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RESUMEN

El estudio farmacol6gico de 1a N-isobutil-deca-5-ino-8-
eno-trans amida aislada de las flores de Spilanthes ameri-
cana (Mutis) Hieron, se inici6 con la evaluaci6n de la ac-
cién anestésica local por los métodos de anestesia de su-
perficie, de infiltracién y de conduccién. También se eva-
lué la accién cicatrizante, microscépica y macroscépica-
mente y se determiné la toxicidad aguda y local de la iso-
butilamida.

SUMMARY

The pharmacological study of the N-isobutil-deca-5-
ino-8-eno-trans amida, osolated from the flowers of Spi-
lanthes americana (Mutis) Hieron, was initiated with this
work. The local anesthetic activity was evaluated by
means of the following technics: surface, infiltration and
conduction anaesthesia. The “healing” activity was also
evaluated by microscopic and macroscopic examination.
In addition the acute toxicity were determined.

INTRODUCCION

En la primera parte del estudio fitofarmacolégico
de las flores Spilanthes americana, (Mutis), utiliza-
das en medicina popular para el tratamiento de las
aftas bucales y de algunas variedades de herpes, se
informé sobre el aislamiento e identificacién de dos
sustancias: una biolégicamente activa, para la cual
se propuso la estructura correspondiente a la N-iso-
butil-5-ino-8-eno-trans-isobutilamida, y un triter-
peno pentaciclico, el acetato de taraxasterol (1).

La segunda parte de la investigacion corresponde
al estudio de la actividad anestésica local, de la acti-
vidad cicatrizante y de la toxicidad aguda y local de
la isobutilamida aislada. Los resultados obtenidos
concuerdan con las observaciones hechas en los es-
tudios clinicos realizados por Calle M. y Prada A.
con el extracto completo de las flores de la Spilant-
hes americana (Mutis) Hieron (2).

PARTE EXPERIMENTAL

El estudio farmacolégico de la isobutilamida ais-
lada, se orient6 a la evalucién de la actividad anes-
tésica local, de la actividad cicatrizante y de la toxi-
cidad aguda y local.

Accion Anestésica Local

Las sustancias usadas para el estudio de la accién
anestésica local fueron los clorhidratos de cocaina,
lidocaina y de procaina, la isobutilamida aislada y
el 4cido clorhidrico al 37%. Dada la naturaleza li-
posoluble de la isobutilamida aislada fue necesario
buscar un solvente apropiado. Consultado el estu-
dio de Worthley y Schott (3) sobre la evaluacion far-
macocinética de nueve sistemas solventes adminis-
trados intraperitonealmente a ratones, se escogio
como solvente para el compuesto una mezcla de
Tween 80 -tween 21-agua (1:1:98). Como animales.
de experimentacién se usaron ranas, ratones blan-
cos de ambos sexos, cobayos blancos (machos) y co-
nejos Nueva Zelanda de ambos sexos.

Se emplearon los métodos clasicos: anestesia de
superficie (4), anestesia de infiltracién (5) y aneste-
sia de conduccién (6). También se han propuesto
métodos en piel intacta, para lo cual se usan solu-
ciones del anestésico local (base) en solventes or-
ganicos los cuales tienen la propiedad de penetrar
en la piel sin causar daiios irreversibles, aumentan-
do asi la absorcién percutdnea (7), (8). La accion
anestésica local de la isobutilamida se estudi6 em-
pleando los siguientes métodos:

Anestesia de superficie en cérnea de conejo.

La prueba se realizé en conejos blancos de ambos
sexos, de 4 meses de edad y de un peso entre 3y 3.5
kilos. Del compuesto se prepararon seis soluciones
de concentracién entre 0,2; y 2 g% . Como solvente
se emple6 una mezcla de tween 80 - tween 21 - agua



(1:1:98). Para cada concentracidn se utiliz6 un gru-
po de 6 animales a los cuales se les observé inicial-
mente la respuesta a un estimulo doloroso (mecéani-
co) en la cornea. Luego se aplicaron en el saco con-
juntival del ojo derecho 2 gotas de la respectiva
concentracion y se mantuvo cerrado el ojo durante
un minuto. En el ojo izquierdo se colocaron de igual
manera 2 gotas de solvente como control.

