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Resumen

El dolor es un sintoma frecuente, se origina con un estimulo nocivo y causa una reaccién inmediata de alarma,
en algunos casos da como resultado un proceso inflamatorio. Para su tratamiento se utilizan antiinflamatorios
no esteroideos (AINEs) y opioides, sin embargo, estos compuestos presentan efectos colaterales. Por tal
motivo es importante continuar buscando moléculas que pudieran tener efecto analgésico y/o antiinflamatorio
igual o mejor que los farmacos que se utilizan actualmente, pero con menores efectos colaterales. Las plantas
medicinales, frutos y moléculas extraidos de plantas o frutas presentan propiedades antiinflamatorias y
analgésicas. Con este planteamiento, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antinociceptivo de
un extracto etandlico de Leucaena leucocephala. Para ello se empleé el test de formalina como modelo de
induccion de nocicepcién. Se seleccionaron grupos de ratones, que fueron tratados previamente con
diferentes dosis del extracto de Leucaena leucocephala para obtener la dosis efectiva 50 (DEso) de manera
individual. Posteriormente fueron analizados en base al % de antinocicepcion. Los resultados muestran una
DEsq de 20.58 mg/kg en la fase 2 del metabolismo del extracto de Leucaena leucocephala.
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Abstract

Pain is a frequent symptom, it originates with a harmful stimulus and causes an immediate alarm reaction, in
some cases it results in an inflammatory process. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and opioids
are used for their treatment; however, these compounds have side effects. For this reason, it is important to
continue looking for molecules that could have an analgesic and / or anti-inflammatory effect equal to or better
than the drugs currently used, but with fewer side effects. Medicinal plants, fruits and molecules extracted
from plants or fruits have anti-inflammatory and analgesic properties. With this approach, the objective of the
present study was to evaluate the antinociceptive effect of an ethanolic extract of Leucaena leucocephala,
through a statistical and pharmacological analysis. For this, the formalin test was used as a model of
nociception induction. Groups of mice were selected, which were previously treated with different doses of
Leucaena leucocephala extract to obtain the effective dose 50 (DEsp) individually. They were then analyzed
based on % antinociception. The results show a DEso of 20.58 mg/kg in phase 2 of the metabolism of Leucaena
leucocephala extract.
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Introduccion

El dolor es definido, segun la Asociaciéon Internacional para el Estudio del Dolor como una experiencia
sensitiva y emocional desagradable, asociada a una lesion tisular real o potencial [1]. El conocimiento de la
etiologia y la identificacion del mecanismo de produccion del dolor son necesarios para planificar el
tratamiento. El tipo de dolor agudo mas frecuente es el nociceptivo. Cuando este es leve o moderado, los
AINE solos o asociados a opioides menores son eficaces para aliviar el dolor [2].

Los AINEs son sustancias heterogéneas que se caracterizan por compartir en diversos grados, propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas. Son muy utilizados en diferentes situaciones clinicas, de tal
forma que, en dosis Unicas y pautas cortas, son analgésicos efectivos en el tratamiento del dolor leve a
moderado de origen somatico (musculoesquelético), posoperatorio, visceral y 6seo metastasico [3].

En la actualidad se sigue investigando nuevas alternativas para el dolor que tengan mejor efecto analgésico
y menores efectos adversos a los medicamentos ya conocidos como los AINEs, dentro de la busqueda se
trabaja con plantas, el género Leucaena, originario de México, estd compuesto por 24 especies de arboles y
arbustos, distribuidos desde Texas, Estados Unidos hasta Pert. Muchas de las especies han sido utilizadas
como alimentacion, para la construccion de viviendas y en el area terapéutica de diversas etnias del territorio
mexicano. Leucaena leucocephala (Fabaceae) es una de las especies conocidas en México como “guajes”,
se usan como recursos alimenticio y medicinal para aliviar enfermedades infecciosas [4].

Se ha reportado que las hojas de Leucaena leucocephala contienen flavonoides activos que pueden reducir
el dolor. Y las semillas en la medicina tradicional tienen propiedades antihelminticas, insomnio, hinchazén,
inflamacién renal y diabetes [5], ademas, autores han confirmado que las hojas de Leucaena leucocephala
contienen metabolitos secundarios en forma de alcaloides, saponinas, flavonoides y taninos (Thomas, 1992).
Dentro de los compuestos reportados, se ha descrito que los flavonoides actian como analgésicos cuyo
mecanismo de accion es inhibir la accion de la enzima ciclooxigenasa (Suryanto, 2012). Por lo tanto, reducira
la produccién de prostaglandinas por el acido araquidénico, reduciendo asi el dolor (Gunawan, 2008) [6].

Recientemente se reporté que el extracto de etanol de las hojas del guaje blanco contiene saponinas, taninos,
flavonoides y esteroides/triterpenoides, ademas se encontrd que el extracto etandlico obtenido de los tallos
indico alcaloides, taninos, saponinas y esteroles/triterpenoides. Mientras tanto, el extracto de etanol de las
semillas contiene saponinas, taninos y esteroides/triterpenoides [5].

Materiales y métodos

Reactivos
Extracto etandlico de Leucaena leucocephala y formalina adquirida de Sigma Aldrich.

