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RESUMEN

El tratamiento cl'nico del dolor cr—nico requiere bcesqueda denuevas
sustancias porque las existentes inducen efectos adversos. Objetivos.

Determinar el efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—liceseco atomizado
de Crot—n lechlericomparado con el ketoprofeno sobre el dolor inducido en
ratones. Materiales y MZtodos. Se utiliz— 3 modelos experimentales, el
mZtodo Otail flickO, el mZtodo de torsiones abdominales yl @rocedimiento
para determinar DLso. Treinta y seis ratones albinos fueron divididos en 6
grupos homogZneos: G1 con suero fisiol—gico 10 mL/kg G2-G3-G4 sangre
de drag—n 100, 150 y 200 mg/kg respectivamente;G5 ketoprofeno 5mg/kg y
G6 Morfina 2-5mg/kg. Para el celtimo modelo experimental se enple— 2
etapas, con diferentes dosis t—xicas. Finalmente se evalu— los ettos
t—xicos a nivel gastrointestinal, hepftico y renal.Tratamiento Estad’stico.

Las diferencias entre los grupos fueron fijadas mediante ANOVA, Test de
Fisher, Kluskal-Wallis y pair-wise; para determinar la DLsy se emple— la
f—rmula propuesta en el modelo experimental. Resultados. EI extracto
hidroalcoh—Ilico seco atomizado de Croton lechleri fue significativamente
superior al ketoprofeno en efecto analgZsico visceral y somitico con un
p<0.0001, sin superar a la morfina con un porcentaje de eficacia analgZsica
mayor al 50%. La DLsp se determin—en 800mg/kg con leves cambios
histopatol—gicos en sistema gastrointestinal y renal. Conclusi—n. El extracto
hidroalcoh—lico seco atomizadode Croton lechleri es analgZsico en dolor
somitico y visceral, superando al ketoprofeno y comparindose a la morfina.

Palabras clave: Crot—n lechlierisangre de drag—n, dolor, analgesia



SUMMARY

The clinical treatment of chronic pain requires the search for new substances
because the existing ones induce adverse effects. Objectives . Determine
the analgesic effect of Crot—n lechleriatomized dried hydroalcoholic extract
compared to Ketoprofen on induced pain in mice. Materials and methods .
Three experimental models were used: the tail flick method, the writhing test
and the procedure to determine LDsp. Thirty-six albino mice were divided into
6 homogeneous groups: G1 with physiological serum 10 mL / kg, G2-G3-G4
100, 150 and 200 mg / kg respectively; G5 ketoprofen 5mg / kg and G6
Morphine 2-5mg / kg. For the last experimental model 2 stages were used,
with different toxic doses. Finally, toxic effects were evaluated at the
gastrointestinal, hepatic and renal levels. Statistical Treatment. Differences
between groups were determined using ANOVA, Fisher's Test, Kluskal-
Wallis and pair-wise; To determine the LD50, the formula proposed in the
experimental model was used. Results . It was observed that the atomized
dried hydroalcoholic extract of Croton lechleri was significantly superior to
ketoprofen in visceral and somatic analgesic effect with a p>0.0001, without
exceeding morphine with a percentage of analgesic efficacy greater than
50%. The LDsy was determined at 800mg / kg with mild histopathological
changes in the gastrointestinal and renal systems Conclusion . The
atomized dried hydroalcoholic extract of Croton lechleri is analgesic in
somatic and visceral pain, better than ketoprofen and comparing to

morphine.

Key words: Croton lechlieri, dragon's blood, pain, analgesia



|. INTRODUCCIIN

1.1 Situaci—n problemitica

El dolor es uno de los trastornos que mis afecta y preocupa a las personas,
y es el s'ntoma acompa—ante que con mayor frecuencia motiva una consulta
mZdica. La demanda de atenci—n al dolor muestra una tendenciacreciente
relacionada con la oferta de servicios espec’ficos y el desarrollo de nuevos y
mis eficaces tratamientos. En la literatura cient’fica se observa un aumento
en la prevalencia de dolor entre la poblaci—n general enlos celtimos a—os,
existiendo estudios con un seguimiento superior a 40 a—0s, que muestran un
aumento entre 2 y 4 veces en el dolor de espalda, dolor en el hombro y dolor
generalizado, siendo el incremento en algunos casos estad’sticamente

significativo (Palanca Sinchez, 2011).

Debido a que el dolor es polivalente, dinfmico y un fen—meno ambiguo, es
notoriamente dif'cil de cuantificar. Sin embargo, incluso con estas
limitaciones, no hay duda en cuanto a su alta prevalencia e incidencia, en
donde el 10% de la poblaci—n mundial, aproximadamente60 millones de
personas sufren dolor cr—nico; por pa'ses y regiones se estima una
prevalencia de dolor cr—nico cerca al 20-25%. Centros de atencia-primaria
en Asia, ¢frica, Europa y en las AmZricas han tenido pacientes con dolor
persistente de 10 a 25%, la prevalencia del dolor cr—nico enEstados Unidos
se estim— en un rango de 12 a 25%, siendo en Europa de un20%. Aunque
hay pocas estimaciones de la incidencia de dolor cr—nico mundl, la OMS
reporta que estara de 1 por cada 10 individuos adultos anualmente
(Goldberg & McGee, 2011).



El tratamiento clI’'nico del dolor cr—nico con AntiinflamatoriosNo Esteroideos
(AINEs), esteroides, antidepresivos, antiepilZpticos, y/o medicamentos
opioides siguen siendo insatisfactoria en la mayor'a de los casos y es un
reto para los mZdicos e investigadores que se han comprometido a buscar
nuevos analgZsicos con gran potencia analgZsica, con nulos efectos

adversos o que sean relativamente menores (Li et al., 2012).

1.2 Formulaci—n del problema

AEs el efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atorizado de
Croton lechleri (sangre de drag—n)comparable al del ketoprofeno en ratones

con inducci—n de dolor?

1.3 Justificaci—n de la investigaci—n

1.3.1 Justificaci—n t e—rica.

El dolor cr—nico se conceptualiza como un proceso de la enfermedd por s’
mismo. Afecta a personas de todo el mundo y atenta gravemente la calidad
de vida de los pacientes, convirtiZndose en un problema de salud. En la
prictica cl'nica, el dolor generalmente responde a firmacos opifceos,
AINEs. El dolor neuropiftico de una lesi—n o enfermedad del stema
nervioso, suele ser mis dif'cil de tratar que el dolor inflamatorio y su control
es a menudo refractario a los opioides y requiere dosis mts grandes o mis
de un medicamento, predisponiendo a efectos adversos peligrosos (Li et al.,
2012).

La sangre de drag—n o sangre de drago es un tipo de resina r¢a, obtenido
de varios or'genes botfnicos, como Daemonorops (Palmae), Dracaena
(Convallariacea), y Croton (Euphorbiaceae). El nombre cient'fico de la
sangre de drag—n esSanguis Draconis y es empleado en tratamientos de



! )!

diarrea, tumores, heridas, celceras estomacales, infecciones por hergs, dolor
e inflamaci—n (Choy et al., 2007) Se observo tambiZn que la sangre de
drag—n bloquea la transmisi—n del dolor al cerebro ademis deu efecto
antiinflamatorio (Liu, Yin, Chen, & Ma, 2006).

Se han identificado varios componentes en la sangre de drag— como
flavonoides, esteroles, alcaloides entre otros. La taspina (alcaloide) es el
principal componente de la sangre de drag—n que posee divesas
propiedades benZficas como: antiinflamatoria, citot—xica Y cicatrizaci—n
(Gupta, Bleakley, & Gupta, 2008). La presencia de flavonoides con
triterpenoides puede aumentar la actividad analgZsica y antiinflamatoria al
inhibir las ciclooxigenasas y lipooxigenasas (Alwashli, Alaoui, Al-Sobarry, &
Cherrah, 2012). Otros estudios fitoqu'micos en la sangre de drag—nde la
especie Dracaena cochinchinensis revelan la presencia de un flavonoide
(cochinchinenina B) que junto a algunos esteroles, parecen ser los
responsables del blogqueo de la ciclooxigenasa 2, explicando as’ su efecto
antinociceptivo (Li et al., 2012).

Por otro lado, se ha demostrado que la sangre de drag—n disnmuye el dolor
al evitar la liberaci—n de glutamato e inhibir los canals de sodio resistentes
a tetrodotoxina, teniendo una similitud al mecanismo de acci—n de los

opioides y los alfa-2 adrenZrgicos (Rao et al., 2007).

1.3.2 Justificaci—n prictica.

Actualmente en el Perce, el uso indiscriminado de ffrmacos anajZsicos y de

ffcil acceso a la poblaci—n, constituyen un factor de riesgopor la presencia

de efectos adversos; debido a esto se ha incrementado la investigaci—n vy el
redescubrimiento de las propiedades medicinales de la flora peruana.

De todas las plantas medicinales, el Croton lechleri (Sangre de drag—n) es
un frbol que crece en la amazon’a peruana del que se obtiene una resina de

color rojizo con diversas propiedades medicinales: analgesia Yy

antinociceptiva (Jones, 2003).



