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RESUMEN.

La presente investigacion se realizé con el objetivo de evaluar in vivo de la actividad
analgésica de 3 extractos de la corteza Persea schiedeana en ratones de
laboratorio. Se utilizaron 11 grupos, de 10 animales cada uno. Los grupos se
distribuyeron de la siguiente manera: 3 grupos se les administré el extracto
etandlico, 3 grupos se les administré el extracto diclorometano, 3 grupos se les
administré el extracto acuoso cada uno de los anteriores en dosis de 100 mg/kg,
250 mg/kg y 500 mg/kg respectivamente, por via oral. Al grupo control positivo se le
administré Indometacina a una dosis de 10 mg/kg de peso corporal y al grupo

control negativo fue tratado con agua destilada.

Se empled una prueba que responde a un estimulo quimico como son las
contorsiones abdominales inducidas por acido acético. Todos los grupos antes
mencionados, al transcurrir una hora de la administracion de las sustancias fueron
inyectados con acido acético al 1% por via intraperitoneal, luego 5 minutos después
se registro en numero de contorsiones abdominales durante los 30 minutos. Los
resultados muestran que Indometacina 10 mg/kg, como en todos los extractos
principalmente las dosis de etandlico y acuoso (100 mg/kg) e diclorometano (250
mg/kg) redujeron significativamente las contorsiones abdominales en relacion al

grupo control negativo, por tanto, se puede sugerir su actividad analgésica.
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i- INTRODUCCION

La International Association for the Study of Pain (IASP) define el dolor como “una
experiencia sensorial y emocional desagradable’, asociada a un dano tisular real o

potencial o descrita en términos de tal dano” (IASP, 1979).

El dolor es la causa mas frecuente de consulta médica y el motivo mas habitual de
solicitud de medicamentos sin receta. Generalmente las personas se tratan con
antiinflamatorios no esteroides (AINEs) son de primera eleccion en el dolor
nociceptivo, especialmente cuando existe un componente inflamatorio. La mayoria
de ellos son inhibidores no selectivos de la ciclooxigenasa (COX), por lo que sus
principales reacciones adversas se presentan a nivel de la mucosa gastrica (por
inhibicion de la COX-1 que esta relacionada con la sintesis de prostanoides que
protegen la mucosa), COX-2 (de distribucién muy generalizada en el organismo y
relacionada con la sintesis de los mediadores del dolor). (Del Arco J., 2015). Los
AINEs poseen el fenbmeno en el cual el farmaco llega a su efecto maximo e
incrementos en su dosis no aumentan su efectividad, pero si aumenta sus efectos
adversos (Prieto J.M., 2007).

Los efectos secundarios adversos que producen los analgésicos convencionales
nos indican la problematica y abren paso al camino de la busqueda de alternativas
como los principios activos de plantas medicinales para tratar el dolor; ya que a
través del conocimiento empirico que pasa de persona a persona acerca de las
plantas medicinales podemos centrar nuestro interés, y contribuir de manera

cientifica al area farmacéutica.

La familia Lauraceae, con importancia econdémica: de la corteza de Cinnamomum
verum J. Presl se extrae la canela; de Cinnamomum camphora (L.) J. Presl,
«alcanfory, se extrae el alcanfor que es utilizado como balsamo y con otros
propoésitos medicinales; las hojas y frutos de Laurus nobilis L., «laurel», se utilizan
con fines medicinales y también como condimento. Por otro lado, Persea, «palta» o

«aguacate» es muy apreciada por sus frutos comestibles (Van Der Werff et al.,
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2015). Se ha demostrado que la especie P. schiedeana posee actividad
antioxidante, analgésica y antiinflamatoria, ademas detectaron la presencia de
terpenoides, flavonoides, taninos condensados, lactonas y cumarinas, y por
UPLC-MS, confirmaron la identidad de la cumarina como escopoletina (Mejia et al.,
2021) La escopoletina se ha aislado de muchas plantas (Jain et al. 2002) y se han
informado importantes actividades farmacolégicas entre ellas antiinflamatoria (Moon
et al. 2007; Ding et al. 2008).

Los estudios realizados del género Persea, especificamente en hojas de P
schiedeana, se demuestra la importancia de tener un potencial como analgésico
AINEs. Por tanto, el presente trabajo de investigacion tiene la finalidad de evaluar in
vivo la actividad analgésica de 3 extractos de la corteza de Persea schiedeana, a
través la prueba de acido acético de esta manera evidenciar si hay diferencias
estadisticas en el numero de contorsiones al compararse con el grupo tratado con

agua destilada (control negativo).

13



ii- OBJETIVOS

2.1- Objetivo general

Evaluar in vivo la actividad analgésica de 3 extractos de la corteza Persea

schiedeana (Lauraceae).

2.2- Objetivo especifico

e Administrar de manera intragastrica las sustancias de estudio en ratones
experimentales.

e Contar las contorsiones abdominales realizadas por los ratones durante el
tiempo programado.

e Comparar estadisticamente por medio de un analisis de varianza de una via

mediante la prueba Tukey.

14



iii- MARCO DE REFERENCIA.
3.1- Antecedentes.

3.1.1- El dolor.

Es una percepcion consecuente a la activacion del sistema nociceptivo que es uno
de los responsables de la homeostasis del organismo. Su funcién en la proteccion
del organismo se pone de manifiesto en que desencadena reacciones e induce
comportamientos de evitacién aprendidos que conllevan a una disminucién de la

actuacién del agente causal y de los posibles dafios (Ortega et al., 2002).
3.1.2- Clasificacién del dolor.

3.1.2.1- Dolor agudo.

