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RESUMEN.

La hesperidina es un flavonoide al cual se le atribuyen un amplio rango de actividades, pero
se conoce muy poco sobre su accion a nivel del sistema nervioso central, menos aun se

conoce si puede existir algn tipo de interaccion con otros farmacos.

En este trabajo se presenta el analisis isobolografico realizado para evaluar la interaccion
del efecto sedante reportado para el flavonoide hesperidina cuando se co-administra con
alguno de seis farmacos depresores del sistema nervioso central, en ratones ICR utilizando

el modelo de cilindro de exploracion.

Para el andlisis solo se consideraron las dosis equiefectivas (DEsg) de cada farmaco individual
obtenidas de las curvas dosis-respuesta respectivas y se evalud el efecto de la co-
adminiatracion de la hesperidina y cada uno de los farmacos depresores del SNC a las

proporciones fijas 3:1, 1:1y 1:3.

La relacién encontrada entre el flavonoide hesperidina y los farmacos: buspirona, diacepam,
difenhidramina, etanol y haloperidol fue de tipo aditiva. En el caso de pentobarbital en la
proporcion 1:3, se presentd una interaccion sub-aditiva o antagonista, en tanto que para las

proporciones 3:1y 1:1 se encontrd una relacion aditiva.

Con los efectos aditivos encontrados, y sabiendo que hasta el momento no existen reportes
de toxicidad del flavonoide hesperidina, se sugiere que podria utilizarse en la
farmacoterapia combinando la hesperidina en cierta proporcion con farmacos utilizados
para tratar el insomnio, con el propdésito de disminuir los efectos indeseables causados por

el farmaco solo.
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ABSTRACT.

Hesperidine is a flavonoid to whom a wide range of activities had been attributed, but there
is few information about its actions in the central nervous system, and there is less

knowledge about interactions that could exist with other CNS-depressant drugs.

This study shows the isobolographic analysis made to evaluate the interaction of the
sedative effect reported for the flavonoid hesperidine when is co-administered with each
one of six depressant drugs of the central nervous system, using ICR mice in the model of

exploration cylinder.

For the analysis were only considered the equi-efectives doses (DEsq) of each individual
drug obtained from the respective dose-response curves and were evaluate in three fixed

propotions 3:1, 1:1 and 1:3 of hesperidine- CNS depressant drug.

The relation found between the flavonoid hesperidine and drugs: buspirona, diacepam,
difenhidramina, ethanol and haloperidol, were additive. In the case of pentobarbital in the
proportion 1:3 an interaction sub-additive was found and a relationship additive in the

proportions 3:1 and 1:1.

Summarizing the additive effects found in this study, with the knowledge that do not exist
any reports of toxicity of the flavonoid hesperidine, we could suggested in the
pharmacotherapy the combination of hesperidine in certain proportion with drugs that are
used to treat the insomnia, with the purpose to diminished undesirable effects caused by

the drug alone.
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. INTRODUCCION.

El uso de plantas medicinales durante mucho tiempo fue el Unico recurso utilizado
por las primeras civilizaciones. En México la raiz de esta tradicion viene desde las culturas
mesoamericanas y hoy en dia aun persiste el uso de remedios naturales. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 65-80% de la poblacion mundial que vive en
paises en desarrollo, emplea las plantas esencialmente para aliviar sus enfermedades.
Actualmente la poblacién también utiliza farmacos cuyos componentes activos en su

mayoria son aislados de plantas.

El insomnio es un problema muy comun entre la poblacién, es considerado el
desorden mas comun del suefio y generalmente afecta mas a las personas de edad avanzada.
Los farmacos més utilizados para el tratamiento del insomnio son las benzodiazepinas, las
cuales producen efectos secundarios no deseados como tolerancia, dependencia, amnesia y
miorelajacion. En la busqueda de nuevas alternativas se ha optado por el uso de diversas

plantas como la valeriana, a la cual se le ha demostrado actividad sedante.

La valeriana tiene como componentes principales a los valepotriatos, baldrinales
(productos de descomposicion de los valepotriatos) y al &cido valérico sin embargo existen
otros componentes presentes que pudieran ser los responsables, por si solos o de manera
sinergista entre ellos, de la actividad sedante reportada. Uno de los componentes que
recientemente se reportd como aislado del género Valeriana es la hesperidina, que es un

glicosido de flavanona.

La hesperidina fue descubierta por primera vez, aunque no en un estado puro, en
1827 por Lebreton, desde entonces ha estado en continua investigacion, lo cual ha llevado a
atribuirle diversas actividades. Se encuentra presente en grandes cantidades en los citricos
tales como la naranja dulce y el limon (familia Rutacea), por lo que es muy comin
encontrar a la hesperidina asociada a la vitamina C. Su presencia también se ha demostrado
en otras familias no citricas como en la Fabaceae, Betulaceae, Lamniaceae, Araliaceae,

Papilionaceae y Valerianaceae.
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Los estudios de interaccion farmaco-planta medicinal son un tema importante a
considerar; sin embargo este tipo de estudios son escasos. Existe una carencia de estudios
bien documentados en esta area y hay pocos estudios que hayan evaluado especificamente
las interacciones planta-farmaco. Menos aln se conocen los estudios de interaccion entre

un componente activo de la planta medicinal con otros farmacos.

Por las razones antes mencionadas, en este estudio se pretende analizar si existe alguna
interaccion entre el flavonoide hesperidina, presente al menos en dos especies de Valeriana:
V. officinalis y V. wallichii, y seis fa&rmacos depresores del sistema nervioso central. El
estudio se realizara con ayuda del analisis isobolografico, el cual es un analisis riguroso que
ha demostrado ser muy util y conveniente para analizar la interaccion entre dos sustancias

con actividad similar.

Los resultados que se obtengan pueden servir para pensar en una alternativa al
tratamiento del insomnio, aunque también para conocer si pudiera existir algun tipo de
interaccion favorable o desfavorable, al utilizar conjuntamente farmacos depresores del

sistema nervioso central con productos naturales que contengan hesperidina.
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2.1. Insomnio.

El suefio esta compuesto por diferentes etapas. El suefio REM nombrado asi por
sus siglas en inglés Rapid Eyes Movement, y el suefio no REM que a su vez se divide en
cuatro fases (fase I a IV). Cuando sofiamos pasamos por las diferentes etapas hasta llegar
a la fase V o REM; esto transcurre en 4 o 5 ciclos con duracion de 90 a 120 minutos

(Lopez, 2006).

El insomnio es la disfuncion del suefio mas frecuente, y es el problema
psicologico mas frecuente; se estima que entre el 10%-15% de las personas adultas sufre
de algan tipo de insomnio, y que 50% de los adultos mayores experimentan insomnio

cronico (Benca, 2005).

El insomnio puede ser de corta o larga duracion. (Lopez, 2006). Dentro del de
corta duracion tenemos el insomnio transitorio, que dura menos de tres dias y suele
originarse de un agente ambiental o situacional que genera tension; y el insomnio breve
que dura de tres dias a tres semanas y suele deberse a un factor personal de tension
sostenido, como enfermedad, pesar o problemas en el trabajo. Por su parte el insomnio
de larga duracién o prolongado es aquel que ha durado mas de tres semanas y quizd no

se pueda identificar un factor especifico de tension (Charney et al., 2006).

Generalmente el insomnio es causado por desoérdenes en el dormir (Harvey,
2001). Existen factores que alteran el suefio y €stos los podemos clasificar en diferentes

tipos: fisicos, fisiologicos, psicologicos, psiquiatricos e iatrogénicos.

Fisicos: enfermedades que causen dolor, tos, prurito, disnea (dificultad para

respirar), enuresis (no contencion de la orina/miccion involuntaria).

Fisiologicas: cuando existen disturbios o alteraciones externos que provocan
insomnio como los que experimentan los trabajadores por turnos, sobrecargos y
tripulacion de aviones. Dormir bajo condiciones inadecuadas de luz y sonido, o cuando
se duerme con un compafiero que ronca: asi como beber café o té, o alcohol en grandes

cantidades.

Psicologicos: preocupaciones que experimenta la persona y que le impiden tener

un suefio normal.
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Psiquiatrico: enfermedades de la mente como ansiedad, depresion, panico, fobias

y desordenes compulsivos, y psicosis.

Iatrogénico: se refiere a los disturbios causados por el uso de otros farmacos,
como son los broncodilatadores, agentes adrenérgicos, B-bloqueadores, diuréticos que

son tomados por la noche y que causan poliuria. (Weatley, 2005).

Es importante entender y distinguir entre los términos de efecto sedante,

hipnético (Weatley, 2005) y ansiolitico.

Sedante: es cuando hay una disminucion en las funciones cognitivas; modera la

excitacion y tranquiliza en general a la persona que lo recibe.

Hipnético: se caracteriza por inducir por si mismo el suefio y facilita el inicio y la
conservacion de un estado de suefio similar al suefio natural en sus caracteristicas
electroencefalograficas, y a partir del cual se puede despertar con facilidad al

paciente.

Ansioliticos: es aquel que alivia o suprime el sintoma de ansiedad, sin producir

sedacion o suefio (Hurlé, 1999).
2.2. Tratamiento del insomnio.

Para tratar el insomnio se cuenta con diversos agentes farmacologicos pero existe
la controversia entre usar el tratamiento farmacologico o no farmacologico, y uso de

hipnéticos de accion breve o prolongada (Charney et al., 2006).

2.2.1. Tratamiento farmacolégico.

Los farmacos mas comuUnmente utilizados para tratar el insomnio son las
benzodiazepinas, las ciclopirrolonas, las imidacopiridinas y los antishistaminicos Hj,
pero la mayoria de ellos presentan la desventaja de tener diversos efectos adversos.
(Weatley, 2005). Asi por ejemplo, las benzodiazepinas tienen entre sus efectos adversos
la disminucién de la funcién y coordinacion motora, lo que incrementa la posibilidad de
sufrir accidentes automovilisticos o fracturas, resaca diurna, dependencia, adiccion,

ataxia, ammnesia ¢ intolerancia al alcohol. Por su parte las ciclopirrolonas,
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especificamente la zopiclona, provocan dependencia y efecto de resaca (diurno)

ocasionalmente. (Carlini, 2003; Weatley, 2005).

Los sedantes-hipnoticos que no son benzodiazepinas pertenecen a un grupo de
agentes que deprimen al sistema nervioso central de una manera dependiente de la dosis,
con tranquilidad progresiva y somnolencia (sedacion), suefio (hipnosis farmacologica),
pérdida del conocimiento, coma, anestesia quirurgica, y depresion letal de la respiracion
y de la regulacion cardiovascular. Entre ellos podemos encontrar a los alcoholes

alifaticos, particularmente al etanol (Charney et al., 2006).

2.2.1.1. Caracteristicas de los farmacos depresores del sistema nervioso central

utilizados en este trabajo.

Buspirona:

Su nombre quimico segun la IUPAC es: 8-[4-(4-pirimidin-2-ilpiperazin-1-
il)butil]-8-azaspiro[4.5]decano-7,9-diona y  pertenece al grupo de las

azapirodecanodionas. (Hurl¢, 1999).

