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ABSTRACT.

Ethnopharmacological relevance: Neochamaelea pulverulenta is an endemic plant of
the Canary Islands, popularly used as a natural therapeutic agent to treat different
ailments including fever or rheumatism.

Obijective: the general objective of this study is to evaluate the antinociceptive and
anti-inflammatory activities of an extract of Neochamaelea pulverulenta in rodents.

Materials and methods: antinociceptive effect has been evaluated in Swiss albino
mice through oral administration of an aqueous extract of Neochamaelea pulverulenta
with the acetic acid and formalin test. For the evaluation of the anti-inflammatory
activity, the carrageenan test was used.

Results: oral administration of Neochamaelea pulverulenta significantly reduced the
nociception caused by acetic acid (95.90 %; p < 0.001) and formalin (78.01 % and
57.37 %:; p < 0.01 peripheral and central, respectively) at dose of 5000 mg kg™. The
anti-inflammatory activity fluctuated with time and different values could be obtained,
using the carrageenan test. The dose of 2500 mg kg™ achieved the best value in this test
(69.15%).

Conclusion: these data show for the first time that Neochamaelea pulverulenta has
important peripheral and central analgesic effects as central. Neochamaelea
pulverulenta possesses anti-inflammatory activity but more studies could be done to
specify its variable activity.
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INTRODUCCION.

La relacion del ser humano con su entorno ha sido una constante hasta nuestros dias.
Ya en los inicios de la civilizacién no s6lo se buscaba alimento en el entorno natural,
sino que se utilizaban hierbas y determinados remedios con fines religiosos y curativos.
Este es el origen de una medicina tradicional que se ha transmitido hasta nuestros dias,
sin una base cientifica mas que la experiencia. La medicina, como hoy la conocemos, es
una ciencia y, por ello, se basa en pruebas cientificas para determinar la eficacia de un
determinado compuesto, de ahi el interés por desmentir o corroborar estos remedios
naturales [1].

Neochamaelea pulverulenta (Vent.) Erdtman (NP) es una especie endémica de
Canarias perteneciente a la familia Cneoraceae. Su uso se remonta a tiempos de los
aborigenes, siendo utilizada en los ritos funerarios por sus propiedades conservativas.
Mas adelante, ha tenido un papel interesante como planta medicinal [1,2]. A la infusion
del tallo y sus sumidades se le atribuyen propiedades antipiréticas, antiasmaticas e
hipoglucemiantes, ademas de ser usada como anticatarral. Asimismo, ha sido utilizada
para paliar diferentes dolencias como el reuma o la artrosis [1,2].

Presente Unicamente en las islas de Gran Canaria, Tenerife, La Gomera y El Hierro,
es polinizada por hormigas y abejas pequefias. Sus semillas forman parte de la dieta de
lagartos endémicos (género Gallotia), que permiten su diseminacion [3]. Existe
controversia de si NP se encuentra en peligro de extincion puesto que la desaparicion de
estos lagartos, por la reduccion de su hébitat y la introduccién y proliferacion de
roedores, esta dificultando su diseminacion.

Vulgarmente se la conoce como lefia santa, lefia buena, lefia blanca u orijama. Se
trata de un arbusto de hasta 1,5 metros, de aspecto blanco grisaceo, con flores amarillas
y frutos drupaceos formados por entre 2 a 4 cocas rojizas [2].

Imagen 1. Neochamaelea pulverulenta.

Segun estudios fitoquimicos, contiene cumarinas, cromonas (derivado de las
antraquinonas), neochamelina, pulverina, pulverocromenol, principios amargos y beta-
sitosterol. La presencia de cumarinas y cromonas es interesante para este estudio debido
a que poseen propiedades analgésicas, ademas de permitir la relajacion muscular [2, 4].

Por todo lo expuesto, el presente trabajo de fin de grado trata de verificar, mediante
ensayos en animales de experimentacion, la posible actividad analgésica y
antiinflamatoria de esta especie vegetal.
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MATERIALES Y METODOS.
MATERIAL VEGETAL.

Neochamaelea pulverulenta (Vent.) Erdtman (Cneoraceae) fue recolectada, en 2017,
en el litoral de Juan Centellas (Icod de los Vinos, Tenerife, Islas Canarias) a 70 metros
de altitud sobre el nivel del mar. La recoleccion e identificacion fue llevada a cabo por
el Dr. D. Pedro L. Pérez de Paz y el Dr. D. Vicente-Lope Lucia Sauquillo, del
Departamento de Biologia Vegetal, Universidad de La Laguna (Tenerife, Espafa), lugar
donde han sido depositadas muestras de esta especie (TFC 52.676 y 52.677).

