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RESUMEN

Herederas de una larga tradicddn prehispdnica las culturos indigenos de
México han preservado y difundido formaos y procedimientos eficaces para
resolver problemaos de saud de la poblacdn. Son varios 1os usos que con
frecuenda se le afribuyen ala gran diversidad de plantas existentes en México,
tal es el coso de Sedum praealtum Crassulacece conodda cominmente como
siempreviva, planta de ornato a la cudl se |la atribuyen efectos contra el dolor
de dientes, endos inflamnadas, amigdalitis, por lo cuadl se considerd de interés
estudiar el efecto ontiinflomatorio de la siempreviva a diferentes
concentradones en rafas alos cudles se les indujo lainflomadon.

La plonta se identificd y se obtuvo el liofilizado. Se utilizaron( ratos
Wistar hembras de 180 + 20 gde p. ¢ alos cudes se les indujo la inflomaddn
por el modelo del granuloma (inserddn subcutdnea del pellet de dlgoddn en la
ratd). Se formaron seis grupos, el testigo y dos testigos positivos uno tratado
con indometacna y ofro con didofenaco 5 mg/Kg de p. ¢ para ambos
grupos), tres lotes fratados con el liofilizado de Sedum praedtum a diferentes
concentradones (100, 200 y 300 mg/Kg de p. c respectivomente). El
fratomiento se redlizé durante siete dios, a término del cudl los ratos fueron
sacificados, se retiraron los granulomos y se pesaron para obtener por
diferenda el peso gonado (peso humedo y peso seco). Al inido y find del
frafomiento se fomaron muestras de sangre pora la cuenta de leucodtos
totales y la lectura de los diferendales (para determinar los diferentes tipos
celulares).

Andlisis histoldgico. Se fomaron muestras de tejido del drea en contacto
con el gronuloma y se depositaron en una soludén de formaldehido a 10 % ,
posteriormente fueron induidos en parafing, se hideron cortes de 6 micros, los
cuales fueron tenidos con la téonica de Hematoxilina — Eosina. Finadlmente
fueron observadas al microscopio optico.

Determinaddn de la DLsg. Se utilizaron 20 ratas Wistar de 200 + 10 g de
p. ¢ los cudes fueron distribuidos a czar en dnco grupos, 4 ratas por lote, a
estos grupos se les administrd el liofilizado de Sedum praedltum en
concentradones de 500, 1500, 2000 y 3000 mg/Kg de p. ¢, d término de los
siete dios se registro el nUmero de animales vivos.

Los resultados obtenidos nos muestran una disminuddn en la
inflamaddn, en el grupo tratodo con indometadng, voltaren y el liofilizado de
la siempreviva a las dosis de 100, 200 y 300 mg/kg de p. ¢ con respecto dl
grupo testigo, obteniendo una diferenda estadisticomente significativa
(p<0.05), estos resultados fueron opoyados por los resultados histoldgicos y
hematol6gicos.

No se observaron efectos toxicos ni se registraron muertes a las dosis
utilizados.

Los resultados obtenidos permiten sugerir que el liofilizado de Sedum
praedltum presenta efecto ontiinflamatorio.



|. INTRODUCCION
Medicina tradicondl

La medidna tradicdona mexicana es una importonte manifestadon
cultural, caracteristica de la vida del pais. Sus prdacticos y recursos,
profundamente arraigados en la sodedod, son un gporte mds a la
configuraddn pluricultural de México. Herederas de una larga tradiddn
prehispdnica, los culturos indigenaos de México hon preservado y difundido
formas y procedimientos eficaces para resolver importantes problemaos de
salud de la pobladdn. La diversidad ecolégica que determina la rica flora que
posee el pdis y la igudmente rica diversidad cultura que nos caracteriza, se
funden en un crisol de conodmientos y prdcticas populares que es necesario
valorar, rescatar y desarrollar denfificomente en  benefido de la saud
(Aguilar, 1994),

El uso de los plontas medidnales con fines curativos se remonta d
principio de la historia de la humanidaod. El hombre recurria a la naturaleza en
busca de su dimento y de su salud. Por medio de adiertos y errores aprendid a
conocer los plantos que lo curadbon; este conodmiento se trasmitid de
generadodn en generaddn y fue inaementdndose con la experienda. Sin 1os
recursos que ofredd la nafturdeza, el hombre no hubiera sobrevivido
(Herndndez y Gally, 1988).

En la octudidad la fitoterapia, se ha convertido en una denda. Lo que
antfano no era mdés que empirismo se explica hoy mediante la determinaddn de

los sustandas activos y lainvestigaddn de sus efectos (Pahlow, 1991).
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Graduamente el hombre, ol dominar a la naturaleza, ha roto muchos de
los lozos que lo unen a ella. Hoy, |a medidna utiliza farmacos sintéticos para
dliviar todos los enfermedades. Muchos de estos farmacos son benéficos, pero
fombién muchos por su mal uso o abuso, hon perdido la eficada y en
incontables cosos han provocado efectos secundarios NOGVOS.

Por fortuna en los Ultimos anos ha resurgido el interés por el regreso ala
naturaleza y por la tanto es necesario construir una nueva reladdn con nuestro
ambiente, llevando una vida menos artifidd y recurriendo alos plontas no sdlo
para induirlas en nuestra adlimentaddn sino fombién para diviar nuestros
enfermedades (Herndndez y Gally, 1988).

Las plaontas medicnales son eficaces, y sobre este punto no existen
dudaos. Pero su grado de eficada depende del uso correcto que se haga de ellas
(Pahlow, 1991).

De los plantos, los hojas constituyen uno de los drgonos mads
inferesantes, ya que en ellas se rediza la mayor parte de los procesos
metabdlicos de la misma. A fravés de la fotosintesis, la plonta elabora dos
dases de compuestos nitrogenados: los proteinas o prindpios inmediatos y los
adcaoides o prindpios activos, de acddn fisioldgica espedficay energética. Los
principios activos son sustancias cuya prindpal actividad es la de servir como
farmaco o como medicomento que dlivie la enfermedad o restablezca la salud
perdida, es dedr tiende a disminuir o neutfralizar el desequilibrio orgdnico que
es la enfermedod. Todas las partes del vegeta contienen principios activos

(semillcs, frutos y hojas etc.). Los prindpios activos son entonces 10s que dan

11



los propiedades terapéuticos a las plantas, en bose a ellos se dosificon y
selecdonan.

La actividad teropéutica de las plantas se evalla utilizando la parte de la
plonta a la que se le ha asignado el efecto farmacoldgico, usdndola de manera
similar a como la utiliza la poblacddén, codmiento, infusidn, etc., (Rzedowski y
Rzedowski, 1979)

Los plontos con actividad antiinflomatoria generadmente son evaluodos
extrayendo las sustoncos presentes en el material vegetd, fratondo de
eliminar el mayor contenido de agua posible, ventogja que permite dosificar y
observar el posible efecto terapéutico.

Actudmente existen en el pds una gron diversidad de plantas con

acddn farmacoldgica probada.
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Plantas medicindles con octividad antiinflomatoria

En la literatura dentifica internacdonal, son numerosas los espedes
vegetadles que son reconocidos por su actividad antiinflamatoria nativa, entre
los que podemos dtar: Euphorbia prostata (golondrina rostrera, botondto y
leche de sapo), cuyo extracto metaondlico mostrd inhibiddn significativa del
edema inducido con carragening, (Singla y Pathok, 1989). El extracto acuoso
de Euphorbia hirta (hierba de la golondrind), produjo actividod analgésica y
antipirética, ademds de un potente efecto antiinflomatorio en los procesos
ogudos (Lanhers y o©ol., 1991). La evduoddn de los propiedades
antiinflamatorias de los raices de Uncaria tomentosa (una de gato), mostrd una
inhibicddn del edema induddo por carragenina en larata (Aquino y col., 1991).

Del extracto metandlico de los partes aéreas de Celastrus orbiculatus
(diona), se aisloé epiafzelequina, compuesto que inhibe a la ddooxigenasa COX-
1 (Miny cal., 1999).

Agave intermixtay Cssus sicyoides (moloqui y temecatl), dos espedes,
fropicales usadas en la medidna tradicdona de la Republica Dominicana,
fueron evaluados y los extractos acuosos de ambas espedies, administrodos
por via ordl, inhibieron en un 50% el edema induddo con carragenina (Garday
col., 2000).

En México taombién hon sido evauados plontas con  actividod
antiinflamatoria por ejemplo:  Achillea millefolium (reind), cuyo extracto
metaondlico administrado a la dosis de 400 mg/kg intraperitonedmente, inhibid
en un 65% el edema produddo por carragenina. La actividod fue atribuida a un

conjunto de lactonas sesquiterpénicos, flavonoides y d sistosterol. Ofros
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metabolitos secundarios cislados de Heterotheca inuloides (acohua, acohudl y
acohudlli), (cariotano- 9.,9-diol y la quercetind). Inhibieron en forma dosis
dependiente, la inflomaddn del edema inducddo con daddo tetrahidro  forbol
(TPA) en la orgja de ratdon (Delgado y col., 2001). Sin embargo, existen
muchos espedes que empiricomente se utilizan como antiinflomatorios pero
que no han sido evaluadas dentificomente, tal es el coso de Sedum praedtum
(siempreviva).

El uso de la siempreviva es muy antiguo en la Medicna Tradiciond
Mexicona. Sahogun (1954) en su libro de Historia General de los Cosos de la
Nueva Espana la dta contra el dolor de ojos y cataratos, este ultimo efecto
tombién ha sido descrito por Estrada (1985); Linares (1988) describe su uso
tradicional contra la fiebre, para blanguear los dientes, para adaoror 1os 0jos y
como dentifrico, Ramos y col., (1998) dtan su uso como anticonceptivo en el
Estado de Morelos. Herndndez (2000), encontré que el extracto fresco de
Sedum praedtum indujo un peqgqueno efecto antiinflamatorio en la rata. Silvay
col, (2003), demostraron la actividad espermicida de la siempreviva. Por |os
posibles efectos sendados se deddid evaluar el efecto antiinflomatorio de la

siempreviva,
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Descripcddn de Seadum praedltum DC.