Los resultados de la investigaci—n contribuyen al uso racion&o cient'fico de
la sangre de drag—n como antinociceptivo y analgZsico en laterapZutica
cotidiana, al haberse demostrado un mecanismo similar a los opioides, alfa-2
adrenZrgicos y AINEs; los hallazgos sugieren que sangre de drag—n sea
considerado como coadyuvante en laterapia del dolor, pudiendo traer
muchos beneficios: como la disminuci—n del consumo de ffrmacos
analgZsicos y disminuci—n de los efectos adversos (Alwashli et &, 2012;
Rao et al., 2007).

1.4. Objetivos de la i nvestigaci—n

1.4.1 Objetivo g eneral
¥ Determinar el efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—licaseco
atomizado de Crot—n lechlercomparado con el Ketoprofeno sobre el

dolor inducido en ratones.

1.4.2 Objetivos espec’ficos
¥ Determinar el efecto analgZsico sobre el dolor perifZrico del extracto
hidroalcoh—lico seco atomizado de Crot—n lechleri en ratones

inducidos a dolor f'sico.

¥ Observar el efecto analgZsico sobre el dolor visceral del extracto
hidroalcoh—lico seco atomizado de Crot—n lechleri en ratones

inducidos a dolor gu’mico.

¥ Determinar la dosis letal media (DLso) del extracto hidroalcoh—Ilico

seco atomizado de Crot—n lechleri.

¥ Evaluar posibles efectos t—xicos del extracto hidroalcoh—lico s®
atomizado de Crot—n lechleria nivel gastrointestinal y renal.



II. MARCO TEIRICO

2.1 Marco filos—fico o epistemol—gico de la investigaci—n.

El manejo del dolor viene desde hace miles de a—os, mediante el uso de la
acupuntura en la cultura China, el empleo del opio en Egipto, el balance del
humor con los Griegos y los Romanos que reconocieron la importancia del
sistema nervioso; las primeras intervenciones fueron guiadas por los
diferentes or'genes del dolor que resultaron en tratamientos como la

trepanaci—n y el exorcismo. (Gatchel et al., 2014)

Durante muchos a—o0s y probablemente inspirados en las ciencias naturales,
juntamente con el paradigma predominante del positivismo, los cient’ficos se
enmarcaron en la corriente conocida como cuantitativa, afirmando que el
mZtodo cient’fico de las ciencias naturales es la cenica activilad valida para
el conocimiento y que la ciencia busca hechos (Alvarez-Gayou, 2003)

La investigaci—n experimental perteneciente a la corrientecuantitativa, es
aquella que permite con mis seguridad establecer relaciones de causa-
efecto; usa grupo experimental y de control; el investigador manipula el
factor supuestamente causal; usa procedimientos al azar para la selecci—n,

asignaci—n de sujetos y tratamiento; es artificial y restrictio (Mart'nez, 2011)

2.2 Antecedentes del problema

Rao et al., en el 2007, en su investigaci—n ODragonOs blood fro@roton
urucurana (Baill.) attenuates visceral nociception in miceO; con el objéivo de
investigar el efecto nociceptivo visceral en ratones del extracto de Croton
urucurana (Sangre de drag—n); aplicando ciclofosfamida y capsaicia para



inducir dolor visceral. Empleando dosis de 200-400 mg/kg del extracto, como
control positivo N-acetilcisteina y morfina respectivamente y finalmente
fueron inhibidos por naloxona; concluyeron que la sangre de drag—n puede
ser una buena alternativa para tratar el dolor visceral asociado a patolog’as
gastrointestinales y del tracto urinario, y que su posible mecanismo de

acci—n puede ser muy similar a los opioides.

Alwashli et al., en el 2012 en su investigaci—n OAnti-inflammatory and
Analgesic effects of ethanolic extract of Dracaena Cinnabri Balf ,as endemic
plant in YemenO; con el objetivo de demostrar el efecto déextracto etan—lico
de Dracaena cinnabari (Sangre de drag—n) sobre el dolor e inflanaci—n
inducida qu’mica y f'sicamente en ratones y ratas; aplicando los mZtodos de
Otail flickO mediante inmersi—n en agua caliente (55%C) vy diaate la
administraci—n de fcido acZtico para causar dolor visceral. Empleado dosis
de 50-150 mg/kg del extracto etan—Ilico de Dracaena cinnabari y cono
control positivo la morfina; concluyendo que el efecto antiinflamatorio es
significativo principalmente en la fase aguda de la inflamaci—n mediante la
inhibici—n de mediadores qu’micos.

Li et al., en el 2012 en su investigaci—n ODragon's blood inhibits chronic
inflammatory and neuropathic pain responses by blocking the synthesis and
release of substance P in ratsO;Con el objetivo de observar el efecto de la
sangre de drag—n (SD) extra’da de Dracaena conchinchinensis y su
componente activo, la cochinchinenina B (CB), para inhibir la inflamaci—n
cr—nica y el dolor neuropttico; aplicando el mZtodo de carragnina para
inducir edema, dolor e inflamaci—n en ratas Wistar siedo premedicados con
extracto de SD por v'a intragifstrica a dosis de 0.56g/kg y 1.12g/kg diluidas
en agua destilada; y mediante cultivos de neuronas del ganglio de la ra’z
dorsal del nervio cittico, induciendo el dolor mediante la capsaicina para
evaluar el grado de liberaci—n de la sustancia P y la concemtaci—n de iones
de calcio intracelular y extracelular y siendo pre-tratados diez minutos antes
con concentraciones diferentes de SD a dosis de 0.3, 3y 30 ug/ml; y CB a
dosis de 0.1 1 y 10 uM; Concluyeron que el extracto de SD disminuye el
edema de patas y aumenta el umbral de dolor a dosis dependiente y que



posee efecto inhibitorio de la sustancia P y de disminuci—n de la
concentraci—n de iones de calcio, sin embargo la CB demostr— umayor

poder que la SD en la inhibici—n de la liberaci—n de lsustancia P.

Choy et al, en el 2007 en su investigaci—n OSuppression of
lipopolysaccharide-induced of inducible nitric oxide synthase and
cyclooxygenase-2 by Sanguis Draconis, a dragon's blood resin, in RAW
264.7 cells; con el objetivo de investigar que la sangre de drag—n suprime el
—xido n’trico y ciclooxigenasa 2 en la inflamaci—ngediante el cultivo de
cZlulas RAW 264.7 con sangre de drag—n que fueron inducidas a
inflamaci—n con lipopolisactridos (LPS); concluyendo que la sangre de
drag—n no afecta la viabilidad celular hasta una dosis de200 ug/ml; suprime
la producci—n de —xido n’trico, prostanglandinas E2, Factor denecrosis
tumoral alfa (TNF-!) e interleucina 1-B y disminuye la expresi—n de —xido
n’trico sintetasa y ciclooxigenasa 2 (COX-2), previniendo la inflamaci—n y
gue el posible mecanismo de acci—n de la sangre de drag—n semediante el
bloqueo de la prote’na NF-"B.

Pereira et al., en el 2010 en su investigaci—n OEffects of sangre de drago in
an in vitro model of cutaneous neurogenic inflammationO;con el objetivo de
demostrar el efecto analgZsico de la sangre de drag—n en lainflamaci—n
neurogZnica cutinea; mediante la reducci—n de la liberaci—de sustancia P,
en neuronas del ganglio dorsal y keratinocitos de cerdos; concluyeron que el
efecto analgZsico es dosis dependiente y que el pre-tratamiento con sangre
de drag—n entre 1 y 72 horas antes de la inducci—n fue sugiente para inhibir

la inflamaci—n neurogZnica cutfnea.

Wang, Chen, Guo, & Liu, en el 2008 en su investigaci—n Olnhibitory effect of
cochinchinenin B on capsaicin-activated responses in rat dorsal root ganglion
neurons; con el objetivo de investigar el efecto inhibitorio de la
cochinchinenin B en el receptor de Vanilloid (VR1), mediante el uso de
cZlulas entZricas con la tZcnica de Opatch clampO e inducienda lactivaci—n
del receptor VR1 mediante capsaicina. Encontrando que la cochinchinenin B
produce una inhibici—n reversible y no competitiva del recepor VR1 que su



sitio de uni—n esta a nivel extracelular, encontraron tambfn que la inhibici—n

del receptor no es voltaje dependiente.

Wei, Chen, Huang, Yao, & Liu, en el 2013 en su investigaci—n OMaterial basis
for inhibition of dragon's blood on capsaicin-induced TRPV1 receptor
currents in rat dorsal root ganglion neurons; con el objetivo de demostrar el
efecto analgZsico de la sangre de drag—n y sus componentes &tra’da de
Dracaena conchinchinensis ( cochinchinenin A, cochinchinenin B y loureirin
B); mediante la tZcnica de Opatch clampO en cZlulas completasedganglio del
asta dorsal midiendo voltaje, corriente y que fueron estimuladas con
capsaicina. Concluyeron que no hab’a diferencias entre los efectos de la
sangre de drag—n y la combinaci—n de sus componentes. Observaro
tambiZn que el efecto analgZsico de la sangre de drag—n pede deberse a la
silenciaci—n de la se—al de dolor causada por la inhibici—mel receptor
TRPVI Inducido por capsaicina y a su vez podr'a deberse a la sinergia de

sus 3 componentes.

