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Resumen.

Boldoa purpuracens, Cav es una planta perteneciente a la familia
Nyctaginaceae que crece en lugares humedos, abundantes en el Caribe, en
las Antillas y en América; se utiliza tradicionalmente por su efecto diurético
comparable con la furosemida (Gonzéalez, 2006), ademas se demostro la
actividad antiinflamatoria en estudios preclinicos, siendo similar a la
indometacina. La presencia de compuestos polifendlicos en esta especie es
la causa del efecto antinociceptivo y antiagregante plaquetario, pero aun no
existen estudios desde punto de vista quimico, ni farmacologico que
justifiquen su uso en estas patologias. Se realizaron dos estudios al extracto
hidroalcohdlico de las hojas de esta especie. El primero estuvo dirigido a la
evaluacion de la actividad antiagregante plaquetaria “in vitro” mediante un
método turbidimétrico, empleandose el ADP (Adenosin Difosfato) y colageno
como estimulos de agregacion; se utilizo como patron comparativo el ASA
(acido acetil salicilico). En el otro estudio se evalud la actividad analgésica “in
vivo” del mismo extracto a dosis de 200, 400, 600 y 800mg/kg empleando el
meétodo térmico de la Placa Caliente. Se utilizO6 como control positivo la
morfina y como control negativo el cloruro de sodio al 0.9 %. La
administracion se realizé por via intraperitoneal en ratones NMRI. Los
estudios demostraron que la especie posee actividad antiagregante
plaquetaria a las dosis de 12.5y 20 pL con el empleo del colageno y el ADP
respectivamente. En el test de analgesia la dosis de 800 mg/mL tiene un
poder analgésico comparable e incluso ligeramente superior al clasico de la
morfina, tomado como control positivo. Este poder analgésico comienza a
destacarse entre otros tratamientos a los 60 minutos, se mantiene bastante
estable desde el momento de la aplicacion, incluyendo la no disminucion

significativa, como otros tratamientos, al cabo de las 3 horas.
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Introduccion.

Una planta medicinal es un recurso, cuya parte o extractos se emplean como drogas en
el tratamiento de alguna afeccion. El uso de remedios de origen vegetal se remonta a la
época prehistérica, y es una de las formas mas extendidas de medicina, presente en
virtualmente todas las culturas conocidas (1).

Los grandes avances cientificos y tecnoldgicos permitieron desarrollar sustitutos
artificiales a los naturales. Sin embargo, el nivel de deterioro del ambiente, a raiz de la
contaminacion, ha producido un vuelco de mentalidad, sobre todo en paises
desarrollados, donde en los ultimos veinte afios se ha verificado una tendencia a volver
a los productos naturales, libres de contaminacion; al uso de hierbas medicinales y
plantas aromaticas. También la toma de conciencia de que los productos artificiales
podrian ser dafiinos para la salud, ha contribuido a cambiar las tendencias de la
demanda (2).

La industria farmacéutica actual se ha basado en los conocimientos tradicionales para
la sintesis y elaboracion de farmacos, y el proceso de verificacion cientifica de estas
tradiciones continta hoy en dia, descubriéndose constantemente nuevas aplicaciones.
Las investigaciones se han dirigido hacia el conocimiento de las plantas usadas
popularmente con fines medicinales, con el propdsito de hacer las evaluaciones de
actividades farmacolégicas, toxicoldgicas, el aislamiento y caracterizacion de sus
principios activos que permitan justificar sus usos.

En la poblacion cubana se han incrementado los casos de hipertension arterial la cual
constituye el principal factor de riesgo para la aparicion de enfermedades coronarias.
Una vez establecidos estos dos trastornos, se genera un circulo vicioso que agrava la
condicion clinica del paciente y que es necesario romper atacando procesos
fisiopatolégicos claves en la perpetuacion de los fendmenos implicados en el
incremento de la resistencia vascular periférica y la formacion de trombos sobre la
placa ateromatosa. Por lo tanto, encontrar un farmaco que conjugue propiedades
antihipertensivas y antiagregantes puede representar un avance en el arsenal

terapéutico disponible frente a estos trastornos. De igual forma el dolor es uno de los
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Introduccion.

problemas mas frecuentes con los que se enfrenta un paciente, uno de los mas
dificiles de evaluar y uno de los mas inflexibles al tratamiento (3).

Boldoa purpurascens, Cav conocida en Cuba como Nitro blanco y perteneciente a la
familia Nictaginaceae (4, 5), es una especie que ha sido utilizada por la poblacién
cubana en el tratamiento de patologias renales y se ha demostrado su actividad
antiinflamatoria (6). Sin embargo no se han realizado estudios para determinar si esta
planta posee actividad antiagregante plaquetaria o0 antinociceptiva para mejorar la
morbimortalidad de los pacientes con enfermedades coronarias y aliviar el dolor como
sintoma desagradable con mucha incidencia en nuestra poblacion. Por ello se propone

el siguiente problema cientifico:

La presencia de compuestos polifendlicos en varias especies vegetales es la causa
del efecto antinociceptivo y antiagregante plaquetario de las mismas, de B
purpurascens se han aislado varios compuestos de este tipo, sin embargo no se han
realizado estudios que demuestren estos efectos para esta especie.

Para dar respuesta al problema planteado se establece la siguiente hipétesis:

Si la presencia de compuestos polifenolicos en especies vegetales es indicativo de los
efectos analgésicos y antiagregante plaquetario, el extracto hidroalcohdlico de Boldoa
purpurascens debe poseer los mismos.

Es necesario proponer los objetivos que pueden proporcionar la solucion al problema

planteado en esta investigacion.

Objetivo general:
Realizar evaluaciones biolégicas que permitan comprobar los efectos analgésicos y

antiagregante plaquetario al extracto hidroalcohdlico de Boldoa purpurascens..
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Introduccion.

Objetivos especificos:
1- Realizar proceso extractivo para obtener el extracto hidroalcohdlico de las hojas

de la especie B purpurascens.
2- Evaluar la actividad antiagregante del extracto hidroalcohélico, empleando como

estimulos ADP y colageno.
3- Evaluar la actividad analgésica del extracto hidroalcohdlico, empleando el test de

analgesia térmica (Plato Caliente).
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Capitulo1: Revision Bibliogrdfica.

1.1. Nyctaginaceae. Generalidades botanicas de la familia.

Las Nyctaginaceae son una familia de plantas que engloban alrededor de 350
especies repartidas en 38 géneros (7). Son en su mayoria plantas dicotiledoneas
del orden de las Centrospermales, herbaceas o lefiosas, por lo comun con flores
umbeliformes o corimbiformes, bracteas en la base de las flores, libres o
soldadas, a veces petaloideas, cinco sépalos, con base persistente en la
madurez, formando, alrededor del agujero, un antocarpo envolvente. Familia
principalmente tropical y subtropical, pero en su mayoria Americana. Nyctago
proviene de nyx (noche), que quiere decir flor de noche, o planta cuyas flores se
abren en la noche y se cierran de dia (8). Tienen hojas generalmente opuestas o
alternadas, sin estipulas pero a veces con espinas, pudiendo alcanzar de 50 a
100cm de altura. Quimicamente son muy poco conocidas y las publicaciones
sobre ellas son poco abundantes. Existen seis especies dentro del género
Boldoa: Boldoa arenareus, Boldoa lanceolata, Boldoa ovatifolia, Boldoa

paniculata, Boldoa repens y Boldoa purpurascens (9).

1.2. Boldoa purpurascens Cav.ex Lag (nitro). Generalidades botanicas de la

especie.

Boldoa purpurascens, es conocida vulgarmente en Cuba como nitro o toston
(4, 5). Fue descubierta por Cavanilles en Ameérica e introducida en Cuba en
1842. Los aspectos taxondmicos mas importantes se pueden observar en la

Figura1.
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Capitulo1: Revision Bibliogrdfica.

Figura 1. Boldoa purpurascens, Cav.

Pertenece a la familia de las Nyctaginaceae y se le conoce también como:
Boldoa ovatifolia Lag, Cryptocarpus globosus H.B.K, Salpianthus purpurascens
Hook & Arm.

1.2.1. Descripcion botanica de la planta.

Boldoa purpurascens es una planta de un metro o poco mas de altura, con tallo
erecto, ramoso y las ramas delgadas, angulosas, lampifas. Hojas alternas,
pecioladas, anchamente ovales, agudas, enteras, con base subtruncada y
decurrente en el peciolo; lampifas de color verde claro; flores verdosas,
pequefias, sésiles, conglomerado racemosas. El céliz es fructifero, pubescente,
cuadridentado en el apice. Presenta cuatro estambres, con hipoginos libres,
anteras biloculares, didimas. Los ovarios son ovoideos, sésiles. Los estilos son

simples, adelgazandose insensiblemente hasta terminar en el estigma aleznado,
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Capitulo1: Revision Bibliogrdfica.

agudo. Aquenio comprimido, apeciolado. Embridon subanular, endospermo

carnoso-farinaceo(4, 5, 10).

Clasificacion taxondmica de Boldoa purpurascens cav.
Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta.

Clase: Magnoliopsida.

Subclase: Caryophyllidae.

Orden: Caryophyllales.

Familia: Nygtaginaceae.

Género: Boldoa.

Especie: Boldoa purpurascens.

1.2.2. Habitat, distribucion, fenologia y cultivo.

El Nitro es una hierba o arbustillo silvestre que crece en terrenos de serpentina y
calcareos. Es abundante en las cercanias de La Habana, por Guanabacoa y
también cerca de la costa de Marianao y Jaimanitas (5, 11) se encuentra
ademas en otros lugares del pais, entre ellos la parte norte de Villa Clara Se le
puede encontrar en México, Venezuela, Nicaragua y Guatemala (10). En Cuba
florece de diciembre a mayo, las hojas alcanzan su mayor tamafo en los meses

de junio y julio.

1.3. Antecedentes quimicos de la especie

Se demostré que Boldoa purpurascens presenta en su composicion un
predominio de acidos grasos como el palmitico, el estearico, el oleico, el
miristico y el pentadecanoico entre sus metabolitos secundarios, ademas de

poseer triterpenos y esteroides, saponinas, fenoles y/o taninos, flavonoides vy
6
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Capitulo1: Revision Bibliogrdfica.

compuestos con grupos aminas (6, 12). Ademas de poseer estos componentes,
contiene gran cantidad de metales entre los que se encuentran: el cadmio,
hierro, cobre, cromo, magnesio, niquel, sodio, manganeso, estando en mayor
proporcion el potasio el cual puede contribuir a la potente actividad diurética
demostrada por la planta (13), aunque el sodio, magnesio y cadmio se hayan

también en cantidades importantes.

De esta especie, se han aislados 6 compuestos de tipo flavonol, de los cuales 4
Resultaron ser nuevas estructuras (gonfrenol-3-O-[a-L-ramnosil-(1-2)-B-D-
xilésido], 4’,5- dihidroxi-6,7-metillendioxifravona-3-0-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)- a-
L-arabinopiranisida],4’,5-dihidroxi-6,7-metillendioxifravona-3-0-[3-D-
xilopiranosidal y el 4’ 5-dihidroxi-6,7- metillendioxifravona-3-0-[a -L-

ramnopiranosil-(1-2)- B-D-glucésido] )(6, 14).

1.4. Usos en la medicina tradicional.

En los estudios etnobotanicos se informa su uso como diurético, actividad esta,
demostrada cientificamente por Gonzalez (6, 15). Ademas, se emplea como
antiséptico de las vias urinarias (11), evaluaron ésta accién en un extracto al
20% de las hojas de la planta frente a cepas de bacterias Gram positivas y Gram
negativas. No se detectd actividad antibacteriana sobre ninguno de los 22
cultivos probados por lo que se comprobdé que la planta no posee accion directa
sobre los microorganismos.

En algunos lugares de Cuba se ha usado para la eliminacién de calculos
renales. Dicha accion (aun no demostrada), puede deberse al potente efecto
diurético que se le atribuye a la planta, lo cual lleva consigo una eliminacién
considerable de liquido ocasionando la fragmentacion de los calculos y pudiendo

ser arrastrados del rifidn, Roig informa el empleo de las hojas y renuevos (5).
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1.5. Antecedentes farmacoldgicos de Boldoa purpurascens.

En el ano 2006 se comprobd el efecto diurético del extracto acuoso liofilizado de
Boldoa purpurascens Cav. A la dosis de 400 mg/kg siguiendo una administracion
continuada (6).

En este propio estudio se informa el aislamiento y caracterizacién estructural de
cuatro nuevos flavonoides que algunos contribuyen a la actividad diurética de la
planta, asi como informes preliminares de la actividad antiinflamatoria del
extracto acuoso de la misma. En el afio 2008, se evalué la actividad

antiinflamatoria de un crudo de flavonoides obtenido a partir de la especie (16).

1.6. Agregacion Plaquetaria.

Las plaquetas, son células pequenas, irregulares y carentes de nucleo, de 2-3
Mm de diametro (17)las cuales son producidas en el proceso de formacion de las
células sanguineas llamado (trombopoyesis) en la médula &sea, por
fragmentacion en los bordes citoplasmaticos de los megacariocitos. La
produccion de megacariocitos y plaquetas esta regulada por la trombopoyetina,
una hormona producida usualmente por el higado y los rifiones. Una reserva de
plaquetas es almacenada en el bazo y son liberadas cuando se necesitan por
medio de contraccidén esplénica mediada por el sistema nervioso simpatico. Las
plaquetas circulan en la sangre de todos los mamiferos, manteniendo una vida
media entre 8 y 12 dias; juegan un papel fundamental en la hemostasia iniciando
la formacién de coagulos o trombos; y liberan un gran numero de factores de
crecimiento incluyendo el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF,
por platelet derived growth factor), un potente agente quimiotactico, y el factor de
crecimiento transformante beta, (TGF-beta, por transforming growth factor) el
cual estimula el depdsito de matriz extracelular; Estos dos factores de

crecimiento han demostrado jugar un papel significativo en la regeneracion y

8
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reparacion del tejido conectivo. Otros factores de crecimiento producidos por las
plaquetas y asociados a los procesos curativos incluyen: factor de crecimiento
basico del fibroblasto (basic fibroblast growth factor), factor de crecimiento-1
asociado a la insulina (IGF-1 del inglés insulin-like growth factor-1), factor de
crecimiento del epitelio (EGF del inglés epithelial growth factor), factor de
crecimiento del hepatocito (HGF del inglés hepatocyte growth factor) y el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF del inglés vascular endothelial
growth factor). La aplicacion local de estos factores de crecimiento en altas
concentraciones a través del plasma rico en plaquetas (PRP del inglés platelet-
rich plasma) ha sido utilizada, por varias décadas, para acelerar el proceso
curativo de diferentes lesiones (18-23)

Las plaquetas son destruidas por fagocitosis (24) y por las células de Kupffer

en el bazo y el higado respectivamente.