Son varios los usos que con frecuenda se le atribuyen a la gron
diversidod de plontos existentes en México, ta es el coso de Sedum
praedtum; Crassulacece, conodda comunmente como siempreviva. Distribuida

desde el Centro de México hosta Guatemala, figura 1.

Figura 1. Distribudén geogrdficade S. praealtum

Sedum praedtum es una plonta arbustiva, erecta o colgante de 0.6 m a
5 m de longitud, tdllo liso ramificado dicotébmicomente, de color café daro
grisdceo, hojos sésiles, pero con frecuenda con la bose angosta, dternas
dispuestas en espirdl, enteras, oplanados, ovadladas a espatulados, de T a6 om
de largo por drededor de 1 cm de ancho, dpice redondeado, a veces

mucronado, de color verde lustroso con manchos verdes sobre tfodo en el
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borde; inflorescendas en dpice de ramas oxilares, dmoso —paniculodas, de 5 a
15 on de largo por 10 cn o menos de ancho; flores sésiles o cortamente
pedicelados, generaimente pentdmeraos, cdliz de 5 Idbulos ovalados de 1.5 a 3
mm de largo, pétalos de color amarillo, lancelados mucronados, de 2 a9 mm
delargo, de 2 a 3.5 mm de ancho; necfarios cortos y anchos; 10 estambres,
ovario de 5 carpelos amarillos, erectos divergentes, estilo manifiesto, estigma
pequeno, globoso;  foliculos cafés, oampliamente divergentes, con
engrosamiento manifiesto en la parte ventrd; semillos numerosas, elipticos,
cafés de cosi T mm de largo, finamente verrucosas fotografia 1, (Rzedowski y

Rzedowski, 1979).

Fotografia 1. Sedum praedtum

16



I nflamnacidn

La inflomaddn es una respuesta fisiopatoldgica fundamental cuyo
objetivo es la eliminoddn de cuadlquier estimulo nodvo introducido en el
huésped. Estos estimulos nocivos induyen agentes radiontes, quimicos, fisicos,
infecciosos e inmunes (Insel, 1996).

El proceso inflamatorio tiene tres fases: Inidaddn, consolidaddn vy
resoluddn. La primera se origina por la acddn de célulos como los
polimorfonudeares, los neutréfilos y los basdfilos y de los factores producidos
por ellos. Lasegunda fase ocurre gradas a la participadon de los macr 6fagos y
de los linfodtos, y la tercera o de resoludon se debe a la interacddn entre
macr 6fagos, eosindfilos y fibroblastos (Rojas, 1985).

La inflomaddn se divide en aguda y crdnica, términos Utiles, siempre

que se tengan en cuenta dertas caracteristicas de su significadon.

Inflomnacién aguda

La inflomocddn oguda tiene una duroddn relativamente corta, desde
unos minutos a varios horas o uno o dos dics, y sus prindpales caracteristicas
son la exudaddn de liquidos y proteinos plasmdticas (edema) y la emigraddn
leucoditaria, predominantemente de neutrdéfilos, independientemente del
agente lesivo (Robbins, 1990).

Los signos dinicos de la inflomaddn aguda son el rubor, calor, fumor vy
dolor, inmortdizado por Celso. Un quinto signo dinico es la pérdida de la
fundodn. Estos signos de larespuesta inflomatoria son induddos por 1) cambios

del flujo y cdlibre vascular (denominados también combios hemodindmicos), 2)
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cambios de la permeabilidad vascular y 3) exudadon leucoditaria. Estos tres
reacciones pueden presentarse simiulfdneamente y algunos comparten
mMmecanismos mediadores.

Rubor. Es la manifestacddn inical del proceso y se debe a la
vosodilataddén, que aumenta el flujo sanguineo a la zona aofectada. Ese
meconismo tiene por objeto asegurar un adecuodo suministro al sitio de
agresion de factores plasmdticos como anticuerpos, complementos de célulos
como polimorfonudeares, maocréfagos y linfodtos. El incremento del flujo
sanguineo en la zona afectada troe como consecuendia el aumento locd de la
temperatura o calor.

Tumor. Ocurre como consecuendda de la exudoddn de liquidos y la
migradon de células de los tejidos capilares. Los cambios ultraestructurales
consistentes en aumento del espado entre célulos endoteliales adyacentes
permiten esta exudadon. Estos caombios tienen lugar espedamente a nivel de
los vénulas y son produddos por varios de los mediadores de la inflamaddn. El
exudado plasmdtico sigue el proceso de infiltraddn celular, que en las primeraos
horas estd dado por polimorfonudeares, neutrdfilos y luego por macr&fagos y
linfoditos.

Finadlmente el dolor se debe ala activaddn del sistema de las quinincs y

de los prostaglandinas (Rojos, 1985).

Partidpadon celular: Exudadon leucodtariay fagoditosis

El acdmulo de leucodtos principadmente neutrdfilos y monocitos es el

rasgo mdés importaonte de la reacddn inflomatoria. Los leucodtos englobon y
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degradan bacterios, inmunocomplejos y restos celulares necrdticos y sus
enzimas lisosdmicas contribuyen de ofras formas en la respuesta defensiva.
Sin embargo, los leucodtos pueden a su vez prolongar la inflomoddn vy
aumentar el dano tisular por la liberaddn de enzimas, mediadores quimicos y
radicales toxicos (tabla 1).

La secuenda de estos acontecdmientos leucodtarios puede ser dividida
en: 1) marginaddn, 2) adherenda, 3) migraddn segdn el estimulo
quimiotdactico, 4) fagoditosis y degraonuladdn intracelular y 5) liberaddn de

productos leucodtarios.

Inflomaddn crdnica

Es menos uniforme, de mayor duraddn la inflamaddn adnica se asoda
histoldgicomente a la presenda de linfodtos, macaéfagos y tejido conjuntivo.
Sin embargo, existen muchos factores que pueden modificar el curso y el
aspecto histoldgico de la inflamaddn o dénica.

Muchas de los respuestas celulares de la inflomadén estdn mediados por
factores quimicos derivados de la acddn del estimulo inflamatorio sobre el
plasma o los célulos. La evoluddn de la respuesta inflomatoria se ve influida
por una serie de mediadores quimicos, actuando conjunta o secuencdamente.

El terreno de la respuesta inflamatoria es el tejido conjuntivo
vascularizado, induyendo el plasma, los células drcoulontes, los vasos
sanguineos y los componentes celulares y extracelulares del tejido conjuntivo.

Los célulos draulantes que tienen importanda en la inflamaoddn son los

neutrofilos, monoditos, eosindfilos, linfodtos, basodfilos y plaquetas. Las células
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del tejido conjuntivo son los células cebadas que estdn en intima reladdn con
los vasos sanguineos, los fibroblastos del tejido conjuntivo y los ocasionales
linfodtos y maadéfagos del mismo. Los componentes extracelulares del tejido
conjuntivo son la membrana basadl y los distintos tipos de colageno, elastina y
proteoglicanos. La fibronectina y la laminina son glucoproteinas que existen en
las membranas basales, junto a dlgunos tipos de coldgeno (1V y V) (Robbins,

1990).

Tabla 1. Mediadores quimicos y mecdnicos de la inflomaddn

QUi MI COs ME CANI COS
e Productos bacterionos (endotoxinos) Estimuladdn de los moléculos de
e Fragmentos del complemento (C50) adherenda leucodtaria (C5a, LTB4).
e Péptidos quimiotdcticos
e Leucotrieno B4 (LB4) Estimuladdn de los moléculos de
e Factor activador de las plaquetaos adherenda endoftelial (LI-T,
e Tronsferrina endotoxinos).
e (Citodnaos (IL-1 y TNF)

e  Ambos efectos (FNT)
(Roiit 1996)

Migradon y quimiotoxis

La migraddn alude d proceso medionte el cual los gldbulos blancos
moviles escopon de los vasos hada los tejidos perivasculares. Todos los
neutrdfilos, eosinofilos, baséfilos vy linfoditos, utilizan la misma via.

El tipo celular presente en la respuesta inflomatoria varia segun la edad
de la lesidon y el tipo de estimulo. En la mayoria de los casos en la inflamadon
oguda predominan los neutrdfilos en los primeras 6 a 24 horos, siendo
sustituidos por monodtos alos 24 y 48 horos. Esta secuenda puede explicarse

de la siguiente forma: 1) los neutréfilos, de vida corta, se desintegran vy
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desaparecen en 24-48 horos, en tanto que los monodtos sobreviven mucho
mds tiempo en los fejidos; 2) la migraddn de los monodtos se mantiene
mucho después de haber cesado la de los neutrdfilos, y 3) los factores
quimiotdacticos para los leucodtos y monodtos son activados en momentos
diferentes de lareacddn.

La quimiotaxis se define como la emigraddn unidirecdonad de los célulos
hada una atraocddn, mds simplemente, la locomoddn orientada segdn un
gradiente quimico. Los agentes quimotdcticos mds significativos para los
neutrofilos son: 1) productos bacterianos, 2) componentes del sistema del
complemento, particularmente Cbay 3) productos de la via de la lipooxigenasa

del metabolismo del dddo araquiddnico, espedamente el leucotrieno B.

Mediadores quimicos de la inflomaddn

Loas lesiones predpitan la respuesta inflomatoria y las sustondos quimicos
segregadas son quienes la median. Su existenda fue sospechada durante
mucho tiempo, debido a dos rczones:

1. Independientemente de la naturdleza de la ogresion, los combios
inflamatorios resultantes son bastante uniformes, cosi esterectipados.

