subumbrales en un area corporal mas extensa genera sensaciones
de dolor, ni la intensidad de la sensacion dolorosa evocada por el estimulo de un area
cutanea pequefia aumenta apreciablemente al incrementar el tamafio de la zona estimulada.
Ello por descontado no presupone que la percepcion dolorosa total y su correlato afectivo

no sean de mayor intensidad en lesiones que afectan a areas mas extensas del cuerpo. 4

1.2.6 Tipos de dolor

1.2.6.1 Segun su origen
Segun el origen del estimulo doloroso se distinguen dos tipos de dolor: el

nociceptivo y el dolor neuropatico. ¥
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1.2.6.1.1 Dolor nociceptivo

Es el desencadenado por la activacion directa de los receptores dolorosos
(nociceptores) en sus distintas localizaciones. Dependiendo de los nociceptores

estimulados, se diferencian dolor somatico y dolor visceral: ¢

Dolor somatico: se desencadena tras la estimulacion de nociceptores
localizados en la piel, tejido conjuntivo, aparato locomotor, pleura, pericardio y
determinadas zonas de la duramadre. Los impulsos nerviosos discurren por los nervios
periféricos. El dolor somatico tiene una localizacion precisa, es continuo y aumenta su

intensidad al ejercer presion o con la movilizacion de las estructuras lesionadas. %

Dolor visceral: se desencadena tras la estimulacién de nociceptores ubicados
en las visceras (p. €j., higado, rifién), en las capsulas que las recubren o en la pared de los
vasos. Los impulsos nerviosos discurren por los nervios vegetativos simpaticos y
parasimpaticos. El dolor visceral puede ser continuo o intermitente, tiene una localizacion
menos precisa que el somatico y puede acompafiarse de sintomas vegetativos como
sudoracion, vomitos, frialdad cutanea, etc. En ocasiones, su localizacion cutanea no se
corresponde con la localizacion de la viscera que lo provoca; en este caso se denomina
dolor referido (p. €j., en la angina de pecho o en el infarto agudo de miocardio, el dolor
puede localizarse en la region precordial, pero también en otras zonas: hombros, cuello o

extremidades superiores). 2
1.2.6.1.2 Dolor neuropatico

Es consecuencia de la lesion del sistema nervioso, bien a nivel de los
nociceptores, de los nervios periféricos o del propio sistema nervioso central. Se trata de
un dolor intenso que se acompafia de hormigueos (parestesias) 0 sensaciones
desagradables (disestesias) y que se localiza en la region de inervacién correspondiente al
nervio dafiado (metamera). %

1.2.6.2 Segun la duracion

De acuerdo con la duracién del dolor, se distinguen dos tipos de dolor: ¢
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1.2.6.2.1 Dolor agudo

Se genera por una lesion tisular aguda y su intensidad y duracion estan
relacionadas con la evolucion clinica de la lesion. En los casos de dolor severo se puede
asociar a sintomas vegetativos como sudoracién, mareo, etc., aunque el dolor sea de origen
somatico (p. €j., fractura dsea). Es un dolor «Util» que informa de que algo funciona mal y

habitualmente genera ansiedad. ¢

1.2.6.2.2 Dolor crénico

Se puede vincular a enfermedades cronicas (p. ej., cancer metastasico) y a
veces se prolonga a pesar de la curacion de la enfermedad que lo produjo (p. €j., neuralgia
tras herpes zoster). También es posible, como ya se ha comentado, que el dolor no se
relacione con ninguna lesion tisular objetivable (p. €j., fibromialgia). En contraposicién al
dolor agudo, se trata de un dolor «initil» que suele llevar asociado un componente
depresivo por la limitacion en la calidad de vida que supone. Esto obliga en muchas

ocasiones a un tratamiento multifactorial. ¢

1.2.7 Hiperalgesia y alodinia

Se puede definir la hiperalgesia como un aumento de las respuestas a estimulos
que son normalmente dolorosos. La hiperalgesia es un fenémeno sensorial que aparece en
individuos normales como consecuencia de las lesiones tisulares, pero puede también
presentarse sin lesion originante, como consecuencia de sindromes neuropéticos. El dolor
visceral referido también se acompafia a menudo de sensaciones hiperalgésicas en la zona
somatica a la que el dolor se proyecta. La hiperalgesia proporciona al organismo un
mecanismo protector afiadido al del dolor, ya que contribuye a la prevencion de
estimulaciones adicionales de la zona lesionada y, con ello, estimula el proceso curativo y

de cicatrizacion de la lesion originante. ¥

La hiperalgesia producida por una lesién abarca dos zonas concéntricas: la
zona de hiperalgesia primaria que rodea inmediatamente a la lesion, y la zona de
hiperalgesia secundaria que se extiende méas alld de la zona dafiada, abarcando areas no
afectadas por la lesion. En la zona de hiperalgesia primaria cualquier forma de estimulo de

baja intensidad (térmico, mecanico, etc.) evoca sensaciones dolorosas, lo cual se debe a la

8
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sensibilizacion de los nociceptores que inervan el area lesionada. La hiperalgesia primaria
puede ser interpretada por lo tanto como un proceso puramente periférico debido a un
cambio en las propiedades fisiologicas de los nociceptores que inervan el tejido lesionado

(véase mas adelante «sensibilizacion de los nociceptores e inflamacion neurégena»). “4

Esta interpretacion no puede, sin embargo, extenderse a los mecanismos de la
hiperalgesia secundaria. Esta forma de hiperalgesia se caracteriza por un cambio en la
modalidad sensorial evocada por activacion de mecanorreceptores de bajo umbral y por un
aumento de las sensaciones dolorosas evocadas por estimulos mecénicos de alta
intensidad. Estas dos alteraciones producen respectivamente la sensacion de dolor evocado
por el tacto y el aumento de la sensibilidad a los estimulos mecanicos nocivos. Ninguna de
ellas es atribuible a mecanismos periféricos, sino que se producen por variaciones en el
procesamiento central de las sefiales generadas en mecanorreceptores de bajo umbral
(dolor evocado por el tacto) y de alto umbral (aumento de sensibilidad dolorosa mecanica).
Estos cambios centrales estan provocados por el aumento de actividad aferente que
proviene de la zona de hiperalgesia primaria como consecuencia de la sensibilizacion de

nociceptores periféricos (véase «modulacion del mensaje sensorial en la médula espinal»).
(44)

Una de las alteraciones sensoriales de la hiperalgesia es el dolor evocado por el
tacto, una sensacion para cuya designacion se utiliza el término «alodinia», definido como
«dolor producido por un estimulo que normalmente no causa dolor». La hiperalgesia y la
alodinia son fenomenos de una importancia por dos motivos fundamentales: en primer
lugar, su aparicion demuestra claramente que la sensacion de dolor es un proceso dinamico
cuya intensidad y magnitud depende del historial de la zona afectada y no sélo del
estimulo originante. Por otro lado, la sensacion de dolor evocado por el tacto (alodinia de
tipo A-B) demuestra que el dolor puede ser producido en sujetos normales por la activacion
de mecanorreceptores de bajo umbral, bien entendido que esto s6lo ocurre cuando existe 0
ha existido una lesion periférica previa. Estas interpretaciones tienen consecuencias
importantes para el analisis y tratamiento del dolor neuropético, ya que es muy posible que
las manifestaciones de alodinia y de dolor evocado por el tacto que caracterizan a los
sindromes neuropaticos no sean mas que expresiones fisiopatologicas del mecanismo

normal de la hiperalgesia secundaria. “*
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1.2.8 Rutas de proyeccion para el dolor

A los médicos se les dificulta mucho localizar el origen del dolor de un
paciente, porque viaja por rutas muy diversas y complejas, y porque la sensacion puede
originarse en cualquier lugar a lo largo de esas rutas. Las sefiales de dolor alcanzan el

encéfalo por dos rutas principales, pero hay varias subrutas dentro de ellas; ¢*

Las sefiales de dolor de la cabeza viajan al tallo encefalico por los cuatro pares
craneales, sobre todo el nervio trigémino (V), pero también por el facial (VII), el
glosofaringeo (1X) y el vago (X). Las fibras del trigémino entran en la protuberancia y
descienden para hacer sinapsis en el bulbo raquideo. Las fibras de dolor de los otros tres
pares craneales también terminan en este punto. Las neuronas de segundo orden surgen en
el bulbo y ascienden al tdlamo, que retransmite el mensaje a la corteza cerebral. Un poco
mas adelante se estudia la retransmision del talamo a la corteza. ©°

Las sefiales de dolor del cuello hacia abajo viajan por tres de las vias
ascendentes de la medula espinal: la via espinotalamica, la espinorreticular y el fasciculo
gracil. Estas rutas se describen en el capitulo 13 y no es necesario repetir aqui los
conceptos estudiados. La via espinotalamica es la ruta de dolor més importante y lleva la
mayor parte de las sefiales somaticas de éste que llegan a la corteza cerebral; de esta forma
crea la conciencia del dolor. La via espinorreticular lleva las sefiales de dolor a la
formacion reticular del tallo encefélico, de donde se retransmiten al hipotdlamo y al
sistema limbico. Estas sefiales de dolor activan las reacciones viscerales, emocionales y
conductuales ante el dolor, como ndusea, miedo y algunas respuestas reflejas. Solo hasta
hace poco se reconocid que el fasciculo gracil es una ruta de dolor; lleva sefiales de dolor

visceral al talamo (como el dolor de estémago o de la expulsion de un calculo renal). ¢®

Cuando el tlamo recibe sefales de dolor de las fuentes anteriores, retransmite
la mayor parte de ellas a través de neuronas de tercer orden a su destino final en la
circunvolucion poscentral del cerebro. El lugar exacto de la circunvolucion en el que se
recibe el dolor depende del origen de éste. La mayor parte de esta circunvolucion es
somatosensitiva: recibe sefiales de dolor somatico y de otros sentidos. Sin embargo, una
region profunda de la circunvolucion dentro de la cisura de Silvio del encéfalo es el area

viscerosensitiva, que recibe las sefiales viscerales comunicadas por el fasciculo gracil. ©¢®

Con frecuencia se considera, de manera errénea, que el dolor visceral proviene
de la piel u otros sitios superficiales (p.ej., el dolor de un ataque al corazén se siente como
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si “irradiara” a lo largo del hombro izquierdo y en el lado medial del brazo). Este
fendmeno, denominado dolor referido, es resultado de la convergencia de rutas neurales en
el SNC. Por ejemplo, en el caso del dolor cardiaco, los segmentos de la médula espinal T1
a T5 reciben informacion del corazén y también del torax y el brazo. Las fibras del dolor
del corazén y la piel en esta region convergen en las mismas interneuronas espinales, luego
siguen la misma ruta desde alli hasta el tdlamo y la corteza cerebral. EI encéfalo no puede
distinguir de cuél fuente provienen las sefiales; actia como si supusiera que el lugar de
procedencia mas probable es la piel, porque ésta tiene mas receptores de dolor que el
corazén y sufre lesiones con mayor frecuencia. EI conocimiento de los origenes del dolor

referido es esencial para establecer con pericia el diagnéstico de funciones organicas. %

1.2.9 Modulacion endégena del dolor

La percepcion de las sensaciones dolorosas puede ser modificada por
numerosos procedimientos terapéuticos, medicos Yy quirdrgicos, pero existen dos
procedimientos totalmente naturales que pueden alterar profundamente e incluso abolir el
dolor: i) la aplicacion de un estimulo doloroso ain més intenso en otro lugar del organismo

y ii) niveles elevados de excitacion psicégena y de estrés. (649

El hecho de que «el dolor inhibe al dolor» es conocido desde antiguo y ha sido
usado terapéuticamente a lo largo de los siglos. EI mecanismo neurofisiol6gico que media
este tipo de inhibicién del dolor se conoce como DNIC (Diffuse Noxious Inihibitory
Controls) y se comentara mas adelante. Por otro lado, unos niveles elevados de excitacion
psicogena y de estres, por ejemplo durante la préctica de deportes competitivos o en casos
de lucha y combate, modifican la percepcién del dolor hasta el extremo de que es posible
padecer lesiones traumaticas intensas sin que se perciba sensacién dolorosa alguna. Este
tipo de modulacion endogena del dolor se expresa mediante mecanismos que ya aparecen a
niveles muy elementales de la integracion nociceptiva, incluso en la médula espinal. Los
mecanismos medulares de modulacion incluyen tanto aquellos que tienden a inhibir la
transmision de impulsos nociceptivos (inhibicién descendente) como a los que tienden a
amplificar e incrementar el dolor (excitacion descendente). Las circunstancias individuales
y sociales del sujeto determinan cual de estos dos mecanismos prevalece, lo cual a su vez
determina si la sensacién dolorosa se reduce, para facilitar la huida, o aumenta, para
facilitar la curacion. %
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1.2.10 Tratamiento farmacologico del dolor

1.2.10.1 Analgésicos Antipiréeticos

El &cido acetilsalicilico es el analgésico més utilizado a nivel mundial. Junto
con sus afines, los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y los antipiréticos paracetamol
y fenacetina, forma un grupo que constituye la estructura basica del tratamiento
farmacoldgico del dolor. Los analgésicos antipiréticos ejercen su efecto antinociceptivo
mediante la inhibicion de la ciclooxigenasa, la enzima limitante de la velocidad en la
produccion de prostaglandinas, lo que sensibiliza a los nocirreceptores y regula la
inflamacion. Hay varias diferencias farmacologicas entre los AINE y la fenazona y el
paracetamol. Mientras que los AINE actdan tanto central como periféricamente, lo que los
hace eficaces agentes topicos para alteraciones inflamatorias nociceptivas, la principal
localizacion de inhibicién enzimatica del paracetamol es el sistema nervioso central. Este
es también un analgésico méas débil que los AINE y carece en cierta medida de efectos

antiinflamatorios. ¢

El principal inconveniente de los analgésicos antipiréticos no opioides es su
efecto techo, que puede hacer que sean ineficaces como tratamiento unico del dolor
intenso. Para el dolor oncoldgico, la Organizacion Mundial de la Salud aboga por la
adicién de opioides a un régimen analgésico no controlado por AINE, no por su
sustitucion. Los AINE acttan sinérgicamente con los opioides y han constatado un efecto
de ahorro de administracion de estos. Se sabe que el acido acetilsalicilico, los AINE vy el
paracetamol son mas eficaces en el tratamiento del dolor nociceptivo que en el del dolor

neuropatico, aunque muchas personas con este tipo de dolor toman AINE regularmente.
(€)

Un importante problema de los antipiréticos no opioides son sus efectos
secundarios. Los de los AINE son hemorragia, ulcera gastrointestinal, toxicidad renal y
aumento del riesgo de episodios cardiovasculares. Aunque el uso de inhibidores selectivos
de la ciclooxigenasa 2, como celecoxib, o la adicion de inhibidores de la bomba de
protones a los AINE convencionales atentan el riesgo de hemorragia y Ulcera, no afecta a
la incidencia de episodios adversos renales o cardiovasculares. Estos riesgos estan
sensiblemente aumentados en ancianos, en pacientes con mdultiples enfermedades
concomitantes y en los tratados con polifarmacia. En funcion de sus considerables efectos
secundarios, los AINE han de recetarse en las dosis mas bajas posibles, durante periodos

breves y con vigilancia periodica. Dado su mejor perfil de seguridad, el paracetamol se
12
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considera a menudo la primera opcion terapéutica antes que los AINE, aun con trastornos
dolorosos asociados a inflamacion. Los AINE tépicos (p. ej., diclofenaco) también han
demostrado en ensayos controlados aleatorizados un efecto beneficioso en trastornos
reumatoldgicos, alegando su eficacia comparable en alteraciones con dolor regional y los

menores efectos adversos respecto a los AINE sistémicos. ‘7

1.2.10.2 Analgésicos complementarios

Se han publicado multiples directrices basadas en la evidencia para el
tratamiento de los estados de dolor crénico, particularmente de dolor neuropatico. En
general, en ellas se indica que los antidepresivos y los anticonvulsivos deben ser los dos
tipos de farmacos de primera linea para tratar el dolor neuropatico. "

