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RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, sistémica, cronica y
discapacitante que afecta del 0.3-1.6% la poblacion mexicana en edades productivas,
siendo mas frecuente en mujeres que en hombres. A pesar de que en la actualidad
existen diferentes farmacos para tratar los sintomas y el progreso de ésta enfermedad,
Su uso cronico esta limitado a la eficacia y toxicidad. En paises en vias de desarrollo, el
uso de farmacos bioldgicos con eficacia demostrada, tanto en estudios preclinicos
como clinicos, resulta de elevado costo y restringe su uso a una gran cantidad de
pacientes. Por lo tanto, la investigacion de nuevas alternativas terapéuticas para el
tratamiento de la artritis reumatoide sigue siendo un reto. Una alternativa a esta
problematica de salud es el uso de productos naturales en combinacion con farmacos
de eficacia comprobada, pero que permitan reducir dosis para que a su vez se
disminuyan los efectos adversos; permitiendo asi tratar la inflamacién y el dolor crénico
asociados a la AR de manera efectiva y segura. Por lo anterior, el objetivo de este
proyecto de tesis fue evaluar el efecto anti-inflamatorio y anti-hiperalgésico de
hesperidina (flavonoide natural) en combinacién con ketorolaco (farmaco anti-
inflamatorio no esteroideo) utilizando el modelo de artritis experimental inducida por
colageno tipo Il. La artritis experimental se indujo en ratas hembra Wistar mediante la
inmunizacion con una emulsion (1:1) de colageno Il en el adyuvante completo de
Freund. Los resultados obtenidos muestran que la administracion de hesperidina (562.3
mg/kg, i.p.) + ketorolaco (0.56 mg/kg, i.p.) en dosis repetidas durante 5 dias (1 diaria)
produce un efecto anti-inflamatorio y anti-hiperalgésico significativo en ratas artriticas en
comparacion con la administracion de los tratamientos individuales. La administracion
de la combinacion también redujo los niveles séricos de las citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-1B e IL-6 asociadas al desarrollo de la artritis experimental. Adicionalmente,
la administracidn de esta combinacion no produjo dafo gastrico en comparacion con la
administracion del tratamiento individual con ketorolaco. En conclusion, los resultados
del presente proyecto dan evidencia de la interaccion sinérgica entre hesperidina y
ketorolaco sugiriendo su potencial como alternativa terapéutica para el tratamiento de la

artritis reumatoide.

Vi



1. MARCO TEORICO

1.1 La artritis
La palabra artritis significa inflamacion de las articulaciones. Este término se usa para
describir mas de 100 enfermedades y trastornos reumaticos que afectan las
articulaciones, los tejidos que las rodean y otros tipos de tejido conectivo. Las
caracteristicas, gravedad y localizacion de los sintomas varian segun la forma

especifica de la enfermedad (National Center for Chronic Disease Prevention and

Health Promotion, 2011).

1.1.1 Tipos de artritis
Los tipos mas comunes de artritis son: artritis juvenil, fibromialgia, gotosa, osteoartritis,
artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico (Fig. 1) (National Center for Chronic

Disease Prevention and Health Promotion, 2011).

Derrame pleural Exantema en alas de mariposa
como resultado
de una
tuberculosis

Problemas 3
del corazén

Nefritis
por lupus

Artritis reumatica
(etapa tardia)

Deformidad en
ojal del pulgar

Los sintomas del lupus

eritematos o sstémico

varian bastante con
cada individuo

de las articulaciones
metacarpofalangicas

|\ Fendémeno

de Raynaud Deformidad en Cuello e
de cisne de los dedos

Lupus eritematoso sistémico Artritis reumatoide

Articulacion Masas de

inflamada acido urico

Cristales
de acido
urico

Artritis gotosa

Figura 1. Ejemplos de algunos tipos de artritis (Tomadas de Medline Plus).



a) Artritis Juvenil.- Comprende un grupo diverso de trastornos autoinmunes que afecta
a nifos menores de 16 afos, que comparten como caracteristica comun la artritis con
duracion de al menos 6 semanas (Eisenstein y Berkun, 2014). Estos incluyen la artritis
reumatoide juvenil, artritis cronica juvenil y la artritis idiopatica juvenil. La artritis juvenil
puede implicar una o varias articulaciones y causar otros sintomas como fiebre,

erupcion cutanea y/o inflamacion de ojos. (American College of Rheumatology, 2013).

b) Fibromialgia.- Es una enfermedad caracterizada por dolor crénico generalizado y
difuso del musculo esquelético acomparnado de fatiga, problemas del suefo, la memoria
y del humor. Aunque la fibromialgia se considera una condicidon relacionada con la
artritis, no es realmente una forma de artritis ya que no causa inflamacién o dafio de las
articulaciones, los musculos y otros tejidos. No obstante, si se considera una condicién
reumatica, ya que es una enfermedad que afecta las articulaciones y/o los tejidos
blandos produciendo dolor crénico. (National Institute of Arthritis and Musculoskeletal
and Skin Diseases, 2014).

c) Artritis gotosa.- La gota es una enfermedad que se ocasiona por la acumulacion
tisular de grandes cantidades de acido urico y productos finales del metabolismo de las
purinas. Se caracteriza por episodios recurrentes de artritis aguda, que a veces es
acompanada por la formacion de agregados cristalinos de gran tamano llamados tofos,
y por la deformacion de las articulaciones. Lo anterior es debido a la precipitacion de los
cristales de urato monosoddico desde los fluidos corporales hipersaturados (Kumar vy
cols., 2008).

d) Osteoartritis.- Es una enfermedad de las articulaciones que con frecuencia avanza
con lentitud y generalmente se presenta en personas de mediana edad y de la tercera
edad. La enfermedad se produce cuando el cartilago de la articulacién se deteriora, con
frecuencia debido a la tensién mecanica o las alteraciones biomecanicas, esto hace que
el hueso que se encuentra debajo del cartilago funcione de forma inadecuada; tiende a

afectar las articulaciones que se utilizan con frecuencia, como las manos, columna y las



articulaciones que soportan el peso corporal, como las caderas y las rodillas. (American
College of Rheumatology, 2012).

e) Lupus Eritematoso Sistémico.- Es una enfermedad autoinmune sistémica que
afecta predominantemente a las mujeres, producida por una respuesta inmune dirigida
contra autoantigenos en su mayoria intranucleares. Afecta multiples o6rganos,
incluyendo rifiones, articulaciones, sistema nervioso y los 6rganos hematopoyéticos.
Las manifestaciones clinicas del lupus incluyen erupciones en la piel, fotosensibilidad,
ulceras orales, artritis, serositis (pleuritis o pericarditis), glomerulonefritis, sintomas
neurolégicos (por ejemplo, convulsiones), anemia hemolitica, leucopenia vy

trombocitopenia (Crispin y cols., 2010).

f) Artritis Reumatoide (AR).- La AR es una enfermedad inflamatoria, sistémica vy
cronica que es potencialmente discapacitante que ocasiona sinovitis simétrica de
articulaciones grandes y pequehas que puede conducir a la destruccion articular
progresiva (Mendoza y cols., 2013). Las manifestaciones mas comunes de la
enfermedad incluyen dolor e inflamacion cronica, rigidez, disminucion de la movilidad de
la articulacion que resulta en discapacidad e invalidez temporal o permanente, asi

mismo se asocia con morbilidad y mortalidad en la poblacion (Mould y cols., 2008).

1.1.2 Generalidades de la AR
1.1.2.1 Factores desencadenantes probables

La causa de la AR no se conoce aun pero el sistema inmunoldgico es importante en la
inflamacion y el dafio que ésta enfermedad le ocasiona a las articulaciones, también
existen condicionamientos genéticos en el desarrollo de la AR. La asociacién se
presenta con HLA-DR4 y sus subtipos DW4, Dwl4 en personas caucasicas (el HLA-
DR4 es una molécula de HLA clase Il situada en el cromosoma 6). (Hernandez-Valero
MA & Prieto MA, 2008).

Un factor o factores iniciadores desconocidos serian los que desencadenarian la

patogenia de la enfermedad. La presentacidén de estos antigenos a los linfocitos T CD4

3



estimularia la expresion de citocinas y de los linfocitos B con la consiguiente produccion
de anticuerpos. (Hernandez-Valero MA & Prieto MA, 2008).

Se cree que la AR resulta de la desregulacion de citocinas pro-inflamatorias, enzimas
pro-inflamatorias que median la produccion de prostaglandinas (PG) (ciclooxigenasa,
COX) vy los leucotrienos (lipooxigenasa, LOX), junto con la expresion de moléculas de
adhesion y metaloproteinasas de la matriz, y la hiperproliferacién de fibroblastos
sinoviales. Todos estos factores son regulados por la activacion del factor de

transcripcion nuclear kB (NF-kB) (Khana y cols., 2007)

En el sinovio, durante la sinovitis cronica, las citocinas proinflamatorias predominantes
son la interleucina 1 beta (IL-1p), factor de necrosis tumoral a (TNF-a; por sus siglas en
inglés Tumor Necrosis Factor-alpha), interleucina 6 (IL-6) y el factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos (GMCSF), que son producidas por los fibroblastos
y los macréfagos. Las células de la estirpe monocito-macréfago, mas que los linfocitos
T son fundamentales en el proceso inflamatorio cronico. Las citocinas anteriores por un
lado estimulan la produccion de moléculas de adhesion y por otro inducen la produccion
de enzimas proteoliticas responsables de la destruccidn del cartilago y del hueso
(Hernandez-Valero MA & Prieto MA, 2008). En consecuencia, compuestos que
supriman la expresion de TNF-a, IL-B, COX, LOX, metaloproteinasas de la matriz o
moléculas de adhesion o que supriman el NF-kB, poseen potencial para el tratamiento
de la AR (Khana y cols., 2007).

1.1.2.2 AR y su relacién con el dolor

El dolor es uno de los sintomas mas comunes en pacientes con AR y esta asociado con
una disminucion de la funcionalidad de los miembros afectados, asi como con una
pobre calidad de vida. La inflamacion periférica es la causa mas comun del dolor en AR.
Sin embargo, también otros factores, como los mecanismos centrales del dolor
participan en la experiencia dolorosa. A nivel local, los mediadores del dolor y Ila

inflamacion que se liberan de la membrana sinovial del hueso y otros tejidos inducen la



sensibilizacibn de los nociceptores articulares, a lo que se le conoce como
sensibilizacion periférica. El correlato clinico de esta sensibilizacion a nivel periférico es
que los sintomas musculo-esqueléticos son localizados con una estrecha relacion con
estimulos mecanicos tales como caminar o estar de pie (Kidd y cols., 2007). El
tratamiento con agentes anti-inflamatorios y con farmacos modificadores de la
enfermedad tales como el metotrexato disminuyen el dolor inflamatorio: sin embargo,
queda un dolor remanente que en algunos pacientes es de moderado a severo, y se ha
sugerido que este dolor puede generar sensibilizacion central del sistema nervioso. La
sensibilizacién central se manifiesta clinicamente como un incremento en la percepcion
del dolor en el sitio del dafio, asi como también con el desarrollo de dolor vy

sensibilizacién en tejidos normales adyacentes al sitio del dafio (Lee, 2013).

1.1.2.3 Datos epidemiolégicos

La AR afecta del 0.5 al 1% de la poblacién en paises desarrollados (Gabriel y cols.,
2009) y del 0.3-1.6% de la poblacién mexicana; siendo mas frecuente en mujeres que
en hombres (Pelaez y cols., 2011; Rodriguez y cols., 2011). Contrario a lo que se
piensa, afecta a la poblacion de adultos jovenes en edad productiva entre 20-50 anos,
por lo que representa un grave problema de discapacidad laboral y a su vez, un fuerte
cargo econémico para las familias (Alvarez y cols., 2012). En ese sentido se ha
estimado que se puede destinar hasta el 15% del ingreso familiar a gastos por AR en
nuestro pais (Mould y cols., 2008). En México, la AR junto con otras enfermedades
reumaticas, son una de las principales demandas de consulta en el primer nivel de
atencion médica y representan un alto costo a los servicios de salud, ya que sumando
gastos por conceptos de consultas médicas ($1178.7 USD), medicamentos ($464.7
USD), pruebas diagndsticas ($40.0 USD) y hospitalizacion ($40.8 USD) se obtiene un
monto total de $1724.2 USD por paciente (Mould y cols., 2008).



1.1.2.4 Terapéutica de la AR

1.1.2.4.1 Tratamiento Farmacolégico

En la actualidad, el tratamiento convencional involucra el uso de los farmacos
modificadores de la enfermedad (FARME) con el fin de retardar la evolucién de la
destruccion del cartilago y hueso (OMS, 2004) y de los analgésicos anti-inflamatorios no
esteroides (AINEs), los inhibidores selectivos de la COX-2 y los corticoesteroides, para
ofrecer un rapido alivio sintomatico del dolor y la inflamacion asociados a la AR (Sharma
y Pathak, 2012). En México, el tratamiento farmacoldgico disponible para la AR consta
de farmacos que son clasificados como AINEs, glucocorticoides, FARMEs y agentes

bioldgicos (Secretaria de Salud, 2010).

a) AINEs
Los AINEs son un grupo de farmacos quimicamente heterogéneo (Fig. 2); sin embargo,
comparten ciertas acciones terapéuticas y efectos adversos. Los AINEs son los
farmacos mas comunmente usados alrededor del mundo (Conaghan, 2012) por sus

propiedades analgésicas, anti-inflamatorias y antipiréticas (Vane, 2000).

- Mecanismo de accién

Los principales efectos terapéuticos de los AINEs derivan de su capacidad para inhibir
de manera no selectiva a la enzima prostaglandina G/H sintasa, también conocida
como COX. Se ha demostrado que existen al menos dos isoenzimas de la COX. La
COX-1 se expresa de manera constitutiva en la mayoria de las células y es la principal
fuente (pero no exclusiva) de PGs para las funciones fisiologicas, tales como la
citoproteccion gastrica y renal, asi como en la hemostasis. Por el contrario, la COX-2 es
inducida por estimulos inflamatorios, tales como citocinas, tension de cizallamiento y
promotores de tumores, y es la fuente mas importante para la sintesis de PGs que
contribuyen al dolor y la inflamacion. Como resultado, se cree que la inhibicién de la
COX-2 media en gran parte las acciones terapéuticas de los AINEs, mientras que la
inhibiciéon simultanea de la COX-1 explica en gran medida, pero no exclusivamente, los
efectos adversos en el T.G.l. que complican la terapia cronica con AINEs (Grosser y
cols., 2011) (Fig. 2).
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Figura 2. Estructura quimica de algunos AINEs (Tomadas de Pubchem Database).

La inhibicibn de la sintesis de PGs en el sistema nervioso central (SNC), y
particularmente en la médula espinal (Malmberg y Yaksh, 1992), parece ser una
caracteristica de todos los AINEs. Ademas, el hecho de que ambas isoenzimas de COX
se expresen en el SNC (Kaufmann y cols., 1997) y la observacion de que la induccién
experimental de inflamacion periférica esta asociada a un aumento en la expresién de
COX-2 en la médula espinal (Beiche y cols., 1996) se han utilizado como evidencia que

apoya un mecanismo de accién antinociceptivo central de los AINEs (Vanegas, 2002).
(Fig. 3)
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Figura 3. Mecanismo de accidn general de los AINES y glucocorticoides (Modificada de Huerta-Cruz, 2005).



Ademas, los AINEs también poseen mecanismos de accion independientes de la
inhibicion de ambas isoformas de COX, incluyendo mecanismos celulares mediados a
través de la interferencia con factores de transcripcion (Tegeder y cols., 2001),
modulacién directa de la actividad de varios canales i6nicos (Lee y cols., 2003),
activacion de la via L-arginina-ON-GMPc (Déciga y Lopez, 2004), activacion de la
transmision serotoninérgica (Pini y cols., 1996), activacién de la transmision adrenérgica
(Miranda y cols., 2001), activacion de la transmisién opioidérgica (Tortorici y Vanegas,
1994) y disminucidén de citocinas (Berg y cols., 1999), entre otros mecanismos; aunque
cabe destacar que no todos los AINES actuan a través de todos los mecanismos
mencionados anteriormente. En la actualidad se comercializan mas de 50 AINEs
diferentes (Rang y cols., 2008), algunos de los compuestos mas importantes se

enumeran en la tabla 1.

-Ketorolaco

Ketorolaco trometamina cuyo nombre quimico es (z)-benzoil-2,3-dihidro-1H-pirrolizina-
1-acido carboxilico compuesto con 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol, es un anti-
inflamatorio no esteroideo que pertenece a la familia de derivados del acido heteroaril
acético. Es comercializado en forma de mezcla racémica de [-] S y [+] R ketorolaco; el
cual puede tener tres formas cristalinas igualmente solubles en agua debido a que tiene
un pka de 3.5 y un coeficiente de particiéon n-octanol/agua de 0.26 (Drugsite Trust,
2015). Su efecto analgésico se debe principalmente a la actividad inhibidora no
selectiva sobre COX del isbmero-S. Ketorolaco es administrado como tratamiento para
el dolor agudo de origen musculoesquelético, dolor postoperatorio y célico renal (Sinha
y cols., 2009). Posee una eficaz actividad analgésica y una moderada actividad anti-
inflamatoria. En estudios clinicos, una dosis unica de ketorolaco es tan efectiva como
una de morfina (Buckley & Brogden, 1990). Sin embargo, la frecuente ocurrencia de
trastornos gastrointestinales, incluyendo sangrado gastrointestinal, perforacion y ulcera
péptica limitan su uso crénico. En adicién a la inhibicién no selectiva de COX, la

activacion de la via ON-GMPc-K*, conocida como la cascada de sefalizacidon clasica



del 6xido nitrico, también se ha asociado al efecto antinociceptivo inducido por

ketorolaco (Lazaro-lbafez y cols. 2001).