2. Lainflamaddn puede produdrse en los tejidos sin conexiones nerviosos.
La lista de posibles mediadores cosi todos ellos descubiertos en estudios
in vitro. Los mediadores pueden generarse en el plasma, en las célulcs,
probablemente en los tejidos lesionados. Pueden dividirse en los
siguientes grupos: aminos vasoactivos:  histaminos y  serotoning;

protecsas plasmdticos: el sistema de dninas (bradicninay cdlicreina), el
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sistema de complemento (C3a, C5a0,C5B-C9), el sistema fibrinolitico de
la coaguladidn (fibrinopéptidos productos de degradaddn de la fibrina),
los metabolitos del dddo araquiddnico (AA): via ddooxigenasa
(endoperdxidos, prostaglaondinas y tfromboxaonos), via lipooxigenaosa
leucotrienos: (HPETE,HETE), constituyentes lisosdmicos (proteasos),
radicales libres derivados del oxigeno, foctores aoctivadores de los

plaquetcs, dtodninas, factores de aedmiento (tabla 2)(Robbins, 1990).
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Fdrmacos antiinflomatorios

Se ha sendodo anteriormente Ia importanda del proceso inflamatorio
como un mecanismo de defensa del orgonismo ante la existenda de dlguna
lesion o infecddn. Sin embargo, tombién es derto que bgo dgunacs
draunstandos, la misma respuesta inflamatoria puede prologarse de manera
excesiva hosta convertirse en un proceso dfamente nocivo y/o permanecer en
un estado adnico degenerativo, como sucede con dgunas enfermedades del
tipo de la artritis reumatoide y de la tuberculosis. En estos cosos, es necesario
recurrir a tratamientos, de mayor efectividad. Lo cudl se logra a través del uso
de fdrmacos antiinflomatorios no esteroideocs o esteroideos segun sea el

requerimiento

Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)
Los sdlidlatos y ofros farmacos similares utilizodos pora fratar los
enfermedades reumdticas, comparten |la propiedad de suprimir los signos vy

sinfomas de la inflamaodén.
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Tabla 2. Prindpales mediadores quimicos de la inflamaddn que controlon el
aporte sanguineo y la permeacbilidad vascular o que modulan el movimiento de
las células

Mediador Origen Accién Biolégica

Histamina Celulor Aumento de la permeabilidad vaescaulor,
contraocddn del muscaulo liso, quimiodnesis.

5-Hidroxitriptomina Celular Aumento de la permedbilidad voscular, controocdén

(5-HT) (serofonind) del musculo liso.

Factor activador de Ios plaquetas Celular Liberaddn de mediadores plaguetarios aumento de

(PAF) la permedbilidad vascular, contracddn del musculo
liso, activadén de los neutr &filos.

Factor quimiotdactico neutrofilico Celular Quimiotaxis de los neutr&filos

(NCF)

IL-8 Celulor Localizaddn de los monoditos

C3a Degronuladdn de los mostodtos, controoddn del
musculo liso.

C5a Plosmdtico Degronuladdn de los mostodtos, quimiotoxis de
neutrdéfilos y moaéfogos, activaddn de neutr &filos
de la permeabilidad capilor.

Bradicnina Plasmdtico Vosodilatadén, oontracddn  del musculo  liso,
aumento de la permeaobilidad vascular, dolor

Fibrinopéptidos Plasmatico Aumento de la permeacbilidad voscular, quimiotoxis
de neutrdfilos y macr éfagos
La vosodilatoddn  potenda el aumento de la

Prostaglandina E » (PGE 2) Celular permeabilidad vascular produddo por la histamina
y la bradidnina

Leucotrieno B 4 (LTB4) Celulor Quimiotaxis de los neutrdfilos en sinergia con
PGE , paraaumentar la permeabilidad vos cular

Leucotrieno D 4 (LTD &) Celulor Contracddn del musculo liso, aumento de la
permeabilidad vos cular

(Roitt, 1996)
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Estos farmacos también poseen efectos antipiréticos y analgésicos pero
son sus propiedades antiinflamatorics 1aos que los vuelven Utiles para el control
de trostornos en las cudes el dolor se reladona con la intensidad de los

procesos inflamatorios (Payan, 1996).

Quimica y farmacodnética

Los AINE se agrupan en varias dases quimicos. Esta diversidad quimica
genera un intervalo amplio de caracteristicos farmacoldgicas. Aunque existen
muchas diferendos en la dindmica de los AINE, en generd poseen dgunaos
propiedades en comun. Todos, menos uno de los AINE son &didos orgdnicos
débiles tal como se administran, la excepddn es un profdrmaoaco cetona que se
metaboliza en farmaco dddo activo, la nabumetona.

La mayor parte de estos farmacos se absorben bien y no hay cambios en
su biodisponibilidad por los dimentos. Muchos de los AINE son adtfomente
metabolizados adlgunos medionte las fases | y I, y otros por glucuronidadon
directa (fose I1). La biotransformaddn de muchos AINE proviene en parte, por
via de las familios CYP3A o CYP2C de las isoenzimas P450 en el higodo.

Mientras que la exceddn rend es la via mds importante para la
eliminaddn final cosi todos son sometidos a varios grados de eliminaddn bilior
y redbsorcidn. De hecho, el grado de irritaddn gostrointestinal boa se
correlacona con la contidad de dirculaddn enterohepdtica. Muchos de los AINE
se unen alos proteinos (> 98% ) comunmente a la dlbdmina.

Todos los AINE pueden encontfrarse en los liquidos sinovidles después de
dosis repetidas. Los fdarmacos con vidas medios cortas permaonecen en |os

articuladones mds de lo que podria prededrse a partir de su vida media,
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mientras que los farmacos con vidas medios prolongadas, desaparecen de |os
liquidos sinoviales en proporddn asus vidas medics.

Las ciclooxigenasas COX forman una familia de isoenzimaos, de las que
recentemente, se han identificodo dos isoenzimas, COX-1 y COX-2 o PGHS -1
y PGHS -2, ambaos copaces de catdlizar PGH2 a partir de dddo aroquiddnico
(AArg@). Juegaon un popel cudd en la degradaddn del adddo aroquiddénico a
infermediarios muy inestables (de vida media breve, no mayor a 15
segundos), denominados endoperdxidos, PGG2 y PGH2, que son cosi
inmediatomente transformados en los productos finales responsables de los
efectos bioldgicos de los PGs. Estas isoenzimaos son codificadas por genes
separados locdlizados en distintos cromosomas, que son regulodos en forma
diferente en los célulos. Sin embargo, presenton dertas caracteristicos
comunes. Su estructura es similar, siendo las secuendios idénticas en mdas del
60% y oconservando los regiones importantes para la funddn enzimdtica. La
prindpal diferenda entre los 2 isoenzimas estd en la reguladdn de su actividod
enzimdtica. Se puede considerar a la COX-1 como una enzima constitutiva,
presente en la mayoria de los tejidos y que estaria involucada en el
mantenimiento de los fundones fisioldgicos, tdles como la reguladdn del
metabolismo rend del H,O y sodio, la seaeddn de daddo gdstrico y la
hemostasis. Mientras que la COX-2, estd presente sdlo en adgunos tejidos
como el cerebro y la préstata. Cada isoenzima juega un rol diferente y la
inhibicdn de coda una de ellos tiene consecuendas que no son idénticos: la
inhibiddn de COX-1 produdird una disminuddn de PGs que participan en la

homeostasis, la de la COX-2 no debia provocar sino una disminuddn de las PGs
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produddos en situadones de inflomadodn. Es asi como ha surgido la hipdtesis
que la foxiddad osocdiada a AINE se debe a la inhibiddn de la forma
constitutiva de COX en los tegjidos normaes, mientras los beneficdos
terapéuticos derivan de la inhibiddén de la enzima indudble, COX-2, en el sitio

de inflamaoddn.

Espedalidad farmacéutica

Entre los inhibidores mds potentes de COX-1 que de COX-2 podemos
dtar ala Aspirina. indometacina y piroxicam. En cambio, la nabumetona
o nimesulida tendrion efectos mdés potentes sobre la COX-2. El diclofenaco y
el ibuprofeno tendrion efectos equivdentes sobre Ilos dos enzimaos
(Insel, 1996).
Farmaocodinamia

La actividad antiinflomatoria de los AINE es mediada por la inhibicddn de
la biosintesis de los prostaglondinas. Varios AINE fienen un posible mecanismo
de acddn adidonal, induyendo la inhibiddn de la quimiotaxis, la regulaoddn ala
baga de la producddn inferleucna-1, disminuddn de radicaes libres vy
superdxido, e interferenda con los eventos intercelulares mediodos por caldo.
La ospirina acetila de manera irreversible y bloquea a la ddooxigenasa
plaguetaria, pero los demds AINE son inhibidores reversibles. La selectividod
para COX-1 contra la COX-2 es varidble e incompleta para los miembros mads
anfiguos pero estdn disponibles inhibidores de la COX-2 alfamente selectivos
(celecoxib y rofecoxib). En pruebos utilizando sangre total humaona se encontrd

que la ospiring, indometadna, piroxicom y sulindac fueron considerados mas
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eficaoces para la inhibiddn de COX-1, el ibuprofeno y el medofenamato
inhibieron a los dos isoenzimas de manera oproximadamente igudl. Es limitada
la inhibiddn de la sintesis de lipooxigenaosa que efectdan los AINE mads
redentes, lo que constituye un efecto deseable en un ontiinflamatorio pero
puede ser mayor gque con la aspirina. De los AINE disponibles se ha
comunicado que la indometadna y el didofenaco reducen la sintesis tanto de
prostaglandinas como de leucotrienos. La importancia dinica de la selectividod
de COX-2 se investiga en la actudlidad. La eficada probablemente no sea
afectada, pero la seguridad gostrointestinal puede mejorarse.