Es producido por un dafo tisular importante y su duracion depende del lapso
estimado como suficiente para que los tejidos sanen. Constituye un mecanismo
fisiolégico de alarma para limitar el dafio e iniciar los procesos de reparacion. Su
curso temporal es propio de la lesion que lo origind. Este es el dolor observado
después de un trauma, intervenciones quirurgicas y en algunas enfermedades
(Paeile & Saavedra, 1997).

3.1.2.2- Dolor crénico.

No posee una funcion protectora, y mas que un sintoma se considera como una
enfermedad. Es un dolor persistente que puede autoperpetuarse por un tiempo
prolongado después de una lesion, e incluso, en ausencia de ella. Suele ser
refractario a los tratamientos y se asocia a importantes sintomas psicolégicos
(Catala, 2008).

3.2- Segun su fisiopatologia

3.2.1- Dolor nociceptivo.
Esta causado por la activacion de los nociceptores A delta y C en respuesta a un

estimulo nocivo sobre los tejidos corporales, que puede ser secundario a una
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lesion, enfermedad, inflamacién, infeccion o cirugia. En el dolor nociceptivo el
funcionamiento del sistema nervioso es correcto. Es una respuesta fisiolégica a una
agresion. Una caracteristica importante de este tipo de dolor es que en general,
existe una importante correlacién directamente proporcional entre la percepcion del
dolor y la intensidad del estimulo desencadenante. A su vez el dolor nociceptivo se

subdivide en dolor somatico y visceral (Idanez, 2012).

Dolor somatico: Este se debe a lesiones en los tejidos corporales tales como piel,
musculos, capsulas articulares, y huesos. Se caracteriza por ser bien localizado,

pero variable en la descripcion y la experiencia (ldafiez, 2012).

Dolor visceral: Este se origina por una lesion o disfuncion de un érgano interno o
sus serosas Yy suele estar mediado por los receptores de estiramiento, isquemia e
inflamacion. Hay que tener en cuenta que no todas las visceras son sensibles al
dolor (cerebro, higado, pulmdn, ovarios) El dolor visceral de caracteriza por ser,
coélico cuando la viscera es hueca, profundo, sordo, difuso, mal localizado que en
ocasiones se irradia o se refiere en un area distante al érgano afectado. Suele
acompanarse de sintomatologia vegetativa, como nauseas, vomitos, sudoracion,
aumentos de la presién arterial y frecuencia cardiaca. Ejemplos de este tipo de
dolor seria el asociado con apendicitis, colecistitis, o patologia pleural (Idanez,
2012).

3.2.2- Dolor neuropatico.
Es aquel que afecta el sistema nervioso central, especialmente la via sensitiva
produciendo un dolor que varia de intensidad, puede ser desde leve hasta severo y
suele ser continuo (Rang, 2004; Wilson, 1995) El dolor nociceptivo y el dolor
neuropatico representan los dos extremos de una sucesion de eventos que se
integran a nivel del sistema nervioso. En condiciones fisiologicas existe un equilibrio
entre dolor y lesién. Ante estimulos dolorosos muy intensos, prolongados o
repetitivos, puede perderse este equilibrio, dando variaciones en la intensidad y
duracion de las respuestas nociceptivas. Estos cambios suelen ser temporales;
pero si en algunos casos se hacen persistentes, alteran la integracion de la
16



informacion dolorosa, perdiéndose toda relacién equilibrada entre lesién y dolor
(Catala, 2008).

3.3- Transmisién del dolor.

El dolor es originado por un estimulo de receptores presentes en la piel o tejidos
profundos. Existen dos tipos de nociceptores, fibras A delta y C que pueden
responder a estimulos térmicos, quimicos o mecanicos. Cuando existe una lesion
en un tejido, se produce una liberacion de varias sustancias quimicas como
histaminas, bradiquininas y principalmente prostaglandinas produciendo sefales
gue no solo estimulan el receptor de dolor, sino que también lo hacen hipersensible
para futuros estimulos. En el dolor el receptor primario se comunica con la médula
espinal a través de terminaciones nerviosas, produciéndose sinapsis con otras
neuronas antes que el estimulo doloroso ascienda hacia el talamo y cerebro
(Catala, 2008).

3.3.1- Prostaglandinas (PG)

Son sustancias derivadas del metabolismo del acido araquidénico como productos
de la actividad enzimatica de la ciclooxigenasa (COX). En general no activan
directamente los nociceptores, pero juegan un papel importante en la sensibilizacién
de los mismos a otros mediadores quimicos como la bradiquinina. Aumentan la
liberacidn de péptidos por los aferentes primarios e incrementa la conductancia al
Ca™ en los terminales de las fibras C. Las presentes en los tejidos inflamados son
las PG E2, D2 e 12.

3.4- Analgesia.

La palabra analgesia etimolégicamente proviene de griego a-carencia: negacion y
algos: dolor. Por lo que se la define como la falta o supresién de toda sensacion
dolorosa, sin pérdida de los restantes modos de la sensibilidad. Es decir, una
condicion en la cual se perciben los estimulos nociceptivos, pero no se interpretan
como dolor, generalmente va acompafada de sedacién sin pérdida de la conciencia
(Yeager, 1987).

17



3.4.1- Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs).