Inmediatamente se observo la respuesta a 30 es-
timulos mecanicos en la cérnea del ojo tratado
(100% de respuesta) como también la respuesta del
ojo patrén. La observacion se repitié cada dos mi-
nutos, hasta cuando el animal recobré totalmente el
reflejo palpebral. Con cada grupo de animales se
repitié el ensayo en forma cruzada. Para calcular la
potencia relativa de la isobutilamida respecto a los
clorhidratos de cocaina, lidocaina y prccaina, se
usaron soluciones al 2% de estos compuestos.
Como solvente se empled solucién isotdnica de clo-
ruro de sodio. La observacion se hizo en la forma in-
dicada para la isobutilamida, utilizando en el ojo
control solucién isoténica de cloruro de sodio. El
tiempo de duraciéon de la anestesia para el clorhi-
drato de lidocaina se consideré como el 100% y a
este valor se refirieron los tiempos de las demas sus-
tancias.

Anestesia de infiltracion en la piel de cobayo

La evaluacién de la accién anestésica por infiltra-
cién se hizo en cobayos blancos (machos) de 3 me-
ses de edad y de un peso entre 500 y 600 g., suminis-
trados por el bioterio del Departamento de Farma-
cia. Los animales fueron ambientados durante ocho
dias y se les mantuvo con dieta controlada. Veinti-
cuatro horas antes de la prueba, se rasuré a ambos
lados de la region medio dorsal de cada animal. De
la isobutilamida se usaron 6 concentraciones entre
0,3 y4 g%. Se utiliz6 el mismo solvente indicado en
el método anterior. Para efectuar la prueba se divi-
dieron los animales en 6 grupos de 6 y de cada uno
de los animales se usé el lado derecho para el ensa-
yoy ellado izquierdo como control. Cada una de las
concentraciones fue ensayada con un grupo de 6
animales. Se seleccioné el drea de mayor sensibili-
dad, por aplicacién de un estimulo doloroso (eléc-
trico) el cual fue cambiado hasta que el animal res-
pondio a éste.

Una vez ubicada la region de mayor sensibilidad
se inyect6 intradérmicamente en el lado derecho
0.2 ml de cada una de las soluciones a valorar y en el
lado izquierdo 0.2 ml del solvente. Inmediatamente
se aplico el estimulo eléctrico en las regiones trata-
das (ensayo y control), se determiné el periodo de
latencia y luego se hicieron observaciones cada tres
minutos hasta que el animal recobré completamen-
te la sensibilidad; el ensayo se repitié en forma cru-
zada.

Para calcular la potencia relativa de la isobutila-
mida respecto a los clorhidratos de cocaina, lido-
caina y procaina se usaron soluciones al 2% de estos
compuestos, en solucién isoténica de cloruro de so-
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dio. Para cada sustancia se emple6 un grupo de 6
animales. La observacidn se hizo en la forma indica-
da para la isobutilamida, inyectando en la regién
control 0.2 ml de la solucién isoténica de NaCl. El
tiempo de duracién de la respuesta del Clorhidrato
de lidocaina se consideré como el 100% y a este va-
lor se refirieron los tiempos de respuesta de las de-
mds sustancias.

Anestesia de conduccion en el nervio cidtico de la
rana

Para este ensayo se emplearon ranas de tamaiio
uniforme suministrado por el bioterio del Departa-
mento de Farmacia, las cuales fueron descerebra-
das. Posteriormente se aislo el nervio cidtico del
miembro posterior derecho, el miembro posterior
izquierdo se us6 como control. Se utilizaron cuatro
concentraciones de la isobutilamida entre 0,3y 1.8
g/100 en el solvente indicado. Como estimulo dolo-
roso se usé una soluciéon de HCl al 0.5%.

Inicialmente se observo la respuesta de las extre-
midades al estimulo quimico, para lo cual se intro-
dujeron simultineamente en un recipiente con HCI
al 0.5%. Inmediatamente se enjuagaron en forma
cuidadosa con solucion isoténica de cloruro de so-
dio; a continuacién se aplicé sobre el nervio ciatico
aislado, durante 2 minutos, la solucién respectiva a
valorar. Seguidamente se aplicé el estimulo doloro-
so a las 2 extremidades, se observé la respuesta y a
continuacién se lavé con solucién isoténica de clo-
ruro de sodio. El proceso se repitié cada 3 minutos
hasta que el animal recobré la sensibilidad Para
cada concentracion se usaron grupos de 6 animales.
Se repitio la prueba descrita para la isobutilamida
con el solvente, con un nimero igual de animales.