PREPARACION DEL EXTRACTO.

Neochamaelea pulverulenta fue secada en un horno a 40 °C durante cuatro dias y
luego triturada y molida mediante molienda mecénica. El extracto acuoso se preparo al
5 %, para lo cual, se peso 5 g de material vegetal pulverizado al que se afiadié 100 ml de
agua destilada hirviendo y se dejo reposar, a temperatura ambiente, durante 15 minutos
para su posterior filtrado.

Para los estudios farmacologicos, se administrd, por via oral, 1 ml del extracto
acuoso por cada 40 g de peso corporal del animal a las dosis de 1250, 2500, 3750 y
5000 mg kg™.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se utilizaron ratones Swiss albino hembras de peso comprendido entre 20 y 30 g
obtenidos del Estabulario de la Universidad de La Laguna. Los animales fueron
alojados a 26 °C = 1 °C bajo un ciclo de 12 h de luz / 12 h de oscuridad y con acceso a
dieta comercial estandar y agua ad libitum. Los animales se mantuvieron en ayunas las
6 horas previas al ensayo y cada raton fue sometido a solo un ensayo en todo el estudio.
Todos los procedimientos aqui descritos se han realizado de conformidad con la
Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de
2010 [5], relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos, previa
aprobacion del Comité de Etica de la Investigacion y de Bienestar Animal de la
Universidad de La Laguna (CEIBA2017-0237).

Los animales fueron divididos en lotes de cinco ratones cada uno haciendo uso de
jaulas de laboratorio, siendo estos lotes, para todos los ensayos:

« Control negativo: se administré agua destilada, por via oral.

« Control positivo: se administré ibuprofeno (Acofarma, Espafia) a 75 mg kg™, por
via oral. El ensayo de formalina requirié, ademas, de otro lote para el control de la
analgesia a nivel central, al que se administré morfina (Braun, Espafia) a 10 mg kg™,
por via intraperitoneal.

« Muestra de Neochamaelea pulverulenta: cuatro lotes a los que se administré el
extracto acuoso a 1250, 2500, 3750 y 5000 mg kg, respectivamente, por via oral.
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ENSAYOS FARMACOLOGICOS.
ACTIVIDAD ANALGESICA.

Prueba de torsion inducida por 4cido acético.

Esta prueba es util para valorar la actividad analgesica periférica de una sustancia.

Cuarenta y cinco minutos después de la administracion oral a cada lote, cada ratdn
fue administrado, intraperitonealmente, con una solucién de &acido acético (Panreac,
Espafia) preparado al 0,7 %, y a la dosis de 10 ml kg™*. Inmediatamente después, cada
animal fue colocado en una jaula de observacion y se contd el numero de
estiramientos/retorcimientos durante 20 minutos [6-8].

La actividad analgésica se calcul6 haciendo uso de la siguiente férmula:

% INHIBICION =100 - X 100 / X

Siendo:

[ XI

: media de estiramientos de los lotes problema.
on: Media de estiramientos del control negativo.

X

Test de la formalina.

Este test es ampliamente utilizado para estudiar la actividad analgésica periférica y
central de una sustancia. Por ello, se utilizan dos lotes control positivo: un
antiinflamatorio no esteroideo (AINE) como referencia de la actividad analgésica
periférica y un opiaceo como control de la actividad analgésica a nivel central.

Una hora después de la administracién oral de cada lote y treinta minutos después de
la administracion intraperitoneal de morfina se inyectd, en la pata trasera izquierda de
los animales, 10 pl de formaldehido al 2,5 % (Panreac, Espafia), en solucion buffer. El
namero de sacudidas en la primera fase (0 - 5 min) y el tiempo en segundos que pasaron
los ratones lamiendo o0 mordiendo la pata inyectada en la segunda fase (15 - 30 min) se
registré y se tom6é como un indicador de la respuesta al dolor central y periférico,
respectivamente [7-10]. El porcentaje de inhibicion de respuesta al dolor se calculd, en
cada fase, segun la siguiente formula:

% INHIBICION = 100 - X 100 / X,

Siendo:

X: media de sacudidas/lamidas de los lotes problema.
Xcn: media de sacudidas/lamidas del control negativo.
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ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA.