Guo, Chen, & Liu, en el 2008 en su investigaci—n OMaterial basis for inhibition
of Dragon's Blood on evoked discharges of wide dynamic range neurons in
spinal dorsal horn of rats; mediante el uso de un microelectrodo extracelular
midieron la actividad elZctrica en neuronas de amplio rango dinfmico (WDR)
del asta dorsal espinal obtenidas de ratas Wsitar; encontraron que el efecto
analgZsico de la sangre de drag—n y sus componentes ( cochinchienin A,
cochinchinenin B y loureirin B) se debe a la disminuci—n de ladescarga de
las neuronas WDR. A su vez observaron que s—Ilo la combinaci—n de
cochinchinenin A, cochinchinenin B y loureirin B, tienen efecto similar a la
sangre de drag—n, demostrando que su efecto es sinZrgico y queson los
componentes bisicos del efecto analgZsico de la sangre de drag—n.



2.2 Bases te—ricas

El dolor, tambiZn designado nocicepci—n, es la sensaci—n consci¢a o a
nivel del sistema nervioso central de una acci—n fsica o qumica
potencialmente da—ino para el organismo. El sistema nociceptivo se extiende
desde la periferia, a travZs del asta dorsal de la mZdula espinal, el tronco
encefflico y el tflamo para llegar por celtimo a la cortezacerebral donde se
percibe el dolor (Otero, 2004).

Este sistema estf compuesto por nociceptores que son terminaciones
axonales con capacidad secretoria ante un apremio doloroso. Estos
receptores son dendritas 0 peque-as fibras de tipo A# cuyos axones se
encuentran en los nervios espinales, donde hacen sinapsis en la sustancia
gris con neuronas nociceptivas espec’ficas en el asta dorsal de la mZdula
espinal.. Los axones de las neuronas A# hacen sinapsis en la Ifmina
marginal o en la Ifmina V. Estas Iftminas poseen neuronas de rango
dintmico amplio (WDR), respondiendo de forma graduada a estimulaci—n
mecitnica nociva e inocua. Sus axones entran en la sustancia blanca de la
porci—n dorsal y lateral de la mZdula espinal y asciendensin hacer sinapsis,
hasta el cerebro a travZs del tracto espinotaltmico donde los impulsos son
interpretados como punzantes, dolor agudo o sensaci—n de quenadura
(Pisera, 2004).

Los nociceptores polimodales son terminaciones de fibras tipo C no-
miel'nicas que son activadas por estmulos tZrmicos, de presi—n o
mecinicos. Las dendritas de tipo C van desde sus terminaciones sensoriales
hasta la ra’z dorsal, donde entran en la columna dorsal gris de la mZdula
espinal. Los axones de estas fibras hacen sinapsis en interneuronas que
simultaneamente hacen sinapsis en una amplia y dinfmica neurona. Estos
ascienden por la mZdula espinal hacia el ttlamo, donde hacen sinapsis. La
pesada tasa de conducci—n y la conexi—n sinfptica extra, prowan que las
se—ales provenientes de las fibras tipo C sean mas lentas que las fibras A#,
siendo esta se—al mas lenta interpretada como una sensaci—n @lorosa o

pulsttil que es denominada Odolor profundoO (Pisera, 2004;ifado, 2010)



Los nociceptores silentes son neuronas sensitivas de alto umbral ubicadas

en las v'sceras. Debido al alto umbral de despolarizaci—n, esas neuronas

son tranquilas a menos que sean sometidas a una deformaci—nsevera. Los

axones de nociceptores silentes hacen sinapsis con las mismas neuronas

WDR del asta dorsal as’ como lo hacen las neuronas eferentes somiticas

generales que van desde el tronco y el cuerpo apendicular. Los receptores

silentes despolarizados estimulan neuronas comunes espinales y dan

respuesta a las sensaciones de dolor persistente y poco localizado debido a

la insuficiente presencia de fibras aferentes con grandes campos receptivos;

se cree que la concurrencia de informaci—n nociceptiva somitica y visceral
en neuronas esta involucrada en los mecanismos que generan el

denominado dolor referido, en donde la percepci—n del dolor de una v’scera
es desplazada hacia otra frea superficial (Pisera, 2004; Tirado, 2010).

La ruta de la nocicepci—n que permite la percepci—n del dot, se basa en un
proceso neurofisiol—gico que consta de cuatro etapas: transducci—n,
(estmulo doloroso es convertido en impulso elZctrico); transmisi—n
(conducci—n del impulso hacia el asta dorsal para realizar sinapss);
modulaci—n (alteraci—n del impulso nerviosos por mecanismo Imbitorios y/o
excitatorios); y la percepci—n, (se definen las caracter’'sticas dé estimulo
doloroso en la corteza cerebral) (Salazar, 2013).

Podemos dividir al dolor en dolor fisiol—gico y dolor patelgico. El dolor
fisiol—gico es aquel que induce respuestas protectoras como el réejo de
retirada con el objetivo de interrumpir el estmulo nocivo hacia el cuerpo y/o
tejido, es altamente localizado; mientras que el dolor patol—gico es aquel que
al haberse sufrido un da—o tisular o nervioso, y no se instaur— un tratamiento
analgZsico e inflamatorio adecuado, produce una sensibilizaci—n perifZrica y
central, reorganizaci—n de los elementos neuronales dentro delsistema
nervioso central y una desinhibici—n, conllevando a un dabr espontineo,
hiperalgesia (aumento en la respuesta dolorosa ante un est'mulo nocivo) y

alodinia ( dolor producido por est'mulos inocuos) (Muir, 2009).

La sensibilizaci—n perifZricaes secuela de la liberaci—n de componentes

intracelulares procedentes de cZlulas da—adas, inflamadas y hasta de la



propia fibra nerviosa (iones, prostanglandina E2, bradiquinina,
ciclooxigenasa, factores de crecimiento neurotr—pico Yy citoquimas),
disminuyendo el umbral de activaci—n de nociceptores pero asu vez activa
nociceptores silentes. Por otro lado la seguida llegada de est'mulos a las
neuronas del asta dorsal a consecuencia de una continua activaci—n de
fibras perifZricas produce lo que se denomina sensibilizaci—n cetfral,
originando zonas de hiperalgesia en tejidos no da—ados. (Tirado, 2010; Muir,
20009).

2.2.1 Manejo del d olor.

Para instaurar un tratamiento es importante ponderar todas las alternativas
terapZuticas y decidirse por la que mejor se adapte a la patolog’a del
paciente y al medio en el que se le implementar}. Los mecanismos mediante
los cuales las drogas ejercen su efecto analgZsico nos permite clasificarlos
en: opioides, agonistas ! -2 pre sintpticos, fenciclidinas, anestZsicos locales,
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y anestZsicos generales (Otero,
2012).

2.2.1.1 Opioides.

Los opioides se definen como cualquier sustancia natural o sintZtica con
actividad semejantes al opio, y mediante su interacci—n conlos receptores
opitceos producen su principal efecto, la analgesia. Los receptores opitceos
modulan varios efectos de los opioides; se ubican en el sistema nervioso
central, substancialmente en el cerebro y en el asta dorsal de la mZdula
espinal. Se conocen 3 receptores opitceos: mu (u), kappa ("), delta (#); de
estos 3 receptores se conocen 3 subtipos W: pl, 2, u3 (Wagner, 2002).

El receptor p es el receptor principal, encargado de la acci—n amlgZsica de
los opioides. Sin embargo, es responsable de la mayora de efectos
adversos de los opioides, como bradicardia, bradipnea y euforia. El receptor
" no produce analgesia al mismo nivel que el receptor 4, sin embargo la
activaci—n de este receptor puede antagonizalos efectos de agonistas . El
receptor # puede modificar la acci—n de los opioides de otros receptores

(Wagner, 2002; , Borer-Weir et al., 2014).



Los opitceos se clasifican en cuatro grupos: los agonistas puros, los
agonista-antagonista, los agonistas parciales y los antagonistas. Los
agonistas puros, que se unen a uno 0 mis tipos de receptor
desencadenando efectos segoen sea el receptor, en este grupo tmemos a la
morfina, metadona, fentanilo y petidina; los agonista-antagonista, se une a
uno o mis tipos de receptor y desencadena efectos en uno ("), pero
escasos 0 ninguno en el otro (W), a este grupo pertenece el butorfanol; , los
agonistas parciales producen efectos limitados; se unen principalmente al
receptor y; a este grupo pertenece la buprenorfina; los antagonistas, se unen
a uno o mis tipos de receptor pero no desencadenan ningcenefecto, a este
grupo pertenece la naloxona. Indiferentemente al receptor que se acoplen, el
efecto analgZsico de los opioides puede darse en varias etapas de la ruta de
nocicepci—n. (Salazar, 2013; Lamont et al., 2011).