Tabla 1. Comparacién de los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos y coxib utilizados con
mas frecuencia.

Farmaco Tipo ER Gota TME DP Dis CyM Comentarios

Acemetacina  Indol éster X X X Ester de indometacina

Acido Salicilato X X X X X Principalmente,

acetilsalicilico aplicacién
cardiovascular

Acido Fenamato X X X X Actividad moderada

mefenamico

Celecoxib Coxib X Menos T.G.I

Diclofenaco Fenilacetato X X X X Potencia moderada

Diflunisal Salicilato X X X X -

Etodolaco Piranocarboxilato X Posiblemente, menos
T.G.L

Fenoprofeno  Propionato X X Profarmaco activado
en el higado

Flurbiprofeno  Propionato X X X X X -

Ibuprofeno Propionato X X X X X Adecuado para nifos

Indometacina Indol X X X X Adecuado en dolor
moderado a grave (5-
10 en escala
numérica).

Ketoprofeno Propionato X X X X X Adecuado en dolor
leve (1-4 en escala
numeérica)

Ketorolaco Derivado del X X X X X X Adecuado en dolor

acido heteroaril agudo
acético moderadamente

severo (6-8 en escala
numeérica)

Meloxicam Oxicam X X X -

Nabumetona Naptilalkenona X Profarmaco activado
en el higado

Naproxeno Propionato X X X X -

Piroxicam Oxicam X X X -

Rofecoxib Coxib X Menos T.G.I.

Sulindaco Indene X X X Profarmaco

ER, enfermedades reuméticas (como artritis reumatoide y artrosis); TME, trastornos musculoesqueléticos;
DP, dolor postoperatorio; Dis, Dismenorrea; C, cefalea; M, migrafia (Modificada de Rang y cols., 2008).

A través del tiempo, la hipotesis de que el efecto anti-inflamatorio de los AINEs puede
ser acompanado de menor potencial ulcerogénico impulsé esfuerzos para disenar
farmacos con mayor selectividad por COX-2 y practicamente sin efectos sobre COX-1.

Estos esfuerzos guiaron a la aprobacion y comercializacion de rofecoxib, celecoxib y
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valdecoxib como inhibidores selectivos de COX-2, conocidos como coxibs, y al

desarrollo de otros como etoricoxib y lumiracoxib. En general estos farmacos han

demostrado poseer efectos anti-inflamatorios similares a los de los AINEs tipicos, pero

con menor irritacién de la mucosa gastrica (Vane y Warner, 2000).

- Efectos adversos de los AINEs

Gastrointestinales: Dolor abdominal, nausea, anorexia, erosiones o ulceras
gastricas, anemia, hemorragia en el T.G.l., perforacion y diarrea.

Nota: Los efectos adversos disminuyen en numero con farmacos que muestran
selectividad por la COX-2.

Renales: Retencién de sodio y agua, edema, empeoramiento de la funcion renal
en sujetos con nefropatia o cardiopatia y cirrosis, disminucion de la eficacia de
los antihipertensores y diuréticos, disminucion de la excrecion de acido urico e
hiperpotasemia.

SNC: Cefalalgia, vértigo, mareos, confusién, depresién, disminucion del nivel
umbral de convulsiones e hiperventilacion (salicilatos).

Plaquetas: Inhibicion de la activacion de plaquetas, propension a la aparicion de
hematomas y mayor riesgo de hemorragia.

Nota: Los efectos adversos estan ausentes con farmacos que muestran
selectividad por la COX-2.

Utero: Prolongacion de la gestacion (hasta mas de 42 semanas) y un aumento
de un 70 % de la duracion del parto.

Hipersensibilidad: Rinitis vasomotora, edema angioneurdtico, asma, urticaria,
hiperemia, hipotension y choque.

Vasos: Aterosclerosis (Grosser y cols., 2011; Lewis & Schulman, 1973).
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-Efectos adversos de inhibidores selectivos de la COX-2

Aunque al parecer los inhibidores selectivos de la COX-2 no afectan el tiempo de
sangrado, la inhibicidon selectiva de la COX-2 podria inducir un desbalance entre la
produccion del antitrombético PGlz, derivado de la COX-2, y el protrombdtico TXA2,
derivado de la COX-1, lo que desencadenaria problemas cardiovasculares de tipo
trombdtico. También se han documentado incrementos en la presion sistdlica y
diastdlica de pacientes que recibieron rofecoxib. Ademas se han observado problemas
‘menores” a nivel gastrointestinal y renal, asi como un retraso en el tiempo de

cicatrizacion (Lizarraga y cols., 2002).

Es muy probable que los inhibidores selectivos de la COX-2 afecten la remodelacion
Osea. Sin embargo, resulta dificil predecir si estos efectos seran benéficos o adversos, y
muy probablemente dependeran de cada caso. Es factible que sea benéfica en
pacientes en los cuales hay una alta formacion &sea, pero en otros pacientes
bloquearan dicha formacion y debilitaran la consolidacion ésea, por lo que es necesario
determinar para cada inhibidor selectivo de la COX-2 si produce mayor efecto sobre la

resorcion o formacion ésea (Lizarraga y cols., 2002).

b) Anti-inflamatorios esteroides: glucocorticoides

Los glucocorticoides son hormonas sintetizadas y liberadas por la corteza adrenal de
forma circadiana y en respuesta al estrés. La secrecion de estas hormonas es
controlada por el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal. Sefales internas y externas activan
el hipotalamo para inducir la liberacion de la hormona liberadora de corticotropina, la
cual actua en la pituitaria anterior para estimular la sintesis y secrecion de la hormona
adrenocorticotrépica, esta ultima actua en la corteza adrenal para estimular la
produccion y secrecion de glucocorticoides. Debido a sus poderosas acciones anti-
inflamatorias e inmunosupresoras, los derivados sintéticos de estas hormonas
actualmente son usados en la clinica como farmacos eficaces en el tratamiento de la
inflamacion aguda y cronica en desdrdenes autoinmunes como asma, alergia, sepsis,
AR, colitis ulcerativa y esclerosis multiple (Fig. 4). También son prescritos para prevenir

el rechazo en trasplantes y el tratamiento de canceres del sistema linfoide, tales como
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leucemias, linfomas y mielomas. Desafortunadamente los beneficios terapéuticos de los

glucocorticoides son limitados por los severos efectos adversos desarrollados por el uso

cronico (Oakley y Cidlowski, 2013).

Prednisolona

Cortisona

Figura 4. Estructura quimica de algunos glucocorticoides (Tomadas de Pubchem Database).

- Mecanismo de accion

Las acciones fisioldgicas y farmacoldgicas de los glucocorticoides son mediadas por el

receptor de glucocorticoide, un miembro de la superfamilia de receptores nucleares de

factores de transcripcion dependientes de ligando (Oakley y Cidlowski, 2013).

Los glucocorticoides difunden a través de la membrana celular hacia el citoplasma y se

unen al receptor de glucocorticoides. Este complejo de glucocorticoides-receptor se une

reversiblemente a un promotor

especifico o a sitios supresores de acido

desoxirribonucleico (ADN) en el nucleo, resultando en la produccién o inhibicién de la

transcripcion de proteinas anti-inflamatorias (Fig. 3) (Townsend y Saag, 2004).
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Una de las principales proteinas cuya produccion esta regulada positivamente por los
glucocorticoides es la lipocortina. Los efectos anti-inflamatorios de la lipocortina son
mediados a través de la inhibicién de la fosfolipasa A2. Dicha fosfolipasa convierte los
fosfolipidos de membrana en acido araquidénico, con la produccién intracelular
subsecuente de prostaglandinas, leucotrienos y radicales de oxigeno. Ademas,
mediante la estimulacion de la produccidn de lipocortina, los glucocorticoides también
inhiben la produccion de varias citocinas proinflamatorias, incluyendo IL-1, IL-2, IL-3, el
interferon-y (IFN-y), y TNF-a. Los glucocorticoides también han demostrado inhibir la
produccion de colagenasa, elastasa, y el activador del plasminégeno en los
macrofagos. También regula a la baja la activacién de COX-2 en células inflamatorias.
La disminucién en numero y funcion de las células T son otros de los mecanismos
propuestos para explicar los efectos de los glucocorticoides en la AR (Townsend vy
Saag, 2004).

- Efectos adversos
e Parenterales: Irritacion del estdmago, indigestion, taquicardia, nausea, insomnio
y un sabor metalico en la boca.
e Enterales: Aumento de peso, acné, cambios de humor, adelgazamiento de la
piel, debilidad muscular, sindrome de Cushing, osteoporosis, diabetes,
hipertension, glaucoma, cataratas, cicatrizacion lenta, disminucion del

crecimiento en nifios y mayor riesgo de infeccion (NHS England, 2013).

c) FARMEs y agentes biolégicos

Los FARMEs son un grupo de farmacos con estructuras quimicas y mecanismos de
accion diferentes, los cuales actuan modificando el proceso de la AR en lugar de
combatir los sintomas. No son analgésicos, pero pueden reducir el dolor, la inflamacion
y la rigidez en un periodo de semanas a meses al retardar el progreso de la
enfermedad y su efecto en las articulaciones ya que inhiben el dano articular, suprimen
la repuesta de fase aguda y disminuyen los niveles de anticuerpos (Smolen y cols.,
2013).
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Los FARMEs se dividen en dos clases principalmente: Compuestos quimicos sintéticos
(sFARMESs) (Tabla 2) y agentes biologicos (bFARMESs) (Tablas 3, 4 y 5).

Los sFARMEs incluyen agentes quimicos como el metotrexato, sulfasalacina y
leflunomida. De entre éstos, el metotrexato es considerado como un farmaco pilar en el
tratamiento de la AR debido a su eficacia y a su perfil de tolerabilidad. Sin embargo, el
uso de sFARMEs esta limitado por su espectro de efectos adversos tales como

hepatotoxicidad, pneumonitis intersticial y mielosupresion (Sharma y Pathak, 2012).

Tabla 2. Farmacos modificadores de la AR

sFARMEs Mecanismo de accién Efectos adversos

Metotrexato Inhibe de forma competitiva Alopecia, fotosensibilidad, rash, sensacion de
(analogo del a la enzima dihidrofolato ardor en la piel, dolor abdominal, diarrea,
acido félico) reductasa indigestion, nausea, estomatitis, vomito,

trombocitopenia, dolor de cabeza, bronquitis,
trastorno tromboembdlico, sindrome de Steve-
Johnson, agranulocitosis, anemia aplasica,

cirrosis, fibrosis hepatica, hepatitis,
hepatotoxicidad aguda, reaccion anafilactica,
linfoma maligno, infecciones oportunistas,

encefalopatia, convulsiones, falla renal vy
neumonia intersticial
Leflunomida Inhibidor de la sintesis de Alopecia, rash, diarrea, ulceras en la boca,
pirimidinas sindrome de Steve-Johnson, agranulocitosis,
trombocitopenia, necrosis hepatica, aumento de
enzimas hepaticas, insuficiencia hepatica,
anafilaxis, aspergilosis, infecciones oportunistas,
enfermedad pulmonar intersticial y neumonia
por Pneumocystis
Sulfasalazina Anti-inflamatorio e Prurito, rash, dolor abdominal, nausea, vomito,
inmunosupresor mareo, dolor de cabeza, oligozoospermia
reversible, fiebre, miocarditis, sindrome de
Steve-Johnson, anemia aplastica, falla hepatica
fulminante, hepatotoxicidad, reaccion de
hipersensibilidad, lupus eritematoso sistémico,
fibrosis pulmonar intersticial difusa y neumonia

(Adaptada de Truven Health Analytics Information, 2015).

Por otra parte, los bFARMESs incluyen farmacos que contienen partes de su molécula
disefiada especificamente para actuar sobre células inflamatorias, interacciones
celulares y citocinas que median el dafo articular relacionado con la AR (Sharma y
Pathak, 2012). Los bFARMEs incluyen a los cinco inhibidores del TNF-a disponibles en

la clinica (adalimumab, pegol, etanercept, golimumab e inflixumab), el inhibidor de la
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coestimulacion de células T (abatacept), el agente anti-células B (rituximab), el
anticuerpo monoclonal inhibidor del receptor de IL-6 (tocilizumab), asi como el inhibidor
de IL-1 (anakinra) (Smolen y cols., 2013) (Tablas 3, 4 y 5).
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Tabla 3. Agentes bioldgicos para el tratamiento de la AR

bFARME Blanco Estructura Mecanismo de Efectos adversos
molecular accion
Etanercept TNF-o Proteina de fusion Se une con alta Reaccién en el lugar de la
que consta de afinidad al TNF-a inyeccion, rinitis, infeccion
p75Fc (porcion de soluble o unido a de vias respiratorias altas,
reconocimiento de  membrana reacciones de
ligandos del inhibiendo sus hipersensibilidad,
receptor de TNF-a) efectos debido al enfermedades
y de la porcion Fc blogueo de la infecciosas, falla cardiaca
de la interaccion con el congestiva, cancer,
inmunoglobulina receptor TNF-o sindrome de Steve-
humana IgG1. Johnson, anemia aplasica,
hepatitis autoinmune,
enfermedad
desmielinizante del
sistema nervioso central,
esclerosis multiple,
convulsiones
Infliximab TNF-o Anticuerpo Se une al TNF-a Rash, dolor abdominal,
monoclonal impidiendo su nausea, dolor de cabeza,
quimérico interaccién con el infeccion del tracto
(humano-murino) receptor de TNF-¢.  respiratorio, fatiga, fiebre,
anti-TNF-a reacciones de
hipersensibilidad,
sindrome coronario
agudo, falla cardiaca,
sindrome de Steve-
Johnson, leucopenia,
hepatotoxicidad, cancer,
lupus eritematoso,
enfermedad
desmielinizante del
sistema nervioso central
Adalimumab  TNF-a Anticuerpo Se une al TNF-a Reaccion en el sitio de
monoclonal impidiendo su inyeccion, rash, desarrollo

recombinante
humano anti TNF-a

interaccion con el
receptor de TNF-a

de anticuerpos contra el
farmaco, anticuerpos
antinucleares positivo,
dolor de cabeza, sinusitis,
infeccion en vias
respiratorias altas, falla
cardiaca congestiva,
sindrome de Steve-
Johnson, agranulocitosis,
anemia aplasica, falla
hepatica aguda, anafilaxis,
enfermedades
infecciosas, cancer,
reacciones de
hipersensibilidad,
enfermedad
desmielinizante del
sistema nervioso central
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Tabla 4. Agentes bioldgicos para el tratamiento de la AR (continuacién)

bFARME Blanco Estructura Mecanismo de Efectos adversos
molecular accioén
Certolizumab TNF-a Fragmento Unién especifica Nausea, prurito y reacciones en el
Fab del al TNF-a lugar de la inyeccion, infecciones
anticuerpo anti  humano soluble  bacterianas y virales,
TNF-a.unidoa Y unidoa hipertension, dolor de cabeza,
polietilenglicol ~membrana, hepatitis, exantema
impidiendo asi
la unién del
TNF-a a sus
receptores
Golimumab TNF-o Anticuerpo Forma Hipertension, rash y reaccion en
monoclonal complejos el sitio de la inyeccién,
humano estables de gran enfermedades virales, mareo,
afinidad con las  parestesia, bronquitis, sinusitis,
dos formas infeccion de las vias respiratorias
bioactivas del superiores, falla cardiaca
TNF-o humano, congestiva, melanoma maligno,
la soluble y la carcinoma de células Merkel,
transmembrana, sarcoidosis y cancer de piel,
impidiendo asi reactivacion de hepatitis B,
la unién del anafilaxis, reacciones de
TNF-o a sus hipersensibilidad, lupus
receptores eritematoso, micosis invasiva,
infecciones oportunistas,
neuropatia desmielinizante
periférica
Tocilzumab IL-6 Anticuerpo Unién especifica Erupcion  cutanea, prurito,
monoclonal al receptor de infecciones del tracto respiratorio
humanizado IL-6 sIL-6R y superior y nasofaringitis,
anti IL-6R mIL-6R infecciones del tracto urinario,
celulitis, hipertension
Anakinra IL-1 Forma Neutraliza la Reaccién en el sitio de la
recombinante  actividad de inyeccion, paro cardiorrespiratorio,
no glicosilada  IL-1a e IL-1B celulitis bacteriana, cancer,
del neutropenia, reacciones de
antagonista hipersensibilidad, enfermedad

humano del
receptor IL-1
(IL-1Ra)

infecciosa severa
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Tabla 5. Agentes bioldgicos para el tratamiento de la AR (continuacién)

bFARME Blanco Estructura Mecanismo de Efectos adversos
molecular accion
Rituximab Células B Anticuerpo Deplecion de Hipotension, edema periférico,
monoclonal células B por sudores nocturnos, prurito,
quimérico union a CD20 rash, dolor abdominal, diarrea,
(humano- nausea, vomito, anemia,
murino) artralgia, mialgia, dolor de
anti-CD20 espalda, mareo, dolor de
cabeza, neuropatia sensorial,
rinitis, incremento de la
frecuencia de la tos, fiebre,
enfermedades infecciosas,
dolor, disritmia cardiaca, shock
cardiogénico, falla cardiaca,
infarto de miocardio, arritmia
supraventricular, dermatitis
liquenoide, sindrome de
Steve-Johnson, obstruccion
intestinal, perforacién
gastrointestinal, anemia
aplasica, hepatitis viral tipo B
fulminante, nefrotoxicidad,
enfermedades infecciosas
severas
Abatacept Co-estimulacion Proteina de Inhibe la Exacerbacion aguda de Ia
de células T fusion activacion de las  enfermedad pulmonar
compuesta por células T por obstructiva crénica,
una union a CD80y  nasofaringitis, infeccion de vias
inmunoglobulina CD86 respiratorias  altas, nausea,
fusionada al enfermedades infecciosas,
dominio dolor de cabeza, enfermedad
extracelular del infecciosa del tracto urinario,
antigeno celulitis, sepsis, cancer.
citotoxico de
linfocito T
CTLA-4