1.6.1. Activacién

La superficie interna de los vasos sanguineos esta revestida por una capa
delgada de células endoteliales las cuales en circunstancias normales actuan
inhibiendo la activacion plaquetaria mediante la produccién de mondxido de
nitrogeno, ADPasa endotelial, y PGl;; la ADPasa endotelial despeja la via para

la accion del activador plaquetario ADP (25, 26).

Las células endoteliles producen una proteina llamada factor de von Willebrand
(FVYW), un ligando que media la adhesioén celular, el cual ayuda a las células
endoteliales a adherir el colageno a la membrana basal; en condiciones
fisiologicas, el colageno no esta expuesto al flujo sanguineo; el FVW es
secretado esencialmente en el plasma por las células endoteliales, vy
almacenado en granulos dentro de las células endoteliales y plaquetas. Cuando
la capa endotelial es lesionada, el colageno, el FYW y el factor tisular del

endotelio son expuestos al flujo sanguineo. Cuando las plaquetas hacen
9

Yanniel Arcelio Morales Millet.



Capitulo1: Revision Bibliogrdfica.

contacto con el colageno o el FvW, son activadas; estas son activadas también

por la trombina (formada con la ayuda del factor tisular).

La activacion plaquetaria posterior resulta en el transporte mediado por la
escramblasa, de fosfolipidos cargados a la superficie plaquetaria; estos
fosfolipidos proporcionan una superficie catalitica (con la carga provista por la
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina) para los complejos tenasa vy
protrombinasa. Los iones de calcio son esenciales para la activacion de los

factores de coagulacion (27).

1.6.2. Adhesién y agregacion

La agregacion plaquetaria, usa el fibrinogeno y el FYW como agentes
conectores. El receptor de agregacion plaquetaria mas abundante es la
glicoproteina llb/llla (gpllb/llla); se trata de un receptor para el fibrindgeno
dependiente del calcio, fibronectina, vitronectina, trombospondina, y factor de
von Willebrand (FvW). Otros receptores incluyen el complejo GPIb-V-IX (FYW) y
GPVI (colageno). Las plaquetas activadas se adheriran, via glicoproteina (GP) al
colageno expuesto por el dano epitelial. La agregacion y adhesion actuan juntos
para formar el tapon plaquetario. Los filamentos de Miosina y actina en las
plaquetas son estimuladas para contraerse durante la agregacion, reforzando

todavia mas el tapén.(28-30)

La agregacion plaquetaria es estimulada por el ADP, tromboxano, y la activacion
del receptor-a2, pero inhibida por agentes antiinflamatorios como las
prostaglandinas PGI2 y PGD2. La agregacién plaquetaria se ve aumentada por

la administracion exégena de esteroides anabdlicos.(31)

1.6.3. Papel en enfermedades.
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El numero de plaquetas presentes en el organismo juega un papel importante en
la deteccién de alguna enfermedad. Si el numero de plaquetas es demasiado
bajo, puede devenir una hemorragia excesiva. Por otra parte si el numero de
plaquetas es demasiado alto, pueden formarse coagulos sanguineos y ocasionar
(trombosis), los cuales pueden obstruir los vasos sanguineos y ocasionar un
accidente cerebro vascular, infarto agudo de miocardio, embolismo pulmonar y
el bloqueo de vasos sanguineos en cualquier otra parte del cuerpo, como en las
extremidades superiores e inferiores; cualquier anormalidad o enfermedad de las
plaquetas es denominada trombocitopatia (32) la cual puede ser, ya sea un
numero reducido de plaquetas (trombocitopenia), un déficit en la funcién
(tromboastenia), o un incremento en el numero (trombocitosis). Hay desdrdenes
que pueden reducir el numero de plaquetas, como la trombocitopenia inducida
por heparina o la purpura trombocitopénica idiopatica (PTIl) que tipicamente

causan trombosis, o coagulos, en lugar de hemorragia.

1.6.3.1. Recuentos altos y bajos.

El recuento de plaquetas de un individuo sano se encuentra entre 150,000 y
450,000 por pl (microlitro) de sangre (150-450 x 10%L)(33). El 95 % de los
individuos sanos tendran recuentos de plaquetas dentro de este rango. Algunos
tendran recuentos de plaquetas estadisticamente anormales sin tener ninguna
anormalidad demostrable. Sin embargo, si el recuento es muy alto o muy bajo la

probabilidad de que una anormalidad este presente es mas alta.

El recuento normal de plaguetas no es garantia de funcion adecuada. En
algunos estados, las plaquetas, siendo normales en numero, son disfuncionales.
Por ejemplo, el acido acetilsalicilico interrumpe irreversiblemente la funcion
plaquetaria mediante la inhibicion de la ciclooxigenasa-1 (COX1), y por
consiguiente la hemostasia normal(34). Las plaquetas resultantes no tienen ADN

y son incapaces de producir nueva ciclooxigenasa. La funcion plaquetaria
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normal no se restaurara hasta que el uso de ASA haya cesado y un numero
suficiente de las plaquetas afectadas hayan sido reemplazadas por nuevas, lo
cual suele tardar unos 7 dias. El Ibuprofeno, un AINE, no tiene un periodo tan
largo de efecto, y la funcion plaquetaria vuelve a la normalidad dentro de las 24
horas y tomando ibuprofeno antes que el ASA prevendra los efectos irreversibles
de esta La Uremia, a consecuencia de la insuficiencia renal, conduce a la
disfuncion plaquetaria que puede ser aminorada con la administracion de

desmopresina (28).

1.7. Actividad antiagrgante plaquetaria en Plantas.

Se han realizado estudios que miden la capacidad de ciertos extractos o
principios activos vegetales para evitar el fendmeno de coagulacién.

Los modelos de inhibicién de la agregacion plaquetaria no sélo sirven para
determinar el efecto antiagregante y antitromboético de algin compuesto, sino
que también permite elucidar el mecanismo de accion de algunas patologias
como la migrafia. De esta manera un inhibidor de la agregacion plaquetaria
como el partendlido (obtenido de Tanacetum parthenium) ha resultado util en la
prevencion y abordaje de cuadros migrafiosos. El método usado es el de
preparar las plaquetas por centrifugado de sangre total con el agregado de un
anticoagulante como la heparina o citrato. Luego se separan las plaquetas por
un nuevo centrifufago para tener una solucion libre de proteinas plasmaticas y

anticoagulante. (26, 35)

En 1994 se ralizaron estudios a ginkgodlidos como el (Ginkgo biloba) y la
kadsurenona de Piper futokadsurae (36). Los ginkgdlidos del tipo B, conocidos
como BN 52021 poseen un gran efecto antagonista del receptor del Factor
Activador de las Plaquetas (37), un glicerofosfdlipido, lo que inhibe la agregacion

plaquetaria normalizando la viscosidad sanguinea y asi evitar la formacién de
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trombos en los lechos de la microcirculacion. Esta accidn benéfica se ha visto
también en la isquemia renal y en rifiones trasplantados para evitar la

agregacion plaquetaria (37).

1.7.1. Flavonoides. Generalidades.

Los flavonoides son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en las
plantas verdes (especialmente las angiospermas), y solo algunos pocos se han
detectado en hongos y algas. Se han encontrado en diferentes partes de las
plantas (especialmente en las partes aéreas); y se les encuentra en forma libre
(también llamados agliconas), como glicésidos (la mayoria de las veces), como
sulfatos y algunas veces como dimeros y polimeros.

Se pueden clasificar en varias clases: chalconas, flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas, epicatequinas, auronas,
isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides (13).

Los glicésidos pueden ser de dos clases: con los carbohidratos ligados a través
de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal) es decir como O-glicésidos; o con los
carbohidratos ligados a través de enlaces C-C, es decir como C-glicésidos. De
todas estas formas naturales, los O-glicosidos son los mas comunes (13).

Estos metabolitos junto a otros pigmentos han sido responsables de la explosion
otofial, del espectro del amarillo, rojo y naranja en el florecimiento de las plantas
y en general de la coloracion, funcién que favorece la participacion de estos
compuestos como sefales quimicas. También juegan un valioso papel en la
defensa de la planta frente a las radiaciones UV, bacterias, virus y animales
herbivoros, ademas de participar en el crecimiento, desarrollo y reproduccion de
las plantas (3). Los flavonoides son el grupo mas amplio de los fenoles

naturales, conociéndose en la actualidad mas de 2000 compuestos (38).
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1.7.2. Glicésidos flavonoides con actividad antiagregante plaquetaria.

La baja incidencia de enfermedad cardiovascular en Francia llevo al desarrollo
de estudios sobre los efectos de los derivados de la uva roja, demostrandose
que esta fruta tiene niveles altos de flavonoides, elementos polifenoles derivados
de los difenilpiranos vegetales. Las uvas y sus derivados, especialmente
aquellos hechos de la cascara, semillas y pulpas, son una muy buena fuente de
flavonoides. Estos ultimos pueden contribuir a bajos niveles poblacionales de
enfermedad vascular periférica y cardiovascular (37, 39). La uva roja ha
mostrado, tanto in-vivo como in-vitro, importante inhibicién plaquetaria vy
disminucibn de su accion trombodtica en arterias coronarias caninas
estenosadas. Recientemente, en estudios en humanos, los flavonoides
mostraron también una disminucion de la agregacion plaquetaria, reversible tras

la suspensién de la ingesta de productos de la uva (40).

La baja incidencia de enfermedad vascular periférica y cardiovascular en otras
regiones del planeta donde el consumo de vino es raro, sugiere la existencia de
un factor ateroprotector en la dieta de estas poblaciones. Las islas del Caribe,
Centroamérica y la region norte de América del Sur, tienen un alto nivel de
consumo de frijol rojo (Phaseolus vulgaris), el cual puede ser el responsable de

dicho efecto.

Los isoflavones del frijol pueden tener efectos bioquimicos importantes; uno de
estos bioflavones, la genisteina, es un potente inhibidor de proteincinasas,

reduce la proliferacion de las células cancerigenas (41).

Estudios in-vitro de cultivos de células vasculares han mostrado que el isoflavon
genisteina puede inhibir el desarrollo de lesiones arteriosclerdticas mediante una

disminucioén en la adhesion celular, una alteracion de la actividad de factores de
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crecimiento y finalmente una inhibicion de la proliferacién celular (42). La
formacion de trombina y la activacién plaquetaria son inhibidas también por

derivados de leguminosas (como la genisteina) in-vivo.

Se ha comprobado que el extracto de la hoja del Ginkgo tiene propiedades,
anticancerigenas y cardioprotectoras posiblemente debido a su accidn
antiagregante plaquetario, antiedémico, hemorreoldgico; asi como una accion
sobre la microcirculacién, donde los flavonoides y los terpenoides pudieran

actuar de manera complementaria.

El extracto de Ginkgo biloba se utiliza en pacientes con insuficiencia circulatoria
cerebral, cuando se detecta vértigo, acufenos, problemas de caracter y
afectivos. También esta indicado en secuelas de accidentes cerebrovasculares y
traumatismos del encéfalo y craneo. En trastornos vasculares periféricos como
el sindrome de Raynaud. En disminucion de la memoria y del estado de alerta y

atencién. En el tratamiento de la isquemia cerebral (39).

En un tiempo se creyé que la combinacion de Ginkgo biloba con farmacos
anticoagulantes o antiplaquetarios representaba un riesgo serio para la salud.
Tales preocupaciones se basan mayormente en la suposicion de que el Ginkgo
tiene actividad antiplaquetaria clinicamente relevante, asi como evidencias de
episodios de sangrado asociados al consumo de Ginkgo. Para hacer
averiguaciones si estos episodios de sangrado tenian una base
farmacodinamica, idiosincratica o coincidental, se hizo una revision de estudios
clinicos controlados e informes de casos. Los resultados de estudios controlados
consistentemente senalan que el Ginkgo no afecta significativamente la
hemostasis ni afecta seriamente la seguridad de la aspirina o la warfarina

administrada concomitantemente. No obstante, la posibilidad de un
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acontecimiento idiosincratico de sangrado debido al uso de Ginkgo no puede

quedar excluida con base en la informacién disponible (40).

Los estudios de toxicidad demuestran que el extracto de la hoja del Ginkgo es
relativamente seguro para el consumo, aunque algunos efectos secundarios han
sido reportados, es decir, hemorragia intracerebral, problemas gastrointestinales,
cefaleas, mareo y las reacciones alérgicas de piel. Se han reportado casos,

aunque raros de hipersensibilidad al farmaco.

1.8- Dolor.

El dolor se define como una experiencia sensorial desagradable que se asocia a
una lesion tisular o que se describe como si esta hubiera ocurrido (3, 43).
Constituye un mecanismo fundamentalmente protector que previene la aparicién
de lesiones permanentes del organismo y aumenta las posibilidades de
supervivencia. Sin embargo no siempre es asi, existen numerosas situaciones
clinicas en las que el dolor pierde su capacidad protectora y se convierte en una
fuente de sufrimiento inutil, incluso en la propia enfermedad (43).

Al resultar este una sensacién sélo uno mismo conoce cuanto le duele algo, por
lo que es una vivencia personal imposible de transmitir. De ahi que la tolerancia
al mismo varia entre las personas e incluso en el tiempo. Dependiendo de las
circunstancias un mismo sujeto puede reaccionar o aceptar de forma diferente la
misma intensidad dolorosa. Todo dependera si esta o no preparado para ello, de
la velocidad de instauracion o de la existencia o no de otros estimulos
emocionales simultaneos.

Su razén de existir es la de avisar al organismo sobre la presencia de problemas
en algun nivel por lo que es beneficioso ya que nos alerta al dafio inminente del
ambiente.

Mas alla de este propdsito de la advertencia, la experiencia del dolor involucra la
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percepcion del dolor y las sensaciones asociadas, las reacciones emocionales, y
las contestaciones fisiolégicas que resultan.

La importancia del dolor es tal que tiende a ser incorporado como la cuarta
constante, unida a la temperatura, el pulso y la presion arterial- para conocer el
estado de un paciente. El dolor es uno de los problemas del paciente que se
encuentra de forma mas frecuente, uno de los mas dificiles de evaluar y uno de

los mas inflexibles al tratamiento.

1.8.1. Tipos de Dolor.

El dolor puede clasificarse en agudo-Croénico, sordo-Pulsatil-Latente, Refractario,
Somatico-Visceral, Nociceptivo, Psicogeno y Neuropatico en dependencia de
algunas de sus caracteristicas tales como: la duracién, la localizacion, la

periodicidad, si responde o no al tratamiento (44).