Los efectos adversos de los opitceos varan segcen sea el ffrmacoque se
utilice. Los efectos mis frecuentes son: miosis, bradicardia, bradipnea,
hipotermia, emesis y retenci—n urinaria. Todos los opifceos se netabolizan
por v'a hepitica, con posterior excreci—n renal de los metabatos resultantes
(Sumano & Ocampo, 2006).

2.3.1.2 Antiinflamatorios no esteroideos.

Los antiinflamatorios no esteroides (AINES) son ffrmacos que tienen acci—n
analgZsica y antiinflamatoria, en algunos casos tambiZn acci—n antipirZtica.
Poseen diferentes estructuras pero el mecanismo de acci—n (inhikti—n de
las enzimas ciclooxigenasas) es similar en todos. Debido a su extenso
margen de acci—n analgZsica y su poco efecto en el SNC, sondeales para
tratar el dolor leve a moderado. (Budsberg, 2009; Hellyer, Robertson, &
Fails, 2007).

Cuando se produce un da—o tisular, se liberan fosfol’pidos de membrana, los
cuales por acci—n de la fosfolipasa A2, se transforman en Z%cido
araquid—nico, a partir del cual, mediante la acci—n de IBpooxigenasa (LOX)
y la ciclooxigenasas (COX-1, COX-2, COX-3) se transforman en mediadores



de la inflamaci—n como leucotrienos, prostanglandinas y tronboxanos. La
COX-1 o ciclooxigenasa fisiol—gica interviene en la s'ntesis de
prostanglandinas encargadas de la homeostasis celular, media los procesos
gifstricos y renales, e hipersensibilza las neuronas aferentes primarias
dando un efecto analgZsico. La COX-2 o ciclooxigenasa patol—gica
interviene en la s'ntesis de prostanglandinas encargadas de intervenir en el

proceso de la inflamaci—ny dolor (Landoni, 2004; Mathews et al., 2011).

El mecanismo de acci—n de los AINES se basa en la habilidad deinterferir

en la s'ntesis de eicosanoides, mediante la inhibici—n de la enzima

ciclooxigenasa (COX) y sus is—formas, por lo cual se inhabilitala producci—n
de prostanglandinas principalmente PGIl, y PGE,, produciendo analgesia,

efecto antiinflamatorio y el efecto antipirZtico. La analgesia se produce por la

abolici—n de prostanglandinas que hipersensibilizaban a lasv’as aferentes

nociceptivas. El efecto antiinflamatorio se basa en la inhibici—n de la
vasodilataci—n que provoca el PGE. El efecto antipirZtico se basa en el

transporte del mensaje de interleucina tipo 1 (IL-1) mediante la PGE, desde

el endotelio vascular al centro termorregulador (Hellyer et al., 2011, Landoni,

2004).

La clasificaci—n de los AINES se da por su capacidad de inhibir ©X-1 y
COX-2; se clasifican en 4 grupos: los preferenciales COX-1, los no
selectivos, los preferenciales COX-2, y los selectivos COX-2. La aspirina, el
ketoprofeno, el meloxicam y el celecoxib son los principales representates
de cada grupo respectivamente. Cuanto mayor sea la selectividad por la
ciclooxigenasa 2, se cree que hay un mayor margen de seguridad. (Landoni,
2004).

Los efectos adversos de mayor importancia cl’nica de los AINES son,
probablemente, los manifestados a nivel gastrointestinal. Sin embargo, otros
efectos adversos pueden observarse a nivel renal, nervioso y hepttico
(Sumano & Ocampo, 2006).



2.2.2 Marcos c onceptuales.

2.2.1.1 Aspectos g enerales de Croton lechleri .

2.2.1.1.1 Descripci—n bottnica.

El nombre cient’fico de la sangre de drago (sangre de drag—n) & Croton
lechleri MYII. Arg. (Sin. C. draconoides MYII. Arg.). Especies sudamericanas
estrechamente relacionadas conocidas como sangre de drago incluyen
Croton palanostigma Klotzsch (sin. C. benthamianus MYIl.-Arg) y C.
erythrochilus MYIl.- Arg, ambas se encuentran en el Perce. Algunos
botfnicos peruanos clasifican C. draconoides (MYIIl. Arg). como sin—nimo de
C. palanostigma (Klotzschs). En el centro de Perce (Oxapampa, Pasco), otras
dos especies conocidas localmente como sangre de drago son C.
perspeciosus Croizat y la C. rimbachii Croizat. En Brasil, tambiZn es
conocida como sangre de drago o Sangra d'ggua; Croton urucurana Baillon
se produce tanto en el sureste de Brasil y en Paraguay (Jones, 2003).

Es un frbol de copa amplia, que alcanza los 1 0-20 m de altura. Ra’z de
forma cil'ndrica c—nica, axomorfa, con la ra’z principal mis desarollada que
las secundarias, peridermis constitu’'do por suber o corcho. La corteza
externa del tallo posee abundantes lenticelas y el Iftex que presenta es de
color rojo oscuro de varias tonalidades. Hojas simples con dos glindulas en
la base, alternas, a veces opuestas de 12 - 20 cm de largo por 5- 1 4 cm de
ancho, las hojas mis tiernas de color blanco-rojizo y con abundante
indumento, tomentosa en ambos lados, glabrescente y estelado.
Inflorescencia terminal en racimos laxos. Fruto capsular globoso de 3 mm de
largo por 4,5 mm de ancho. Semillas lisas con carcencula y endsperma
oleaginoso (Ramirez, 2003).



2.2.1.1.2 H¥bitat y distribuci—n.
Originario de las regiones tropicales y subtropicales de SudamZrica
(localizada principalmente en el Perce), creciendo en estado silestre en las
cumbres monta—osas y regiones selviticas; especialmente en bosques

hcemedos (Ramirez, 2003).

2.2.1.1.3 Ubicaci—n en el Perce.
Distribu’do en la regi—n amaz—nica, en un rango altitudal de 705 - 1 660
msnm; en los departamentos de Amazonas, Cusco, Hutnuco, Jun’n, San
Mart'n , Madre de Dios y Loreto. En los valles de Oxapampa, Entaz, Cacazce

y Palcazce del departamento de Pasco (Ramirez, 2003).

2.2.1.1.4 Ubicaci—n taxon—mica de sangre de drag—n.

Nombre Cient'fico : Croton lechleri
Reino : Plantae

Phylum : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Euphorbiales
Familia : Euphorbiaceae
GZnero . Croton

Ep’teto Espec’fico : lechleri

Nombre comaen : Sangre de drag—n

2.2.1.1.5 Usos medicinales .

Corteza: la savia extra’da de la corteza (lftex) se usa para el tratamiento de
diarreas cr—nicas, leucorrea; gastritis, celceras gastrointestinales, com
cicatrizante, estimulante de defensas del organismo, bacteriostttico,
bactericida, fungicida, antiviral ,antioxidante, anticancer'geno (h’'gado,
est—mago, cetero),antirreumitico, antiinflamatorio, antiof'dico; es usado
ademis en el tratamiento de influenza, tonsilitis, herpes, uta, anemias,

tuberculosis, quemaduras, acnZ, resfriados, afecciones de am’gdalas,
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gingivitis, cervicitis; para mejorar la fertilidad , bajar de peso, controlar
hemorragias (Ramirez, 2003).

2.2.3 Glosario de tZrminos

Nocicepci—n: Es la percepci—n consciente o a nivel del sistema nervioso
central de un est'mulo f'sico o qu'mico potencialmente da—ino para el

organismo (Hellyer et al., 2007).

Dolor visceral : Dolor que proviene de los —rganos corporales internos
(Hellyer et al., 2007).

Dolor neuropttico : Resulta de un da—o o enfermedad y afecta el sistema
somatosensorial. Puede estar asociada con sensaciones anormales, dolor

producido por est'mulos normalmente no dolorosas (Hellyer et al., 2007).

Ciclooxigenasas : Es una enzima responsable de la formaci—n de
mediadores biol—gicos importantes llamados prostanoides, queincluye la
prostaglandina, la prostaciclina, y los tromboxanos, a partir del fcido
araquid—nico. La inhibici—n farmacol—gica de la ciclooxigesa alivia los
s’ntomas de la inflamaci—n (Hellyer et al., 2007)

Analgesia : Podr’a definirse como ausencia de percepci—n de dolor, a pesar
de que en realidad cl'nica lo que normalmente se llega a conseguir es

cenicamente disminuci—n en la percepci—n de dolor (Hellyera&., 2007).

Umbral de dolor : Se define como la intensidad m’nima de un est'mulo (la
fuerza mis leve de un golpe) que despierta la sensaci—n de olor (Hellyer et
al., 2007).

Extracto : Sustancia obtenida por extracci—n de una parte de materia pima,

a menudo usando un solvente como etanol o agua. (Ha—ari, 2013).



Ill. METODOLOGEA

3.1 Tipolog’a de i nvestigaci—n

Se realiz— una investigaci—n de tipo aplicativa.

3.2 Dise—o0 de i nvestigaci—n

Es una investigaci—n de dise—o0 experimental.

3.3 Universo y muestra de t rabajo

3.3.1 Universo.

Ratones albinos de la cepa Balb/C-53 del Bioterio del Instituto Nacional de
Salud.