Modificada y adaptada de Choy, 2012; Atzeni y cols., 2013 y Truven Health Analytics

Information, 2015.
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1.1.2.4.2 Tratamiento alternativo

En la actualidad, muchos pacientes utilizan la medicina alternativa y complementaria
(MAC) como una opcidn para hacer frente a sus enfermedades. Investigaciones
recientes han indicado que las personas que padecen dolor cronico, como lo es en el
caso de la AR y pacientes que se sienten insatisfechos con sus tratamientos actuales
son mas propensos a buscar tratamientos alternativos. Se ha estimado que entre el 60
y 90 % de las personas que sufren de artritis usan la MAC. Entre los tratamientos mas
usados de la MAC para combatir enfermedades reumaticas se encuentran la herbolaria
y la quiropractica (Soeken y cols., 2003). Precisamente, el crecimiento en el uso de
medicamentos herbolarios, indica claramente la necesidad de realizar una investigacion
mas completa sobre la eficacia y seguridad de su uso, ya que varios de estos
medicamentos son faciles de adquirir y su uso esta basado en conocimientos
tradicionales ancestrales, asumiendo que son seguros sin ningun conocimiento sobre
su eficacia clinica o sus efectos secundarios. Los medicamentos herbolarios pueden ser
usados de forma individual o en combinacién con la medicina alépata prescrita para el
tratamiento de la AR; sin embargo, son pocos los estudios que abordan las posibles
interacciones entre la combinacion de estos tipos de terapia. EI conocimiento de los
efectos producidos y del mecanismo de accion de los medicamentos herbolarios
permitira a los médicos aconsejar eficazmente sobre su correcto uso, impidiendo la
generacion de interacciones entre farmacos y anticipando la posible presencia de
toxicidad. Aunque son escasos los ensayos clinicos aleatorios que demuestran la
eficacia y los efectos adversos asociados con el uso de los remedios herbolarios en el
tratamiento de AR, en la Tabla 6 se enlistan algunas plantas medicinales utilizadas para

el tratamiento de algunas enfermedades reumaticas (Setty y Sigal, 2005).
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Tabla 6. Plantas medicinales usadas en el tratamiento de enfermedades reumaticas

Nombre Nombre Indicaciones  Constituyente Efectos secundarios Contraindicaciones
cientifico comun comunes activo
Oenothera Onagra Acido y-linolénico Epilepsia del I6bulo
biennis Heces blandas, temporal; uso durante
Boragio Borraja AR, sindrome = Acido o-linolénico estrefiimiento, el embarazo y la
officinalis de Sjogren flatulencia, lactancia; uso
Zarzaparrilla Acido dihomo-y- eructos, convulsiones concomitante con
Ribes nigrum negra linolénico anestésicos o
fenotiazinas
Una del Osteoartritis, Harpagésido, Malestar )
Harpagophytum diablo dolor lumbar, harpagida gastrointestinal Ulcera gastrica o
procumbens neuralgia, duodenal, calculos
dolor de biliares, diabetes
cabeza, fiebre
Ocimum Albahaca lima
americanum
Ocimum Albahaca Fiebre, dolor Acido linolénico Uso durante el embarazo
basilicum de cabeza y la lactancia
Ocimum Albahaca
sanctum sagrada
Salix alba Sauce blanco )
Salix fragilis Mimbrera Acido salicilico,
fragil Dolor lumbar, taninos, Ulcera péptica, diabetes,
Salix purpurea Sauce osteoartritis flavonoides, desordenes hepaticos o
colorado esteres de renales, alergia a la
Salix Sauce violeta salicina aspirina, uso en nifios
daphnoides
Partendlido Ulceras orales,
nauseas, vomito,
Tanacetum Matricaria Fiebre, AR, diarrea, flatulencia, Uso en el embarazo, uso
parthenium migrafas emenagogo, puede concomitante con
alterar el tiempo de anticoagulantes
sangrado
Canina
Diarrea, nausea,
vomito, alopecia, boca
seca, dolor de cabeza,
AR, Lupus rash, pigmentacion de
Tripterygium La Vid del eritematoso, Triptolida, la piel, Ulceras orales, Ulcera péptica,
wilfordii Dios del espondilitis tripdiolida gastritis, menopausia prematura
trueno anquilosante, ganancia/pérdida de
psoriasis, peso, hipertension
nefropatia diastolica, sangrado
vaginal, amenorrea,
osteoporosis
Uncaria Lupus
tomentosa eritematoso,
Ufa de gato sindrome de Nefrotoxicidad Enfermedad renal
Uncaria fatiga crénica, Alcaloides, subyacente
guianensis osteoartritis, flavonoides,
bursitis proantocianidinas,
Alopecia, taninos,
eczema, gota, glucésidos de Uso con sedantes,
urticaria, rinitis ~ acido quindvico y medicamentos para la
Urtica diocia Ortiga mayor alérgica, AR, esteroles Urticaria, malestar diabetes y
hipertrofia estomacal antihipertensivos
prostatica
benigna
Zingiber Gingeroles, B-
officinale Osteoartritis, caroteno,
antiemético, capsaicina, acido Dispepsia, nausea Posible efecto en el
Jengibre mareo por cafeico y tiempo de sangrado
movimiento, curcumina
Alpinia vértigo
officinarum

Tomada de Setty y Sigal, 2005.
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Por otra parte es importante destacar que la eficacia de los remedios herbolarios puede
ser debido a la accidén sinérgica de varios compuestos o por un balance entre las
acciones sinérgicas y antagonicas de varios de ellos. Sin embargo, es importante la
identificacion de los principales compuestos responsables de la eficacia de los extractos
consumidos por los pacientes, ya que la elucidacion de sus estructuras y de sus
mecanismos de accion son fundamentales para el descubrimiento de nuevas entidades
quimicas para la sintesis de nuevos farmacos y para la identificacion de nuevos blancos

moleculares (Zareba, 2009).

Diferentes estudios han sugerido que la supresion de la expresion de TNF-a, IL-, COX,
LOX, metaloproteinasas de la matriz, moléculas de adhesién o NF-kB podria resultar
exitosa en el tratamiento de la AR. Numerosos compuestos derivados de plantas
pueden suprimir estos intermediarios de la sefializacion celular. Algunos ejemplos
incluyen flavonoides, terpenos, quinonas, catequinas, alcaloides, antocianinas y
antoxantinas (Tabla 7), de los cuales son reconocidos sus efectos anti-inflamatorios.
Varios estudios preclinicos y clinicos sugieren que algunos productos naturales
incluyendo curcumina (obtenida de la curcuma), resveratrol (obtenido de la uvas rojas,
arandanos y cacahuates), polifenoles del té negro, genisteina (obtenida de la soya),
quercetina (obtenida de la cebolla), silimarina (obtenida de la alcachofa); entre otros,

tienen potencial para el tratamiento de la AR (Khana y cols., 2007).
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Tabla 7. Productos naturales que exhiben potencial anti-artritico en estudios preclinicos y sus

blancos moleculares

Producto natural

Fuente

Naturaleza quimica

Blanco molecular

Acido boswélico
Acido rosmarinico

Acido ursélico
Berberina

Celastrol
Cucurbitacina R
Curcumina
Estatinas
Eugenol
Gugulsterona
Genisteina
Luteolina
Morina
Polifenoles del té
negro
Quercetina
Resveratrol

Silimarinas

Witanolidos

Boswellia serrata
Rosmarinus
officinalis

Ocimum sanctum
Berbis vulgaris
Tripterygium wilfordii
Cayaponia tayuya
Curcuma longa
Aspergillus terreus
Syzygium
aromaticum
Commiphora mukul
Glycine max
Thymus vulgaris
Chlorophora tinctoria
Camellia sinensis
Allium cepa

Vitis vinifera

Silybum marianum

Withania somnifera

Triterpeno
Acido hidroxinamico

Triterpeno
Alcaloide

Triterpeno

Esterol
Flavonoide

Acido fendlico

Esterol

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Acidos fendlicos,
taninos, flavonoides
Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Esteroles

NF-kB, COX-2, 5-LOX,
MMP-9, ICAM-1

NF-kB, COX-2, TNF-q,
AMs

NF-kB, COX-2, MMP-9
NF-kB, COX-2, TNF-a, IL-

1B, IL-6

NF-kB, COX-2, MMP-9,
TNF-a, AMs

NF-kB, COX-2, TNF-a
NF-kB, COX-2, 5-LOX,
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8,
MMPs, AMs

NF-kB, COX-2, MMP-9,
AMs

NF-kB, COX-2, 5-LOX,
TNF-a, IL-1B

NF-kB, COX-2, MMP-9
NF-kB, TNF-a, IL-1B, IL-6
NF-kB, COX-2, TNF-a
NF-kB, COX-2, 5-LOX,
MMP-9, TNF-a, IL-18, IL-6
NF-kB, COX-2, TNF-a, 5-
LOX, AMs, MMPs
NF-kB, COX-2,
TNF-a, IL-18, AMs
NF-kB, COX-2, TNF-a, 5-
LOX, AMs

NF-kB, COX-2, TNF-a, 5-
LOX, AMs
NF-kB, COX-2,
ICAM-1

5-LOX,

MMP-9,

Tomada de Khana y cols., 2007.

En estudios previos nuestro grupo de investigacion realiz6 un estudio en el cual se

mostro que el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. (romero) produce

antinocicepcion en diferentes modelos experimentales de dolor en roedores (Gonzalez-

Trujano y cols., 2007). Estudios subsecuentes mostraron que el extracto etandlico de

romero contiene triterpenos y flavonoides como metabolitos activos. Posteriormente,

mediante la técnica de HPLC se identific6 que un flavonoide correspondia a la

hesperidina (Martinez y cols., 2011), mientras que los triterpenos fueron acido ursodlico,

acido oleandlico y acido micromérico (Martinez y cols., 2012). Ademas, se realizaron
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estudios para evaluar la actividad antinociceptiva de hesperidina sola y en combinacién
con ketorolaco utilizando el modelo de disfuncion inducida por dolor en ratas (PIFIR, por
sus siglas en inglés Pain-Induced Functional Impairment model in the Rat) y en el
modelo de nocicepcion inducida por capsaicina. En este estudio, la administracion
individual de 562.3 mg/kg de hesperidina produjo un efecto antinociceptivo del 11.3
4.8 %, mientras que la administracion individual de 0.56 mg/kg de ketorolaco produjo un
efecto del 26.0 + 4.8 %. Por otra parte, la administracién de 15 combinaciones de
hesperidina + ketorolaco resulté en diferentes grados de efecto (adicion, sinergismo y
antagonismo), siendo la combinacién de 562.3 mg/kg de hesperidina + 0.56 mg/kg de
ketorolaco la que produce el mayor efecto sinérgico (58.9 + 7.9 %) observado entre
estos farmacos en el modelo experimental de artritis gotosa sin la generacion de dano

gastrico como efecto adverso (Martinez y cols., 2012) (Anexo 1).

a) Flavonoides.- Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos con
caracteristicas y estructura quimicas diversas que se encuentran en forma
natural en las plantas. Son constituyentes importantes de la dieta humana (Miean
y Mohamed, 2001) y son componentes que consumimos en las frutas, vegetales,
cereales, especias, té y vino (Manach y cols., 2004), también se encuentran en

cantidades importantes en muchas plantas medicinales (Tabla 8).
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Tabla 8. Algunas fuentes dietéticas de flavonoides

e Flavanol
o Epicatequina
o Catequina
o Epigalocatequina Vino tino, té verde y té negro.
o Epicatequina galato
o Epigalocatequina galato
e Flavanona

o Naringina Cascaras de citricos.
o Taxifolina Citricos.
e Flavonol
o Canferol Escarola, puerro, brocoli, rabano, té negro.
o Quercetina Cebolla, lechuga, brécoli, arandano, piel de

manzana, bayas, oliva, té, vino tinto.
Arandano, uva, vino tinto.

o Miricetina

e Flavona Cascaras de frutas.
o Crisina Apio, perejil.
o Apigenina _ o
e Antocianidinas Uvas rojas, vino tinto.
o Malvidina Cereza, frgmbuesa, fresa, uva.
o Cianidina Frutas y cascaras de color.
o Apigenidina

Tomado de Rice-Evans, 1996.

Los flavonoides se caracterizan por poseer como estructura comun el anillo benzo-y-
pirona (Fig. 5). Esta estructura base permite una variedad de patrones de sustitucion
conduciendo a varias subclases de flavonoides. Dependiendo del estado de oxidacion
del anillo pirano, de su patrén de hidroxilacion y de la sustitucion en la posicion 3; los
flavonoides se subdividen en: 1) flavonoles (ej. quercetina, canferol), que se encuentran
en la cebolla, poro, brocoli, 2) flavonas (ej. apigenina, luteolina) del perejil y apio, 3)
isoflavonas (ej. daidzeina, genisteina) de la soya y sus productos, 4) flavanonas (ej.
hesperetina, naringenina) que se encuentran principalmente en la frutas citricas y en el
tomate, 5) flavanoles (ej. catequina, epicatequina, epigallocatequina) son abundantes
en el té verde, vino rojo, chocolate y 6) antocianidinas (ej. cianidina, malvidina) que se
encuentran en el vino rojo y en frutas del bosque (Spencer, 2008a) (Fig. 6). Mas de

4000 flavonoides diferentes han sido identificados (Cook y Samman, 1996).
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Figura 5. Estructura base de los flavonoides. Modificada de D’Archivio y col., 2007.

Estos se han encontrado en diferentes partes de las plantas, especialmente en las
partes aéreas o en la fruta; ya que su biosintesis es estimulada por la luz (D’Archivio y
cols., 2007). Los flavonoides tienen importantes funciones fisioldgicas y bioquimicas en
las plantas, como antioxidantes, inhibidores de enzimas, precursores de sustancias
toxicas y pigmentos. Ademas, éstos compuestos estan involucrados en la
fotosensibilizacion y transferencia de energia, regulacién del crecimiento de las plantas,
control de la respiracion, fotosintesis, morfogénesis, y en la determinacién del sexo, asi
como defensa contra infecciones (Middleton y cols., 2000). Los flavonoides se pueden
encontrar en la naturaleza en forma libre (agliconas); sin embargo, en su mayoria se
encuentran ligados a moléculas de carbohidratos, formando glicosidos y algunas veces

como derivados metilados, sulfatos, dimeros y polimeros.
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Figura 6. Estructuras quimicas de los flavonoides. Modificada de D’Archivio y cols., 2007.

La mayoria de los flavonoides glicosilados, y en algunos casos las agliconas, presentes
en los alimentos derivados de plantas son extensamente metabolizados y conjugados
durante la fase de absorcion. En particular, existe bastante evidencia de metabolismo
de fase | (deglicosilacion) y metabolismo de fase Il que resulta en glucuronidos, sulfatos
y O-metil agliconas formados durante su paso a través del intestino delgado y el higado.
Ademas, también pueden sufrir al menos tres tipos de metabolismo intracelular: 1)
metabolismo oxidativo, 2) metabolismo relacionado con el citocromo P450 y 3)

conjugacion con tioles, particularmente glutation (GSH) (Spencer y cols., 2001).