Durante la teropéutica con estos farmacos, la inflamaddn se reduce por
la disminuddn en la liberaddn de los mediadores de los granuloditos, baos &filos
y célulos plasmdticas. Los AINE disminuyen la sensibilidad de los vasos a la
bradicinina e histamina, aofectan la producddn de linfodna a partir de los
linfodtos T y revierten la vasodilataddn. En grados variobles, todos los AlNE
redentes son andgésicos, antiinflomatorios y antipiréticos, todos (excepto el
farmaco selectivo COX-2), inhiben la agresion plaquetaria. También son
irritontes gdstricos, aunque como grupo tienden a originar menos irritadon
gdstrica que la ospirina. Se ha observado nefrotoxicddad credente en todos
estos fdarmaocos, para lo cud se ha informado un nUdmero elevaodo de
experiendaos y la hepatotoxiddad también puede suceder con cualquier AINE

(Payan, 1996).

28



|ndometadna

Este fdrmaco se puso ala venta en 1963, es un derivado del indaol, es
un potente inhibidor de la COX no selectivo y puede inhibir fosfoliposa Ay C,
redudr la migraddén de polimorfonudeares (PMN) y disminuir la proliferadén
de Célulos T y B. La indometacdna se dobsorbe bien después de su
administraddn oral, pero disminuye en edad avanzada. Su metabolismo se
efectUa en el higado y foma lugar en la extensa drcouloddn hepdtica. El
farmaco se excreta sin combios en bilis y orina. El probenedd prolonga su vida
mediade 2 a 11 horos d inhibir fanto la depuraddn rena como la biliar (Insel,
1996).

Su férmula es lasiguiente:

Indometacina

Aspectos histéricos del
pfggcubnmzento de las PGy los
r

Propiedades farmacoldgicos. La indometadna posee notdbles propiedades
antiinflamatorias, andgésicas y antipiréticas, que son semejantes a las de 1os
salidlatos.

Los efectos antiinflamatorios de la indometacina se manifiestan en

sujetos con artritis reumatoide y ofros tipos de estas enfermedades que
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induyen |la gota aguda. El fdrmaco en cuestion es mds potente que la aspiring,
pero laos dosis que toleran los sujetos con artritis reumatocide no producen
efectos que sean superiores a los de los sdliclatos. La indometadna posee
propiedades analgésicas diferentes de sus efectos antiinflamtorios, hay datos
de que actua en el dmbito de sistema nervioso central y del periférico y es
taombién antipirética.

Farmacodnética y metabolismo. Después de ingerida, la indometadna se
dosorbe en forma rdpida y cosi completa por vias gostrointestindes. La
concentraddon mdxima en plasma se alconza en término de dos horos en el
sujeto en ayuno, pero puede tardar un poco Mmas si el medicamento se ingiere
después de la ocomidos. No se hon vaorado en forma definitiva los
concentradones plosmdtficas necesarios para lograr efecto antiinflomatorio,
pero quizd sean menores de 1 ug/mL. Los concentradones en equilibrio
dindmico en plasma después de administradon durante largo tiempo son de
0.5 yg/mL, en promedio. La indometacina se une d 90% de los proteincs
plasmdticos y también 1o hace en forma extensa alos fejidos. Su concentradon
en LCR es pequena, en liquido sinovid es igud a la del plasma, en el término
de dnco horas después de la administraddn.

La indometadna es convertida a metabolitos inactivos, induidos aquellos
que se formaon por O-desmetiloddn (en promedio, 50% ), conjugaddn con
dddo gluaurénico (en promedio, 10%) y N-deadladdn. Algunos de los
metabolitos mendonados son detectables en plasma y los metabolitos libres y
conjugados se eliminon por orina, bilis y heces. Hay redrculoddn

enterohepdtica de los conjugados y quizd de la propia indometadna. Se sabe
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que del 10 a 20% del fdrmaco se exaeta sin modificaciones en orina y €llo se
debe en parte a la seaedodn tubular. La vida media en ploasma es variable,
quizd por la redrculaddn enterohepdtica, pero es de una tres horos (Insel,
1996).

Reacdones adversas. Con dtos dosis, d menos una tercera parte de padentes
presenta reacdones a la indometadna que requiere la suspension del farmaoco.
Los efectos gdstricos pueden induir dolor abdominal, diarrea, hemorragia
gdstrica y pancreatitis. De 15 a 25% de los enfermos experimenta cefdlea que
quizd se reladona con desvanedmientos, confusidon o depresion. En pocos
ocosiones se ha observado cosos de psicosis con dudnodones, ta vez
esperados por la semejaonza estructurd entre indometadna y serotonina. Laos
onormalidades hepdticas son infrecuentes. Se hon observado reaccones
hematolégicos graves, induyendo trombodtopenia y anemia apldsica, la
hiperpotasemia se reladona con la inhibiddén del efecto de los prostaglandinas
sobre los rinones. Se hainformado de varios interacdones con ofros farmacos,

(Payan, 1996)

Didofenaco (voltaren)

Es un antiinflomatorio que ha sido aprobado para diversos usos en
Estados Unidos, derivado simple del daddo fenilacético que semeja dl
flurbiprofeno y o medofenamato. Es un inhibidor potente de la ddooxigenasa
relativamente no selectivo, ademds disminuye la biodisponibilidod del dcdo

araquiddnico.
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Su férmula es la siguiente:

/CI | :COOH

O

N, -

Ci

Propiedades farmacoldgicas. El didofenaco posee actividades analgésicos,
ontipiréticos y antiinflamtorios. Su potenda es sustoncdamente mayor que la
indometadna, el noproxeno y otros farmacos.

Farmacocdinética y metabolismo. Después de ingerido el didofenaco se albsorbe
en forma rdpida y completa, en el plosma se doconzon concenfracdones
maximas en términos de dos a tres horas. La administracidn simultdnea con
los adlimentos forna lento el ritmo de dbsorcdn, pero no la magnitud de la
misma. Se odvierte un notable efecto de primer poso, de ta maonera que a
nivel sistémico se detecta sdlo el 50% del fdrmaoco, aproximadamente. El
producto se liga ampliomente a proteinas plasmdticos (99% ) y su vida media
en plasma es de una a dos horos. Se acumula en liguido sinovial después de su
ingestion, lo cuadl explica la duraddn del efecto feropéutico que es
considerablemente mds larga que su vida media plasmdtica. El didofenaco se
metaboliza en el higado por acddn de una iscenzima de la subfamilia CYP2C
del dtocaomo P450 para 4-hidroxididofenaco que es el metabolito prindpal vy
ofraos formaos hidroxilados; después de la glucuronidaddn y sulfataoddn, |os

metabolitos se exaretan en orina (65% ) y en bilis (35% ).
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Aplicaciones terapéuticas. El didofenaco sddico (Voltaren) es utilizodo en
Estados Unidos para el tratamiento sintomdtico a lorgo plozo de artritis
reumatoide, osteoartritis y espondilitis anquilosonte. La dosis diaria corriente
contra dichas enfermedades es de 100 a 200 mg en varios fraccones. Puede
ser Util fombién por breves Iopsos en lesiones musculares agudas, hombro con
dolor agudo (tendinitis bicipial y bursitis subdeltoideq), dolor posoperatorio y
dismenorrea. En Europa, se distribuye (una tableta con cubierta entérica) que
combina 50 mg de didofenaco y misoprostol, andlogo de la prostaglandina. Los
datos inicidles sugieren que no se pierde la eficada del didofenaco y se reduce
su toxicddod con el empleo de la asodaddn mendonada. Ademds, se cuenta
con una soluddn oftdimica del farmaco para tratar la inflomaddn pos operatoria
después de extraocddn de cataratos.

Efectos adversos. Se presentan en aproximadamente el 20% de los padentes
e induye madlestar gostrointestinal, hemorrogia gostroinfestinal oculta vy
ulceraddn gdstrica, aunque puede haber Ulceras en menor frecuenda que con

otros AINE (Insel, 1996).

Para corroborar la actividad antiinflamatoria de un fdrmaco o extracto, es
preciso indudr experimentadmente el proceso inflamatorio, para lo cuadl se han
utilizado diferentes modelos biolégicos.

1) Inflomaddn oguda. La inflomacdidn es indudida en la oreja de los ratones

oplicondo tépicamente el dddo araquiddnico o aceite de adlgoddn en la
superficde de la oreja de los ratones, con la ayuda de unos pinzos de

disecddn y dos oojines, hasta que la oreja estd completamente mojada,
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2)

3)

4)

5)

los orejos son removidaos y pesadas en una balanza de torsidon Roller —
Smith y comparadas contra el peso de una orgja sin fratamiento
(Tonnelli y col. 1965, Kim y col. 1987, Dellay col. 1994 y Onwukceme
1995).

Inflamaddn indudda por carragenina. En las ratos la inflomaddn es
inducida en la pata trasera con inyeccones de carragenina d 1%
midiendo el volumen de la pata antes y después de la inyecddn de
carragenina (Winter y col., 1962; Vaenda y col., 1994; Sarwar y cal,
1995; Duwigjum y cal., 1993 y Cdrdenaos y col., 1993).

Inflomaddn granulomdtica. Es indudda insertando pellets de adgoddn
por debgjo de la axila en ratas, después del tfratamiento se remueve el
algoddn, se seca y se pesq, por diferenda se saca el peso ganado para
saber si hubo inflamaddn, comparondo la rata testigo, con los ratos
fratodos con adlgdn farmaco inhibidor de la inflamaddn (Pérez y oal.,
1995, Leey cal., 1998, Herndndez, 2000).