Test de Levy.

Treinta minutos después de la administracion oral a cada lote se indujo el edema, en
la pata trasera izquierda del animal de experimentacion, administrando 25 ul de
carragenina (Merck, Espafia) suspendida en solucion buffer. La inflamacion se
cuantifico midiendo el grosor de cada pata trasera, con un calibrador, a las 4 h después
de la inyeccion de carragenina [8, 11]. Los resultados se expresan como variacion en el
espesor entre las patas derecha e izquierda a las 4 h segun la siguiente formula:

% INHIBICION = 100 - X 100 / X

Siendo:

X: media de la diferencia de grosor de las patas traseras de los lotes problema.
Xen: media de la diferencia de grosor de las patas traseras del control negativo.

ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados estan expresados como X (la media) + EEM (error estandar de la
media). La evaluacion estadistica se realiz6 mediante el analisis de varianza (ANOVA)
y la diferencia entre las medias de los grupos de tratamiento y del grupo control
negativo fue evaluada a traves del Student's t-test. Los valores de p inferiores a 0,05 son
considerados estadisticamente significativos. El programa informatico utilizado fue el
Microsoft Excel 2010 [13].
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RESULTADOS.
ACTIVIDAD ANALGESICA.

El efecto analgésico del extracto acuoso de Neochamaelea pulverulenta (NP) se
evalué mediante las pruebas de torsion inducida por &cido acético y la prueba de
formalina.

La prueba de torsion inducida por &cido acético (Tabla 1) dio como resultado unos
porcentajes de analgesia comprendidos entre el 9,13 y el 95,90 %. Asi, todas las dosis
del extracto acoso de NP redujeron la torsion inducida por el &cido acético de manera
dependiente de la dosis, salvo con la correspondiente a 1250 mg kg ™. Destaca la dosis
més alta de extracto acuoso, 5000 mg kg™, con una inhibicién del estimulo doloroso
correspondiente a un 95,90 % (p < 0,001), comparable al producido por el control
positivo.

Tabla 1. Resultados del test de torsion inducido por acido acético.

LOTE DOSIS (mg kg p.0.)  X+EEM  INHIBICION (%)
Control (-) - 89,50 + 6,40 -
Ibuprofeno 75 0,00 + 0,00*** 100,00
Extracto acuoso NP 1250 712,25 + 7,68** 19,27
Extracto acuoso NP 2500 81,33 + 6,66** 9,13
Extracto acuoso NP 3750 68,67 + 6,81** 23,27
Extracto acuoso NP 5000 3,67 + 0,58*** 95,90

X: media de las contracciones/estiramientos; EEM: error estandar de la media.
**p<0,01; ***p<0,001

Los resultados de los efectos antinociceptivos de NP sobre la respuesta al dolor
producido por formalina se presentan en las Tablas 2 y 3.
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Tabla 2. Resultados de la primera fase del test de la formalina.

LOTE DOSIS (mgkg:p.0.)  X+EEM  INHIBICION (%)
Control (-) - 46,33 £ 7,02 =
Morfina 10 (i.p.) 10,75 + 2,87** 76,80
Ibuprofeno 75 27,33 £7,09* 41,01
Extracto acuoso NP 1250 27,33 £ 3,06** 41,01
Extracto acuoso NP 2500 38,67 + 13,50 16,53
Extracto acuoso NP 3750 16,33 + 4,16** 35,25
Extracto acuoso NP 5000 19,75 + 6,99** 57,37

X: media de las sacudidas de la pata posterior izquierda del raton; EEM: error estandar de la media.
*p<0,05; **p<0,01

La Tabla 2 muestra los resultados de la primera fase del test de la formalina, que es
la que se refiere al dolor neurogénico. Todas las dosis del extracto redujeron el numero
de sacudidas de la pata. Se observa, de forma general, un incremento de la analgésica
conforme aumenta la dosis, aunque no de forma lineal, pues la inhibicion con las dosis
de 1250 y 5000 mg kg™ han sido las mas representativas. De hecho, estas dosis igualan
e incluso mejoran la analgesia observada con ibuprofeno (41,01 y 57,37 % vs 41,01 %),
aungue no con el opiaceo usado como control positivo (76,80 %) y de referencia en esta
fase del procedimiento.