Es un farmaco utilizado en el tratamiento de los trastornos de ansiedad, que no
estd relacionado quimicamente ni farmacologicamente con las benzodiazepinas, los
barbituricos ni otros farmacos sedantes/ansioliticos (Eison y Temple, 1986). Su principal
inconveniente es la lentitud con que comienza su actividad terapéutica, tardando hasta

dos semanas en instaurarse la accion ansiolitica (Hurlé, 1999).

Inhibe la actividad serotonérgica debido a que se une con gran afinidad a los

receptores 5-HT;a (Sanders y Mayer, 2006, Gobert et al., 1999).

Al mismo tiempo bloquea los receptores presinapticos dopaminérgicos debido a
que presenta afinidad moderada por los receptores D, dopaminérgicos en el cerebro

(Sanders y Mayer, 2006, Gobert et al., 1999).

La buspirona se absorbe con rapidez en el aparato digestivo (30-60min), con un
importante primer paso metabdlico, formando metabolitos, entre ellos el 1-(2-

pirrimidil)-piperazina (1-PP), el cual es un antagonista de los receptores op-
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adrenérgicos e ingresa al sistema nervioso central, donde alcanza altas concentraciones

(Gobert et al., 1999).

La buspirona con respecto a las benzodiacepinas produce menor incidencia en los
efectos no deseados, por ejemplo en el deterioro psicomotor, pero puede producir cierta
sensacion de mareo, vértigo, cefalea, sudor, inquietud, nerviosismo y nauseas (Hurlé,

1999).

Figura 1. Estructura quimica de la buspirona.

Diacepam:

Su nombre  quimico segin la IUPAC es: 9-cloro-2-metil-6-fenil-2,5-
diazobiciclo[5.4.0]undeca-5,8,10,12-tetraen-3-ona y pertenece al grupo de las

benzodiacepinas.

Es una benzodiazepina, con efecto: sedante, hipnotico, disminucion de la
ansiedad, relajacion muscular, amnesia anteroégrada y actividad anticonvulsiva (Charney

et al., 2006).

El diacepam actua potenciando la inhibicion GABAérgica por medio del
receptor GABA, el cual esta ligado a canal i6nico, que responde a cloruro, y esta

compuesto por cinco subunidades: a, 3, Y y 6 (McKernan et al., 2000).

El receptor GABA, tiene dos estados conformacionales, que generalmente se
encuentran en equilibrio, uno de ellos se presenta cuando se une GABA provocando que
se abra el canal de cloro, y el otro se presenta cuando no se abre el canal (Pleuvry

2004).
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La interaccion del diacepam con sus sitios de fijacion especificos
favorece la conformacion que responde a GABA, es decir aumenta la conductancia de
CI en presencia de GABA, dado que incrementa la frecuencia de aberturas del canal CI’
, provocando asi una hiperpolarizaciéon y como consecuencia inhibiendo la actividad

celular. (Sellers et al., 2002; Pleuvry 2004).

El diacepam tiene dos metabolitos activos, por desmetilacion forma el
desmetildiacepam y después por 3-hidroxilacion forma el oxacepam (Sellers et al.,

2002).

Se ha demostrado que la subunidad a; del receptor GABAA es la principal
responsable de los efectos de benzodiacepinas como el diacepam, mientras que son otro
tipo de subunidades las que estan involucradas en la actividad ansiolitica (McKernan et

al., 2000).

Los efectos no deseados del diacepam estdn asociados a disfuncion e
incoordinacion motora (Benca, 2005), asi como a ataxia, trastornos de las funciones
mentales, confusion, letargia, vision borrosa, nausea, vomito, debilidad y dependencia
(Barrera, 2003). La frecuencia de estos efectos aumenta con la edad, dosis, duracion del
tratamiento y coexistencia de enfermedad del higado e hipoalbunemia (Sellers et al.,

2002).

(@)

Cl

Fig 2. Estructura quimica del diacepam.
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Difenhidramina:

Su nombre quimico segun la [UPAC es 2-benzidriloxi-N,N-dimetil-etanamina, y
pertenece al grupo de los antihistaminicos de la clase de las etanolaminas y es de los

llamados antihistaminicos de primera generacion (Kadar, 2002).

Es un bloqueador competitivo del receptor H;, debido a que presenta gran
similitud estructural con la histamina (Kadar, 2002). Presenta también -efectos

anticolinérgicos (desecante), antitusivos, antieméticos y sedantes significativos.

Aunque los antihistaminicos de primera y segunda generacion comparten
acciones antihistaminicas, la diferencia radica en que los de la segunda generacion
presentan mayor selectividad por el receptor H1, escasa o nula capacidad para atravesar
la barrera hematoencefalica, no existen efectos anticolinérgicos, y no presentan efectos

depresores centrales, como sedacion o somnolencia (Pazos, 1999).

Todos los antihistaminicos se absorben bien via oral, pero la biodisponibilidad
suele ser inferior al 50% porque estan sometidos a un elevado fenémeno de primer paso
(Pazos, 1999), siendo el principal sitio de biotransformacion de la difenhidramina y de

los antihistaminicos es el higado (Kadar, 2002).

Los antihistaminicos empleados como sedantes son muy frecuentes debido quiza
a su bajo costo y facil alcance entre la poblacion; particularmente la difenhidramina es la
mas ampliamente utilizada, pero ningun estudio ha demostrado su eficacia en el
mantenimiento del suefio después de mas tres semanas de consumirla, parece producir

tolerancia a sus efectos inductores del suefio después de algunas semanas (Benca, 2005).

Presenta efectos no deseados como disfunciéon psicomotora y cognitiva,
retencion urinaria, vision borrosa, dilatacion de las pupilas, mareo, cansancio y debilidad

(Benca, 2005; Pazos, 1999).

Figura 3. Estructura quimica de la difenhidramina.
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Etanol:

El etanol es una molécula pequefia y poco polar que atraviesa bien las
membranas bioldgicas. Se absorbe por difusion simple en el estomago y sobre todo en el
intestino, distribuyéndose en el agua total del organismo y atravesando con facilidad las
barreras hematoencefalica y placentaria. Mas del 90% del etanol sufre metabolizacion
hepatica. En una primera oxidacion pasa a acetaldehido que, a su vez, es oxidado a acido

acético, que forma acetil Co-A y se metaboliza en CO; y agua (Cami y Ayesta, 1999).

En concentraciones relativamente bajas, el etanol afecta el hipocampo, el
hipotdlamo, y la formacion reticular ascendente, que forman un mecanismo importante

para despertar (Kalant y Khanna., 2002).

Subjetivamente, las dosis bajas suelen provocar relajacion y sedacion suave en un
individuo en reposo. Cuando se infunde alcohol con lentitud por via intravenosa, el
aumento progresivo de la dosis total provoca mayor sedacion, suefio y finalmente
anestesia y coma. En circunstancias sociales en las que se bebe alcohol, al principio la
sedacion se acompaina de pérdida del control inhibitorio de las emociones y esto se
puede observar también en electroencefalogramas donde a dosis bajas el
electroencefalograma es desincronizado (despierto) con incremento en la frecuencia; por
el contrario a dosis altas, con aumento en la somnolencia, hay un desplazamiento
progresivo hacia la sincronizacion del electroencefalograma con amplitud incrementada

y descenso regular en frecuencia. (Kalant y Khanna., 2002).

El etanol tiene una accién farmacologica similar a los barbituratos y
benzodiazepinas en cuanto a que potencia el efecto inhibitorio del acido gamma
aminobutirico (GABA) por medio de un incremento en la conductancia del canal de

cloro acoplado al receptor GABA, (Liu y Deitrich, 1998).

CH;-CH,-OH

Figura 4. Estructura quimica del etanol.
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Haloperidol:

Su nombre quimico segin la IUPAC es: 4-[4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-1-
piperidil]-1-(4-fluorofenil)-butan-1-ona y pertenece a la familia de las butirofenonas. En
1958 Janssen descubrié las propiedades antipsicoticas del haloperidol y a partir de
entonces siguieron explorandose los usos antipsicoticos de otras substancias similares

(Baldessarini y Tarazi, 2006).

El mecanismo exacto por medio del cual el haloperidol produce sus efectos no se
conoce. Se piensa que su efecto sobre el sistema nervioso central, esta asociado al
bloqueo competitivo de los receptores postsinapticos del tipo D, de dopamina, en el
sistema mesolimbico-dopaminérgico y a un incremento en la produccion de dopamina
por parte del cerebro. Aunque también se conoce que tiene fuerte actividad
antiadrenérgica y débil actividad periférica anticolinérgica; ademas de poseer también

una leve actividad antihistaminica y antiserotonérgica (Florez, 1999).

Algunos de los efectos no deseados del haloperidol son: sedacion, y reacciones
extrapiramidales, (parkinsonismo) que se manifiesta con temblor, salivacion y rigidez

(Florez, 1999).

Cl

OH

Figura 5. Estructura quimica del haloperidol.
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Pentobarbital:

Su nombre quimico segiin la [UPAC es: 5-etil-5-pentan-2-il-1,3-diazinano-2,4,6-

triona y pertenece al grupo de los barbituricos.

Es ampliamente utilizado como sedante e hipnotico para el tratamiento a corto
plazo del insomnio y como premedicacion quirtrgica. El uso de barbitiricos ha sido

sustituido por las benzodiazepinas (Hurlé, 1999).

Los barbitiricos aumentan la transmision de GABA, y en bajas dosis tienen
propiedades farmacoldgicas similares a las benzodiazepinas, esto lo hacen alterando los
mecanismos que bloquean el canal de cloro por lo que permanece abierto el canal por
mas tiempo en respuesta a GABA. Esta accion ocurre en diversos receptores de
GABA,, incluyendo aquellos insensibles a benzodiacepinas. Adicionalmente, a altas
dosis de barbituricos, el canal de cloro se puede abrir por periodos mayores tales que la
neurona es incapaz de realizar la despolarizacion y se inactiva. Estos aspectos son los
que hacen que los barbitliricos sean mas toxicos que las benzodiacepinas (Ito et al.,

1996; Pleuvry 2004).

Los efectos no deseados de los barbitiuricos a dosis bajas, ocasionalmente,
producen hiperactividad de la corteza, lo cual semeja a la intoxicacion alcohdlica
temprana; con dosis grandes, la depresion puede persistir por un tiempo mayor del
propuesto, ademas de que el sujeto al dia siguiente se siente vacilante y drogado, todo
esto es debido a las vida media relativamente prolongada. El uso cronico puede causar
tolerancia, dependencia. Con una sobredosis se presentan: respiracion, frecuencia

cardiaca y presion arterial reducidas, que puede terminar en muerte (Sellers et al., 2002).

CH3
o}
HN CHg3
)\ o
) N O
H

Figura 6. Estructura quimica del pentobarbital.
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2.2.2. El uso de plantas medicinales.