Inflomaddn cadnica. Es indudda provocando artritis por inyecddn
subplantar con Mycobacterium butyricum suspendida en aceite mineral
(Lee y col, 1998), y también se utiliza el adyuvante de Freud, el cud
contiene 10 mg/ml de Mycobaterium tuberculosis, aplicdndose de la
misma manera que la anterior, se mide el volumen de la pata antes y
después de lainyecddn (Kweifioy col., 1995, Duwigjum y col., 1993).
Método de la bolsa de dire. La inflomadodn es indudda subcutdneomente,
formando una bolsa de adire en el dorso. Un grupo de 20 ratos

inyectados con 20 mL de dire, en un &ea de fgjido del dorso
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subcutdneamente, las rafas son inyectados con 10 mL de dire en la
misma cavidad 2 dias después, 4 dias después se les aplica la inyecddn
inicdal de 20 mL y 2 mL de soluddn de carragenina d 1% en soluddn
salina d 0.9% . Los animadles son sacrificados y se colecta el pus por
aspiracion. Posteriormente se tronsfiere a unos tubos de ensayo con
hielo y una dlicuota es diluida y usoda para contar el nimero de

leucodtos con un contador Coulter (Godoy y col., 1998).
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Liofilizaddn

El agua se elimina generadmente utilizondo un dispositivo de destilacion
a vaodo y la téconica de liofilizaoddn ocon el propdsito de utilizar bagjos
tfemperaturas y evitar la descomposiddn de los sustaondos extraidas de la
planta

La liofilizaddn es una técnica espeda de volatilizaddn utilizoda para
eliminar el ogua mediante sublimaddn selectiva d vodo, de muestros
congelodas. Este proceso es importante en el secado de tejidos bioldgicos, ya
que la mineradizaddn posterior por ataque de dddos es notablemente mds
répida y sendlla. Los prindipales ventgjes de esta técnica son los siguientes, la
temperatura utilizoda no es nunca elevada, por lo que las pérdidas por
volatilizaddn son menores que por el procedimiento de vaporizaddn sin
ebulliddn. Por ejemplo, en muchas muestras bioldgicas sélo se observa una
pérdida  del 3% de  compuestos érgonomer clricos, que  son
extraordinaricmente voldtiles. Al evitar la exposiddn de la disoluddn a un
calentamiento prolongado se eviton pérdidos por adsorddn, la téonica permite
el fratomiento directo de fluidos y fegjidos bioldégicos, dejdndolos
completamente secos y optos para ser minerdizodos con ropidez. Los
inconvenientes mds importantes son: el proceso es Mmds lento que el de
voporizaddn a temperaturos elevadas, y sdlo puede utilizarse para disoludones

acuoscs (Varcdreel y Gomez, 1994).
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I, JUSTIFICACION

Estudios con plantas medidnales del género Sedum han demostrado que
adgunos poseen substoncdos quimicos que tienen diferentes actividades
farmacoldgicas. Debido a esto es de graon inferés investigar quimicamente y

farmacoldgicomente a Sedum praeadtum DC.

Actualmente la medicna utiliza farmaocos sintéticos para diviar todas los
enfermedades. Muchos de estos farmacos son benéficos, pero también muchos
por su ma uso o abuso, han perdido la eficada y en incontables casos han

provocado efectos secundarios NOGvos.

Por fortuna, en los Ultimos anos ha resurgido el interés por el regreso a la
naturadeza y por lo tonto es necesaria una nueva reladdn con el medio
ambiente, llevando una vida menos artifidal y recurriendo alas plantas no sdlo
para induirlas en nuestra dimentaddn, sino también poara tratar dertos

padedmientos.
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1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

= Evduar la actividad ontiinflomatoria de Sedum paraedtum DC. en rata

y determinar si larespuesta es dependiente de la dosis

OBJETIVOS PARTICULARES

= Indudr el proceso inflomatorio (modelo del granulomao)

- Evadluar el efecto antiinflomatorio del liofilizado de la siempreviva

(Sedum proedtum DC.) a diferentes dosis

— Evduar mediante téonicos histoldgicaos y hematoldgicos, el efecto

ontiinflomatorio

— Defterminar la DLsg
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V. MATERIAL Y METODOS

La planta se colectd en los jardines de la Escuela Nadonal de Ciendos
Bioldgicas del Instituto Politécnico Nadonal (ENCB- IPN) de la Cudod de
México, y fue identificada por la Bidloga Delfina Romos Zamora, en el

departamento de Botdnica de la misma I nstitucon.

Obtenddn del liofilizado

Se pesaron agproximodomente 2 kg de planta fresca, los hojas fueron
separados del tdlo, este dltimo se desechd en tanto que los hojas se
frituraron, esto se colocd en un redpiente con aproximadamente 4 litros de
agua, se degjoé hervir por espado de 5 minutos, posteriormente se filtro y el
filfrado se colocd en un matraz baldn, para evaporar el agua a bagja presion con
ayuda de una bomba de vado, el concentrado se sometid d proceso de
liofilizaddn, el rendimiento fue de 16.7 g (1.67% ), considerando el peso total

de la plonta fresca, induyendo hojos y tdllo.

Estudio farmacoldgico

Se pesaron 50 mg de dgoddn (ced-vac), se elaboraron pellets. Se
utilizaron 24 ratas Wistar hembras de 180 + 20 g de peso corpordl, las cuales
fueron pesados, marcados y distribuidas deatoriomente en seis grupos (4
ratas por lote). Se mantuvieron en el bioterio a temperatura constonte (22 a

24°C) y con una humedad relativa de 50 a 55% . Fueron adlimentados con Lab
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Diet 5001, Purina, y agua ad libitum. Los ratas fueron anestesiaodos con éter
etilico, se redizd una indsidn subcutdnea por debgjo de la oxila, de
aproximadamente 1 on de longitud, para introdudr el pellet de algoddn
(modelo del gronuloma). La herida fue cerrada con sutura de nylon (4-0 y 5-
0), redlizando 3 puntadas como mdximo. Este procedimiento se readlizdé con
coda uno de los animales de experimentaddn (Lee y col., 1998).

Posteriormente se administrd el siguiente tratamiento por via oral con
ayuda de una cdnula, duraonte siete dias: grupo |, testigo, (bicarbonato de
sodio d 5% ), dos testigos positivos uno fratodo con indometadna en soluddn
de NoHCOs o 5% Sigma Co. (St Lous, MO) (6 mg/kg de p. c) y ofro con
didofenaco en la misma soluddn (voltaren 5 mg/kg de p. ¢.), donado por los
laboratorios Ciba-Geigy de México, los lotes |V, V y VI, fueron tratfados con el
liofilizado de Seadum praealtum a diferentes concentraciones, (100, 200, 300
mg/kg de p. C. respectivamente).

Al findlizar el tfratomiento las ratas fueron sacrificadaos, los granulomas
se refiraron y se pesaron para obtener el peso gonado por el pellet (peso
humedo), una vez pesados se colocaron en la estufa a una temperatura de
60°C, hosta obtener un peso constante (peso seco) de esta manera conocer |a

diferencia de peso de los gronulomas entre los grupos tratados.

Andlisis hematoldgico
Al inido y d final del tratamiento se obtuvieron muestras de sangre de
la vena coudal, para determinar la cuenta de leucodtos totales (apéndice 1),

también se redlizé una cuenta diferendid de sangre periférica (opéndice 2).
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Estudio histoldgico
Se tomaron muestros del tejido del drea en contocto con el gronuloma,
se fijaoon en una soluddn de formadehido ad 10%, poara redlizor

posteriormente el ondlisis histolégico (apéndice 3).

Determinaddn de la dosis letd dncuenta (DLsg)

Se utilizaron 20 ratas hembra de la cepa Wistar de 200 + 10 g de peso
corpord, las cudes fueron marcodos y distribuidos deatoriomente en 5 lotes
con 4 onimales cada uno, el testigo (vehiculo, agua), y alos cuatros restantes
se les administrd el liofilizado de Sedum praedtum en concentradones de 500,
1500, 2000 y 3000 mg/kg de p. c. por via ordl; los animales se mantuvieron
en observaddn duraonte siete dios, d término de este periodo se registrd el

ndmero de animales vivos y muertos para calcular [a DLsg.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en todos 1os experimentos se sometieron a un
fratomiento estadistico, en el cud se obtuvo la media de cada uno de los
grupos y la desviaddn estdndar. Se utilizé el andlisis de varianza. La prueba de
Duncaon se utilizd para determinar si existe diferenda significativa entre grupos

con una p<0.05.
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V. RESULTADOS

Efecto antiinflomatorio de Sedum praedfum

Los pesos humedo, seco y find de los granulomas fueron menores en
los grupos tfrataodos con indometacing, didofenaco (voltaren), y el liofilizado de
Sedum praedtum a las dosis de 100, 200 y 300 mg/kg de p. c., respecto d
grupo testigo. Esta disminuddn fue dosis dependiente para el liofilizado (tabla
3).

Los resultados obftenidos para peso himedo del granuloma, en los
grupos fratados con indometacina y el liofilizado de siempreviva a la dosis de
300 mg/kg de p.c. mostraron una disminudodn estadisticomente significativa
con respecto d grupo testigo (p<0.05) (tabla 3, figura 2).

El peso seco del gronuloma disminuyd en todos los grupos
experimentales con respecto al grupo testigo. Se observd un comportamiento
similar en los grupos tratados con indometadna, didofenaco (voltaren) y el
liofilizaodo a 300 mg/kg de p.c. (p<0.05) (tabla 3, figura 3).