Para calcular la potencia relativa de la isobutila-
mida respecto a los clorhidratos de cocaina, lido-
caina y procaina se usaron soluciones al 1.8% de
cada uno de estos compuestos en solucién isotdnica
de cloruro de sodio. En la evaluacién de cada com-
puesto se empled un grupo de 6 animales. El tiempo
de duracion de la respuesta del clorhidrato de lido-
caina a la concentracién dada se consider6 como el
100% , y a este valor se refirieron los tiempos de las
otras sustancias.

Estudio de la acciéon cicatrizante

Para comprobar la posible accién cicatrizante del
extracto de las flores de Spilanthes americana, en el
tratamiento de aftas y del Herpes simplex, sobre
todo en la primera etapa de desarrollo de las lesio-
nes causadas en la mucosa y en la piel respectiva-
mente, se utilizaron las siguientes sustancias: ex-
tracto de flores de Spilanthes americana obtenido
por el método indicado en (1), la isobutilamida ais-
lada del extracto de las flores de Spilanthes america-
na (1), como solvente para el extracto y para la ami-
da se emple6 tween 80 - tween 21 - agua 1:1:98. Para
el estudio se utilizaron conejos Nueva Zelanda, de
ambos sexos de 5mesesde edad y de un pesoentre 3
y 3.5 kilos.



La metodologia empleada permiti6 hacer el estu-
dio microscépico y macroscépico utilizando los mis-
mos animales. Se selecciond el tejido de la piel del
conejo en lugar de 1a mucosa de superficie himeda
(cavidad oral) ya que en ambas se encuentran bdsi-
camente las mismas estructuras, una superficie epi-
telial (estratificado plano) y un sostén conectivo
subepitelial. Ademas las superficies externas per-
miten un control adecuado de variables, las cuales
pueden incidir en los resultados.

Estudio microscépico

Con el objeto de observar el posible efecto de la
isobutilamida y del extracto completo en un proce-
so de cicatrizacion, se utilizé una solucién al 0.5%
de la isobutilamida y al 5% ded extracto completo.
Como solvente se empleé la mezcla ya indicada. Se
utilizaron 5 grupos de 10 animales, a los cuales se les
rasuro la parte dorsal media derechay se les aneste-
si6 con Ethrane (anestesia de inhalacién). En la re-
gioén rasurada se practic6 una incisién de 15 mm de
longitud por 2 mm de profundidad aproximada-
mente. A seis de los animales se les aplicaron 2 go-
tas de la solucion tratamiento (isobutilamida, o ex-
tracto total) en la herida y a los cuatro restantes se
les aplicé el solvente para emplearlos como control;
el tratamiento se aplicé cada 12 horas. Después de
12 horas (grupo 1), 24 horas (grupo 2), 48 horas
(grupo 3), 72 horas (grupo 4) y 96 horas (grupo 5) se
hizo una biopsia de la piel de aproximadamente 20 x
10 mm quedando en la parte central la incisién ini-
cial. El tejido asi obtenido se fijé en formol al 10% y
posteriormente se proces6 por el método de inclu-
sioén en parafina, se hicieron cortes de 4 micras de
espesor, posteriormente se colorearon con hemato-
xilina-eosina y se observaron en un microscopio de
luz (11).

Estudio macroscépico

A los animales a los cuales se les practicé la biop-
sia para el estudio histoldgico se les someti6 a ob-
servacion y al siguiente tratamiento: cada 12 horas
se coloc6 sobre la herida respectivamente 3 gotas de
la solucién de la isobutilamida, de la solucién del
extracto o del solvente. Los animales fueron obser-
vados hasta cuando finaliz6 el proceso de cicatriza-
cién tanto en los grupos tratados como en los grupos
de control.

Estudio de Toxicidad
Toxicidad aguda. Determinacién de la DL,

Para la evaluacién de la toxicidad aguda se usa-
ron dos vias de administracién: intraperitoneal y
subcutdnea. La prueba se realizé empleando rato-
nes blancos de ambos sexos, con un peso de 30y 32
g. Se utilizaron 10 grupos de 11 ratones cada uno, a
cada grupo se le inyect6 intraperitonealmente un
volumen de 0.2 ml de una solucién con un intervalo
de dosis entre 120 y 140 mg/kilo de peso.

Para la via subcutdnea se emplearon también 10
grupos de 11 ratones a los cuales se les inyecto res-
pectivamente una dosis de 0.2 ml: entre 336 y 392
mg/kilo de peso. En la observacién intraperitoneal
como en la subcutdnea se usé un grupo control de 11
animales, a los cuales se les inyect6 0.2 ml del sol-
vente.

