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ABSTRACT

Effect of Lactiplantibacillus plantarum in a model of formalin-induced
inflammatory pain in rats

Introduction. Inflammatory pain is a type of adaptive and protective
pain caused by tissue damage or infection and mediated by the release of
inflammatory factors. Several studies have shown that probiotics, especially
those of the Lactobacillus genus, can reduce inflammatory and nociceptive
factors associated with pain relief.

Objective. To evaluate the antinociceptive effect of L. plantarum in a formalin-
induced inflammatory pain model.

Methods. Female Wistar rats weighing between 180 and 200 g were used.
The animals were divided into two groups (n=4 each): a vehicle group without
treatment and a probiotic group treated with L. plantarum (1.5 x 10® CFU/
mL) orally for six months. At the end of the intervention, the formalin test was
performed and the number of flinches of the injected limb was recorded over a
60-minute period. The area under the curve was then calculated, and the groups
were compared using Student’s t-test.

Results. In phase 1, the group treated with L. plantarum showed a lower
initial nociceptive response compared to the vehicle group, although this effect
was not statistically significant. However, in phase 2, the group treated with
the probiotic exhibited consistently fewer flinches over time, indicating an
antinociceptive effect of L. plantarum.

Conclusions. These results support the hypothesis that L. plantarum could be
a promising therapeutic alternative for managing acute inflammatory pain by
acting through the gut-brain axis.

RESUMEN

Introduccion. El dolor inflamatorio es un tipo de dolor adaptativo y protector,
provocado por dafio o infeccion tisular y mediado por la liberacion de
factores inflamatorios. Diversos estudios han mostrado que los probioticos,
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especialmente del género Lactobacillus, pueden disminuir
los factores inflamatorios y nociceptivos, lo que se asocia
con una reduccion del dolor.

Objetivo. Evaluar el efecto antinociceptivo de L.
plantarum en un modelo de dolor inflamatorio inducido
por formalina.

Métodos. Se utilizaron ratas Wistar hembras con un peso
entre 180 y 200 g, y se dividieron en dos grupos (n=4
cada uno): un grupo vehiculo sin tratamiento y un grupo
probidtico tratado con L. plantarum (1.5 x 10® UFC/mL)
por via oral durante seis meses. Al finalizar la intervencion,
se realizo la prueba de formalina y se registr6 el numero
de contracciones en la pata inyectada durante 60 minutos.
Luego se calcul6 el area bajo la curva y se compararon los
grupos mediante la prueba t de Student.

Resultados. En la fase 1, el grupo tratado con L.
plantarum mostré menor respuesta nociceptiva inicial en
comparacion con el grupo vehiculo, aunque este efecto
no fue significativo. Sin embargo, en la fase 2, el grupo
tratado con el probiodtico presentd un menor numero de
contracciones a lo largo del tiempo, lo que indica un efecto
antinociceptivo de L. plantarum.

Conclusiones. Estos resultados apoyan la hipotesis de que
L. plantarum podria representar una alternativa terapéutica
prometedora que coadyuve en el manejo del dolor agudo
inflamatorio actuando a través del eje intestino-cerebro.

INTRODUCCION

El dolor se define como “una experiencia sensorial
y emocional desagradable, asociada o similar a la
asociada con dafio tisular real o potencial” (1). Tiene
diversos criterios para su clasificacion; en este sentido,
puede clasificarse en funcion de la duracion (dolor
agudo o crénico) (2), del mecanismo fisiopatologico
(dolor nociceptivo, inflamatorio o patologico) (3)
y segun la etiologia o el sitio anatomico donde se
ubique (4).

El dolor inflamatorio, un tipo de dolor adaptativo
y protector, se produce por dafio o infeccion tisular.
Este proceso estd regulado por la liberacion de
factores inflamatorios (p. ¢j., trifosfato de adenosina
[ATP], prostaglandinas [PG], bradicinina, citocinas
proinflamatorias, etc.) y por la activacion del sistema
inmunitario (3, 4). Los nociceptores periféricos
pueden ser activados por diversas citocinas
proinflamatorias, como la interleucina 1B (IL-1p) y
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), lo que
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puede provocar dolor agudo. De igual manera, estas
citocinas pueden modificar la sensibilidad de las
fibras aferentes primarias y favorecer la aparicion de
hiperalgesia (5, 6).