Los resultados obtfenidos para el peso findl del gronuloma fueron
similares alos del peso seco, ya que se observd el mismo comportamiento del
peso seco para los grupos tratados con indometacnag, didofenaco y el
liofilizodo de siempreviva a la dosis mds dta (300 mg/kg de p.c), esta
disminuddn fue estadisticamente significativa, (p< 0.05), con respecto dl
grupo testigo (tabla 3. figura 4). En todos los pesos la disminuddn que se

produjo fue dependiente de la dosis del liofilizado.
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Tabla 3. Efecto antiinflomatorio de Sedum praedtum en tejido de rata

Tratamiento

Peso hiumedo del
granuloma (mg)

Peso seco del
granuloma (mg)

Peso final del
granuloma (mg)

Control 0.524 + 0.03 0.112 + 0.006 62.5+ 6.0
12) (12) (12)
Indometadna 5 0.444 + 0.022* (10) 0.091 + 0.003* 41.5 + 3.0*
mg/kg ao ao
Didofenaco 5 mg/kg 0.478 + 0.018 0.094 + 0.002* 44.2 + 2.0*
(8) (8 (8
Liofilizado 100 0.537 + 0.018 (12) 0.102 + 0.004 556.1+ 4.0
mg/kg ao a2
Liofilizado 200 0.467 + 0.033 0.099 + 0.006 50.1+ 6.0
mg/kg (10 ao ao
Liofilizado 300 0.428 + 0.020* 0.091 + 0.003* 42.8 + 3.0*
mg/kg (® ®) ®)

- Serepresentalamedia £ error estédndar
- Los numeros dentro del paréntesis indican los animales utilizados

- *p<0.05

- Peso humedo: peso del gronuloma extraido del cuerpo de larata

- Peso seco: peso constante del granuloma obtenido a una temperatura de 802 C
- Peso find: peso seco- menos el peso del pellet de algoddn
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PESO HUMEDO

0.6
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I 5 mg/kg V 5mg/kg |-100 | - 200 | - 300
mg/kg mg/kg mg/kg

TRATAMIENTO

Figura 2. Efecto de Sedum praedltum sobre la inflomoddn indudida por el método del
granuloma. Se observd una disminudoén estadisticamente significativa en el peso himedo
del granuloma en los grupos fratados con indometadna, y el liofilizodo de S. praedltum a
la dosis mds alta, respecto al grupo testigo. *P<0.05
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PESO SECO
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Figura 3. Efecto antiinflamatorio de Sedum praedltum sobre el peso seco del gronuloma.
En los grupos tratados con indometadna, didofenaco y el liofilizado de siempreviva a la
dosis de 300 mg/kg, se observd una disminudoén en el peso del granuloma respecfo dl
grupo testigo. *P<0.05




PESO FINAL
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Figura 4. Efecto de Sedum praedtum sobre el peso final del gronuloma. El peso final del
gronuloma disminuye en los grupos fratodos con indometadna, y el liofilizodo de S.
praedltum a la dosis de 300 mg/kg respecto a grupo testigo. Para la dosis mds baja de
liofilizado, no se hubo diferenda estadisticomente significativa en el peso del granuloma.
p<0.05

Estudio histologico del efecto antiinflamatorio de Sedum praedtfum en tejido
subcutdneo de rata.

Los resultados obtenidos en el andlisis histoldgico son los siguientes:
Para el grupo testigo, se observa tfejido conjuntivo con una gran caontidad de
célulos caracteristicos del proceso inflomatorio (fotografia 2), como son:
célulos cebadas, neutrdfilos  polimorfonudeares, consideradas de las primeraos
célulos en llegar d drea donde se produce una lesidon, duraonte los primeros
minutos, también hay célulos plosmdticos (edema) y una graon contidad de

eritroditos debido ala hemorragia provocaoda por el dano tisular (fotografia 3).
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Fotografia 2. Corte de piel de rata en contacto con el granuloma (a), testigo negativo.
Reacddn inflamatoria. Se observa una gron contidod de células. Tinddn H-E. Aumento
10X.

¥

Fotografia 3. Corte de piel de rata, cerca del drea del granuloma. Se observa la reaccdn
inflamatoria, por la presenda de neutroéfilos (polimorfonudeares) (a), célulos plasmdticos
(b) y hemorragia (c).Tincdn H-E. Aumento 40X.
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En el grupo tratodo con indometacna (5 mg/kg ), se observan
fibroblastos, fibraos de coldgena, caracteristicos del proceso de reparadon
normal, las célulos cebados, plasmdticaos y los  eritrodtos disminuyeron
considerablemente, debido a la disminuddn del proceso hemorrdgico
(fotografias 4 y 5) respecto al grupo testigo (fotografia 2), el grupo tfratado con
didofenaco (voltaren) (fotografia 6), mostré tener menor efecto
ontiinflomatorio que la indometacdna (fotografia 4), se observan una gran
contidod de eritrodtos (hemorragia), vasos sanguineos congestionodos y

fibroblastos (fotografia 6y 7).

Fotografia 4. Corte de piel de rata. Tratoda con indometadna (5 mg/kg de p.c). Se
observa menor contidad de células caracteristicas del proceso inflomatorio. Presenda de
fibroblastos (a) y fibros de coldgena (b) caracteristicos del tejido conjuntivo. Sin
embargo, se observan célulos plasmdticas (€), células cebadas (d) y vasos songuineos
(e). Téonica H-E. Aumento 10X.
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. 8 ;
Fotografia 5. Corte de piel de rata tratoda con indometadna 5 mg/kg de p.c. a mayor
aumento. Se observan, célulaos plasmdticos (a) vy linfodtos (b), debido al proceso
inflomatorio. También se observan fibroblostos (¢) vy fibraos de coldgena (d), propics del
tejido conjuntivo. La reacddn inflomatoria se observa disminuida. Téonica H-E. Aumento
40X.

Fotografia 6. Corte de piel de rata tratado con didofenaco (voltaren), 5 mg/kg de p.c.
Se observa hemorragia cerca del d&rea del gronuloma (@), vosos sanguineos
congestionados (b), y fibroblostos (c). Téonica H-E. Aumento 10X.
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Fotografia 7. Corte cerca del drea del granuloma. Piel de rata. Testigo positivo. Tratado
con didofenaco (voltaren), 5§ mg/kg de p.c. Se observan células plasmdticas (a), células
cebados (b) y hemorragia (c). el proceso inflamatorio se observa disminuido en
comparacidn con el testigo negativo. Técnica H-E. Aumento 40X.

Para el grupo tratado con el liofilizado de Sedum praedtum a 100
mg/kg de p. ¢ se observon células cebados, hemorrogia, y dgunos
fibroblastos debido alalesidon sufrida en el tejido (fotografia8 y 9).

En el grupo tratado con el liofilizado de siempreviva a la dosis de 200
mg/kg de p. ¢., se observa que el nUmero de eritroditos disminuyd, ya no hay
presencda de hemorragia, sélo se observan algunos vasos sanguineos
congestionados, los fibras de ooldgena aumentaron considerablemente
(fotografia 10), respecto d grupo ftestigo (fotografia 2) y a grupo tratado con
la dosis mdés baja de liofilizado de siempreviva (100 mg/kg de p.c.) (fotografics
8 y 9). el nUmero de fibroblastos tfambién aumentd (fotografia 11) respecto d

grupo testigo.
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Fotografia 8. Corte de piel de rata, drea en contacto con el granuloma. Tratado con
el liofilizado de Sedum praeatum 100 mg/kg de p.c. Se observan célulos cebados
(a), hemorragia (b) y fibroblastos (¢). Técnica H-E. Aumento 10X.

Fotografia 9. Corte del érea en contacto con el granuloma. Piel de rata fratada con el
liofilizodo de Sedum praedltum a 100 mg/kg de p.c. Se observan células plasmdticas
(a), caracteristicos del proceso inflamatorio. También se observa coldgena (b) vy
fibroblastos (c), propios del tejido conjuntivo. Téonica H-E. Aumento 40X.
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Fotografia 10. Corte de piel de rata. Tratado con el liofilizado de la siempreviva 200
mg/kg de p.c. Presenda de vasos sanguineos (a), y fibraos de coldgena (b), El
proceso inflamatorio se observa disminuido. Técnica de H-E. Aumento 10X.

Fotografia 11. Corte de piel de rata. Tratado con el liofilizado de Sedum proedtum a
200 mg/kg de p.c. Se observan, fibroblostos (a), linfodtos (b), células cebodos (c)., la
contidod de células se observa disminuida respecto ol grupo testigo. Técnica H-E.
Aumento 40X.



En el grupo tratado con la dosis mds dta de liofilizado de siempreviva
(300 mg/kg de p. ¢.), se observa menor cantidod de neutroéfilos y monoditos,
el tgjido se observa menos congestionado por estas células, (fotografia 12),
con respecto ad grupo testigo (fotografia 2 y 3), sin embargo, hay una gran
cantidod de coldgena y fibroblostos caracteristicos del proceso de reparacidn
normal, a los lesiones, se pueden observar todavia adlgunas células cebados y

célulos plasmdticos (fotografia 12 y 13).

Fotografia 12. Corte del drea en contacto con el granuloma. Piel de rata. Tratada con
el liofilizado de siempreviva a 300 mg/kg de p.c. Presenda de fibras de coldgena (a),
el ndmero de célulos cebadas disminuyd (b). El proceso inflamatorio disminuyd
respecto d grupo festigo. TécnicaH-E. Aumento 10X.
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Fotografia 13. Corte de piel de rata. Tratada con el liofilizado de Sedum praedtum a
300 mg/kg de p.c. Se observa mayor cantidad de fibros de coldgena (a) vy fibroblostos
(b) coracteristicos del tejido conjuntivo. La reacddn inflamatoria se observa
disminuida. Técnica H-E. Aumento 40X.

Andlisis sanguineo

El nUmero de leucodtos en sangre, aumentd al findlizar el fratomiento,
para fodos 1os grupos excepto para los grupos tratados con indometacna y el
liofilizado a la dosis mds dta (fobla 4). En la cuenta totd de leucodtos
redizada a todos los ratas de los grupos respectivos d findl de los siete dics se
encontré un aumento en el nUmero de leucoditos respecto al grupo fratado con
el vehiculo (tabla 4). En los grupos tratados con indometacing, didofenaco y el
liofilizado a las dosis utilizados, |la cuenta total de leucodtos dio un valor muy
cercono d valor obtenido en el dia cero, antes de inidar el experimento (tabla

4). En los cuentos diferencidles en los extendidos de sangre de ratos se
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observd que el porcentgje de polimorfonudeares aumentd en el grupo testigo
d final del experimento, (tabla 5).