Se siguio el procedimiento llamado de acumula-
cién de datos observados durante un periodo de 24
horas, acumulando todos los animales vivos y todos
los animales muertos (9). También se observé el
comportamiento general de los animales y la apari-
cién de sintomas como convulsiones, excitacion,
depresion, etc.; la experiencia se finaliz6 después
de 5 dias. Con los datos observados se obtuvo el va-
lor de la DLs,, para las 2 vias de administracién,
tanto por el sistema grafico como matematico.

Toxicidad local
Irritacion en la piel

La observacién de un posible efecto téxico a nivel
de la piel se hizo en cobayos blancos y en conejos
blancos de ambos sexos. Se utilizaron 2 dosis de
concentracién mayor que las empleadas para la
prueba de anestesia intradérmica. Se trabajé con
dosis de 25 y-40 mg por kilo de peso. Cadadosis fue
inyectada intradérmicamente en la parte dorsal me-
dia del animal previamente rasurado.

Para cada dosis se utilizé un grupo de 12 anima-
les, los cuales fueron observados durante un perio-
do de 15 dias. Se tuvo en cuenta la aparicién de eri-
tenta y el grado de inflamacién (10). Se comparé
con un grupo control al cual se le inyect6 0.2 ml del
solvente.

Tolerancia ocular en el conejo

La prueba se realiz6 para evaluar posibles lesio-
nes en el iris, cérnea y mucosa conjuntival. Los pa-
rametros empleados para la evaluacién fueron: ta-
marno de pupila, reaccién del ojo a la luz, enrojeci-
miento, congestion y hemorragia. Se trabajé con
dos concentraciones de la isobutilamida, para cada
concentracion se utilizé un grupo de 10 animales a
los cuales se les aplicaron en el saco conjuntival del
ojo derecho, 2 gotas de la respectiva solucién. El
ojo contrario se usé como control, al cual se le apli-
caron 2 gotas del solvente. Las evaluaciones se hi-
cieron a las 24 y 48 horas después de aplicado el tra-
tamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion de la accién anestésica local

La accién anestésica local de la isobutilamida
pudo ser comprobada por medio de la metodologia
empleada. Se observaron respuestas positivas
cuando se utilizaron métodos de evaluacién en cér-
nea de conejo, en piel de cobayo y en nervio cidtico
de rana.



En la evaluacién de la accién anestésica en c6r-
nea se obtuvo una duracién maxima de respuesta de
19 minutos *+ 3,9 para una concentracién del 2%
del compuesto. Los clorhidratos de cocaina, lido-
cafna y procaina a una concentracién del 2% pre-
sentaron respectivamente una duracién de respues-
ta, al 100% de estimulo mecéanico, de 40 + 3,1; 24
* 2,7y 23 *+ 2,7 minutos.

Al comparar los resultados obtenidos con el clor-
hidrato de lidocaina, con los que presentaron la iso-
butilamida y los clorhidratos de cocaina y procaina,
se observé que la capacidad de la isobutilamida
para disminuir el dolor al estimulo mecénico es del
75%, la de la cocaina del 166% y la de la procaina
del 96% es decir, que en las condiciones del experi-
mento, el clorhidrato de cocaina actiia mas intensa-
mente que el clorhidrato de lidocaina y ambos de
una manera superior a la isobutilamida y al clorhi-
drato de procaina. Llamé la atencién el efecto post-
anestésico observado en todos los animales usados
en la experimentacién. Después del periodo de
anestesia se pudo apreciar la caida del parpado del
ojo tratado durante 10 a 15 minutos aproximada-
mente; esto podria compararse con una respuesta
de tipo curarizante.

El vehiculo utilizado para la incorporacién de la
isobutilamida no present6 ningiin efecto cuantifica-
ble con el método empleado paralaevaluaciéon de la
accion anestésica. El tiempo de latencia observado
para la isobutilamida fue de un minuto, lo cual indi-
ca que el vehiculo empleado permiti6 el reparto del
principio activo en la superficie hiimeda de la muco-
sa, lograndose asi una concentracion efectiva al mi-
nuto de haber aplicado la dosis.