Dependiendo del medicamento y del trastorno, estos farmacos han demostrado
gue consiguen un significativo alivio del dolor en pacientes cuidadosamente seleccionados,
por encima de los resultados registrados con placebo en el 10-40% de los candidatos
farmacoldgicos ideales. Mientras que los opioides han constatado una eficacia similar
contra el dolor neuropatico, los anticonvulsivos y antidepresivos comportan menor riesgo
de efectos adversos graves y de tolerancia a largo plazo, lo que los hace preferibles en

tratamientos no oncolégicos prolongados. ¢”

En términos de eficacia, los antidepresivos triciclicos (ATC) son superiores a
los inhibidores de la recaptacion de serotonina y noradrenalina, que se vuelven mas
eficaces que los inhibidores de la recaptacion de la serotonina especificos. No obstante,
dado su mejor perfil de efectos secundarios, los inhibidores de la recaptacion de serotonina
y noradrenalina pueden resultar mas eficaces que los ATC en ciertos pacientes. Entre los
diversos ATC, la amitriptilina es el mejor estudiado, y su eficacia es probablemente
comparable a la de su metabolito, la nortriptilina, y su afin, la imipramina. Sin embargo, el
perfil de efectos secundarios mas favorable de estos dltimos (p. ej., menores sedacion y
actividad colinérgica) hacen que sean preferibles para el dolor neuropético. En pacientes
que no toleran los ATC, los inhibidores de la recaptacion de serotonina y noradrenalina,
como duloxetina, pueden ser beneficiosos. "

Ademéas de actuar contra el dolor neuropéatico, los antidepresivos han
demostrado ser eficaces en la profilaxis de la cefalea, el dolor abdominal y pélvico, la
fibromialgia y el dolor musculoesquelético. 217
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Los anticonvulsivos actian contra el dolor neuropatico en virtud de sus
propiedades estabilizadoras de membrana. Aunque en ocasiones resultan mejores que los
antidepresivos para el dolor neuropatico «de tipo lancinante» prototipico, estos son mas
versatiles y han demostrado efectos beneficiosos en otros muchos trastornos dolorosos. Por
su alta eficacia y su perfil de efectos beneficiosos favorable, la gabapentina y la
pregabalina son los farmacos de primera opcion en numerosos tipos de dolor neuropatico.
Ademaés de sus propiedades independientes de alivio del dolor, hay ensayos controlados
aleatorizados que indican que estos farmacos actlan sinérgicamente con opioides y
antidepresivos e inducen efecto ansiolitico y efectos analgésicos anticipados cuando se

administran antes de la cirugia. "

Cuando los gabapentinoides son ineficaces o no se toleran, es posible utilizar
anticonvulsivos alternativos que actien mediante mecanismos celulares diferentes, como
la lamotrigina y la oxcarbacepina. Para la neuralgia del trigémino, la carbamacepina
continua siendo el tratamiento de eleccion, aunque sus efectos adversos, como el riesgo de
agranulocitosis, limitan su uso en otros trastornos. Otras clases de farmacos
complementarios que pueden ser Utiles en determinados contextos son las cremas topicas
(p. €j., de capsaicina), los antagonistas del N-metil-d-aspartato (p. ej., dextrometorfano),
los relajantes del masculo esquelético (p. ej., baclofeno), los cannabinoides y los
antiarritmicos (mexiletina). Los parches topicos de lidocaina han demostrado que reducen
el dolor y la alodinia en pacientes con neuralgia postherpética, y evidencias ocasionales
indican que pueden contribuir a tratar ciertos tipos de dorsalgia. Los parches con alta
concentracion (8%) de capsaicina (el compuesto quimico que otorga el sabor picante a las
guindillas) han demostrado en ensayos clinicos que consiguen un sustancial alivio del
dolor comparados con placebo en la neuralgia postherpética y la neuropatia por el VIH.

Una sola aplicacion de 1 h puede atenuar el dolor durante hasta 12 semanas. *”

1.2.10.3 Analgésicos opioides

Los analgésicos opioides son la base del tratamiento del dolor oncoldgico.
Aunque estudios aleatorizados han determinado que los opioides son eficaces en
alteraciones dolorosas no cancerosas, varias revisiones Yy directrices han establecido que
proporcionan mejoria a largo plazo solo en una minoria de personas, y que su superioridad
y su capacidad de mejora funcional respecto a otros analgésicos son limitadas o no

concluyentes. La optimizacién de los efectos terapéuticos de los opioides requiere una
14
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cuidadosa planificacion, a fin de equilibrar los efectos beneficiosos con los efectos
adversos, incluida la adiccion. El conocimiento de la farmacologia clinica de los opioides —
potencia relativa, duracion de la accién, biodisponibilidad y farmacocinética— es esencial
para su uso racional. Su empleo en el tratamiento del dolor crénico se ve limitado por sus
multiples efectos secundarios, como nauseas, estrefiimiento, sedacion, prurito, depresion
respiratoria y carencias endocrinas, que precipitan la disfuncion sexual y la osteoporosis.
El abordaje agresivo con ablandadores de heces y potenciadores de la motilidad intestinal,
como el docusato y la sena, minimiza el estrefiimiento. La mayoria de los opioides carecen
de toxicidad de 6rganos terminales, con excepcion de la petidina. Uno de sus metabolitos,
la norpetidina, se acumula tras varios dias de tratamiento, causando mioclonia y ansiedad.
Con dosis altas pueden registrarse confusion, delirio y convulsiones. Los opioides que se
eliminan predominantemente por el rifion, como la morfina, han de emplearse con
precaucién en caso de disfuncién renal. Dos metabolitos de la morfina, morfina-6-
glucuronato, de propiedades analgésicas, y morfina- 3-glucuronato, que amplifica el dolor
en determinados contextos, se acumulan en pacientes con disfuncion renal y potencian los

efectos secundarios de la morfina. Posibles opciones son el fentanilo y la metadona. "

Para el dolor agudo o el agravamiento del crénico en hospitalizados (p. €j., por
crisis drepanocitica), la analgesia controlada por el paciente (ACP) es un medio adecuado
de administrar opioides. La morfina, el fentanilo o la hidromorfona intravenosos suelen
administrarse con un dispositivo de infusion, en el que pueden programarse la infusion
basal, la dosis en bolo, el intervalo de blogueo y la dosis maxima por hora. Los sistemas de
ACP son seguros y permiten que los pacientes controlen su dolor, lo que supone menor
dependencia del personal sanitario. Los estudios que comparan la ACP con la
administracion convencional de opioides han determinado que la ACP se asocia a mayor
alivio del dolor y mayores tasas de satisfaccion, aunque se consume mayor cantidad de

farmacos. "

Entre los pasos esenciales del abordaje del dolor crénico se cuentan la
evaluacion idénea, la documentacion clara y detallada, un plan terapéutico de base
funcional con objetivos definidos, entre ellos la estrategia de salida, un acuerdo médico-
paciente por escrito que incorpore el consentimiento informado y las instrucciones al
paciente, revisiones periodicas del progreso hacia la consecucion de los objetivos
funcionales y eventuales derivaciones a especialistas de casos dificiles. Cuando se

considera un ensayo con opioides, los profesionales sanitarios han de tener en cuenta el
15
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proceso de la enfermedad, a fin de valorar rasgos como el cumplimiento y la
responsabilidad, y proceder a estratificar riesgos y controlar los objetivos terapéuticos

predefinidos, asf como los comportamientos aberrantes relacionados con los farmacos. ¢”)

El uso de opioides a largo plazo puede implicar el desarrollo de tolerancia y
dependencia psiquica. La tolerancia cruzada entre opioides no es completa, y una
estrategia aplicada a menudo cuando hay sospecha de tolerancia es la rotacion a un opioide
alternativo, de manera que se reduce la dosis equianalgésica en un 30-50%. Las tasas de
adiccion registradas en estudios varian ampliamente, de menos del 5 al 50%, como
consecuencia de las diferencias entre las poblaciones estudiadas, las definiciones y los
métodos de seguimiento. Una sintesis de las evidencias disponibles indica que, en casos de
dolor cronico tratado con opioides, hasta el 40% presentan comportamiento aberrante
relacionado con el farmaco, el 20% toman dosis excesivas y alrededor del 10% pueden

convertirse en adictos. "

El tramadol y el tapentadol constituyen una nueva clase de analgésicos con
mecanismo de accién dual. EI tramadol es un agonista débil que inhibe la recaptacion de
noradrenalina y serotonina. Ademas de los efectos secundarios habituales en los opioides,
se han notificado convulsiones inducidas por tramadol, asi como interacciones
farmacoldgicas adversas en pacientes que toman warfarina e inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina. El tapentadol también presenta mecanismo dual, como
antagonista m de los opioides y como inhibidor de la recaptacion de noradrenalina, y es
algo mas fuerte que el tramadol. Este Gltimo esta actualmente aprobado para el tratamiento
del dolor moderado o moderadamente intenso. El tapentadol esta autorizado para
tratamiento del dolor agudo moderado o intenso y por su forma de liberacién prolongada

est4 aprobado para el dolor crénico moderado o intenso y para la neuropatia diabética. ")

1.2.11 Tratamientos fisicos

El uso de tratamientos «fisicos» para aliviar el dolor y mejorar la funcionalidad
es uno de los pilares del abordaje multimodal del paciente con dolor. Los fisioterapeutas
evalUan, instruyen y proporcionan intervenciones minimamente invasivas que ayudan a
prevenir el dolor y la disfuncion. En ellas se abordan los mecanismos causantes del dolor
(p. €j., corrigiendo las anomalias de la marcha) y los correspondientes tratamientos (p. €j.,

aplicacion de compresas calientes y frias, manipulacion articular). ¢
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El ejercicio, empleado durante décadas para tratar el dolor crénico y como
medio de prevencion de lesiones, actla a través de multiples mecanismos, como la mejora
del flujo sanguineo, la liberacion de endorfinas, los efectos antiinflamatorios, la activacion
de vias inhibidoras y la mejora del suefio y del estado de &nimo. Aunque el nucleo de la
investigacion en este campo es el dolor vertebral, también se han documentado buenos
resultados en cuadros como la fibromialgia, las cefaleas, la artritis, el dolor neuropatico y
el cancer. "

1.2.12 Terapias complementarias y alternativas

Con creciente frecuencia los pacientes solicitan tratamientos de medicina
complementaria y alternativa (MCA), que registra tasas de utilizacion del orden del 40%.
El dolor es su indicacion méas frecuente. Algunas de las modalidades de MCA mas
generalizadas son la acupuntura, la quiropraxia y el yoga, todas las cuales reportan
beneficios en determinados contextos. Sin embargo, la magnitud de su efecto tiende a ser
modesta, y hay escasas evidencias que permitan recomendar una de estas modalidades en

detrimento de otra o de tratamientos médicos convencionales. 41"

1.3 TRAMADOL

Es un agonista parcial de receptores W; estructuralmente es un analogo de la
codeina. Al igual que la metadona constituye una mezcla racémica. @

1.3.1 Mecanismo de accién

En el mecanismo de accién interviene el sistema opioide y también otros vias
no opioides. En efecto es un agonista de los receptores y, o y K, aunque se une a ellos con
poca afinidad unas 10 veces menos que la codeina, pero preferentemente a mu. Su
potencia analgésica se debe a la activacion del sistema opioide a cargo del enatiomero (+);
y la inhibicion de la recaptacion de serotonina (también por accion del enatiomero +) y se
une a receptores op-adrenérgicos (por accion del enantiomero -). Ademas potencia la
liberacion neuronal de serotonina. @

Figura 2. Tramadol
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1.3.2 Usos terapéuticos

Esté indicado en el tratamiento de dolores medios a moderados, ya que en el
dolor intenso es menos eficaz que otros agonistas opioides. )

1.3.3 Farmacocinética

Se absorbe bien por via oral con una biodisponibilidad del 68%. Se distribuye
con rapidez, se une a proteinas plasmaticas en el 20%, y pasa la barrera placentaria. Se
metaboliza en el 80% por desmetilacion y posterior conjugacion. Uno de sus metabolitos
es el O-desmetiltramadol también activo, cuya semivida es superior a la del tramadol (7-9
horas frente a 5-6 horas). Esta desmetilacion requiere del CYP2D6, estando sometida a un

polimorfismo genético. ¢

1.3.4 Efectos adversos

Debido a su baja afinidad por los receptores opioides, los efectos secundarios
de tipo opioides (tolerancia, dependencia, depresion respiratoria, estrefiimiento y retencion
urinaria) son poco acusados. Sin embargo puede desencadenar convulsiones (sobre todo en
presencia de factores predisponentes) nauseas, vomitos, cefaleas y mareo. *°

Aungue no esta claro su potencial de abuso, este medicamento quiza deba

evitarse en personas con antecedente de adiccion. @
1.3.5 Interacciones

Es importante recordar, que como cabe esperar en virtud de su mecanismo de
accion, las interacciones con cualquier farmaco que modifique la actividad del sistema
serotoninérgico o adrenérgico contraindican su utilizacién conjunta. No debe administrarse

en pacientes que reciben I-MAO. (10, 15)
1.4 ACIDO ACETILSALICILICO

El acido acetilsalicilico (AAS), el prototipo tradicional de AINE, fue
aprobada oficialmente por la FDA en 1939. Es el AINE que se utiliza mas habitualmente

y el arquetipo con el que se comparan los demas antiinflamatorios.