Un analgésico es un medicamento para calmar o eliminar el dolor, ya sea de
cabeza, muscular, de artritis, etc. Existen diferentes tipos de analgésicos y cada uno
tiene sus ventajas y riesgos. Uno de ellos son los AINEs que son un grupo de
farmacos heterogéneo, cuyo representante mas conocido es la Aspirina junto con el
Paracetamol. Corresponden al primer escaléon analgésico de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). No producen depresion respiratoria y no inducen
tolerancia ni dependencia fisica. Su eficacia analgésica es limitada (efecto techo) y
los efectos no son dependiente de la dosis (el incremento de la dosis puede
prolongar el efecto, pero no produce mas analgesia y aumenta la incidencia de
efectos secundarios). Son efectivos para el tratamiento del dolor leve - moderado, y
en algunos casos pueden controlar el dolor intenso de componente inflamatorio
(postraumatico, artritico, y secundario a metastasis dseas sin implicacion visceral),

postquirurgico y de tipo cdlico (Valdivielso, 1998).
3.4.2- Propiedades farmacolégicas de Indometacina.

Es un agente no esteroideo con propiedades analgésicas, antiinflamatorias y
antipiréticas que se atribuyen a su capacidad para inhibir la sintesis de
prostaglandinas. Es unas 20 veces mas potente que el acido acetilsalicilico para
inhibir la sintesis de prostaglandinas, su potencial es proporcional a su actividad
como analgésico y antiinflamatorio. También desacopla la fosforilacion oxidativa,
estabiliza la membrana de los lisosomas, inhibe la agregacion plaquetaria y
prolonga el tiempo de sangrado. Por otro lado, aumenta el tiempo del embarazo y la
duracion del parto. Se absorbe rapido y por completo a través de la mucosa
gastrointestinal y las concentraciones plasmaticas maximas en condiciones de
ayuno se logran 3 horas después de su administracion oral. Los efectos
terapéuticos se obtienen en concentraciones plasmaticas de 0.5 a 3 pg/ml y
aparecen signos de toxicidad en concentraciones mayores de 6 ug/ml. Se fija en
90% a las proteinas del plasma y su vida media es de 5 a 10 horas. Se metaboliza

en el higado por o-desmetilaciéon y n-desalquilacion, y se conjuga con acido

18



glucurénico hasta convertirse en metabolitos inactivos que se libera por bilis y orina.

Hay circulacién enterohepatica del farmaco conjugado. (Rodriguez Carranza, 2015).

3.4.3- Mecanismo de los AINEs en la ciclooxigenasa (COX).

La tarea principal es inhibir la enzima ciclooxigenasa (Figura 1) mediante la
oxidacion del acido araquidonico impidiendo asi que se convierte en
prostaglandinas y los mediadores de la inflamaciéon no se presenten. Las funciones
que cumplen son analgésico, antipirético, antiinflamatorio, antiagregante plaquetario
y antitrombdtico. La inhibicion de dichas enzimas COX al agregar prostaglandinas y
tromboxano también repercute en diferentes partes de la anatomia humana,
recordemos que cumple tarea homeostatica, por lo que también se da inhibicion de

la agregacion de dichas células de proteccion (Keb A., 2002).

Mecanismo de accidn AINEs

Lesion
- Células liberan
Aodo araguidonioo
O — € COx-2
AlIMEs
] ] I
Efectos adversos Beneficios

lerapeuncos

Prostaglandinas Prostaglandinas
i |
(Ve L

Dafio Proteccion de Dolor, Fiebre, Djn:u].u::wl:n de
mMucosa . - . olor, fiebre,

o la mucosa Vasodilatacion ,
Qastrica gastrica inflamacion.

Figura 1. Mecanismos de accion de AINES.
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La principal ventaja de los farmacos que actuan selectivamente inhibiendo COX-2
es que, consiguiendo la misma eficacia antiinflamatoria, se reducen los efectos
secundarios derivados de bloquear la COX-1. No obstante la COX-2 juega un papel
importante en diversos 6rganos, por lo que su inhibicion podria producir efectos
secundarios como alteraciones de la funcion renal y del metabolismo electrolitico
(Viacava, 2005).

3.5- Generalidades de la familia Lauraceae.

La familia Lauraceae forma una gran familia de plantas lefiosas, con cerca de 50
géneros y 2,500 a 3,000 especies distribuidos ampliamente en latitudes tropicales y
subtropicales. Las especies de la familia tienen una alta importancia a nivel
econdmico, ya que a esta pertenecen especies como la Persea americana
(Aguacate), Laurus nobilis (Laurel) y Cinnamomum zeylanicum (Canela de Ceilan)
importantes en la industria alimenticia y asi mismo tiene especies como la Aniba
rosaedora (Palisandro de cayena) utilizado ampliamente en perfumeria y en

actividades de aromaterapia.

Figura 2. Género Persea, Lauraceae.
20



3.5.1- Principios activos del género Persea.

El género Persea (Figura 2) ha tenido muchos realineamientos taxondmicos. Es
considerado un taxon exclusivo del Nuevo Mundo de aproximadamente 70
especies, aunque posiblemente no es monofilético (Campos et al., 2007). El
aguacate, Persea americana Mill., es la unica fruta comercialmente importante
dentro del género. Algunas especies son P. aff, P. americana, P. caerulea, P.
chrysophylla, P. cuneata, P. ferruginea, P. hexanthera, P. mutisii, P. perseiphylla, P.

rigens, y P. subcordata; entre otras.

El aguacate es una buena fuente de compuestos bioactivos tales como acidos
grasos monoinsaturados y esteroles (Dembitsky V.M., 2011). El principal acido
graso identificado y cuantificado en el aguacate fue el acido oleico (cerca del 57%
del contenido total), linoleico, palmitoleico, cis-vaccenico, y y-linoleico; el esterol
B-sitosterol fue encontrado como el mayor esterol presente que ronda cerca del
89% del contenido total (Plaza, 2009).