Diversos estudios han demostrado los beneficios
del uso de probiodticos en enfermedades infecciosas y
no infecciosas, incluyendo la inflamacion y el dolor;
esto se debe a que colaboran en el mantenimiento del
equilibrio de la microbiota intestinal, al regular el
incremento de bacterias benéficas y la disminucion
de bacterias dafiinas (7, 8). Se ha evidenciado que el
desequilibrio de la microbiota intestinal (disbiosis)
puede influir en la respuesta inmunologica al
aumentar la sensibilizacion de los nociceptores y al
disminuir el umbral del dolor (8). Multiples estudios
sobre el efecto de los probioticos, incluidos los del
género Lactobacillus, prueban que estos pueden
disminuir varios factores inflamatorios y mediadores
nociceptivos, lo que se correlaciona positivamente
con una disminucion de los sintomas de artritis
(9). En un ensayo controlado aleatorizado se
demostr6 que la administracion de la cepa probidtica
Lactiplantibacillus  plantarum (L. plantarum),
anteriormente  conocida como  Lactobacillus
plantarum, redujo la intensidad del dolor abdominal
en pacientes con sindrome del intestino irritable (10).
En un modelo de artritis inducida por el adyuvante de
Freund (CFA) se determiné que el uso de probioticos
puede contribuir a la reduccion del edema, la
atenuacion de la hiperalgesia y la disminucion de los
niveles séricos de algunas citocinas proinflamatorias,
asi como a la disminucion de la actividad de
p38MAPK (proteinas quinasas activadas por
mitégenos), y al aumento de la expresion de MOR
(receptores p opioides) (6). Se ha reportado en
diversos estudios, tanto en modelos animales como
en humanos, que el género Lactobacillos posee
propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias,
donde se ha observado su capacidad para regular la
expresion de citocinas inflamatorias, células del
sistema inmunologico e inhibir la expresion de TNF-a
y NF-kB (11). De acuerdo con las consideraciones
anteriores, el objetivo del presente estudio es evaluar
el efecto antinociceptivo de L. plantarum en un
modelo de dolor inflamatorio inducido por formalina.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembras, con un peso
entre 180 y 200 g, procedentes de la Unidad de
Produccion, Cuidado y Experimentacion Animal
(UPCEA) de la Division Académica de Ciencias
de la Salud (DACS) de la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco (UJAT). Se mantuvieron
en ciclos alternos de luz/oscuridad de 12 h y a una
temperatura constante de 22 = 1°C. Todas recibieron
alimentos y liquidos “ad libitum” previos a la
administracion de formalina.

Cepa probiotica

La cepa de L. plantarum fue recuperada en el
Laboratorio de Gendmica Microbianay Biomedicina
de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco. La
identificacion taxondmica se realizé en el laboratorio
de Bacteriologia médica de la Escuela Nacional
en Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico
Nacional, mediante analisis de espectrometria
de masas. A lo largo de este estudio, la bacteria
se recuperd y se cultivo periddicamente en caldo
Man Rogosa Sharp (MRS) Sigma-Aldrich a 37 °C
durante 48 horas. A partir de cada cultivo se preparo
una suspension fresca para cada administracion;
para ello, se realizaron 3 lavados con NaCl al 0.9%
y con apoyo de un espectrofotdmetro se ajustd a una
concentracion final de 1.5 x 103unidades formadoras
de colonias (UFC)/mL en agua estéril.