Se tiene la creencia errénea de que las plantas por provenir de la naturaleza

debieran ser menos toxicas que las drogas sintéticas, pero no en todos los casos es asi.

Entre un 20 a 28% de la poblacion de los Estados Unidos usan tratamientos
alternativos para enfermedades del sistema nervioso central tales como insomnio, dolor
de cabeza, ansiedad y depresion; y de éste porcentaje el 3% utiliza plantas medicinales

(Carlini, 2003).

Se calcula que una cuarta parte de la poblacion, en algin momento presenta
problemas con el suefio. Ademas del tratamiento con farmacos, existe el tratamiento
fitoterapéutico y entre las plantas mas utilizadas estan el kava kava, la pasiflora, la

amapola de California, el espino albar, el lapulo y la valeriana (Lopez, 2006).

Kava-kava. Piper methysticum.

El extracto de las raices de la planta polinesia Piper methysticum es llamado
Kava-kava, y es usado por sus efectos sedantes, afrodisiacos y estimulantes (Weatley,

2005).

Existen varios estudios doble ciego que muestran que las kavalactonas tienen un
claro efecto ansiolitico, ademas de mejorar la calidad del suefio y no deprimir las
funciones mentales y motoras (Carlini, 2003). Kava-kava contiene numerosos
compuestos pero no se conoce cual o cudles son los responsables de la actividad

(Weatley, 2005).

Entre los efectos adversos que se han encontrado en humanos, estan la pérdida de
cabello, dificultades para respirar, ataxia, piel amarilla, anorexia, pérdida de peso y

recientemente se reporto hepatotoxicidad (Carlini, 2003; Weatley, 2005).

Pasiflora. Pasiflora incarnata L.

Los extractos de pasiflora son obtenidos de hojas, tallos y en ocasiones flores.
Aunque se ha demostrado efecto sedante para los extractos de pasiflora, se desconoce a

qué principios activos se debe la actividad. Su composicion quimica incluye flavonoides,
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derivados piranicos, heter6sidos cianogenéticos, acidos fendlicos, cumarinas, entre otros

(Lopez, 2006).
Amapola de california. Eschscholtzia californica Cham.

Se utiliza la parte aérea de la planta y se ha visto que el extracto induce el suefio,

potencia la accion de los barbitiricos y disminuye la accion motora.

Tradicionalmente se usa para el tratamiento del insomnio, nerviosismo, ansiedad
y depresion y a las dosis terapéuticas recomendadas no se han observado reacciones

adversas (Lopez, 20006).

Espino albar. Crataegus monogyna Jacq.

Se utilizan las sumidades floridas. Segiin la Comisiéon E del Ministerio de
Sanidad aleman, estd indicada en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca y
bradicardia, pero también es muy util en caso de insomnio y nerviosismo asociado a
taquicardias y palpitaciones, produce una depresion del sistema nervioso central con lo

que disminuye el periodo de induccion al suefio.

Esta contraindicado durante el embarazo, y su administracion simultanea con
digoxina puede causar toxicidad; en dosis altas puede provocar nauseas, vomitos, dolor

abdominal o diarrea (Lopez, 2006).

Luapulo. Humulus lupulus L.

La parte que se utiliza son las inflorescencias femeninas con forma de cono,
llamados estrdbilos. Tiene accion hipnoética y orexigena (estimulante del apetito). Segun
la Comisién E del Ministerio de Sanidad alemén, ésta planta esta indicada en el

tratamiento del insomnio, nerviosismo y ansiedad (Lopez, 2006).

Valeriana officinalis L.

Varias especies de Valeriana son fuentes de medicamentos naturales desde 800
afios A.C, y ahora estd siendo utilizada como sedante, con tal éxito que ha sido

nombrada “el Valium des siglo XIX” (Marder et al., 2003).
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La parte activa de esta planta la constituyen las partes subterraneas (raices,
rizomas y estolones). Dentro del extracto de valeriana varios son los compuestos
responsables de la actividad, los valepotriatos, llamados asi por ser esteres de
terpenoides y que son de los principios activos mas importantes encontrados en esta
planta pero también existen los baldrinales que son productos de la descomposicion de
los valepotriatos; los isovalepotriatos; los lignanos; los acidos fenolicos derivados del
acido cinamico; los terpenoides no volatiles, como el &cido valérico presente en el aceite
esencial; sesquiterpenos y taninos, entre otros (Fernandez et al., 2004; Lopez, 2006;
Marder et al., 2003.). Se ha encontrado que tanto los valepotriatos como sus productos
de descomposicion tienen efectos mutagénicos, por lo que son mas recomendadas, las
preparaciones de valeriana que no contengan los valepotriatos (Fernandez et al., 2004;

Marder et al., 2003).

Su mecanismo de accion es en gran parte desconocido, y se conocen ciertos
factores que ponen en duda si solamente el acido valérico, los valepotriatos y los
baldrinales son responsables de los efectos de la valeriana, o si existen otros

componentes en las preparaciones que se utilizan de valeriana (Fernandez et al., 2004).

Se asume que el 4cido valérico es el componente mas importante en la valeriana,
pero hoy en dia esta idea no es soportada, ya que el acido valérico esta solo presente en
V. officinalis y V. sitchensis pero no en otras especies activas como V. wallichii, V.
edulis y V. procera (Navarrete et al., 2006). Aunado a esto se ha demostrado que el
acido valérico no tiene efecto sedante en ratones a dosis bajas (15 mg/kg) (Fernandez et
al., 2004).

Aunque la valeriana tiene efecto sedante, algunos autores consideran que no es el
agente adecuado para el tratamiento agudo del insomnio, proponen que el valor de la
valeriana recae quiza en su habilidad por promover el suefio natural después de varias
semanas de uso sin riesgo de dependencia o de tener efectos adversos. Estudios
realizados por Vorbach et al. (1996), sugieren que las preparaciones de valeriana
probablemente no producen sus efectos inmediatamente, sino que se necesitan de 2 a 4

semanas de terapia para alcanzar mejorias notables (Weathley, 2005).
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En cuanto a los efectos adversos solo un estudio realizado ha reportado efectos
adversos en algunas personas, como son dolor de cabeza, y ‘hang over’(malestar) por la

mafiana; asi como también “suefios reales o vividos” (Weathley, 2005).

2.3. Flavonoides.

2.3.1. Aspectos generales.

Los flavonoides (bioflavonoides) son constituyentes caracteristicos de las plantas
verdes, se encuentran tanto en forma libre o combinados en forma de glicosidos; éstos
ultimos contribuyen a darle color a las flores, frutos y hojas (Dominguez, 1979). Son
metabolitos secundarios, compuestos de biogénesis mixta, generados por las rutas del
acido siquimico y acetato-malonato. Un derivado del acido cinamico (fenilpropano),
sintetizado del 4cido siquimico, actia como compuesto iniciador en la sintesis de
policétidos, en donde se incorporan tres residuos de acetato a la estructura. (Figura 7).
Esto es seguido del cierre del anillo con las subsecuentes hidroxilaciones y reducciones
(Dewick, 1997, Di Carlo, et al., 1999, Julsing et al., 2006) dando origen a las diferentes
clases de flavonoides, pero conservando el esqueleto base de quince dtomos de carbono

ordenados en la forma Cg-C3-Cs.

Con base en la sustitucion y el estado de oxidacion del anillo C, los flavonoides
se pueden clasificar en varias subclases que incluyen: flavonas, flavonoles, flavononas,

flavanoles e isoflavonas (Figura 8) (Morris y Zhang, 2006).

En la naturaleza, la mayoria de los flavonoides existen como glicosidos
(flavonoides que tienen uno o mas residuos de azicar unidos al anillo) (Figura 8), pero
son las agliconas (flavonoides libres de moléculas de azucar) las que generalmente se
absorben desde el tracto gastrointestinal debido a su hidrofobicidad. Los glicosidos son
hidrolizados solamente en el colon por microorganismos de la flora normal. Se conoce
muy poco del metabolismo subsecuente a la absorcion en animales, y en humanos no se
tienen datos certeros; solo se sabe que es el higado el que en gran parte es responsable
del metabolismo de los flavonoides absorbidos, asi como la pared intestinal y el rifion

pero en menor grado (Morris y Zhang, 2000).
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Figura 7. Biosintesis de los flavonoides.

La diversidad en sus estructuras quimicas les da un amplio rango de actividades
biologicas. En plantas, su funcion parece estar ligada a la proteccion contra la radiacion
ultravioleta, la invasion microbiana, de insectos y de animales herbivoros (Fernandez et

al., 2006).

En humanos, se les ha atribuido efectos como: antioxidantes, antialergénicos,
antiinflamatorios, antitoxicos, protectores hepatotoxicos, inhibidores de algunas enzimas
como la aldosa reductasa y la xantina oxidasa, anticarcionogénicos, agentes
antiosteoporoéticos, antiulcerosos, antiespasmodicos, antisecretores o antidiarreicos

(Paladini et al., 1999; Morris y Zhang, 2006).
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Figura 8. Estructuras quimicas de flavonoides.
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Los flavonoides son componentes comunes de nuestra dieta, particularmente, se
encuentran en abundancia en vegetales, frutas y bebidas derivadas de plantas tales como
el vino y el té (Morris y Zhang, 2006); por lo anterior sabemos que ésta interaccion
entre flavonoides provenientes de plantas y el hombre se ha dado desde hace mucho
tiempo y ultimamente ha despertado el interés para su estudio desde el punto de vista

bioquimico, fisiolodgico, y en nuestro caso, farmacolégico.

Se han descrito mas de 5000 diferentes flavonoides y muchos de ellos se han
estudiado. Pero como ansioliticos se han descrito solo algunos como la crisina, aislada
de Pasiflora coerulea; la apigenina, aislada de Matricaria recutita; asi como también el

cirsiliol, aislado de Salvia guaranitica (Paladini et al., 1999).

2.3.2. Flavonoides con accion sobre el sistema nervioso central.

Los flavonoides se encuentran en la naturaleza en su forma glicosilada,
pero los estudios de los glicésidos de flavonoides son pocos, menos aun se conocen
estudios con accion en el sistema nervioso central. Kang et al., 2000, aislaron de las
flores de Albizzia julibrissin, a la quercitrina e isoquercitrina, glicésidos de flavonoles, y
detectaron que tienen actividad sedante en ratones. También de Salvia guaranitica, se
ha aislado el cirsiliol, al cual se le atribuyen propiedades hipndticas y sedantes (Paladini

et al., 1999).

Du et al., en 2002, reportan que la goodyerina aislada de la Goodyera
schlechtendaliana, posee actividad sedante y anticonvulsiva en ratones. Por su parte
Datta et al., 2004, describe que el glicosido de flavonol, quercetin-3-O-(6"’-feruloil)-3-
D-galactopiranosido aislado de las partes aéreas de Polygonum viscosum, presenta
actividad depresora del sistema nervioso central (Ferndndez et al., 2006). Se han
estudiado también las agliconas de algunos flavonoides pero estas presentan muy poca o

nula actividad a diferencia de los flavonoides glicosilados.