También es rico en la serotonina 5-hidroxitriptamina (5-HT) el cual es un
neurotransmisor monoaminico (Dembitsky V.M., 2011). Algunos estudios de
actividad biolégica reportan actividad analgésica y antiinflamatoria (Adeyemi et al.,
2002), citotoxica (Tsai, 1999), tripanocida (Abe, 2005), hipotensora (Adeboye J.,
1999; Ojewole J., 2007), antifungica (Leite, 2009; Frederic et al., 2000), vaso
relajante (Owolabi et al., 2005; Ojewole J., 2007), hipoglicémica (Anita et al., 2005;
Maranhao et al., 2012), supresion de la lesion en el higado (Kawagishi et al., 2001)

y efecto en el peso corporal (Brai et al., 2007), entre otras mas actividades.

3.5.2- Especie Persea schiedeana.

Persea schiedeana, llamado popularmente coyo o pahua, es un arbol silvestre del
género Persea (mismo género de Persea americana [aguacate]). Es conocido como
chucte en El Salvador, yas en Costa Rica, Chinin o Chinini en México y chinitas en

Guatemala.
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Descripcion del arbol, cuya altura varia de 8 hasta 25 m, los tallos con ligeras
vellosidades o totalmente lisos. Hojas simples, alternas, laminas de 8-21 x 5-14cm,
obovadas a casi de forma redonda, el apice cortamente acuminado, la base obtusa
a anchamente aguda, el margen entero, pubescentes en el envés y pecioladas.
Inflorescencias; tipo cimas, axilares, de 10—-15 cm de largo, con numerosas flores
blanco verdoso, pediceladas, tépalos de aproximadamente 5 mm de largo,
densamente pubescentes. Frutos tipo baya de forma esférica piriformes, de color

verdes o café al madurar, con una sola semilla en su interior (Chizmar F., 2009).

Distribucién y habitat: Se distribuye desde México hasta Colombia. En Guatemala
en el municipio de Jacaltenango es parte de su gastronomia y se encuentran en los
mercados locales. Es uno de los lugares que mejor conserva esta planta que cada
ano se lleva a cabo la recoleccion del fruto llamado en este lugar "Coyew" (Sanchez
P., 1999).

Es una especie que crece y se desarrolla en climas; calido humedo, semicalido
hamedo, semicalidos y templados humedos (Joaquin et al., 2007). Se distribuye en
altitudes de 400 a 1,600 msnm y con temperaturas media anual de 14 a 22 °C, con
precipitacion anual de 1,740 a 4,521 mm. En México, se encuentra distribuido en su
mayor parte en selvas o bosques y ocasionalmente en pastizales, en altitudes que
van de los 30 hasta 2000 m. (Chizmar F., 2009). Se le encuentra como especie de
importancia en huertos familiares como arbol de sombra en algunos cafetales y de
forma dispersa entre sistemas productivos de maiz y en potreros (Joaquin et al.,
2007).
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3.5.3- Perfil fitoquimico de Persea schiedeana.

Presenta taninos condensados, identificados como: lactonas y cumarinas dentro de
este ultimo la escopoletina (figura 3), metabolitos confirmados para tres especies P.

americana, P. obovatifolia y P. caerulea (Merici et al., 1992; Tsai et al., 1999 &

Alvarez et al., 2016.)

X
T
(8] O HO O (]

Cumarina Escopoletina

Figura 3. Estructura de la cumarina y escopoletina
Fuente: (Reija B., 2007 & Marco A., 2010) Elaborado
por (autora, 2022)

En tres extractos de hoja de P. schiedeana en los extractos etandlico y
diclorometano presenta terpenoides y solo para el extracto etandlico presento

flavonoides, para los tres extractos reportaron cumarinas: escopoletina (Mejia et al.,

2021).

Flavonoide ]'J'_Df'LCtEIlIE']'.ES SeSqQUIeTPENES

Figura 4. estructura basica de un flavonoide fuente (Heinrich, M., et al_,
1998) estructuras basicas de terpenos. Elaborado por (autora 2022).
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Las cumarinas presentan varias acciones farmacolégicas: antiinflamatoria,
analgésica, antipirética, anticoagulante, estrogénica, antiproliferativa, diferenciante,
fotosensibilizante, antimicrobiana, antihelmintica, vasodilatadora, molusquicida,

sedativa e hipoténica (Barata S., 2007).

Los terpenos (Figura 4) comercialmente se utiliza por su aroma y fragancias en
alimentacion y cosmética; ademas tiene importancia medicinal debido a sus
propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas, etc.
(Avalos & Pérez, 2009). Algunos flavonoides (Figura 4) pueden presentar actividad
antiinflamatoria, protectora hepatica, antialérgica, antibacteriana y antifungica
(Widyastuti et al 1996).

3.6- Pruebas para actividad analgésica.

Para evaluar la actividad analgésica se pueden realizar las siguiente: a) estimulo
mecanico (prueba de presion de la pata o de la cola en la rata), b) estimulo térmico
(prueba de placa caliente, prueba retirada de la cola y el de la inmersion de la cola
en agua caliente), c) las de estimulo eléctrico (prueba de estimulacion eléctrica de
la cola), y d) estimulo quimico, que en entre ellas estan las pruebas de acido

acético y la de formalina (Ortega et al., 2002).

3.6.1- Prueba de estimulo mecanico.
La aplicacion de los estimulos mecanicos nocivos pueden ser progresivos o
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 activacion de los mecanorreceptores 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
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cambios en los tejidos (sensibilizacion o lesiones reales). Los 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:

reaccion (Handwerker et al., 1987).

e El test de Randall y Selitto. En este test se utiliza una pieza cénica acabada
en punta roma, que ejerce una presion que se va incrementando de forma
lineal sobre la regién central de la pata posterior derecha. 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 presidn, desarrolla una respuesta de retirada de la pata, donde se mide la
resistencia a la presion. 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 (Lengu et al., 1995).