La segunda fase del test de la formalina se muestra en la Tabla 3 y estan relacionados
con la actividad analgésica periférica. Se observa que todos los lotes de NP poseen
actividad analgésica, y sigue el mismo patrén dosis dependiente salvo con la dosis de
1250 mg kg™. Destaca, al igual con el test del 4cido acético, la dosis més elevada, pues
su inhibicion del dolor (78,01 %) resulté ser proxima a la obtenida por el ibuprofeno
(82,32 %).
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Tabla 3. Resultados de la segunda fase del test de la formalina.

LOTE DOSIS (mg kg™ p.0.) X + EEM INHIBICION (%)
Control (-) - 216,00 + 21,21 -
Morfina 10 (i.p.) 12,75 + 5,45%* 94,10
Ibuprofeno 75 42,50 + 10,61** 82,32
Extracto acuoso NP 1250 122,33 + 4,04** 43,37
Extracto acuoso NP 2500 129,67 + 43,73* 39,97
Extracto acuoso NP 3750 88,00 + 7,81** 59,26
Extracto acuoso NP 5000 47,50 + 9,19** 78,01

X: media del tiempo lamiendo o mordiendo la pata inyectada; EEM: error estandar de la media.
*p<0,05; **p<0,01

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA.

Los resultados del test de Levy se observan en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados del test de Levy.

LoTe S Xosgem  NHIBICION,
Control (-) - 0,5267 + 0,2654 -
Ibuprofeno 75 0,1900 + 0,1577 63,92
Extracto acuoso NP 1250 0,1833 + 0,1060 65,20
Extracto acuoso NP 2500 0,1625 + 0,1323 69,15
Extracto acuoso NP 3750 0,1633 = 0,1557 68,99
Extracto acuoso NP 5000 0,2767 = 0,0907 47,47

X: media la diferencia de grosor de las patas 4 h después de la inyeccién; EEM: error estandar de la media.

Todos los extractos muestran actividad antiinflamatoria. De hecho, 4 horas después
de la inyeccion, las dosis de 1250, 2500 y 3750 mg kg™ reducen la inflamacién en
mayor medida que el AINE de referencia (65,20; 69,15 y 68,99 % vs 63,92 %). Al
contrario que en el test del &cido acético y el de la formalina, en este caso la dosis mas
elevada es la que presenta menor actividad antiinflamatoria.
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DISCUSION.

La accion antipirética descrita para NP hace sospechar que pudiera poseer una accion
analgesica y antiinflamatoria similar a los AINEs [1, 2]. La forma mas comdn de
consumo de las plantas medicinales es como infusién o “agiiitas”, de ahi que se haya
estudiado el extracto acuoso de esta especie vegetal en tres tests, ampliamente
utilizados, para comprobar si una sustancia posee actividad analgésica y/o
antiinflamatoria.

La actividad analgésica fue valorada mediante el test de torsion inducida por &cido
acético y por el test de la formalina [12, 14]. La prueba de torsion inducida por acido
acetico es utilizada para evaluar los efectos antinociceptivos periféricos de nuevos
compuestos y se considera un modelo de dolor visceral. Esta prueba se basa en la
estimulacion de las neuronas nociceptivas mediante la liberacion de mediadores como
histamina, serotonina, citoquinas, eicosanoides y, especialmente, la prostaglandina (PG)
E, en el liquido peritoneal. La activacién y sensibilizacién de los receptores
nociceptivos quimiosensibles periféricos por este mediador conducen a constricciones
de la pared abdominal y torsiones del tronco seguidas de la extension de las
extremidades posteriores, asociadas al desarrollo de inflamacion periférica [8, 12]. El
extracto acuoso de NP ha reducido de forma significativa, el dolor inducido por el acido
acético, en comparacion con el grupo control, lo que indica que tiene un efecto
analgesico sobre el dolor inflamatorio. Esta actividad observada puede estar relacionada
con la reduccion de la liberacion de mediadores inflamatorios o con un bloqueo directo
de los receptores[12].