Prueba de formalina

Para este estudio se utilizd una adaptacion de
la prueba de formalina descrita por Tjelsen et al.
(12). Las ratas se aclimataron en cilindros rodeados
de espejos durante 45 minutos previos al inicio de
la prueba. Posteriormente, se inyectaron 50 ul de
formalina al 1% por via subcutanea en la region
dorsal de la pata trasera derecha. Seguidamente, las
ratas fueron devueltas a los cilindros y se observo
la respuesta nociceptiva (contracciones de la pata
inyectada). Esta respuesta se registr6 durante 1
minuto, en intervalos de 5 minutos, hasta completar
60 minutos. La reduccion de las contracciones se
consider6 un efecto antinociceptivo.
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Disefio experimental

Las ratas se dividieron en dos grupos, un grupo
vehiculo (n=4) y un grupo probidtico (n=4). Al grupo
probidtico se le administro por via oral 1.5 x 108 UFC
de L. plantarum. (ImL/dia) 3 veces a la semana
durante 6 meses. Al grupo vehiculo se le administr6
agua estéril (1 mL/dia) 3 veces a la semana. Al
finalizar los 6 meses de administracion, se realizd en
ambos grupos, la prueba de formalina (Figura 1).

/ Prueba de formalina \

8 ratas Albinas
Wistar

50 plde 05 101520 5303540455055 60
@mm 1% minwtos /

Figura 1. Disefio experimental. Los animales se dividieron
en dos grupos de cuatro animales cada uno: el grupo vehiculo,
al que se le administré via oral agua estéril (1 mL/dia) 3 veces a
la semana, y el grupo probidtico, que recibid via oral 1.5 x 108
UFC de L. plantarum (1 mL/dia) 3 veces a la semana durante 6
meses. Al cabo de los 6 meses de administracion del vehiculo o
probiotico se realiz6 la prueba de formalina.

1.5x 10*UFC de
L plantarum

Analisis estadistico

Los resultados experimentales se expresan como la
media + error estandar de la media (SEM) de cuatro
ratas por grupo. Se construyd un curso temporal
que mostré el nimero de contracciones de la pata
inyectada en funcion del tiempo, y se calculo el area
bajo la curva (ABC) mediante el método trapezoidal.
Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante
la prueba t de Student, comparando el ABC. Los
valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos. El andlisis estadistico se realizo con el
programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
San Diego, CA).

Consideraciones éticas

Todos los experimentos se llevaron a cabo de
acuerdo con los Lineamientos para la Investigacion
del Dolor Experimental en Animales (13) y con las
especificaciones mexicanas para el uso de animales
de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999). Asimismo, el
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proyecto esta registrado ante la Comision Institucional
de Etica en Investigacion de la UJAT, bajo el folio
UJAT-CIEI-2024-099.

RESULTADOS

En la Figura 2 se observa el curso temporal de la
respuesta nociceptiva de los animales de ambos
grupos tras la administracion de 50 pl de formalina
al 1% por via subcutanea en la superficie dorsal de
la pata trasera derecha. Después de la inyeccion
de formalina, se inicié la fase 1, con una duracion
aproximada de 10 minutos, durante la cual se observo
un comportamiento caracteristico de dolor: lamer,
contraer y sacudir la pata afectada; no obstante,
para fines de este estudio se evalu6 la conducta de
contraccion como indicador nociceptivo a lo largo de
60 minutos.

30+
20— —-@— VEHICULO
-8 PROBIOTICO

104

Numero de contracciones/min

Tiempo (min)

Figura 2. Efecto de la administracion de L. plantarum (pro-
bidtico) en la prueba de formalina. Curso temporal del compor-
tamiento de las contracciones después de la administracion de L.
plantarum durante 6 meses en la prueba de formalina al 1%. Los
graficos representan medias + SEM; n = 4 animales por grupo.