3.6.2- Pruebas de estimulo térmico.

Es selectivamente para 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 caldrico de los
estimuladores que se utilizan generalmente (lamparas radiantes) siempre ha sido
una limitacion de este método. De hecho, la velocidad de calentamiento cutaneo
inducido de esta manera es lento (10 °C/s) lo que resulta una asincrona activaciéon
de las neuronas periféricas y centrales. Por lo tanto, no permite un adecuado
estudio de los nervios, fendmeno clasicamente visto en otros sistemas sensoriales
(Maoulainin et al., 2012).

e Inmersion de la cola. Este test se desarrolla en ratas. 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
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una respuesta de retirada de la cola. Se cuantifica el tiempo de reaccién o
tiempo que el animal tardo en retirar la cola, expresado en centésimas de
segundo. (Janssen et al., 1963).

e También pueden utilizarse: Método del foco de calorifico, tail-flick o latigazo

en la cola y método de la placa caliente.

3.6.3- Prueba de estimulacion eléctrica.

La estimulacion eléctrica tiene la ventaja de ser cuantificable, reproducible y no
invasiva. 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
diferenciada todas las fibras periféricas incluidas las fibras de grandes de diametro
que no estan directamente implicadas en la nocicepcion, asi como las fibras alfay C
las cuales estan mediadas por sensaciones de frio y calor, asi como la informacion

nociceptiva (Fennessy & Lee, 1975)

e Estimulacion eléctrica de 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
subcutaneos de la rata o el raton. Cuando la intensidad de los estimulos
eléctricos que se aplican aumenta gradualmente se puede observar
sucesivamente un movimiento reflejo de la cola, la vocalizacion en el
momento de la estimulacion, y luego continuar la vocalizacion mas alla del
periodo de estimulacion. También pueden utilizarse las pruebas: La
estimulacién eléctrica de la pata o cola, Secuencias muy cortas de los
estimulos eléctricos y estimulacion de la pulpa dental (Fennessy & Lee,
1975).

3.6.4- Pruebas de estimulo quimico.
e Prueba de 4&acido acético. Consiste en la induccion de contorsiones
abdominales (distension exagerada del abdomen y estiramiento de las patas

traseras) durante 30 minutos después de ser inyectados (Koster et al., 1959)
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e La prueba de formalina se divide en dos fases: Fase |. Se trata de una
activacion directa de los nociceptores que sigue a la injuria corrosiva que
produce el irritante. Fase Il. Fase tardia debida a la organizacion de un foco
inflamatorio en el sitio de la injuria y la sensibilizacién central y periférica
(Pacheco-Marin NC, 2010). La respuesta conductual es: lamido de la pata
con injuria donde se cuantifica el tiempo de reaccion o tiempo que el animal

se lame, expresado en centésimas de segundo.
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iv- METODOLOGIA

4.1- Ubicacion del area de estudio.

El estudio se realizé en el Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA) del Centro
de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) con apoyo del Laboratorio de
Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia
(FQF-UES) ambos pertenecientes a la Universidad de El Salvador (UES).

La recoleccion de la planta y extractos fueron realizados en el FQF-UES. Se
obtuvieron los extractos de acuerdo a la siguiente metodologia: La corteza fue
secada a 40 °C durante 72 horas, posteriormente molido y almacenado para la

realizacion de los extractos.

4.2- Preparacion de los extractos:

4.2.1- Procedimiento para la obtencion del extracto etandlico.

La muestra de corteza de P. schiedeana previamente seca y molida, fue extraida en
alcohol etilico a 95°, en un extractor soxhlet (ver Figura 5) hasta agotamiento de la
muestra. Posteriormente la recuperacion del solvente por medio de un rota
evaporador (Figura 6), donde se obtuvo el extracto etandlico crudo, que fue utilizado

como sustancia de ensayo en la investigacion.

4.2.2- Procedimiento para la obtencion del extracto diclorometano.

La muestra de corteza de P. schiedeana previamente seca y molida; se peso la
muestra, y se realizd la extraccidn con etanol al 95% en un extractor Soxhlet. Se
concentrd el extracto etandlico a sequedad usando el rota evaporador, obteniendo
el extracto madre y se realizd posteriormente la separacion liquido-liquido

agua/diclorometano, obteniendo asi el extracto diclorometano.
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U Figura 6. Rota evaporador.

Figura 5. Extractor
Soxhlet.

4.2.3-Procedimiento para la obtencion del extracto acuoso.

Se pesd 100 g de corteza seca y molida en un Erlenmeyer de 2 L y se adiciona 1 L
de agua destilada, se colocd a ebullicion por 10 minutos y se filtré en caliente por
papel filtro Whatman grado 42 (2.5 micrometros), se concentré el extracto a

sequedad por medio de rota evaporador, luego se obtuvo el extracto acuoso.

4.3- Actividad biologica.

El estudio se realizdé bajo lo establecido en la guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011) y
las normas de investigacién con animales: informes de experimentos in vivo (The
ARRIVE Guidelines, 2010). El manejo de los animales se realizd bajo
procedimientos estandarizados y se aplicd la eutanasia a los animales una vez

terminado el experimento.
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Para el cuidado y uso de los animales de experimentacidon, respetando los
principios éticos de las “Tres R” (reduccion, refinamiento y reemplazo). Se utilizaron
ratones “Mus musculus”, procedentes del LEA / CENSALUD / UES. Los animales
se establecieron en once grupos experimentales de 10 animales cada uno. Los
ratones de laboratorio fueron de estado juvenil, cuyo peso oscilé entre 22y 25 g. La
alimentacion consistid en una dieta a base de concentrado peletizado para roedores

y agua en forma libre.