1.4.1 Mecanismo de accion

El AAS es un acido organico débil, peculiar entre los AINE porque acetila
irreversiblemente (y, por lo tanto, inactiva) la ciclooxigenasa. Los otros AINE, incluido
el salicilato, son inhibidores reversibles de la ciclooxigenasa. EI AAS es desacetilado
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rapidamente por las esterasas en el organismo y se produce salicilato, que posee acciones
antiinflamatoria, antipirética y analgésica. Los efectos antipirético y antiinflamatorio del
salicilato se deben principalmente a que bloquea la sintesis de prostaglandinas en los
centros termorreguladores hipotaldmicos y en los objetivos periféricos. Ademas, al
disminuir la sintesis de prostaglandinas, el salicilato también previene la
sensibilizacion de los receptores nociceptivos frente a los estimulos mecanicos y
quimicos. EI AAS también puede reducir los estimulos dolorosos a nivel subcortical

(tdlamo e hipotalamo). %

COOH
0. _CH,

O

Figura 3. Acido Acetilsalicilico
1.4.2 Acciones farmacologicas

Los AINE, incluido el AAS, tienen tres efectos terapéuticos principales:
reducen la inflamacion (antiinflamatorio), el dolor (analgésico) y la fiebre (antipirético).
Sin embargo, como se expone mas adelante en esta seccion, no todos los AINE

poseen la misma potencia en cada una de estas acciones. %
Accion antiinflamatoria

Como el AAS inhibe la actividad de la ciclooxigenasa, reduce la formacion
de prostaglandinas y, por lo tanto, modula aquellos aspectos de la inflamacion en los
que las prostaglandinas actian de mediadoras. ElI AAS inhibe la inflamacién en la

artritis, pero no detiene la progresion de la enfermedad ni induce su remision. ¢%

Accion analgésica

Se cree que la prostaglandina E2 (PGE2) sensibiliza las terminaciones

nerviosas a la accion de la bradicinina, histamina y otros mediadores quimicos que se
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liberan localmente en el proceso inflamatorio. Asi pues, al disminuir la sintesis de PGE2,
el AAS vy otros AINE reducen la sensacién de dolor. Los salicilatos se utilizan
principalmente para el tratamiento del dolor de baja 0 moderada intensidad que proviene
de trastornos osteomusculares, mas que el dolor de tipo visceral. Las combinaciones de

opioides y AINE son eficaces para tratar el dolor causado por los procesos malignos. %

Accion antipirética

La fiebre aparece cuando se eleva el punto de ajuste del centro
termorregulador hipotalamico anterior, que puede deberse a la estimulacion de la
sintesis de PGE2 cuando un agente enddgeno productor de fiebre (pirégeno), como
una citocina, es liberado por los leucacitos activados por una infeccion, hipersensibilidad,
procesos malignos o inflamacion. Los salicilatos disminuyen la temperatura corporal en
los pacientes con fiebre debido a que impiden la sintesis y liberacion de PGE2. EI AAS
reajusta el «termostato», lo normalizay disminuye rapidamente la temperatura corporal
en los pacientes con fiebre, ya que hace aumentar las pérdidas de calor por
vasodilatacion periférica y sudoracion. EI AAS carece de efectos sobre la temperatura

corporal normal, ?V
Acciones respiratorias

A dosis terapéuticas, el AAS aumenta la ventilacién alveolar. Las dosis
mas elevadas actuan directamente sobre el centro respiratorio bulbar, con hiperventilacion
y alcalosis respiratoria, que habitualmente queda bien compensada por el rifion. A
concentraciones toxicas se produce una paralisis respiratoria central, acompafiada de

acidosis respiratoria por la produccién continuada de CO2. ®V
Efectos gastrointestinales

Normalmente, la prostaciclina (PGI2) inhibe la secrecion de &cido
gastrico, mientras que PGE2 y PGF2a estimulan la sintesis del moco protector en el
estbmago e intestino delgado. En presencia del AAS no se forman estos prostanoides,
aumenta la secrecion 4acida gastrica y disminuye el moco protector, ocasionando
molestias epigastricas, Ulceras, hemorragias y anemia ferropénica. Las dosis de AAS de 1
a 4,5 g/dia pueden provocar la pérdida diaria de 2 a 8 ml de sangre por las heces. Los

preparados tamponados y con cubierta entérica s6lo son marginalmente Gtiles para
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combatir este problema. Los farmacos que se utilizan para la prevencion de las Ulceras
gastricas y/o duodenales incluyen el derivado de la PGE1 misoprostol y los inhibidores de
la bomba de protones (IBP) esomeprazol, lansoprazol, dexlanzoprazol, omeprazol,
pantoprazol y rabeprazol. Los IBP pueden utilizarse también para el tratamiento de las
Ulceras inducidas por los AINE y son especialmente apropiados si el paciente debe
continuar el tratamiento con estos farmacos. Los antihistaminicos H2 (cimetidina,
famotidina, nizatidina y ranitidina) alivian la dispepsia producida por los AINE, pero
pueden enmascarar graves problemas Gl y es posible que no sean tan eficaces como los

IBP para curar las lceras y prevenir su formacion. 43
Efecto sobre las plaquetas

El TXA2 favorece la agregacion plaquetaria, mientras que PGI2 la reduce.
Las dosis bajas (81 a 325 mg al dia) de AAS pueden inhibir irreversiblemente la
produccion de tromboxano en las plaquetas por acetilacion de la ciclooxigenasa.
Como las plaquetas carecen de nucleo, no pueden sintetizar nueva enzima, y la falta de
tromboxano persiste durante toda la vida de la plaqueta (3-7 dias). A consecuencia del
descenso del TXA2, disminuye la agregacion plaquetaria (el primer paso en la
formacion del trombo), y se produce un efecto anticoagulante asociado al
alargamiento  del tiempo de sangria. Finalmente, el AAS inhibe también Ila
ciclooxigenasa en las células endoteliales, y disminuye la formacion de PGI2; sin

embargo, estas células poseen nicleos capaces de resintetizar nueva ciclooxigenasa. ¢%
Acciones sobre el rifion

Los inhibidores de la ciclooxigenasa impiden la sintesis de PGE2 y
PGI2, las prostaglandinas responsables de mantener el flujo sanguineo renal,
especialmente en presencia de vasoconstrictores circulantes. La disminucion de la
sintesis de prostaglandinas puede dar lugar a la retencion de sodio y agua, y a
edemas e hiperpotasemia en algunos pacientes. También puede aparecer una nefritis

intersticial con todos los AINE, a excepcion del AAS. @Y
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1.4.3 Usos terapéuticos

a. Uso antiinflamatorio, antipirético y analgésico: Los derivados del &cido
salicilico se utilizan en el tratamiento de la gota, fiebre reumatica, artrosis y AR. Los
procesos comunes que requieren analgesia son cefaleas, artralgias y mialgias.

c. Aplicaciones cardiovasculares: EI AAS se utiliza para inhibir la agregacion
plaquetaria. A dosis bajas se emplea para: 1) disminuir el riesgo de repeticion de ataques
de isquemia transitoria (AIT) e ictus o muerte en los individuos que han sufrido uno o
varios episodios de AIT o ictus; 2) reducir el riesgo de muerte en los pacientes con
infarto agudo de miocardio; 3) disminuir el riesgo de infarto de miocardio recurrente no
letal y/o de fallecimiento en los pacientes con infartos previos o angina inestable; 4)
reducir el riesgo de infarto de miocardio y muerte subita en los pacientes con angina
de pecho estable crénica; 5) disminuir el riesgo cardiovascular en los pacientes

sometidos a ciertos procedimientos de revascularizacion.

1.4.4 Farmacocinética

a. Administracién y distribucion: Después de la administracion oral, los
salicilatos no ionizados se absorben pasivamente en el estbmago y el intestino delgado
(la disolucion de los comprimidos se favorece en el pH intestinal, mas elevado). La
absorcion rectal es lenta y no fiable, pero es una via Util en los nifios que vomitan. Hay que
evitar los salicilatos en los nifios y adolescentes (menores de 20 afios de edad) con
infecciones viricas, como varicela o gripe, para prevenir el sindrome de Reye. Los
salicilatos (excepto el dif lunisal) atraviesan la barrera hematoencefélica y la placenta y se

absorben a través de la piel integra (especialmente el salicilato de metilo). ¢%

b. Dosis: Los salicilatos presentan accién analgésica a dosis bajas, pero
solo a dosis altas tienen actividad antiinflamatoria. Por ejemplo, dos comprimidos de
AAS de 325 mg cuatro veces al dia producen analgesia, mientras que 12 a 20
comprimidos al dia tienen efectos analgésicos Yy antiinflamatorios. Para la profilaxis a
largo plazo del infarto de miocardio, la dosis es de 81 a 162 mg/dia; en la AR o la
artrosis, la dosis inicial es de 3 g/dia; para la profilaxis del ictus, 50 a 325 mg/dia; en los
pacientes con infarto agudo de miocardio se emplea una dosis de 162 a 325 mg de aspirina
sin cubierta entérica, masticada y deglutida de inmediato. %
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c. Metabolismo: A la dosis de 650 mg/dia, el AAS hidrolizado a salicilato y
acido acético por esterasas en los tejidos y en la sangre. En el higado, el salicilato se
convierte en conjugados hidrosolubles que se eliminan rapidamente por el rifién, con una
cinética de eliminacion de primer orden y una semivida sérica de 3,5 h. A dosis
antiinflamatorias (> 4 g/dia) se satura la via metabolica hepatica y tiene lugar una cinética
de orden cero, con una semivida de 15 h 0 mas. La saturacion de las enzimas hepaticas
requiere tratamiento durante varios dias a 1 semana. Al ser un acido organico, el salicilato
se secreta a laorinay puede influir en la excrecion del &cido drico: a dosis bajas de
AAS, disminuye la secrecion de é&cido drico, mientras que aumenta a dosis altas.
Debe controlarse periddicamente la funcion hepatica y renal en los pacientes que
siguen un tratamiento prolongado con altas dosis de AAS. Se evitara la administracion
de este farmaco a los pacientes con depuracion de creatinina inferior a 10 ml/min. @V

1.45 Efectos adversos

a. Gastrointestinales: Los efectos GI més frecuentes de los salicilatos son
molestias epigastricas, nduseas y vomitos. La microhemorragia Gl es casi universal en
los pacientes tratados con salicilatos. [Nota: el AAS es un acido. Al pH gastrico, carece de
carga eléctrica y llega facilmente a las células de la mucosa, donde se ioniza
(adquiere carga negativa) y queda atrapado, produciendo una posible lesion directa de
dichas células. EI AAS debe tomarse con los alimentos y un gran volumen de liquidos,
para disminuir la dispepsia. Ademas, se puede tomar simultaneamente misoprostol o un
1Bp.] ¢V

b. Hematologicos: La acetilacion irreversible de la ciclooxigenasa plaquetaria
reduce la concentracion de TXA2 en las plaguetas, y esto inhibe la agregacion de
éstas y prolonga el tiempo de sangria. Por este motivo, no debe tomarse AAS
durante la semana anterior a una intervencion. Cuando se administran salicilatos,
posiblemente hay que reducir la dosis de anticoagulantes, y es necesario controlar y

aconsejar cuidadosamente al paciente. %

c. Respiratorios: A dosis toxicas, los salicilatos causan depresion respiratoria

y una combinacion de acidosis respiratoria y metabdlica descompensada.

d. Procesos metabolicos: Las grandes dosis de salicilatos desacoplan la

fosforilacion oxidativa. La energia que normalmente se utiliza para producir trifosfato
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de adenosina se disipa en forma de calor, y esto explica la hipertermia causada por los

salicilatos cuando se toman en cantidades toxicas. @Y

e. Hipersensibilidad: Aproximadamente el 15% de los pacientes que toman
AAS experimenta reacciones de hipersensibilidad. Los sintomas de alergia verdadera

son urticaria, broncoespasmo o angioedema. Es raro el choque anafilactico letal. ¢4 %)

f. Sindrome de Reye: La administracion de AAS u otros salicilatos en
las infecciones viricas se ha asociado con una mayor incidencia del sindrome de
Reye, que consiste en una hepatitis fulminante con edema cerebral, a menudo con
desenlace fatal. Se observa especialmente en pediatria; por lo tanto, a estas edades hay
que administrar paracetamol, en lugar de AAS, para reducir la fiebre. También es

apropiado el ibuprofeno. %29

g. Interacciones farmacologicas: La administracion simultdnea de
salicilatos con muchas clases de farmacos puede producir efectos adversos. Como el
AAS puede hallarse en maltiples productos de venta sin receta, hay que aconsejar a los
pacientes que lean el prospecto del preparado, para evitar las sobredosis. El salicilato esta
unido en un 80 a 90 % a las proteinas (albumina) y puede desplazarse de su lugar de
unién, con el consiguiente aumento de concentracion del salicilato libre;
alternativamente, el AAS puede desplazar a otros farmacos muy unidos a las
proteinas, como la warfarina, la fenitoina o el acido valproico, e inducir asi el aumento
de las concentraciones libres del otro farmaco. Hay que evitar el uso crénico de AAS en
los pacientes que reciben probenecid o sulf inpirazona, pues estos farmacos aumentan
la excrecion renal de acido drico, mientras que el AAS (< 2 g/dia) disminuye la
depuracién de dicho cido. Esta contraindicada la administracion simultanea de ketorolaco
y AAS por el incremento del riesgo de hemorragias Gl e inhibicion de la agregacion

plaquetaria. ?%:2

h. En el embarazo: EI AAS se incluye en la categoria C de riesgo de la FDA
durante el primer y el segundo trimestres del embarazo, y en la categoria D durante el
tercer trimestre. Como los salicilatos se excretan también por la leche, debe

evitarse el AAS durante el embarazo y la lactancia. %)
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1.4.6 Toxicidad

La intoxicacion por salicilatos puede ser ligera o grave. La forma leve se
denomina salicilismo y se caracteriza por nduseas, vomitos, intensa hiperventilacion,
cefalea, confusion mental, mareos y acufenos. Al administrar dosis mas elevadas de
salicilatos puede producirse una intoxicacion grave. Los sintomas antedichos van
seguidos de agitacion, delirio, alucinaciones, convulsiones, coma, acidosis respiratoria
y metabdlica y muerte por insuficiencia respiratoria. Los nifios son especialmente
propensos a la intoxicacion por salicilato. La ingestion de cantidades tan pequefias como
10 g de AAS (o 5 ml de salicilato de metilo, este ultimo empleado como antiirritante en
los linimentos) puede producir la muerte en la edad infantil. EI tratamiento del
salicilismo incluye la medicion de las concentraciones séricas de salicilato y del pH para
determinar el tratamiento méas adecuado. En los casos leves suele ser suficiente un
tratamiento  sintomatico. EI aumento del pH urinario favorece la eliminacion del
salicilato. En los casos graves hay que recurrir a la hidratacion i.v., dialisis (peritoneal
o hemodidlisis) y valoracion frecuente con correccion del equilibrio acido-béasico y

electrolitico. ¢+

1.5 TOXICIDAD AGUDA DE PLANTAS MEDICINALES
1.5.1 Introduccion

Las plantas son, sin duda, los agentes causantes de toxicidad aguda que se
conocen desde los tiempos mas remotos. Probablemente, una de ellas fue la responsable de
la primera muerte por intoxicacion en nuestros primeros antepasados y, desde ese
momento hasta nuestros dias, la relacion del ser humano con la fitotoxicologia ha seguido
un tortuoso camino en que las plantas han representado muy distintos papeles. Aparte de
su tradicional utilizacion como venenos de flecha (que presupone cierto grado de
conocimiento de la toxicocinética y de la farmacodinamia de los tdxicos para evitar la
intoxicacién accidental al comer las piezas cazadas), que no se reduce Unicamente a los
pueblos amazonicos, las drogas vegetales entremezclan su toxicidad con la evolucion
humana en todas las culturas conocidas, enraizandose en ocasiones en lo mas profundo de

los mitos, la literatura y la musica. ‘%

La ingesta ritual de alucin6genos de origen vegetal con fines magicorreligiosos

tanto en Europa oriental [Amanita muscaria (L.) Lam., Acorus calamus L. y Asarum
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europaeum L.] como en América [Banisteria caapi Spruce ex Griseb, Lophophora
williamsii (Salm-Dyck) J. M. Coult., Salvia divinorum Epling & Jativa, Rivea corymbosa
(L.) Hallier f. o Psilocybe sp. pl., entre otras], Africa (Tabernanthe iboga Baill) u Oceania
(Piper methysticum G. Forst.) se pierde en la noche de los tiempos y es practicada ain en
ciertas comunidades indigenas marginales, pero también en ciertos circulos de la sociedad
occidental pretendidamente esotéricos y en los cuales es facil adivinar mayor componente
recreativo y de abuso psicodélico que de cualquier otro tipo. Una pocién elaborada con
hojas de tejo (Taxus baccata L.) era usada por algunas tribus celtas antiguas para suicidios
colectivos antes de entregarse al enemigo. Conocidos son también los casos de Sdcrates
(siglo v a.C.), en el cual la cicuta (Conium maculatum L.) se usé como veneno legal en la
ejecucion de la pena de muerte del fildsofo, y la intoxicacion masiva por miel contaminada
con grayanotoxinas de Rhododendron que padecié el ejército de Ciro el Joven (400 a.C.)