1.8.2. Fisiologia del Dolor.

El dolor comienza con la estimulacion de uno o mas de los numerosos
receptores sensitivos especiales, denominados nociceptores, que existen en la
piel y los o6rganos internos. Estos receptores reciben informacién sobre
diferentes acciones que puedan provocar dano corporal (3). En los nociceptores
cualquier estimulo lesivo activa receptores sensoriales especificos, cuya funcién
principal es distinguir los estimulos inocuos de los lesivos, y esto lo realiza
ignorando los estimulos de intensidad baja, mientras que codifican el estimulo
lesivo dentro de un rango de intensidades y lo transmiten al SNC (43). Los
nociceptores se localizan principalmente en tejidos cutaneos, subcutaneos,
articulares, musculares y viscerales. Histolégicamente son denominados como
terminaciones periféricas de las neuronas bipolares que tienen su soma en los
ganglios raquideos y cuyo axon centripeto penetra en el asta dorsal de la

meédula espinal.. Estos pueden ser de dos tipos: nociceptores A- & y
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nociceptores C. Aunque existen diferencias entre ellos el mecanismo general por
el cual desarrollan su papel fisioldgico es similar.

La activacion de los nociceptores alcanza la médula espinal a través de las vias
aferentes primarias. Estas se agrupan dentro de las raices dorsales en posicion
ventrolateral y en menor grado dorsomedial, y a continuacion se introducen en el
asta dorsal.

Después de llegar a la médula, el impulso pasa a diferentes areas del cerebro
donde se determina cual es la localizacion y la causa del dolor, y se integra la
informacion sensitiva con el estado global del organismo produciendo la

sensacion emocional que se denomina dolor.

1.10 Farmacos Analgésicos

La palabra analgésico se deriva del griego an- que significa "sin” y —algesia que
significa "dolor”, por lo que un analgésico es cualquier miembro del grupo de
farmacos utilizados para aliviar el dolor. La analgesia se caracteriza por una
alteracion en la respuesta del comportamiento frente al dolor y una inferior
capacidad para la percepciéon de los impulsos dolorosos sin perdida de la
conciencia (45). Los farmacos analgésicos se clasifican en varios grupos(3)
dentro de los cuales se encuentran los analgésicos opiaceos, antiinflamatorios
no esteroides, analgésicos no opioides de accion central (antidepresivos
triciclicos y drogas antiepilépticas) y los analgésicos locales y disociativos.
Recordemos que a nivel cerebral existen receptores opioides especificos: d
(delta) ¢, (kappa) y g (mu) (46) los cuales pueden ser activados por endorfinas,
narcoticos o hipnosedantes. Compuestos como el paracetamol (acetaminofen)

trabajan sobre ciclo-oxigenasa pero unicamente a nivel cererbral.

1.11. Actividad analgésica en plantas.
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La actividad analgésica evalua la capacidad de un extracto vegetal para evitar la
transmision del dolor al SNC, o disminuir sensaciones primarias (tacto, vibracion,
etc). La sensacion de dolor es dificil de medir o cuantificar debido a la
subjetividad inherente a la persona o al hecho en si. En experiencias in vivo
existen algesimetros que miden la escala de dolor del animal.

En 1999 Souza evalud la actividad antinociceptiva de un extracto hidroalcohdélico
de Boerhaavia difusa (BD), perteneciente a las nyctaginaceae (47).

Con una dosis de 1 000 mg kg™, el jugo y la decoccién liofilizados de las hojas
frescas de BD mostraron una inhibicién significante del acido acético inducido en
ratones, de 50 y 47 %, respectivamente al compararlos con la Dipirona (100 %)
en la prueba del plato caliente, la morfina y el jugo (JE) producen un incremento
significativo durante la latencia en el tiempo de observacion. La decoccion (DE)
sin embargo solo levanta el umbral de dolor durante el primer periodo (30 min.)
de observacion (47).

Estos datos muestran que el principio antinociceptivo de BD, esta presente
fundamentalmente en el jugo de las hojas frescas. El mecanismo fundamental
del efecto analgésico de las hojas frescas de BD continua desconocido, pero se
cree que pueda estar relacionado por la interaccién con el sistema opiode (47,
48).

Se evalud el efecto antinociceptivo de extractos, fracciones y compuestos de
Critoniella acuminata, Physalis peruviana y Salvia rubescens mediante los
métodos de placa caliente, contorsiones abdominales inducidas por acido
acético y ensayo de la formalina. La fraccion de Critoniella acuminata en dosis
de 100 mg/kg p.o. presenté actividad antinociceptiva al aumentar el tiempo de
reaccion del animal ante la aplicacion de un estimulo térmico (método de la
placa caliente), mientras que la fraccion de Physalis peruviana, en una dosis de
100 mg/kg p. o., ejerce un efecto antinociceptivo frente al dolor generado por

estimulos quimicos (dolor visceral agudo) al inhibir en un 40% las contorsiones
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abdominales inducidas por acido acético y el numero de lamidos durante la fase
ii (dolor inflamatorio agudo) en el ensayo de formalina. Estos resultados sugieren
que la ayapina y la fraccién de Physalis peruviana estudiadas tienen actividad
antinociceptiva, con posibles mecanismos de tipo opioide y aine,

respectivamente (49, 50).

En cada experimento se emplearon ratones machos o hembras, icr, de 25a35¢g
de peso y 10-12 semanas de edad, criados y mantenidos en condiciones
controladas. Los ensayos se realizaron en el bioterio de experimentacién del
Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia. Para
minimizar la variabilidad circadiana y también posibles variaciones en la
sensibilidad al dolor por factores ritmicos enddgenos, se trabajo siempre en la
misma franja horaria. Todos los experimentos fueron realizados siguiendo
consideraciones éticas en cuanto al cuidado y uso de animales de

experimentacion (51, 52).
1.12. Métodos “in vivo” para la determinacion de la actividad analgésica.

La actividad analgésica de una sustancia se puede determinar mediante
pruebas antinociceptivas que se basan en la aplicacién de un estimulo doloroso
(algésico) y la aparicion de cambios tipicos observables en la conducta del
animal. No se puede asegurar en estas pruebas que el animal tenga la
sensacion dolorosa de la misma manera que el ser humano. La mayor parte de
los métodos de estudio se fundamentan en la administracion previa del
problema, pasando a determinar la elevacién umbral de reaccion al dolor que
dicha muestra posiblemente provoque al aplicar al animal un estimulo
nociceptivo de intensidad conocida y condiciones determinadas. Dichos
estimulos suelen ser de tipo mecanico, térmico, eléctrico y quimico. Casi todos
los test ponen de manifiesto la actividad de los analgésicos narcéticos pero no la

de los antiinflamatorios/antipiréticos administrados a dosis normales. Los
20

Yanniel Arcelio Morales Millet.



Capitulo1: Revision Bibliogrdfica.

primeros bloquean intensamente sinapsis a nivel central, mientras que los no

narcoticos actuan con un componente periférico mayor (53).

En algunos laboratorios se utiliza la llamada triple prueba analgésica. Cada
raton se somete a tres pruebas, en las que se observa la reaccion al estimulo
doloroso térmico, mecanico, y eléctrico. Este dispositivo diferencia los
analgésicos de otros depresores del sistema nervioso central. La morfina y la
peptidina son ligeramente mas potentes frente al dolor de origen térmico que
frente a los de origen mecanico o eléctrico. El acido acetilsalicilico es activo
frente a los tres tipos de estimulos dolorosos, pero solamente a dosis que se

aproximan al nivel letal (54, 55).

Analgesia quimica.

Estimulacion quimica: La estimulaciéon quimica involucra la administracion de
agentes algogénicos, y representa un proceso lento o incluso muy lento. Los
estimulos quimicos son claramente diferentes de otras formas de estimulacion.
Son de mayor duracién y tienen un caracter ineludible una vez que se han

aplicado.

Utilizando sustancias quimicas que pueden provocar dolor se desarrolla el
test de contorsiones reportado inicialmente por Koste (565) y colaboradores en
1959 que luego ha sido modificado, empleando como agente algésico 10 mL/kg
de acido acético del 0.3-7%, benzoquinona 0,2 mg/mL y peréxido de benzoilo al
10% por via intraperitonial (i.p.) El farmaco patron es el acido acetilsalicilico
generalmente a una dosis de 100 mg/Kg (i.p.) Inmediatamente después de la
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administracion del agente algésico, cada animal se aisla en una caja individual
para observar el numero de retorcimientos y estiramientos que realiza el animal
durante 15-20 minutos. Se describe como contorsion, a la contraccién de los
musculos abdominales, acompanados por una elongacién del cuerpo y

extension de las patas traseras (55).
Analgesia eléctrica.

La estimulacion eléctrica tiene la ventaja de ser cuantificable, reproducible y
no invasivo. Sin embargo tiene serias desventajas, los estimulos eléctricos no
son un tipo de estimulo natural como los encontrados por el animal en su
entorno normal. Mas importante aun, los estimulos eléctricos intensos excitan de
una manera no diferencial todas las fibras periféricas incluidas las fibras de
grandes de diametro que no estan directamente implicadas en la nocicepcion,
asi como las fibras alfa y C las cuales estan mediadas por sensaciones de frio y

calor, asi como la informacidn nociceptiva (56).
Uso de los estimulos eléctricos de larga duracion.

A) Estimulacion eléctrica del la cola: Las intensidades de los estimulos
eléctricos pueden aumentar de forma gradual y se pueden liberar en forma
secuencial (que dura desde ciento hasta milisegundos) a través de electrodos
subcutdneos de la rata o el ratén. Cuando la intensidad de los estimulos
eléctricos que se aplican aumentan gradualmente se puede observar
sucesivamente un movimiento reflejo de la cola, la vocalizacién en el momento
de la estimulacion, y luego continuar la vocalizacion mas alla del periodo de
estimulacién. Estas respuestas estan organizadas en una jerarquia que depende
de los distintos niveles de integracion de la sefal nociceptiva en el sistema
nervioso central, la médula espinal, el tronco cerebral, el tdlamo y el riencéfalo.
La sensibilidad a la morfina en los umbrales de estas respuestas aumenta con

los mismos niveles.
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B) La estimulacion eléctrica de la pata (y cola): En estas pruebas, los
estimulos eléctricos de intensidades cada vez mayores se realizan en forma
secuencial en el piso de una jaula en la que el animal puede moverse
libremente. Las mediciones se hacen en los umbrales para varios
comportamientos: la crispacion, contraccién, tratar de escapar saltando. Un
método en el cual se aplican incrementos continuos de corriente, permite
determinar el tiempo de reaccion para una amplitud dada a partir de la obtencion
de un chirrido en el animal. Al igual que en la prueba de plato caliente, la
estimulacién concomitante de las cuatros patas y la cola del animal es sin duda
la fuente de los controles inhibitorios difusos que pueden modificar la respuesta

que se esta supervisando. Esta prueba cay6 en desuso (56).

Analgesia térmica

Estimulacion térmica: El calor estimula mas selectivamente los receptores
cutaneos. En consecuencia, categorias especificas de los axones periféricos,
tales como fibras termosensibles y nociceptivas, pueden ser excitados. Sin
embargo, el débil poder calérico de los estimuladores que se utilizan
generalmente (lamparas radiantes) siempre ha sido una limitacion de este
meétodo. De hecho, la velocidad de calentamiento cutaneo inducido de esta
manera es lento (10 ° C / s), lo que resulta una asincrona
activacion de las neuronas periféricas y centrales. Por lo tanto no permite un
adecuado estudio de los nervios, fenémeno clasicamente visto en otros sistemas

sensoriales.

El objetivo de las técnicas a realizar es comprobar el efecto analgésico de las

muestras frente a diferentes formas de calor (57).
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Método del foco calorifico.

Este método fue uno de los primeros en implementarse y el estimulo algésico
es el foco calorifico. A la media hora de administracion del farmaco, se dirige un
foco calorifico a la cola de la rata, observandose el tiempo de resistencia al
calor, considerando que este no ha terminado cuando la rata esta inquieta y

mueve la cola (57).
Tail-flick o latigazo en la cola

En este caso se desarrolla un dispositivo especial que permite aplicar sobre
la cola del animal, que se encuentra dentro de este para mantenerlo constreiido
y en reposo, un estimulo de calor radiante regulable, que proviene de una fuente
de poder infrarroja. En el momento de iniciar la aplicacion del calor se activa un
cronometro digital sensible al movimiento, que permite determinar el tiempo que
demora el ratdn en retirar la cola de la zona y es la medida que se usara para

evaluar el efecto analgésico (57).
Método de la placa caliente

Este test es muy empleado para evaluar la analgesia a nivel central (Callado,
2006). Los resultados que se obtienen con este método son fiables vy
reproducibles, siendo igualmente valido para rata como para ratéon. La
desventaja es que no da resultados positivos con analgésicos no narcoticos
débiles, del tipo salicilato. De modo general se utiliza un aparato que consiste en
una placa conectada a una resistencia termostatada de modo que se consiga la
temperatura deseada (55 + 1 °c). Para evitar que el animal huya, esta provisto
de un cilindro de plastico transparente que permite observar una reaccién de
incomodidad del animal (lamerse las patas posteriores e incluso saltar). Cada
individuo puede considerarse como su propio control y después de administrar

los productos se evalua el tiempo de la reaccién y este valor viene determinado
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por los segundos que tarda en reaccionar el ratén después del tratamiento(3, 53,
58).

Inmersién de la cola

Este test se desarrolla en ratas. Al cabo de 30, 60, 90 y 120 min de la
administracion de cada tratamiento, se sumerge 1/3 de la cola del animal en
agua a temperatura de 50- 60 °C. El animal es sujetado de forma que puede
mover libremente la cola. Cuando el animal experimenta dolor, como
consecuencia de la elevada temperatura del agua, desarrolla una respuesta de
retirada de la cola. Se cuantificé el tiempo de reaccion o tiempo que el animal
tardé en retirar la cola, expresado en centésimas de segundo. Se emplea

Indometacina 10 mg/kg como control (58).
Analgesia mecanica

Estimulacion mecanica: La aplicacion de los estimulos mecanicos nocivos
pueden ser progresivos 0 gruesos. Las respuestas producidas por estimulos
nocivos mecanicos son clasificados en relacion con la intensidad y / o la
duracion del estimulo, de los reflejos a través de vocalizaciones, en ultima
instancia a las conductas motoras complejas, pero tiene la desventaja de la
activacién de los mecanoreceptores bajo umbral, asi como nociceptores. En
consecuencia, el estimulo no es especifico. También hay dificultades técnicas
en la aplicacion de los estimulos mecanicos, sobre todo cuando los animales se
mueven libremente. Por otra parte, cuando los estimulos mecanicos son
realmente nociceptivos es probable que se produzcan cambios en los tejidos
(sensibilizaciéon o lesiones reales). Por ultimo en pequefios animales como
roedores las partes del cuerpo que se estimulan son pequefas lo que puede
producir problemas para el cientifico en separar la causa (estimulo) y efecto

(reaccidn) (58).
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Test de Randall y Selitto

En este test, una pieza conica acabada en punta roma ejerce una presion que se
va incrementando de forma lineal sobre la regién central de la pata posterior
derecha del animal. El incremento de la presion se produce al incrementar el
desplazamiento de un peso a través de una barra escalada en centimetros sobre
la que realice un efecto de palanca que se transmite a la extremidad del animal.
El animal es sujetado durante todo el test de forma que puede mover libremente
la pata. Cuando el animal experimenta dolor, como consecuencia del incremento

de la presion, desarrolla una respuesta de retirada de la pata

Dicho test ha sido modificado usando como agente algésico una solucion de
carragenina al 1%. Los farmacos que actuan a nivel central producen una
elevacion del umbral doloroso en ambas patas, mientras que los que actuan a
nivel periférico no modifican el umbral doloroso en la pata normal y si en la
inflamada, como ocurre con los analgésicos-antiinflamatorios. Transcurrido una
hora de la administracion de los productos se mide la resistencia a la presion en
cada una de las patas posteriores de la rata .Con los valores medios, se calcula
el porcentaje de analgesia de la misma manera que en la prueba del foco

calorifico, a partir de las unidades de presion que resisten los animales (58).