Todos los animales se mantuvieron a una temperatura y humedad relativa
controlada de 22 + 2 °C y entre 50-60% respectivamente, con un ciclo luz -
oscuridad de 12/12 horas, para su identificacion fueron marcados individualmente

con acido picrico de la siguiente manera:

Tabla 1. Marcaje de animales.

Numero de raton Marcaje
Animal 1 Sin marca
Animal 2 Marca en la cabeza
Animal 3 Marca en la espalda
Animal 4 Marca en la base de la cola
Animal 5 Marca en la pata delantera derecha
Animal 6 Marca en la pata delantera izquierda
Animal 7 Marca en la pata trasera derecha
Animal 8 Marca en la pata trasera izquierda
Animal 9 Marca en ambas patas delanteras
Animal 10 Marca en ambas patas traseras

Los animales fueron examinados clinicamente antes de cada ensayo, para verificar
su estado de salud; esto consistira en la observacion de la apariencia del raton:
pelaje sano, sin piloereccion, ni caida de pelo, piel: sin enrojecimiento ni palidez
evidente, ojos: sin secreciones anormales, sin salivacion, reaccion a estimulos y

actividad normal, sin deshidratacion ni diarrea.
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4.4- Diseiho experimental.

Figura 7. Disefio experimental de la evaluacion in vivo de actividad analgésica de 3 extractos de corteza Persea schiedeana

Extracto
etanolico
Dosis baja de
Obtencion de Extracto 100 mg/kg de
extractos de corteza i peso, media de
B =chicdeans iclorometano 250 mg/kg de
peso y alta de
500 ma/kg.
Extracto
acuoso

Sustancia de
estudio

Indometacina 10 mg/kg

Control positivo
de peso.

Agua destilada, 1
ml/100 g de peso via
oral).

Control negativo

Evaluacién de la
actividad

e Administracion
analgésica

de sustancias de o _
estudio Via intragrastrica

Dosis unica el dia
de la prueba.

Induccion al via intraperitoneal
dolor (Acido acético al 1% )
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4.5- Prueba del acido acético.

El fundamento de este consistidé en la induccion de contorsiones en los ratones, por la
administracion de inyeccién de acido acético al 1%, via intraperitoneal (Figura 8). Los

resultados obtenidos fueron almacenados en anexo 1.

Figura 8. Administracion de

extracto de Persea Figura 9: Administracion de
schiedeana. inyeccion intraperitoneal de
acido acético.

Se utilizé el método de acido acético (Koster et al., 1959); Una hora antes se administro
las sustancias de ensayo (Figura 9); grupo control negativo (agua destilada), grupo
control positivo (Indometacina 10 mg/kg), y los tratamientos (los tres extractos:
etandlico, diclorometano y acuoso de la corteza de P. schiedeana, en sus tres
diferentes dosis: 100, 250 y 500 mg/kg) a cada uno de los animales se les administrd

un volumen 1ml/100g por via intragastrica.
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Se registré el conteo de las contorsiones abdominales después de la administracion de
acido acético al 1% a un volumen 0,1 ml por via intraperitoneal a cada uno, el periodo
de vigilancia posterior a la inyeccion fue durante 30 minutos, comenzando el conteo de

contorsiones 5 minutos después de la administracion.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de contorsiones inducidos por acido acético,

utilizando la siguiente ecuacion:

% de Inhibicion = (Xc-Xp/ Xc) * 100
Dénde: Xp = numero de contorsiones del grupo tratado;

Xc = numero de contorsiones del grupo control negativo.
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4.6- Esquema de administracion de sustancias de estudio.

G 1. Dosis baja de 100 mg/kg de peso

G 2. Dosis media de 250 mg/kg de peso
Extracto etanolico

G 3. Dosis alta de 500 mg/kg de peso

G 4. Dosis baja de 100 mg/kg de peso

Extracto G 5. Dosis media de 250 mg/kg de peso

diclorometano
Administracion G 6. Dosis alta de 500 mg/kg de peso
de sustancias de

estudio

G 7. Dosis baja de 100 mg/kg de peso

G 8. Dosis media de 250 mg/kg de peso

Extracto acuoso

G 9. Dosis alta de 500 mg/kg de peso

G 10. Indometacina 10 mg/kg
de peso

G 11. Agua destilada 1

Control negativo
ml/100g de perso

Cada grupo

constara de 10
animales

G # : Grupo y numero
correspondiente

Figura 10. Administracién de sustancias de estudio de la evaluacion in vivo de la actividad analgésica de 3 extractos de la

corteza P. schiedeana
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4.7- Analisis estadistico.