3.3.2 Muestra.

36 ratones albinos post-destete con un peso promedio de 33.54 + 1.29 g,
machos de la cepa Balb/C-53.

3.4 Material y e quipos

3.4.1 Material b iol—gico.

Se utiliz—36 ratones albinos machos de la cepa Balb/C-53; con peso
promedio de 33.54 + 1.29 g procedentes del Instituto Nacional de Salud
(INS) del local ubicado en el distrito de Chorrillos de la ciudad de Lima y



fueron acondicionados en el Bioterio de la Escuela de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Ricardo Palma, con acondicionamiento previo de 1
semana, con agua y alimento ad libitum, ciclo luz-d’a de doce 12 horas y
temperatura de 20 B 22 Y4C.

La resina de Croton lechleri fue obtenida del departamento de Madre de
Dios en el mes de mayo del 2016; fue procesada en el laboratorio Fitofarma
E.l.LR.L. de la siguiente manera: La resina fue sometida a sequedad a una
temperatura menor de 40 ¥C; luego fue sometida a maceracia-en una
soluci—n hidroalcoh—lica y, despuZs de ocho d'as, se filt— @} producto
obtenido se someti— a una operaci—n de atomizaci—n, resuitéo un polvo

fino denominado extracto hidroalcoh—Ilico seco atomizado deCroton lechleri.

3.4.2 Materiales de laboratorio.

Jeringas tuberculina descartables
Viales de 10 ml con tapa rosca
Aguijas # 27 de 10

Beacker de 200 ml

K K K K

3.4.3 Equipos.

Balanza digital en gramos y miligramos (OHAUS, PA1502)
Equipo de ba—o mara (MEMMERT, WB350)

Equipo de disecci—n

Microscopio binocular (LEICA, DM500)

K K K K

3.4.4 Material farmacol—gico y reactivos.
Agua destilada

Etanol al 96%

Ketoprofeno 1% (Ketofen™)

Morfina (MINSA)

K K K K



¥ ccido acZtico (QP - Merck)

3.4.5 Preparaci—n de los animales.

Los animales fueron mantenidos en jaulas de crianza, con un ciclo de luz-
oscuridad 12:12, a una temperatura ambiental aproximada de 21 ¥iC.
Igualmente recibieron una dieta balanceada para roedores preparada por el
Departamento de Nutrici—n de la Universidad Nacional AgrariaLa Molina y
agua ad libitum. Finalmente fueron sometidos a una semana de adaptaci—n

al ambiente del Bioterio.

3.5 Inducci—n del est’ mulo d oloroso

Se realiz— mediante 2 modelos experimentales.

4.5.1 Modelos e xperimentales.

Inducci—n de dolor perifZrico mediante el mZtodo de OTail-flickO

Se us— el mZtodo de (Ben-Bassat, Peretz, & Sulman, 1959) modificdo. El
procedimiento se basa en la observaci—n del tiempo de reacci#- (en
segundos) del reflejo de retirada de la cola en ratones por inmersi—n del
extremo de la cola (2-3 cm) en agua caliente de 55 ¥C La morfina (5 mg/kg
ip), se utiliz— como Gold Standard, el Ketoprofeno (5mg/kg sc) cono control
positivo y el extracto hidroalcoh—Ilico seco atomizadode Croton lechleri se
administr— en dosis de (100, 150 mg y 200mg/kg; ip).

El indicador de dolor fue la retirada de la cola, medida en segundos; por
seguridad el tiempo miximo de retirada sert de 15 segundos. El porcentaje

de protecci—n analgZsica se determino mediante la siguientd—rmula:

Tiempo de retirada experimental B Tiempo retirada basal
% ProteCCI—N = ==-m-mmmmem e cm e e e e oo e x 100

15 segundos B Tiempo retirada basal



(/

Tabla 1. Dise—o experimental para la inducci—n de dolor perifZrico tilizando
el mZtodo de Otail flickO

Grupos

Descripci—n Tratamiento

Noanero de
ratones / Grupos

1 Control negativo Suero fisiol—gico +Calor 6
2 Experimental 1 Extracto a 100mg/kg + Calor 6
3 Experimental 2 Extracto a 150 mg/kg+ Calor 6
4 Experimental 3 Extracto a 200 mg/kg+ Calor 6
5 Control Positivo Ketoprofeno a 5mg/kg+ Calor 6
6 Gold Standard Morfina a 5 mg/kg+ Calor 6

Inducci—n de dolor visce ral mediante la administraci—n de acido acZtico

Se utiliz— el mZtodo de (Koster, Anderson, & Debeer, 1959) modicado. Se

registr— la presencia de contorciones abdominales y signos cl'nicos

dolorosos despuZs de la administraci—n de fcido acZtico (al 1% adosis 0.5

ml ip) durante un perodo de 20 min, comenzando 5 min despuZs de la

administraci—n de Fcido acZtico; los ratones fueron pre-tratados30 min antes

de la administraci—n del acido acZtico con el extracto hidro&coh—Ilico seco

atomizado de Croton lechleri (100, 150 y 200 mg/kg, ip ), con el Ketoprofeno

como control positivo (5mg/kg, sc) y con la Morfina como Gold Standard (5

mg/kg ip).

El indicador de dolor fueron las contorsiones abdominales y los signos

clI'nicos de dolor mediante expresiones faciales segoen (Langfod et al.,

2010).

Tabla 2. Dise—o0 experimental para la inducci—n de dolor visceral medhnte la

administraci—n de fcido acZtico.

Grupos

Descripci—n Tratamiento

Nognero de
ratones / Grupos

1 | Control negativo Suero fisiol—gico + Acido AcZtico 6
2 Experimental 1 | Extracto a 100mg/kg + Acido AcZtico 6
3 | Experimental 2 | Extracto a 150 mg/kg + Acido AcZtico 6
4 | Experimental 3 | Extracto a 200 mg/kg + Acido AcZtico 6
5 | Control Positivo | Ketoprofeno a 5mg/kg + Acido AcZtico 6
6 Gold Standard Morfina a 5mg/kg + Acido AcZtico 6




3.6 Determinaci—n de la dosis | etal 50 (DL s5)

Se emple—el mZtodo de (Chinedu, Arome, & Ameh, 2013). El mZtodo se
divide en 3 etapas secuenciales.

Etapa 1
Se requirieron 4 ratones que fueron divididos en 4 grupos de un rat—n cada
uno. Se administr— diferentes dosis del extracto hidroalcoh—lb seco
atomizado de Croton lechleri y fueron observados por 1 hora posterior a la
administraci—n y luego durante 10 minutos cada 2 horas durate 24 horas.
Los signos de toxicidad y mortalidad fueron anotados, si no se registrase
mortalidad se pasa a la etapa 2

Etapa 2
Se requirieron 3 ratones que fueron divididos en 3 grupos de 1 rat—n cada
uno, se administr— diferentes dosis del extracto hidroalcoh—€lb seco
atomizado de Croton lechleri a diferentes animales (dosis mayores a la
etapa 1) y fueron observados por 1 hora posterior a la administraci—n y luego
peri—dicamente durante 24 horas. Los signos de toxicidad y nortalidad

fueron anotados; si no se registrase mortalidad se pasa a la etapa 3.

Etapa 3
Se requirieron 3 ratones, que fueron divididos en 3 grupos de un rat—n cada
uno. Se administraron dosis altas de extracto hidroalcoh—lico seo
atomizado de Croton lechleri (mfximo de 5000 mg/kg) a cada uno de los
ratones. Se observaron por 1 hora y posteriormente 10 minutos cada 2 horas
por un per’odo de 24 horas.
Los signos de toxicidad y mortalidad fueron anotados.

Para calcular la DLsy se emple— la siguiente formula:
Mo : Dosis mis alta donde no se observ— mortalidad
[ Mo + M]_]
DL50 = e
2

M1 : Dosis m’nima donde se observ— mortalidad



Tabla 3. Dise—o experimental para la determinaci—n de Dkqo.

((

Dosis del extracto hidroalcoh—Ilico seco atomizado de Croton
lechleri (mg/kg)

Etapa Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
1 50 200 400 600
2 1000 1500 2000
3 3000 4000 5000

3.7 Evaluaci—n de efectos t—xicos mediante estudio histol—gico

Se tomaron los animales fallecidos durante el dise—o experimental para
calcular DLsp; los cuales fueron sometidos a necropsia. Durante la necropsia,
se tomaron muestra de est—mago, h’gado y ri—ones segcen (Ruehl-Fehlert et
al., 2003), para evaluar el efecto t—xico @l extracto hidroalcoh—lico seco

atomizado de Crot—n lechiera nivel gastrointestinal y renal respectivamente.

Se emple— el mZtodo de (Bancroft & Cook, 1994) para la reatiaci—n de las
I¥fminas histopatol—gicas, donde el tejido a observar serf fado
adecuadamente en una soluci—n buffer-neutral de formalina se efectu—
cortes con micr—tomo, en un espesor de 3 a 5 micras, para luegoser

coloreado con HE (hematoxilina-eosina) y revisados con microscopio —ptico.