Otros.

Test basado en el uso de estimulos de larga duracion (dolor tonico).

Basicamente, estas pruebas involucran el uso de sustancias irritantes,
algogénicas, agentes quimicos como en el estimulo nociceptivo. Ellas se
diferencian de la gran mayoria de otras pruebas porque abandonan el principio
de la determinacion del umbral nociceptivo y ello implica una aproximacion
cuantitativa de los comportamientos observados después de la aplicacién de un

estimulo donde su potencia va a variar con el tiempo. Pueden considerarse
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como una especie de modelo para el dolor ténico, pero no para el dolor crénico

debido a su corta duracién (58).

Inyeccion intradérmica: La sustancia mas utilizada para inyecciones

intradérmicas es la formalina.
Test de formalina

La prueba de formalina es considerada por Dalal y Melzach como un excelente
modelo de dolor prolongado de moderada intensidad, que semeja al dolor clinico
en humanos, cabalga sobre los modelos de dolor agudo y cronico, pues
desencadenan una respuesta bifasica conductual que en un primer tiempo
refleja un dolor nociceptivo en respuesta a la noxa quimica aguda y en un
segundo tiempo refleja un dolor inflamatorio con la sensibilizacion espinal
inducida por la agresion donde median estructuras espinales y supraespinales.
La ventaja de usar el modelo de formalina plantea que se puede diferenciar el
dolor a nivel central y periférico. La prueba consiste en dos fases diferentes las
cuales son separadas en el tiempo, la primera se genera en la periferia a través
de la activacion de las neuronas del dolor por la accién directa de la formalina
1% (Formaldehido) que dura de 0-15 min y la segunda ocurre a través de las
neuronas del cuerno ventral a nivel del corddn espinal, con tiempo de 20-25 min
o de 15-30 min. La primera fase representa un modelo de dolor agudo como
reaccion directa a la inyeccion de formalina, mientras que la segunda fase se
considera un modelo de dolor persistente (cronico). Los animales reciben
previamente morfina y los compuestos a evaluar antes de la administracion
intraplantar de formalina. Este test se realiza en ratas y ratones y se registra el

tiempo al cual los animales se lamen o muerden la pata durante cada fase.

La morfina una droga narcética tipica, inhibe el dolor en ambas fases pero
drogas con accién periférica, como la indometacina y corticosteroides inhiben

solo la segunda fase. Drogas como el acido acetilsalicilico y paracetamol, los
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cuales inhiben la sintesis de prostaglandinas, bloquen la primera fase del test de

formalina (59).

La estimulacién de los érganos huecos

Ademas de estas pruebas de la nocicepcién peritoneal o visceral, otras pruebas
implican la inyeccién de sustancias algogénicas directamente en los 6rganos
huecos, y como tal, puede ser considerada como modelo para el dolor visceral
verdadero. Por ejemplo, la administracion de formalina en el colon de la rata

puede producir un tipo complejo bifasico de conducta de dolor "" que implica una
fase inicial de estiramiento del cuerpo y la contraccion de cualquiera de los
flancos o el cuerpo entero, y una segunda fase que consiste en lamer y
mordisquear, también producen constricciones abdominales al igual que en las
infusiones intracoldnica de glicerol. Del mismo modo se han desarrollado una
serie de modelos para el dolor de la vejiga, por lo que los reflejos y/o mas
comportamientos complejos se han observado. Modelos de la nocicepcion
visceral también se han utilizado en la estimulacion mecanica del sistema
genitourinario en animales conscientes, a pesar de que estos estimulos son mas
comunes en las prueba, incluyendo los animales anestesiados. Ademas estos
autores observaron una concomitante hiperalgesia en los musculos
abdominales, que junto con sus propios datos electrofisiolégicos proporcionaron

evidencia clara de convergencia visceromuscular a un nivel de la columna (59).
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El estudio se realiz6 en el Departamento de Farmacia de la Universidad Central
Marta Abreu de Las Villas (UCLV) y en el Instituto de Angiologia y Cirugia
Vascular” Fructuoso Rodriguez” de Ciudad de la Habana en el periodo

comprendido desde septiembre 2009 hasta mayo 2010.

2.1. Reactivos empleados.

Para el desarrollo de la investigacion se emplearon reactivos como el
cloroformo (Scharlan chem), etanol(UniChem), ADP (CMP,S.A),
colageno(CMP,S.A), acido acetil salisilico (ASA), cloruro de sodio(Uni Chem),
morfina (QUIMEFA) citrato de sodio 3.8% w/v(Uni Chem), éter de petréleo(Uni
Chem) y agua destilada.

2.2. Preparacién del material vegetal.

2.2.1. Recoleccion.

El material vegetal empleado en el estudio se recolectd en areas cercanas a la
Universidad Central Marta Abreu de Las Villas, especificamente en la estacion
experimental “Las Antillas” en los meses de septiembre de 2009 a octubre de
2009. Comprendié ejemplares que se encontraban en estado de floracion y
fructificacion y se realiz6 en horas tempranas de la mafiana tomando partes
aéreas de la planta procedentes de un suelo carbonatado.

Para el desarrollo del trabajo sélo se utilizaron las hojas de la planta, por ser las
gue presentan informes sobre su uso en la medicina tradicional. La planta se
conservé en el herbario del Jardin Botanico de la propia Universidad Central

identificada con el nUmero 3012.
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2.2.2. Seleccién.
El material recolectado fue trasladado en bolsas de nylon al Laboratorio de
Quimica Farmaceéutica y Farmacognosia, del departamento de Farmacia donde

se procedio a la seleccién de las hojas y eliminacion de las materias extrafias.

2.2.3. Secado.
El secado se realiz6 mediante calor artificial durante 3 dias a una temperatura de

40°C con aire recirculado, utilizando estufa marca Binder

2.2.4. Molinado.

La droga secada se trituré en un molino de cuchillas de 5 pulgadas, marca
Chisty Norris con un tamafio de particulas de 0.75 mm (Ortega, 2008).

2.3. Extraccién.

Se pesaron 70g del material vegetal seco y molinado (hojas) en balanza
analitica Sartorius. Después de ser sometido a un desengrase con éter de
petréleo se realiz6 una extraccion continua (soxhlet) primeramente con
cloroformo (200mL), una vez agotada la droga se expuso la misma al aire para
secar y luego se procedié a realizar otro proceso de extraccion continua
(soxhlet) con etanol al 80% (400mL). Luego se rotoevapord (BUCHI R-100), el
extracto etandlico hasta 200 mL. Posteriormente el extracto etanolico se llevo a

sequedad.

2.4. Determinaciéon del contenido de solidos totales del extracto
hidroalcohélico.

De la muestra de ensayo previamente homogeneizada se transfieren 5 mL a una
capsula de porcelana limpia ,secay previamente tarada; la capsula se coloca en
un bafio de agua y se evapora hasta que el residuo esté aparentemente seco,

posteriormente se pasa a una estufa a una temperatura de 105 °C durante 3h.Se
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retira la capsula de la estufa, se coloca en una desecadora hasta que alcance la
temperatura ambiente y se pesa. Se repite el proceso anterior, pero empleando
solo 60 minutos de secado, las veces necesarias ,hasta obtener masa
constante.

Se determina por la siguiente férmula:

St= (Pt-P)/V donde:

P es la masa de la capsula vacia.

Pt es la masa de la capsula mas el residuo.

V es volumen de ensayo.

2.5. Evaluacion “in vitro” de la actividad antiagregante plaquetaria del
extracto hidroalcohdlico.
Para comprobar la actividad antiagregante plaguetaria se empleé el método

Turbidimétrico utilizando sangre humana.

2.5.1. Preparacion de las muestras de ensayo.

2.5.1.2. Preparacion de las suspensiones de plaguetas humanas.

Las muestras de sangre fueron tomadas de humanos adultos de ambos sexos,
los cuales se sometian a un estudio de rutina en el Instituto de Angiologia y
Cirugia Vascular “Fructuoso Rodriguez”, Ciudad de la Habana. Todos ofrecieron
el consentimiento informado de no haber consumido ningiin medicamento con
actividad antrombatica, al menos ,dos semanas antes de la toma de muestra de
sangre. La muestra se obtuvo de una de las venas situadas en la flexura del
codo usando una jeringa con una aguja de 9 mm de diametro.

Se recogié la sangre, evitando la contaminacion con liquidos tisulares de
acuerdo con lo establecido en el documento NCCLS M 29-T2, e introducir en un

tubo que contenga citrato sédico al 3,8% en una relacion sangre: anticoagulante
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de 9:1. Para preparar un plasma rico en plaquetas (PRP), centrifugar la muestra
con anticoagulante a 150 x g durante10 minutos.

Eliminar con cuidado el PRP con una pipeta de transferencia de plastico. Expeler
el plasma en un tubo de plastico etiguetado como PRP. Cubrir o cerrar el tubo y
mantener a temperatura ambiente (18-26 °C) durante todo el ensayo.

Para preparar el plasma pobre en plaquetas (PPP), volver a centrifugar la
muestra original de sangre a 1000 x g durante 20 minutos. Transferir el PPP al
tubo etiquetado, cubrir o cerrar el tubo y mantener a temperatura ambiente (18 -
26 °C) durante todo el ensayo.

El conteo de plaquetas del plasma rico en plaquetas . (PRP) se ajusté a una
concentracién de 2.5x10™ mol/Lpor dilucién con plasma pobre en plaquetas

(PPP). Ambos plasmas se usaron hasta 3h después de su preparacion.

2.5.1.3. Modelo experimental de agregacion plaquetaria.

Se empled el método Turbidimétrico para medir la agregacion plaguetaria del
extracto hidroalcohdlico aislado a partir de Boldoa Purpurascens cav; usando un
agregometro CLOT-2S. El equipo fue regulado a una temperatura de 37°C y
luego las muestras de Plasma Pobre en Plaguetas (PPP) y Plasma Rico en
Plaguetas (PRP) fueron colocadas en los canales para ser ajustadas. El
producto se preparoé disolviendo 14.8mg en 2 ml de agua destilada (blanco). Se
tomdé como control positivo una solucion de acido acetil salicilico (ASA) al 1%
1mg/ml en el medio de incubacién ; para medir el efecto anticoagulante. EIl PRP
se incubd durante 2 minutos previo a la adicion del estimulo. Se emplearon
como estimulos ADP Y colageno que se prepararon acorde a las intrucciones
establecidas para estos fines ( se disolvieron 0.1ml de ADP en 0.5 ml de agua
destilada y 25 microlitros de colageno en 475 microlitros del mismo disolvente
Los volimenes de estimulos se adicionaron en 500 microlitros del PRP
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utilizadndose 5,10 y 20 microlitros de ADP y del colageno se tomaron volimenes
de 5,10 y 12.5 microlitros a una concentracion de Immol/L.

Se comenzo a leer el ensayo dejando correr el papel alrededor de 300 segundos
y posteriormente se comprobd que el porcentaje de inhibicibn plaquetaria
estubiese por encima del 50% de agregacién, para proceder luego con la adicién
10 microlitros de la dilucion del extracto a 1molar. Se lee el ensayo nuevamente

y se procesan los datos.

2.7. Anélisis estadistico.

El procesamiento estadistico se realiz6 a partir de la informacion obtenida en los
modelos de recogida primaria de datos, con los cuales se confeccionaron bases
de datos para la técnica empleada. Se utilizd6 el paquete estadistico SPSS,
version 11.5 para Windows. A los datos se le aplicaron los estadigrafos
descriptivos media y desviacion estandar. La comparacion entre los grupos se
realiz6 mediante la aplicacion de técnicas no paramétricas, utilizando test de

ANOVA con un intervalo de confianza del 95%.

2.6. Evaluacion de la actividad analgésica del extracto hidroalcélico.
Para comprobar la actividad analgésica a nivel central se empled el método “in

vivo” de la Placa Caliente, en ratones.

2.6.1. Preparacion de las muestras de ensayo.

2.6.1.1. Preparacion de las dosis a administrar del extracto hidroalcdlico.
Se administraron dosis de 200, 400, 600 y 800mg/Kg de peso vivo, utilizando
como vehiculo agua destilada. Para la preparacién de las muestras se utilizaron
volumétricos de 50 y100 mL y las pesadas se realizaron en balanza analitica

Sartorius.
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2.6.1.2. Preparacion de la solucion de Cloruro de Sodio (0.9%) (control
negativo).
Se preparo una solucion de Cloruro de Sodio disolviendo 0.9g en cantidad

suficiente de agua destilada (100mL).

2.6.1.3. Modelo experimental de actividad alnalgésica.

2.6.1.3.1 Caracterizacion del sistema de estudio.

Se realiz6 el ensayo para comprobar el efecto analgésico de un extracto
hidroalcohdlico obtenido a partir de Boldoa purpurascens, Cav. Para ello se
utilizaron 20 ratones machos y 16 hembras de la linea NMRI con un intervalo de
peso inicial entre 19 y 29g. Los animales se suministraron por el Centro Nacional
de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) acompafados del

correspondiente certificado de calidad Genética e Higiénico Sanitaria(Anexol).

2.6.1.3.2. Condiciones Experimentales.

Los animales fueron mantenidos durante 7 dias en adaptacion a las condiciones
experimentales con una temperatura de 27£1°C, humedad relativa de 60+5% y
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas/12 horas. Recibieron alimentacion controlada
(Alimento concentrado EMO 1002 en forma de pellet con su correspondiente
Certificado de Calidad emitido por el CENPALAB, Anexo 2) y agua potable apta
para consumo ab libitum. Se alojaron en jaulas de polietileno con rejilla metalica
a razon de 6 animales por jaula. Fueron privados de alimentacion 18 horas antes

de iniciar el experimento y de agua potable 1 hora antes.

2.6.1.3.3. Evaluacion postmortem.
La eutanasia se realizé a las 24 horas de culminado el estudio, los animales
fueron sacrificados mediante la dislocaciéon cervical, cumpliendo con los

procedimientos internacionales bioéticos establecidos para ello.

34

Yanniel Arcelio Morales Millet.



35

Capitulo 2. Materiales y Métodos.

2.6.1.3.4. Consideraciones éticas

Todos los investigadores respetaron los principios éticos que rigen la
experimentacion animal, garantizando el bienestar y la proteccion de los
mismos, tanto por la sensibilidad humana ante el sufrimiento animal, como por
garantizar la validez de los resultados obtenidos, cumpliéndose con las Normas
de Bioética y Bioseguridad establecidas (Duefias, 2000).