cuando invadié lo que hoy es Turqufa. ‘%

En el Imperio romano gozo de merecida fama como envenenadora Agripina,
mujer del emperador Claudio, al cual asesind probablemente con un plato de Amanita
phalloides Vaill ex Fr. mezclado con Amanita caesarea (Scop.) Pers. El oscurantismo
religioso de la Edad Media no impidié que se siguiera avanzando en el conocimiento de la
toxicidad de las plantas, principalmente a través del saber atesorado en los jardines
medicinales de los conventos de las 6rdenes monacales y de la difusion de la cultura arabe,
heredera en gran parte de la griega y de la romana. El Renacimiento (en el que Lucrecia
Borja o Borgia, hija del papa Alejandro VI, es mencionada con frecuencia, de manera
probablemente injustificada, como experta en el manejo de toxicos) y el Siglo de las Luces
posterior abonaron el terreno para la aparicion de la moderna toxicologia actual de la mano
de Buenaventura Orfila, médico menorquin formado primero en Valencia y mas tarde en la

Sorbona de Paris. V)

Aunque la era industrial, con la aparicién de productos quimicos en general y
de los medicamentos de sintesis en particular, ha diversificado las causas de intoxicacion
exdgena, aun hoy las plantas contintian representando un porcentaje no desdefiable de los
episodios toxicos que son atendidos en los dispositivos sanitarios. La incidencia de
intoxicacion por plantas se cifra entre el 1 y el 7,2% en los diversos paises europeos, y
figura entre las cinco causas mas frecuentes de intoxicacién en Estados Unidos, con
alrededor de 100.000 exposiciones por afio. A pesar de esta elevada incidencia, la

mortalidad en los paises occidentales es baja, algo superior a 1/10.000 casos; este
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porcentaje, sin embargo, se hace mucho mas elevado en otros &mbitos geograficos y llega

al 15% en Sudafrica. Y

En general, la poblacion mas afectada suele ser la infantil, por la atraccion que
sobre este sector ejercen los frutos coloreados o las plantas ornamentales del hogar; cerca
del 85% de las exposiciones se producen en nifios de menos de 11 afios, y el restante 15%

comprende los casos de confusién, de intoxicacion voluntaria o de conductas homicidas.
(11

1.5.2 Toxicidad gastrointestinal

La toxicidad gastrointestinal, expresada principalmente en forma de vomitos
y/o diarreas mas o menos intensos, es el mas ubicuo e inespecifico de los sintomas
producidos por la toxicidad aguda de plantas y acompafia con frecuencia a otros sindromes
mas graves. En los apartados siguientes se veran los cuadros en los cuales la afectacion
digestiva es un mero acompafiante de otros sintomas y se discutirdn a continuacion

aquellos en que constituye la parte cardinal de la intoxicacion. ¥

Un amplio grupo de plantas cuyo potencial toxico reviste caracteristicas
irritativas gastrointestinales es el de las euforbiaceas. La mayor parte de las especies del
género Euphorbia [E. helioscopia L., E. characias L., E. cyparissias L., E. lathyris L., E.
pulcherrima (Willd. ex Klotzsch), E. peplus L., etc.], asi como Mercurialis (M. perennis),
Croton (C. tiglium L.) e Hippomane (H. mancinella), poseen ésteres del forbol o del
ingenol capaces de provocar profusas diarreas. Suelen ser intoxicaciones autolimitadas y

que s6lo precisan reposo digestivo y mantenimiento hidroelectrolitico. ¥

Las plantas ricas en saponosidos provocan también cuadros gastroenteriticos
generalmente leves. La fitolaca (Phytolacca americana L.), la hiedra (Hedera helix L.), el
rusco (Ruscus aculeatus L.) o el castafio de Indias (Aesculus hippocastanum L.) podrian

incluirse en este grupo. Y

Otro grupo especial de plantas con marcada actividad irritante son algunas
cucurbitéceas, entre las cuales pueden destacarse Bryonia dioica Jacq. (nueza), Ecballium
elaterium (L.) A. Rich. (cohombrillo amargo o pepinillo del diablo) y Citrullus colocynthis
(L.) Schrad. (coloquintida). Los principios activos, de naturaleza triterpénica, poseen una

fuerte accion purgante drastica, dificil de controlar, que ha marcado su uso tradicional. %
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Por altimo, una planta muy frecuente en los jardines, la Lantana camara L.
(verbena falsa), posee lantadeno, un compuesto triterpénico capaz de provocar también

intoxicaciones de sintomas preferentemente digestivos. ™V

1.5.3 Toxicidad sobre el sistema cardiovascular

Las propiedades medicinales de algunas plantas con heterdsidos cardiotonicos
ya eran conocidas por los egipcios y los romanos, que las usaban como eméticos y
diuréticos, pero su introduccion real en la terapéutica se produjo en el ultimo tercio del
siglo xviii, cuando el médico inglés Withering comenzo a sistematizar el uso de la digital

en cuadros hidrépicos.

Los heterdsidos cardiotonicos son sustancias de naturaleza compleja, cuya base
es una genina esteroidica con un anillo lactonico de cinco miembros (heterdsidos
cardiotonicos cardenolidos) o de seis (heterdsidos cardioténicos bufadiendlidos) que
sustituye en C-17. Ademas, en C-3 se unen distintas cadenas azucaradas de una o varias
unidades que, junto con la genina, definen los distintos heterdsidos cardiotonicos. Unas
pocas familias concentran las plantas con estos principios activos.

Los primeros sintomas de la intoxicacion son, generalmente, de tipo digestivo
(nauseas, voémitos, dolor abdominal, diarreas). En ocasiones, en fases tempranas el
paciente refiere percibir el caracteristico halo amarillo alrededor de los objetos, ya descrito

por Withering.

Mas tarde aparecen los sintomas cardiacos: bradicardia, bloqueos de distinto
grado, arritmias auriculares o ventriculares. El electrocardiograma muestra prolongacion
del intervalo PR, acortamiento del QT y aplanamiento de las ondas P o T. La aparicion de
hipopotasemia complica el cuadro. No son raras las muertes. El tratamiento debe iniciarse
con la administracion repetida de carbon activado para interrumpir el ciclo enterohepatico
de los heterosidos cardiotonicos. Las arritmias y los bloqueos pueden requerir del uso de

marcapasos si no ceden con los antiarritmicos habituales (fenitoina y lidocaina).

La aparicion de hiperpotasemia debe ser controlada con cuidado y
enérgicamente tratada por los procedimientos habituales (resinas de intercambio idnico,
glucosa e insulina). Los casos mas graves, con compromiso vital, pueden requerir la

administracion de anticuerpos Fab antidigoxina.
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1.5.4 Sindrome anticolinérgico

El sindrome anticolinérgico generalmente se asocia con diversas plantas de la
familia de las solanaceas que contienen alcaloides tropanicos. Son plantas conocidas desde
antiguo en Europat, donde algunas de ellas (belefio o belladona) formaron parte de
unglentos de brujas, mientras que otras (mandragora) se rodearon de un halo méagico de
leyenda generalmente relacionada con demonolatrias. Tal era su difusion que Shakespeare
hace que Hamlet mate a su padre con belefio e, incluso, la pociébn amorosa que ingirieron
Tristdn e Isolda pudo estar compuesta por solanaceas anticolinérgicas. Adn en la
actualidad, de 442 consultas realizadas al Centro de Informacion Toxicoldgica espafiol tras
la exposicion a plantas psicotropicas, el 34,1% de los casos se referian a Datura
stramonium L., el 7,3% a Atropa belladona L., el 3,6% a Hyoscyamus niger L. y el 2,4% a
Mandragora officinarum L. En general, los principios activos se localizan en toda la

planta, pero son especialmente ricos en ellos las flores, los frutos y las semillas. ™V

Tras la ingesta de la planta, el inicio de accion es rapido, usualmente entre 30 y
60 min. Transcurrido este periodo, el sindrome anticolinérgico se manifiesta dualmente, en
funcion de la dosis, a nivel periférico y central. A nivel periférico, se producen midriasis,
piel caliente y seca, sequedad de mucosas, aspecto enrojecido, fiebre, retencion urinaria,
abolicién de ruidos intestinales, taquipnea y taquicardia. En el sistema nervioso central, las
solanaceas parasimpaticoliticas provocan agitacion (que puede ser muy importante),
alucinaciones visuales (en ocasiones terrorificas), habla ininteligible, letargia y coma con

depresion respiratoria.

El tratamiento debe iniciarse con la evacuacion del toxico, que puede
demorarse hasta 24 h por el retraso en el vaciado gastrico que provocan los
anticolinérgicos, y la administracion de carbon activado. La taquicardia rara vez requiere
tratamiento, pero la retencion urinaria puede hacer necesario el sondaje vesical. La
hipertermia también debe ser abordada agresivamente y la agitacion debe controlarse con
haloperidol o benzodiazepinas. Para las manifestaciones centrales se ha recomendado
clasicamente la fisostigmina intravenosa, pero los riesgos asociados con su uso y la falta de

un beneficio clinico claro hacen que su utilizacion deba considerarse con cuidado. ¥
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1.5.5 Sindrome nicotinico

La exposicion a plantas que contienen alcaloides piridinicos, piperidinicos o
quinolizidinicos (nicotina, citisina, lobelina, anabasina o coniina) puede traducirse en
efectos similares debido a un mecanismo de accion comun que implica la activacion y
posterior bloqueo de los receptores nicotinicos}. La activacion de éstos en el sistema
nervioso central puede producir convulsiones y coma, mientras que en los ganglios del
sistema nervioso autonomo producird una mezcla de efectos simpéticos y parasimpaticos
(sialorrea, lagrimeo, sudoracion, miosis, nduseas, vomitos, diarrea, broncoespasmo,
bradicardia o taquicardia, hipertension o hipotension). Ademas, el efecto nicotinico sobre

la placa motora terminal originaré fasciculaciones, debilidad y paralisis posterior. ‘%)

Las intoxicaciones por estas plantas revisten generalmente una elevada
gravedad, aunque afortunadamente son raras. Una de las mas frecuentemente producidas
es la ingesta de cigarrillos o de colillas, que I6gicamente tiene todas las caracteristicas de
la sobredosis de nicotina. Mucho menos frecuente es la intoxicacion por Nicotiana glauca
Graham, de la cual se conocen casos mortales. La absorcion de la nicotina a través de la
piel da lugar a la llamada enfermedad del tabaco verde, que se produce exclusivamente en
los trabajadores que recolectan las hojas de la planta; los sintomas son banales (nauseas,

vomitos, diarreas y debilidad) y cede con tratamiento sintomatico. ‘%)

Mucho mas grave es la intoxicacion por cicuta mayor (Conium maculatum L.),
que se produce la mayor parte de las veces por confusion con otras umbeliferas
comestibles (zanahoria, perejil 0 anis). Las manifestaciones se inician de manera temprana,
y 1 0 2 h tras la ingesta del toxico aparecen ardor en la boca, trastornos de la deglucion y
salivacion, alteraciones visuales, veértigos, sed, frio, debilidad en las piernas, disminucion
de la sensibilidad, rabdomidlisis y paralisis muscular y del diafragma. En caso de dosis
letales, los sintomas anteriores se presentan al cabo de pocos minutos, ademéas de
glosoplejia o paralisis de la lengua, midriasis, pesadez de cabeza, somnolencia, vértigos y

diarreas. La muerte sobreviene por paro respiratorio central. ™

Excepcion hecha del Laburnum anagyroides Medik., que tiene cierta presencia
como ornamental en jardines, pero cuya toxicidad ha sido muy cuestionada, y la Areca
catechu L., mas problematica desde el punto de vista de su abuso crénico como

masticatorio, las intoxicaciones por el resto de plantas nicotinérgicas son menos conocidas.
(%))

30

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM £ DE SANTA MARIA

El tratamiento se basa fundamentalmente en la eliminacién del toxico (carb6n
activado y lavado gastrico) y en el mantenimiento de las funciones vitales: soporte de la
ventilacion, atropina para los sintomas muscarinicos, reposicion hidroelectrolitica y

benzodiazepinas para las convulsiones.

1.5.6 Toxicidad por cianuro

Més de 2.600 especies de plantas poseen alguno de los 25 heterosidos
cianogenéticos conocidos y que, por hidrélisis enzimatica, liberan acido cianhidrico
(HCN). La cantidad de toxico liberada es muy variable, y depende tanto del heterésido de
partida como de la planta en que se encuentre. EI mas conocido de ellos es el amigdalosido
0 amigdalina, presente en las semillas de diversas especies de Prunus y que proporciona el
6% de HCN en peso. ™

Los sintomas de la intoxicacion por plantas con heterésidos cianogenéticos son
bastante solapados y frecuentemente los primeros que aparecen son de tipo
gastrointestinal: nauseas, vomitos, dolor abdominal y diarreas. Mas tarde aparecen ya los
sintomas de la intoxicacion por cianuro: cefalea, disnea, debilidad muscular, hipotension,

taquipnea, ataxia y fibrilacion auricular, estupor, convulsiones y coma.

No se conocen datos de los valores de cianuro ni su relacion con las muertes
producidas en la serie mas numerosa publicada hasta el momento, pero si en un caso en el
cual una paciente ingirié de 20 a 40 semillas de albaricoque y se obtuvo una concentracion
de cianuro de 3,2 mg/l, muy por encima de 1 mg/l, considerado ya altamente tdxico,

aunque la paciente se recuperd sin secuelas. ‘%

El tratamiento fundamental de la toxicidad por cianuro implica el
mantenimiento de las funciones vitales. De manera adicional, puede usarse el tratamiento
antidético metahemoglobinizante clasico basado en los nitritos (nitrito de amilo inhalado
hasta que se pueda administrar nitrito sodico intravenoso) para facilitar la uniéon del CN—y
la administracion posterior de tiosulfato sodico para transformar el téxico a tiocianato
carente de toxicidad. Se ha sugerido también el uso de edetato de dicobalto
(Kelocyanor®), pero puede producir hipertension y arritmias cardiacas graves en ausencia
del toxico. En la actualidad es de eleccion, por su efectividad y seguridad, la
hidroxicobalamina (Cyanokit®) a dosis elevadas (2,5-5 g) por su efectividad y seguridad,
aungue la experiencia de su uso en la intoxicacién por cianuro proveniente de plantas es

aun escasa. Y
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1 TIPO DE INVESTIGACION

El presente estudio de investigacion cientifica se ubica dentro de los estudios
experimentales, ya que manipuld variables y busco consecuencias. La manipulacion se di6
a través de dosis crecientes y ver consecuencias en el proceso del dolor y la salud del

roedor.

Ademas tiene el requisito de un grupo control que evidencia la manipulacién.

2.2 AMBITO

La investigacion tedrica del problema de investigacion se llevd a cabo en el
Bioterio, Laboratorio de Farmacognosia y Bibliotecas de la Universidad Catdlica de Santa

Maria.

2.3 TEMPORALIDAD

La presente investigacion se llevo a cabo en un periodo de 6 meses de abril a
setiembre del 2017.

2.4 DISENO DE INVESTIGACION

El disefio corresponde al de varios grupos con grupo control post tratamiento.

2.5 POBLACION Y MUESTRA
2.5.1 Poblacién

No se aplica, ya que la investigacion es preclinica en animales de laboratorio.
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2.5.2 Muestra

La muestra estuvo conformada por dos tipos de unidades de estudio:

Unidad animal 1

Para la evaluacion de la toxicidad la unidad animal estuvo conformada por 15

animales de experimentacion tipo ratones de laboratorio, especie Rattus rattus.