Tabla. 4. Cuenta de leucocitos totales en sangre de ratas tratadas con el
liofilizodo de Sedum praedtum inicio y final del tratomiento

Grupo Inicio Final
Testigo 18.483 + 5493 21,506 + 13882
Indometadna 5 mg/kg 19,000 + 3390 15,166 + 7990
Voltaren 5 mg/kg 17,850 + 3009 18, 357 + 6950
Liofilizado 100 mg/kg 20,360 + 5525 21,585+ 5580
Liofilizado 200 mg/kg 21,743 + 7590 22 ,356 + 12.33
Liofilizodo 300 mg/kg 21, 65 + 8070 17,110 + 2275

Al hacer la evaluadodn de la toxicddad aguda (DLsg) de Sedum praedtum,
a los dosis utilizados no se observaron efectos toxicos durante las primeraos
horas, a término de los siete dias no se registrd ninguna muerte (tabla 6).

Tabla 6. Evduaddn de la toxicidad aguda (DLsg) de Sedum praealtum DC.

. No. de organismos No. de organismos
Dosis (mg/kg) vivgos mue?tos
500 4 0
1500 4 0
2000 4 0
0
3000 4
Testigo 4 0
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Tabla 5. Cuentos diferenciales en sangre de ratas, fratodos con el liofilizado de
Sedum praceltum al inico y findl del experimento.

PROCESO INFLAMATORIO

G Inicio del experimento | Final del experimento
rupo . . .
sin tratamiento con tratamiento

Testigo
Neutr &filos 21.3+ 3.159 25. 0+ 7.548
Linfoditos 72. 3+ 4.068 70.0+£10.176
Monoditos 3.75+ 1.982 3.75+2.692
Eosinofilos 3.3 + 1.966 11.8 £18.130
Baondas 0 3.0
Juveniles 0 1.0

Indometacina b mg/kg de p.c
Neutr &filos 22. 6 + 4. 138 19.7 +11.028
Linfocitos 71.0+ 4.743 55.6 +10.323
Monoditos 3.5+ 1.511 3.2 £1.923
Eosinofilos 3.0+ 0.866 1.6 £0.577
Baondas 1.0 + 1.5 +0.547
Juveniles 0 1

Voltaren 5 mg/kg de p.c.
Neutr &filos 21. 5+ 0.070 21.5+10.6
Linfocitos 71. 6 £ 3.583 71.6 +12.3
Monoditos 4,25+ 2.375 4,25 +1
Eosinofilos 1.8+ 0.377 1.8 £0.54
Baondas 2.0 0
Juveniles 0 0

Liofilizado 100 mg/kg de p.c.
Neutr &filos 21.3+ 2.973 17.0+3.0
Linfoditos 72. 6 £4.033 79 £3
Monoditos 4. 1+2.401 2+ 1
Eosinofilos 3.5+4.978 2+
Bandas 1.0 1
Juveniles 1.0

Liofilizado 200 mg/kg de p.c.
Neutr &filos 20. 8 + 5.330 20.8 +12.386
Linfocitos 74,1 £4.,598 74.1 £13.801
Monoditos 3.0+£1.825 3+1.618
Eosinofilos 3.2+1.581 3.2 £27.565
Bandaos 2.0 2 +0.57
Juveniles 1.0 7.0

Liofilizado 300 mg/kg de p.c.
Neotr &filos 22. 0+ 4.396 31.1+ 15.510
Linfocitos 73.4+ 4117 63.6 + 15674
Monoditos 3.1+ 2.267 10+ 19.141
Eosinofilos 1.0+ 0.516 2.4 +£1.988
Bandas 0 1
Juveniles 0 1
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VI. DISCUSION

La busgqueda permanente de nuevos farmacos copaces de ofrecer una
mejor acdon tergpéutica y que simultdneaomente permitan  disminuir  os
efectos secundarios nodvos sin duda demaonda un esfuerzo de investigodon
constante (Pahlow, 1991).

En el coso particular de los farmacos antiinflomatorios, la mayoria de
éstos han sido sintetizados tomaondo como base |a estructura quimica de
algunos preexistentes. Esto ha generado una proliferacddn de antiinflamatorios
con escasas diferendos farmaocoldgicas que en muchos cosos da como
resulfado que también comparton los mismos efectos secundarios. En el
presente trabgjo se anadlizd el efecto antiinflomatorio de Sedum praealtum, en
tejido subcutdneo de rata. El liofilizaodo de la planta disminuyd el peso del
gronuloma, de manera similar ad de los fdrmacos no esteroidales (AINE)
utilizados como testigos positivos, 1o que nos permite sugerir una inhibicdn del
proceso inflamatorio, probablemente mediante la via de la ddooxigenasa
(Jackson y Morrow, 2001).

Reportes previos daromente han mostrado la inhibiddn del proceso
inflaomatorio por medio del método del granuloma (Tonelli y col. 1965, Kim vy
col. 1987, Dellay col. 1994 y Onwukoeme, 1995), lo cud concuerda con 10s
resultodos obtenidos en nuestro estudio.

Un hecho importante estd en los resultados obtenidos para los grupos
fratodos con indometacing, didofenaco y el liofilizado de |a siempreviva a la

dosis mdés dta (300 mg/kg de p. ¢), alo largo del periodo de observadon (7
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dics), se observd una inhibiddn del 66.4% del proceso inflamatorio para
indometadina (inhibidor de la COX-1) y para el liofilizado de la siempreviva de
68.4% , respecto d grupo testigo.

Sin embargo, para los dosis mds bgjoas del liofilizado (100 y 200 mg/kg
de p. c), también se presentd inhibiddn de la actividod inflamatoria, pero en
menor proporddn que para la dosis mds alta, lo cud permite sugerir que el
efecto antiinflamatorio es dosis dependiente (Olgjide y col., 2001).

Los resultados obtenidos respecto ad comportamiento de liofilizado de S.
praedtum, nos permite sendar los aspectos de su actividod, parecidos dl
efecto de la indometacina sobre el proceso inflomatorio induddo por el modelo
del gronuloma, motivo por el cuadl podemos sugerir que se trate de un
antiinflamatorio de tipo no esteroidal. En otro estudio redlizado con el extracto
acuoso de Emilia sonchifolia, (Mulo y Ohiri, 2000), se indujo un efecto
antiinflamatorio y al redlizar el estudio fitoquimico preliminar, se encontraron
flavonoides; estos metabolitos estdn presentes en la siempreviva, lo que
permite sugerir que éstos pudieron ser los responsables del efecto
antiinflomatorio, ya que a los flavonoides se les hon atribuido diversaos
actividodes biolégicas, entre los que podemos dtar la disminuddn del proceso
inflanatorio (Kuklinski, 2000).

La actividoad ontiinflomatoria de Sedum proedltum fue evaluoda
utilizando el modelo modificado del granuloma, que ha sido utilizado por otros
aufores, en la valoraddn de ofras espedes vegetales (Lee y col., 1998, Bani y
col., 2000, y Murugonandon y col., 2001, Meléndez y col., 2001, Meléndez vy

col., 2002), por ser un modelo que permite indudr un proceso inflomatorio
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subcrénico o adnico, que resulta prdactico sendillo y econdmico a diferenda de
ofros métodos utilizados para la evaluoddn de la actividad antiinflamatoria
(Godoy y col., 1998, Marchesan y col., 1998, y Badilla y col., 2003), que
inducen inflomaddn aoguda y d parecer son mds agresivos para el animal de
experimentadion.

En los cuentas diferendales, se observd que el porcentge de
polimorfonudeares aumentd en el grupo testigo al final del fratomiento. Los
grupos tratados con el liofilizado, indometacina y didofenaco presentaron un
porcentgie de neutrdfilos similar o obtenido al inido del experimento, (fabla
5). La presenda de polimorfonudeares neutréfilos y macréfagos en la zona de
inflamadoén  permite suponer que el proceso inflamatorio disminuyd sin
embargo hubo mucha dispersion en los vadores, probablemente sea un
comportamiento inherente de la espede en la cud se readlizdé la valoradon.

En el estudio histolégico redlizado en los cortes obtenidos de los ratas @
los cuadles se les indujo la inflamaddn se observd una disminuddn de los
célulos caracteristicos del proceso inflamatorio, probablemente debido a los
farmacos administrados (indometadna y didofenaco) y d liofilizodo de la
siempreviva,

La disminuddn del nUmero de leucoditos, ha sido observada en espedes
como Sideritis javalambresis (Godoy y col., 1998), ésta también produjo un
efecto antiinflamatorio, como el inducido con el liofilizodo de la siempreviva.

En nuestro estudio los resultados obftenidos nos permiten sugerir que el
liofilizado de la siempreviva inhibid el proceso inflamatorio a los dosis de 100,

200 y 300 mg/kg de p. c efecto apoyodo por los estudios histoldgicos y

59



hematolégicos. Por otro lado, en el liofilizaodo los metabolitos hidrosolubles se
encuentran mds concentrados que en el jugo fresco, 1o que permitid que los
dosis administradas indujeran el efecto antiinflomatorio.

En el estudio toxicolégico, a las dosis administradas no se observaron
efectos toxicos durante los primeros horos y a término de los siete dias, no se
registré ninguna muerte, lo que nos indica que la DLsy estd por endma de
3000 mg/kg y de acuerdo con los vaores que se encuentron en la literatura
sobre la toxicddod de diferentes sustandos, podemos considerar que el

liofilizado es prdcticomente no téxico o inocuo (Ecobichon, 1992).
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VIT. CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos podemos sugerir que el liofilizaodo de la
siempreviva (Sedum praedtum) presentd actividad antiinflomnatoria con
el modelo del granuloma, y que esa actividod fue dependiente de |la

dosis.