Las muestras fueron llevadas a un laboratorio de patolog’a veterinaria,

donde sertn observadas y analizadas.

3.8 Tratamiento estad’stico de datos

Para el procesamiento de la base de datos se emple— a manea general
tablas estad’sticas. En el primer mZtodo experimental del efecto analgZsico
sobre el dolor perifZrico mediante la inducci—n de dolor f'sio, se calcul— los
datos de acuerdo al tiempo en segundos en donde el rat—nretir— la cola del
agua caliente a los diferentes tiempos establecidos; con los datos obtenidos
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se calcul— valores estad’'sticos como media, desviaci—n estindar,
seguidamente se emple— un antlisis de comparaciones multigs,
identificando diferencia entre los mZtodos experimentales y el control;
finalmente se emple— el antlisis de Fisher para determinardiferencia entre

los grupos experimentales.

Para el segundo mZtodo experimental del efecto analgZsico sobre el dolor
visceral mediante la administraci—n de acido acZtico, se calcul- los datos de
acuerdo a la presencia de contorsiones abdominales y signos cl'nicos
dolorosos que el rat—n manifieste dentro de los primeros 20 nmutos de
inoculado el fcido acZtico al 1%; los datos obtenidos fueron evaluados
estad’sticamente obteniendo media, desviaci—n estfndar; alser datos no
paramZtricos, se emple— la prueba de KruskaMallis, la cual identific—
diferencia entre los mZtodos experimentales y el control; finalmente se
emple— elmZtodo de comparaciones pares, el cual determin— diferencias
entre los grupos experimentales. Para determinar la DL50, se sigui—el
esquema planteado en la metodolog’a.

Los antlisis de Comparaciones multiples, Test Fisher, prueba de Kruskal-
Wallis y mZtodo comparaciones pares se realizaron en el programa InfoStat

versi—n estudiantil.

3.9 Consideraciones Zticas

Se siguieron todas las normas Zticas segoen la gu’a del ComitZInstitucional

de Uso y Cuidado de Animales (IACUC) publicadas en el a—o 2002.

Protocolo (C.1y C.2) (Office of Laboratory Animal Welfare, 2002).

Todos los animales estuvieron en un ambiente bajo condiciones controladas,

con agua ad-libitum y comida balanceada racionada 2 veces al d’a. Los

animales serfn inducidos al dolor por un breve perodo de tiempo, sin

comprometer su vida; en caso de notarse sufrimiento y/o agonizaci—n se
separa al animal del estudio y en caso extremo se procedert al sacrificio del

mismo mediante sobredosis de anestZsicos.



IV. RESULTADOS

Tabla 4. Estad'stica descriptiva del efecto analgZsico del extracto
hidroalcoh—lico seco atomizado de Croton lechleri comparado con
ketoprofeno sobre el dolor perifZrico en ratones.

Tratamientos Media de Tiempo (segundos)

15' E.E 30' E.E 60' E.E 120' E.E
CN 18 0.41 2.25 0.37 2.14 0.38 2.72 0.58
T1 4.73 041 5.47 0.37 6.59 0.38 7.10 0.58
T2 4.02 041 6.58 0.37 8.01 0.38 8.97 0.58
T3 4.10 0.41 6.49 0.37 7.45 0.38 10.93 0.58
Ccp 2.26 0.41 2.55 0.37 3.88 0.38 5.28 0.38
GS 15.00 0.41 15.00 0.37 15.00 0.38 15.00 0.38

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150 mg/kg; T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP:
Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ; GS: Gold standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Valores medios
experimentales se incrementan a mayor dosis y mayor tiempo. Valor p<0.0001

Los test de comparaciones mceltiples y el test de Fisher para ds tiempos de
15, 30 y 60 minutos post administraci—n se pueden observar @ el Anexo 1-3

Tabla 5. Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizado de
Croton lechleri a 120 minutos post administraci—n Determinaci—n de
diferencias de las medas entre los grupos experimentales mediante el Test

de comparaciones meeltiples.

FV SC gl CM F p-valor
Modelo 564.32 5 112.86 56.22 <0.0001
Tratamiento 564.32 5 112.86 56.22 <0.0001
Error 60.23 30 2.01

Total 624.55 35

Hay una diferencia significativa entre todos los tratamientos administrados con un p<0.05
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Tabla 6. Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizadode
Croton lechleri a 120 minutos post admnistraci—n Determinaci—n de

diferencias entre grupos experimentales mediante el Test de Fisher.

Error: 2.0076 gl: 30
Tratamiento Medias n E.E
GS 15 6 0.58 A
T3 10.93 6 0.58 B
Test de T2 8.97 6 0.58 C
Fisher T1 7.08 6 0.58 D
CP 5.28 6 0.58 E
CN 2.72 6 0.58 F

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150 mg/kg; T3:
Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP: Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ; GS: Gold standart
morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Medias con letra diferente son significativamente
diferentes (p<0.05)
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Intervalos de tiempo en minutos

T1:MZtodo experimental a 100 mg/kg; T2: MZtodo experimental a 150 mg/kg; T3: MZtodo
experimental a 200 mg/kg; CP: Control Positivo, ketoprofeno a 5 mg/kg. Existe una
diferencia significativa entre los tratamientos con un valor de p<0.0001

Figura 1. Porcentaje de protecci—n de las diferentes dosis del extracto @
Croton lechleri comparados con ketoprofeno sobre dolor f'sico inducido en

ratones en intervalos de tiempo espec’ficos.
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Tabla 7. Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizadode
Croton lechleri comparado con ketoprofeno en ratones inducidos a dolor
visceral mediante fcido acZtico. Comparaci—n de la inhibicin- de
contorciones abdominales mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Tratamiento N Medias E.E Medianas H p
CN 6 2 0 2 23.35 <0.0001
CP 6 2 0 2
. GS 6 1 0 1
Prueba de Kruskal-Wallis T1 6 1 0 1
T2 6 1 0 1
T3 6 1 0 1

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150 mg/kg; T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP:
Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ; GS: Gold standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Hay una diferencia
altamente significante entre todos los tratamientos con un p valor <0.05

Tabla 8. Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizadode
Croton lechleri comparado con ketoprofeno en ratones inducidos a dolor
visceral mediante tcido acZtico. Comparaci—n en la inhibicin- de

contorciones abdominales mediante el mZtodo de comparaciones pares

(pair-wise).
Tratamiento Ranks
T1 12.5 A
T2 125 A
MZtodo de comparaciones T3 12.5 A
pares (pair-wise) GS 12.5 A
CN 30.5 B
CP 30.5 B

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150
mg/kg; T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP: Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ;
GS: Gold standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Medias con letra diferente
son significativamente diferentes (p<0.05)

Los signos cl'nicos de dolor fueron evaluados mediante expresiones
faciales, teniendo en cuenta los cambios en el globo ocular, la posici—n del
pabell—n auricular y de las vibrisas.



Figura 2. Expresiones faciales del rat—n posterior a la administraci—mle
tcido acZtico sin el extracto de Croton lechleri. Pabell—n auricular retra’do y
separados entre s’. Vibrisas erectas. Disminuci—n del tama—o de dpbo

ocular.

Figura 3. Expresiones faciales del rat—n posterior a la administraci—mle
tcido acZtico con el extracto de Croton lechleri a 150 mg/kg. Pabell—n
auricular levemente separados entre s'. Vibrisas conserva posici—n mormal.

Globo ocular conserva posici—n normal
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Tabla 9. Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizadode
Croton lechleri comparado con ketoprofeno en ratones inducidos a dolor
visceral mediante fcido acZtico. Comparaci—n de signos cl'nice en el
pabell—n auricular mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Tratamiento N Medias E.E Medianas H p
CN 6 2.33 0.52 2 23.86 <0.0001
CP 6 2.67 0.52 3
. GS 6 1 0 1
Prueba de Kruskal-Wallis T1 6 217 0.41 5
T2 6 15 0.55 15
T3 6 1 0 1

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150 mg/kg; T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP:
Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ; GS: Gold standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Hay una diferencia
altamente significante entre todos los tratamientos con un p valor <0.05

Tabla 10. Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizadade
Croton lechleri comparado con ketoprofeno en ratones inducidos a dolor
visceral mediante fcido acZtico. Comparaci—n de signos cl’nice en el
pabell—n auricular mediante el mZtodo de comparaciones pars (pair-wise).