Diferentes estudios in vitro e in vivo han indicado que dependiendo de su lipofilicidad
algunos flavonoides y algunos de sus metabolitos son capaces de cruzar la barrera
hematoencefalica. De acuerdo a esto, se estima que la entrada de los metabolitos
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menos polares (O-metilados) puede ser mayor que la de sus agliconas patron. Por la
misma razon, los metabolitos mas polares (glucuronidos), los cuales poseen bajos
valores de permeabilidad en la barrera hematoencefalica (Youdim y cols., 2003) pueden
no tener facil acceso al cerebro. No obstante, existen evidencias que sugieren que
ciertos glucurénidos de farmacos pueden cruzar la barrera hematoencefalica
(Aasmundstad y cols., 1995) y ejercer efectos farmacologicos (Kroemer y Klotz, 1992),
sugiriendo que puede existir un mecanismo especifico de recaptura para glucurénidos.
Ademas de la lipofilicidad de los flavonoides, su capacidad para entrar al cerebro puede
ser influenciada por su interaccion con transportadores de eflujo especificos expresados
en la barrera hematoencefalica. Uno de estos transportadores es la glicoproteina-P, la
cual desempena un papel importante en la absorcion y recaptura de farmacos en el

cerebro (Lin y Yamazaki, 2003).

- Efectos bioldgicos producidos por los flavonoides

Los flavonoides exhiben un amplio espectro de efectos bioldgicos, tales como;
antioxidante, antibacterial, antitrombético, vasodilatador, anti-edad, anticarcinogénico,
anti-inflamatorio; ademas, disminuyen los niveles de colesterol y mejoran la resistencia
de los huesos (Harbone y Williams, 2000; Middleton y cols., 2000), también producen
efectos neurofarmacolégicos (Viola y cols., 1994) como analgésicos, potenciadores del
sueno (Picq y cols., 1991; Fernandez y cols., 2005), neuroprotectores (Spencer, 2008a),
anticonvulsivos, ansioliticos y sedantes (Marder y cols., 1996); asi como también para

mejorar la memoria y la funcién cognitiva (Spencer, 2008b).

Los efectos de los flavonoides en el SNC son complejos e involucran diferentes
mecanismos de accion (Goutman y cols., 2003), éstos incluyen acciones en receptores
o canales i6nicos de membrana. En estudios in vitro han demostrado su capacidad para
modificar la actividad de varios sistemas enzimaticos incluyendo cinasas, fosfolipasas,
ATPasa, lipooxigenasas, ciclooxigenasas, fosfodiesterasas, entre otros (Benavente-
Garcia y Catillo, 2008).
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- Reacciones adversas

Las reacciones adversas producidas por los flavonoides en los seres humanos son
raras. Estudios de Salma y Mueller-Eckhart (1987) indicaron que la (+)-catequina y sus
metabolitos pueden unirse firmemente a las membranas de los eritrocitos y con esto
generar nuevos sitios antigénicos con el consecuente desarrollo de anticuerpos que
presuntamente pueden ser la causa de la anemia hemolitica en seis pacientes que
habian tomado catequina. La anemia hemolitica desaparecioé después de la interrupcion
del consumo de catequina aunque los sujetos continuaron con la ingesta de flavonoides
en la dieta (Middleton y cols., 2000).

Numerosos flavonoides son capaces de formar quinonas, lo cual puede generar una
reaccion alérgica de la piel. Sin embargo, los flavonoides no se consideran potentes
alérgenos de la piel y no se han distinguido como sensibilizadores de la piel en la
literatura dermatologica, a pesar de que practicamente todos los humanos tengan algun
tipo de contacto con flavonoides de alimentos y plantas. Hausen y cols. (1990) han
descrito el desarrollo de alergia en la piel con la madera negra australiana, la cual es
conocida como un importante factor que puede provocar dermatitis; varias

hidroxiflavonas han resultado ser alergénicas.

Si bien existe una impresion popular de que los flavonoides poseen propiedades que
evitan el envejecimiento, posiblemente a través de su actividad antioxidante, se debe
tener en cuenta que la quercetina puede reducir significativamente la vida de los
ratones (Middleton y cols., 2000).

En resumen, los flavonoides parecen ser nutrientes seguros con un amplio espectro de
actividades bioquimicas y farmacoldgicas lo que sugiere firmemente su posible papel
como promotores de la salud y como suplementos alimenticios que previenen

enfermedades. (Middleton y cols., 2000).
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- Hesperidina

Hesperidina (hesperidina-p-7-rutinésido) es una flavanona glicosilada (Fig. 7),
compuesta de la aglicona hesperetina o metil eriodictiol y el disacarido rutinosa. La
unidad de disacarido (C12H22010) se compone de una molécula de ramnosa y una de
glucosa. Su nombre sistematico es 5,7,3 -trihidroxi-4 -metoxiflavanona-7-
ramnoglucésido. Se encuentra de manera abundante en las frutas citricas (familia
Rutaceae) y se ha reportado que esta presente en muchas otras plantas (Garg y cols.,
2001).

OCHa OCH;

OoH ©
Hesperidina Hesperetina
Hﬂﬁﬂvo--cw
—( \_OH
HO OH HO [
HO  OH
Rutinosa

Figura 7. Estructuras quimicas de hesperidina, hesperetina y rutinosa (tomada de Garg y cols.,
2001).

Este compuesto fue inicialmente llamado “vitamina P” para indicar que podia disminuir
la fragilidad y permeabilidad capilar. En adicién, varios reportes han indicado que
hesperidina puede prevenir la extravasacidén vascular por su accion vasoprotectora a
través de la inhibicion de la enzima hialuronidasa y se ha demostrado que es capaz de
disminuir la agregacion plaquetaria (Garg y cols., 2001). Ademas de su efecto sobre la
permeabilidad vascular, este flavonoide produce una amplia gama de efectos
farmacoldégicos tales como sedante y potenciador del suefio (Fernandez y cols., 2005),
antioxidante (Hirata y cols., 2005), hipolipidémico (Monforte y cols., 1995),
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antihipertensivo y diurético (Galati y col., 1996), anticancerigeno (Tanaka y cols., 1997),
anti-inflamatorio y analgésico (Galati y cols., 1994; Hirata y cols., 2005; Martinez y cols.,
2011).

Varios mecanismos de accion se han propuesto para explicar los efectos producidos
por hesperidina. Recientemente han sido implicados la participacion de los receptores
A1y Az de adenosina en el efecto sedante (Guzman-Gutiérrez y Navarrete, 2009). Por
otra parte se ha reportado la participacién de los receptores opioides en el efecto
sedante y antinociceptivo (Loscalzo y cols., 2008), y nuestro grupo de investigacién ha
sugerido la participacion del receptor TRPV1 en el efecto antinociceptivo producido por
hesperidina (Martinez y cols., 2011). Se ha sugerido que el efecto hipotensor de
hesperidina podria ser producido por vasodilatacion mediada por 6xido nitrico

(Yamamoto y cols., 2008).

Actualmente es utilizada en combinacion con diosmina (Fig. 8) para el tratamiento de la
insuficiencia venosa crénica. El producto mas ampliamente utilizado es Daflon® — 500
mg, el cual contiene hesperidina (50 mg) y diosmina (450 mg). La diosmina es otro
flavonoide con un peso molecular de 608.6 daltons y es quimicamente diosmetina-7-
ramnoglucésido. La aglicona ha sido descrita con el nombre sistematico de 3°,5,7-
trinidroxi-4 -metoxiflavona o 5,7-dihidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxipentil)-4H-I-benzopiran-4-
ona. Se diferencia de la hesperidina solo en que tiene un doble enlace entre C2 y C3,

siendo de esta manera una flavona, mientras que la hesperidina es una flavanona
Hﬂw"]_OL,D—CHg-
CHs

HO OH HO
HO

oH O

Figura 8. Estructura molecular de diosmina (tomada de Garg y cols., 2001).
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2. JUSTIFICACION

La artritis reumatoide (AR) se caracteriza por la presencia de dolor e inflamacion
cronica, y la destruccion progresiva de las articulaciones pequefias de manos y pies.
Las consecuencias de la AR a corto y largo plazo incluyen dolor cronico, disminucion de
la funcionalidad de los miembros afectados, disminucion de la calidad de vida y de la
esperanza de vida. En México, la AR y otras enfermedades reumaticas son una de las
principales demandas de consulta en el primer nivel de atencién médica y representan
un alto costo a los servicios de salud. Contrario a lo que se piensa, afecta a la poblacion
de adultos jovenes en edad productiva entre 20-50 afos, por lo que representa un

grave problema de discapacidad laboral y un fuerte cargo econdmico para las familias.

La etiologia y patogénesis de la AR no son completamente comprendidas, lo que
resulta en un tratamiento poco adecuado de la enfermedad. En la actualidad, el
tratamiento convencional no es completamente exitoso por qué no mitiga ni previene el
progreso de la enfermedad, adicionalmente la presencia de efectos adversos limita su
uso cronico. En paises desarrollados, se utiliza con éxito la terapia bioldgica, lo cual ha
mejorado considerablemente la calidad de vida de las personas que padecen AR. Sin
embargo, en paises en vias de desarrollo los pacientes no tienen acceso a este tipo de
terapia debido al alto costo de los medicamentos. Es por estas razones, que es
necesario continuar con la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas que no solo
resuelvan el problema del dolor y la discapacidad, sino que también minimicen la
presencia de efectos adversos y el costo de la terapia. En este sentido, la combinacion
de farmacos utilizados para el tratamiento del dolor y la inflamacién podria proporcionar
un alivio satisfactorio con una menor incidencia de efectos adversos. Claramente, esto
es cierto si la interaccion de los farmacos es a favor del efecto deseado, en lugar de la
toxicidad. Asi, en el presente proyecto de tesis se propone evaluar el efecto anti-
hiperalgésico y anti-inflamatorio de la combinacién del flavonoide hesperidina con

ketorolaco en un modelo experimental de artritis reumatoide.
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3. HIPOTESIS

Si la administracién individual de hesperidina o ketorolaco produce un efecto
antinociceptivo moderado en animales con artritis experimental entonces la
administracién de la combinacién de estos farmacos producira un efecto anti-
inflamatorio y anti-hiperalgésico sinérgico en animales con artritis experimental, sin la

generacion de dafio gastrico.

4. OBJETIVOS

e Evaluar el efecto anti-hiperalgésico y anti-inflamatorio de hesperidina y
ketorolaco administrados de manera individual y en una combinacion utilizando
el modelo experimental de artritis inducida por colageno en ratas.

e Cuantificar la concentracion de TNF-a, IL-1B8 e IL-6 en el suero de los animales
tratados con los diferentes farmacos en forma individual y en su combinacion
mediante la técnica de ELISA.

e Evaluar el area de dano gastrico como posible efecto adverso producido por la

administracién individual de hesperidina y ketorolaco o en combinacion.
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5. METODOLOGIA

5.1

MATERIAL

5.1.1 Equipo

Balanza analitica (Sartorius BL 2105).

Balanza granataria (Ohaus triple beam 700/800 series).

Cronometros (Diagger).

Jeringas y agujas de diferentes calibres (Terumo).

Pletismémetro (Modelo 7150; Ugo Basile, Italia).

Analgesimetro (Randall-Selitto test, Modelo 12083, Ugo Basile, ltalia).
Micropipeta multicanal (Labnet)

Lector de microplacas (Biorad, imark)

Kit de ELISA de TNF-a para rata (Invitrogen Rat TNF-a ELISA Kit cat. no.
KRC3011 Invitrogen Corporation CA, USA).

Kit de ELISA de IL-1B para rata (Rat IL-18 ELISA Cat. No. EIA-4911 DRG
International, Inc, USA DRG diagnostics).

Kit de ELISA de IL-6 para rata (PromoKine Rat IL-6, Cat. No. PK-EL-61606R,
PromoCell GmbH Heidelberg, Germany).

Cajas de acrilico.

Camara de éter.

Tubos de polietileno.

Ultracongelador (REVCO ULT790-3-A32).

5.1.2 Reactivos

Adyuvante completo de Freund (Mycobacterium tuberculosis inactivo,
H37Ra, ATCC 25177, 1 mg/mL).

Colageno Il derivado de pollo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
Ketorolaco tris 99% minimo (Sigma).

Hesperidina, aproximadamente 80% (Sigma).

Dexametasona fosfato sédico (Decorex ®, PISA Farmacéutica).

Acido acético glacial (J.T. Baker).
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5.1.3 Material biolégico
5.1.3.1 Animales

Ratas hembra de la cepa Wistar provenientes del bioterio del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramoén de la Fuente Muhiz (150-160 g de peso corporal al inicio del
experimento) mantenidas 25° + 2° C con ciclo de luz/oscuridad de 12 h con libre acceso
al alimento y agua (ad libitum). Todos los protocolos experimentales se realizaron
siguiendo las recomendaciones de la Guia de los Estandares Eticos de la Asociacién
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) para la Investigacion del Dolor
Experimental en Animales (Zimmermann, 1983) y la Norma Oficial Mexicana para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). En adicién, el
protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de

Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz proyecto No. NC113281.0

5.2 Métodos
5.2.1 Diseino experimental

Las ratas se colocaron en 6 grupos al azar con una n = 8 y a cada grupo se le asigno

uno de los siguientes tratamientos:

e No inmunizado: No se le administré ningun farmaco, ni se les indujo la artritis
experimental.

e Artritis + vehiculo: Se les indujo la artritis experimental y se les administré el
vehiculo (tween 80 al 0.2% en solucion salina (s.s.) al 0.9%) por via
intraperitoneal (i.p.).

e Artritis + hesperidina: Se les indujo la artritis experimental y se les administrd
hesperidina (562.3 mg/kg) resuspendida en el vehiculo (tween 80 al 0.2 % en
S.S.) por via i.p.

e Artritis + ketorolaco: Se les indujo la artritis experimental y se les administro
ketorolaco (0.56 mg/kg) disuelto en s.s. por via i.p.
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e Artritis + combinacion: Se les indujo la artritis experimental y se les administrod
hesperidina (562.3 mg/kg) mas ketorolaco (0.56 mg/kg) en el vehiculo (tween 80
al 0.2% en s.s.) por via i.p.

e Artritis + dexametasona: Se les indujo la artritis experimental y se les administro

dexametasona (0.1 mg/kg) via i.p. diluida en s.s.
Los tratamientos fueron administrados en dosis Unicas durante 5 dias consecutivos.

Las dosis administradas de hesperidina y ketorolaco fueron seleccionadas de acuerdo
con resultados observados por Martinez y cols. (2011). En dicho estudio se observé
que la administracion aguda de la combinacion de 562.3 mg/kg de hesperidina mas
0.56 mg/kg de ketorolaco produce efecto antinociceptivo supraditivo maximo en un

modelo de artritis gotosa, sin la induccion de dafio gastrico (Anexo 1).

5.2.2 Induccioén de artritis experimental

La artritis experimental se indujo mediante la inmunizaciéon con 200 uL de una emulsion
(1:1) de colageno Il en el adyuvante completo de Freund (Mycobacterium tuberculosis
H37 RA, 1 mg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). EI colageno |l derivado de pollo
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) se disolvio en acido acético 0.1 M hasta lograr una
concentracion final de 1 mg/mL. La emulsion fue preparada por la homogenizacion de
una parte (por ejemplo, 1 mL) de la solucién de colageno Il y una parte (por ejemplo 1
mL) del adyuvante completo de Freund a 4 °C. Las ratas se inmunizaron con dos
inyecciones subcutaneas de la emulsion de colageno Il combinado con el adyuvante
completo de Freund. Asi, el dia cero las ratas recibieron una inyeccion por via
subcutanea de 200 pL de la emulsion a 10 cm de la base de la cola y el dia 7 los
animales se administraron con una segunda inyeccion de 200 uL de la emulsién. Previo
a la inmunizacién los animales fueron anestesiados con vapores de éter. La artritis se
desarroll6 aproximadamente 15 dias después de la primera inmunizacién (Campo y
cols., 2003).
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5.2.3 Evaluacién macroscopica del progreso de la artritis experimental inducida

por colageno

Para evaluar la progresion de la artritis y la inflamacion, las ratas se evaluaron en forma

macroscopica utilizando:

5.2.3.1 Iindice de artritis experimental

En esta escala se asignaron valores numeéricos de 0 a 4 para indicar el progreso de la

artritis experimental en ratas, donde 0 = sin presencia de signos de artritis, 1
inflamacion y/o enrojecimiento de un grupo de articulaciones (del tobillo o mufieca), 2 =
presencia de inflamacién y/o enrojecimiento en dos grupos articulaciones (por ejemplo,
del tobillo o mufeca y los dedos), 3 = presencia de inflamacioén y/o enrojecimiento en
mas de dos grupos de articulaciones (por ejemplo, del tobillo o mufneca, dedos y rodilla
0 codo) y 4 = artritis severa en la extremidad completa. El indice de artritis para cada
rata se calculd por adicionar los puntos de cada extremidad. La maxima puntuacién

para cada rata fue de 16 puntos (Campo et al., 2003).

5.2.3.2 Cuantificacion del grado de inflamacién y umbrales nociceptivos

a) Cuantificacion de la inflamacién

El grado de inflamacion se determind como el incremento en los volumenes de las
extremidades posteriores de los animales con ayuda de un pletismémetro (Modelo
7150; Ugo Basile, ltalia) (Fig. 9). La evaluacion se realizé el dia 0 (valor basal) y cada
tres dias a partir de la primera inmunizacion y hasta el dia 29. Con los valores obtenidos

se calculo el % de inflamacion de acuerdo a la siguiente formula:

i a—x
% Inflamacién = (b ) x 100

donde X’ y ‘@’ son los valores promedio del volumen de las extremidades posteriores de

los animales administrados con los diferentes farmacos antes y después de la primera
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inmunizacion, respectivamente. Mientras que ‘y’ y ‘b’ corresponden a los valores
promedio de las extremidades posteriores de los animales del grupo tratado con el

vehiculo antes y después de la primera inmunizacion, respectivamente.