Unidad animal 2

Para la evaluacion del efecto analgésico la unidad animal estuvo conformada

por 25 animales de experimentacion tipo ratas de laboratorio, especie Rattus rattus.

2.6 MATERIALES

2.6.1 Material de vidrio
— Balén

— Embudo

— Matraz Erlenmeyer de 100mL

— Pipetasde 1,5y 10 mL.

— Probetas graduadas de vidrio de 50 y 100 mL.

— Tubos de ensayo

— Capilares sin heparina

— Cubas de desarrollo cromatogréafico

— Vasos de precipitados o Beaker de 10, 50 y 100 mL.

— Varillas de vidrio macizo

2.6.2 Equipos de laboratorio
— Caocinilla eléctrica
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— Balanza analitica

— Frigorifico

— Balanza gramera

— Equipo de destilacion Soxhlet

— Equipo de Rotavapor

— Estufa para desecacion

— Balanza marca Dakota 1200g / 0.1g

— Lampara UV

2.6.3 Reactivos
— Agua destilada

— Alcohol etilico

— Vainillina

—  Acido sulftrico

—  Acido férmico

— Metanol

— Cloruro de aluminio

— Cloruro férrico

— Reactivo de Dragendorff
— Acido acético

— Formaldehido

2.6.4 Otros materiales
— Placas se silica gel

— Tripode

- Ccepo
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— rejilla

— Barbijo

— Jaulas para ratones
— Gorro descartable

— Foco calorifico de 60 Watts

2.7 METODOS

2.7.1 Preparacion de la droga

2.7.1.1 Recoleccion
La recoleccion se realizo en la localidad de Cotahuasi, Puyca esta ubicada a 10
horas de la Ciudad de Arequipa a 371.5 km, la recoleccidn se hizo de ejemplares en estado

silvestre a las 8 de la mafiana aproximadamente. Anexo 3

Figura 4. Recoleccion de Coreopsis fasciculata (Puki)
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2.7.1.2 ldentificacion
Posterior a la recoleccion se llevé un ejemplar completo a la Facultad de
Biologia de la Universidad Nacional de San Agustin, para su identificacion boténica y su

clasificacion taxondmica. Anexo 3

2.7.1.3 Seleccion
Para el procesado de la droga recolectada, se selecciond las sumidades floridas
correspondientes a la especie (Coreopsis fasciculata), retirandose todo lo ajeno a nuestro

material de estudio, y también se retiro las sumidades floridas en mal estado.

2.7.1.4 Estabilizacion

Las sumidades floridas de puki, (Coreopsis fasciculata), consisten en delgadas
ramas con pequefias hojas, la estabilizacion fue realizada en calor seco utilizando como
instrumento una estufa, el proceso fue llevado a 100° C, durante aproximadamente 2

minutos.

2.7.1.5 Desecacion
La desecacion de nuestra droga fue también en atencion sus caracteristicas,
esta desecacion fue mediante calor artificial utilizando como instrumento también la

estufa, este proceso fue a 50°C y tomo alrededor de unas 4 horas cada tanda de desecacion.

2.7.1.6 Trituracion

La trituracion del puki (Coreopsis fasciculata) fue mediante trituracion
mecanica, se utilizo el método de trituracion mediante cizallas, sin embargo, para ello se
utilizé un artefacto domestico que mimetiza este método de trituracion farmacéutico y fue

una licuadora, el grado de trituracion fue semi fino.

2.7.2 Obtencion del extracto de puki

La extraccion de las sumidades floridas de puki (Coreopsis fasciculata) se
realiz6 utilizando el equipo de extraccion Soxhlet, es decir, se utiliz6 un método de

extraccidn continuo.
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Fundamento

Es un método de extraccidn continuo que se utiliza para materiales solidos.
Consiste en colocar el material a extraer, previamente molido y pesado, en un cartucho de
celulosa que se introduce en la cAmara de extraccion, conectada por una parte a un balon
de destilacion y por otra a un refrigerante. El disolvente contenido en el balén se calienta a
ebullicidn, el vapor asciende por el tubo lateral y se condensa en el refrigerante, cayendo el
material. Cuando alcanza el nivel conveniente sifona por el tubo regresando al balén. El
proceso se repite hasta conseguir el agotamiento deseado del material.(fundamentos

tedrico practicos quimica organica)

Figura 5. Extraccion mediante Soxhlet de Coreopsis fasciculata (Puki)

Procedimiento

Se pes6 14 gramos de sumidades floridas trituradas de puki (Coreopsis
fasciculata), se humectaron con el disolvente con la ayuda de un vaso precipitados, ya mas
0 menos humeda la muestra se coloco en un envoltorio de papel filtro, este fue atado con
una cuerda y se colocoé en el tubo de extraccion del equipo Soxhlet, en el balon del equipo
se colocd 150 ml de disolvente. Armado todo el equipo se procedié a la extraccion hasta el

agotamiento del material vegetal.
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2.7.3 Cromatografia en capa fina

La CCF se realiza utilizando sistemas de disolventes y reactivos reveladores
correspondientes para cuatro tipos de metabolitos secundarios importantes, tales como

reaccion general y sustancias terpenicas, flavonoides, taninos y alcaloides.

2.7.3.1 General
La reaccion general comprendio el uso de la siguiente fase movil:

— Acetato de etilo (97)
— Metanol (a
— Agua (10)

El revelador utilizado fue el reactivo vainillina — acido sulfirico. Este esta
compuesto por una solucion etandlica de vainillina al 1% y una solucién etandlica de acido

sulfurico concentrado al 5%.

Se procedio pulverizando sobre la placa con la primera solucién, luego con la

solucidn de acido sulfurico y se procedio a la lectura bajo luz UV a 254 nm.

2.7.3.2 Sustancias terpénicas
La identificacion de sustancias terpénicas comprendié el uso de la siguiente

fase movil:
— Acetato de etilo (5)

— Tolueno (95)

El revelador utilizado fue el reactivo de Liebermann Burchard. Este esta
compuesto por una mezcla de acido acético y acido sulfarico concentrado al 20% en partes

iguales en etanol como disolvente.

Se procedié pulverizando sobre la placa y luego de 10 minutos se observa bajo
luz UV a 254 nm.
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2.7.3.3 Flavonoides
La identificacion de flavonoides comprendid el uso de la siguiente fase mavil:

— Acetato de etilo (100)
— Acido acético (11)
— Acido formico (11)
— Agua (26)

El revelador utilizado fue el reactivo de cloruro de aluminio. Este esta

compuesto por solucién etandlica de cloruro de aluminio al 1%.

Se procedio pulverizando sobre la placa y luego de 10 minutos se observa bajo
luz UV a 365 nm.

2.7.3.4 Taninos
La identificacion de taninos comprendio el uso de la siguiente fase movil:

— Metanol (70)

— Agua (30)

El revelador utilizado fue el reactivo de cloruro férrico. Este estd compuesto

por solucion etandlica de cloruro férrico al 1%.

Se procedié pulverizando sobre la placa y luego de 10 minutos se observa bajo

luz visible.

2.7.3.5 Alcaloides
La identificacion de alcaloides comprendio el uso de la siguiente fase movil:

— Acido acético (70)
— Metanol (10)
— Agua (20)
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El revelador utilizado fue el reactivo de Dragendorff. Este estd compuesto por
solucion denominada A, consistente en 0.85 g de nitrato basico de bismuto disuelto en 10
ml de acido acético y 40 ml de agua destilada tibia; y por una solucion denominada B,
compuesta por 8 g de yoduro de potasio disuelto en 30 ml de agua destilada. Luego estas
dos soluciones se mezclan en partes iguales. El reactivo final estuvo constituido por 1 ml

de esta ultima solucion con 2 ml de cido acético y 10 ml de agua destilada.

Se procedio pulverizando sobre la placa y luego de 10 minutos se observa bajo

luz visible.

2.7.4 Evaluacion del efecto analgésico

Las sumidades floridas de puki (Coreopsis fasciculata) fueron evaluadas en
cuanto a su efecto analgésico mediante dos metodos, previo a su descripcion de cada uno

de estos métodos se explicaran las consideraciones que se tuvo antes de su aplicacion.

2.7.4.1 Estandarizacion de la unidad animal 1

La unidad animal 1 estuvo conformada por ratas de laboratorio pertenecientes
a la especie Rattus rattus, esta unidad tuvo que ser estandarizada para que participen en el
estudio en las mismas condiciones. Se determind su peso y se las identifico, pintando a

proposito partes de su cuerpo a conveniencia.

Para la estandarizacidn se les dio alimentacion balanceada la misma a todos los
animales, del mismo modo y agua a disposicion. Todas ellas nacen y se reproducen en el
bioterio por lo que viven en las mismas condiciones de cautiverio con las mismas horas de

luz natural y noche.

2.7.4.2 Distribucion de la unidad animal 1 en grupos experimentales

Ya determinado su peso e identificacion, se colocaron conforme sus marcas en
papelitos para realizar un sorteo y de ese modo conformar los grupos experimentales
quedando al final como sigue:

¢+ Grupo control: De 5 animales (ratas) de laboratorio a los que se les administré

via oral suero fisiologico.
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s Grupo Extracto 200 piloto de mayor efecto: De 5 animales (ratas) de
laboratorio a los que se les administré via oral una dosis de 200 mg/kg de

extracto seco de Coreopsis fasciculata o “puki”.

% Grupo Extracto piloto 400 de mayor efecto: De 5 animales (ratas) de
laboratorio a los que se les administré via oral una dosis de 400 mg/kg de

extracto seco de Coreopsis fasciculata o “puki”.

% Grupo Extracto 800 piloto de mayor efecto: De 5 animales (ratas) de
laboratorio a los que se les administré via oral una dosis de 800 mg/kg de
extracto seco de Coreopsis fasciculata o “puki”.

¢+ Grupo control farmacologico: De 5 animales (ratas) de laboratorio a los que se

les administr via oral acido acetilsalicilico 100 mg/kg.

Este modo de distribucion se realizo tanto para el método térmico como para el
quimico, con la salvedad que luego de la realizacion del primer método se procedidé a

sortear otra vez para aleatorizar para el segundo método.

2.7.4.3 Método quimico mediante formalina
El estimulo doloroso se inducira mediante la administracion subcutanea de una

solucion de formalina al 2.5% en la pata izquierda de la rata. En este test se
distinguen dos fases: Fase 1, indicativa de dolor neurogénico (primeros 5 minutos)
y Fase 2, indicativa de dolor inflamatorio (15-30 minutos después de la
administracion de la formalina). Se observaran durante los 30 primeros minutos y
se recolectara la informacion relacionada al tiempo total (acumulado) en segundos

durante el cual el animal se lame la pata.

Entorno de la investigacion

— Realizar la experimentacion en un ambito calmo, lejos de ruidos, excesiva

presencia humana y con luz natural o artificial blanca.

— Disponer de una caja de 40 x 40 x 40 cm, colocar en la superficie de la caja un
espejo con un Angulo de 45° y otro justo en la pared de frente. Ello con la

finalidad de mejorar la observacion del animal.
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Procedimiento

— Someter a los animales a un periodo previo de 15 dias de condiciones
estandares de experimentacion, misma comida agua a disposicion.

— Doce horas antes de la experimentacién prescindir de cualquier comida salvo
el agua de beber.

— Distribuir a los animales en los grupos experimentales correspondientes.

— Administrar los tratamientos correspondientes. Para el caso del grupo control

positivo administrar tramadol a una dosis de 10 mg/kg. Como control negativo
3ml de suero fisioldgico.

— A la media hora de administrados los tratamientos administrar mediante
inyeccion subcutanea 50pL de una solucién de formalina al 2.5%, en la zona

subplantar de la pata trasera derecha.

— Colocar al animal inmediatamente en la caja transparente y observar su
comportamiento durante dos fases la primera de 0-5 minutos y la segunda

entre los 15-30 minutos de colocado el animal.

— Observar y calificar la respuesta al dolor en estas fases mediante la

observacion de las siguientes conductas:

o 1: El animal no puede tolerar su peso sobre la pata inyectada o evitar

pisar esa pata, cuidar la pata.

o 2:Elanimal levanta la pata dolorosa y no tiene contacto con el suelo de

la caja.

o 3: El animal se lame la ufia dolorosa, registra el nimero de lamidos de

la pata. Se mastica 0 mueve la pata severamente.
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Figura 6. Estimulacion Doloroso Quimico

2.7.4.4 Método térmico con foco calorifico
Para evaluar la actividad analgésica mediante el método térmico que utiliza

foco calorifico segin D’Amour y Smith, y consistié en exponer la porciéon mas baja o
distal de la cola del animal emanado por un foco de 60 watts. Para ello se utilizaron ratas
albinas de laboratorio. Luego de administrados los tratamientos se mediran los tiempos de

retirada de la cola a los 30, 60 y 120 minutos.

Entorno de la investigacion

— La experimentacion se realizd en un ambito calmo, lejos de ruidos, excesiva

presencia humana y con luz natural o artificial blanca.

— Disponer el foco calorifico de 60 Watts, con su interruptor correspondiente, en

una superficie que permita su manipulacion, impidiendo su rotura.

— Los animales fueron colocados sobre el foco de 60 Watts (luz amarilla

caliente),5de tal modo que su cola quede pendiendo del cuerpo.
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Procedimiento

— Someter a los animales a un periodo previo de 15 dias de condiciones

estandares de experimentacion, misma comida agua a disposicion.

— Doce horas antes de la experimentacién prescindir de cualquier comida salvo
el agua de beber.

— Distribuir a los animales en los grupos experimentales correspondientes.

— Administrar los tratamientos correspondientes mediante sonda orogastrica.
Para el control positivo administrar acido acetilsalicilico a una dosis de 100
mg/kg. Como control negativo 3ml de suero fisiologico.

— Encender el foco diez minutos antes de cada observacion.

— Colocar al animal sobre el foco calorifico, acercado su cola a la fuente de calor

aunos 10 cm, a los 30, 60, 90 y 120 minutos de administrado el tratamiento.

— Contabilizar el tiempo transcurrido desde que la cola se acerca al foco hasta su

retiro por inquietud del animal ante el estimulo doloroso térmico.

Figura 7. Estimulacién Dolorosa Térmica
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2.7.5 Evaluacion de la toxicidad aguda, DL50

La determinacién de la DL50 utiliza ratones albinos de laboratorio, los que
previo al experimento alimentados y cuidados en condiciones estandares, tal como se
describe a continuacion, se incrementaran dosis mayores en forma creciente y fueron las
siguientes 1600 mg/kg, 2400 mg/kg, 3200 mg/kg y 4000 mg/kg.

2.7.5.1 Estandarizacion de la unidad animal 2
Se seleccionaron animales jovenes, sanos los que fueron marcados para su
identificacion segun peso corporal y signos de toxicidad. Para su estandarizacion

permanecieron en sus jaulas de estudio en forma individual 5 dias antes del estudio.

Todos estuvieron bajo las mismas horas de luz natural y noche. Fueron
alimentados mediante dieta estdndar y agua a disposicion. 6 horas antes de la

administracion se someti6 al animal a ayuno, sin retirar el agua.

Ademas el manejo de animales de experimentacion se realizO teniendo en
cuenta la Ley N° 30407, Ley de Proteccion y Bienestar Animal y ademas la Guia de
Manejo y Cuidado de animales de Laboratorio, emitido por el Ministerio de Salud a través

del Instituto Nacional de Salud.