Durante la primera fase, el grupo control
alcanzé un pico maximo mas alto que el grupo
tratado con L. plantarum (32 + 143 vs 19 =
2.95); no obstante, posteriormente presentaron un
comportamiento similar al término de la fase 1. Los
resultados obtenidos en esta fase indicarian que la
administracion de L. plantarum atenta el inicio de
la fase 1. Posteriormente, se registr6 un periodo
corto de analgesia (interfase); durante este periodo,
ambos grupos alcanzaron valores minimos en el

Mayo 2026, Volumen 37, Numero 2

numero de contracciones/min. Al término de este, se
inicio la fase 2, con una duracion aproximada de 50
min. Durante esta fase, el grupo control mostr6 un
aumento constante en el nimero de contracciones/
min durante 30 min; posteriormente, se registrd una
disminucion gradual de dicho niimero. En el caso del
grupo probidtico, se observo una disminucion del
numero de contracciones que se mantuvo a lo largo
de toda esta fase.

Paradeterminar si existiauna diferencia significativa
en la respuesta nociceptiva, se calculd el ABC de las
fases 1 y 2. En la figura 3A, se observa que, a pesar
de que hubo una disminucion al inicio de la fase 1 en
el grupo probiodtico, los resultados del ABC muestran
que la administracion de L. plantarum no mostréd
efectos significativos sobre la respuesta nociceptiva
con respecto al grupo que solo recibio el vehiculo (p
>(0.05). Sin embargo, en la fase 2 el grupo tratado con
el probidtico durante 6 meses registrd una respuesta
nociceptiva menor que el grupo vehiculo (p < 0.01).
Asimismo, en la figura 3B se aprecia que el grupo
que recibio L. plantarum presentd una respuesta
antinociceptiva del 35.93 + 5.58 %, mientras que el
grupo que recibio el vehiculo no presenté un efecto
antinociceptivo significativo (-0.07 = 3.37 %).
Estos resultados, en conjunto, pueden sugerir que L.
plantarum podria disminuir la respuesta nociceptiva,
especialmente en la fase 2 del modelo de formalina.

A) B)
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Figura 3. ABC de ambas fases de la prueba y del efecto anti-
nociceptivo. A) En la fase 1 de la prueba, el grupo que recibio el
vehiculo y el grupo tratado con L. plantarum no presentan dife-
rencias significativas. No obstante, se observa un efecto claro de
L. plantarumenlafase2 (p<0.01). B) Se calculé el porcentaje de
antinocicepcion en la fase 2 en el grupo que recibio L. plantarum;
se aprecia un efecto del 35.93%. Los graficos representan medias
+ SEM. Prueba t de Student; n=4 animales por grupo.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran que la administracion prolongada de L.
plantarum ejerce un efecto antinociceptivo selectivo
en el modelo de dolor inflamatorio inducido
por formalina en ratas. La ausencia de efectos
significativos en la fase 1 sugiere que este probiotico
no interfiere con la transmision del dolor agudo
mediado por nociceptores, lo cual es consistente con
su mecanismo de accion propuesto centrado en la
modulacion de procesos inflamatorios (14, 15).

La investigacion reciente sugiere que la microbiota
intestinal desempefia un papel fundamental en
procesos fisiologicos y patologicos; ademas, se han
descrito los posibles beneficios de la modulacion de
la microbiota intestinal mediante la suplementacion
con probidticos sobre la percepcion del dolor (16).
La administracion de suplementos probiodticos ha
demostrado tener efectos analgésicos en diversos
modelos experimentales de dolor, como los de dolor
inflamatorio (8, 17, 18) y de dolor neuropatico (19,
20), mediante distintos mecanismos.

El efecto observado por L. plantarum en la fase
2 de la prueba de formalina podria sugerir que
esta relacionado con propiedades antiinflamatorias
y moduladoras a nivel central, mas que con la
nocicepcion aguda. L. plantarum es una cepa
probiodtica ampliamente reconocida por sus efectos
moduladores sobre la respuesta inmunologica y la
microbiota intestinal (21). Estudios enfocados en el
dolor producido por enfermedades como el sindrome
de intestino irritable (SII) y la osteoartritis (OA) han
reportado que la suplementacion con L. plantarum
reduce significativamente la intensidad del dolor,
principalmente al modular la disminucion de los
niveles de citocinas proinflamatorias como TNF-a,
IL-6 e IL-1B (10, 22, 23). El aumento de citocinas
inflamatorias se ha asociado con un aumento de la
activacion de la microglia y la sensibilizacion de
las neuronas nociceptoras, y, por consiguiente, la
aparicion de hiperalgesia (24).