En la evaluacién de la accién anestésica de la iso-
butilamida por el método de infiltracién en piel de
cobayo no se observaron grandes variaciones en el
tiempo de respuesta para los dos primeros valores
de concentracién. A partir de la tercera concentra-
cién se observa un cambio apreciable en el tiempo
de respuesta, aprecidndose lo mismo con la 4a. y Sa.
concentracién. Con la 6a. concentracién se presen-
ta variacion en el tiempo de respuesta, perono en la
proporciéon que venia observidndose a partir de la
3a. concentracion, es decir, que la parte superior de
la curvatiende ahacerse asintética alaabcisa,obte-
niéndose en esta forma una curva signoidea, lo cual
indica la saturacién de la capacidad de respuesta. El
tiempo méximo de respuesta fue de 63 + 2,77 minu-
tos para la concentraciéon de 4 g%.

Al comparar los tiempos de respuesta de solucio-
nes de igual concentracién de la isobutilamida y de
los clorhidratos de cocaina y procaina, con el tiem-
po de respuesta de una solucién al 2% de clorhidra-
to de lidocaina, los resultados fueron: isobutilami-
da (base) 22 + 3; clorhidrato de cocaina 40 + 3,2;
Clorhidrato de procaina 15 = 1,75 y clorhidrato de
lidocaina 23 + 2,7 minutos; se puede apreciar que
la isobutilamida presenta una capacidad para dismi-
nuir el dolor a un estimulo eléctrico, muy similar al
clorhidrato de lidocaina (97%), mientras que el
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clorhidrato de cocaina llega al 173% y el clorhidra
to de procaina solamente al 65.2%. Estos valores
estdn indicando que la velocidad de absorcién en
una misma region es diferente para cada sustancia
en particular, posiblemente porque éstas pueden
alterrar las condiciones circulatorias locales en gra-
do diferente; 1a misma consideracién puede ser va-
lida para una misma sustancia, pero administrada
en forma hidrosoluble (sal) o liposoluble (base).

Laisobutilamida present6 un periodo de latencia
de 3 minutos (fase I), es decir, que solamente des-
pués de este tiempo se logré la concentracion nece-
saria a nivel de las terminaciones nerviosas, para
bloquear la respuesta al estimulo aplicado (estimu-
lo eléctrico). Después de esta primera fase se man-
tuvo el tiempo de anestesia en forma sostenida, por
un lapso, el cual dependié de la dosis utilizada (Fase
II). Posteriormente se fue recuperando la sensibili-
dad al estimulo aplicado, en forma lenta y progresi-
va hasta llegar a la recuperacion total de la sensibili-
dad al estimulo eléctrico, (Fase III).

La respuesta anterior fue comparada con el com-
portamiento presentado con el clorhidrato de lido-
caina. Se pudo observar una fase I similar a la isobu-
tilamida, una fase II, dependiente de la concentra-
cién y una fase III de aparicién inmediata, contras-
tando con la respuesta de la isobutilamida, la cual
fue lenta en esta etapa. La razén de dicha variacién
posiblemente obedece a las diferencias fisicoquimi-
cas entre la naturaleza liposoluble de la isobutilami-
day la hidrosoluble del clorhidrato de lidocaina. La
concentracion de la forma hidrosoluble (lidocaina)
en el sitio de accién después del periodo de aneste-
sia, desaparece en forma “vertical”, en compara-
cién con la forma liposoluble (isobutilamida) debi-
do a que el clorhidrato de lidocaina por su naturale-
za hidrofilica, en razén de su solubilidad, difunde
con menor dificultad a la circulacién general. El sol-
vente empleado para la isobutilamida no mostré
ningin efecto frente a los receptores del dolor en las
condiciones de la experiencia.

La isobutilamida present6 la propiedad de blo-
quear en forma reversible la conduccién nerviosa,
cuando se utiliz6 este método de estudio en el ner-
vio cidtico de la rana. La duracién del efecto anes-
tésico alcanzé su valor maximo a los 29 minutos con
una concentracién de 1.8 g/100. A concentraciones
mayores se observé paralisis flicida generalizada,
pues los miisculos de las estructuras contralaterales
tampoco respondieron al estimulo. La duracién del
efecto presentado por una solucién de clorhidrato
de lidocaina de concentracién 1,8 g/100 fue compa-
rada con el tiempo de duracién del efecto presenta-
do por la isobutilamida, y los clorhidratos de cocai-
na y procaina a la misma concentracién.