2.7.5.2 Calculo de dosis

La dosis fue calculada segun la etapa en relacion al peso corporal del animal. Previamente
se conformd los grupos al azar. Una vez calculada se disolvié o suspendié en agua
destilada y se administr6 mediante canula intragastrica. Para esta administracion se
considero6 que en los roedores el volumen maximo permitido para soluciones acuosas es de

2ml/100g de peso corporal.
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Figura 8. Administracion de la Dosis Tdxica

2.7.5.3 Procedimiento

Para la determinacion de la DL50 utiliza ratones albinos de laboratorio del
sexo macho, por via oral se administro tres dosis crecientes de extracto de 1600 mg/kg,
2400 mg/kg y 3200 mg/kg. Repartidos en tres etapas. En cada etapa se tratd de grupos de
animales distintos.

Etapa 1: En la primera etapa se evaluo sobre 5 ratones, a una dosis de 1600
mg/kg, esta dosis es el doble de la dosis maxima evaluada en el presente estudio. Si en esta
etapa solo existe una muerte se pasa a la etapa 2, si ocurre mas de 1 muerte termina el
estudio.

Etapa 2: En la segunda etapa se evaluo sobre 5 ratones, a una dosis de 2400
mg/kg, esta dosis es el triple de la dosis méxima evaluada en el presente estudio. Si en esta
etapa solo existe una muerte se pasa a la etapa 3, si ocurre mas de 1 muerte termina el

estudio.

Etapa 3: En la tercera etapa se evalu6 sobre 5 ratones, a una dosis de 3200
mg/kg, esta dosis es el cuadruple de la dosis méxima evaluada en el presente estudio. Esta

es la etapa final.

Se observo los siguientes signos de toxicidad aguda inmediatamente después
de la administracion y luego de 14 dias. La observacion no se realiz6 en periodos fijos es
decir al 4 o 7 dia. Sino constantemente al menos dos veces al dia ya que las
manifestaciones o la latencia de los signos de toxicidad pueden ser muy variables. Se
recogeran la frecuencia y tiempo de aparicion de los signos, ello segun la ficha de
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recoleccion de datos que se encuentra en la seccidn anexos, parte final del presente estudio

de investigacion.

Figura 10. Seguimiento de la evaluacion toxica aguda en ratones.
2.7.6 Métodos estadisticos

Para el analisis descriptivo de grupos se utilizaran el promedio y la mediana,

desviacion estandar, varianza, minimo, maximo y rango. Para la comparacion de grupos se
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utilizaran Anovas de un factor y de dos factores y sus correspondientes Test de Tukey.
Para la DL 50 los Probits.

48

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 OBTENCION DEL EXTRACTO DE PUKI

La obtencion del extracto de Coreopsis fasciculata o “puki” involucro tal
como se describié en las metodologias, el acondicionamiento de las sumidades floridas
hasta la obtencidn de droga pulverizada. Luego de ello se procedi6 a la extraccion con tres
distintos disolventes, este proceso fue hasta agotamiento total de la droga, y se realiz6 por

triplicado, los resultados se exponen a continuacion.

La accion del extracto total parece ser mayor que la de los principios activos
aislados, lo que hace pensar que su efecto analgésico-antiiflamatorio se debe a la accion
sinérgica de varios componentes. En este sentido hay que senalar que los B-sitosteroles

inhiben la prostaglandina-sintetasa, que participa en los procesos inflamatorios. ©

TABLAN°1
RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION SEGUN TIPO DE DISOLVENTE

Tipo de disolvente ' mEdia s %)E(ltnrg(cj;dfmgflsaeg; Rendimiento_ medio
s.f. puki (g) @ de la extraccion (%)
Alcohol etilico 14 4.39 31.35
Cloroformo 14 2.02 14.43
Eter de petrdleo 14 1.09 7.79

Fuente: Registro de investigacién propios

La tabla N° 1 muestra el rendimiento de la extraccion segun tipo de disolvente,

observamos que el alcohol etilico utilizado como disolvente para la extraccion con equipo

Soxhlet brindo mayor rendimiento, con un 31.35%.
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3.2 ENSAYO FITOQUIMICO PRELIMINAR

El ensayo fitoquimico preliminar se realiz6 mediante cromatografia en capa
fina y se practico sobre el extracto etandlico, ya que este en la evaluacion piloto resulto ser
mas eficaz preliminarmente. En primer lugar se hizo la identificacion general, luego de
pulverizar la placa con el reactivo vainillina — &cido sulfdrico se observo bajo luz
ultravioleta, observando manchas color morado, azul y una verdosa, que es indicativo para
terpenos. Se expone la figura del cromatofolio destacando las manchas asi como los Rf

correspondientes.

Figura 11. Identificacién general

Para la identificacion de terpenos luego de rociar la placa con el reactivo de
Liebermann Burchar se observd bajo el UV, manchas rosas y azul verdosas, que se
relacionan con sustancias tipo saponinas y esteroles, la figura del cromatofolio destaca

estas manchas asi como sus Rfs.
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Figura 12. Identificacion de terpenos

Para la identificacion de flavonoides luego de rociar la placa con el reactivo de
Cloruro de aluminio se observo bajo el UV, manchas amarillo fluorescentes, que se

relacionan con este tipo de sustancias, la figura del cromatofolio destaca estas manchas asi
como sus Rfs.

Figura 13. Identificacién de flavonoides

En cuanto a los alcaloides que se rocio la placa con el reactivo de Dragendorff,
no se observé mancha alguna ni bajo luz UV y luz visible, este ensayo se reiterd y no se
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observd mancha alguna por lo que en cuanto a este tipo de metabolito secundario

sefialamos que es negativo.

Para la identificacion de taninos luego de rociar la placa con el reactivo de
Cloruro férrico se observo en luz visible, una mancha marrén caracteristico para este tipo

de sustancias, la figura del cromatofolio destaca esta mancha asi como su Rf.

- o:s

Figura 14. Identificacion de taninos

Un estudio mas cercano que apoya nuestros resultados es la Evaluacion de la
actividad analgésica local del extracto metandlico, etéreo y el gel de las hojas de Baccharis
scandens (chilca) comparados con gel de diclofenaco en animales de experimentacion, “®
si bien se trata de un estudio de efecto analgésico local, en este se evalué una Asteracea,
familia a la que también pertenece nuestra planta medicinal bajo estudio, en esta

investigacion también se detectaron compuestos de naturaleza terpenica y flavénica.

3.3.EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANALGESICA

Previo a evaluar el efecto analgésico de las sumidades floridas de Coreopsis
fasciculata o “puki”, los animales de experimentacion fueron sometidos a un periodo de
estandarizacion, posteriormente a ello se procedié a identificarlos y registrar sus pesos,
ello con la finalidad de asignarles al azar su grupo experimental correspondiente, y la dosis
individual del tratamiento, tal como se aprecia en la tabla N° 1.
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3.2.1 Evaluacion analgésica segun el test de Formalina

TABLAN° 2
IDENTIFICACION Y PESOS CORPORALES DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

N° Descripcion Peso (Zg)r poral
1 | Cabeza pata posterior izquierda 2619
2 | Cabeza pata posterior derecha 238g
3 | Cabeza pata anterior izquierda 245¢
4 | Cabeza pata anterior derecha 2219
5 | Dorso 209g
6 | Cola 2299
7 | Cabeza 2309
8 | Cuatro patas 2289
9 | Pata anterior derecha 260g
10 | Pata anterior izquierda 2664
11 | Pata poserior derecha 207g
12 | Pata posterior izquierda 190g
13 | Patas izquierdas 2509
14 | Patas derechas 2479
15 | Patas posteriores 2499
16 | Patas delanteras 259g
17 | Cabeza dorso 2179
18 | Cabeza dorso cola 261g
19 | Cola pata posterior izquierda 2364
20 | Cola pata posterior derecha 241g
21 | Cola pata anterior izquierda 2169
22 | Cola pata anterior derecha 2129
23 | Cabeza cola 235¢g
24 | Dorso cola 2549
25 | Sin marcas 2379

Fuente: Registro de investigacién propios

Posteriormente se procedié a asignar los grupos de tratamiento al azar, y al
calculo de dosis segun tratamiento, ademas de aspectos descriptivos en cuanto al peso

corporal de la muestra.
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TABLA N°3
GRUPOS EXPERIMENTALES Y DOSIS ADMINISTRADA SEGUN PESO
CORPORAL PARA EL TEST DE FORMALINA

Grupos distribucion Descrincion Peso corporal Ml de
aleatoria P (9) extracto

Cabeza pata posterior izquierda 2619 3ml

Control negativo: Dorso 209 Sml

Suero fisioldgico Pata anterior izquierda 2669 3ml

[0)

0.9% Patas izquierdas 2509 3ml
Sin marcas 2379 3ml
Patas derechas 2479 1.13ml

Dosis minima: 200 Cuatro patas 2289 1.03ml

mg/Kg extragl Cabeza pata posterior derecha 2389 1.08ml

Coreopsis fasciculata

o “puki” Cabeza dorso 2179 0.98ml
Cabeza dorso cola 2619 1.17ml
Cabeza pata anterior derecha 221g 2.01ml

Dosis media: 400 Cabeza pata anterior izquierda 2459 2.23ml

mg/Kg e_xtract'o Patas posteriores 2499 2.26ml

Coreopsis fasciculata

0 “puki” Patas delanteras 2599 2.35ml
Cola pata anterior derecha 2129 1.93ml
Pata posterior izquierda 190g 3.46ml

Dosis maxima: 800 Cola 2299 4.17ml

mg/Kg extracto Cabeza 230g 4.19ml

Coreopsis fasciculata

o “puki” Dorso cola 2549 4.62ml
Pata anterior derecha 2609 4.73ml
Cabeza cola 2359 2.35ml
Pata posterior derecha 2079 2.07ml

Control positivo: .

Tramadol 10 mg/Kg Cola pata posterior derecha 2419 2.41ml
Cola pata anterior izquierda 2169 2.16ml
Cola pata posterior izquierda 2364 2.36ml

Fuente: Registro de investigacion propios
Una vez que se distribuyd la muestra se procedié a la evaluacion mediante el
método quimico, se trabajo con el extracto etandlico, ya que en la evaluacién piloto el

grupo tratado mostro mayor eficacia analgésica en comparacion con el grupo control.
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La tabla N° 3 también recoge los ml de la dosis de extracto administrados a los
animales segun su peso corporal. Para la preparacion de la dosis fue necesaria la disolucién
del extracto seco en agua con la ayuda de Tween 20 como codisolvente. Este
procedimiento también fue realizado del mismo modo para la evaluacién piloto, que tuvo

por finalidad evaluar los tres extractos segun tipo de disolvente.

A continuacién, los resultados de la evaluacion piloto. Cabe precisar que en
esta evaluacion solo se evalu6 mediante el método del foco calorifico, y se presenta los
resultados del Test de Tukey en la tabla siguiente, es importante también indicar que el
analisis estadistico llevado a cabo para esta evaluacion fue el mismo que la evaluacion
final que fue un Anova de dos factores.

TABLA N° 4
EFECTO ANALGESICO: TEST DE TUKEY DE LA PRUEBA PILOTO, METODO
FOCO CALORIFICO

Grupos de tratamiento N 1 Subconjunt )
Grupo Control Negativo 3 34,92
Grupo Extracto Eter etilico 3 35,83
Grupo Extracto Cloroformo 3 37,33
Grupo Extracto Etanodlico 3 44,75
Sig. 224 1,000

Fuente: Registro de investigacion propios

El test de Tukey realizado cuyos resultados resumidos de los subconjuntos
homogéneos que se muestra en la tabla N° 4, muestra que el grupo tratado con extracto
etandlico a una dosis de 800 mg/kg es el que tiene mayor eficacia, ya que es distinto del
grupo control y con un promedio de tiempo de lamidos mayor. En cuanto a los grupos
tratados con extracto con cloroformo y éter etilico también ambos a dosis de 800 mg/kg
tienen una similitud estadistica con el grupo control, por lo que no se observa eficacia

analgésica.
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Una vez que se volvio a distribuir la muestra después de un periodo prudencia
se inicid la evaluacion definitiva, para ello se trabajé solo con el extracto que utilizé como
disolvente etanol. Se procedio a la evaluacion mediante el método quimico, se trabajo con
el extracto etandlico, ya que en la evaluacién piloto el grupo tratado mostro mayor eficacia

analgésica en comparacion con el grupo control.

TABLA N°5
EFECTO ANALGESICO: DESCRIPCION DE LA FASE AGUDA 0-5 MINUTOS
SEGUN EL TEST DE FORMALINA

Grupo_s de N Media | Mediana | Minimo | Maximo | Rango Desylacmn
tratamiento estandar
Grupo Control 5 61.8000 | 60.0000 52.50 72.00 19.50 7.89462
Negativo
Grupo Dosis 5 64.8000 | 58.5000 52.50 97.50 45.00 18.50540
Minima
Grupo Dosis 5 69.9000 | 66.0000 58.50 97.50 39.00 15.89575
Media
Grupo Dosis 5 64.5000 | 60.0000 45.00 93.00 48.00 20.18044
Maxima
Grupo Control 5 15.3000 | 13.5000 7.50 24.00 16.50 6.98749
Positivo
Total 25 | 55.2600 | 58.5000 7.50 97.50 90.00 24.66911

Fuente: Registro de investigacién propios

Los resultados de la tabla 2 referido al efecto analgésico, segun el test de
formalina, que registra el tiempo total en segundos durante el cual se registré las lamidas
de los animales, se observa que el grupo con mayor tiempo de lamidas corresponde al
grupo tratado con una dosis media y el grupo con menor tiempo en lamidos corresponde al

grupo tratado con un agente farmacologico como el tramadol (grupo control positivo).
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Figura 15. Grafico de la fase aguda 0-5 min segun el test de formalina.

En el campo, es decir, durante la ejecucion de nuestra investigacion esta
marcada diferencia con el grupo control positivo fue muy evidente ya que se observo
directamente que los animales que recibieron este tratamiento — y que también se aprecia
en el grafico de promedios que se presenta — se lamian con menor frecuencia y por lo tanto
era de esterarse que tendrian un menor tiempo de registro total de lamidos, pese a ello, es
imprescindible un anélisis estadistico que nos corrobore — o defina — en base a un resultado
las diferencias entre los grupos experimentales, razon por la cual se procedio a realizar un

analisis de varianza de un factor.

El anélisis de varianza de un factor que se realizo para el efecto analgésico
segun el test de formalina, en la fase aguda sefiala segun la tabla de resultados N°3 — bajo
un nivel del confianza del 95% - que existen diferencias significativas entre los distintos

grupos experimentales.

Se afirma que en este test, la primera fase refleja un loro nociceptivo (que en
nuestro estudio se denomina fase aguda) debido a la irritacion quimica de la formalina
subcutdnea y su segunda fase (que se denomina fase cronica), un dolor de origen
inflamatorio. ®Y La reaccion al dolor en ambas fases se evalué observando las lamidas que
realiza en animal en la pata intervenida, si bien es cierto, algunos autores afirman que uno
de los inconvenientes técnicos de este test es que tiene un periodo de observacion breve
por cada animal y requiere de gran concentracién y paciencia. "
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TABLA N° 6
EFECTO ANALGESICO: ANOVA DE UN FACTOR DE LA FASE AGUDA 0-5
MINUTOS SEGUN EL TEST DE FORMALINA

Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 10151,460 4 2537,865 11,396 ,000
Dentro de grupos 4454,100 20 222,705
Total 14605,560 24

Fuente: Registro de investigacién propios

El test de Tukey realizado como prueba de especificidad y cuyos resultados
resumidos de los subconjunto homogéneos que se muestra en la tabla N° 4, indica que
durante la fase aguda 0-5 minutos, del test de formalina ninguno de los grupos de
tratamiento muestra efecto significativo y diferente del grupo control, por lo que ningun
grupo experimental — salvo el control positivo — muestra eficacia analgésica. Esto dista del
grupo control positivo que consistié en la administracion de 10 mg/Kg de tramadol, en
donde se observa que es el Unico grupo durante esta fase que presenta un efecto
analgésico.