Los 4cidos grasos de cadena corta (AGCC)
producidos por la microbiota intestinal también han
demostrado tener un efecto sobre la modulacion de
la respuesta dolorosa e inflamatoria (16). Entre los
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AGCC se encuentran el acetato, el propionato y el
butirato, productos de la fermentacioén anaerdbica de
los alimentos (25). En un estudio en el que evaluaron
el dolor neuropético, hallaron que la administracion
de L. plantarum disminuy6 el dolor producido por
lesion por constriccion cronica, probablemente
debido al aumento en la produccion de AGCC y la
liberacion de citocinas antiinflamatorias (19). Se
ha descrito que los AGCC disminuyen el dolor por
diversos mecanismos que incluyen la activacion de
receptores acoplados a proteinas G como GPR41 y
GPR43; la activacion de estos receptores contribuye
a la regulacion de la respuesta inmunitaria e
inflamatoria excesiva (16, 26). Se ha reportado que la
activacion de GRP41 por los AGCC también puede
promover la inhibicion de la histona desacetilasa
(HDAC) y aumentar la produccion de IL-22 en
cultivos celulares de linfocitos T CD4"(27).
Ademads, se ha reportado que algunas cepas
probioticas son capaces de inducir la produccion de
neurotransmisores como el acido y-aminobutirico
(GABA) mediante descarboxilacion de
L-glutamato mediada por la enzima dacido
glutdmico-descarboxilasa (GAD) (28). GABA
es un neurotransmisor inhibidor que induce
hiperpolarizacion de las neuronas postsinapticas
y reduce la excitabilidad neuronal, por lo que
el aumento de GABA suele asociarse con una
disminucién del dolor (16). Por ejemplo, se reportd
que la administracion de Lactococcus lactis
NCDO2118 induce la produccion de GABA y
disminuye la percepcion del dolor visceral asociado
a la hipersensibilidad visceral en ratas Wistar (28).
Varios estudios han reportado que diferentes cepas
de L. plantarum, como L. plantarum P3002 y L.
plantarum L5, pueden producir GABA (29, 30).
Estos hallazgos respaldan el papel importante que
desempeiia L. plantarum en la regulacion del dolor.
Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan
con lo reportado por otros investigadores, quienes
han observado que la administracion de probiodticos
contribuye a reducir la percepcion del dolor en otros
modelos experimentales. Por ello, sugerimos que la
administracion de L. plantarum podria considerarse
una alternativa terapéutica complementaria para el
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manejo del dolor asociado a un factor inflamatorio.
No obstante, es necesario realizar una mayor
investigacion para conocer los mecanismos y las
vias de sefalizacion implicados en este efecto.
Ademas, es importante mencionar que este trabajo
es uno de los primeros en explorar el efecto de una
cepa probidtica (L. plantarum) en un modelo de
formalina.

Sin embargo, es importante reconocer que esta
investigacion tiene limitaciones, principalmente el
hecho de que el estudio se realizd en animales y
extrapolar estos resultados a humanos podria verse
afectado por la dosis, el tiempo de intervencion, asi
como el tipo de cepa utilizada. De igual manera, la
variabilidad individual de la microbiota intestinal y
la patologia que se pretende tratar pueden influir en
el efecto del probidtico sobre la nocicepcion.

CONCLUSION

Estos resultados apoyan la hipdtesis de que
L. plantarum podria representar una alternativa
terapéutica prometedora que coadyuve en el manejo
del dolor agudo inflamatorio actuando a través del
eje intestino-cerebro. La duracion prolongada del
tratamiento parece ser crucial para lograr efectos
terapéuticos significativos, sugiriendo la necesidad
de modificaciones sostenidas en la microbiota
intestinal para obtener beneficios antihiperalgésicos.
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