Los valores dados en minutos fueron respectiva-
mente: clorhidrato de lidocaina 39 + 3,8; isobutila-
mida (base) 30 = 2,7; clorhidrato de procaina 13 +
2,8. Considerando el tiempo de duracién del efecto
del clorhidrato de lidocaina como el 100%, los valo-
res relativos para las demas sustancias fueron: iso-



butilamida 76%, clorhidrato de cocaina 74% y clor-
hidrato de procaina 33%. El solvente empleado
para la isobutilamida no bloqueé la conduccién ner-
viosa, observdndose una respuesta inmediata al es-
timulo doloroso (estimulo quimico). Es de anotar
que para comparar el efecto anestésico local, por
los tres métodos utilizados, del clorhidrato de lido-
caina con las demds sustancias, se usaron solucio-
nes porcentuales y no valores equimoleculares de
las mismas.

Evaluacién de la accién cicatrizante
Pruebas de cicatrizacion en la piel de conejo
Observacién microscépica

Lametodologia empleada en el estudio histol6gi-
co para observar la evolucién del proceso de cicatri-
zacién en los animales control, se diseié con el ob-
jeto de hacer evaluaciones a las 12, 24, 48, 72 y 96
horas de tratamiento. Se hicieron observaciones
hasta las 96 horas, debido a que la reparacién por
primera intencion se lleva acabo completamente en
condiciones naturales en este periodo de tiempo.

En el grupo tratado “12 horas”, llamé la atencién
el estado s6lido de la escara en formacién, en la der-
mis se aprecio una marcada infiltracién de polimor-
fos nucleares neutréfilos (P.M.N.) y algunos capila-
res mostraron marginacién leucocitaria; en los cor-
tes correspondientes al grupo control, se observé
una capa aparentemente poco deshidratada y la
reacciéon de P.M.N. fue menos marcada que en los
grupos tratados. En el grupo tratado “24 horas” se
aprecié mayor consistencia de la escara y una capa
bien dispuesta de P.M.N. limitando la superficie
desnuda del epitelio. En las capas de la dermis se
observé la aparicién temprana de un niimero apre-
ciable de mononucleares, principalmente monoci-
tos y macréfagos. Fue evidente la presencia de fi-
broblastos. La superficie abierta del grupo control
presenté una capa sélida de fibrina deshidratada y
abundantes células necréticas. En la dermis se ob-
servé congestion, hemorragia y persistié la margi-
nacién, migracién e infiltracién leucocitaria de po-
limorfos nucleares neutrofilos.

En la dermis del grupo tratado “48 horas” se
apreci6 la afluencia de mononucleares (macréfa-
gos) y proliferacién de fibroblastos; Igualmente
empezd a observarse la regeneracion epitelial; en el
grupo control se observé una mejor organizacién de
la escara, fué notoria la hemorragia y la congestién
en la dermis y la infiltracién de polimorfos nuclea-
res. En el grupo tratado “72 horas” el hecho de ma-
yor importancia fue la continua regeneracién del
epitelio, el cual progresé6 reparando la herida. Prac-
ticamente no se observaron células de infiltracién
en la dermis; en el grupo control aparecié la escara
completamente formada, pero aiin fue muy marca-
da la reaccién de polimorfos nucleares neutréfilos
en las capas superficiales. La regeneracién de la
epidermis fue evidente atin en las partes adyacentes
ala escara.

En el grupo tratado “96 horas” se apreci6 la repa-
racion epitelial casi total, en la dermis no se obser-
varon células de reaccién inflamatoria y la forma-
cién de bandas de coldgeno fue muy satisfactoria; el
grupo control mostré mayor celularidad en la der-
mis que el grupo tratado a igual tiempo de observa-
cién.

Las reacciones descritas para los diferentes tiem-
pos de observacion tanto para los grupos tratados
como para los grupos controles se ven esquematiza-
dos en la figura 1.

Los efectos observados en cuanto a la migracién y
presencia temprana y abundante de P.M.N. en el
grupo de animales que recibio la isobutilamida con
respecto al grupo control, hacen pensar que el com-
puesto utilizado puede tener un efecto sinergético
con las leucotaxinas que normalmente se producen
en un tejido lesionado.

Los fenémenos congestivos hemorragicos se ob-
servaron con igual intensidad en ambos grupos en
las primeras horas post-quirtrgicas, pero desapare-
cen de una forma mds temprana en el grupo de ani-
males que recibi6 tratamiento, en los cuales hacia
las 24 y 48 horas pricticamente no existen, mientras
que en el grupo control persisten atin hasta las 48
horas. Se observé una diferencia notoria, micro y
macroscépicamente en la consistencia y morfologia
de la capa de fibrina que posteriormente iba a for-
mar la escara. La apariencia hialina y sélida que se
aprecio en los tiempos 12-24 y 48 horas posiblemen-
te es el resultado de deshidratacién y contraccién
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rapida de la malla de fibrina, probablemente por la
disminucién en la cantidad de fluido sérico, que
hace parte del exudado.