Animales

Se utilizaron ratones de la cepa balb-c, de 4 a 6 semanas de edad de un peso de entre 25 a 30 g del bioterio
de la Universidad de Guanajuato, los ratones se mantuvieron en un ambiente con temperatura controlada con
ciclos de luz / oscuridad de 12 h con acceso a agua y alimento. Los experimentos se llevaron a cabo de
acuerdo con lo establecido en la NOM 062-Z001999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado
y uso de los animales de laboratorio) y de acuerdo con las recomendaciones de la Asociacion Internacional
para el Estudio del Dolor (Zimmerman, 1983).

Evaluacion de la actividad antinociceptiva

La actividad antinociceptiva fue evaluada utilizando la prueba de la formalina. La respuesta dolorosa a la
formalina se debe en parte a la liberacion de aminoacidos excitatorios en la médula espinal capaces de
sensibilizar a las neuronas nociceptoras del asta dorsal de la sustancia gris medular [7].

La inyeccion de formalina produce una respuesta dolorosa bifasica, con una primera fase de corta duracion
(primeros 5 minutos) produciendo una activacion de las fibras C, debida a la activacion de los nociceptores
de la pata, y una segunda fase debida a una respuesta inflamatoria con sensibilizacién de las neuronas
nociceptoras de la médula espinal [8].

Una hora después de la administracion oral del extracto, se inyectd formalina al 3% ( pl) en la superficie
plantar de la pata izquierda. De inmediato se introdujo al ratén en un cilindro transparente para observar su
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comportamiento. El efecto antinociceptivo se determiné midiendo el niumero de lamidas cada 5 minutos
durante las dos fases: 0-15 minutos (fase I) y 15-60 minutos (fase II).

Los ratones fueron divididos en grupos de 4. Previo tratamiento, los animales fueron ambientados en cilindros
de acrilico, durante una hora al menos por 3 dias previos y el dia del experimento. Las dosis fueron
administradas (via oral) a los grupos de animales de acuerdo con el siguiente orden: (I) extracto de Leucaena
Leucocephala 10 mg/kg; (ll) extracto de Leucaena Leucocephala 25 mg/Kg; (lll) extracto de Leucaena
Leucocephala 50 mg/Kg; (IV) extracto de Leucaena Leucocephala 100 mg/Kg.

Analisis de datos

Empleando regresion lineal se determind la Dosis Efectiva 50 (DEsp). Los datos son presentados como la
media t el error estandar de la media (EEM). Para el analisis estadistico de los datos se realizé6 un ANOVA y
una prueba de Dunnett. Se considerd estadisticamente valores significativos de p<0.05.

El porcentaje de antinocicepcion fue calculado de acuerdo a la siguiente formula: %
Antinocicepcién=((Tiempo de lamida de vehiculo-Tiempo de lamida de tratamiento)/(Tiempo de lamida de
vehiculo))*100.

Resultados y discusion

El efecto antinociceptivo de Leucaena Leucocephala se evalu6 en el modelo de la formalina, en la figura 1 se
puede observar el perfil tipico del modelo donde comienza con un aumento nociceptivo a partir del minuto 5,
para posteriormente disminuir, los resultados muestran una disminucién del efecto nociceptivo en las 4 dosis
utilizadas del extracto etandlico de Leucaena Leucocephala. Posteriormente se calculd el efecto
antinociceptivo en la fase 1y fase 2, en la fase 1 (Figura 2) se puede observar como las 4 dosis utilizadas del
extracto de Leucaena Leucocephala presentaron efecto antinociceptivo, en lo que respecta a la fase de
intereses de este modelo que es la fase de dolor inflamatorio y que corresponde con la fase 2 (Figura 3), en
esta figura se puede observar cémo las 4 dosis utilizadas del extracto etandlico muestra efecto
antinociceptivo, siendo el efecto maximo alcanzado de 82.8 % a la dosis de 100 mg/kg.

100 Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de Leucaena leucocephala
%9 ——Formalina 3%

—&—| eucaena leucocephala (10 mg/kg)

80
Leucaena leucocephala (25 mg/kg)

70 - eucaena leucocephala (50 mg/kg)
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Figura 1. Evaluacién antinociceptiva en el modelo de la formalina del extracto etandlico de Leucaena leucocephala.
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Figura 2. Porcentaje de efecto antinociceptivo en la fase 1 del modelo de formalina del extracto etandlico de Leucaena leucocephala. Las barras
verticales representan el promedio + EEM (*p < 0.05 vs vehiculo; Prueba de Dunnet).
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Figura 3. Porcentaje de efecto antinociceptivo en la fase 2 del modelo de formalina del extracto etandlico de Leucaena Leucocephala. Las barras
verticales representan el promedio + EEM (*p < 0.05 vs vehiculo; Prueba de Dunnet).

% sé¢de antinocicepcion

Una vez que se calculd el efecto antinociceptivo del extracto de Leucaena leucocephala
en la Fase 1y Fase 2, se procedio a calcular la dosis efectiva 50 (DEso) en la fase 2, la
cual fue de 20.58 mg/kg en el modelo de formalina en ratones (Figura 4).
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Figura 4. Curva dosis - respuesta del efecto antinociceptivo en la Fase 2 del extracto etandlico de Leucaena leucocephala en el modelo de formalina
en ratones.

Conclusiones

El extracto etandlico de Leucaena leucocephala mostro tener efecto antinociceptivo en
las 4 dosis utilizadas en el modelo de la formalina, con una dosis efectiva 50 de 20.58
mg/kg.
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