Figura 9. Pletismdmetro.

b) Cuantificacion de los umbrales nociceptivos

La cuantificacion de los umbrales nociceptivos de presion mecanica en las
extremidades posteriores de la rata se realizé utilizando un analgesimetro (modelo
12083, Ugo Basile, Italia) (Fig. 10), siguiendo el método descrito por Randall y Selitto
(1957). Previo a la primera inmunizacién con colageno, las ratas fueron inmovilizadas y
habituadas al procedimiento de medicion durante 3 dias. Transcurrido este tiempo, se
determind el umbral mecanico basal de las dos extremidades posteriores y después de
la primera inmunizacion se midieron los cambios en el umbral mecanico cada 3 dias por
un periodo de 29 dias. Para ello la extremidad posterior de la rata fue colocada en una
plataforma de teflon y se aplic6 una fuerza lineal mecanica creciente (velocidad
constante de 48 g/s) en la parte media del dorso de la extremidad posterior de la rata
con una cuia de punta roma hasta observar una respuesta de retiro y en seguida la

fuerza final aplicada (en gramos) fue registrada. El sitio de aplicacion de la fuerza fue
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marcado con tinta indeleble antes de realizar la prueba para garantizar que todas las
mediciones fueran tomadas en la misma area. La fuerza de corte fue de 450 g en
condiciones normales y de 250 g en condiciones de inflamacién para evitar cualquier
dafo tisular en los animales. Durante una sola sesién de evaluacion la fuerza fue
aplicada tres veces, a intervalos de 1 min entre mediciones, y los resultados fueron

expresados como la media de las tres medidas.

Figura 10. Analgesimetro.

5.2.4 Cuantificacion de niveles de TNF-a, IL-1B8 e IL-6

Los niveles de TNF-a, IL-1B e IL-6 fueron cuantificados en el suero de ratas artriticas y
administradas con los diferentes tratamientos utilizando kits comerciales. Para esto el
dia 29 después de la induccidon de la artritis, las ratas fueron sacrificadas y se
obtuvieron 5 ml de sangre por puncién cardiaca. La sangré colectada fue almacenada
en tubos de polietileno. Para obtener el suero, las muestras de sangre se centrifugaron
durante 10 min a 3000 g a 4 °C. Los sueros fueron congelados a -80°C hasta su
analisis. La cuantificacion de las citocinas pro-inflamatorias se realizé de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, para el ensayo 100 uL de los estandares,
muestras y controles fueron colocados en los diferentes pozos y se incubaron por 3 h a
24 °C. Una vez transcurrido este tiempo el liquido fue decantado del microplato, y se
colocaron 100 pL del anticuerpo anti-TNF-ao/IL-1B/IL-6 biotinilado a cada pozo. El

microplato se incubd nuevamente durante 45 min a 24°C. Después los anticuerpos se
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eliminaron de los pozos y enseguida fueron agregados 100 pL del conjugado
estreptavidina-peroxidasa de rabano y este fue incubado durante 45 min.
Posteriormente, fueron eliminados de los pozos los excedentes a través de lavados y
finalmente se adicionaron 100 uL del cromoégeno. Inmediatamente fue determinada la
absorbancia de cada pozo a una longitud de onda de 450 nm y la concentracion de
TNF-a/IL-1B/IL-6 se calculé a través de la interpolacion en la curva estandar. Las

concentraciones de citocinas se expresaron en pg/mL.

5.3 Evaluacién del dano gastrointestinal

Los estomagos de los animales administrados con una dosis diaria de s.s., hesperidina
(562.3mg/kg, i.p.), ketorolaco (0.56 mg/kg, i,p.), hesperidina (562.3 mg/kg, i.p.) +
ketorolaco (0.56 mg/kg, i.p.) y dexametasona (0.1 mg/kg, i.p.) durante cinco dias
consecutivos se examinaron al dia 29 del experimento. A los animales previamente
sacrificados en una camara de COz: se les diseco el estbmago desde el es6fago hasta
la porcion del piloro y se llenaron con 10 ml de formaldehido al 4%. Después de un
reposo de 15 min para fijar las capas gastricas intima y superficial, los estbmagos se
seccionaron a lo largo de la curvatura mayor. Las lesiones hemorragicas fueron
fotografiadas y posteriormente escaneadas para cuantificar el dafo gastrico expresado

como el area de la lesién gastrica (mm?) en el cuerpo del estémago.

5.4 Analisis estadistico
El analisis estadistico se realiz6 mediante analisis de varianza (ANADEVA) de dos vias
seguido de una prueba de Bonferrioni en la comparacién contra el control para un nivel
de significancia P < 0.05 para los cursos temporales y ANADEVA de una via seguida de
la prueba de Tukey para un nivel de significancia P < 0.05 para la comparacion de los
efectos totales, para lo cual se utilizé el programa de computo GraphPad Prism
(GraphPad Software, 2007).

40



6. RESULTADOS

6.1 Indice de artritis experimental

El curso temporal muestra que la inmunizacion con colageno induce artritis
experimental en ratas hembra (Fig. 11). La evaluacién visual de los animales evidencio
la presencia de eritema periarticular y edema, acompafiado de enrojecimiento,
hinchazén y reduccién de la funcionalidad de las extremidades posteriores de los
animales como clara manifestacion del desarrollo de la inflamacion de forma similar a
los signos clinicos de artritis. El inicio de la artritis experimental se observé 18 dias
posteriores a la primera inmunizacién en comparacion con el grupo no inmunizado que
no presentd algun sintoma, por lo que el valor de indice de artritis fue igual a 0 durante

todo el experimento.

El progreso de la enfermedad aumenté en frecuencia y severidad de forma dependiente
del tiempo en los animales inmunizados con colageno Il observandose una meseta del
indice de artritis entre los dias 24 y 29. En el grupo control se observa que el indice de
artritis aumentd de manera significativa en comparacion con el grupo no inmunizado,
sin la recuperacion espontanea de los animales a lo largo del estudio (Fig. 11A). Por
otra parte, la administracion repetida de la combinacion de hesperidina + ketorolaco,
una dosis diaria durante 5 dias (del dia 24 al dia 28) (Fig. 11B) redujo de forma
significativa el indice de artritis (P<0.0001). Dicha reduccién fue semejante a la
producida por el farmaco de referencia dexametasona. Mientras que la administracion

individual de hesperidina o ketorolaco reduce en menor grado el indice de artritis.

En la Fig. 12 se muestra que la administracién del vehiculo no modifica el indice de
artritis en las ratas inmunizadas. En tanto que la administracion de la combinacién de
hesperidina + ketorolaco produjo un claro efecto de sinergismo, ya que el efecto resulta
mayor al producido por la administracion individual de los farmacos y similar al inducido

por el farmaco de referencia dexametasona.
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Figura 11. Curso temporal del indice de artritis en ratas hembra con artritis inducida por
colageno. A) No inmunizado (), artritis + vehiculo (e), artritis + dexametasona (A ). B) artritis +
hesperidina (m), artritis + ketorolaco (V) artritis + combinacion (¢). Cada punto representa la
media + E.E.M. de 8 ratas. *P<0.0001, ANDEVA de dos vias seguido de la prueba de
Bonferroni (no inmunizado vs artritis + vehiculo). #P<0.0001, ANDEVA de dos vias seguido de la
prueba de Bonferroni (artritis + vehiculo vs tratamientos).
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Figura 12. Efecto anti-artritico de la combinacion de hesperidina + ketorolaco en ratas hembra
con artritis inducida por colageno. A) indice de artritis 24 dias después de la primera
inmunizacién que corresponde al inicio de la administracion de los diferentes tratamientos:
vehiculo, hesperidina, ketorolaco, combinacion de hesperidina + ketorolaco y dexametasona. La
existencia de una diferencia estadistica significativa entre el grupo no inmunizado y los
diferentes grupos inmunizados con colageno tipo Il indica el desarrollo de artritis experimental.
B) indice de artritis 29 dias después de la primera inmunizacién que corresponde al fin de la
administracion de los diferentes tratamientos (5 dosis/1dia). La diferencia estadistica
significativa con respecto al grupo tratado con el vehiculo sugiere un efecto anti-artritico.
* P<0.0001, ANDEVA de una via seguido de la prueba de Tukey.
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6.2 Cuantificacion de la inflamacion

En las Figs. 13 y 14 se muestran el incremento en el porcentaje de inflamacién de
ambas extremidades posteriores de las ratas hembra. Se observo que la frecuencia y
severidad de la inflamacion fue dependiente del tiempo con un maximo de 59.8 + 2.5 %
para la extremidad posterior derecha y 57.8 + 3 % para la extremidad posterior
izquierda entre los dias 24 y 29, como se observo en el grupo a cuyos animales se les
administré el vehiculo (Figs. 13A y 14A). La inflamacion en ambas extremidades
posteriores de las ratas con artritis experimental inducida por colageno fue reducida de
forma significativa (P<0.0001) en las ratas administradas con la combinacién de
hesperidina + ketorolaco durante 5 dias consecutivos (Figs. 13B y 14B). Esta reduccién
de la inflamacion inicio el dia 25, un efecto comparable al producido por la
administracién de dexametasona (Figs. 13 y 14). Ademas, la administracion individual
de hesperidina siguiendo el mismo esquema de dosificacion también reduce de manera
significativa (P < 0.0001) la inflamacién a partir del dia 27 (Figs. 13B y 14B) mientras
que la administracion individual de ketorolaco resulto ineficaz en reducir la inflamacion

en ratas artriticas (Figs. 13B y 14B).

En las Figs. 15 y 16 se muestra el efecto anti-inflamatorio total producido por la
administraciéon de los diferentes tratamientos en animales con artritis experimental. Las
graficas muestran que la administracion de la combinacién de hesperidina + ketorolaco
produce un efecto anti-inflamatorio sinérgico ya que el efecto resulta mayor al producido
por la administracion individual de los farmacos y similar al inducido por el farmaco de

referencia dexametasona.
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Figura 13. Curso temporal del desarrollo de la inflamacién en ratas hembra con artritis inducida
por colageno. La grafica muestra el progreso de la inflamacién de la extremidad posterior
derecha de ratas artriticas. A) No inmunizado (), artritis + vehiculo (e), artritis + dexametasona
(A). B) Artritis + hesperidina (m), artritis + ketorolaco (V), artritis + combinacion (#). Los
tratamientos fueron administrados durante 5 dias consecutivos. Cada punto representa la media
+ E.E.M. de 8 animales. *P<0.0001, ANDEVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni
(no inmunizado vs artritis + vehiculo). #P<0.0001, ANDEVA de dos vias seguido de la prueba de
Bonferroni (artritis + vehiculo vs tratamientos).
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Figura 14. Curso temporal del desarrollo de la inflamacién en ratas hembra con artritis inducida
por colageno. La grafica muestra el curso temporal del progreso del porcentaje de inflamacion
de la extremidad posterior izquierda de ratas artriticas. A) No inmunizado (+), artritis + vehiculo
(@), artritis + dexametasona (A ). B) Artritis + hesperidina (m), artritis + ketorolaco ('V), artritis +
combinacion (¢). Los tratamientos fueron administrados durante 5 dias consecutivos. Cada
punto representa la media + E.E.M. de 8 animales. *P<0.0001, ANDEVA de dos vias seguido de
la prueba de Bonferroni (no inmunizado vs artritis + vehiculo). #P<0.0001, ANDEVA de dos vias
seguido de la prueba de Bonferroni (artritis + vehiculo vs tratamientos).
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Figura 15. Efecto anti-inflamatorio total de la combinacion de hesperidina + ketorolaco en ratas
hembra con artritis inducida por colageno. La grafica muestra el porcentaje de inflamacion de la
extremidad posterior derecha. A) Porcentaje de inflamacion 24 dias después de la primera
inmunizacién que corresponde al inicio de la administracion de los diferentes tratamientos:
vehiculo, hesperidina, ketorolaco, combinacién y dexametasona. La existencia de una diferencia
estadistica significativa entre el grupo no inmunizado y los diferentes grupos inmunizados con
colageno tipo Il indica el desarrollo de inflamacion. B) indice de artritis 29 dias después de la
primera inmunizacion que corresponde al fin de la administracién de los diferentes tratamientos
(5 dosis/1 dia). La existencia de una diferencia estadistica significativa con respecto al grupo
tratado con el vehiculo sugiere un efecto anti-inflamatorio. * P<0.0001, ANDEVA de una via
seguido de la prueba de Tukey.
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Figura 16. Efecto anti-inflamatorio total de la combinacion de hesperidina + ketorolaco en ratas
hembra con artritis inducida por colageno. La grafica muestra el porcentaje de inflamacion de la
extremidad posterior izquierda. A) Porcentaje de inflamacion 24 dias después de la primera
inmunizacién que corresponde al inicio de la administracion de los diferentes tratamientos:
vehiculo, hesperidina, ketorolaco, combinacién y dexametasona. La existencia de una diferencia
estadistica significativa entre el grupo no inmunizado y los diferentes grupos inmunizados con
colageno tipo Il indica el desarrollo de inflamacion. B) indice de artritis 29 dias después de la
primera inmunizacion que corresponde al fin de la administracién de los diferentes tratamientos
(5 dosis/1 dia). La existencia de una diferencia estadistica significativa con respecto al grupo
tratado con el vehiculo sugiere un efecto anti-inflamatorio. * P<0.0001, ANDEVA de una via
seguido de la prueba de Tukey.
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6.3 Cuantificacion de los umbrales nociceptivos

La inmunizacién con colageno tipo Il resulto en el desarrollo de hiperalgesia mecanica
en las extremidades posteriores de ratas hembra (Figs. 17A y 18A), observandose
disminucién significativa (P < 0.0001) en el umbral de retiro de ambas extremidades en
comparacion con el grupo no inmunizado. El desarrollo de la hiperalgesia mecanica
incremento de forma dependiente del tiempo, observandose una reduccion maxima en
el umbral de retiro entre los dias 24 y 29 en el grupo administrado con el vehiculo. La
administracion de los tratamientos individuales con hesperidina o ketorolaco no produce
cambios en el umbral nociceptivo inducido por el desarrollo de artritis experimental
(Figs. 17B y 18B). Sin embargo, se produjo un efecto anti-hiperalgésico de 82.6 £ 8.1%
para la extremidad posterior derecha y de 86.5 + 7.8% para la extremidad posterior
izquierda cuando se administrd la combinacion de hesperidina + ketorolaco durante 5
dias consecutivos. Las figuras 19 y 20 muestran un efecto anti-hiperalgésico sinérgico,
ya que el efecto de la combinacién resulta mayor al producido por la administracion
individual de los farmacos. Adicionalmente, la administracién de dexametasona revierte
el desarrollo de hiperalgesia mecanica en el modelo de artritis inducida por colageno en
menor proporcidon en comparacion con la administracion de hesperidina + ketorolaco
(Figs. 19y 20).
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Figura 17. Curso temporal de la hiperalgesia mecanica en ratas hembra con artritis inducida por
colageno. La grafica muestra el desarrollo de la hiperalgesia mecanica evaluada por el método
Randall-Selitto en la extremidad posterior derecha de ratas artriticas. A) No inmunizado (),
artritis + vehiculo (e), artritis + dexametasona (A ). B) Artritis + hesperidina, artritis + ketorolaco
(V), artritis + combinacion (¢). Los tratamientos fueron administrados durante 5 dias
consecutivos. Cada punto representa la media + E.E.M. de 8 animales. *P<0.0001, ANDEVA de
dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (no inmunizado vs artritis + vehiculo). #P<0.0001,
ANDEVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (artritis + vehiculo vs tratamientos).
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Figura 18. Curso temporal de la hiperalgesia mecanica en ratas hembra con artritis inducida por
colageno. La grafica muestra el desarrollo de la hiperalgesia mecanica evaluada por el método
Randall-Selitto en la extremidad posterior izquierda de ratas artriticas. A) No inmunizado (),
artritis + vehiculo (e), artritis + dexametasona (A). B) Artritis + hesperidina (m), artritis +
ketorolaco ('V), artritis + combinacion (¢). Los tratamientos fueron administrados durante 5 dias
consecutivos. Cada punto representa la media + E.E.M. de 8 animales. *P<0.0001, ANDEVA de
dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (no inmunizado vs artritis + vehiculo). #P<0.0001,
ANDEVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni (artritis + vehiculo vs tratamientos).
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Figura 19. Efecto anti-hiperalgésico total de la combinacion de hesperidina + ketorolaco en
ratas hembra con artritis inducida por colageno. La grafica muestra el umbral mecanico de retiro
expresado en gramos de la extremidad posterior derecha. A) Umbral mecanico de retiro 24 dias
después de la primera inmunizacion que corresponde al inicio de la administracion de los
diferentes tratamientos: vehiculo, hesperidina, ketorolaco, combinacién y dexametasona. La
existencia de una diferencia estadistica significativa entre el grupo no inmunizado y los
diferentes grupos inmunizados con colageno tipo Il indica el desarrollo de hiperalgesia
mecanica. B) indice de artritis 29 dias después de la primera inmunizacién que corresponde al
fin de la administracion de los diferentes tratamientos (5 dosis/1 dia). La existencia de una
diferencia estadistica significativa con respecto al grupo tratado con el vehiculo sugiere un
efecto anti-hiperalgésico. *P<0.0001, ANDEVA de una via seguido de la prueba de Tukey.