Existen flavonoides aislados de la especie de Valeriana y que tienen accion sobre
el sistema nervioso central como la linarina. La linarina es un flavonoide presente en
forma de glicésido en V. officinalis., con propiedades sedantes e inductor del suefo, pero
al mismo tiempo se ha demostrado que a dosis de 100 mg/kg tiene efectos sobre la

actividad locomotora inhibiéndola, y a mayores dosis produce toxicidad. La linarina
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ademads presenta un efecto de potenciacion con el acido valérico presente también dentro

de la Valeriana (Fernandez et al., 2004).

Por otra parte se ha aislado de Valeriana wallichii, la 6- metilapigenina,
compuesto al cual por medio de estudios competitivos para el sitio de unioén de las
benzodiazepinas al receptor GABA, en cerebro, se le asigna como un compuesto

agonista competitivo (Wasowski et al., 2002).

La hesperidina y la 6-metilapigenina, son flavonoides activos aislados de V.
officinalis y V. wallichii, y que tiene también su efecto sobre el sistema nervioso central,
ya que la primera tiene propiedades sedantes e incrementa el periodo de suefio, y la
segunda es capaz de potenciar las propiedades de induccion de suefio de la hesperidina
(Fernandez et al., 2004, Marder et al., 2003). La 6-metilapigenina junto con la
hesperidina pudieran explicar las propiedades de V. officinalis y V. wallichii; por lo que

ambos son candidatos a ser farmacos lideres (‘drug leads’) (Marder et al., 2003).

2.4. Flavonoide Hesperidina.

2.4.1. Aspectos dentro del sistema nervioso central.

Es bien conocido que numerosos flavonoides poseen diversas actividades sobre
diferentes sistemas, sin embargo, no se conoce mucho acerca de la actividad de los

flavonoides sobre el sistema nervioso central.

Marder et al., en 2003 reportan haber aislado la 2S(-) hesperidina de Valerina
wallichii D.C y detectaron a este flavonoide en Valeriana officinalis L. Por medio de
estudios en ratones y utilizando diferentes modelos como el modelo de cruz elevada,
modelo de campo abierto con hoyos (holeboard test), tiempo de suefio inducido por
tiopental, asi como modelos para observar la actividad motora y la miorelajacion,
establecieron que dicho flavonoide tiene accidon sedante y que incrementa el tiempo de

suefio inducido por tiopental.

Para establecer el posible mecanismo de accion de este nuevo flavonoide
encontrado en la especie Valeriana, realizaron estudios de union a diferentes ligandos
como: al sitio de union de benzodiazepinas, al receptor 5-HT, 5, 5-HT», a los receptores

AMPA y a receptores de adenosina;; sin embargo los resultados arrojados demostraron
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que la 2S(-)hesperidina no es ligando pa ninguno de los receptores estudiados por lo que

su mecanismo de accion aun no esta claro.

Todos los estudios realizados por Marder et al., (2003), fueron determinados
tanto con la 2S(-) hesperidina aislada de la valeriana como con la hesperidina de Sigma
Co., la cual es obtenida de citricos, y encontraron que existe una diferencia en la accion
siendo mas activa la aislada de valeriana. La explicacion para esto es que, en la muestra
comercial obtenida de citricos, la hesperidina se encuentra en forma de mezcla racémica,
aunque dentro de ésta mezcla el 60% corresponde al isémero 2S(-), por lo que también

presenta actividad pero en menor magnitud.

Otros estudios realizados por Wasowski et al (2002), demuestran la presencia de
otro flavonoide en Valeriana wallichii, la 6-metilapigenina, la cual en el estudio
realizado después por Marder et al. en 2003, demuestra una actividad sinergista al
administrarse conjuntamente a la hesperidina. Este aparente sinergismo quiza podria dar

explicacion al efecto sedante y tranquilizante de la valeriana.

Se ha encontrado un estudio de interaccion entre el flavonoide hesperidina y el
diacepam realizado por Fernandez et al. (2005), donde se muestra que ocurre una
potenciacién cuando la hesperidina interactua con otros ligandos al sitio de unién a
benzodiazepinas, pues se incrementa el tiempo de suefio inducido por tiopental. Aunque
en este estudio se muestra que tanto la hesperidina como el diacepam administrados
independientemente por via intraperitoneal en ratones presentan similar eficacia, sus
efectos maximos no son significativamente diferentes y sus DEsy también son similares.
La determinacion de esta potenciacion fue realizada por medio de un analisis
isobolografico donde las proporciones de dosis estudiadas de hesperidina:diacepam
fueron 13:1, 4:1 y 1:13, respectivamente, utilizando la hesperidina comercial que
contiene un 60% de la forma 2S(-). Ademas de acotar que el efecto sinergista entre ellos
se presenta cuando la cantidad de hesperidina, en la proporcion de dosis administrada, es

mayor que la cantidad del diacepam.

2.4.2. Aspectos quimicos y farmacoldgicos

La hesperidina es un flavonoide descubierto en 1827, aunque no en un estado

puro, por Lebreton, y desde entonces ha estado en continua investigacion, lo cual ha
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llevado a atribuirle diferentes actividades. Se encuentra presente en grandes cantidades
en los citricos tales como la naranja dulce y el limoén (familia Rutacea), por lo que es
muy comun encontrar a la hesperidina asociada a la vitamina C. Su presencia también
se ha demostrado en otras familias no citricas como en la Fabaceae, Betulaceae,

Lamninacea, Araliaceae y Papilionaceae.

Di Mauro et al en 1999 describi6é un procedimiento para obtener hesperidina de

los desechos de la cascara de la naranja producido por la industria de citricos (Garg et.

al., 2001).

La hesperidina pura (CisH34015 y p.m = 610.57 DA) se presenta en forma de
agujas delgadas largas, con color amarillo palido y con punto de fusion de 258-262°C y

presenta una absorciéon maxima en UV a 286 nm.

Es un glicosido de flavanona, que se compone de la aglicona hesperetina, y el
disacarido rutinosa (ramnosa + glucosa). En otras palabras en la estructura de la
hesperidina, la glucosa se encuentra unida a la hesperetina, y la ramnosa esta unida a la

glucosa como se muestra en la Figura 9 (Garg et. al., 2001).

OCH;,

rha—glu—Q 0
OH

OH

Figura 9. Estructura quimica de la hesperidina (hesperetin-7-
ramnoglucdsido).

En la literatura se encuentran reportes de los estudios que se han realizado
donde se ha encontrado que la hesperidina posee diversas actividades las cuales se
enlistan en el Cuadro 1 (Deng et al., 1997; Lee et al., 1999; Phantong et al., 2006 ;
Garg et al., 2001).
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Cuadro 1. Actividades reportadas para el flavonoide hesperidina.
Actividad
Anti-inflamatoria, analgésica y venotonica,
para el tratamiento contra las hemorroides
Incrementa la resistencia capilar, lo que se atribuye a la inhibicion de
la hialuronidasa, en el tratamiento de anormalidades en la
fragilidad capilar
Antipirética
Antibacterial contra Helicobacter pylori,
Antifingica contra Botrytis cinerea, Trichoderma glaucum y
Aspergillus fumigatus.
Antiviral contra virus de la influenza, actividad leve sobre el virus
del herpes
Reduce la replicacion intracelular del virus simple del herpes tipo I
(HSV-1), y virus a-herpes tipo I(virus de Pseudorabia)
Bloquea el canal de calcio
Accion hipocolesterolémica considerable, asi como también
disminuye las proteinas de baja densidad (LDL), lipidos totales y
triglicéridos en ratas normolipidémicas, y aumenta las proteinas de
alta densidad (HDL).
Inhibe la lipasa pancreatica
Depresora del miocardio en adultos
Efecto antihipertensivo y diurético en ratas, por administracion oral
La hesperidina o sus productos metabdlicos inhiben la liberacion de
histamina de los basoéfilos
En combinacion con diosmin tiene accion en: procesos propios de la
inflamacién como diapédesis de polimorfos, linfocitos, histocitos y
macréfagos, asi como también en reacciones de la inflamacion
cronica.
La hesperidina, la hesperidina sulfonada y la hesperidina fosforilada
inhiben a la hialuronidasa, siendo mas potentes las dos tltimas
Inhibe diferentes enzimas como: la acrosina (in vitro), aldosa
reductasa (in vitro), fosfatasa alcalina (suero de rata), débilmente
a la a-glucosidasa (in vitro), inhibe la lipdlisis inducida por
epinefrina, pero no inhibe significativamente a las fosfodiesterasas
con AMPc como sustrato.

Sola y en combinacion con diosmin inhibe prostaglandinas en ratas

Hesperidina fosforilada efectivo agente anticonceptivo, debido a que
inhibe la enzima hialuronidasa en ratones.
En humanos la inhibicion es por 48 hrs. sin producir toxicidad
y restableciendo la fertilidad después de éste periodo.

Inmuno supresora
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Cuadro 1 (continuacion). Actividades reportadas para el flavonoide hesperidina.
Inhibe la carcinogénesis en ratas, debido a que incrementa
la supresion de proliferacion celular.

Actividad nula o muy leve como antioxidante y atrapador de
radicales libres.
Inhibe la agregacion de eritrocitos.
Efecto antiisquémicos en cerdos de guinea y hamsters.
Antialérgica y antianafilactica.
Incrementa significativamente la memoria inmunoldgica en la
respuesta inmune celular.
Antiulceroso por via oral, en ulceras producidas por estrés.

2.5. Andlisis isobolografico.
2.5.1. Aplicaciones y ventajas del analisis. (Tallarida, 2000)

La metodologia cuantitativa para estudiar combinaciones quimicas
biologicamente activas, comenzé aplicandose en venenos. El método isobolografico
tuvo sus primeras aplicaciones en estudios de analisis de toxicidad de insecticidas y
funguicidas, y ese uso, posteriormente condujo a aplicaciones farmacologicas mas

amplias y a nuevos progresos estadisticos.

Hoy en dia los libros mas comunes de farmacologia, aun no incluyen entre sus
temas, métodos cuantitativos para estudiar combinaciones de farmacos. Sin embargo en
aflos recientes este tema esta siendo cada vez mas apreciado por mas y mas
farmacologos, especialmente aquellos que estudian farmacos que afectan el sistema
nervioso central, para alterar la percepcion del dolor, el comportamiento, la locomocion,

y el estado de animo.

De hecho varios fAirmacos que tienen su accion sobre el sistema nervioso central
son del tipo de farmacos que tienden a ser de abuso entre las personas que los toman,
quiza por eso sea el creciente uso del método isobolografico por los investigadores. Es
bien sabido que las personas que abusan de una droga, rara vez hacen uso solo un tipo de

farmaco, sino que, el abuso es con multiples fArmacos.