Tratamiento Ranks
T3 8 A
GS 8 A
MZtodo de comparaciones T2 15.25 A B
pares (pair-wise) T1 24.25 B C
CN 26 B C
CP 29.5 C

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150 mg/kg; T3:
Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP: Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ; GS: Gold standart
morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Medias con letra diferente son significativamente diferentes
(p<0.05)

Las pruebas estad’sticas de los signos cl'nicos del globo ocular y la posici—n

de las vibrisas, se pueden visualizar en lo Anexos 4-5

Los ratones sometidos a la prueba de DLsy en la etapa 1 no manifestaron

mortalidad hasta una dosis de 600 mg/kg, sin embargo se observ—
mortalidad a dosis de 1000 mg/kg correspondiente a la etapa 2 del mZtodo

experimental. El sujeto de experimentaci—n fallecido, presat— signos
clI'nicos de sedaci—n excesiva, hipotermia, hipotensi—n, bradardia y disnea

(ver figura4 Ay B)



Figura 4. Signos cl'nicos de DLsp. A: Sujeto de experimentaci—n con signos
de sedaci—n profunda, despertaba mediante est'mulos fuertes.B. Mismo
sujeto de experimentaci—n posterior a la reacci—n de est'mufo fuertes,

presenta inmovilizaci—n y sedaci—n.
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Finalmente mediante la f—rmula propuesta, se obtuvo quea DLs, fue de 800
mg/kg por Vv'a intraperitoneal. Se enviaron muestras a histopatolog’a de

est—mago, h’'gado y ri—mn.
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Figura 5. Corte histopatol—gico de est#wago. La mucosa presenta formaci—n
papilar seguida de leve descamaci—n epitelial mucosa acompaada de
proliferaci—n de cZlulas caliciformes. No se aprecia alteraci—nrela capa

muscular y serosa. Diagn—stico histopatol—gico gastritis catarral.
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Figura 6. Corte histopatol—gico de h’gado. En el presente corte, elh’gado
mantiene su citoarquitectura trabecular se aprecia una leve a moderada
proliferaci—n canalicular. En algunas zonas se aprecia leve congsti—n en los
sinusoides. En algunas zonas se aprecia leve vacuolizaci—n de h@atocitos%!

Diagn—stico histopatol—gico leve congesti—n hepitica y leve hepasis focal
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Figura 7. Corte histopatol—gico de ri—n. Se aprecia una leve congesst-n
c—rtico medular. La zona cortical presenta leve tumefacci—n celar de los
toebulos renales. La zona medular no presenta alteraciones deconsideraci—n

Diagn-stico histopatol—gico leve congesti—n renal.



V. DISCUSIIN

Globalmente, los AINEs son los compuestos medicamentosos mis
empleados para la terapZutica del dolor, edema, inflamaci—n, osteoartritis,
artritis reumatoide y des—rdenes moesculo-esquelZticos. Sin embargaestos
medicamentos ocasionan severos efectos adversos en la mucosa gistrica,
siendo el mts comecen la celcera gastroduodenal (Cordeiro et gl.2016). La
sangre de drag—n es una resina roja extra’da de diferentes &milias
botfnicas empleada en la medicina tradicional para el tratamiento de
diversas patolog’as por sus efectos antiulcerosos, antiinflamatorios,
analgZsicos, antirreumiticos, anticancer'genos y antibacteriano. (Gupta et
al., 2008).

Numerosos estudios, han demostrado la presencia de cuantiosos
metabolitos secundarios que conforman la resina de Croton lechleri, dentro
de los cuales, los triterpenoides son los mifs abundantes, podemos
encontrar tambiZn aceites volttiles, alcaloides como la taspina,
diterpenoides, taninos, flavonoides entre otros. (ver Anexo 6) (Gupta et al.,
2008; Salatino, Salatino, & Negri, 2007)

Los alcaloides poseen un mecanismo de acci—n que estt deterrmado por 2
propiedades: la habilidad para pasar la barrera hemato-encefalica y ejercer
depresi—n (como la morfina o code’na) o estimulaci—n (como laafe’na y la
coca’na) en el sistema nervioso central; y la habilidad de interactuar con
varios receptores de neurotransmisores. As’ mismo, los flavonoides poseen
un mecanismo de acci—n que evita la formaci—n de ciclooxig@sas y

lipooxigenasas (Bone & Mills, 2013). Dichos mecanismo de acci—npueden
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ser el principal conjunto por el cual la sangre de drag—n pose efectos
analgZsicos (Alwashli et al., 2012; Rao et al., 2007).

El movimiento de la cola Otail flickO es un reflejo espinajue persiste despuZs
de la secci—n o bloqueo de las partes superiores de la mZdulaespinal. Sin
embargo, es posible que el movimiento de la cola no sea un reflejo
puramente espinal sino que sea mis complicado e implique estructuras
neurales superiores (Dalbo et al., 2005). Mediante la prueba analgZsica del
Otail flickO en agua caliente a 55 YC, se evidenci— efeaoalgZsico
significativo en ratones medicados con diferentes dosis del extracto
hidroalcoh—Ilico seco atomizado deCroton lechleri, mostrando una mayor
emanaci—n de analgesia al aumentar la dosis experimental y al
incrementarse el tiempo post-administraci—n (ver Tabla 4, 5 y6) (ver Anexos
1-3). Conjuntamente se obtuvo el porcentaje de protecci—n aalgZsica
resultando en un amplio margen de diferencia en todas las dosis

experimentales empleadas con respecto al ketoprofeno (ver Figura 1).

Los resultados conseguidos de la prueba de Otail flickO concueraacon los
expuestos por (Dalbo et al., 2005), quien emple— una subfracci—n rica en
proantocianidinas de la fracci—n soluble de etil acetato eka’da del extracto
crudo de Croton celtidifolius, dicha sub-fracci—n fue administrada por v'a
intraperitoneal a dosis de 100 y 300 mg/kg, produciendo un efecto dosis
dependiente y aumentado significativamente la latencia en el Otail flickO test.
Simultfneamente los autores evidenciaron el porcentaje de protecci—n de
dicha sub-fracci—n, obteniendo porcentajes superiores al 50%, simares a

los obtenidos en nuestro experimento.

Alwashli et al., en el 2012 emplearon un extracto etan—lico de sangre de
drag—n obtenida deDracaena cinnabri Balf, y mediante la prueba de Otail
flickO adquirieron resultados semejantes a los nuestros, teniendo como
latencia mixima de las diferentes dosis experimentales 6 segundos; la
diferencia podr’a atribuirse a la v’a de administraci—n usadapor los autores
(v'a oral) y al empleo de una familia botfnica diferente, mientras que en



! )*

nuestra investigaci—n se realiz— por Vv'a intraperitoneal teendo como

latencia mixima 10 segundos (ver tabla 4)

Nuestros resultados demostraron un aumento en la latencia de la retirada de
la cola, indicando un aumento del umbral nociceptivo. Desde el punto de
vista farmacol—gico, la prueba de Otail flickO es eficaz paravedar actividad

analgZsica por mecanismos de opioides (Dalbo et al., 2005).

El mZtodo de contorsiones abdominales por la administraci—nritraperitoneal
de alguna sustancia irritante, provoca una conducta estereotipada en el
rat—n, que es caracterizada por contracciones abdominales, reducci—mle
actividad motora, incoordinaci—n motora etc. Este mZtodo tiee la ventaja de
permitir que se obtengan pruebas de efectos producidos por analgZsicos
dZbiles. Por otro lado, carecen de especificidad. De hecho, estas pruebas
funcionan no s—Ilo para todos los analgZsicos mayores y menores,sino
tambiZn para muchas otras sustancias, incluyendo algunas que no tienen
acci—n analgZsica, por  ejemplo, bloqueadores adrenZrgicos,
antihistam’nicos, relajantes musculares, inhibidores de la

monoaminooxidasa y neurolZpticos (Le Bars, Gozariu, & Cadden, 2001).

En el reciente estudio se emple— el mZtodo de contorsiones adominales
mediante la administraci—n de tcido acZtico, se observ— que con todas las
dosis experimentales no hubo contorsiones abdominales, sin embargo, el
uso del ketoprofeno no evidenci— una disminuci—n significeta de las
contorsiones (ver Tabla 6 y 7). Nuestro resultado es comparable al que
obtuvo (Lopes Pereira Peres et al., 1998) con el extracto crudo de Croton
urucurana Baillon, donde se evidenci— una inhibici—n del 97% + 3 de $a
contracciones abdominales con una dosis media de 20 mg/kg, a su vez los
autores investigaron si el efecto analgZsico del Croton urucurana Baillon, era
mediante la acci—n de los fitoesteroles, reflejtndose que & acci—n de estos
s—Ilo ser’a una parte del mecanismo de acci—n analgZsica de laangre de

drag—n.
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En otra disertaci—n, se emple— el extracto etan—Iico deroton celtidifolius
Baill para determinar el efecto antinociceptivo de dicha planta, mediante la
prueba de contorsiones abdominales por fcido acZtico, los resultados
obtenidos fueron que las dosis experimentales empleadas por v'a oral (3, 10,
30, 100 y 300 mg/kg) mostraron mayor efecto analgZsico a mayor dosis
empleada, llegando a un miximo de 76% de inhibici—nde las contorsiones
abdominales con respecto al fcido acetil salic'lico con 67%. Dicho
resultados difieren ligeramente de los nuestros, posiblemente debido a la
vida de administraci—n y a la especie de la planta emplada (Nardi, DalB—,
Monache, Pizzolatti, & Ribeiro-do-Valle, 2006).

A pesar de la evidencia de que los mam'feros no humanos, inclu’dos los
roedores, exhiben expresiones faciales de otros estados emocionales, no ha
habido estudio de las expresiones faciales del dolor en ninguna especie no
humana. Teniendo en cuenta la gran y continua dependencia del campo del
dolor sobre los modelos de roedores y la escasez de medidas utilizables del
dolor espontfneo en animales, la capacidad de detectar con fiabilidad y
precisi—n el dolor en tiempo real usando las expresiones faciaés confieren
una poderosa herramienta cient'fica, ademifs de tener beneficios obvios
para la medicina veterinaria (Langford et al., 2010).