Lasiempreviva es prdcticomente no toxica.
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IX. APENDICE 1

Cuenta de leucocitos totales
Fundomento:

Para determinar |la contidad de leucodtos contenidos en un volumen
conoddo, basta colocar una pequena muestra de sangre en una superficde con
espesor y graduadodn definidos y por medio del microscopio hacer el recuento,

o bien utilizar un contodor electrdnico.

Material:
Cdmara de Neubauer
Pipeta de Thoma para gldbulos blancos
Tuberia de hule con boqguilla
Tubos de 120 x 13 mm con anticoagulonte
Micr os copio optico
Contador de tedos
Liquido de Turk

Agitador para pipetos de Thoma

Método

- Extrcoer la sangre de la cola de la rata y colocarla en un fubo con

anticoagulante, agitando suavemente para homogeneizar.
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- Llevar lasangre hosta la marca de 0.5 ¢ 1.0 segun la diluddn que se
desee y secar (se puede tomar directomente de la vena caudad
desde donde la sangre sube por copilaridad.

- Aforar con liquido de dilucidn hastallevar alamarca 101.

- Posar la pipeta al agitador y mezdar durante un minuto.

- Colocar la cdmara de Neubauer sobre una pequena superfice
horizontal y poner el cubreobjetos sobre los mesetos.

- Desechar los cuatro primeras gotas del contenido de pipeta.

- Cargar la cdmara con la quinta gota, depositdndola entre la meseta 'y
el portaobjetos para que difunda por copilaridod, evitando que se
formen burbujos.

- Degjar en reposo durante dos minutos, de preferencia en un ambiente
hdmedo.

- Contar los gldbulos blancos del cuadrado centradl; bosta con contar 1os
cuadros de las esgquinos y uno del centro. Considerar |os leucocitos
que se encuentraon sobre la linea limitonte de cada uno de los dngulos
externos del cuadro y eliminar los que se encuentren en los dngulos

opuestos.

Cdlculos e interpretadon:

Para hacer el recuento se ufilizan los cuatro cuadros de 1 mm, 2 de los
esquinas de la cuadricula, caoda uno de ellos estd dividido en 16 cuadritos.
Se llenala pipeta de Thoma con sangre hostalamarca 0.5, més el liquido de

diluddn hostalamarca 11, 1o que nos da una dilucidn de 1:20. El mismo
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procedimiento para obtener la dilucdn 1:10, pero lasangre se lleva hosta la
marca 1.0.
La copacidad de dmpula de la pipeta es de 10 veces el volumen contenido en el

tallo desde la punta hastalamarca 1.0. (Cardonay col., 2001).

(Numero de células) (dilucién) (10)  Leucocitos / mm

4
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X. APENDICE 2

Cuenta diferencial de leucocitos

Fundomento:

La morfologia de los leucocitos es diferente segin su funddn, osi

encontramos neutroéfilos, eosindfilos, basofilos, monoditos y linfodtos.

Material:

Portoobjetos.

Puente de coloraddn.

Colorante de Wrigth.

Buffer de fosfatos pH 6.4.

Micr os copio dptico.

Método

Extroer sangre venosa o capilar, en el primer caso homogeneizarla
bien por agitadon.

Colocar una pequena gota de sangre en un portaobjetos y hacer
extension delgada.

Secar dl direy colocar lalaminilla en el puente de coloracidn.

Cubrir el extendido con colorante de Wrigth, dejdndolo 5 minutos.
Agregar buffer y sin tirar el colorante de Wrigth, soplar sobre la
mezda para homogeneizar; dejar 7 minutos.

Eliminar la mezda agregaondo agua corriente, lavando por flotadidn.
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Dejar secar al adire colocdndolos en posicidn indinada.

Con un adlgoddn o adlcohaol limpiar la parte posterior del portoobjetos
para quitar el exceso de colorante,

Observar a microscopio con objetivo de inmersion.

Cdlculos e interpretadon: Se recorre el extendido y se van anotando
los diferentes leucocitos, agrupando coda tipo por separado hasta
completar un total de 100 células como minimo (Cardonay col.,

2001).
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XI. APENDICE 3

Cortes histoldgicos
Obtenddn de la muestra:
Debe obtenerse el materiad de un animal anestesiodo o inmediatomente

después de su muerte.

Fijodon:

Se redliza utilizando formaldehido o 10% en un tiempo de 24 a 72
horas, con la findlidad de conservar de la manera mds fidedigna posible el
estado y situaddn en la que se encontraba el tejido in vivo. La fijaddn ayuda
a obftener los estructuraos con las minimaos modificadones posibles, ademds
este proceso produce la inactivaddn de adlgunos enzimaos celulares, 1os cuales
de otro modo inidarion la autolisis, de la misma manera elimina bacterics y
microorganismos que podrian destruir el tgjido. Los muestraos de piel se
colocan en un frasco el cudl contiene en la parte inferior una coma de algoddn
para favorecer la fijaddn del tejido. Al frasco se le coloca una etiqueta con el

numero de lote y la fecha de extracddn.

Eliminaddn del exceso de fijador:

Una vez que se llevd a cabo la fijaddn se coloca la mitad del tejido en
una gosa con su etiqueta correspondiente y se deposita en voso de
predpitados con aguaq, posteriormente se cubrird con una gosa, la cud serd

sujetada con una liga para evitar la sdlida de los tejidos d momento de lavar.
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El exceso de fijador se eliminard medionte un lavado con agua corriente en

un lgpso de una hora.

Obtenddn de los cortes:

Los cortes deben ser delgados y uniformes para que permitan el paso de
la luz. Para obtener la consistenda necesaria de maonera que se pueda cortar
en secdones delgodos es necesario induir antes el tejido en un materia que, d
solidificarse, le confiera suficiente dureza. Las sustondaos para este fin, son
varios tipos de ceros insolubles en agua, por 1o general parafina o paracut. En

consecuenda antes de inidar laindusidon es necesario deshidratar el tejido.
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Deshidratadon:

El érgano que ha sido previomente lavado se coloca en concentradones

credentes de doohal etilico, con la finalidod de que el adcohol sustituya el agua

que contiene el tejido. Esto se logra siguiendo los concentradones que a

continuaddn se muestran con los tiempos preestablecdos.

Tabla 1. Concentraciones de adcohol etilico

Concentracion de Tiempo Concentracion de Tiempo
alcohol etilico alcohol etilico
50 | 1 hora 80 1 1 hora
50 11 1 hora 80 11 1 hora
60 | 1 hora 96 | 1 hora
60 11 1 hora 96 11 1 hora
701 1 hora 96 111 1 hora
7011 1 hora Absoluto | 1 hora
70 111 1 hora Absoluto |1 1 hora
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Tronsparentadon:

Es el coso en el cud el tgjido se impregna de un disolvente de la
parafina  (tolueno, xileno), esto con la findlidod de que una vez impregnado el
tgjido de dicho disolvente se fadlite la penefraddn del paracut y se lleve a
cobo la indusidn en dicho sdlido. Los tiempos requeridos en dicho disolvente se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Tiempos en paracut

Sustancia Tiempo
Alcohol absoluto- tolueno 15 minutos
Tolueno | 15- 25 minutos
Tolueno 1| 30 - 45 minutos
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Indusidon en paracut:

Una vez que el érgano ha sido embebido en el disolvente de la parafina
podemos redlizar la indusidn preliminar, la cual consiste en colocar el tejido en
parafina liquida. El tejido se sumerge en parafinos de puntos de fusion

aedentes considerando los siguientes tiempos.

Tabla 3 Parafinas con puntos de fusion credentes

P aracut Tiempo

Parocut 52-54°- Tolueno |15 minutos

Parocut | 52-54° 1 hora
Paracut Il 54-56° 1 hora
Paraocut |1l 56-58° 1 hora

Findmente se lleva a cabo la indusion definitiva con el parocut de
punto de fusion 56-58°, con la findidod de propordonarle solidez vy
consistencda ad érgano de maonera que permita obtener cortes de 6 micarcs,
medionte un micofomo Minot. Se redlizard un muestreo, es dedr se obftendrd

un corte de coda cnco.
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Tinddn de los cortes obtenidos:

Las estructuras confenidos en las preparacones histoldgicas poseen
poco contraste o carecen de éste, lo que da como resultado que no puedon
distinguirse por tener un indice de refracddn similar. La mayoria de los
colorantes histolégicos se utilizan en soluddn acuosa, por lo que los cortes
induidos en parafina deben ser desparafinados, medionte un fratamiento con
xileno y rehidratados por pases en concentraciones decredentes de alocohal, y
agua ontes de ser tenidos.

La técnica que se utiliza para tefir es la de hematoxilina - eosina. Esta
técnica muestra con nitidez al nudeo y el dtoplasma.

El coloronte primario en este caso es la hematoxilina, el cud es un
colorante bdsico por 1o cual tine aquellas estructuras con corga negativa y por
lo fanto el nddeo de laos célulos.

El colorante secundario o de contraste es la eosina, es un colorante

addo y tine aquellos estructuras que poseen cargaos positivas

Coloradon:
1. Desparafinar con xilol durante 5 minutos.
2. Carbol-xilol-creosota duronte 5 minutos.
3. Alcohol de 96° durante 5 minutos
4. Alcohol de 70° duronte 5 minutos.
5. Hidratar en agua corriente duranfe 5 minutos.
6. Tenir con Hematoxilina de Harris duronte 5 minutos.

7. Lavar por inmersion en agua de lallave.
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8. Diferendar con alcohol dddo (unos cuantos segundos).
9. Lavar perfectamente por inmersidon con agua destiloda.
10. Virar pH con aogua amoniacal.

11. Lavar perfectamente con agua destilada.

Observadon al microscopio optico

I nterpretadon:
Componentes nudeares ------- ozul violdceo
Estructuros ctoplasmdticos --------- Adquieren una tonalidad ros ada.

(Cardonay col., 2001).
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