2.6.1.3.6. Procedimiento experimental.

Se utilizaron 6 grupos de 6 animales cada uno, de ambos sexos. El grupo |
(control negativo) recibié una solucidn salina NaCL 0,9% por via intraperitonial
utilizando una jeringuilla de 1-ml en volumenes de 0.2 y 0.3 segun el peso. Para
el grupo Il (control positivo) se utilizd como referencia 7.5 mg/kg, i.p. de morfina
que fue suministrada por via intraperitonial en un volumen de 0.2ml. y a los
grupos lll, IVy V y VI se les aplicaron dosis de 200, 400, 600 y 800 mg/Kg del
extracto hidroalcohdlico. La administracion a todos los grupos restantes se
realizd sobre la base del peso vivo de cada animal. Las determinaciones de la
analgesia se realizaron en un equipo denominado Placa Caliente (Hot-plate)
marca UGO BASILE. El aparato consiste en una placa conectada a una
resistencia termostatada de modo que se consigue la temperatura deseada (55
+ 1 %). Para evitar que el animal huya, esta provisto de un cilindro de plastico
transparente que permite observar una reaccion de incomodidad del animal
(lamerse las patas trasera e incluso saltar). Cada individuo puede considerarse
como su propio control y se efectian dos medidas espaciadas en 10 min y se
calcula la media (tiempo antes). Luego después de administrar los productos se
evalla el tiempo de la reaccion a los 30, 60, 90, 120 y 180 min y este valor viene
determinado por los segundos que tarda en reaccionar el raton después del

tratamiento(tiempo después).
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% Analgesia =T después — T antes X 100/ T antes

2.6.1.3.7 Andlisis estadistico.

Los datos sobre los tiempos de soporte ante el estimulo térmico por grupos de
tratamiento y en cada momento fueron vaciados en Excel. Ellos fueron
importados al SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) y procesados
en el Centro de Estudios de Informatica de la Universidad Central “Marta Abreu”

de Las Villas, en una computadora Intel, Centrino Duo.

Para facilitar su interpretacion, el procesamiento se realizé de la siguiente forma:

1. Analisis descriptivo de datos. Determinacion de un indice relativo de
poder analgésico de las diferentes dosis para su comparacion adecuada.

2. Cambios del poder analgésico a lo largo del tiempo en cada tratamiento

3. Diferencias entre los grupos de tratamiento en cada momento después de

la aplicacion

En la primera parte, se utiliza un analisis descriptivo de los datos comenzando
con el peso de los ratones en cada grupo, y se comparan estadisticamente con
un andlisis de varianza paramétrico de grupos independientes. Se describen
ademas los tiempos de soporte o resistencia ante el estimulo térmico en cada
grupo y en cada momento. Ello sugiere la necesidad de trabajar datos relativos a
los tiempos de soporte en el momento basal. Se define este indice y se
muestran las estadisticas descriptivas del mismo. Como este indice es un
porcentaje, no tiene distribucion normal, y a continuacion, todas las pruebas a

aplicar tendran un caracter no paramétrico
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En la segunda parte se comparan, para cada tratamiento por separado, los
cambios en el poder analgésico a lo largo del tiempo. Se trata de comparaciones
apareadas y por ello se utiliza el analisis de varianza no paramétrico de segunda
via (muestras relacionadas) de Friedman y como test de rangos para comparar

parejas de momentos, se utiliza consecuentemente el test de Wilcoxon.

En la tercera parte se buscan las diferencias entre los grupos de tratamiento,
fijando en este caso el momento. Se trata de comparaciones de muestras
independientes y por ello se utiliza el andlisis de varianza no paramétrico de
primera via (muestras independientes) de Kruskal-Wallis y como test de rangos,

para comparar parejas de grupos, se utiliza el test de Mann-Whitney.

Finalmente se intenta reflejar, con analisis descriptivo de datos, en qué medida
las conclusiones anteriores sobre el poder analgésico, son visibles desde el
punto de vista de las variables originales, relativas a los tiempos de soporte de
estimulos térmicos, entre los grupos de tratamiento que demostraron el mejor

desemperio.

Todas las comparaciones por los test estadisticos se consideran significativas si
la significacion es menor que 0.05. Si la significacion es menor que 0.01, se
consideran altamente significativas. Si la significacibn no es menor que 0.05;
pero al menos menor que 0.10, se consideran medianamente significativas. En
todas las pruebas no paramétricas se intenta calcular la significacion exacta,
mientras la memoria del procesador lo permita, y como alternativa (en el caso de
los tests de Kruskal-Wallis), se calcula la significacion a partir de técnicas de
Monte Carlo que simulan 10000 tablas con la misma distribucion de los datos
reales a comparar, calcula entonces la significacion de estas 10000

comparaciones, y reporta la significacion media y su intervalo de confianza del

37

Yanniel Arcelio Morales Millet.



38

Capitulo 2. Materiales y Métodos.

99%. Todo ello brinda gran confiabilidad a la estimacibn como tal de la

significacion, incluso cuando las muestras sean pequefas.

38
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3.1. Recoleccion del material vegetal.

Las hojas de la planta se recolectaron en areas de suelos ricos en carbonatos
ubicados en la estacion experimental “Las Antillas”. Un ejemplar de la especie se
identificé en el Jardin Botanico de la Universidad Central Marta Abreu de Las
Villas por el especialista (Dr. Cristobal Albuerne), se comparé con otro ejemplar
depositado en la institucion denotado con el niumero 3012, lo cual permitio

comprobar la autenticidad de la especie.

3.1.1. Preparacion del material vegetal.

El material vegetal una vez secado se molind de tal forma que la materia prima
conservara las caracteristicas macromorfoldgicas establecidas para la droga.
Se almacend en bolsas de polietileno dentro de una desecadora protegida de la

luz y la humedad, hasta el momento de su utilizacion.

3.2. Extraccion del material vegetal.

El material vegetal se extrajo en un equipo soxhlet durante 20h con el cloroformo
para garantizar el agotamiento total de la droga y asi eliminar los componentes
grasos y pigmentos que podian interferir en el posterior trabajo experimental y
gue no constituian metabolitos de interés en para este estudio, ademas esto
permitidé lograr la mayor concentracion de los metabolitos extraibles con cada
disolvente empleado. Se decidi6 posteriormente realizar una extraccion con
etanol al 80% para eluir del material vegetal los componentes de mediana y alta
polaridad y asi obtener compuestos polihidroxilados (flavonoides, carbohidratos
y glicésidos flavonoides) presentes en las hojas de la especie. De esta forma se
obtuvo un extracto rico en componentes polifendlicos, que podia tener relacion

con los efectos bioldgicos propuestos para esta especie.
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3.3. Determinacion de contenido de sélidos totales del extracto
hidroalcohdlico.

Se procedi6 a la determinacion de los sélidos totales contenidos en el extracto
hidroalcohdlico de Boldoa purpurascens. ya que el conocimiento de este
pardmetro, se hace necesario para establecer las dosis a emplear cuando se
realizan estudios biologicos a partir de extractos de plantas medicinales , en este

caso de obtuvo un valor equivalente a 41.4mg/mL.

3.4. Evaluacién” in vitro” de la actividad antiagregante plaquetaria.

Se empled el método Turbidimétrico para medir la agregacion plaguetaria del
extracto etanolico obtenido a partir de Boldoa purpurascens Cav;

El extracto se redisolvio en agua destilada en el momento de los experimentos
y asi se evitd cualquier efecto no deseado provocado por el disolvente de
extraccion.

Se utiliz6 como blanco el agua destilada al cual se le afiadié diversas dosis de
estimulos (ADP Y colageno) a las concentraciones minimas en las cuales una
individuo normal agrega (1mmol/L). Dentro de los datos obtenidos se puede
observar que a mayor dosis de estimulos mayores es el porciento de inhibicién
de agregacion plaquetaria. (Tabla 1y Tabla 2).

Tabla 1. Resultados del porciento de inhibiciéon de la agregacion plaquetaria del

ADP en agua destilada (Control)

Dosis de ADP (pL) Inhibicion de Agregacion Plaquetaria
(%)
5 0
10 50
20 60
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Tabla 2. Resultados del porciento de Inhibicién de la agregacion plaquetaria del

colageno en agua destilada (Control)

Dosis de Colageno (pL) Inhibicion de Agregacion Plaquetaria
(%)
5 0
10 60
12.5 70

Sin embargo a pesar de que el coldgeno también mostré un mayor porciento de

inhibicion de agregacion plaquetaria en su maxima dosis (12.5uL), lo hace en un

mayor porciento que el ADP, teniendo en cuenta que la maxima dosis del mismo

es menor que la del colageno. (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados del porciento de inhibicion de agregacion plaquetaria de

ADP y Colageno en control a dosis maximas.

Estimulos Dosis (pL) Inhibicibn de Agregacién
Plaquetaria (%)
ADP 20 60
Colageno 12.5 70
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El colageno es inhibidor de la formacion de tromboxanos evita la formacion de
trombos en un 70% mientras que el ADP activa el receptor purinérgico P2Y12 e

inhibe la agregacion plaguetaria en un 60%.( Grafico 1).

80
70

. .
50 /
. _
2 —

-

10

—e—ADP
—=— Colageno

Dosis % de Inhibicion de la
Agregacion Plaquetaria

Gréafico 1. Resultados del porciento de inhibicion de agregacion plaquetaria de

ADP y Coladgeno en control a dosis maximas.

Después de haberse realizado el control con agua destilada se tomaron los
valores de porciento de Inhibicibn de Agregacion Plaquetaria que se
encontraban por encima del 50%. Posteriormente se adicionaron10 pL de
extracto a las dosis de estimulos de ADP (10 Y 20 pL) y de Coladgeno (10y 12.5
pL) manteniendo el procedimiento anterior. Las mayores dosis (dosis2)
mostraron un mayor porciento de Inhibicion de Agregacién Plaguetaria tanto

para el ADP como para el Colageno. (Tabla 4)
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Tabla 4. Comparacion del porciento de Inhibicion de la Agregacién Plaquetaria

de coldgeno y ADP en 10 pL de extracto.

Producto Dosis1 (uL) PI1 (%) Dosis2 (uL) P12 (%)
ADP+ 10 20 20 60
Extracto
Colageno + |10 30 12.5 70
Extracto

Pl — Porciento de inhibicién de agregacién plaquetaria.

El perfil antiagregante dosis-respuesta del extracto de Boldoa, fue comparado

con el de &cido acetil salicilico (ASA) (Patrén), precursor clave en la sintesis de

prostaglandinas. Evidentemente el ASA mostré una inhibiciéon del 90% de

agregacion a una dosis de 1 pL; pues su accion antiplaquetaria se atribuye

principalmente a la inhibicién irreversible de la ciclooxigenasa (COX), lo que

reduce la produccion de TxA2 y, con ello, la agregaciéon de plaquetas.

¢ Dosis maxima (uL

B (%) de inhibicion

100
|
80
60 =
40
20 *
0 T <
0 1 3

Gréfico 2. Efecto de Boldoa purpurascens sobre la Agregacion plaquetaria

“in vitro” inducida por ADP Y Colageno a la dosis maxima frente al patron ASA.
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Posteriormente se determind que no habia diferencias significativas (p<0,05
frente al control con un intervalo de confianza del 95%) en el porciento de
inhibicion plaquetaria entre el ADP control (A) y ADP mas extracto (B) a la
maxima dosis (20 uL) (Tabla 5), ocurriendo de igual forma para el colageno
(12,5 pL) (Tabla 6). Sin embargo en los porcientos obtenidos entre el coladgeno
control (A) y coldgeno més extracto (B) a partir de la dosis de 10 pL, existen

diferencias significativas. (Grafico 3y 4).

Tabla 5. Analisis de varianza del efecto de Boldoa purpurascens sobre la

agregacion plaquetaria “in vitro” inducida por ADP.

Agrupacion Media F P
A:ADP (Control) |4450.0 27.00 0.306
B:ADP (Extracto) |5105.56 306.33 0.328
AB 616.667 37.00 0.298

Tabla 6. Analisis de varianza del efecto de Boldoa purpurascens sobre la

agregacion plaquetaria “in vitro”inducida por Colageno.

Agrupacion Media F P
A:Colag (Control) |7450.0 640.50 0.308
B:Colag (Extracto) |7316.67 658.50 0.320
AB 316.667 28.50 0.300
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Interactions and 95.0 Percent LSD Intervals
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Gréafico 3. Analisis de varianza del efecto de Boldoa purpurascens sobre la
agregacion plaquetaria “in vitro” inducida por ADP.
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Interactions and 95.0 Percent LSD Intervals
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Gréfico 4. Andlisis de varianza del efecto de Boldoa purpurascens sobre la

agregacion plaquetaria “in vitro” inducida por Colageno.

El extracto etandlico de las hojas de Boldoa Purpurascens, provocé un mayor
efecto antiagregante en plaquetas, en el ensayo cuando se emple6 como
estimulo de agregacion al colageno a la dosis (12.5 pL) , donde se observé un
70% de inhibicion con respecto a la dosis de ADP (20 uL) que inhibi6 el 60%.
Estos resultados sugieren que el extracto evaluado actla sobre la Glucoproteina

VI inhibiendo la formaciéon de tromboxanos.
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Los resultados obtenidos en este estudio permiten demostrar que el extracto
etandlico de Boldoa Purpurascens, ejerce un efecto antiagregante plaguetario in

vitro en plaquetas humanas. Llama la atencion, en particular, el comportamiento

descrito por el extracto frente a la induccion con colageno, cercano al descrito
para el ASA. Por lo cual podria tener repercusiones potenciales en clinica, si se
tienen en cuenta los beneficios aportados por el ASA en la profilaxis de eventos

coronarios agudos.

El efecto antiagregante plaquetario ha sido descrito en gran numero de fuentes de
origen natural. Entre ellos Salis cortex, Galea officinalis, Piper futokadsura,
Reboulia hemisphaerica. No obstante, Boldoa purpurascens sefiala una potencia
inhibitoria, que de acuerdo con la revision de la literatura, no habia sido descrita

con anterioridad.

3.5. Evaluacién “in vivo” de la actividad analgésica del extracto
hidroalcohdlico.

En la Tabla 7 se muestran las estadisticas descriptivas del peso en gramos de
los animales por grupos. Puede observarse que el peso medio en general es de
25.05 gramos con una desviacion estandar de 2.10 gramos. Sin embargo se
aprecia a simple vista, que el peso medio (y también la desviacién estandar)
pueden variar por grupos de tratamiento. También son diferentes

consecuentemente los valores minimo y maximo dentro de los grupos.