En el presente estudio, se evidenci— el efecto analgZsico dé extracto

hidroalcoh—Iico seco atomizado deCroton lechleri comparado al ketoprofeno

sobre el dolor visceral inducido por la administraci—n de fcidoacZtico,

utilizando la escala de expresiones faciales de dolor en el rat—n ( ver Anexo
7). Los hallazgos muestran que las diferentes dosis experimentales del

extracto hidroalcoh—lico seco atomizado deCroton lechleri, disminuyen las

expresiones faciales de dolor (ver Figura 2 y 3); las dosis empleadas de 150

y 200 mg/kg produjeron efectos analgZsicos similares a los de la morfina; el

ketoprofeno no atenu— los signos cl’'nicos de dolor (ver Tabla8 y 9) (ver

Anexos 4-5)

Matsumiya et al., en el 2012 emplearon la escala de expresiones faciales de
dolor en ratones en el dolor postoperatorio a una laparotom’a, utilizando



! )

buprenorfina (0.001, 0.01, 0.05, and 0.1 mg/kg), ketoprofeno (1, 5, 10, 15, 20
mg/kg), carprofeno(5, 10, 15, 20, 25), polietilenglicol y acetaminofZn (100,
300 y 450 mg/kg). Se evidenci— que solo la buprenorfina disminuy— $o
signos faciales de dolor, mientras que en el caso de los otros ffrmacos
empleados se necesit— mayores dosis a las terapZuticas (mayor a 5mg/kg
en el caso del ketoprofeno y carprofeno) para la inhibici—n @l dolor. Estos
datos son similares a los nuestros donde el ketoprofeno a una dosis de 5
mg/kg no produjo modificaci—n alguna en los signos cl'nicos &ciales del

dolor.

Los hallazgos de la dosis letal, evidenci— una Dk, de 800 mg/kg por v'a
intraperitoneal, difiriendo con el estudio de (Lopes, FZIlix, Schons, & Nobre,
2013) donde encontraron que la DLso del extracto de Croton lechleri fue de
356 mg/kg por v'a intraperitoneal y de 500 mg/kg por v’'a oral. La divergencia

puede atribuirse al tipo de extracto utilizado.

No existen antecedentes de estudios histopatol—gicos del tst de toxicidad
aguda del extracto hidroalcoh—Ilico seco atomizado deCroton lechleri a nivel
gistrico, hepttico y renal. Sin embargo segoen (Repetto & Repdto, 2009) la
toxicidad del extracto hidroalcoh—Ilico seco atomizado de Croton lechleri

ser’a ligera.



VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcoh—lico seco atomizado de Croton lechleri
present— efecto analgZsico sobre el dolor somitico ejerciendo rayor
efecto analgZsico que el ketoprofeno

El extracto posee efecto analgZsico sobre el dolor visceral, superando
al ketoprofeno y comparindose al de la morfina.

La dosis letal media (DLsp) en ratones que recibieron por va
intraperitoneal el extracto se encuentra sobre los 800 mg/kg.
Histopatol—gicamente se demostr— que el extracto posee lewe
efectos adversos sobre la mucosa gitstrica, el tejido hepttico y el

tejido renal.



VIl. RECOMENDACIONES

¥ Profundizar la investigaci—n del extracto deCroton lechleri y aislar los

posibles metabolitos secundarios responsables del efecto analgZsico.

¥ Ampliar los estudios de toxicidad cr—nica y genotoxicidad.
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IX. ANEXOS

Anexo 1

Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizado @ Croton
lechleri a 15 minutos post administraci—n. Comparaciones mceltiples y Test
de Fisher

FV SC gl CM F p-valor
Modelo 722.46 5 144.49 141.21 <0.0001
Tratamiento 722.46 5 144.49 141.21 <0.0001
Error 30.7 30 1.02

Total 753.16 35

Hay una diferencia significativa entre todos los tratamientos administrados con un p<0.05

Error: 1.0232 gl: 30
Tratamiento Medias n E.E
GS 15 6 0.41 A
T3 4.1 6 0.41 B
Test de T2 4.02 6 0.41 B
Fisher Tl 3.9 6 0.41 B
CP 2.26 6 0.41 C
CN 1.82 6 0.41 C

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150
mg/kg; T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP: Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ;
GS: Gold standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Medias con letra diferente
son significativamente diferentes (p<0.05)

Anexo 2

Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizado @ Croton
lechleri a 30 minutos post administraci—n. Comparaciones mceltiples y Test
de Fisher

FV SC gl CM F p-valor
Modelo 659.28 5 131.86 160.3 <0.0001
Tratamiento 659.28 5 131.86 160.3 <0.0001
Error 24.68 30 0.82

Total 683.95 35

Hay una diferencia significativa entre todos los tratamientos administrados con un p<0.05 !



Error: 0.8225 gl: 30
Tratamiento Medias n E.E
GS 15 6 0.37 A
T2 6.58 6 0.37 B
Test de T3 6.49 6 0.37 B
Fisher T1 4.38 6 0.37 C
CP 2.55 6 0.37 D
CN 2.25 6 0.37 D

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150
mg/kg; T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP: Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ;
GS: Gold standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Medias con letra diferente
son significativamente diferentes (p<0.05)

Anexo 3

Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizado @ Croton
lechleri a 60 minutos post administraci—n. Comparaciones mceltiples y Test
de Fisher

FV SC gl CM F p-valor
Modelo 596.28 5 119.26 135.92 <0.0001
Tratamiento 596.28 5 119.26 135.92 <0.0001
Error 26.32 30 0.88

Total 622.61 35

Hay una diferencia significativa entre todos los tratamientos administrados con un p<0.05

Error: 0.8774 gl: 30
Tratamiento Medias n E.E
GS 15 6 0.38 A
T2 7.51 6 0.38 B
Test de T3 7.45 6 0.38 B
Fisher T1 5.75 6 0.38 C
CP 3.88 6 0.38 D
CN 2.14 6 0.38 E

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150 mg/kg;
T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP: Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ; GS: Gold
standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Medias con letra diferente son
significativamente diferentes (p<0.05)



Anexo 4

Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizado @ Croton
lechleri comparado con ketoprofeno en ratones inducidos a dolor visceral
mediante tcido acZtico. Signos cl'nico en el Globo ocular. Prueba de

Kruskal-Wallis y MZtodo de comparaciones pares (pair-wise).

Tratamiento N Medias E.E Medianas H p
CN 6 3 0 3 23.26 <0.0001
CP 6 3 0 3
. GS 6 1 0 1
Prueba de Kruskal-Wallis T1 6 167 0.82 15
T2 6 1.17 0.41 1
T3 6 1 0 1

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150 mg/kg; T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP:
Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ; GS: Gold standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Hay una diferencia
altamente significante entre todos los tratamientos con un p valor <0.05

Tratamiento Ranks
T3 10.5 A
GS 10.5 A
MZtodo de comparaciones T2 12.42 A
pares (pair-wise) T1 17.58 A
CP 30 B
CN 30 B

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150
mg/kg; T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP: Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ;

GS: Gold standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Medias con letra diferente
son significativamente diferentes (p<0.05)

Anexo 5

Efecto analgZsico del extracto hidroalcoh—lico seco atomizado @ Croton
lechleri comparado con ketoprofeno en ratones inducidos a dolor visceral
mediante acido acZtico. Signos cl’'nico en vibrisas. Prueba de Kruskal-Wallis

y MZtodo de comparaciones pares (pair-wise).

Tratamiento Medias E.E Medianas H

N p
CN 6 2.33 0.52 2 22.97 <0.0001
CP 6 2.67 0.52 3
. GS 6 1 0 1
Prueba de Kruskal-Wallis T1 6 15 055 15
T2 6 1 0 1
T3 6 1 0 1

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150 mg/kg; T3: Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP:
Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ; GS: Gold standart morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Hay una diferencia
altamente significante entre todos los tratamientos con un p valor <0.05



Tratamiento Ranks
T3 11 A
T2 11 A
MZtodo de comparaciones GS 11 A
pares (pair-wise) Tl 18.5 A B
CN 28.5 B C
CP 31 C

CN: Control Negativo; T1: Tratamiento 1 a 100 mg/kg; T2: Tratamiento 2 a 150 mg/kg; T3:
Tratamiento 3 a 200 mg/kg; CP: Control Positivo ketoprofeno a 5 mg/kg ; GS: Gold standart
morfina a 5mg/kg; E.E: Error estandar. Medias con letra diferente son significativamente diferentes

(p<0.05)

Anexo 6

Componentes reportados de la resina de Croton lechleri

Fuente: D. Gupta et al. 2008 .Journal of Ethnopharmacology 115, 3618380



Anexo 7

Mouse Grimace Scale

Fuente: Langford, D. J et al., (2010). Coding of facial expressions of pain in
the laboratory mouse. Nat Methods, 7(6), 447P449.