TABLAN°7
EFECTO ANALGESICO: TEST DE TUKEY DE LA FASE AGUDA 0-5 MINUTOS
SEGUN EL TEST DE FORMALINA

Grupos de tratamiento N Sublconjunto para alfa = 2'05
Grupo Control Positivo 5 15.3000
Grupo Control Negativo 5 61.8000
Grupo Dosis Maxima 5 64.5000
Grupo Dosis Minima 5 64.8000
Grupo Dosis Media 5 69.9000
Sig. 1,000 ,909

Fuente: Registro de investigacion propios
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TABLA N° 8
EFECTO ANALGESICO: DESCRIPCION DE LA FASE CRONICA 15-30
MINUTOS SEGUN EL TEST DE FORMALINA

Grupo_s de N | Media | Mediana | Minimo | Maximo | Rango Desylamon
tratamiento estandar
Grupo Control 5 | 65.1000 | 67.5000 | 49.50 8400 | 3450 | 13.77225
Negativo
Grupo Dosis 5 | 741000 | 72.0000 | 52.50 9450 | 42.00 | 18.63263
Minima
32‘3?2 Dosis 5 | 69.9000 | 73.5000 | 46.50 8250 | 36.00 | 14.29336
Grupo Dosis 5 | 342000 | 315000 | 21.00 | 4650 | 2550 | 9.74423
Maxima
Grupo Control 5 | 57000 | 6.0000 1.50 10.50 9.00 3.58120
Positivo
Total 25 | 49.8000 | 52.5000 150 9450 | 93.00 | 29.21151

Fuente: Registro de investigacion propios

Los resultados de la tabla 4 referido al efecto analgésico, segun el test de
formalina, correspondiente a la observacion durante la fase cronica 15-30 minutos después
de administracion de la formalina, , se observa que el grupo con mayor tiempo de lamidas
corresponde al grupo tratado con una dosis minima y el grupo con menor tiempo en
lamidos corresponde al grupo tratado con un agente farmacolégico como el tramadol
(grupo control positivo), en estos resultados sin embargo, se aprecia al grupo con dosis
maxima (800 mg/Kg extracto de puki), con un tiempo de lamidas de 34.2 segundos.
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Figura 16. Gréfico de la fase Crdnica de 15-30 min segun el Test de Formalina.

El analisis de varianza de un factor que se realiz6 para el efecto analgésico
segun el test de formalina, en la fase cronica sefiala segun la tabla de resultados N°3 — bajo
un nivel del confianza del 95% - que existen diferencias significativas entre los distintos

grupos experimentales, se llega a esta conclusion ya que la Sig.= 0.000.
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TABLAN°9
EFECTO ANALGESICO: ANOVA DE UN FACTOR DE LA FASE CRONICA 15-
30 MINUTOS SEGUN EL TEST DE FORMALINA

ci:;n rzggs Gl cug/lierc:;gca F Sig.
Entre grupos 17083,800 4 4270,950 25,155 ,000
Dentro de grupos 3395,700 20 169,785
Total 20479,500 24

Fuente: Registro de investigacion propios

El test de Tukey realizado como prueba de especificidad y cuyos resultados
resumidos de los subconjunto homogéneos que se muestra en la tabla N° 8, indica que
durante la fase cronica 15-30 minutos, del test de formalina el grupo que recibié el
tratamiento de dosis maxima que corresponde a 800mg por Kg de peso de animal, presenta
eficacia analgésica, ya que es diferente del grupo control, en donde no hubo intervencion
alguna, sin embargo, esta eficacia no es comparable al grupo tratado con un principio
activo de tipo analgésico opioide, ya que se ubica por debajo, por lo que concluimos que
existe eficacia analgésica para el extracto etanolico de puki, pero no es equiparable a la de

un activo puro.

TABLA N° 10
EFECTO ANALGESICO: TEST DE TUKEY DE LA FASE CRONICA 15-30
MINUTOS SEGUN EL TEST DE FORMALINA

Grupos de tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

Grupo Control Positivo 5 5.7000
Grupo Dosis Maxima 5 34.2000
Grupo Control Negativo 5 65.1000
Grupo Dosis Media 5 69.9000
Grupo Dosis Minima 5 74.1000
Sig. 1,000 1,000 ,808

Fuente: Registro de investigacion propios
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3.2.2 Evaluacion analgésica segun el foco calorifico

Para realizar esta evaluacion también ser utilizo los mismo animales de
experimentacion del test anterior, sin embargo, se esperd entre ambas evaluaciones un
tiempo de 21 dias que incluye no solo la depuracion de los tratamientos administrados sino
también la estandarizacion para las condiciones de experimentacion, en esta etapa también
se realiz6 un aleatorizacion de la muestra quedando los grupos y sus dosis respectivas tal

como sigue:

Figura 17. Evaluacion en el foco calorifico
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TABLA N° 11

GRUPOS EXPERIMENTALES Y DOSIS ADMINISTRADA SEGUN PESO
CORPORAL PARA EL TEST DE FOCO CALORIFICO

Grupos distribucion Descrincié Peso corporal Ml de
. escripcion
aleatoria (9) extracto

Cabeza dorso 2179 3ml
Cola 2299 3ml

Control negativo:

Suero fisioldgico 0.9% Cuatro patas 2289 3ml
Cola pata posterior derecha 2419 3ml
Cabeza pata anterior derecha 2219 3ml
Cola pata posterior izquierda 2369 1.08ml

Dosis minima: 200 Cola pata anterior izquierda 2169 0.98ml

mo/Kg extragiy Cabeza cola 235¢ 1.07ml

Coreopsis fasciculata o

“puki” Cabeza 2309 1.04ml
Pata posterior derecha 207g 0.94ml
Sin marcas 237g 2.15ml

Dosis media: 400 Cabeza pata posterior derecha 2389 2.16ml

mo/Kg extractg Dorso cola 2544 2 31ml

Coreopsis fasciculata o

“puki” Pata posterior izquierda 1909 1.73ml
Patas delanteras 2599 2.40ml
Patas derechas 2479 4.5ml

Dosis maxima: 800 Dorso 209g 3.80ml

mo/Kg e_xtract-o Pata anterior derecha 260g 4.73ml

Coreopsis fasciculata o

“puki” Cabeza pata anterior izquierda 245¢ 4.46ml
Patas izquierdas 2509 4.55ml
Patas posteriores 2499 2.49ml

Control positivo: Pata anterior izquierda 26649 2.66ml

Acido Acetil Salicico | Cola pata anterior derecha 2129 2.12ml

100mg/Kg Cabeza dorso cola 261g 2.61ml
Cabeza pata posterior izquierda 261g 2.61ml

Fuente: Registro de investigacion propios
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TABLA N° 12
EFECTO ANALGESICO: DESCRIPCION DEL TIEMPO DE RETIRADA DE LA
COLA EN SEG SEGUN EL TEST DE FOCO CALORIFICO

G Tiempo 30’ Tiempo 60’ Tiempo 90’ Tiempo 120’
rupo
P X D.S. X D.S. X D.S. X D.S.
Grupo Control | 5540 | 40609 | 3460 | 2302 | 3360 | 3130 | 3460 | 3,847
Negativo
Grupo Dosis | 43000 | 35355 | 3400 | 5568 | 3700 | 1581 | 3640 | 4,219
Minima
I\GA';al(erl): Dosis 32,600 | 7,3689 | 34,40 | 4,930 | 46,00 | 1581 | 5240 | 3,050
Grupo Dosis | 5580 | 46583 | 37.80 | 4207 | 49,00 | 2121 | 5540 | 2,074
Maxima

Grupo Control | 4/ 800 | 47645 | 4820 | 5357 | 6720 | 6723 | 7140 | 5595
Positivo

Fuente: Registro de investigacién propios

80,01 Grupos de tratamiento

' ——Grupo Control Negativo

—— Grupo Dosis Minima
Grupo Dosis Media

— Grupo Dosis Méxima

70,07 Grupo Control Positivo

50,0

50,0

Medias marginales estimadas

40,0

30,0

Tiempos

Figura 18. Grafico del Tiempo de Retirada de la Cola segun el Test de Foco Calorifico.
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TABLA N° 13
EFECTO ANALGESICO: CONTRASTES MULTIVARIADOS PARA EL TEST DE
FOCO CALORIFICO

Efecto Valor F h.GI, de_ gl de Sig.
ipotesis error
Traza de Pillai 893 | 50,130 3,000 18,000 000
Lambda de Wilks | ,107 | 50,130 3,000 18,000 000
Tiemgos | ITazade 8355 | 50,130 3,000 18,000 | 000
Hotelling
gg'yz mayor de 8,355 | 50,130° 3,000 18,000 000
Traza de Pillai 1,000 | 2501 12,000 60,000 010
Lambda de Wilks | 149 | 4,202 12,000 47,915 000
Tiempos *
Gruppo Lﬁze"l‘l ?neg 4732 | 6573 12,000 50,000 | 000
Eg'; Wayorde 4528 | 22,638 4,000 20,000 000

Fuente: Registro de investigacion propios

La tabla N° 12 muestra cuatro estadisticos multivariados, todos los cuales
permiten constrastar las hipétesis nulas referidas a los efectos en los que se encuentra
involucrado el factor intra-sujetos momento, pero sin asumir esfericidad. En nuestra
investigacion de los tres efectos relevantes (tiempo, grupo de tratamiento y tiempo*grupo
de tratamiento), dos de ellos tienen que ver con el factor intra-sujetos tiempo: el propio

factor (tiempo) y la interaccién tiempo*grupo de tratamiento.

En este sentido los cuatro estadisticos coinciden en sefialar que el efecto del
factor tiempo es significativo (Sig.= 0.00 < 0.05), del mismo modo para la interaccion

tiempo*grupo de tratamiento (Sig.= 0.000 < 0.05).
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TABLA N° 14
EFECTO ANALGESICO: PRUEBA DE ESFERICIDAD DE MAUCHLY PARA EL
TEST DE FOCO CALORIFICO

Epsilon®
Efecto inter W de Ag;;?x I Si : -
sujetos Mauchly g g. Green_house- Huynh- Limite
cuadrado Geisser Feldt inferior
Tiempos , 784 4,554 5 473 ,850 1,000 ,333

Fuente: Registro de investigacion propios

La tabla N°13 muestra la prueba de esfericidad de Mauchly. Debido a que el
nivel critico asociado al estadistico W de Mauchly Sig.= 0.473 es mayor que 0.05
podemos asumir esfericidad y, en consecuencia, basar nuestras decisiones sobre los efectos

intra-sujetos en la aproximacion univariada que se muestra a continuacion.

TABLA N° 15
EFECTO ANALGESICO: ESTADISTICOS UNIVARIADOS DE LOS EFECTOS
INTRA-SUJETOS PARA EL TEST DE FOCO CALORIFICO

Tipo 111 de -
. Media ;
Origen suma de gl Pl ica F Sig.
cuadrados
Esfericidad asumida 3645,630 3 1215,210 76,637 ,000
i Greenhouse-Geisser 3645,630 2,551 1429,103 76,637 ,000
iempos
P Huynh-Feldt 3645,630 3,000 1215,210 76,637 ,000
Limite inferior 3645,630 1,000 3645,630 76,637 ,000
Esfericidad asumida 2021,220 12 168,435 10,622 ,000
Greenhouse-Geisser 2021,220 10,204 198,082 10,622 ,000
Tiempos * Grupo
Huynh-Feldt 2021,220 12,000 168,435 10,622 ,000
Limite inferior 2021,220 4,000 505,305 10,622 ,000
Esfericidad asumida 951,400 60 15,857
] Greenhouse-Geisser 951,400 51,020 18,648
Error (Tiempos)
Huynh-Feldt 951,400 60,000 15,857
Limite inferior 951,400 20,000 47,570

Fuente: Registro de investigacién propios
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La tabla N°14 muestra los estadisticos univariados referidos a los efectos
intrasujetos. La informacion relativa al efecto individual del factor tiempo es consistente
con la obtenida en los contrastes multivariados, ya que como vemos el estadistico del
limite inferior el efecto del factor tiempo es significativo (Sig.= 0.000 < 0.05). Del mismo
modo en lo relativo a la interaccion de tiempo*grupo de tratamiento si es consistente con

el andlisis multivariado, ya que también la Sig.= 0.000 < 0.05.

TABLA N° 16
EFECTO ANALGESICO: ANOVA DE DOS FACTORES PARA EL EFECTO
INTERSUJETOS DEL TEST DE FOCO CALORIFICO

Tipo 111 de .
Origen suma de Gl Med,'a.‘ F Sig.
cuadratica
cuadrados
Interseccion 180200,250 1 180200,250 6127,176 ,000
Grupo 7290,300 4 1822,575 61,971 ,000
Error 588,200 20 29,410

Fuente: Registro de investigacién propios

La tabla N°15 tiene el anova de dos factores para el factor intersujetos grupo
de tratamiento. El nivel critico que tiene asociado es de 0.000 que nos permite rechazar la
hipdtesis nula y afirmar en cuanto a este factor grupo de tratamiento que es significativo,
esto es, que la respuesta de retirada de la cola para el test de foco calorifico es distintos
para los cinco grupos diferentes de tratamiento.

TABLA N° 17
EFECTO ANALGESICO: TEST DE TUKEY PARA EL EFECTO INTERSUJETOS
DEL TEST DE FOCO CALORIFICO

Grupos de tratamiento N 1 Subcoznjunto 3
Grupo Control Negativo 5 34,150
Grupo Dosis Minima 5 35,100
Grupo Dosis Media 5 41,350
Grupo Dosis Maxima 5 43,750
Grupo Control Positivo 5 57,900
Sig. ,980 ,635 1,000

Fuente: Registro de investigacién propios

67

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Gl :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

El test de Tukey para el factor intersujetos que presenta la tabla N° sefiala que
en cuanto este factor el grupo tratado con una dosis media de puki (Coreopsis fasciculata)
(400mg/Kg) vy la dosis maxima del extracto de puki (Coreopsis fasciculata), tienen efecto
analgésico, ya que son diferentes del grupo control negativo, a un nivel de significancia de
0.05, sin embargo, y algo similar a lo que ocurrio en el test de formalina esta actividad es
inferior al grupo control positivo que recibié acido acetilsalicilico a una dosis de 100
mg/Kg. En cuanto al grupo de dosis minima no presenta efecto analgésico ya que se ubica

junto al grupo control.

Podemos concluir analizando tanto el factor intersujetos tiempo y el factor
intrasujetos grupo de tratamiento que tanto el grupo de dosis minima y dosis maxima de
sumidades floridas de puki (Coreopsis fasciculata) tienen efecto analgésico, ya que en
ambos casos la Sig.= 0.000, sin embargo, esta eficacia no alcanza a la presentada pOor el

principio activo acido acetilsalicilico.