Los farmacos utilizados adecuadamente también presentan interacciones, de tal

modo que pueden incrementar los efectos deseados y los no deseados también. Aparte de
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la importancia clinica, se empieza a reconocer, que el estudio cuantitativo de las
combinaciones de farmacos, especialmente cuando se detecta sinergismo, puede ser un

primer paso muy util, para elucidar el mecanismo de accion.
2.5.2. Fundamento y bases estadisticas para el analisis.

Dos o mas farmacos que producen efectos similares o iguales, a menudo se
prescriben en combinacion para reducir las dosis individuales y/o para reducir los
efectos adversos de cada uno. Las combinaciones de fdrmacos también se emplean en
experimentos para descubrir y explorar su mecanismo de accién (Tallarida et al.,

1997a).

Cuando dos sustancias con efecto similar se administran juntas, el efecto
combinado puede ser una simple adicion de los efectos individuales e independientes, a lo
cual se le nombra aditividad. En contraste, ¢l efecto de la combinacion puede ser exagerado
o incluso atenuado. El efecto exagerado es nombrado super-aditividad o sinergismo, en
tanto que el efecto atenuado se nombra sub-aditividad. En cualquiera de los casos los
compuestos individualmente contribuyen al efecto pero algo ocurre al ponerlos juntos que

aumenta o disminuye el efecto esperado de ambos (Tallarida, 2000).

El estudio entre sustancias activas se puede realizar utilizando el analisis
isobolografico, el cual permite realizar una evaluacion rigurosa de la interaccion entre
dos sustancias activas. El isobolograma proporciona una representacion visual de las
dosis tedricas aditivas (y de los pares experimentales) y ademas es adecuado para

mostrar los resultados (Tallarida et al., 1997a; Tallarida, 2000).

Un isobolograma (Figura 10) es una grafica en coordenadas rectangulares de: los
pares de dosis o concentraciones (a, b), de las sustancias respectivas que producen el
nivel o efecto especifico (por ejemplo DEsy, DE7, DE3, etc.) cuando se aplican en
forma conjunta, y de la linea de aditividad la cual representa todas las posibles
combinaciones equivalentes para producir el efecto deseado (Tallarida et al.1997a;

Tallarida, 2000).

Como se observa en la Figura 10. la linea de aditividad estd definida por los
puntos (Zl*,O) y (0, Z,"). Siendo Z,” la concentracion del compuesto menos activo, y Z

la concentracion del compuesto mas activo y que producen individualmente el mismo
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nivel de efecto. En este método el valor de Z" para cada fArmaco, se calcula de la region
de la curva dosis-respuesta en donde existe una clara relacion entre la dosis y el efecto y
que pueden relacionarse linealmente, aunque también puede existir una relacion no
lineal y entonces se puede utilizar el anélisis no lineal de Z* (Tallarida, 2000). Se calcula
la Z* para cada farmaco de la regresion lineal del efecto en funcion del logaritmo de la
dosis, de donde se obtienen el log Z* y el error estandar del estimado SE (log Z*) para cada
farmaco, que posteriormente se utilizara para realizar el andlisis estadistico (Tallarida et al.,

1997b).

Todos los puntos sobre la linea de aditividad, que tienen las coordenadas (a, b),
donde a y b son las fracciones de dosis respectivas (Z;* y Z,*) en la combinacion binaria
(Tallarida, 2000) del farmaco A y del farmaco B que provocan el mismo nivel de efecto de

los farmacos sin combinarse y que satisfacen la ecuacion:
alA+b/B=1

en donde A y B son las dosis equiefectivas (Z;* y Z,* que producen el mismo nivel de
efecto) de los farmacos individuales cuando cada uno esta presente solo. Los pares de
dosis equiefectivas son denominadas isobolas, de tal forma que (A, 0), (0, B) y los pares (a,
b) son isobolas. Cuando la combinacién de la dosis a del farmaco A y la dosis b del
farmaco B cumplen con la relacion a/A+b/B =1 se dice que los farmacos A y B presentan
una relacion aditiva. La relacion a/A+b/B<I indica la relacion superaditiva entre los
farmacos A y B, en tanto que la relacion a/A+b/B>1, indica la relacion subaditiva entre los

farmacos A y B (Tallarida, 2000).

En el analisis isobolografico primero se determinan las dosis o concentraciones
que provocan un determinado nivel de efecto (Z*) de cada farmaco. Generalmente este
nivel es el 50% del maximo nivel (DEsg) con su intervalo de confianza al 95%, aunque se
puede utilizar otro nivel siempre y cuando ¢éste sea proporcionado por cada farmaco

(Tallarida, 2000).
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Sustancia2 (Zp)

O Zl*
Sustancial (Z1)

Figura 10. Isobolograma en donde la linea continua es la linea de
aditividad para la sustancia 1 y 2; Z\" Z, " son las dosis equiefectivas
individuales. Los puntos A y B representan las cantidades tedricas aditivas
(Z ad). Py R son puntos que representan las cantidades experimentales (Z
exp) con un efecto superaditivo, en tanto que Q y S son puntos que
representan las cantidades experimentales (Z exp) con un efecto
subaditivo. Las lineas radiales discontinuas 0-Q y 0-S representan las
combinaciones de las sustancias en diferentes proporciones.

La Z* del farmaco A se denotard como Ay la Z* del farmaco B, se denotara B. Las
cantidades en la combinacion aditiva son fracciones de la dosis de cada compuesto tal que
la suma de las fracciones sea igual a la unidad; asi entonces a = fA del farmaco A y b=
(1-H)B del farmaco B. En otras palabras, para que sea una combinacion aditiva se debe

cumplir con la relacion a/A + b/B = 1.

Cuando estas cantidades son expresadas en unidades de masa comunes (mg o pug) o

dosis (mg/kg) la cantidad total en la mezcla es la suma denominada Z,q:

Za=fA+ (1B
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Esta relacion representa la cantidad teodrica de la combinacion que dard una
interaccion aditiva. Las proporciones de cada farmaco en la mezcla estaran dadas por:

pa=1TA/Z,y y p = (1-)B/Z,q respectivamente (Tallarida,2000).

La combinacion que resulte con estas proporciones se administra
experimentalmente al sistema biologico, como si fuese un tercer fairmaco. Esto es, se
administra en diferentes dosis o concentracion conservando la misma proporcion (p). Se
calcula la dosis o concentracion que proporciona el mismo nivel de efecto que los fArmacos
individuales y a este valor se le denomina Z., (cantidad experimental que provoca el
mismo nivel del efecto). Se calcula también el intervalo de confianza al 95%, que

posteriormente se transforma en el error estdndar de la media (EEM).

Se realiza el analisis estadistico a la diferencia M = log Z,q—log Zp. Si la diferencia
no es significativamente diferente de cero se concluye que la combinacion es una simple
adicion del efecto de cada uno de los farmacos. En contraste, una diferencia significativa
indicara una relacion no aditiva entre los dos farmacos como sigue: se establecera una
relacion de superaditividad o sinergista si Zex, < Zaq (M>0) y una relacion de subaditividad
S1 Zexp > Zag (M<0). Se aplica un andlisis estadistico basado en la prueba t de Student con
algunas modificaciones para aplicarse al analisis isobolografico (Tallarida et al., 1997a;

Tallarida, 2000).

La prueba de significancia de la diferencia M = log Zu4-log Z.., brevemente

consiste en determinar el valor de t” dado por:
"= M/ [SE (Zag* )* + SE (Zexp™) 1"

En la ecuacion anterior Z,q se refieren a los valores aditivos y Ze, a los valores
experimentales. Los errores estandar estimados se calculan con la relacion:
SE (Z*) = 2.3 x Z* x SE (logZ*), con lo que se calculan las varianzas respectivas:

V (Z*)=[SE ("]~

La varianza de Z.* estd dada por V(Z.*) = £V(Z*)+ (1-0°V(Z,*), de esta

relacion se obtiene el error estandar de Z,q: SE(Z,¢*) = [V(Zad"‘)]l/2
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Conociendo el valor de Z,q y Zy, con sus respectivos errores estandar, se calcula el

valor de t’ y se compara con el valor de T dado por:
T = [tad (SE(Zaa* ) + tex (SEZexp®)’V [SE(Zag* ) + SE(Zexp*)’]

El valor de t,q es el valor en la tabla de distribucion t con n; + n, -2 grados de
libertad, en donde n; y n, son el nimero de dosis del farmaco 1 y farmaco 2
respectivamente que se utilizaron en el céalculo y te es el valor en la tabla de distribucion t
para ne -2 grados de libertad, en donde ne es el nimero de dosis de la combinacion. Si el
valor absoluto de t” es mayor al valor de T (It’| > T) la diferencia es significativa (Tallarida,

2000).
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111. JUSTIFICACION.

La hesperidina es un flavonoide, que se encuentra en grandes cantidades en los
citricos tales como la naranja dulce y el limdn. También se ha demostrado su presencia
en otras especies no citricas como en la Betulaceae, Lamninaceae y Papilionaceae (Garg
et. al., 2001)

Estudios realizados por Marder et al. en 2003 demuestran la presencia de la
hesperidina en Valeriana officinalis L. y Valeriana wallichii DC, y que éste flavonoide
tiene propiedades sedantes ademas de incrementar el tiempo de suefio inducido por
pentobarbital.

Asi mismo, el analisis isobolografico realizado por Ugalde et al. en 2005
presenta que el extracto hidroalcohdlico de Valeriana edulis ssp procera y algunos

farmacos depresores del sistema nervioso central, presentan una relacion de tipo aditiva.

Por lo mencionado anteriormente este trabajo se enfoca al estudio, mediante el
analisis isobolografico, de la interaccion entre el flavonoide hesperidina y algunos
farmacos depresores del sistema nervioso central como son la buspirona, el diacepam, la
difenhidramina, el etanol, el haloperidol y el pentobarbital, para establecer, si existe una
interaccion entre ellos, y determinar si es de tipo sinergista o inhibitoria, o si sélo

presenta una relacién aditiva.

Debido a que Fernandez et al. (2005) reportan una interaccion sinergista entre la
hesperidina y el diacepam, este trabajo también servird para comprobar o refutar éste

tipo de interaccion.
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IV. HIPOTESIS.

Por medio del analisis isobolografico se espera encontrar una interaccion de tipo
sinergista del efecto sedante entre el flavonoide hesperidina y uno o varios de los
siguientes farmacos depresores del sistema nervioso central: buspirona, diacepam,
difenhidramina, etanol, haloperidol y pentobarbital cuando se administren

simultdneamente en ratones.
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V. OBJETIVO.

» Realizar el anélisis isobologréafico de la interaccion entre la hesperidina y los
farmacos depresores del sistema nervioso central: buspirona, diacepam,
difenhidramina, etanol, haloperidol y pentobarbital, en ratones macho ICR

utilizando el modelo del cilindro de exploracion para evaluar el efecto sedante.

33



ANALISIS ISOBOLOGRAFICO DE LA INTERACCION ENTRE FARMACOS DEPRESORES DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y EL FLAVONOIDE HESPERIDINA

VI. MATERIALES Y METODO.

6.1. Farmacos y sustancias.

La buspirona, la difenhidramina, el haloperidol, y la hesperidina fueron
adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis Mo. USA). El pentobarbital (Anestesal), fue
adquirido de Pfizer S.A. de C.V. (México) y el diacepam (Valium) de Roche S.A. de
C.V.