52



Dia 24 después de la 1% inmunizacion

Extremidad posterior izquierda

1501
—
o
-
o
o ——
+— 1001
(O]
-
(0]
© d * *
— *
© -
=~ 50
O
1S
-]

0-
No Artritis + Artritis + Artritis + Artritis + Artritis +
inmunizado vehiculo hesperidina ketorolaco combinaciéon dexametasona

Dia 29 después de la 1% inmunizacion

Fvtramidad nnctarinr iznuniarda

Figura 20. Efecto anti-hiperalgésico total de la combinacion de hesperidina + ketorolaco en
ratas hembra con artritis inducida por colageno. La grafica muestra el umbral mecanico de retiro
expresado en gramos de la extremidad posterior izquierda. A) Umbral mecanico de retiro 24
dias después de la primera inmunizacion que corresponde al inicio de la administracion de los
diferentes tratamientos: vehiculo, hesperidina, ketorolaco, combinacién y dexametasona. La
existencia de una diferencia estadistica significativa entre el grupo no inmunizado y los
diferentes grupos inmunizados con colageno tipo Il indica el desarrollo de hiperalgesia
mecanica. B) indice de artritis 29 dias después de la primera inmunizacién que corresponde al
fin de la administracion de los diferentes tratamientos (5 dosis/1 dia). La existencia de una
diferencia estadistica significativa con respecto al grupo tratado con el vehiculo sugiere un
efecto anti-hiperalgésico. *P<0.0001, ANDEVA de una via seguido de la prueba de Tukey.
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6.4 Cuantificacion de niveles de TNF-a, IL-18 e IL-6

Los niveles de las citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6 se incrementaron en el
suero de las ratas con artritis de manera significativa en comparacién con el grupo no
inmunizado. Por otra parte, los niveles séricos de estas citocinas fueron reducidos
significativamente a valores similares a los observados en el grupo no inmunizado en
las ratas tratadas con la combinacion de hesperidina + ketorolaco y con los tratamientos

individuales con hesperidina, ketorolaco y dexametasona (P <0.0001) (Fig. 21).

6.5 Evaluacion del daio gastrointestinal

En la Fig. 22 se muestra que la administracion de s.s., la combinacion de hesperidina +
ketorolaco o la administracion individual de hesperidina durante 5 dias consecutivos no
produjo ulceras o erosiones en la mucosa gastrica. En contraste, la administracién de

ketorolaco o dexametasona genero ulceras gastricas.
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Figura 21. Efecto de la combinacion de hesperidina + ketorolaco en los niveles de citocinas pro-
inflamatorias de suero de ratas hembra con artritis inducida por colageno. La grafica muestra la
concentracion de citocinas expresada en (pg/ml) de ratas artriticas tratadas durante 5 dias
consecutivos con: vehiculo, hesperidina, ketorolaco, combinacion y dexametasona. A) TNF-a.
B) IL-1B8 y C) IL-6. Cada barra representa la media £+ E.E.M. de 8 animales.* P<0.0001,
ANDEVA seguida de la prueba de Tukey (no inmunizado vs tratamientos).
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Figura 22. Dafo gastrico inducido por la administracién de la combinacién de hesperidina y
ketorolaco en ratas hembra con artritis inducida por colageno. La grafica muestra el dafio
gastrico inducido por la administracion de una dosis diaria de los tratamientos durante 5 dias
consecutivos: vehiculo (tween 80 al 0.2% en s.s.), hesperidina (562.3 mg/kg, i.p.), ketorolaco
(0.56 mg/kg, i.p.), combinacion (hesperidina 562.3 mg/kg y ketorolaco 0.56 mg/kg, i.p.) y
dexametasona (0.1 mg/kg, i.p.). Cada barra representa la media + E.E.M. de 8 animales.”
P<0.0001, ANDEVA seguida de la prueba de Tukey.

56



7. DISCUSION

Existen diferentes estudios tanto preclinicos como clinicos que proporcionan evidencia
de los efectos benéficos del uso de plantas medicinales y productos naturales en el
tratamiento del dolor. Sin embargo, la eficacia, seguridad e interaccion positiva entre
farmacos-herbolaria o farmacos-productos naturales requiere de estudios cientificos
que lo confirmen. Los extractos de plantas medicinales o productos naturales usados
como medicina alternativa por pacientes pueden interactuar con los medicamentos
alépatas prescritos, generando un incremento o disminucién de los efectos
terapéuticos. Es por esta razén que se requiere la realizacion de estudios
farmacolégicos preclinicos y clinicos que amplien el conocimiento cientifico acerca de
los efectos de la medicina herbolaria y los productos naturales para conocer el valor
terapéutico real, asi como los potenciales riesgos del uso de este tipo de medicina
alternativa sola o en combinacion con medicina alépata para el tratamiento del dolor
(Zareba, 2009). Asi en el presente estudio se investigd el efecto anti-inflamatorio y anti-
hiperalgésico producido por el bioflavonoide hesperidina en combinacién con el anti-
inflamatorio no esteroideo, ketorolaco en un modelo de artritis experimental inducida por

colageno.

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune, inflamatoria, crénica, y
progresiva que afecta principalmente a las articulaciones y se caracteriza por la
presencia de hiperplasia sinovial, reclutamiento de células inflamatorias y la destruccién
progresiva del cartilago y hueso (Choy, 2012). El modelo de artritis inducida por
colageno es un modelo animal de artritis reumatoide dependiente de células T, en este
modelo las ratas desarrollan artritis experimental después de la inmunizacion con
colageno tipo Il heterdlogo derivado de cartilago (Rioja y cols., 2004). Este modelo
experimental es un modelo animal ampliamente utilizado como modelo de poliartritis
con caracteristicas clinicas y patologicas similares a las que se presentan en la artritis
reumatoide en humanos, en particular sinovitis, formacion de pannus y erosion del
cartilago y hueso articular. Es por estas razones que este modelo experimental ha sido

ampliamente usado para la evaluacion farmacolégica de farmacos con potencial
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antirreumatico (Jonas y cols., 1982). Las diversas cepas de ratas poseen diferente
susceptibilidad genética a la induccién de artritis por colageno, asi en cada cepa
podemos encontrar animales que responden a la inmunizacidn y animales que no
responden (Kim & Moudgil, 2009). En este estudio, la administracién subcutanea de la
emulsion (1:1) de colageno Il derivado de cartilago de pollo y el adyuvante completo de
Freund (Mycobacterium tuberculosis inactivada por calor) en la base de la cola de ratas
hembra de la cepa Wistar, gener6 el 55.5% de animales artriticos con un pico de
respuesta inflamatoria que afecta todas las extremidades del animal entre la semana 3-

4 después de la primera inmunizacion.

La administracion de la combinacion de hesperidina y ketorolaco redujo el indice de
artritis, inflamacion e hiperalgesia de las extremidades posteriores de los animales
artriticos a valores cercanos a los presentados por el grupo no inmunizado. Hesperidina
(5,7,3-trihidroxi-4’-metoxi-flavanona 7-ramnoglucésido) es una flavanona glicosilada
frecuentemente encontrada en frutas citricas (Garg y cols., 2001) y en plantas
medicinales tales como Rosmarinus officinalis (Okamura y cols., 1994; Martinez y cols.,
2011), Citrus sinensis (Guzman-Gutiérrez & Navarrete, 2009) Mentha piperita (McKay &
Blumberg, 2006) y Byrsomina crassifolia (Herrera-Ruiz y cols., 2011), utilizadas en la
medicina tradicional por sus propiedades anti-inflamatorias y analgésicas. Diversos
estudios han demostrado que la administracién individual de hesperidina produce
efectos anti-inflamatorios en el modelo de edema inducido tanto por carragenina como
por dextran (Emim y cols., 1994; Galati y cols., 1994); artritis inducida por el adyuvante
de Freund (Guardia y cols. 2001; Rotelli y cols., 2003); analgésicos en el modelo de
estiramiento abdominal inducido por acido acético (Loscalzo y cols. 2008); modelo de
plancha caliente (Loscalzo y cols., 2011) y modelo de disfuncion inducida por artritis

gotosa (Martinez y cols., 2011).

En el modelo de artritis inducida por colageno, la activacion de la inmunidad mediada
por células resulta en la secrecidn de citocinas relacionadas a células Th-1 y a la
produccion de radicales libres que provocan la degeneracion articular (Sharma y cols.,

2012). Se ha sugerido que la supresion de mediadores inflamatorios y del estrés
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oxidativo puede ser usada como un tratamiento para la artritis reumatoide. El
mecanismo de accion de hesperidina no es completamente comprendido. Sin embargo,
hesperidina inhibe de manera significativa la sintesis de PGs in vivo (Damon y cols.,
1987) y también reduce de manera dosis dependiente la produccion de éxido nitrico,
TNF-a, IL-12 inducidas por lipopolisacaridos e INF-y, efectos que podrian asociarse al
mecanismo de accion a través del cual hesperidina reduce la inflamacion y la

nocicepcion en varios modelos experimentales (Rao y cols., 2008).

Por otra parte, las citocinas han sido directamente implicadas en muchos procesos
inmunes asociados a la patogénesis de la artritis reumatoide. Tanto en la artritis
reumatoide como en el modelo de artritis inducida por colageno el sitio de inflamacion
primario es el tejido sinovial, el cual puede liberar citocinas a la circulacién sistémica.
Las citocinas implicadas directamente en los procesos patofisiolégicos de la artritis
reumatoide son TNF-a, IL-1B e IL-6 (Choy, 2012), entre otras; las cuales son
mediadores claves en la migraciéon celular y la inflamacion en la artritis reumatoide. El
TNF-o esta presente en la mayoria de las biopsias sinoviales y su inhibicion suprime las
manifestaciones clinicas de la patologia en varios modelos de artritis experimental,
mientras que la sobreexpresién de TNF-a induce artritis inflamatoria erosiva de manera
espontanea (Keffer y cols., 1991). El TNF-a induce la activacion de los leucocitos y
células endoteliales, activacion y supervivencia de fibroblastos sinoviales,
sensibilizacion de los nociceptores y angiogénesis, todas ellas caracteristicas
patoldgicas claves de la artritis reumatoide. El bloqueo terapéutico del TNF-a produce
una respuesta clinica en aproximadamente el 70% de los pacientes con artritis
reumatoide establecida, y resulta en una rapida (< 24 h) disminucién en los niveles de
IL-6 y proteinas de fase aguda, supresion de la migracién de leucocitos, desactivacion
de la células endoteliales y recuperacion tanto de la funcién reguladora como del
fenotipo de las células T (Mclnnes & Schett, 2007). Por otra parte, la IL-6 es una
citocina efectora importante derivada de los monocitos; es una citocina requerida para
la generacién de la artritis experimental inducida por colageno. La IL-6 induce la
activacion de osteoclastos, reclutamiento de neutrdfilos, formacion de pannus mediante

la promocion de la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular, proliferacion

59



de células B, produccion de anticuerpos, proliferacion y diferenciacion de células T, y la
produccion de proteinas de fase aguda que a su vez contribuyen a la inflamacion y a la
destruccion de hueso (Mclnnes & Schett, 2007; Choy, 2012). Por su parte, la IL-1B
aumenta la liberacidon de citocinas, quimiocinas, metaloproteinasas de la matiz
extracelular y PGs de los fibroblastos sinoviales, induce la activacion de los
osteoclastos y la expresion de moléculas de adhesion en la células endoteliales
(Mclnnes & Schett, 2007). Ademas, IL-1a e IL-1B son expresadas en el sinovio de
pacientes con artritis reumatoide. También se ha observado que en ratones deficientes
del antagonista del receptor IL-1 (también conocido como IL-1RA o IL1RN) se desarrolla
artritis erosiva espontanea asociada a la induccion de células Tu17 (Horai y cols., 2000;
Dayer & Bresnihan, 2002). Los resultados de este estudio muestran que la
administracién de la combinacion de hesperidina y ketorolaco reduce los niveles de
TNF-a, IL-1B e IL-6 en comparacion con el grupo artritis + vehiculo. Por lo tanto, es
posible especular que la combinacion de hesperidina y ketorolaco ejerza un efecto
regulador negativo de estas citocinas pro-inflamatorias en la artritis experimental
inducida por colageno, lo que puede reducir la respuesta inflamatoria. Asi resulta
razonable sugerir que parte del efecto anti-inflamatorio producido por esta combinacion

pueda ser mediado a través de la inhibicion de TNF-q, IL-15 e IL-6.

El método de Randall & Selitto (1957), permite cuantificar el umbral mecanico de retiro
al aplicar una fuerza mecanica lineal en el dorso de las extremidades posteriores del
animal. Esta prueba fue introducida como una herramienta para evaluar la capacidad de
los farmacos analgésicos para modificar la respuesta umbral a una estimulacion
mecanica en tejidos inflamados. De acuerdo a los resultados obtenidos es poco
probable que la reduccion en la inflamacién inducida por la administracion de la
combinacion de hesperidina y ketorolaco sea responsable del efecto anti-hiperalgésico
observado, ya que dexametasona no fue capaz de reducir significativamente la
hiperalgesia mecanica presente en las ratas artriticas a pesar de haber inducido un
efecto anti-inflamatorio. Estudios recientes han sugerido que el receptor TRPV1
expresado neuronalmente esta involucrado en la inflamacion crénica y en el dolor

asociado a la artritis (Szabo y cols., 2005). En un estudio previo nuestro grupo de
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investigacion se demostré que el pre-tratamiento con capsazepina, un antagonista
selectivo TRPV1, parcialmente reduce el efecto antinociceptivo inducido por la
administracion de hesperidina en el modelo experimental PIFIR, un modelo de artritis
gotosa (Martinez y cols., 2011). El receptor vanilloide TRPV1 es un canal catiénico no
selectivo con elevada preferencia por calcio que responde a estimulos mecanicos,
térmicos y quimicos. El receptor TRPV1 es activado por capsaicina, resiniferatoxina,
calor nocivo (> 43 °C), pH bajo (= 5.2), voltaje y por varios lipidos endégenos como la
anandamida, acido 12-hidroperoxieicosatetraenoico (12-HPETE) y N-araquidonoil
dopamina (NADA) (Ramsey, 2006). Este receptor esta involucrado en la transmision y
modulacién del dolor, asi como en la integracién de varios estimulos dolorosos (Cui y
cols., 2006). En estudios previos se ha reportado la participacion del receptor TRPV1 en
el efecto antinociceptivo de algunos flavonoides. Sui y cols. (2010) reportaron que el
flavonoide baicalina induce una regulacion a la baja del receptor TRPV1 en neuronas
del ganglio de la raiz dorsal, lo cual puede contribuir a su mecanismo de
antinocicepcion. Ademas, se ha reportado que el flavonoide 6-hidroxi-7-metoxi-3-(4'-
hidroxibencil) cromona inhibe las corrientes idnicas en neuronas aisladas del ganglio de
la raiz dorsal de manera reversible y no competitiva (Wang y cols., 2008). Otro estudio
mostré que el flavonoide eriodictiol reduce la nocicepcién en la prueba de la capsaicina,
asi como la hiperalgesia térmica y alodinia mecanica inducida por la administracién del
adyuvante de Freund. Adicionalmente, este flavonoide fue capaz de desplazar la unién
de 3H-resiniferatoxina y de inhibir el influjo de calcio mediado por capsaicina, sugiriendo

que eriodictiol actua como un antagonista TRPV1 (Rosato y cols., 2011).

Otros mecanismos de accion antinociceptiva se han sugerido para hesperidina.
Loscalzo y cols., 2008 reportaron que la administracion de naltrexona (5 mg/kg, i.p.)
inhibié de manera significativa el efecto antinociceptivo de hesperidina en el modelo
experimental de dolor visceral en ratones, sugiriendo la participacion del sistema
opioide. No obstante, la administracion de naloxona 1y 10 mg/kg no redujo el efecto de
hesperidina sobre la nocicepcion inducida en el modelo experimental de artritis gotosa
(Martinez y cols., 2011). Lo anterior sugiere que el mecanismo de accion de hesperidina
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podria depender de los mediadores involucrados en el tipo de nocicepcion inducida

experimentalmente.

Aunque los flavonoides comparten ciertos mecanismos de accion con los AINEs,
incluyendo la inhibicion de las enzimas involucradas en la generacion de eicosanoides y
la capacidad para inhibir la expresion de moléculas pro-inflamatorias y factores de
transcripcion (Kim y cols., 2004), es posible que mas de un mecanismo de accidon

participe en el sinergismo observado entre hesperidina y ketorolaco en este estudio.