La funcién primordial de los fibroblastos en un
proceso inflamatorio es la reparacién por sustitu-
cién de las areas lesionadas. Suponiendo el hecho
de que los exudados celular y humoral desaparecen
con mayor prontitud, cualquier herida en estas con-
diciones debe empezar a repararse mas rapidamen-
te; este concepto estd de acuerdo con la presencia
de fibroblastos a partir de las 24 horas en el grupo
tratado, mientras que en los controles este hecho se
evidencia a partir de las 48 horas. No se encontra-
ron diferencias morfol6gicas en el proceso de rege-
neracion epitelial el cual fue igualmente satisfacto-
rio en ambos grupos.

Observacién macroscépica

A los animales a los cuales se les practicé la biop-
sia para el respectivo estudio histol6gico, se les con-
tinuo6 el tratamiento hasta cuando el proceso de ci-
catrizacién finaliz6. La observacién se hizo con la
isobutilamida aislada y con el extracto completo de
las flores. A los animales control se les aplic6 la
mezcla utilizada como solvente. En los animales a
los cuales se les aplicé el tratamiento de la isobutila-
mida, después de 2 horas se pudo apreciar sobre la
herida una pelicula brillante y no se observé hemo-
rragia ni presencia de exudado.

A las 24 horas, en los grupos tratados se apreci6
una escara bastante s6lida, no se apreci6 eritema ni
inflamacién; el proceso sigui6é una evolucién muy
favorable observdndose la caida de la escara y la
aparicion del epitelio nuevo entre el 50. y 60. dias
de tratamiento. En los animales control el proceso
finaliz6 entre el 70. y 90. dias de tratamiento. Los
grupos tratados con el extracto completo cicatriza-
ron més lentamente que los tratados con la isobuti-
lamida, pero dentro de un periodo de tiempo menor
que el del grupo control.

Los resultados obtenidos en el estudio histol6gi-
co concuerdan plenamente con la evolucion del
proceso de cicatrizacién observado macroscépica-
mente pues en los grupos tratados después de las 2
primeras horas post-quiriirgicas se observé una su-
perficie seca, brillante, mientras que en los grupos
controles fue evidente la presencia de exudado. La
isobutilamida present6 un efecto protector de lale-
sién experimental, el cual pudo evidenciar por la
formacién répida de la escara, disminucién del pro-
ceso hemorrigico e inflamatorio y cicatrizacién
completa, en menor tiempo que los grupos control.

Toxicidad aguda
Determinacién de la DL,

El efecto téxico presentado por la isobutilamida
fue evaluado empleando dos vias de administra-

cién: intraperitoneal y subcutdnea. Cuando se utili-
z6 la via intraperitoneal se observé que una dosis de
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120 mg por kilo de peso causé sintomas de intoxica-
cién, los cuales se pudieron evidenciar después de
cinco minutos de haber administrado la dosis. El
efecto téxico observado consisti6 en una notoria ex-
citabilidad motora descoordinada, pero el grupo de
animales regres6 a la normalidad en un tiempo mé-
ximo de 30 minutos.

En el grupo al cual se le administré una dosis de
140 mg porkilo de peso, se desencadené después de
cinco minutos una reaccién téxica principalmente
sobre el sistema nervioso central, caracterizada por
un estado convulsivo, el cual duré aproximadamen-
te diez minutos, observiandose paro respiratorio y
finalmente la muerte de todos los animales del gru-
po. El valor de la DL, obtenido de los sistemas
graficos y por cédlculo matematico fue de 128 mg/k.