El etanol utilizado fue alcohol etilico absoluto anhidro de J.T. Baker. El tween 80
fue adquirido de HYCEL de México, S.A. de C.V.

6.2. Dosificacion.

Los farmacos fueron disueltos en solucion salina isoténica (0.9%), con excepcion
del diacepam, el haloperidol y la hesperidina que fueron suspendidos con una gota de

tween 80 en solucién salina isotonica.

Las muestras se prepararon al momento de uso y se administro via intraperitoneal

un volumen de 0.1 mL de muestra por cada 10 g de peso corporal del animal.

Para los grupos control, se administro el mismo volumen de vehiculo: tween 80
en solucion salina y solucion salina, o ambos de tween 80 en solucion salina, segun el

Caso.

6.3. Animales.

Para todos los experimentos se utilizaron ratones machos ICR de 25-30 g de peso
adquiridos del Centro de Produccion UNAM-Harlan, Harlan México, S.A. de C.V. Los
procedimientos donde fueron involucrados animales se llevaron a cabo conforme a la
Norma Oficial Mexicana sobre el Cuidado y Manejo de Animales (NOM-062-Z0O0O-
1999), cumpliendo ademas con las reglas internacionales para el uso y cuidado de animales

de laboratorio

Los grupos experimentales para el estudio de interaccién, estuvieron
conformados por 6 animales. Los animales se mantuvieron en un cuarto a temperatura

ambiente de 22 + 2 °C y sometidos a un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con libre
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acceso a alimento y agua. Todas las evaluaciones fueron realizadas entre las 9:00 y
14:00 hrs.

6.4. Procedimiento de la evaluacion del efecto sedante.

El experimento se realiza en un cuarto, a temperatura y luz constante, apartado

del ruido exterior.

6.4.1. Modelo de Cilindro de Exploracion:

El aparato consiste en un cilindro de vidrio de 30 cm de alto por 11 cm de
didmetro, y 3 mm de espesor. El cilindro se coloca en una superficie plana sobre un
papel que cubra la superficie; cada individuo se coloca por un lapso de 5 minutos dentro
del cilindro y durante este tiempo se cuenta el nimero de levantamientos espontaneos

que realiza el animal sobre sus extremidades posteriores en un periodo de 5 minutos.

Entre cada animal que se estudia, se cambia el papel que cubre el fondo del

cilindro y se limpia el interior del cilindro con solucion etandlica al 10%.

La administracion se realiza 30 minutos antes de la prueba, con excepcién de la
buspirona que se administra 20 minutos antes y del etanol que se administra 5 minutos
antes de la misma. La hesperidina se administra del lado derecho de la cavidad

peritoneal, y enseguida se inyecta el farmaco prueba, del lado izquierdo.

Durante la observacion, el experimentador debe permanecer sentado junto al
aparato siempre en el mismo lugar. La disminucidon en el nimero de levantamientos, con
respecto al control, indica un efecto sedante (Ugalde et al., 2005).

6.5. Determinacion de las curvas dosis-respuesta.

Las curvas dosis-respuesta se construyeron para evaluar el efecto sedante de los
farmacos depresores del SNC cuando se administran en combinacion con la hesperidina. Se
determind la curva dosis-respuesta en las tres proporciones evaluadas con las dosis que se
muestran en el Cuadro 3. La dosis que provocd 50% del efecto sedante (DEso, reduccion

del 50% en el nimero de levantamientos espontaneos en relacién al grupo control) y su
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intervalo de confianza al 95% asociado, se calculd utilizando el analisis de regresion lineal
del logaritmo de la dosis como variable independiente y la respuesta como variable

dependiente (Tallarida, 2000).

6.6. Analisis de la interaccion.

Se realiz6 un analisis isobolografico para caracterizar la interaccion de la
hesperidina con la buspirona, el diacepam, la difenhidramina, el etanol, el haloperidol y
el pentobarbital. Para el anlisis s6lo se consideraron las dosis equiefectivas (DEsp) de
cada farmaco individual (Cuadro 2) obtenidas de las curvas dosis-respuesta obtenidas en
un trabajo previo (Ugalde et al., 2005) en este mismo laboratorio, exceptuando la dosis
equiefectivas (DEsp) del diacepam y de la hesperidina las cuales fueron obtenidas en este
estudio de las curvas dosis repuesta para cada una de ellas. Las dosis aditivas tedricas (Zaq)
con su error estdndar de la media (EEM) para cada combinacion y en la misma proporcion
(1:1) se calcularon de las dosis equiefectivas (DEsp) de los farmacos individuales y de
acuerdo al método descrito por Tallarida et al. (1992) para satisfacer la ecuacion: Z,g = f A
+ (1-f) B, en donde A fue la DEs, de la hesperidina y B fue la DEsy del farmaco depresor
del SNC en la combinacion. Para este caso el valor f A = a representa la fraccion de la
DEsy de la hesperidina en la combinacion y (1-f) B = b representa la fraccion de la DEs
del farmaco depresor del SNC en la combinacidon (Tallarida, 2000). Z,q representa la dosis
aditiva total de los farmacos que tedricamente provocan una reduccion del 50% en el
namero de levantamientos en los ratones respecto al nimero de levantamientos del grupo

control.

Cuadro 2. Valores de DEs * error estandar de la media,
de la hesperidina y algunos farmacos depresores del
sistema nervioso central en ratones ICR.

Farmaco DEsy + EEM (mg/kg)

hesperidina 24,80 £ 10,47
buspirona 1,04 £ 0,17
diacepam 3,14 + 0,45
difenhidramina 17,06 £ 0,67
etanol 1938,83 + 126.35
haloperidol 0,41 + 0,06
pentobarbital 11,86 + 0,68
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Las proporciones que se estudiaron fueron 1:3, 1:1 y 3:1, correspondiendo a los
valores de f y (1-f) de 0.25: 0.75, 0.5 : 0.5, 0.75 : 0.25 respectivamente. Las proporciones
para cada farmaco y las dosis en mg/kg probadas en cada proporcion, se muestran en el
Cuadro 3.

Cuadro 3. Dosis utilizadas en el estudio de la interaccion sedante entre la
hesperidina y algunos farmacos depresores del SNC en ratones machos ICR.

Dosis (mg/kg)
Proporcion Farmaco Dosis
depresor del | Farmaco depresor Hesperidina Total
SNC del SNC (mg/kg)
0.06 4.65 471
0.13 9.30 9.43
Buspirona 0.26 18.60 18.86
0.52 37.20 37.72
1.04 74.40 75.44
0.19 4.65 4.84
0.39 9.30 9.69
Diacepam 0.78 18.60 19.38
1.57 37.20 38.77
3.14 74.40 77.54
1.06 4.65 5.71
2.13 9.30 11.43
Difenhidramina 4.26 18.60 22.86
8.53 37.20 45,73
17.06 74.40 91.46
1:3 21.32 93.00 114.32
121.17 4.65 125.82
242.35 9.30 251.65
Etanol 484.70 18.60 503.30
969.41 37.20 1006.61
1938.83 74.40 2013.23
0.03 4.65 4.68
0.05 9.30 9.35
Haloperidol 0.10 18.60 18.70
0.20 37.20 37.40
0.41 74.40 74.81
0.74 4.65 5.39
1.48 9.30 10.78
Pentobarbital 2.96 18.60 21.56
5.93 37.20 43.13
11.86 74.40 86.26
23.72 148.80 172.52
47.44 297.60 345.04
94.88 595.2 690.08
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Cuadro 3 (continuacion). Dosis utilizadas en el estudio de la interaccion
sedante entre la hesperidina y algunos farmacos depresores del SNC en
ratones machos ICR.

Dosis (mg/kg)
Proporcion Farmaco Dosis
depresor del | Farmaco depresor Hesperidina Total
SNC del SNC (mg/kg)
0.13 3.10 3.23
0.26 6.20 6.46
Buspirona 0.52 12.40 12.92
2.08 49.60 51.68
4.16 99.20 103.36
0.39 3.10 3.49
0.79 6.20 6.99
Diacepam 1.57 12.40 13.97
3.14 24.80 27.94
6.28 49.60 55.88
2.13 3.10 5.23
4.26 6.20 10.46
Difenhidramina 8.53 12.40 20.93
17.06 24.80 41.86
35.20 49.60 84.80
1:1 242.35 3.10 245.45
484.71 6.20 490.91
Etanol 969.42 12.40 981.82
1938.83 24.80 1963.63
3877.66 49.60 3927.26
0.05 3.10 3.15
0.10 6.20 6.30
Haloperidol 0.20 12.40 12.60
0.41 24.80 25.21
0.82 49.60 50.42
1.48 3.10 4.58
2.97 6.20 9.17
Pentobarbital 5.93 12.40 18.33
11.86 24.80 36.66
23.72 49.60 73.32
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Cuadro 3 (continuacion). Dosis utilizadas en el estudio de la interaccién
sedante entre la hesperidina y algunos farmacos depresores del SNC en
ratones machos ICR.

Dosis (mg/kg)

Proporcion Farmaco Dosis

depresor del | Farmaco depresor Hesperidina Total
SNC del SNC (mg/kg)

0.19 1.55 1.74

0.39 3.10 3.49

Buspirona 0.78 6.20 6.98

1.56 12.40 13.96

3.12 24.80 27.92

0.58 1.55 2.13

1.17 3.10 4.27

Diacepam 2.35 6.20 8.55

4.71 12.40 17.11

9.42 24.80 34.22

3.19 1.55 4.74

6.39 3.10 9.49

Difenhidramina 12.79 6.20 18.99

25.59 12.40 37.99

) 51.18 24.80 75.98
3:1 36353 155 365.08
727.06 3.10 730.16
Etanol 1454.12 6.20 1460.32
2908.24 12.40 2920.64
5816.49 24.80 5841.29

0.07 1.55 1.62

0.15 3.10 3.25

Haloperidol 0.30 6.20 6.50

0.61 12.40 13.01

1.23 24.80 26.03

2.22 1.55 3.77

4.44 3.10 7.54

Pentobarbital 8.89 6.20 15.09

17.79 12.40 30.19

35.58 24.80 60.38

La Zep es la dosis total determinada experimentalmente de una mezcla de dos
componentes, que se administré combinada en las proporciones fijas arriba mencionadas,
en una cantidad suficiente para reducir el nimero de levantamientos de los ratones en un
50% con respecto al grupo control. El valor Ze, (con sus intervalos de confianza al 95%) se
determind de la curva dosis-respuesta respectiva de los farmacos combinados, por un

andlisis de regresion lineal de la curva logaritmo de la dosis contra la respuesta (Tallarida,

2000). Los intervalos de confianza al 95% se transformaron en el EEM.
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6.7. Analisis estadistico.