Ketorolaco es un anti-inflamatorio no esteroideo que pertenece a la familia de derivados
del acido heteroaril acético. Es comercializado en forma de racemato. Su efecto
analgésico se debe principalmente a la actividad inhibidora sobre COX del isémero-S.
Ketorolaco es administrado como tratamiento para el dolor agudo de origen
musculoesquelético, dolor postoperatorio y colico renal (Sinha y cols., 2009). Posee una
eficaz actividad analgésica y una moderada actividad anti-inflamatoria. En estudios
clinicos, una dosis unica de ketorolaco es tan efectiva como una de morfina (Buckley &
Brogden, 1990). Sin embargo, la frecuente ocurrencia de trastornos gastrointestinales,
incluyendo sangrado gastrointestinal, perforacién y ulcera péptica limitan su uso
cronico. En adicion a la inhibicidon no selectiva de COX, la activacion de la via ON-
GMPc-K*, conocida como la cascada de senalizacion clasica del éxido nitrico, también
se ha asociado al efecto antinociceptivo inducido por ketorolaco (Lazaro-lbafez y cols.
2001).

Finalmente, con respecto al dafo gastrico evaluado como efecto adverso, se ha
reportado que la administracion aguda 1 mg/kg de ketorolaco en ratas produce 26% de
dafo gastrico (Lépez-Muioz y cols., 2004). Sin embargo, la administracion de la
combinacion de hesperidina y ketorolaco no produjo dafio gastrico cuando esta fue
administrada durante 5 dias consecutivos. Demostrando que la combinacién de estos
farmacos con propiedades antinociceptivas y anti-inflamatorias puede producir efectos

terapéuticos sinérgicos sin el aumento de los efectos adversos.
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8. CONCLUSION

El sinergismo observado en el efecto anti-inflamatorio y anti-hiperalgésico producido por
la combinacion del bioflavonoide hesperidina y el anti-inflamatorio no esteroideo
ketorolaco sin la generacion de algun dafo gastrico como efecto adverso en el modelo
de artritis inducida por colageno sugiere su potencial en el tratamiento de la artritis

reumatoide.

9. PERSPECTIVAS

En general la terapia combinada se entiende como la combinacion de dos o mas
farmacos, los cuales pueden poseer mecanismos de accion complementarios, que
aumentan la gama de opciones terapéuticas para el tratamiento de casi todas las
enfermedades humanas. No obstante, durante la realizacion de este estudio no se llevd
a cabo ningun disefio experimental orientado a detectar los mecanismos que expliquen
la potenciacion antinociceptiva o que puedan descartar la presencia de efectos
adversos de distinta naturaleza al que se estudid en el presente trabajo; sin embargo,

estos estudios son necesarios y sera interesante realizar su investigacion en el futuro.
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Hesperidin occurs in greatest concentration in plants from the Rutaceae and Lamiaceae families. In human
nutrition it contributes to the integrity of blood vessels and its deficiency in the diet has been linked to abnormal
capillary leakiness as well as pain. In this study, the bioflavonoid hesperidin was identified as an active compound
in an ethanol extract of the Rosmarinus officinalis aerial parts tested in the pain-induced functional impairment
model in the rat (PIFIR) as an assay of inflammatory and chronic nociception similar to that observed in clinical
gout. Hesperidin produced a dose-dependent and significant response with an ED,s=1666.72 mg/kg in
comparison to an ED,5s = 302.90 mg/kg for the extract or an ED,5 = 0.47 mg/kg for the reference drug ketorolacin
the PIFIR model. Although the antinociceptive response of R. officinalis was reverted in presence of the opioid
antagonist naloxone (10 mg/kg, s.c.) and the 5HT;, antagonist WAY100635 (0.12 mg/kg, s.c.), the hesperidin
response was not modified by naloxone (10 mg/kg), WAY100635 (0.12 mg/kg), bicuculline (1 mg/kg, s.c.),
flumazenil (10 mg/kg, i.p.) or caffeine (1 mg/kg, s.c.). Nevertheless, it was reduced in presence of capsazepine
(10 or 20 mg/kg, s.c.) suggesting the participation of the TRPV1 receptor, which was reinforced when hesperidin
significantly reduced the capsaicin-induced nociceptive response. A synergistic interaction was also observed
when antinociceptive doses of hesperidin were combined with those of ketorolac producing 15 combinations
mainly in additive and supra-additive responses. These results provide evidence for the antinociceptive activity of
hesperidin and demonstrate synergistic response when combined with ketorolac, possibly by involvement of the
TRPV1 receptor, suggesting their clinical potential in pain therapy.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

adjuvant arthritis, a rat model of rheumatoid arthritis by using
Freund's complete adjuvant (Guardia et al., 2001; Li et al., 2008).

Hesperidin is a flavonoid previously called “vitamin P” to indicate
that it could decrease capillary permeability and fragility (Morii,
1939). It has been reported that hesperidin prevents vascular leakage
through the inhibition of the enzyme hyaluronidase; it also decreases
the amount of blood cells and platelet aggregation (Beiler and Martin,
1948; Garg et al., 2001). Besides its effect on vascular permeability,
this flavonoid exhibits a wide range of pharmacological activities
such as sedative (Ferndndez et al., 2005; Guzman-Gutiérrez and
Navarrete, 2009), antioxidant (Hirata et al., 2005; Zhang et al., 2002),
anticarcinogenic (Hirata et al., 2005; Tanaka et al., 1997), as well as
exhibiting anti-inflammatory and analgesic properties (Hirata et al.,
2005; Galati et al., 1994; Benavente-Garcia and Castillo, 2008). A
preventive effect was also previously reported on the development of

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56 55 28 11; fax: +52 55 56 55 99 80.
E-mail address: evag@imp.edu.mx (M.E. Gonzalez-Trujano).

0091-3057/% - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.pbb.2010.11.010

Hesperidin is abundantly found in citrus fruits (family Rutaceae)
(Benavente-Garcia and Castillo, 2008) and in many plants of the
genera Lamiaceae (Garg et al., 2001; Kokkalou and Kapetanidis, 1988).
Rosmarinus officinalis L. is a plant species of the family Lamiaceae; it is
an aromatic evergreen shrub native to the Mediterranean area and
now grown in many countries. It is well-known around the world and
widely used for flavoring food and beverages, as well as an ingredient
in cosmetic products (Al-Sereiti et al., 1999; Altinier et al., 2007); in
folk medicine it is mainly used as an antispasmodic, in renal colic,
dysmenorrhoea and abdominal colic (Al-Sereiti et al., 1999; Peng
et al,, 2007). In Mexico, R. officinalis aerial parts are prepared as
maceration in ethanol and used in topical administration to relief
rheumatic pain. A tea made of the boiled leaves is used to improve
digestion and to relief stomach-ache (Martinez, 1989). Several
phytochemical studies have shown that R. officinalis contains essential
oils, phenols, diterpenoids, terpenoids and especially flavonoids
(Okamura et al., 1994; Zeng et al., 2001). Flavonoids, part of a large
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family of naturally occurring polyphenolic compounds characterized
by a common benzo-y-pyrone structure, are important constituents
of the human diet (Miean and Mohamed, 2001). They also have a wide
range of biological and pharmacological activities as antioxidant, anti-
ageing, antineoplastic, and anti-inflammatory; these compounds also
lower of blood cholesterol levels, and improve bone strength (Yang
et al., 2006). In a previous study, we observed that the ethanol extract
from R. officinalis aerial parts produced antinociceptive and anti-
inflammatory effects in different experimental models of nociception
(Gonzalez-Trujano et al., 2007). However, the active components and
the mechanism of action of the antinociceptive response have not
been described so far. The aim of this study was not only to evaluate
the antinociceptive effect of hesperidin, as a responsible antinoceptive
component of R. officinalis, but also to gain some knowledge into its
mechanism of action and pharmacological interaction with a non-
steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) by using the “pain-induced
functional impairment in the rat” (PIFIR) model, an assay of
inflammatory and chronic nociception similar to that observed in
clinical gout (Lopez-Mufioz et al., 1993).

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Swiss albino mice (25-30 g) and Male Wistar rats [Crl(WI){BR]
weighing 180-200 g obtained from Cinvestav-Sur and Instituto Nacio-
nal de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Mufiiz” were used in this study.
Animals were housed in a temperature- and light-controlled room
under a 12-h light/12-h dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) with water
and food ad libitum. Twelve hours before the experiments, food was
suspended, though animals had free access to tap drinking water. All
experimental procedures followed the Guidelines on Ethical Standards
for Investigations of Experimental Pain in Animals (Zimmermann,
1983), and were carried out according to a protocol approved by the
local Animal Ethics Committee. The number of experimental animals
was kept to a minimum; they were used only once. For each
experimental procedure, animal groups consisted of six mice or rats.

2.2. Drugs

The Rosmarinus officinalis L. ethanol extract was prepared as
previously described Gonzalez-Trujano et al. (2007). Extract, flumazenil
and bicuculline were suspended in vehicle [0.5% tween 80 in saline
solution (s.s.)]. Capsaicin was firstly prepared in a stock solution
containing 1 mg of capsaicin dissolved in 1 ml of vehicle (0.2% Tween 80
in s.s. and 10% ethanol). Then, 16 pl of this stock solution were diluted
with 384 pl of s.s. to yield a concentration of 1.6 pg/40 . The extract was
administered via oral (p.o.), whereas ketorolac-tromethamine (>99%
purity) and hesperidin (~80% purity) were dissolved in s.s. and
administered via intraperitoneal (i.p.). Naloxone, WAY 100635, capsa-
zepine and caffeine were dissolved in s.s and administered via
subcutaneous (s.c.). Drugs were freshly prepared on the day of the
experiments and administered in a volume of 0.1 ml/100 g body weight
rats. Control animals received the same volume of either vehicle or s.s.
by the respective route of administration. All pure compounds were
purchased from Sigma Chemical Company. To induce nociception, a 20%
uric acid suspension in mineral oil was used.

2.3. High pressure liquid chromatography (HPLC) analysis

Samples tested (10 mg) were dissolved in 10 ml of HCl (1 N) in
MeOH and filtered to inject 20 pl to the HPLC system.

2.3.1. HPLC-PAD conditions
The HPLC system included a Waters 2795 pump (Waters, Milford
MA, USA) equipped with an automatic sample injector module and

photodiode detector model 996 (Waters, Milford MA, USA). The
separation was performed on a Kromasil C-18 column
(150 mmx 4.6 mm, MetaChem Technologies, Inc., Torrance CA, USA).
The mobile phase consisted of components A (10 mM phosphoric acid
aqueous solution) and B (acetonitrile). The system was run with a linear
gradient program: at the beginning 90% A, 10% B; 18 min, 30% A, 70% B;
20 min, 30% A, 70% B; and 22 min, 90% A, 10% B. The flow rate was set at
0.6 ml/min. Chromatograms were detected at 280 nm.

2.4. Antinociceptive activity

2.4.1. Pain-induced functional impairment model in the rat (PIFIR model)

Antinociceptive activity was measured using the PIFIR model,
previously described in detail elsewhere (Lopez-Mufioz et al., 1993).
The animals were anaesthetized with ethylic ether (J.T.Baker) in an
anesthesia chamber (glass dryer Pyrex satured with ether vapors).
Nociception was induced by an intra-articular injection of 0.05 ml of
20% uric acid suspended in mineral oil in the knee joint of the right
hind limb. The suspension was prepared by grinding 2.0 g of uric acid
in a glass mortar (Pyrex) and adding 10 ml of mineral oil. The intra-
articular injection was performed through the patellar ligament using
a 1 ml glass syringe (Becton, Dickinson LTDA, Brazil) with a 24 gauge
needle of 5 mm. Subsequently; an electrode was attached to the
plantar surface of each hind paw between the plantar pads. Rats were
allowed to recover from anesthesia and placed on a stainless steel
cylinder, 30 cm in diameter. The cylinder was rotated at 4 rpm, forcing
the rats to walk. The variable to be measured was the time of contact
between each hind paw and the cylinder. When the electrode placed
on the animal's paw made contact with the cylinder floor, a circuit
was closed; the time the circuit remained closed was recorded. The
cylinder was rotated for 2-min periods, during which time recordings
were made; 28 min rest periods were interspersed between record-
ings. In all subsequent experiments, analgesic agents were adminis-
tered 2.5 h after uric acid injection. Thus, this time was considered as
time zero for the measurements of the antinociceptive effect. Drugs
were given at this time and the time of contact was measured every
30 min for 4 h. All experiments were performed between 7:00 a.m.
and 14:00 p.m. After uric acid injection, animals developed a
progressive dysfunction of the injured limb. The time of contact of
the injured hind limb reached a zero value 2.5h after uric acid
injection. Data are expressed as the percentage of the functionality
index (FI%), i.e., the time of contact of injected paw divided by the
time of contact of the control left paw multiplied by 100. Recordings
were taken every 15 min for the first hour, and every 30 min for the
remaining 3 hours. Rats were allowed to rest between recording
periods. Recovery of FI% was considered as expression of the
antinociceptive effect. Time-response curves were plotted to detect
the onset of the antinociceptive effect, as well as dose-response
curves to determine the antinociceptive efficacies. For the purpose of
this study, inducing nociception in the experimental animals was
unavoidable. However, care was taken to avoid unnecessary suffering.

2.4.2. Capsaicin-induced nociception

The procedure used was similar to that described by Déciga-
Campos et al. (2010), but by using intraplantar injection of capsaicin
in mice. Before testing, the animals were individually placed in a
transparent glass cylinder, 20 cm in diameter, which serve as an
observation chamber. A mirror was placed behind the chamber to
enable unhindered observation. After a 20-min adaptation period,
mice were injected 40 L of capsaicin (1.6 pg/paw) intraplantar in the
right hind paw by using a 27-gauge needle. Immediately after
capsaicin injection, each animal was returned to the chamber for
nociceptive behavior observation. Nociceptive behavior was quanti-
fied as the amount of time the animal spent licking the injected paw
within a 5-min period measured with a chronometer.
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2.5. Experimental design

In the PIFIR model, dose-response curves were constructed in order
to know the effective dose twenty-five (ED,s) of hesperidin; this dose
was compared to that produced by R. officinalis extract and the reference
drug ketorolac. Once the FI% reached the zero value, rats were
administered with vehicle (0.5% tween 80 in s.s.), R officinalis (30,
100, 300, 1000 and 3000 mg/kg), hesperidin (100, 300, 562.3, 1000 and
1778.3 mg/kg), or ketorolac (0.18, 0.32, 0.56, 1, and 1.78 mg/kg).
Subsequently, the possible mechanism of action of hesperidin-induced
antinociception was investigated by exploring the participation of
endogenous opioids, 5-HT;5, GABAs/benzodiazepine, A;/A, and/or
TRPV1 (the transient receptor potential vanilloid 1) receptors in
different animal groups (at least 6 rats each). In this part of the
experiment, one of the following treatments was given when FI% = 0:
naloxone (a competitive opioid antagonist, 1 and 10 mg/kg, s.c.);
WAY100635 (a selective 5-HT; 5 receptor antagonist, 0.12 mg/kg, s.c.);
flumazenil (a benzodiazepine antagonist, 10 mg/kg, i.p.); bicuculline
(acompetitive antagonist of GABA, receptor, 1 mg/kg, s.c.); capsazepine
(aTRPV1 competitive antagonist, 10 or 20 mg/kg s.c.), or caffeine (a non
selective adenosine antagonist, 1 and 3.2 mg/kg, s.c.). Fifteen minutes
later, all groups of animals received hesperidin (1000 mg/kg, i.p.). At the
end of the experiment, animals were euthanized. No side effects were
observed in any of the studied groups of animals. For synergistic
analysis, all doses of hesperidin were combined with lesser doses of
ketorolac (0.18, 0.32 and 0.56 mg/kg) giving 15 combinations in total.

2.6. Statistical analysis

Antinociception was estimated as the recovery of the FI% value in
the PIFIR model. The cumulative antinociceptive effect during the
whole observation period (4 h) was determined as the area under the
curve (AUC) of the time course to obtain the dose-response curves
and to analyze the whole antinociceptive effect elicited by the
R. officinalis extract, hesperidin and/or ketorolac, either alone or in
combination with an inhibitor or antagonist drug. The AUC was
obtained by the trapezoidal rule. The percentage of the antinocicep-
tive effect was calculated with respect to the maximum antinocicep-
tive effect observed in the PIFIR model under the present
experimental conditions; its value was 387.5 au (Lopez-Muiioz
et al., 1993; Gonzalez-Trujano et al., 2007; Martinez et al., 2009).
The doses producing 25% of the maximum possible effect in the PIFIR
model (EDs) of R. officinalis extract, hesperidin and ketorolac were
calculated by performing a linear regression analysis in the linear
portion of the dose-response curves. Statistical differences were
determined by ANOVA followed by Dunnett's test. The synergism
between hesperidin and ketorolac was calculated using surface of
synergistic interaction (SSI) analysis (Lopez-Mufoz, 1994; Lopez-
Mufioz and Salazar, 1995). The AUC of the individual effects of each
drug were added up to obtain the expected value. If the experimental
AUC obtained from the combinations was higher than the theoretical
sum of the individual effects, the results were considered to show
supra-additive response; if it was similar to the theoretical sum, it was
considered to show an additive antinociceptive effect and if it was less
than the theoretical sum, it was considered to show sub-additive
effect. The AUC values for hesperidin-ketorolac combinations were
compared with the expected value by using Student's test. Statistical
differences for gastric injury were determined by ANOVA on ranks
followed by Dunn's test. Significance was considered for P<0.05.