Un analisis de varianza demuestra, con significacion 0.01, que efectivamente
hay diferencias significativas en los pesos medios entre grupos, y el test de

Levene muestra ademas que hay diferencias significativas también en su
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desviacién estandar (significaciéon 0.04). Los test de Scheffe y Dunnet C (el
primero conservador y el segundo aplicable cuando hay falta de homogeneidad
de varianzas) arrojan idénticos resultados y distinguen dos subgrupos
homogéneos: en el primero, con pesos promedios mas bajos, estan francamente
los ratones que recibieron dosis de 400 mg/mL, dosis de 800 mg/mL y Morfina,
todos con peso promedio inferior a los 24.5 gramos. En el segundo subgrupo
esta francamente el grupo de ratones que recibié dosis de 600 mg/mL con peso
promedio superior a 27.5 gramos. En una situacion intermedia, sin diferenciarse
significativamente del primer subgrupo ni del segundo, estan los ratones que
recibieron dosis de 200 mg/mL y los que recibieron el placebo de cloruro de
sodio, ambos con peso promedio entre 24.5 y 27.5 gramos. El grafico ayuda a

visualizar estas diferencias (Anexo 6).

Tabla 7. Estadisticas descriptivas del peso en gramos de los animales por
grupos.

Estadisticas descriptivas del peso en gramos de los animales, a nivel de grupos de tratamiento

ntervalo de confianzal

95% para la media

Desviacion Error Limite Limite
N Media estandar | estandar | inferior [ superior | Minimo | Maximo
Cloruro de sodio (Control| 6 26.05 1.09 .45 24.90 27.20 24.60 27.82
Morfina (Control +) 6 24.18 1.73 71 22.36 26.00 22.38 26.50
Dosis 200 mg/ml 6 24.63 2.25 .92 22.27 26.99 22.30 26.75
Dosis 400 mg/ml 6 23.68 .46 19 23.19 24.16 23.02 24.40
Dosis 600 mg/ml 6 27.73 1.03 42 26.64 28.82 26.26 28.90
Dosis 800 mg/ml 6 24.02 2.44 1.00 21.46 26.59 19.90 26.90
Total 36 25.05 2.10 .35 24.33 25.76 19.90 28.90
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Analisis de varianza del Peso entre los grupos de tratamiento

Suma de Cuadrado

cuadrados gl medio F Sig.
Entre grupos 72.397 5 14.479 | 5.26 | .001
Dentro de grupos 82.522 30 2.751
Total 154.918 35

Sig. del test de Levene de homogeneidad de varianzas=0.004

Subconjuntos homogéneos de acuerdo al peso en gramos

Scheffe y Dunnet C

Subconjuntos para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2

Dosis 400 mg/ml 6 23.68

Dosis 800 mg/ml 6 24.02

Morfina (Control +) 6 24.18

Dosis 200 mg/ml 6 24.63 24.63
Cloruro de sodio (control -) 6 26.05 26.05
Dosis 600 mg/ml 6 27.73

En la Tabla 8 se muestran las estadisticas descriptivas, por grupos, de los

tiempos que los animales soportan el estimulo térmico. El tiempo promedio basal

esta calculado como media de los tiempos observados a los 0 minutos y a los 10

minutos, ambos antes de aplicar cualquier tratamiento. Véase que hay una

aparente variabilidad en los mismos. Hay por supuesto también variabilidad en
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los tiempos reportados a los 30 minutos, los 60, los 90, 120 y 180; pero resulta
dificil apreciar cuales con los comportamientos mejores porque se parte de
tiempos basales promedios diferentes. Ademas, como se muestra en el gréfico,
(Anexo 7) los tiempos promedio basales varian con el peso en gramos y ya se

demostré que el peso promedio en gramos de los grupos no es homogéneo.
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Tabla 8. Estadisticas descriptivas del tiempo que soportan ante estimulo
térmico.

Estadisticas descriptivas del tiempo que soporta ante estimulo térmico

Tratamiento Media Desv.Est.
Tiempo promedio basal Cloruro de sodio (Control -) 7.18 .96
Morfina (Control +) 12.00 1.46
Dosis 200 mg/ml 9.78 1.45
Dosis 400 mg/ml 11.13 2.44
Dosis 600 mg/mi 7.59 1.43
Dosis 800 mg/mi 7.10 1.47
Tiempo que soporta a los 30 min Cloruro de sodio (Control -) 5.05 2.53
Morfina (Control +) 22.98 9.17
Dosis 200 mg/ml 12.37 5.92
Dosis 400 mg/ml 15.57 6.38
Dosis 600 mg/ml 15.57 4.76
Dosis 800 mg/ml 10.62 6.92
Tiempo que soporta a los 60 min Cloruro de sodio (Control -) 6.20 1.92
Morfina (Control +) 19.68 151
Dosis 200 mg/ml 9.55 4.33
Dosis 400 mg/ml 8.17 2.96
Dosis 600 mg/ml 5.13 1.99
Dosis 800 mg/ml 10.13 3.57
Tiempo que soporta a los 90 min Cloruro de sodio (Control -) 4.63 1.78
Morfina (Control +) 13.47 3.03
Dosis 200 mg/ml 8.03 1.46
Dosis 400 mg/ml 7.42 2.72
Dosis 600 mg/ml 6.48 2.76
Dosis 800 mg/ml 10.07 3.05
Tiempo que soporta a los 120 min Cloruro de sodio (Control -) 4.72 1.83
Morfina (Control +) 12.78 221
Dosis 200 mg/mi 7.33 151
Dosis 400 mg/mi 7.28 2.48
Dosis 600 mg/mi 6.00 2.14
Dosis 800 mg/mi 9.55 2.64
Tiempo que soporta a los 180 min Cloruro de sodio (Control -) 4.30 1.57
Morfina (Control +) 9.32 2.66
Dosis 200 mg/ml 6.33 1.52
Dosis 400 mg/ml 6.77 2.52
Dosis 600 mg/ml 5.32 2.14
Dosis 800 mg/ml 7.22 3.10
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Esto indica la necesidad de trabajar con un indice que sea expresion del poder
analgésico a partir de la relacion entre el tiempo de soporte del estimulo térmico
en una determinada dosis y al cabo de un tiempo determinado y el tiempo
promedio basal de soporte a tal estimulo. Las estadisticas descriptivas de una

tal medida se muestran en la Tabla 9. Como quiera que:

Tiempo de soporte en tratamiento X al cabo deY minutos

Poder Analgesico = - .
Tiempo de soporte promedio basal

resulta claro, que si este valor es superior a 1, existe efectivamente poder
analgésico y en caso contrario, no. Observando entonces la tabla y el gréafico

(Anexo 8) puede comprobarse en principio que:

e El placebo de Cloruro de Sodio, no tiene poder analgésico en ninguno de
los momentos (todos los valores promedios son inferiores a 1)

e La morfina, control positivo, tiene poder analgésico desde los 30 minutos
y hasta los 120; lo pierde a los 180 minutos.

e EIl tratamiento con dosis de 200 mg/mL tiene poder analgésico a los 30
minutos pero lo pierde posteriormente. Lo mismo ocurre con el
tratamiento con dosis de 400 y 600 mg/mL.

e EIl tratamiento con dosis de 800 mg/mL mantiene su poder analgésico
desde el principio hasta los 180 minutos. Si bien desciende al cabo de las
3 horas, resulta relativamente superior a la morfina, pues no llega a

perderlo.
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Tabla 9. Estadisticas descriptivas del poder analgésico por grupos.

Estadisticas descriptivas del poder analgésico por grupo%

Tratamiento Media Desv.Est.
Cloruro de sodio Poder analgésico relativo a los 30 min .708 .350
(Control -) Poder analgésico relativo a los 60 min .870 .250
Poder analgésico relativo a los 90 min .660 .261
Poder analgésico relativo a los 120 min .653 .235
Poder analgésico relativo a los 180 min .593 194
Morfina (Control +) Poder analgésico relativo a los 30 min 1.982 977
Poder analgésico relativo a los 60 min 1.671 .327
Poder analgésico relativo a los 90 min 1.122 .214
Poder analgésico relativo a los 120 min 1.079 .218
Poder analgésico relativo a los 180 min .804 .307
Dosis 200 mg/ml Poder analgésico relativo a los 30 min 1.268 .597
Poder analgésico relativo a los 60 min .957 .345
Poder analgésico relativo a los 90 min .839 197
Poder analgésico relativo a los 120 min .760 181
Poder analgésico relativo a los 180 min .661 195
Dosis 400 mg/ml Poder analgésico relativo a los 30 min 1.444 .617
Poder analgésico relativo a los 60 min .758 .276
Poder analgésico relativo a los 90 min .688 .256
Poder analgésico relativo a los 120 min 672 .233
Poder analgésico relativo a los 180 min .623 .238
Dosis 600 mg/ml Poder analgésico relativo a los 30 min 2.153 .860
Poder analgésico relativo a los 60 min .694 .285
Poder analgésico relativo a los 90 min .883 .395
Poder analgésico relativo a los 120 min .820 .338
Poder analgésico relativo a los 180 min 732 .348
Dosis 800 mg/ml Poder analgésico relativo a los 30 min 1.783 1.819
Poder analgésico relativo a los 60 min 1.474 514
Poder analgésico relativo a los 90 min 1.451 443
Poder analgésico relativo a los 120 min 1.401 .501
Poder analgésico relativo a los 180 min 1.028 .375

a. Poder analgésico=Tiempo de resistencia a estimulo térmico / Tiempo de resistencia basal

Es bueno enfatizar que esta tabla (y el grafico correspondiente) muestran

tendencias medias a nivel de grupos de tratamiento.

Ellas no son
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necesariamente las tendencias con que evoluciona cada raton individual dentro
del grupo. Para analizar los cambios del poder analgésico a lo largo del tiempo
en cada tratamiento es necesario aplicar test estadisticos que consideren las

tendencias individuales y esto es lo que se realiza en el siguiente epigrafe.

3.5.1. Cambios del poder analgésico a lo largo del tiempo en cada

tratamiento.

En la Tabla 10 se resumen los resultados de muchas pruebas, en particular un
test de Friedman de muestras apareadas para cada uno de los tratamientos (en
total 6), a los fines de evaluar la significacion individual de los cambios a lo largo
del tiempo. Asociado a cada tratamiento y cada test de Friedman, se hacen
entonces tests de Wilcoxon, para encontrar las diferencias por parejas de
momentos, por tanto, 10 tests por cada tratamiento, en total 60 tests de este
tipo. Para representar los resultados se reflejan los rangos medios del test de
Friedman ordenados de forma descendente, y agrupados segun los
submomentos homogéneos que determina el test de Wilcoxon.
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Tabla 10. Cambios del poder analgésico a lo largo del tiempo en cada
tratamiento.

Submomentos homogéneos segun el poder
analgésico del cloruro de sodio (control negativo)

Submomentos homogéneos segun el pgder

N 1 analgésico de la dosis 400 mg/ml
A los 60 minutos 6 4.17 N 1 2
A los 30 minutos 6 3.33 ATos 30 minutos 6 458
A los 90 minutos 6 2.83 A'los 60 minutos 6 4.00
Alos 120 minutos 6 2.67 A los 90 minutos 6 2.67 2.67
A los 180 minutos 6 2.00 A los 120 minutos 6 2.58 2.58
Sig. exacta del test de Friedman=0.187 A los 180 minutos 6 1.17
a. Se reportan los rangos medios del test de Sig. exacta del test de Friedman=0.000
Friedman. Todos los momentos son homogéneos a. Se reportan los rangos medios del test de

Friedman y los submomentos homogéneos se

Submomentos homogéneos segun el poder . determinan con el test de Wilcoxon y alfa=0.05

analgésico de la morfina (control positivo)

Submomentos homogéneos segun el pgder

TN N 5 4.150 2 3 analgésico de la dosis 600 mg/ml
A los 30 minutos 6 | 4.17 4.17 N 1 2 3
A los 90 minutos 6 2.67 A los 30 minutos 6 5.00
A los 120 minutos 6 2.50 2.50 A los 120 minutos 6 3.33
A los 180 minutos 6 1.17 A los 90 minutos 6 3.17
Sig. exacta del test de Friedman=0.000 A los 60 minutos 6 2.08 2.08
a. Se reportan los rangos medios del test de A los 180 minutos 6 1.42
Friedman y los submomentos homogéneos se Sig. exacta del test de Friedman=0.000
determinan con el test de Wilcoxon y alfa=0.05 X
a. Se reportan los rangos medios del test de
Friedman y los submomentos homogéneos se
Submomentos homogéneos segln el pgder determinan con el test de Wilcoxon y alfa=0.05
analgésico de la dosis 200 mg/ml
N 1 2 Submomentos homogéneos segun el poder
A los 30 minutos 6 417 analgésico de la dosis 800 mg/ml
A los 90 minutos 6 2.92 N 1
A los 60 minutos 6 3.67 3.67 Alos 60 minutos 6 3.67
A los 120 minutos 6 2.67 2.67 A los 90 minutos 6 3.33
A los 180 minutos 6 1.58 A los 30 minutos 6 3.17
Sig. exacta del test de Friedman=0.039 A los 120 minutos 6 2.83
a. Se reportan los rangos medios del test de A los 180 minutos 6 2.00
Friedman y los submomentos homogéneos se Sig. exacta del test de Friedman=0.450

determinan con el test de Wilcoxon y alfa=0.05 a. Se reportan los rangos medios del test de

Friedman. Todos los momentos son homogéneos
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La primera subtabla de la columna izquierda refleja que cuando se utiliza el
cloruro de socio no hay cambios significativos en el poder analgésico a lo largo
del tiempo (significacion del test de Friedman 0.187). En este caso, no hay
diferencias entre ninguna pareja de momentos y por tanto todos ellos pertenecen

al mismo subgrupo.

En la segunda subtabla de la columna izquierda (Tabla 10) se reflejan los
resultados cuando se utiliza la Morfina. Obsérvese que en este caso si hay una
variacion altamente significativa a lo largo del tiempo (significacion del test de
Friedman: 0.000). Por lo que se aplica el test de Wilcoxon y se encuentran tres

submomentos homogéneos:

e Alos 60y los 30 minutos, con los rangos mayores
e Alos 30, 90 y 120 minutos, con rangos intermedios (a los 30 el rango
no difiere de los anteriores y a los 120 no difiere de los posteriores)

e Alos 120 o 180 minutos, con rangos menores

Es particularmente interesante, que los mayores rangos medios evolutivos se
obtienen a los 60 minutos a pesar, que de acuerdo a las estadisticas
descriptivas, los valores medios del poder analgésico son maximos a los 30
minutos. Después se comprobard que esto es consecuencia de que hay
particularmente un raton dentro de este grupo que incrementa su tiempo de
soporte de manera muy notable a los 30 minutos y €l incide entonces sobre la
media. Pero los rangos de Friedman no son susceptibles a valores extremos y
por tanto ellos son mejor expresion de la tendencia individual.