La comparacion del valor Ze, con el valor de Z,4 se realiz6 mediante un analisis
estadistico basado en la prueba t de Student con algunas modificaciones para aplicarse al
analisis isobolografico (Tallarida et al., 1997a; Tallarida, 2000). Para este analisis se utiliza
el valor del EEM de cada valor de la DEsy, motivo por el cual fue necesario transformar el
valor del intervalo de confianza al 95% en el EEM. Los valores de Z, que fueron menores
al valor de Z4, con un valor de p< 0.05 para la diferencia en ambas direcciones X y Y, se
interpretaron como la existencia de una interaccion superaditiva significativa. Para valores
de Zex, mayores a Zyg con un valor de p< 0.05 para la diferencia en ambas direcciones X'y
Y, se interpretaron como la existencia de una interaccion subaditiva significativa. Cuando
no hubo diferencia estadistica significativa entre los valores de Zey Y Zag, S€ interpreto
como la ausencia de interaccion, declarandose que existe una relacién aditiva en la
combinacion (Tallarida, 2000).

Para obtener un valor que describa la magnitud de la interaccion, se realizd un
analisis fraccional para cada combinacién, utilizando los valores de la DEsy de la
hesperidina, del farmaco depresor del SNC y de la combinacién, de acuerdo a la relacion:
a/A + b/B, donde Ay B son los valores de las DEsy cuando cada farmaco o la hesperidina
actlian solos, y a'y b son las cantidades cuando cada farmaco actlia en la combinacion. Este
valor de la fraccion total mide la divergencia entre el valor de la dosis experimental (Zeyp)
de la combinacion y el valor de la dosis teorica (Z.q) equiefectiva (Tallarida, 2000).

La demostracion de diferencia estadistica (p < 0.05) de 1 para la relacién a/A + b/B
se interpretd como una interaccion superaditiva si a/A + b/B fue < 1.0, y como una
interaccion subaditiva si a/A + b/B fue > 1.0; la ausencia de una diferencia estadistica  (p

> (0.05) se interpretd como un efecto aditivo (Tallarida, 2000).
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6.8. Representacion gréafica de la interaccion.

La representacion grafica de las interacciones en forma de isobolas (curvas
isoefectivas o0 isobologramas), que es una forma simple de visualizar las interacciones,
facilitaron la interpretacion de las interacciones entre la hesperidina y cada uno de los
farmacos depresores del SNC estudiados. El isobolograma fue construido conectando el
valor de la DEsy de la hesperidina en el eje de las abscisas con el valor de la DEsy del
farmaco depresor del SNC combinado en el eje de las ordenadas para obtener la linea de
aditividad (Tallarida, 2000). La cantidad de cada componente en la combinacion [dosis
experimental (Zeyp) y dosis aditiva tedrica (Zaq)] se representaron en la misma gréafica. Los
valores de las dosis aditivas tedricas caen sobre la linea que conecta los valores de las DEs
de los farmacos individuales. Los valores de las dosis experimentales que cayeron abajo y a
la izquierda de la linea de aditividad y fuera de la zona de aditividad se consideraron para
indicar un efecto sinergista o superaditivo, en tanto que los valores de las dosis
experimentales que cayeron arriba y a la derecha de la linea de aditividad, y de igual forma

fuera de la zona de aditividad indicaron una interaccion atenuante o subaditiva.
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VII. RESULTADOS.

Se realizaron las curvas dosis-respuesta (Figura 11) de la interaccion sedante
entre la los farmacos depresores del SNC: buspirona, diacepam, difenhidramina, etanol,
haloperidol y pentobarbital, y la hesperidina, en ratones machos ICR, con las dosis
totales mencionadas y fijadas en el Cuadro 3 a las proporciones fijas 1:1, 1:3 y 3:1. Estas
curvas se utilizaron posteriormente para determinar la DEsp en cada interaccion que

posteriormente se utilizé para el anélisis isobologréafico.

De las curvas dosis-respuesta, solamente se trabajo con la parte lineal de la curva,
donde r?tendia a un valor mayor a 0.8. Para cada curva se determiné la DE50 de cada

combinacion en sus diferentes proporciones evaluadas.
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Figura 11. Curvas dosis-respuesta de las combinaciones de farmaco:hesperidina en las
tres proporciones evaluadas. En el eje de las Y se muestran los resultados como
porcentajes (mediaztEEM) del correspondiente control para el efecto sedante de
buspirona, diacepam, difenhidramina, etanol, haloperidol y pentobarbital al ser
administrados conjuntamente con hesperidina. En el eje de las X estd graficado el
logaritmo de la dosis en mg/kg.
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Cuadro 4. Valores de Z,g Y Zexp + EEM para la administracion conjunta de hesperidina y
los diferentes farmacos depresores del sistema nervioso central en diferentes

proporciones.
Magnitud de la

Combinacion Proporcion  Zad(mg/kg) Zexp (mg/kg) interaccion®
31 6,98 + 2,62 10,16 + 1,49 1,46
Buspirona:hesperidina 11 12,92 £5,23 25,63 £4,13 1,98
1:3 18,86 + 7,85 28,48 + 5,04 1,51
3:1 8,55+ 2,64 5,08 +0,75 0,59
Diacepam:hesperidina 1:1 13,97 £5,24 14,10 £ 2,11 1,01
1:3 19,38 + 7,85 33,97 £7,25 1,75
3:1 18,99 + 2,66 19,54 + 4,03 1,03
Difenhidramina:hesperidina 1:1 20,93 +5,24 32,53 +4,52 1,55
1:3 22,86 + 7,85 41,27 £2,72 1,81
31 1460,32 + 94,79 1397,68 + 214,64 0,96
Etanol:hesperidina 1:1 981,81 £+63,39 873,31+111,31 0,89
1:3 503,30 £ 32,54 472,96 + 84,67 0,94
31 6,50 + 2,61 6,58 + 0,85 1,01
Haloperidol:hesperidina 1:1 12,60 £5,23 11,51+2,18 0,91
1:3 18,70 + 7,85 27,99 +£5,01 1,50
31 15,09 + 2,66 18,38 + 3,36 1,22
Pentobarbital:hesperidina 1.1 18,33 +5,24 10,83 £2,33 0,59
1:3 21,56 + 7,85 61,19 £ 9,29 2,84 *

2 Calculada de acuerdo a la ecuacion a/ A+ b / B, ver seccion de Anélisis estadistico en
Materiales y Métodos. *diferencia estadistica (p < 0.05) de 1, a/A + b/B fue > 1.0 lo que indica

interaccion subaditiva

43



ANALISIS ISOBOLOGRAFICO DE LA INTERACCION ENTRE FARMACOS DEPRESORES DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y EL FLAVONOIDE HESPERIDINA

La administracion simultdnea de buspirona + hesperidina se muestra en la Figura
12. Los circulos representan los puntos tedricos (Zag) y los tridngulos representan los
puntos experimentales (Zexp) l0s cuales aunque graficamente se muestran por arriba de la
linea de aditividad, estadisticamente no existe diferencia significativa entre la Zag Y Zexp,
en ninguna de las combinaciones evaluadas, por lo tanto la relacion es de tipo aditiva.

Los datos obtenidos se muestran en el Cuadro 4.

1,4 -

Buspirona (mg/Kg)

6 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0
Hesperidina (mg/Kg)

Figura 12. Isobolograma que muestra la interaccién entre buspirona y el
flavonoide hesperidina, en ratones machos ICR, en tres diferentes
proporciones: P (3:1), Q (1:1) R (1:3). Los circulos representan los puntos
tedricos y los triangulos representan los puntos experimentales. La
interaccion es de tipo aditiva.
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El isobolograma de la interaccion entre el diacepam y la hesperidina (Figura 13),
muestra que en la proporcién diacepam:hesperidina 3:1, el punto experimental cae por
debajo de la linea de aditividad, lo que haria pensar que existe un efecto superaditivo; en
cambio en la proporcion diacepam:hesperidina 1:3, el punto experimental presenta una
ligera tendencia hacia la subaditividad por presentarse por arriba de la linea de
subaditividad, sin embargo, estadisticamente no existe diferencia significativa para
ninguno de los dos casos, por lo que la relacion entre el diacepam y la hesperidina es de

tipo aditiva. Los valores de Zay Y Zexp = EEM se muestran el Cuadro 4.

Diacepam (mg/Kg)

0 10 20 30 40
Hesperidina (mg/Kg)
Fig 13. Isobolograma que muestra la interaccion entre diacepam y el
flavonoide hesperidina, en ratones machos ICR, en tres diferentes
proporciones: P (3:1), Q (1:1) R (1:3). Los circulos representan los puntos

tedricos y los tridngulos representan los puntos experimentales. La
interaccion es de tipo aditiva.
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Cuando se administra conjuntamente etanol + hesperidina, los ejes del
isobolograma cambian debido a que el compuesto menos activo en esta ocasion
corresponde al etanol (DEsy = 1938,83 + 126.35) (Figura 14), con la gréfica se puede
observar que la relacion es de tipo aditivo para las tres proporciones estudiadas, y
estadisticamente no existe diferencia significativa entre los valores de Zag Y Zexp, COMO
se muestra en el Cuadro 4. En la dosis mas alta de la proporcion etanol:hesperidina 3:1,
los animales murieron después de una hora de la administracion quiza por intoxicacion,

ya que presentaban cianosis y dificultad para respirar.

40 1

30 A

Hesperidina (mg/Kg)

0 400 800 1200 1600 2000 2400
Etanol (mg/KQg)

Figura 14. Isobolograma que muestra la interaccion entre etanol y el
flavonoide hesperidina, en ratones machos ICR, en tres diferentes
proporciones: P (3:1), Q (1:1) R (1:3). Los circulos representan los puntos
tedricos y los triangulos representan los puntos experimentales. La
interaccion es de tipo aditiva.
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Al administrar  haloperidol + hesperidina en la proporcion de
haloperidol:hesperidina 1:3, se puede ver una ligera tendencia hacia la subaditividad
(Figura 15), sin embargo estadisticamente no existe una diferencia significativa entre los
valores de Z,gy Zeyp (Zad = 18.70 £ 7,85y Zexp = 27.99 £+ 5.01).

Haloperidol (mg/KQg)

0 10 20 30 40
Hesperidina (mg/Kg)

Figura 15. Isobolograma que muestra la interaccion entre haloperidol y el
flavonoide hesperidina, en ratones machos ICR, en tres diferentes
proporciones: P (3:1), Q (1:1) R (1:3).Los circulos representan los puntos
tedricos y los triangulos representan los puntos experimentales. La
interaccion es de tipo aditiva.

El isobolograma para la combinacién difenhidramina + hesperidina (Figura 16)
también dio como resultado una relacién aditiva. Se podria proponer una interaccion sub-
aditiva en la proporcién de difenhidramina:hesperidina 1:1 y mas aun en la proporcién 1:3,
sin embargo la diferencia entre los valores de Z., Yy de Zy no fue estadisticamente
significativa. Se puede deber a que dentro de estas 2 combinaciones existio mayor

variabilidad en el efecto sedante.