La prueba de formalina se realiz6 para obtener otra evidencia méas de la actividad
nociceptiva de NP. Este test se utiliza para medir la capacidad de una sustancia para
atenuar el dolor moderado generado por el tejido lesionado. El efecto analgésico en este
estudio se midié utilizando indicadores de comportamiento (sacudidas y tiempo
lamiendo la pata). Se considera que las fases temprana y tardia de la nocicepcion
producidas por la formalina representan el comportamiento neurogénico y el
comportamiento inflamatorio del dolor, respectivamente [8, 9, 12]. La primera fase
(dolor neurogénico) es aguda y representa la estimulacion quimica directa de los
nociceptores causada por un efecto directo de la formalina sobre las fibras C sensoriales,
y se cree que incluye la sustancia P, el glutamato y la bradiquinina. La segunda fase
(dolor inflamatorio) parece depender de la combinacién de una sensibilizacion central y
una reaccion inflamatoria en el tejido periférico, que libera mediadores nociceptivos
incluyendo histamina, serotonina, PGs y bradicinina [12]. Los farmacos de accion
central, como la morfina, inhiben ambas fases del dolor, mientras que los farmacos de
accion periférica, como los AINEs, inhiben principalmente la segunda fase. Los
resultados observados en este test hacen concluir que la administracion oral del extracto
acuoso de NP reduce significativamente el nimero de sacudidas de la pata en funcién de
la dosis, sobre todo en la segunda fase de la prueba de la formalina, lo que indica que se
trata de una sustancia predominantemente de accion periférica.

Los resultados obtenidos sugieren, por tanto, que este extracto de NP puede actuar
eminentemente a través del dolor inflamatorio, por lo que se estudi6 sus efectos en un
modelo experimental estdndar de inflamacion aguda: el edema inducido por
carragenina. La carragenina se ha utilizado ampliamente como cribado de compuestos
con actividad antiinflamatoria [15]. Este agente, cuando se inyecta localmente en la pata
del animal de experimentacion, produce una reaccion inflamatoria severa, que es
perceptible en 30 minutos. Ademas, este test es conocido por ser un modelo de

9
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inflamacion aguda sensible a los inhibidores de la ciclooxigenasa (COX), de ahi que se
haya utilizado para evaluar el efecto de los AINES, pues éstos inhiben principalmente la
COX implicada en la sintesis de PGs [8, 12].

La inyeccion subcutinea de carragenina en la pata del raton produce inflamacion
como resultado de la liberacion de varios mediadores inflamatorios. La histamina, la
serotonina y la bradicinina son los primeros mediadores detectables en la fase temprana
de la inflamacion inducida por carragenina; las PGs estan implicadas en el aumento de
la permeabilidad vascular y son detectables en la fase tardia de la inflamacion. Ademas,
la inflamacion local y/o sistémica estd asociada con las citoquinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-1 e IL-6 [8, 12]. La fase inicial del edema, que no es inhibida por AINEs,
comienza inmediatamente después de la inyeccion de carragenina y disminuye en 2 h.
Se ha atribuido a la liberacion de histamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) y bradiquinina
[12, 15]. La segunda fase de aceleracién de la hinchazon comienza al final de la primera
fase y se mantiene hasta 4 h. Se ha correlacionado con la elevada produccion de PGs,
proteasa y lisosoma. Esta fase puede ser bloqueada por los AINEs [12].

La actividad antiinflamatoria in vivo del extracto de NP contra el edema inducido por
carragenina se confirma con una reduccién del volumen de la pata de la misma manera
que los AINEs.

Los datos actuales obtenidos demuestran, por tanto, el interesante efecto analgésico y
el antiinflamatorio, del extracto acuoso de esta especie vegetal, pudiendo ser algunos de
los compuestos responsables las cumarinas y las cromonas que forman parte de su
composicion fitoquimica.

10
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CONCLUSIONES.

1.

3.

4.

Este trabajo de fin de grado pone en evidencia, por primera vez, que la
ingesta oral por parte de animales de experimentacion del extracto acuoso de
NP produce, de manera segura, significantes efectos antinociceptivos en dos
modelos experimentales de nocicepcion.

Los resultados de la prueba de torsion inducida por acido acetico y la prueba
de formalina indican que el extracto de NP actda mas a nivel periférico que
central para lograr el alivio del dolor.

Asimismo, este extracto acuoso también ha producido un efecto
antiinflamatorio.

Los datos obtenidos permiten afirmar que NP posee actividad analgésica y
antiinflamatoria en animales de experimentacion, lo que contribuye a la
informacidn etnomedicinal disponible sobre esta especie.

11
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