Para el contraste de hipétesis se evalué por medio de ANOVA (analysis of variance) de
una via para las pruebas de analgesia, La normalidad fue evaluada en Shapiro y Wilks,
La diferencia entre los grupos tratados con los 3 extractos y los dos grupos control
(Positivo y negativo), es significativa cuando p < 0.05; se indica mediante un asterisco
(*) y cuando p < 0.001; se indica mediante dos asteriscos (**). Todos los resultados
son expresados con la Media + el Error Estandar de la Media en todos los grupos

experimentales. Para esto se utilizo los programas IBM® SPSS 21 y Statgraphic

35



v- RESULTADOS

Los valores obtenidos por medio de la prueba, obtenidas en los grupos tratados con
Indometacina y los extractos de Persea schiedeana (Tabla 1). Lo que corresponde al
extracto etandlico, diclorometano y acuoso expresan una tendencia a acercarse a
grupo control positivo tratado con Indometacina con una media de 6.33, los mejores
resultados de los extractos fueron etandlico de 100 mg/kg con una media de 9.89,
diclorometano de 250 mg/kg con una media de 7.22, acuoso de 100 mg/ kg con una
media de 7.50; grupo tratado con agua destilada, obtuvo el mayor numero de
contorsiones, con una media de 30.80 en 30 minutos. EI medicamento indometacina
obtuvo una inhibicidn significativa del estimulo nociceptivo del 79.44%, etandlico de 100
mg/kg obtuvo un % de inhibicion 67.88, diclorometano de 250 mg/kg obtuvo un % de
inhibicion de 76.55, acuoso de 100 mg/ kg obtuvo un % de inhibicion 75.64; dicho

porcentaje es el parametro indicador de la eficacia de la prueba.

Tabla 2. Resultados de la prueba de acido acético de los grupos experimentales.

Grupos Media £+ E.E.M % de inhibicion.

H,Od 30.80 + 3.06 -
Indom (10 mg/kg). 6.33 £ 2.27* 79.44
E. e. (100 mg/kg) 9.89 + 2.53* 67.88
E. e. (250 mg/kg) 13.00 £ 2.59** 57.79
E. e. (500 mg/kg) 11.80 £ 1.77* 61.68
E. d. (100 mg/kg) 8.00 + 2.50** 74.02
E. d. (250 mg/kg) 7.22 +2.35* 76.55
E. d. (600 mg/kg) 11.89 + 2.01* 61.39
E. a. (100 mg/kg) 7.50 £ 1.41* 75.64
E. a. (250 mg/kg) 9.91 + 1.68* 67.82
E. a. (600 mg/kg) 10.20 + 1.33** 66.88

Los valores se expresan como la Media + E.E.M. (Error estandar de la media). Las siglas
significan: H,O d = agua destilada, Indom. = Indometacina; E. e.: Extracto etandlico, E. d:
Extracto diclorometano, E. a.: extracto acuoso de P. schiedeana. Al comparar el control
negativo con los grupos tratados (control positivo, extractos en sus diferentes dosis) mostraron
diferencias significativas p < 0.05 (*) y cuando p < 0.001 (**).
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Prueba de acido acético.
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Figura 9. Prueba de acido acético. comparacién de las contorsiones abdominales realizadas
por los grupos controles negativo y positivo (correspondientemente H,Od y indometacina) y los
extractos (acuoso, etandlico y diclorometano correspondientemente) en las siguientes dosis
100, 250 y 500 mg/kg (los datos expresan la media + error estandar de la media)
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vi- DISCUSION.

La prueba del acido acético es ampliamente utilizada como un modelo de induccion del
dolor; debido a que desencadena la liberacién del acido araquidonico. Las enzimas
ciclooxigenasas cambian el acido araquidonico en prostaglandina que estimula
inflamacion y dolor (Muhammad N., 2014). Este a su vez induce la nocicepcion al
estimular directamente las fibras nociceptivas, ademas de promover la liberacion de
mediadores endogenos implicados en la modulacion del dolor, entre los que se
encuentra la serotonina, histamina y la mencionada prostaglandina (Whittle, 1964;
Berkenkopf & Weichman, 1988; Chau, 1989).

En este sentido, la serotonina (5-hidroxitriptamina) se ha asociado durante mucho
tiempo con el dolor de procesamiento y modulacion (Eide & Hole, 1993). Sin embargo,
la accion periférica de la serotonina se considera como un mediador inflamatorio,

siendo liberado de las plaquetas y mastocitos después de la lesién tisular (Dray, 1995).

La histamina (H) es una amina vasoactiva, que esta entre los mediadores preformados
liberados durante el proceso inflamatorio (Kumar et al., 2005). Esta provoca
vasodilatacion y aumenta la permeabilidad vascular a través de la accidén sobre
receptores especificos (H1 y H2), junto con otros mediadores inflamatorios (Sherwood
& Toliver-Kinsky, 2004).

En una investigacion publicada por Mejia et al. en 2021; los extractos acuosos,
etandlicos y diclorometano de las hojas de P. schiedeana tienen una actividad similar a
un analgésico relacionado con el dolor inflamatorio como los AINESs, estos resultados
parecen indicar actividad antiinflamatoria relacionada con la inhibicion de la
prostaglandina, y probablemente se relacione principalmente con la presencia de

escopoletina la cual es mencionada por poseer efecto analgésico.

En el andlisis fitoquimico de las hojas de P. schiedeana, realizaron una cuantificacion
de los siguientes metabolitos: identificacion de alcaloides, antraquinonas, flavonoides,

glicésidos cardiotonicos, glicdésidos saponinicos, sesquiterpenlactonas, cumarinas,
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taninos, terpenoides y la caracterizacion mediante UPCL-MS, se report6 la presencia
de taninos condensados, también identificaron lactonas y cumarinas en los tres
extractos, acuoso, etandlico y diclorometano. Al igual que la presencia de terpenoides
en el etandlico y extractos de diclorometano y flavonoides en el extracto etandlico de
hojas (Mejia et al., 2021).

Se ha informado que tanto taninos como flavonoides muestran diversas actividades
como analgeésico, antiinflamatorio, antimicrobiano, etc. (Nayeem et al., 2011; Sdayria et
al., 2018). De ahi las actividades reportadas para esta planta se puede atribuir a la

presencia de estos compuestos.

