11. MATERIALES Y METODOS

11.1 MATERIALES
Plantas:
1. Bursera aloexylon. Linaloe, se utilizo el tronco.
2. Ampbypteryngium adstringens. Cuachalalate, se utilizo la corteza.
3. Tilia mexicana. Tila, se utilizé la flor.
4. Verbascum thapsus. Gordolobo, se utilizé la flor.
5. Rosmarinus officinalis. Romero, se utilizo las tallos y hojas.

6. Salvia hispanica. Chia, se utilizaron las semillas.
7. Aloe vera. Sabila se ocuparon las hojas (savia).

8. Opuntia ficus-indica. Nopal, se utilizaron las pencas.

Animales:

1. Se utilizaron ratas winstar hembras de 120 a 150 gr de peso, provenientes del
Bioterio “Claude Bernard” de la B.U.A.P.

Nota: a los animales se les dio libre acceso al alimento y al agua.



11.2 METODOLOGIA

11.2.1 Obtencion de los Extractos.

1. Extractos hexanicos. 100g de la planta seca y molida se coloc6 en un matraz
erlenmeyer de 500 ml y se dejé macerar con suficiente cantidad de hexano para
cubrir completamente la planta. Después se filtrd (papel filtro No. 4) y en un
rotavapor se llevd a sequedad el extracto a 47°C y a presion reducida. Se peso el

extracto seco y se colocd en un vial bien cerrado, en el refrigerador.

2. Extractos etandlicos. 100g de la planta seca y molida se coloc6 en un matraz
erlenmeyer de 500 ml y se dejo macerar con suficiente cantidad de etanol para
cubrir completamente la planta. Después se filtrd (papel filtro No. 4) y en un
rotavapor se llevo a sequedad el extracto a 57°C. Se pesé el extracto seco y se

colocé en un vial bien cerrado, en el refrigerador.

3. Extractos cloroférmicos. 100g de la planta seca y molida se colocé en un matraz
erlenmeyer de 500 ml y se dejé macerar con suficiente cantidad de cloroformo para
cubrir completamente la planta. Después se filtrd (papel filtro No. 4) y en un
rotavapor se llevd a sequedad el extracto a 55°C. Se peso el extracto seco y se

colocé en un vial bien cerrado, en el refrigerador.



11.2.2 Prueba de edema plantar en rata inducido por carragenina.

El método de edema plantar inducido por carragenina consiste en la administracion
subcutanea de una solucion de carragenina (un mucopolisacarido sulfatado extraido del
alga marina Chondus crispus) a nivel de la aponeurosis plantar de rata, provocando una
reaccién de caracter inflamatorio mediada por la liberacion de diversos autocoides
(histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas) ademas diversos factores del
complemento que estan implicados en la amplificacion de la respuesta. El producto a

ensayar (natural o sintético) se puede administrar via intraperitoneal, oral, etc.

Una hora después de la administracion de la sustancia problema, la histamina y la
serotonina tienen un papel principal como mediadores. Aproximadamente de una hora y
media a dos y media horas después de la inyeccion de carragenina, intervienen las cininas
como mediadores. La ultima fase estd mediada por prostaglandinas (PGE1 y PGE2, PGF2).
La respuesta vascular maxima ocurre aproximadamente a las 4 horas de la administracion
de carragenina y coincide con la fase mediada por las prostaglandinas. La extravasacion de
proteinas ocurre durante toda la respuesta al agente edematdgeno. La migracion celular,
fundamentalmente leucocitos polimorfonucleares, comienza a las 2 horas de haberse

inyectado el agente.

Es muy importante la estandarizacion del ensayo: hora, temperatura, etc. Se prefiere
la carragenina ante otros irritantes porque el edema producido esta menos modificado por
factores ajenos a los propiamente caracteristicos de la inflamacién y, ademas, porque la
actividad anti-inflamatoria de este ensayo guarda una buena correlacién con la actividad

anti-inflamatoria en clinica (Giraldez, 2001).

Se utilizaron lotes de 6 ratas winstar (hembras) por cada extracto. Los extractos
etanolico, cloroférmico y hexanico en una dosis de 15 mg, se disolvieron en etanol,
cloroformo y hexano, respectivamente, ademas de la adicion de Tween 80 y agua
(0.5:0.5:9). EI farmaco de referencia indometacina (10 mg/Kg.) se disolvio en etanol,
Tween 80 y agua (0.5:0.5:9) y se administraron por via oral 60 minutos antes de la

inyeccion de carragenina.

El edema se indujo inyectando 0.1 ml de carragenina al 1 % en solucion fisiologica
en la almohadilla plantar de la pata trasera derecha. La inflamacion se cuantificé midiendo



el volumen de las patas utilizando un pletismémetro (LE 7500) a las 0, 1, 2, 3, 4 y 5 horas
después de la inyeccién de carragenina. La diferencia de volumen entre la pata derecha
inflamada y la misma pata derecha normal antes de la inyeccién de carragenina es

indicativa del grado de inflamacion (Giraldez, 2001).

Los resultados se determinaron como porcentaje de inflamacion utilizando la

siguiente formula:

Vt-Vo
% Inflamacion = ——— (100)
Vo

Donde:
Vt= volumen de la pata inflamada a un tiempo x.

Vo= volumen normal (antes de la aplicacion de la carragenina)

11.2.3 Analisis estadistico.

El analisis de varianza de una via (ANOVA) analiza la variacion de una respuesta y
asigna porciones (componentes) de esta variacion a cada una de las variables de un
conjunto de variables independientes. El razonamiento se basa en que las variables de
respuesta se modifican por la variacion de algun conjunto de variables independientes
desconocidas. Si se incluyen todas las variables que afecten a la respuesta en un
experimento, es posible observar una variacion aleatoria en la respuesta, aun cuando se
mantengan constantes todas las variables independientes consideradas. El objetivo del
analisis de varianza es identificar variables independientes importantes en un estudio y

determinar como interactdan y afectan la respuesta.

En el caso de las pruebas de Dunnett y Fisher comparan todas las variables entre
ellas y se interpretan con base en los intervalos de confianza (Mendenhall, 1986; Weimer,
2000).