En la tercera subtabla de la columna izquierda (Tabla 10) se reflejan los
resultados cuando se utiliza el analgésico con dosis 200 mg/mL. Existe una

variacion significativa del poder analgésico a lo largo del tiempo, aunque menos
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marcada que en la morfina (significacion del test de Friedman 0.039). Con el test

de Wilcoxon se encuentran dos submomentos homogéneos:

e Alos 30, 90, 60 y 120 minutos con los rangos mayores
e Alos 60, 120 y 180 minutos con los rangos intermedios o menores (60 y

120 son rangos que no difieren de los anteriores).

Los resultados con la dosis de 400 mg/mL se muestran en la primera tabla
superior derecha. También aqui se detecta una variacion altamente significativa
del poder analgésico (significacion del test de Friedman: 0.000). El test de

Wilcoxon clasifica dos submomentos homogéneos:

e Alos 30, 60, 90 y 120 minutos, con los valores mayores
e Alos 90, 120 y 180 minutos con valores intermedios o menores (90 y 120

son rangos que no difieren de los anteriores

De manera similar en la segunda subtabla de la columna derecha (Tabla 10) se
muestra el cambio del poder analgésico a lo largo del tiempo cuando se utiliza la
dosis de 600 mg/mL. Dicho cambio es altamente significativo (significacion del
test de Friedman: 0.000). Segun el test de Wilcoxon se encuentran tres grupos
teniendo en cuenta los rangos de analgesia en los diferentes tiempos:

e Los mejores rangos de obtienen a los 30 minutos

e Alos 120, 90 y 60 minutos se obtienen rangos intermedios

e Alos 60y 180 minutos se obtienen los rangos menores (el rango a los 60

minutos no difiere de los anteriores intermedios)

Por dltimo en la tercera subtabla de la columna derecha se demuestra que los

rangos medios del poder analgésico con la dosis de 800 mg/mL se mantiene
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estable a lo largo del tiempo (significacion del test de Friedman 0.450) por lo que
se puede concluir que esta dosis es la que produce una analgesia mas estable
desde las 0 a las 8 horas (mas estable inclusive que la morfina, que constituye el

control positivo).

3.5.2. Diferencias entre los grupos de tratamiento en cada momento después

de la aplicacion.

En la Tabla 11 se hace la comparacion de los grupos (tratamientos) en cada
momento. En esta tabla se resimen también muchas pruebas, en particular un
andlisis de varianza de Kruskal-Wallis en cada uno de los momentos y
asociados con cada uno, 15 pruebas de Mann-Whitney entre parejas de grupos
para detectar los que difieren. Para representar los resultados se reflejan los
rangos medios del test de Kruskal-Wallis ordenados de forma descendente y
agrupados segun los subgrupos homogéneos que determina el test de Mann-
Whitney EIl estilo de resumir los datos es similar a la de la tabla anterior,
salvando el hecho de que se trata aqui de muestras independientes y alla de
muestras apareadas y que se considerd preferible presentar los rangos del
analisis de varianza en orden ascendente en lugar de descendente, lo cual es

puramente convencional.
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Tabla 11. Comparacién de los grupos segun tratamiento en cada momento.

Subgrupos de tratamientos homogéneos gegdn poder Subgrupos de tratamfentos homogféneos segun poder
analgésico alos 30 minutos analgésico a los 90 minutos
N 1 > N 1 2 3
Cloruro de sodio (Control -) 6 8.17 Cloruro de sodio (Control -) 6 | 1050
Dosis 200 mg/ml 6 17.00 gos!s ‘2‘38 mg;m: 6 E-gg a3
Dosis 800 mg/ml 6 17.00 0sls 200 mg/m 6 : .
Dosis 400 mg/ml 6 19.00 Dosis 600 mg/ml 6 19.00 | 19.00 |19.00
Morfina (C g: |+ ' 67 Morfina (Control +) 6 2517 |25.17
D°r,'”20(0 on ;0 | ) 6 23'17 Dosis 800 mg/mi 6 29.50
os1s mg'm 6 - 26. Sig. de Monte Carlo del test de Kruskal-Wallis=0.002,
Sig. de Monte Cabrlo del test de Kruskal-Wallis=0.047, IC=(0.001,0.003)°
IC=(0.042,0.053) a. Se reportan los rangos medios del test de Kruskal-Wallis y
a. Se reportan los rangos medios del test de los subgrupos homogéneos se determinan con el test de
Kruskal-Wallis y los subgrupos homogéneos se Mann-Whitney y alfa=0.05

determinan con el test de Mann-Whitney y alfa=0.05
b. IC=Intervalo de confianza del 99% para la significacion

b. IC=Intervalo de confianza del 99% para la significacion

Subgrupos de tratamientos homogéneos gegdn poder Subgrupos de tratamientos homogéneos gegln poder
analgésico alos 60 minutos analgésico alos 120 minutos
N 1 2 N 1 2
Dosis 600 mg/ml 6 10.00 Cloruro de sodio (Control -) 6 11.00
Dosis 400 mg/ml 6 11.83 Dosis 400 mg/ml 6 11.33
Cloruro de sodio (Control -) 6 15.17 Dosis 200 mg/ml 6 14.83
Dosis 200 mg/ml 6 16.67 16.67 Dosis 600 mg/ml 6 18.00 18.00
Dosis 800 mg/ml 6 26.50 Morfina (Control +) 6 26.50
Morfina (Control +) 6 30.83 Dosis 800 mg/ml 6 29.33
Sig. de Monte Carlo del test de Kruskal-Wallis=0.000, Sig. de Monte Carlo del test de Kruskal-Wallis=0.002,
IC=(0.000,0.001)° IC=(0.001,0.004)°
a. Se reportan los rangos medios del test de a. Se reportan los rangos medios del test de
Kruskal-Wallis y los subgrupos homogéneos se Kruskal-Wallis y los subgrupos homogéneos se
determinan con el test de Mann-Whitney y alfa=0.05 determinan con el test de Mann-Whitney y alfa=0.05
b. |C=Intervalo de confianza del 99% para la significacion b. IC=Intervalo de confianza del 99% para la significacion
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Subgrupos de tratamientos homogéneos segun pgder
analgésico a los 180 minutos

N 1
Cloruro de sodio (Control -) 6 13.00
Dosis 400 mg/ml 6 14.67
Dosis 200 mg/ml 6 16.33
Dosis 600 mg/ml 6 19.33
Morfina (Control +) 6 21.00
Dosis 800 mg/ml 6 26.67

Sig. de Monte Carlo del test de Kruskal-Wallis=0.249,
IC=(0.238,0.260) b

a. Se reportan los rangos medios del test de
Kruskal-Wallis. Todos los los grupos son homogéneos

b. IC=Intervalo de confianza del 99% para la significacion

En la tabla superior izquierda, se compara el poder analgésico de los grupos al
cabo de 30 minutos de tratamiento. El test de Kruskal-Wallis encuentra que hay
diferencias al menos medianamente significativas entre ellos (significacion 0.047
con un intervalo de confianza que abarca a 0.05)) y el test de Mann-Whitney
detecta dos grupos homogéneos:
e El que recibe cloruro de sodio o dosis del analgésico de 200, 800, o 400
mg/mL con rangos menores

e El que recibe morfina, o dosis de 600 mg/mL con rangos mayores

Los resultados al cabo de los 60 minutos se muestran en la segunda subtabla de
la izquierda. Las diferencias entre los grupos son altamente significativas
(significacion 0.000). El test de Wilcoxon detecta otra vez dos subconjuntos
homogéneos:
e EIl que recibe dosis de 600, 400 mg/mL, cloruro de sodio, o dosis de 200
mg/mL con poder analgésico menor
e El que recibe dosis de 200, 800 mg/mL o morfina con poder analgésico

mayor (el que recibe 200 no se diferencia del subgrupo anterior)



Capitulo3: Resultados y Discusion.

Obsérvese en particular que al cabo de los 60 minutos, ya el grupo de 800
mg/mL se despega francamente del grupo que recibe el placebo (control
negativo) y comienza a acercarse al grupo que recibe morfina (control positivo)
En la primera tabla de la columna derecha se muestran los resultados al cabo de
90 minutos. La significacion del test de Kruskal Wallis es alta (significacion 0.002
con intervalo de confianza francamente a la izquierda de 0.01). Mann-Whitney
ordena tres subgrupos homogéneos.
e EIl control negativo, los de dosis de 400, 200 y 600 mg/mL con rangos
menores
e Los de dosis de 200, 600 mg/mL y morfina, con rangos intermedios (los
de dosis de 200 no se diferencian del anterior y los de 600 y morfina no
se diferencian del siguiente)
e Los de dosis con 600 mg/mL, Morfina, u 800 mg/mL con poder analgésico
en rangos mayores.
Es interesante aqui que el grupo con dosis de 600 mg/mL es completamente
intermedio, en el sentido de que no se diferencia de los que muestran rangos de
poder analgésico menor ni tampoco mayor. Por otra parte, el grupo con dosis de
800 mg/mL llega a sobrepasar, aun cuando no significativamente al control
positivo con morfina.
En la segunda subtabla de la columna derecha se muestra analogamente la
comparacion de los grupos a los 120 minutos. Ella resulta también altamente
significativa (significacion del test de Kruskal-Wallis: 0.002 con intervalo de
confianza a la izquierda de 0.01). Aqui el test de Mann-Whitney encuentra dos
subgrupos homogéneos:
e EIl control negativo, los de dosis de 400, 200 y 600 mg/mL con rangos
menores como ocurrid a los 90 minutos
e Los de dosis con 600 mg/mL, Morfina, u 800 mg/mL con poder analgésico

en rangos mayores
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Asi, al cabo de los 120 minutos se “especializan” los resultados de los diferentes
tratamientos en relacion con los 90 minutos, acentuando los valores extremos.
Se mantiene el grupo de dosis 800 mg/mL con poder analgésico similar al de la
morfina y hasta ligeramente (no significativamente) superior. El grupo con dosis
de 600 mg/mL también se acerca (ligeramente por debajo) al grupo de morfina
pero este grupo habia mostrado una posicién relativa muy inestable en
momentos anteriores.

Por dltimo, en la parte inferior central de la tabla se muestran los resultados al
cabo de los 180 minutos. Aqui resulta que no hay diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (significacion del test de Kruskal-Wallis: 0.249) porque
el grupo placebo se mantiene y todos los diferentes de éste ya tienden a
descender su poder analgésico al cabo de las tres horas. Consecuentemente
hay un Unico subgrupo homogéneo pero de todas maneras se aprecia la
tendencia de rangos minimos del poder analgésico en el grupo de cloruro de
sodio, rangos crecientes con el incremento de las dosis y en particular rangos
ligeramente superior, incluso respecto a la morfina, con la dosis de 800 mg/mL.
De los resultados de este epigrafe y del anterior podria concluirse en primer
lugar que las dosis inferiores a 600 mg/mL no muestran un poder analgésico (en
el sentido de que no se diferencian mucho del control negativo). La dosis de 600
mg/mL comienza a ser interesante a partir de los 90 minutos porque su poder
analgésico se acerca, aunque sea inferior, al de la morfina y al de la dosis de
800 mg/mL. Pero tales conclusiones requieren un muestreo mayor

Por otra parte, si se puede concluir que:

1. La dosis de 800 mg/mL tiene un poder analgésico comparable e incluso
ligeramente superior al clasico de la morfina, tomado como control
positivo

2. Este poder analgésico comienza a destacarse entre otros tratamientos a
los 60 minutos, se mantiene bastante estable desde el momento de la
aplicaciéon, incluyendo la no disminucidén significativa, como otros

tratamientos, al cabo de las 3 horas.
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No obstante, debe observarse que estas conclusiones se refieren al poder
analgésico tal como se definié operacionalmente, y requieren alguna aclaracion
desde el punto de vista de los datos originales, en los cuales hablamos, no de
poder analgésico, sino de tiempo de soporte o resistencia al estimulo térmico.
Para ello comparamos los resultados individuales de los 6 ratones de cada
grupo que reciben el tratamiento con dosis de 800 mg/mL y dosis de morfina,
incluyendo sus tiempos de soporte promedio basal. Los resultados se muestran
en la Tabla 12.

Tabla 12.Tiempos individuales de soporte ante el estimulo térmico, de los
ratones
gue reciben tratamiento de morfina y los que reciben dosis de 800 mg/mL

Dosis 800 mg/ml Basal 30 min 60 min 90 min 120 min | 180 min
Ratén D800_1 7.30 12.20 10.20 7.60 660 6.90
Ratén D800_2 8.40 5.50 5.00 11.50 9.70 12.30
Ratén D800_3 4.40 23.90 8.10 8.50 9.40 5.40
Raton D800_4 5.95 5.20 14.30 13.40 12.70 9.20
Ratén D800_5 8.45 8.50 14.00 13.20 12.30 5.90
Ratén D800_6 7.10 7.40 9.20 65.20 65.60 3.60
Media de ratones 7.10 10.62 10.13 10.07 9.55 7.22
Morfina {control positivo)|Basal 30 min 60 min 90 min 120 min |180 min

Ratén Morf_1 10.05 19.60 22.50 9.50 11.70 10.10
Ratéon Morf_2 10.30 39.40 19.40 13.10 13.00 12.80
Ratéon Morf_3 13.25 26.30 18.50 15.10 9.20 8.60
Raton Morf_4 12.80 21.70 18.40 10.40 13.80 8.20
Ratén Morf_5 13.30 12.90 20.10 15.50 13.20 5.10
Raton Morf_6 12.30 18.00 19.20 17.20 15.80 11.10
Media de ratones 12.00 22.98 19.68 13.47 12.78 9.32
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En la tabla anterior se muestran los datos de los tiempos individuales de soporte
ante el estimulo térmico, de los ratones que reciben tratamiento de morfina y los
gue reciben dosis de 800 mg/mL y en el anexo 9 se ilustran claramente. Véase
en particular que en ambos grupos, hay algunos ratones (en el grupo de
morfina, hay varios) que tienen una respuesta muy marcada en los primeros 30
0 60 minutos lo cual puede confundir en el analisis de la media de los resultados

en esos momentos.

De cualquier manera, en la parte inferior de la tabla se muestra el
comportamiento de la media de los 6 ratones en ambos grupos. Es obvio, que
desde el punto de vista absoluto, los que recibieron la dosis de morfina alcanzan
en todos los momentos valores superiores del tiempo de resistencia respecto a
los que recibieron dosis de 800 mg/mL. Pero obsérvese que el grupo que recibié
morfina parti6 de una ventaja no despreciable por un tiempo basal mayor,
ademas de tener mas ratones con un peso mejor y algunos que respondieron de
manera muy marcada en los primeros momentos.

Por todo ello, los resultados enfocados desde el punto de vista del poder
analgésico como medida relativa respecto al tiempo de resistencia basal, son
mas ilustrativos, y se consideran validas las dos conclusiones anteriores. Para
hacer comparaciones de medidas absolutas se recomienda un disefio
experimental en el cual los grupos de animales se conformaran de manera
homogénea desde el punto de vista del peso, del tiempo basal de resistencia al
estimulo o de otros factores que pudieran influir en los resultados de los

diferentes tratamientos a lo largo del tiempo
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Conclusiones. %

1- El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Boldoa purpurascens obtenido por
el fraccionamiento propuesto provocé un mayor efecto de inhibicion sobre la
agregacion plaquetaria “in vitro” a las dosis de 12.5 y 20 uL con el empleo del

colageno y el ADP respectivamente.

