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Resumen

Las enfermedades asociadas con inflamacion son un problema de salud publica grave, debido
a que los tratamientos actuales, como los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y
antiinflamatorios esteroideos, presentan limitaciones en su eficacia y severos efectos adversos.
Los flavonoides como diosmina y hesperidina destacan por ser una alternativa viable contra
este tipo de afecciones, ya que en diversos estudios se ha demostrado su efecto
antiinflamatorio, debido a su capacidad para reducir mediadores quimicos como: TNF-qa, IL-1p,
ICAM-1, COX-2; ademas de su capacidad de inhibir a los neutréfilos que generan radicales
superéxidos (ONOO") y productos finales de la glicosilacion. Si bien los mecanismos de accién
por los cuales estos flavonoides median su efecto antiinflamatorio ya se han estudiado, aun
existen varias interrogantes como la participacion de la anhidrasa carbdnica (AC) en el efecto
antinociceptivo de diosmina y hesperidina, los cuales pueden ser explorados en diferentes
modelos de dolor e inflamacion.

Se cree que la inhibiciéon de la AC ayuda a reducir la inflamaciéon mejorando los sintomas que
esto implica como: dolor, enrojecimiento, hinchazon, calor y pérdida de movilidad del area
afectada. Esta es la razén por la que en este trabajo se planteé la hipotesis de que los
flavonoides diosmina y hesperidina producen un efecto antiinflamatorio en la prueba de
formalina al 1%, el cual es mediado por la inhibicién de la AC. Para ello el estudio se realizd con
ratas Wistar macho (180 a 2509), a las cuales se les cuantificé el tiempo de lamida y el nUmero
de sacudidas en dos intervalos de tiempo (de 0 a 5 min y de 20 a 25 min) después de la
administracion de formalina al 1% en la zona plantar de la extremidad posterior derecha. Los
tratamientos consistieron en vehiculo c.b.p, diosmina (316.2 y 100 mg/Kg), hesperidina (316.2
y 100 mg/Kg), meloxicam (10 mg/Kg), acetazolamida (100 mg/Kg), sulfonamida (100 mg/Kg) y
las combinaciones de acetazolamida/diosmina, sulfonamida/diosmina,
acetazolamida/hesperidina y sulfonamida/hesperidina (ambas en 100 mg/Kg). Posteriormente,
se procedi6 a la eutanasia y se llevé a cabo la medicion de ambas extremidades posteriores
para medir el grado de inflamacion. Los resultados indican que los flavonoides producen un
efecto antiinflamatorio, donde la actividad de la AC juega un papel importante, siendo de mayor

importancia para esta afeccion algunas de sus isoenzimas.
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Marco teodrico

Dolor

El dolor es individual y subjetivo. La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor lo define
como “una sensacion desagradable y una experiencia emocional asociadas con un dafo tisular
real o potencial, o descrita en términos de tal dano” (Raja et al., 2021). Aunado a esto, es
importante diferenciar este concepto de la nocicepcion, la cual se refiere a los fenomenos
bioldgicos desencadenados por la accion de los estimulos nocivos sobre el organismo antes de
gue esa informacion sea consciente. Aqui se incluyen aspectos como la actividad de los
nociceptores, la transmision de potenciales de accion, el funcionamiento de las diferentes
sinapsis a lo largo de las vias ascendentes: Debe tenerse presente que no siempre la
nocicepcion da lugar a la percepcion de dolor. Dolor, como ya se menciond, es la percepcion
que el sujeto experimenta con todos sus componentes sensoriales, emocionales y
discriminativos. El dolor habitualmente es el resultado de una actividad nociceptiva, pero puede
haber casos de dolor sin nocicepcién, es decir, sin la presencia de una lesion o de un estimulo
nocivo (Moreno et al., 2004). Existen diferentes clasificaciones del dolor; segun su origen son
los siguientes:

e Dolor nociceptivo: Causado por la activacion de las fibras aferentes nociceptivas,
normalmente a través de la estimulacién térmica, mecanica o quimica.

e Dolor neuropatico: Causado por dafios o enfermedades que afectan a cualquier parte del
sistema somatosensorial. Suele describirse como "ardor", "hormigueo”, "eléctrico” o
"punzante”.

e Dolor psicogeno: Dolor causado, aumentado o prolongado por factores mentales,
emocionales o conductuales. Este tipo de dolor también se denomina psicalgia o dolor

somatomorfo (Cheng, 2018).

Generalmente, el dolor es asociado con otro proceso llamado inflamacion donde el organismo
lucha contra un agente extrafilo que puede generar algun dafio y el paciente lo evidencia

sintiendo dolor, calor, rubor o impotencia funcional.




Facultad de Quimica

Inflamacion

La palabra inflamacion proviene del latin inflammare o inflammatio, que significa encender
fuego. Clasicamente, la inflamacion se define como una respuesta adaptada de los tejidos vivos
vascularizados que se activa ante la presencia de un agente patdégeno o una lesion. Ademas de
ser una de las reacciones protectoras mas fundamentales y pronunciadas del organismo como
componente central de la inmunidad innata (Schmid-Schonbein, 2006). Macroscépicamente la
inflamacion se caracteriza por la aparicion de 5 signos:

e EIl primer signo es el rubor, el cual se produce por una mayor irrigacion sanguinea
(incremento en la concentracién de eritrocitos) de la zona donde se estd dando el
estimulo inflamatorio

e El segundo signo es dolor producto de la accion de diferentes mediadores como
prostaglandinas, bradiquininas y substancia P, las cuales actian sobre los nociceptores.

e El tercer signo corresponde al calor que se genera por el aumento de la actividad
metabdlica de la zona y un incremento de especies reactivas de oxigeno (RO) y a la
llegada de sangre caliente.

e El cuarto signo es la tumefaccion que se produce por la extravasacion de liquido del
torrente sanguineo hacia la zona afectada, debido un incremento de la permeabilidad
vascular de los vasos sanguineos que rodean el tejido.

e Finalmente, el quinto signo, o signo de Virchow, corresponde a la disminucion de la

funcion del 6rgano o tejido afectado (Alessandri et al., 2013).