3. Results
3.1. Chemical composition

Thin layer chromatography analysis of an ethanol extract revealed
the presence of terpenoids and flavonoids as principal constituents of

the ethanol extract from R. officinalis; a bio-guided fractionation
allowed the isolation of fractions revealing mainly flavonoid compo-
nents (data not shown). Then, HPLC analysis indicated several peaks
in the most active ethyl acetate fraction (7.5 g, 8.33%) with flavonoid
content in which a compound 9.37 mg/g was identified as hesperidin
(10.836 min) (Fig. 1).

3.2. Antinociceptive effect of hesperidin in the PIFIR model

At the time when the functionality index reached the zero value,
administration of R. officinalis extract, hesperidin or ketorolac produced
a dose-dependent antinociceptive effect curve (Fig. 2) at doses not
affecting the walking ability of the rats during the period of evaluation.
R. officinalis extract (3000 mg/kg) and ketorolac (1.78 mg/kg) appeared
to be the most effective of the assayed compounds; hesperidin
(1778.3 mg/kg) showed limited efficacy with a maximum of 25 4 12%.
The antinociceptive effect curves allowed the calculation of an
ED,5=0.47 mg/kg for ketorolac, i.p.; ED,5=302.9 mg/kg for the
R. officinalis extract p.o. and, finally, an ED,s=1666.72 mg/kg for
hesperidin i.p. (Fig. 2). All ED,5 were calculated with respect to the
maximum antinociceptive effect observed in the PIFIR model. A lower
potency (ED,5=1666.72) as well as limited antinociceptive efficacy
were observed for hesperidin. The R. officinalis extract was considerably
less potent than ketorolac though both exhibited similar efficacy.
R. officinalis extract increased FI% in rats, showing a significant
antinociceptive effect starting at 300 mg/kg dosage (Fig. 2) with a
maximum antinociceptive peak reached within the first 15 min of
evaluation (Fig. 3A). Moreover, R. officinalis at a 3000 mg/kg dosage
allowed the observation that the maximum effect was reached within
the first 15 min, this response remained until the end of the evaluation
period (3A). With regard to hesperidin, the antinociceptive effect was
significant at 1000 mg/kg (Fig. 2), with a maximum antinociceptive
effect detected also within the first 15 min (Fig. 3B) of evaluation.

3.3. Effect of hesperidin on the capsaicin-induced nociception

Hesperidin produced a dose-dependent (10, 30 and 100 mg/kg, i.p.)
diminution in the time mice spent licking the injected paw after
receiving intraplantar capsaicin (Fig. 4). A significant antinocicep-
tive response (P<0.05) was observed in mice treated with 30 mg/kg
(19+55) and 100 mg/kg (11 +£6s) dosages in comparison to the
vehicle group (43410 s) (Fig. 4).

3.4. Analysis of the mechanisms of action of hesperidin

The significant antinociceptive effect of 3000 mg/kg of R.
officinalis extract was reverted in presence of 10 mg/kg, but not for
1 or 3.16 mg/kg naloxone (Fig. 5A and B). Similarly, pretreatment of
WAY100635 reduced the antinociceptive response of the R.
officinalis extract (Fig. 5A and B). However, when both antagonists
were tested in combination with hesperidin (1000 mg/kg), identified as
one of the responsible constituents of the antinociceptive activity of R.
officinalis, no changes were observed (Table 1). Because of this fact,
several antagonist or inhibitor drugs were tested in combination with
this bioflavonoid in order to investigate its possible antinociceptive
mechanism of action. As observed in Table 1, the presence of bicuculline
(1 mg/kg), flumazenil (1 mg/kg), or caffeine (1 or 3.2 mg/kg, s.c.) did
not modify the antinociceptive effect of hesperidin. On the other hand,
pretreatment with capsazepine (10 or 20 mg/kg) reduced 36% the
antinociceptive response produced by hesperidin (Table 1). All control
groups tested receiving vehicle (s.s. or 0.5% tween 80 in s.s.) or some
antagonist or inhibitor drug showed a FI%»~0 throughout the 4-h
duration of the experiment (Table 1).
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Fig. 1. Representative HPLC profile of the ethanol extract of R. officinalis aerial parts. The peak corresponds to hesperidin (TR =10.836 min) corroborated with a standard.

3.5. Pharmacological synergistic interaction of hesperidin and ketorolac
in the PIFIR model

Fig. 6A shows the antinociceptive effect of 3 different combina-
tions of hesperidin plus ketorolac. A maximal antinociceptive effect
was obtained with the hesperidin (562.3 mg/kg) plus ketorolac
(0.56 mg/kg) combination giving AUC=228.314+30.82 au which
corresponds to a high supra-additive interaction (P<0.001). The other
12 combinations showed additive antinociceptive effects (i.e. the sum
of the effects produced by each agent alone). One representative
combination of additive response is show in Fig. 6A. Only one
combination (1000 mg/kg hesperidin with 0.18 mg/kg ketorolac)
exhibited a sub-additive antinociceptive effect (i.e., less than the sum
of the effects produced by the each drug alone) (Fig. 6A).

The combination ketorolac plus hesperidin producing potentiation
did not cause any gastric injury as the one observed with
indomethacin (as positive control) or ketorolac alone in single
administration (Fig. 6B).

4. Discussion

In the present study, the antinociceptive activity of the bioflavo-
noid hesperidin was investigated, as well as its possible mechanism of
action and pharmacological interaction with a specific NSAID. Our
results give evidence that systemic administration of hesperidin
produces antinociceptive effect in the PIFIR model at doses causing no
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Fig. 2. Dose-response curves of the antinociceptive effect of R. officinalis extract (@),
hesperidin (M) and ketorolac (A). Data are expressed as the mean4 S.E.M. of the
percentage of the antinociceptive effect with respect to the maximum antinociceptive
response in the PIFIR model. *P<0.001, ANOVA followed by Dunnett's test.

motor dysfunction. We also found that the TRPV1 receptor is partially
involved in its mechanism of action, whereas combinations with
ketorolac produced synergism mainly as an additive antinociceptive
response.

The PIFIR model is a well known test validated to search for new or
alternative treatments for arthritic pain. This model uses diluted uric
acid injected into the knee joint of the rat right hind limb (i.art.), to
render a good representation of clinical gout arthritis (L6pez-Mufioz
et al., 1993). In a preliminary study, it was reported that the R.
officinalis ethanol extract possesses antinociceptive and anti-
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Fig. 3. Time course curves of the antinociceptive effect of (A) R. officinalis extract: 30,
100, 300, 1000 and 3000 mg/kg, p.o. and (B) hesperidin: 100, 300, 562.3, 1000 and
1778.3 mg/kg, i.p. in the PIFIR model during a 4 h-period. Each point represents the
average of the functionality index in percentage (FI%) 4 S.E.M. of at least six animals.
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Fig. 4. Antinociceptive effect of hesperidin (10, 30 or 100 mg/kg, i.p.) on the time spent
by each mice licking its injected paw with 40 pl of capsaicin (1.6 pg/paw). Each bar
represents the average + S.E.M. of at least 6 animals. *P=0.015, ANOVA followed by
Dunnett's test.

inflammatory activity in nociceptive models such as acetic acid-
induced writhing and formalin test in mice, and the PIFIR model in
rats (Gonzalez-Trujano et al, 2007). In the PIFIR model, the R.
officinalis ethanol extract significantly reduced in a dose-dependent
fashion the loss of functionality caused by the administration of uric
acid into the knee joint. Our results and those reported by Altinier
et al. (2007) are in agreement with the use given to R. officinalis in
traditional medicine and with recent clinical studies reporting that a
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Fig. 5. (A) Time course curves of the antinociceptive effect of R. officinalis at 3000 (o)
mg/kg alone and in the presence of naloxone (Nx) at 1.0 (A), 3.16 ([1), and 10 (¢) mg/kg
or WAY 100635 at 0.12 (0K) mg/kg expressed as the percentage of the functionality
index (FI%) in the PIFIR assay during a 4-h-period. These effects were compared with
the effect observed by administering vehicle (®) and Nx 1.0 (A), 3.16 (M), and 10 (#)
mg/kg or WAY 100635 at 0.12 (X) mg/kg. (B) Area under the curve (AUC) obtained
from the FI% graph showing the administration of R. officinalis (3000 mg/kg) alone and
in presence of Nx 1, 3.16, and 10 mg/kg or WAY 100635 0.12 mg/kg. Each point
represents the average of the AUC4S.EM. of at least 6 animals. *P<0.001, ANOVA
followed by Dunnett's test.

Table 1
Analysis of the possible antinociceptive mechanism of action of hesperidin in the PIFIR
assay.

Treatment Dose (mg/kg) AUC Antinociception (%)
Vehicle - 8.434+2.36 2.184+0.61
Naloxone 1 8.15+4.26 2.10+1.10
10 4414257 1.1440.66
WAY100635 0.12 15.16 £3.65 3914094
Bicuculline 1 0.84+0.57 0.22+0.15
Flumazenil 10 5.6942.86 1.474+0.74
Caffeine 1 2.5540.85 0.6640.22
32 1.76 +0.45 0.45+0.12
Capsazepine 10 0.1640.16 0.04+0.04
20 0.324+0.16 0.08 +-0.04
Hesperidin plus 1000 59.414+11.32 15.334+2.92°
Naloxone 1 43,98 +15.27 11.354+3.94°%
10 106.56 £+ 7.05 27.5041.822
WAY100635 0.12 57.18+:4.83 14.76 +1.25°
Bicuculline 1 75.404+11.28 19.464+291°
Flumazenil 10 98.21+11.99 25.3443.09%
Caffeine 1 87.264+28.78 22.52 47.43°
32 61.50426.73 15.87 +6.90%
Capsazepine 10 30.90 +10.27 7.97 £2.65
20 28.32+13.73 7.314+3.54

Data are represented as the mean of the percentage of antinociception + S.E.M of six
repetitions based in the maximum antinociceptive effect calculated as the area under
the curve (AUC) obtained in the PIFIR model. °P<0.001 ANOVA followed by Dunnett's
test.

combination of R. officinalis extract with reduced iso-alpha acids and
oleanolic acid decrease pain in patients with osteoarthritis and
rheumatoid arthritis (Lukaczer et al., 2005). After bio-guided
fractionation of the active ethanol extract, it was possible to isolate
and identify the flavanone glycoside called hesperidin as partially
responsible for the antinociceptive activity of R. officinalis. In our
present study, hesperidin showed a significant and dose-dependent
antinociceptive response in the PIFIR model. Hesperidin was 5.5 times
less potent (ED,s) than its original extract suggesting that others
compounds must be involved in the effect of R. officinalis, though the
analgesic property of hesperidin was confirmed.

The precise mechanism of action in the antinociceptive response of
either R. officinalis crude extract or hesperidin is not yet understood. It
has been reported that inhibition of the acetic acid-induced
abdominal contractions in mice elicited by R. officinalis was totally
reverted in the presence of naloxone (Hosseinzadeh and Nourbakhsh,
2003). In our present study, both naloxone (an opioid antagonist) and
WAY 100635 (a high potent and selective 5-HT 4 antagonist) (Foster
et al., 1995) prevented the effect of R. officinalis in the PIFIR model.
These results reinforce the hypothesis that not only the opioid system,
but also the serotonergic system through 5-HT;, receptors are
involved in the antinociceptive mechanisms of action of this plant.
Although for generations it has been suggested that opioid drugs act
solely on the central nervous system, producing analgesia by
interaction with cerebral and spinal opioid receptors, several studies
in animals (Stein et al., 1989; Kolesnikov et al., 1996) and humans
(Tegeder et al., 2003) have demonstrated the contribution of a
peripheral opioid mechanism in antinociception, particularly prom-
inent under painful inflammatory conditions (Stein et al, 1989;
Kolesnikov et al., 1996). As a result there is the possibility that the
antinociceptive effect of R. officinalis could be mediated centrally and/
or peripherally by the opioid system. In addition, it has been reported
the involvement of the 5-HT; 4 receptor as a novel analgesic and high-
efficacy receptor (Bardin et al., 2003; Colpaert et al., 2002)
participating in a mechanism of central analgesia. It is known that
activation of post-synaptic 5-HT;4 receptors in the periaqueductal
grey substance produces a facilitatory influence of opioids upon K*-
currents in isolated neurons (Jeong et al., 2001). In agreement with
Kishimoto et al. (2001), the possibility that this action is related to the
engagement of descending inhibition is favored by the finding that the
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Fig. 6. (A) The antinociceptive effect produced by different combinations of ketorolac
and hesperidin that showing synergism of potentiation (high supra-additive
interaction) or additive response, as well as antagonism in the last case. Each
interaction is represented by the mean of six animals for each combination. *P<0.05;
**P=0.006. (B) Gastric injury produced by indomethacin at 20 mg/kg, i.p. (as positive
control) compared to the gastric injury of hesperidin (562.3 mg/kg, i.p.) or ketorolac
(0.56 mg/kg, i.p.) alone and in the combination corresponding to a high supra-additive
interaction. *P<0.05 ANOVA on ranks followed by Dunn's test.

synergistic action of p-opioids and 5-HT;, agonists may produce
analgesic effectiveness.

The participation of opioid receptors in the antinociceptive effect
of hesperidin (0.7 and 1 mg/kg, i.p.) was early reported by Loscalzo
et al. (2008) when naltrexone (5 mg/kg, i.p.) was shown to inhibit
abdominal constrictions in mice. However, in our present study no
changes were observed in presence of 1 or 10 mg/kg of naloxone in
the antinociceptive response using the PIFIR model. Other receptor
antagonists like WAY100635, bicuculline, flumazenil or caffeine did
not modify the antinociceptive activity of hesperidin. Nevertheless,
capsazepine, a TRPV1 selective antagonist, partially prevented the
hesperidin response in the PIFIR model. The vanilloid receptor TRPV1
is a homotetrameric, non-selective cation channel which is highly
selective for calcium. It is found in the central and peripheral nervous
systems abundantly expressed in nociceptors (c-fibers). This receptor
is involved in the transmission and modulation of pain, as well as in
the integration of various painful stimuli (Cui et al., 2006). The precise
mechanisms of receptor activation by various agents have not been
fully established although such stimuli appear to alter protein
conformation and stability through specific amino acid residues on
the receptor, which results in ion influx and disruptions of structural
gating (Veronesi and Oortgiesen, 2006). Hence, both TRPV1 agonist

and antagonist drugs are being evaluated as potential antinociceptive
and analgesic drugs as observed in preclinical and clinical trials
(Wong and Gawa, 2009). It has been described that capsaicin, the
main capsaicinoid in chili peppers, produces pain by selectively
activating polymodal nociceptive neurons (Caterina et al., 2000). The
capsaicin-induced activation is mediated by TRPV1 receptors which
can be selectively and competitively antagonized by capsazepine
(Dray, 1992). In agreement with Loscalzo et al. (2008), it is possible
that hesperidin participates in various brain receptors implicated in
the control of numerous behavioral and physiological functions, such
as sedation (Guzman-Gutiérrez and Navarrete, 2009) and antinoci-
ception (present study). Since hesperidin was capable to reduce
capsaicin-induced nociception and partial prevention of the anti-
nociceptive effect of hesperidin was observed with capsazepine in the
PIFIR model, our results provide the first evidence that the
antinociceptive response of the bioflavonoid hesperidin involves the
participation of TRPV1 receptors, which act as modulators of this
response in a model of arthritis gout-type nociception in rats.
Nevertheless, further investigation is necessary to explain the specific
involvement of TRPV1 and other possible mediators in the anti-
nociceptive mechanisms of action of hesperidin.

In this study, interaction of ketorolac, a NSAID possessing significant
analgesic efficacy in the treatment of moderate to severe pain (Forrest
et al, 2002), and hesperidin produced a positive synergism in the
antinociceptive response in the PIFIR model. Potentiation was even
obtained when 0.56 mg/kg ketorolac + 562.3 mg/kg hesperidin were
combined. It has been reported that 1 mg/kg of ketorolac produces 26%
of gastric injury as adverse effect in rats (Lopez-Mufioz et al., 2004). In
this study, it was also observed a major gastric lesion of 2 mm? in one of
six rats when 0.56 mg/kg of ketorolac alone were administered.
However, in the combination causing potentiation no gastric injury
was observed. It has been suggested that the combination of analgesic
drugs may have synergistic effects, and a specific combination may
produce better antinociceptive response with reduced adverse effects
(Lépez-Mufioz et al.,, 2004). The positive synergism in the antinocicep-
tive response observed with the combination of this bioflavonoid and a
NSAID without adverse effects of this clinical drug suggests their
potential usefulness in the therapeutic of pain.

In conclusion, the results in the present study demonstrate the
antinociceptive properties of hesperidin and in turn the additive and
supra-additive response when combined with the NSAID ketorolac.
The pharmacological response of hesperidin was partially modulated
by the participation of the TRPV1 receptor, but not by endogenous
opioids, 5-HT1a, GABAa/benzodiazepine or adenosine receptors, at
least with regard to the kind of nociception explored in the PIFIR
model.
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