47



ANALISIS ISOBOLOGRAFICO DE LA INTERACCION ENTRE FARMACOS DEPRESORES DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y EL FLAVONOIDE HESPERIDINA

Cuando se administrd la difenhidramina a una dosis de 51.18 mg/kg y la
hesperidina 24.8 mg/kg dentro de la proporcion de difenhidramina:hesperidina 3:1, los
animales presentaron movimientos anormales de tipo convulsivo, por lo que esta dosis se
descart6 para el calculo de DEsg ya que el efecto que se estaba observando era otro y no el

efecto sedante que se estaba evaluando en el cilindro de exploracion.

Difenhidramina (mg/Kg)

0 10 20 30 40
Hesperidina (mg/Kg)

Figura 16. Isobolograma que muestra la interaccion entre difenhidramina y el
flavonoide hesperidina, en ratones machos ICR, en tres diferentes
proporciones: P (3:1), Q (1:1) R (1:3). Los circulos representan los puntos
tedricos y los tridngulos representan los puntos experimentales. La
interaccion es de tipo aditiva.
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Cuando se co-administrd pentobarbital + hesperidina, en la proporcion de
pentobarbital:hesperidina 3:1 la relacion es claramente de tipo aditiva (Figura 17). En la
proporcion 1:1 se podria proponer una interaccion de superaditividad o sinergista, sin
embargo con un 95% de confianza podemos asegurar que no existe diferencia
significativa entre los valores de Z,g Yy Zex (Cuadro 4). Por otro lado cuando la
hesperidina se encuentra en mayor proporcion en la mezcla (proporcion 1:3), el valor de
Zexp €5 mayor al de Zyq, por lo que la interaccion es subaditiva (Z,g = 21.56 + 7.85 y
Zexp = 61.19 £ 9.29).
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Figura 17. Isobolograma que muestra la interaccion entre pentobarbital y el
flavonoide hesperidina, en ratones machos ICR, en tres diferentes
proporciones: P (3:1), Q (1:1) R (1:3). Los circulos representan los puntos
tedricos y los triangulos representan los puntos experimentales. La
interaccién es de tipo aditiva para las proporciones 3:1y 1:1, y es de tipo
subaditiva para la proporcion 1:3 * p<0.05 respecto a Zad.
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VIII1. DISCUSION.

Se ha demostrado que la hesperidina tiene efecto sedante (Marder et al., 2003),
sin embargo no existen reportes (con excepcion de diacepam) (Fernandez et al., 2005),
de estudios de interaccion entre la hesperidina y otros farmacos depresores del sistema

nervioso central.

Los resultados obtenidos por medio del analisis isobologréfico de la interaccion
entre los fArmacos depresores del SNC, buspirona, diacepam, haloperidol y etanol, con
el flavonoide hesperidina, es de tipo aditiva, es decir que no existe una interaccion entre

ellos y que sus efectos son independientes.

Aunqgue en etanol se demostrd una relacion de tipo aditiva con el flavonoide
hesperidina, cuando se administra una dosis de etanol = 5816.44 mg/kg y hesperidina =
24.8 mg/kg, los animales murieron después de una hora de la administracion, lo cual si
permitid realizar el estudio en el cilindro de exploracion, pero después de observar que
los animales morian, se decidié no tomar en cuenta los datos de esta Gltima dosis de la
proporcion etanol:hesperidina 3:1, pues no se puede asegurar que el efecto observado en
el cilindro de exploracion sea el efecto sedante o se deba a otro efecto probablemente sea
el efecto toxico del alcohol presente en altas dosis (Gillian, 1985; Kalant y Khanna,
2002; Lieber 1997).

Los efectos convulsivos observados cuando se co-administra la difenhidramina
con el flavonoide hesperidina en la dosis mas alta de la proporcién 3:1, despiertan
interés pues la difenhidramina es un farmaco de venta libre, facil acceso, y cominmente
utilizado por la poblacion como primera opcion en los trastornos del suefio, asi como
para el tratamiento de mareos causados por viajes en vehiculos o aviones (Bender et al.,
2003; Kadar, 2002). En este sentido se tendria que poner mayor atencion sobre los
efectos que causa la difenhidramina cuando se administra a dosis altas y cuando se
administra en conjunto con la hesperidina, ya que la hesperidina es un flavonoide natural
que se encuentra en los citricos, y forma parte de la dieta habitual de las personas, al

ingerirlo por ejemplo en el jugo de frutas citricas (Gartg et al., 2001).

Se sabe que los antihistaminicos en dosis altas ocasionan estimulacion central y

pueden producir convulsiones, ademas de ser depresores cardiacos. Las interacciones de
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los antihistaminicos con otras sustancias pueden tener consecuencias graves. Los
antihistaminicos mas antiguos intensifican los efectos centrales de otros farmacos
depresores del SNC, entre ellos el alcohol (Kadar, 2002).

Un grupo de investigadores argentinos (Ferndndez et al., 2005) reporta la
interaccion de la hesperidina con diacepam y encuentra con ayuda del analisis
isobolografico que existe una interaccion de tipo sinergista o super-aditiva entre ellos,
sin embargo en este trabajo se demuestra que a las tres diferentes proporciones
evaluadas, no existe tal interaccion, por el contrario, la relacion que se presenta entre la

hesperidina y el diacepam encontrada es solamente de caracter aditivo.

Marder et al., en 2003 probé que la hesperidina no es ligando al sitio de unién a
benzodiazepinas, asi como tampoco lo es para el receptor 5HT;4, 5HT,, receptores
AMPA ni para adenosina A;. Por lo que, es méas logico pensar que efectivamente no
puede existir, al menos directamente, algun tipo de interaccion entre el diacepam y la
hesperidina, o entre buspirona y hesperidina, tal y como se demuestra en este trabajo.
Incluso cuando la proporcion de hesperidina se encuentra en mayor proporcion que el
diacepam (tres veces méas de hesperidina), se presenta una ligera tendencia hacia la sub-
aditividad o antagonismo como se muestra en la Figura 13, aunque después de realizar el
analisis estadistico se demuestra con p<0.05 que no existe diferencia significativa entre
los valores de Z,g Yy Zt, (Cuadro 4). Estos resultados contrastan significativamente con

lo reportado por Fernandez et al., 2005.

Del andlisis isobologréfico realizado, se determind que si existe una interaccion
entre pentobarbital y hesperidina, la cual es de tipo subaditiva pues entre los valores de
Zyg = 2156 + 7.85 y Zep = 61.19 + 9.29, si existe diferencia significativa, la cual
también se puede apreciar graficamente (Figura 17). El flavonoide hesperidina se
encuentra presente en V. officinalis y V. wallichii (Marder et al., 2003), por lo que no se
descarta que también se encuentre presente de manera significativa en otras especies de
valeriana. Si asumimos éste hecho, la interaccion de sub-aditividad encontrada entre el
pentobarbital y la hesperidina en este trabajo estaria siendo confirmada también por el
trabajo realizado por Ugalde et al., 2005 donde la co-administracion del extracto
hidroalcoholico de Valeriana edulis spp procera Y el pentobarbital, en una proporcion
1:1 se observé una ligera tendencia a la subaditividad, aunque no se puede asegurar esto

debido a que en la valeriana existen otros componentes, los cuales pudieran tener por si
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solos este efecto, o tenerlo cuando interactian con algin otro componente que se

encuentre presente en la especie.

Es importante hacer notar que con excepcién de etanol, cuando se administra
conjuntamente el farmaco en menor proporciéon que la hesperidina (1:3) dentro de la
mezcla, existe una ligera tendencia a la sub-aditividad, aunque estadisticamente no se

puede comprobar esta relacion.

Los estudios de interaccion entre productos naturales y farmacos son escasos
(Fugh-Berman y Ernst, 2001), sin embargo es urgente conocer dichas interacciones
debido a que se tiene la idea equivocada, muy difundida entre la poblacion general, de
que lo natural es sinénimo de inocuo. Pero se encontré en este estudio que a ciertos
niveles de dosis con etanol y con difenhidramina se presentan efectos que indican cierto

grado de toxicidad.

Por otro lado, el hecho de encontrar efectos aditivos con varios farmacos
depresores del SNC, indica la complejidad de la accion de la hesperidina en el SNC, ya
que a la fecha no se conoce cual es su mecanismo de accion y de acuerdo al analisis
isobolografico un efecto aditivo indica que los farmacos actlan por mecanismos
parecidos (Tallarida, 2000). Que actlen por un mecanismo de accion similar no

necesariamente implica que actle sobre el mismo receptor.
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IX. CONCLUSIONES.

En este trabajo se realizd el anélisis isobolografico de la interaccion entre los
farmacos depresores del sistema nervioso central, buspirona, diacepam, difenhidramina,
etanol, haloperidol y pentobarbital y el flavonoide hesperidina, lo que permitio llegar a

las siguientes conclusiones:

« El efecto sedante evaluado en ratones ICR, en el modelo de cilindro de exploracién
y aplicando el analisis isobolografico muestra que cuando se co-administra el
flavonoide hesperidina con la buspirona, difenhidramina, etanol, o haloperidol, la
relacion es de tipo aditiva, lo cual contrasta con la interaccion sinergista que se
esperaba obtener con uno o varios de los farmacos estudiados.

 El efecto sedante evaluado en ratones ICR, en el modelo de cilindro de exploracion
y aplicando el analisis isobolografico, cuando se co-administra el flavonoide
hesperidina y el diacepam, muestra una relacion de tipo aditiva. Por lo que, la
interaccion de tipo sinergista encontrado por Fernandez et al., (2005) entre la
hesperidina y el diacepam no se corrobora en este trabajo.

« Los resultados obtenidos en este trabajo, y lo anteriormente reportado en la
literatura, sugieren que el flavonoide hesperidina tiene una actividad sedante que
pudiera no estar relacionada directamente con los receptores sobre los cuales actian

los farmacos evaluados, sino que pudiera tener un mecanismo a otro nivel.
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X. PERSPECTIVAS.

Aunque se tiene informacion sobre la actividad de la hesperidina, se sabe muy
poco sobre su accion en el sistema nervioso central, menos aun se conoce 0 se ha

logrado elucidar su mecanismo de accién

Este flavonoide abundante en los citricos, de bajo costo, y que ahora se ha
encontrado en la especie valeriana, tiene grandes perspectivas en el area de sedacion
pues podria ser una alternativa para tratar el insomnio; ademas de que si se logra
establecer su mecanismo de accion, podria ser un farmaco lider para el desarrollo de

nuevos farmacos contra este padecimiento tan comdn.

Sabiendo que los efectos son aditivos y los estudios realizados hasta ahora sobre
el flavonoide hesperidina, indican que esta es segura y no tiene efectos secundarios
incluso en el embarazo (Garg et al., 2001), se podria recurrir a que, basados en la
relacion dosis-respuesta, se sustituya en cierta proporcion el farmaco por la
hesperidina, tal que se tenga el mismo efecto, y se reduzcan los efectos adversos

indeseables de dichos farmacos.
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