2- La dosis de 800 mg/mL tiene un poder analgésico comparable e incluso
ligeramente superior al clasico de la morfina, tomado como control positivo, esta
dosis comienza a destacarse a los 60 minutos, se mantiene bastante estable
desde el momento de la aplicacion, incluyendo la no disminucién significativa al

cabo de las 3 horas.

3- Todas las dosis evaluadas demostraron efecto analgésico durante los

primeros 30 minutos.
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Recomendaciones. %

1-Continuar la evaluacién del efecto analgésico de la especie empleando otras

técnicas descritas en la literatura.

2- Ampliar los estudios de la evaluacion del efecto antiagregante plaquetario,

utilizando otros estimulos y compuestos aislados a partir del extracto evaluado.

3- En futuros estudios se recomienda un disefio experimental en el cual los
grupos de animales se conformaran de manera homogénea desde el punto de
vista del peso, del tiempo basal de resistencia al estimulo o de otros factores
gue pudieran influir en los resultados de los diferentes tratamientos a lo largo del

tiempo.
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Anexo 1 Certificado de Calidad de los Alimentos Concentrados.

e Division

/ CENPALAB Certificado de Calidad de los FP.CC.01.95

SE AN e G e AR bR roRic Alimentos Concentrados Folio: e
Formula Lote Ciclo Prod. | Fecha de prod. | Presentacion | Cantidad bulto Centro Destino
EMO 1002 | ec=3s72 =z ;//?//4,6, Pellet o (/::;&’:T;s

Especificationes para su uso

Dieta completa concentrada para la alimentacion de ratas y ratones . Todo proposito.
Esterilizable. No requiere suplemento dietético.Conservar en lugar fresco y ventilado,
protegido de la humedad y de vectores. Este alimento conserva sus propiedades
nutritivas durante 45 dias a partir de la fecha de fabricacion

Componentes

Trigo , Soya harina, Pescado harina, Levadura torula, aceite vegetal, miel final B, CaHPO* ,CaCO’ NaCL,
Pre-mezcla minero vitaminica.

Caracteristicas de Fabricacion | Dosificacion | +/- 1 Kg Pelletizacion | Veloc.1 Temp. 36 °C

Control de Calidad de los Pardmetros Fisicos* Parametros Bromatologicos”

Descripeion UM Valor emitido Descripcion UM Valor emitido
Diametro medio del pellet mm 16.0 Materia Seca | % 86.93
Longitud media del pellet mm 26.30 Humedad % 13.07
| Peso medio del pellet g 7.55_ Proteina Bruta | Yo l ] 26._5@_ )
Polucion % 0.95 Cenizas ) % 6.85
Abmson | % 970 Coleio % | 320
Granulometria [ | Fosforo iy % 0.93

Particulas grandes Ya NP | Calcio/ Fosforo relacion 3.44
Particulas medianas o >
Particulas pequenas Yo
Pardimetros Microbiologicos®* Elementos minerales de interés®
Microorganismos viables UFC/ ml 10° Cobre [ ppm | 1710
Aofiformes totales UFC/ ml -10°
Coliformes fecales UFC/ ml NP
Microorganismos proteoliticos | UFC/ml NP
Salmonellas UFC/ml | Nodetectable
Shigellas UFC/ ml No detectable
Hongos UFC/ ml -10°

Segin lo certificado por I Direccion de Aseguramiento de la Calidad del CENPALAB y que consta en los
archivos de nuestra institucion. Este Certificado es vilido para el presente ciclo.

Nombre y Apellidos Cargo ] Firma

Realizado por Ing. Candida Forte Miranda, Inv. Aux. | Esp. Control de Proceso de la Iy dut FE
liddad
GF

CENTRD At 1
or aniantig

Aprobado por Dra. MV. Hiana Sosa Testé, Mse, Director de Aseguramiento de la
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Direccion de Aseguramiento de la Calidad

CENPALAB

CENTRD MACKD WAL BARA LA ARODLEC IO N
DEANIFALES DE LAFO RATO Ri0

7z

Certificado de Calidad
Produccidon de Roedores SPF

Anexo 2. Certificado de calidad Genética e Higiénico Sanitaria

GC.CC.09.09

Especie: Ratén

| Sistema protegido de origen: SPE

Linea: Cenp: NMRI

[ Nimero de lote: vs e, c == 1o

| Total de cajas: ~-

Total: igp. Machos e

Hembras .«

ey

| Peso: e v

| Edad: « — < <o

| Centro de destino: wie /)i e o

Fecha de expedicion: /<« / e

| Hora de expedicion: vo..-

S Ao

EXAMEN CLINICO:

Los animales a la inspeccian clinica no muestran desviaciones de los

y linea, cumpliendo con las especificaciones de calidad dadas por el productor.

parametros de salud establecidos para esta especie

BACTERIOLOGIA * RESULTADOS ESULTADOS
1l T
Entidad Métode | Neg Pos Ne Fecha Entidad | Metodo | Meg|Pos; No Fecha
testado | testado
Salmonella spp. CultSert | X | 172110 |Streplococcus pneumoniae | CultiSerot | X 112110
Streptococcus f hemalitico CulvSert | X 142110 |Pasteurslia pneumotropica. | CulVELISA | X | 12110
Bordetelia bronchiseptica CulVELISA| X 1210 |Clostndium piliformis | Inp.Clinica | )( | 12110
Corynebacterium kutscheri Cultivo x 12110 |Leptospira sp ELISA X | 20/06/08
Helicobacter sp Cullivo | X [ 12010  |Cytrobacter freundii Culliva | X 112110
Streptobaciiius monitiformis | Cultivo x| - Mycoplasma pulmonis CUIUI:LI&-A | X 9M12/00
Inspeccion | [ [
Dermatofitos Glinica/ x 210 E
cultive | | !
PARASITOLOGIA RESULTADOS PATOLOGIA RESULTADOS
Entidad Método Pos | Neg | No | Fecha [Examen macroscopico: (Fecha) 28/1/10
~ | | testado l ) Ne se observan lesiones macroscopicas compatibles con alleraciones
Endoparasitos. DIRFLOT % | 2711110 |Patoldgicas
Toxoplasma gondii ELISA x| -
Ectoparasitos INSPECCION X | 2711110
VIROLOGIA * (SEROLOGIA) RESULTADOS RESULTADOS
- T T
Entidad | Método | Pos | Meg | no ! Fecha Entidad | Método ' Pos |Neg, Mo | Fecha
| testado| |testado
Virus de la Hepatitis (MHV) | ELISAIFA | x | . Coriomeningitis flinf. (LCM) | ELISAIIFA | ®
Reovirus Reo Tipo 3 (REO 3) IFA | kS - Sendal ELISA/NIFA | X =
Encefalomieliis {TEMV) IFA | % | - |Polyoma IFA * _
Preumonia del raton (PVM) | ELISAIFA | ‘ X - |Adenovirus (mAD) | EuisanFa | % .
Virus diminuto de} ratén (MVM) | ELI“;N!FAl | X = Citomegalovirus (MCMV) IFA A -
Rorawms (EDIN) | ELISAIEA X ~ Deshidrogenada Lactica Tesl _I_DH | % .
| fLUHJ Flasma | T
Ectromelia | ELISANIFA | x . Virus K IFA |
Hantaan | FA | | — Vi Timico (MTV) GEIED  IRAetEn) | S .
* Segun lo certificado por la Division de ASPQUJ’dHTfC to

de acuerdo al cronograma de monitoreo de los

nuestra Institucion. Vafido
i

Aprobado por: .’:/

Especialista de Liberacion de Aseguramiento de la Calidad

F
a partir de Febrero /2010\has

boratorio,

(dad de/ Cem‘ro MNaci #ar
é;,& bS

PRODUCCION

;mnu.z; DE L .'r;.m u».re

Grupo Aseguramientc
de la Calidad

chivos de
G-l

OF ANIMALES OF LARORATORIO ]

Direccidn

—~—~__=——_Jn—,!____&§§ ﬂo\toblotlcos

Vio. Bno:

Direccién de Animales Gnotobidticos
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Anexo 3. Resultados de la lectura del % de inhibicién plaquetaria.
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Anexo 4. Resultados del test de analgésica (Tiempo antes) a nivel de grupos de

tratamientos.

Control negativo Peso(g) 0 min 10 min Promedio

1 24.6 3.7 8.2 5.9

2 26.4 7.9 7.5 7.7

3 25.3 8.7 6.5 7.6

4 27.8 7.5 5.8 6.6

5 26.2 11.9 5.3 8.6

6 25.9 9.4 3.8 6.6
T. antes 7.1

Control Positivo Peso(Q) 0 min 10 min Promedio

(Morfina)

1 23.0 9.4 10.7 10.0

2 23.0 10.6 10.0 10.3

3 22.3 13.1 13.4 13.2

4 26.1 10.7 14.9 12.8

5 26.5 22.1 4.5 13.3

6 24.0 17.8 6.8 12.3
T. antes 11.9
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Dosis Peso(g) 0 min 10 min Promedio

200mg/kg(BP)

1 22.4 6.8 13.0 9.9

2 23.0 0.8 6.5 8.1

3 22.3 13.1 6.0 9.5

4 26.6 9.6 9.7 9.6

5 26.6 12.1 5.9 9.0

6 26.7 15.9 9.0 12.4
T. antes 9.7

Dosis Peso(Q) 0 min 10 min Promedio

400mg/kg

(BP)

1 23.7 14.3 104 12.3

2 23.3 12.9 3.6 8.2

3 23.7 0.8 8.6 9.2

4 23.8 7.5 13.1 10.3

5 24.4 15.5 7.8 11.6

6 23.0 17.7 12.4 15.0
T. antes 11.1

Dosis Peso(g) 0 min 10 min Promedio

600mg/kg(BP)

1 26.2 13.4 5.7 9.5

2 26.7 10.5 4.3 7.4

3 28.9 11.3 4.6 7.9

4 28.5 11.3 2.5 6.9

5 28.0 10.8 6.0 8.4

6 27.9 8.3 2.0 5.0
T. antes 7.5
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Dosis Peso(Q) 0 min 10 min Promedio

800mg/kg(BP)

1 19.6 7.4 7.2 7.2

2 23.4 10.0 6.8 8.4

3 24.7 4.9 3.9 4.4

4 25.8 8.0 5.9 6.9

5 23.3 8.9 8.0 8.4

6 26.9 5.7 8.5 7.1
T. antes 7.0

Anexo 5. Resultados del test de analgésica (Tiempo depués) a nivel de grupos

de tratamientos.

Control 30 min. 60 min. 90 min. 120 min. 180 min.
Negativo

1 6.1 4.4 4.1 3.0 2.8
2 8.2 8.0 4.7 4.2 6.0
3 7.5 8.7 6.9 6.8 53
4 24 6.1 3.5 2.3 2.0
5 3.2 3.8 2.2 4.2 4.5
6 2.9 6.2 6.4 5.8 5.2
Promedio 5.0 6.2 4.6 4.7 4.3
Tiempo

después
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Control Positivo | 30 min. 60 min. 90 min. 120 min. 180 min.
1 19.6 22.5 9.5 11.7 10.1
2 39.4 194 13.1 13.0 12.8
3 26.3 18.5 15.1 9.2 8.6
4 21.7 18.4 104 13.8 8.2
5 12.9 20.1 155 13.2 5.1
6 18.0 19.2 17.2 15.8 111
Promedio 22.9 19.6 13.4 12.7 9.3
Tiempo
después
Dosis 30 min. 60 min. 90 min. 120 min. 180 min.
200mg/kg(BP)
1 21.1 14.4 6.9 6.0 5.2
2 8.1 6.8 6.9 5.4 6.0
3 14.7 7.9 10.0 9.2 8.3
4 3.8 4.5 9.2 8.0 4.5
5 13.7 8.4 8.7 8.6 8.0
6 12.8 15.3 6.5 6.8 6.0
T. después 12.3 9.5 8.0 7.3 6.3
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Dosis 30 min. 60 min. 90 min. 120 min. 180 min.
400mg/kg(BP)
1 8.7 10.1 9.3 8.7 8.0
2 10.0 4.9 4.2 4.0 3.2
3 14.7 8.0 7.4 7.2 7.0
4 23.2 10.7 10.0 9.5 9.0
5 23.4 11.0 9.6 9.7 9.2
6 13.4 4.3 4.0 4.6 4.2
T. después 15.5 8.1 7.4 7.2 6.7
Dosis 30 min. 60 min. 90 min. 120 min. 180 min.
800mg/kg(BP)
1 12.2 10.2 7.6 6.6 6.9
2 5.5 5.0 11.5 9.7 12.3
3 23.9 8.1 8.5 9.4 5.4
4 6.2 14.3 13.4 12.7 9.2
5 8.5 14.0 13.2 12.3 5.9
6 7.4 9.2 6.2 6.6 3.6
T. después | 10.6 10.1 10.0 9.5 7.2
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Medias del peso en gramos de los animales por grupos

28 =

26

Valore medios

24 =

22 =
Cloruro de sodio (control -) Dosis 400 mg/ml
Morfina (Control +) Dosis 600 mg/ml
Dosis 200 mg/ml Dosis 800 mg/ml

Anexo 6. Medias de peso en gramos de los animales por grupos.
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Anexo 7. Tiempo promedio basal de los animales por grupos
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Tiempo resistenciafTiempo basal

Poder analgésico

1.50 %TS —=— NMorfina
200 mgfml
400 ma'mi
1.00

\- —=— 500 mgfml
W —e— 500 mg‘ml

—— Cloruro de Sodio

0.50

30 min 50 min 90 min 120 min 180 min

Anexo 8. Poder Analgésico por grupos.

Tiempos individuales de soporte a estimulo t&rmico comn
dosis de 800 ma/ml

Tiempo de soporte ante estimulo térmico con Morfina

— e Ratén Mort 1

—m— Ratén Morf 2

Ratén Morf 2

Raton Morf =

— s« Ratdn Morf s

F— —_— Ratén Morf s

e ————Me=dia de ratones
z -— =
Basal 30 min S0 min 90 min 120 min 180 min

Anexo 9. Tiempos individuales de soporte ante el estimulo térmico, de los
ratones que reciben tratamiento de morfina y los que reciben dosis de 800
mg./mL.
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Tiempos medios de soporte a estimulos térmicos
{(dosis 800 mg/ml vs Morfina)

25 —p— Dosis 800 mg/mil

-0 /}\-\ —— Morfina { Contral +)

15 -/ ‘-__-\h
e . =

Ba=al 30 min 80 min 80 min 120 min 180 min

Anexo 9. Tiempos individuales de soporte ante el estimulo térmico, de los
ratones que reciben tratamiento de morfina y los que reciben dosis de 800
mg./mL.
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