En otra investigacion realizada con el extracto etandlico de la corteza de P. caerulea
condujo al aislamiento e identificacion de cuatro compuestos, entre las que se
encuentran un esterol: B-sitosterol; una cumarina: escopoletina; un flavanol:
5,7-dimetoxi-3',4'-metilendioxi epicatequina y una quinona
2,7-dimetoxi-5-hidroxi-6-(1-hidroxietil)-1,4-naftoquinona (Alvarez-Caballero, 2016).

Por otra parte, Persea cordata es una planta medicinal brasilefia del mismo género que
se encuentra abundantemente en el sur de Brasil, se le conoce popularmente como
‘canela-rosa”’, o “abacateiro-do-mato” y su corteza es frecuentemente utilizada por las
comunidades rurales como antiinflamatoria, cicatrizacién y actividad antibacteriana.
Estudios preliminares realizados validan las actividades antes mencionadas
(Cechinel-Filho et al., 2007); ademas varias especies de las familia Lauraceae reportan
ser usadas como analgésicos (provienen del corteza o tronco) por comunidades como
medicina tradicional por ejemplo; en China se utiliza Beilschmiedia glauca, como
antiinflamatorio y Machilus salicina, se usa para tratar el dolor de cabeza (Zheng et al.,
2013) Cassytha filiformis utilizado en Tanzania, para tratar Inflamacién, dolores de
cabeza (Peter et al., 2014) Cinnamomum verum en Colombia, se usa para tratar los

dolores menstruales (Ceuterick et al., 2008).

Para evaluar la actividad analgésica se pueden realizar otras pruebas de estimulo
mecanico que produce estimulos en los nociceptores, entre estos esta la prueba de
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presion de la pata o de la cola en roedores, de estimulacion térmica que involucra los
receptores cutaneos tales como las fibras termosensibles y nociceptores como lo son;
la prueba de placa caliente y de la inmersién de la cola en agua caliente, ademas se
encuentran la prueba de estimulacion eléctrica de la cola, y la formalina de estimulacion
quimica, donde se mide la intensidad del dolor periférico y el dolor central. Estas
pruebas antes mencionadas se utilizan en conjunto o separadas; sin embargo, son un
complemento para poder verificar la actividad analgésica en modelos animales, y va a
depender del alcance de la investigacion que se desea realizar. Siendo para este

estudio unicamente la prueba de acido acético.
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vii- CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion utilizando la prueba de acido
acético evidencian que la corteza de Persea schiedeana puede tener un potencial
efecto analgésico de los extractos etandlico, diclorometano y acuoso de la corteza de
Persea schiedeana en las dosis de 100 mg/kg, 250 mg/kg y 500 mg/kg dentro de los
cuales los que muestran mejores resultados son los extractos etandlico de 100 mg/kg,
diclorometano de 250 mg/kg y para el extracto acuoso 100 mg/kg comparando el
porcentaje de inhibicidn con el farmaco de referencia. En cuanto a las propiedades
farmacolégicas de P. schideana, dentro de los componentes quimicos reportados, se
encuentra a la escopoletina para esta especie la cual ha presentado esta actividad en

anteriores investigaciones.

El efecto analgésico en esta prueba revelé una significancia estadistica de los grupos
tratados con respecto al grupo control negativo tratado con agua destilada, esto podria
indicar un efecto positivo de los tres extractos de la corteza de P. schiedeana, que

funciona en la via de la nocicepcion, ayudando a disminuir el dolor periférico.
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viii- RECOMENDACIONES.

Se recomienda seguir evaluando el efecto analgésico de corteza de Persea
schiedeana, desde el punto de investigacion de la molécula que pueda estar ligada al
efecto analgésico, asimismo utilizar diferentes tipos modelos de dolor agudo en ratones
de laboratorio como la prueba de formalina, prueba de plato caliente y de pulpa dental,
entre otras que permita validar de mejor manera la actividad analgésica producida por
los extractos, ademas de verificar si el método de extraccion es adecuado y cuantificar

las cantidades de fitofarmacos presentes.

También es recomendable realizar pruebas con mayor nivel de validacion como: la
expresion de genes y/o cuantificacion de proteinas, para determinar a nivel molecular la
actividad analgésica de esta especie vegetal y otras que se pueden realizar a futuro. Al
mismo tiempo, es importante verificar la toxicidad de las plantas que se usan por
conocimientos empiricos en las comunidades por medio de estudios propuestos por la
Organizacion para la Cooperaciéon y el Desarrollo Econdmicos (OCDE), debido a que
pueden existir efectos adversos como suele suceder con los medicamentos
convencionales, ademas del aporte cientifico para brindar seguridad de un tratamiento
alternativo; igualmente se recomienda de ser posible experimentos in silico e in vitro
antes de llegar a los modelos con animales aplicando asi el principio de las “Tres Rs” y

el bienestar animal.
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Anexo 1. Tabla para recolectar datos de la prueba de acido acético.

ANEXO.

LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

CENTRO DE INVESTIGACION ¥ DESARROLLO EN SALUD

TABLA PARA EL METODO DE ESTIRAMIENTO POR INYECCION DE AC. ACETICO

HOJA DE OBSERVACIONES

DESCRIPCION GENERAL
SUSTAMCIA TRATAMIENTO:

Vi ADMINISTRACION:

SEXO CEPA:

SUSTAMCIA INDUCTORA A DOLOR:

Vis ADMINISTRACION:

CONCENTRACION O DOSIS:

CONCENTRACION O DOSIS:

N® ratdn Peso (g)

Administracion de
tratamiento
(hora)

Induccion a dolor
(hora)

Nimero de contorsiones

ESPECIE:
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