3.4.EVALUACION DE LA TOXICIDAD DEL EXTRACTO DE PUKI

Para la evaluacion de la toxicidad en primer lugar se identifico los animales de
experimentacion mediante marcado de su superficie corporal, posteriormente se registrd
sus pesos Yy se distribuy6 al azar con la finalidad de constituir las etapas experimentales,
que fueron tres tal como se describio en el capitulo anterior. Luego de ello se procedio al

calculo de dosis.
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TABLA N° 18
ETAPAS EXPERIMENTALES Y DOSIS ADMINISTRADA SEGUN PESO
CORPORAL PARA LA EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA

Ml de
Etapa de investigacion Descripcion Peso (Zg)r poral extracto
Pata anterior derecha 419 0.10ml
Cabeza dorso cola 379 0.09ml
Primera etapa: Dosis 1600 .
mg/Kg extracto de Coreopsis Patas posteriores 4459 0.11ml
fasciculata o “puki” B—
Pata lado izquierdo 41.5g 0.10ml
Cola 45¢g 0.11ml
Pata posterior derecha 419 0.16ml
Dorso 50g 0.19ml
Segunda etapa: Dosis 2400 ¥ pi—
mg/Kg extracto de Coreopsis Pata posterior izquierda 399 0.15ml
fasciculata o “puki”
Pata anterior izquierda 409 0.15ml
Patas lado derecho 389 0.14ml
Cabeza dorso 419 0.21ml
Patas anteriores 399 0.20ml
Tercera etapa: Dosis 3200
mg/Kg extracto de Coreopsis ey 489 0.25ml
fasciculata o “puki”
Cuatro patas 399 0.20ml
Dorso cola 429 0.21ml
Fuente: Registro de investigacion propios
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TABLA N° 19
EVALUACION DE SIGNOS DE TOXICIDAD PARA LAS TRES ETAPAS
EXPERIMENTALES DE LA EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA

Nro de animales segun dosis-etapa

Perfil Signo de toxicidad 1600 mg/Kg 2400 mg/Kg 3200 mg/Kg

D1 D2 D1 D2 D1 D2

Hiperactividad 1 — — — — —

Hipoactividad — —_— nE — -_— —_—
Comportamiento o

Irritabilidad - —_ LA —_ —_ —_—

Estereotipias =1 - — —_— —_— —_—

Alteracién de la marcha

Neuroldgico
Convulsiones Ll — 2 — _— —
Sialorrea -— — - — — —
Secrecion ocular . _ LS — _— —
Exoftalmia _— — - - — —
Diarrea — - 4 L — —
Autondmico
Piloereccion 5 1 5 3 5 5
Movimientos
deglutorios 3 5 > > 5 5
Signo de Straub 2 — 1 — 5 —_

D1:dial; D2: dia?2

Los resultados para la evaluacion de la toxicidad aguda se muestran en la tabla
N°18, cabe precisas que el periodo de observacion fue durante 14 dias, sin embargo, los
signos de toxicidad solo se observaron los dos primeros dias (D1 y D2), y son los Gnicos

que se exponen.

Como se observa en los resultados solo se observaron signos de toxicidad que
incumben al perfil autonémico, y dentro de este solamente a la piloereccion, movimientos

deglutorios y signo de Straub, teniendo la mayor frecuencia los movimientos deglutorios
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que se presentd en todos los animales de las tres etapas, salvo el primer dia en la etapa

primera con la dosis de 1600 mg/Kg de extracto de puki, en segundo lugar de frecuencia se

encuentra la piloereccion y con una menor frecuencia se ubica el signo de Straub.

Después de los 14 dias ademéas no se observaron muertes de los animales, al

final se registré el peso corporal final, los resultados de estos pesos corporales se muestran

a continuacion.

TABLA N° 20

PESOS CORPORALES (G) AL INICIO Y FINAL DE LA EVALUACION DE

TOXICIDAD AGUDA

. e . B Peso corporal Peso corporal
Etapa de investigacion Descripcion (g) inicial (g) final
Pata anterior derecha 419 45g
Primera etapa: Dosis 1600 | Cabeza dorso cola LY 379
mg/Kg e_xtract_o de Patas posteriores 44.5¢g 47.59
Coreopsis fasciculata o
“puki” Pata lado izquierdo 41.5¢ 45.5¢
Cola 45¢g 489
Pata posterior derecha 41g 459
Segunda etapa: Dosis 2400 | Dorso 509 539
mg/Kg extracto de Pata posterior izquierda 39g 43g
Coreopsis fasciculata o
“puki” Pata anterior izquierda 409 439
Patas lado derecho 389 419
Cabeza dorso 419 459
Tercera etapa: Dosis 3200 | Patas anteriores 399 439
mg/Kg extracto de Cabeza 48g 51g
Coreopsis fasciculata o
“puki” Cuatro patas 399 43.3g
Dorso cola 429 459
Fuente: Registro de investigacion propios
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Como aspecto complementario y no menos importante en este estudio se
evalud la toxicidad del extracto de puki, ello con la finalidad de determinar la seguridad de
la droga, esta indagacion se llevo a cabo en ratones albino a los que se administrd dosis
altas de puki que fueron de 1600 mg/Kg, 2400 mg/Kg y 3200 mg/kg, al término del
periodo de observacion no se establecio la dosis letal 50 (DL50) ya que ningun animal
murio, estos resultados — un tanto esperados — hacen pensar que el puki al igual que la
mayoria de drogas vegetales comparte la caracteristica comin del amplio margen

terapéutico.

TABLA N° 21
DESCRIPCION ESTADISTICA DE LOS PESOS CORPORALES (G) AL INICIO Y
FINAL DE LA EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA

Pesos N Media Mediana Min Max Rango D.S.
Peso inicial 15 41.733 41.0 37.0 50.0 13.0 3.6784
Peso final 15 54.020 45.0 37.0 53.0 16.0 3.8765

Fuente: Registro de investigacion propios

En la descripcién estadistica de los pesos corporales al inicio y al final de la
evaluacion de toxicidad aguda se aprecia que el promedio de pesos al final es mayor, esto
va de la mano con la mediana y el resto de estadisticos, también se observa que en ambas

mediciones la desviacion de tres puntos aproximadamente se mantiene.

TABLA N° 22
PREUBA T PARA MUESTRAS RELACIONADAS SEGUN PESOS
CORPORALES (G) AL INICIO Y FINAL DE LA EVALUACION DE TOXICIDAD
AGUDA

Diferencias emparejadas
95% de intervalo de

. Media de confianza de la t | gl | Sig.
Media | D.S. error diferencia
estandar ] -
Inferior | Superior
Par Peso )
Inicial — -3.286 | 1.0508 2713 -3.8686 -2.7048 14 | ,000
1 . 12,11
Peso Final

Fuente: Registro de investigacién propios
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La tabla N°21 referida a la prueba T para muestras relacionadas, muestra en su
primera mitad, tres estadisticos por defecto referidos a las diferencias entre cada par de

puntuaciones: la media, la desviacion estandar y el error tipico de la media.

La siguiente columna contiene el intervalo de confianza para la diferencia entre
las medias; podemos estimar, con una confianza del 95%, que la verdadera diferencia entre
las medias de los pesos al inicio y al final de la evaluacidn se encuentran entre -3.8686 g y
-2.7048 g. La ultima mitad de la tabla informa sobre el valor estadistico T, sus grados
libertad (g) y el nivel critico Sig. El valor del nivel critico es 0.000 y es menor a 0.05, por
lo que se rechaza la hipotesis de igualdad de medias y concluimos que el peso corporal al

inicio de la experimentacion es diferente de los pesos al final de la evaluacion.

Considerando el analisis de la ficha de observacion y los estadisticos, podemos
concluir que el extracto etanolico de puki es seguro en animales de experimentacién, y no
habria mortalidad, en cuanto a los pesos corporales si bien estos son diferentes al inicio y
al final, y observando la descripcion estadistica los pesos finales son mayores, por lo que
no esta relacionado con un grado de toxicidad en donde més bien han pérdida de peso, por

diarrea o inapetencia.
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CONCLUSIONES

PRIMERA

Mediante una prueba piloto se evalud los tres tipos de extractos obtenidos con

tres disolventes diferentes por el método de Soxhlet.

SEGUNDA

Segun el analisis estadistico el grupo con mayor eficacia a un nivel de

confianza del 95% fue el grupo con extracto etandlico.

TERCERA

El método de cromatografia en capa fina aplicado al extracto etandlico de
sumidades floridas de Coreopsis fasciculata o “puki” revelo la presencia de terpenos,

saponinas, flavonoides y taninos.

CUARTA

Se evaluo la actividad analgéesica de las sumidades floridas de Coreopsis
fasciculata o “puki” mediante la induccion de dolor quimico experimental con formalina
administrada por via SC, en este método se distinguen dos etapas del dolor, la fase aguda
en la que segun el andlisis estadistico de Anova de un factor y su Test de Tukey, se
observo que el extracto de puki en las tres diferentes dosis minima, media y maxima (200,
400 y 800 mg/Kg respectivamente) no tiene efecto en esta fase ya que es similar al control,
en cambio en la fase crdnica (15-30 minutos de observacion) el grupo tratado con la dosis
maxima presenta efecto analgésico, sin embargo, este se sitla por debajo del grupo control

positivo tratado con 10 mg/Kg tramadol.
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QUINTA

Se evalud la actividad analgésica de las sumidades floridas de Coreopsis
fasciculata o “puki” mediante la induccion de dolor térmico experimental con foco
calorifico, en este consiste en medir el tiempo en que demora en retirar el animal su cola
desde que es colocado a la fuente de calor, segun el analisis estadistico de Anova de dos
factores y su Test de Tukey, se observo que el extracto de puki en dosis media y maxima
400 y 800 mg/Kg respectivamente, muestran efecto pero también este se sitda por debajo

del grupo control positivo tratado con 100 mg/Kg de &cido acetil salicilico.

SEXTA

Luego de evaluar la toxicidad aguda en ratones albinos, administrando dosis de
1600 mg/Kg, 2400 mg/Kg y 3200 mg/kg, no se estableci¢ la dosis letal 50 (DL50) ya que
ningdn animal murid, se concluy6 luego del analisis de manifestaciones toxicas y peso
corporal, que el extracto de puki no reviste mayor toxicidad ya que solo se vieron
manifestaciones toxicologicas menores a nivel autonémico y referidas solo a la

piloereccion y movimientos deglutorios principalmente.
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SUGERENCIAS

PRIMERA

Realizar estudios confirmatorios del efecto analgésico de las sumidades
floridas de Coreopsis fasciculata o “puki” en otros tipos de animales y con otros modelos

experimentales.

SEGUNDA

Formular una forma farmacéutica de administracion oral que contenga el
extracto de de las sumidades floridas de Coreopsis fasciculata o “puki” y evaluar el efecto

analgesico en animales de experimentacion.

TERCERA

Realizar un estudio de toxicidad cronica a fin de determinar la seguridad de las
sumidades floridas de Coreopsis fasciculata o “puki” administrado durante largos

periodos.
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ANEXO N° 1: REGISTRO DE INVESTIGACION

Tiempo Retirada de cola (seg) foco calorifico

Grupo N° U.A. Tiempo 30 Tiempo 60 Tiempo 90 Tiempo 120
1 33,0 36 37 38
2 31,0 35 31 34
Grupo Control 3 36,0 31 32 30
Negativo
4 41,0 37 31 39
5 28,0 34 37 32
1 35,0 39 38 37
2 38,0 25 37 35
Grupo Dogig 3 32,0 33 35 30
Minima
4 31,0 35 36 39
5 29,0 38 39 41
1 29,0 31 45 49
2 34,0 35 48 50
Grupo Dosis
Media 3 22,0 28 47 52
4 41,0 40 46 55
5 37,0 38 44 56
1 32,0 39 49 58
2 26,0 37 47 57
Grupo Dosis 3 34,0 31 50 55
Méxima
4 33,0 40 52 53
5 39,0 42 47 54
1 41,0 43 60 75
2 45,0 48 68 70
Grupo Control 3 40,0 45 66 65
Positivo
4 52,0 57 64 68
5 46,0 48 78 79
Total N 25 25 25 25
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Evaluacion Definitiva. Tiempo Retirada de cola (seg) foco calorifico

Grupo N° U.A. Tiempo 30 Tiempo 60 Tiempo 90 Tiempo 120
1 33,0 36 37 38
2 31,0 35 31 34
Grupo Control 3 36,0 31 32 30
Negativo
4 41,0 37 31 39
5 28,0 34 37 32
1 35,0 39 38 37
2 38,0 25 37 35
Grupo Dosis 3 32,0 33 35 30
Minima
4 31,0 35 36 39
5 29,0 38 39 41
1 29,0 31 45 49
2 34,0 35 48 50
Grupo Dosis
Media 3 22,0 28 47 52
4 41,0 40 46 55
5 37,0 38 44 56
1 32,0 39 49 58
2 26,0 37 47 57
Grupo Dosis 3 34,0 31 50 55
Maxima
4 33,0 40 52 53
5 39,0 42 47 54
1 41,0 43 60 75
2 45,0 48 68 70
Grupo Control 3 40,0 45 66 65
Positivo
4 52,0 57 64 68
5 46,0 48 78 79
Total N 25 25 25 25
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Tiempo total en segundos de lamidas en ambas fases de evaluacion

Grupo N° U.A. Lamidas FA Lamidas FC
1 60.00 70.50
2 72.00 84.00
Grupo Control Negativo 3 57.00 49.50
4 67.50 67.50
5 52.50 54.00
1 55.50 52.50
2 97.50 91.50
Grupo Dosis Minima 3 60.00 60.00
4 52.50 94.50
5 58.50 72.00
il 60.00 67.50
2 97.50 82.50
Grupo Dosis Media 3 67.50 73.50
4 58.50 79.50
5 66.00 46.50
1 76.50 31.50
2 93.00 21.00
Grupo Dosis Maxima 3 60.00 40.50
4 45.00 46.50
5 48.00 31.50
1 21.00 10.50
2 13.50 6.00
Grupo Control Positivo 3 24.00 3.00
4 10.50 7.50
5 7.50 1.50
Total N 25 25
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ANEXO N° 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS TOXICIDAD
AGUDA

Perfil Signo de toxicidad R1 R2 R3 R4 R5

Hiperactividad

Hipoactividad
Irritabilidad
Estereotipias

Comportamiento

Alteracion de la marcha

Neuroldgico ]
Convulsiones

Sialorrea

Secrecion ocular

Exoftalmia

Autonémico Diarrea

Piloereccion

Movimientos deglutorios

Signo de Straub

Peso corporal (14° dia)

Estado final Vivo

Muerto

85

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

(ol ;
TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) U vg®

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTI’N$
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CONSTANCIA 08- 2017-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Se hace constar que las muestras frescas de hojas y tallos de la planta traida al laboratorio
para el andlisis botanico corresponde a la especie Coreopsis fasciculata Wedd. de la familia
Asteraceae, de nombre comun “Puki” . Dicha muestra fue traida de la Localidad de
Pampamarca, Provincia de la Unidn , Departamento de Arequipa para el estudio de Tesis”
Evaluacién del efecto analgésico y toxicidad aguda de Coreopsis fasciculata Wedd “Puki”,
ejecutado por ROSAS VILCA JANETH TERESA Y AGUILAR GONZALES PALOMA de la Escuela
Académico Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Catdlica Santa Maria,

para optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico.
Los resultados de dicha identificacion y tipificacion corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: Asteridae

ORDEN: Asterales

FAMILIA: Asteraceae

GENERO: Coreopsis

ESPECIE: Coreopsis fasciculata Wedd

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los fines que se estime
conveniente.

Arequipa 18 de Abril del 2017

) “\
Bigb. Leoncio Marifio H’e rera 25 /
DIRECTOR  \{ ;g 7

Herbarium Areqvipense (HUSAY. "

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU
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