Al comparar el valor de la DL, para la isobutila-
mida por via intraperitoneal con el valor reportado
por la literatura, 210 mg/k, (12) para el clorhidrato
de lidocaina utilizando esta misma via de adminis-
tracién en ratén, se puede ver que la isobutilamida
es 1,6 veces mas toxica que el clorhidrato de lido-
caina. Los resultados obtenidos por via subcutdnea
mostraron reacciones téxicas similares a las descri-
tas para la via intraperitoneal; se obtuvo una DL,
de 336 mg/kg y una DL o, de 392 mg/kg. El valor de
la DLy encontrado a partir de los sistemas gréficos
y por célculo matemético fue de 358 mg/kg. Rela-
cionando el valor de la DLs, encontrado experi-
mentalmente para laisobutilamida con el reportado
por la literatura para el clorhidrato de lidocaina por
via subcutidnea, 440 mg/kg, (13) se observa que la
isobutilamida es 1,23 veces més t6xica que el clorhi-
drato de lidocaina, en ratén. También pudo obser-
varse que el valor de la DLsy por via subcutdnea
para la isobutilamida es 2,8 veces mayor que el va-
lor de 1a DLs, por via intraperitoneal, en ratén.

Toxicidad local
Irritacion en la piel

Las investigaciones hechas sobre animales de ex-
perimentacién dan informaciones de gran valor en
cuanto a la toxicidad y a los procesos de detoxica-
cion de los anestésicos locales; sin embargo, se pue-
den presentar diferencias fundamentales entre las
distintas especies de animales. Para el ensayo de to-
xicidad local, concretamente irritacién en la piel, la
bibliografia recomienda como animales de experi-
mentacién el conejo y el cobayo (14), (15), (16).

Las pruebas realizadas para la isobutilamida con
concentraciones de 25 y 40 mg/kg no presentaron
seiales correspondientes a eritema ni a inflamacién
en el sitio de inyeccién en los tiempos de observa-
cién dados para la experiencia.

La evaluacién de la respuesta al tratamiento utili-
zado para observar una posible reaccién téxica lo-
cal en el ojo de conejo, indicaron la ausencia de to-
xicidad local en los animales tratados, y en los ani-
males control, a las concentraciones de trabajo, 2 y
4% de la isobutilamida después de 24 y 48 horas.



CONCLUSIONES

1. Se comprobé la accién anestésica local de la

N-isobutil-deca-5-ino-8-eno-trans-amida, por
métodos farmacol6gicos tales como anestesia de
superficie en cérnea de conejo, infiltracién en
piel de cobayo y conduccién en nervio cidtico de
rana.

. En las condiciones experimentales empleadas,
la N-isobutil-deca-5-ino-8-eno-trans-amida re-
sult6 ser mds eficaz cuando se usé como anestési-
co de infiltracién que como anestésico de super-
ficie o de conduccién, y fue tan eficaz como el
clorhidrato de lidocaina para anestesia de infil-
tracién cuando se usaron concentraciones por-
centuales iguales.

. En el estudio histolégico del proceso de cicatri-
zacion en piel de conejo se demostr6é que la N-
isobutil-deca-5-ino-8-eno-trans-amida  facilita
significativamente el proceso de cicatrizacién,
respecto al tiempo para que ésta ocurra, como
en la mayor provisién de elementos para hacer-
lo, lo cual fue evidente por la disminucién del
tiempo necesario para la cicatrizacién y la rege-
neracion tisular y por un incremento de defensas
en la regién experimentalmente agredida, por-
que en una forma prematura se presentan los po-
limorfos nucleares nutréfilos, sin causar edema,
concomitantemente con la presencia temprana
de los fibroblastos, lo cual muestra un proceso
de cicatrizacién rdpida con respecto al grupo
control.

. Seguramente el efecto favorable presentado por

la cicatrizacién de heridas asépticas sea debido a
una disminucién de los fenémenos inflamatorios
(exudacién, migracion leucocitaria, congestién
y hemorragia).

. El estudio macroscépico de la accién cicatrizan-

te de la N-isobutil-deca-5-ino-8-eno-trans-ami-
da confirmé plenamente los resultados obteni-
dos en la observacién histolégica.

. Aunque la eficacia de la N-isobutil-5-ino-8-eno-

trans-amida como anestésico de superficie es
menor que como anestésico de infiltracién, po-
dria tener un uso mds importante como anestési-
co de superficie en ulceraciones de la mucosa
himeda, por cuanto quita el dolor, por una ac-
cién anestésicalocal, la cual al hacerse persisten-
te, se traduce en una accién analgésica, a la vez
que simultdneamente facilita el proceso de cica-
trizacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion
respecto al estudio farmacolégico, estin de
acuerdo con los observados en los estudios clini-
cos realizados por Calle M. y Prada J. en la Fa-
cultad de Odontologia de la Universidad Nacio-
nal, con el extracto completo de las flores de Spi-
lanthes americana (Mutis) Hieron.
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