Clasificacion de la inflamacion
Las etapas de la inflamacion dependen de la duracién del proceso, asi como de varios factores

inmunoldgicos. Estas etapas se han clasificado en procesos agudos y cronicos.

La inflamacion aguda es un proceso corto que dura de minutos a unos pocos dias y sus
principales caracteristicas son la fuga de proteinas o liquido plasmatico y el movimiento de
leucocitos hacia un area extravascular (Markiewski et al., 2007). Estas reacciones celulares y
vasculares estan intermediadas por factores quimicos producidos a partir de células o plasma
y son responsables de los sintomas clinicos clasicos de inflamacion como hinchazon,

enrojecimiento, dolor, calor y pérdida de funcion.
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Hay tres pasos principales en las respuestas inflamatorias agudas que incluyen un aumento del
flujo sanguineo al area inflamada, seguido de vasodilatacion y aumento de la permeabilidad
vascular con fuga de plasma de la microcirculacion y migracién de leucocitos fagociticos al tejido
circundante (Kobayashi et al., 2014; Markiewski et al., 2007). Segun el tipo de infeccién
(bacteria, virus, parasito, etc.), los sensores, mediadores y tejidos diana difieren durante la

respuesta inflamatoria (Medzhitov, 2010).

Los patdgenos bacterianos se reconocen a través de los receptores del sistema inmunitario
innato como los receptores tipo Toll (TLR), que se expresan en los macrofagos residentes en
los tejidos y estimulan la generacion de citocinas inflamatorias (Por ejemplo: Factor de necrosis
tumoral (TNF- a), Interleucinas (IL-1B8 y IL-6)), quimiocinas y PGE2. Posteriormente, estas
sustancias reaccionan en los tejidos objetivo que incluyen vasos sanguineos locales para
estimular la vasodilatacion, la extravasacion de neutréfilos y la fuga de plasma en el sitio
infectado (inflamacién aguda). Entonces, los macrofagos y mastocitos residentes en los tejidos

de los neutréfilos encuentran los patégenos para eliminarlos (Pecchi et al., 2009).

Por otra parte, la inflamacion crénica generalmente ocurre tras la persistencia de cuerpos
extrafios, exposiciones quimicas continuas, inflamacion aguda recurrente o patégenos
especificos. El proceso molecular y celular de esta inflamacioén es variado y depende del tipo de

células y érganos inflamados (Figura 1) (Ferguson, 2010).
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asociados

Figura 1. Pasos implicados en los procesos inflamatorios crénicos y sus consecuencias.
(Ferguson, 2010)

Modelos experimentales

En la ultima década se han realizado numerosos estudios in vivo e in vitro para evaluar los
efectos de farmacos y nuevas moléculas con respecto al dolor y la inflamacién. Sin embargo,
debido a que la evaluacion en seres humanos es compleja y produce en ocasiones dafios
irreversibles al organismo, el generar y validar modelos animales facilmente reproducibles para
ampliar el conocimiento de los mecanismos involucrados y evaluar el potencial analgésico y

antiinflamatorio de éstos es necesario (Boyce-Rustay et al., 2009).

Un modelo ampliamente utilizado para evaluar el efecto antiinflamatorio de determinados
compuestos sobre la respuesta inflamatoria aguda es la nocicepcion inducida por inyeccion de
formalina. Esta prueba aplica para el modelo de dolor nociceptivo agudo y ténico y se basa en

la administracion de una disolucién de formaldehido diluido (formalina) en un intervalo de
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concentraciones que van del 1 al 5%, administrando un pequefio volumen en la extremidad
trasera del animal (Doak et al., 1997). La prueba se lleva a cabo, principalmente, en roedores,
aunque se han hecho experimentos en gatos, conejos, cobayos y aves domeésticas. Esta prueba
describe diferentes comportamientos, entre los que se encuentran el morder (biting), lamer

(licking) y sacudir (flinching/shakes) la pata inyectada (Wu et al., 2004).

La prueba de formalina presenta dos fases: la primera ocurre del minuto O al 5 y se caracteriza
por conductas nociceptivas de lamida y sacudida de la pata administrada, siendo este ultimo el
parametro mas utilizado para cuantificar el grado de dolor. La segunda fase tiene su maximo a
los 20 a 25 minutos (la prueba tiene una duracion de 60 minutos aproximadamente) después
de la inyeccion del irritante quimico. Durante esta fase se observa la fase inflamatoria por la
liberacién de mediadores quimicos (Veiga et al., 2004) .

Se ha reportado que la nocicepcion observada durante la primera fase se debe a la estimulacién
directa de nociceptores, principalmente fibras C. La segunda fase (tonica o inflamatoria) se
atribuye al proceso desencadenado por mediadores de inflamacién aguda como son la
presencia de histamina, serotonina, prostaglandinas y bradicinina. Es por esta segunda fase
gue la temperatura se considera un factor importante de controlar, pues a menor temperatura
el proceso de inflamacion se desarrolla mas lento, por ello se sugiere una temperatura

controlada de 22-23°C para ratones y 25-27°C para ratas (Tjglsen et al., 1992).

Esta prueba también se ve afectada por factores de estrés del animal como: sonidos, olores,
luz intensa, elevada presion atmosférica o intensa actividad humana en el cuarto durante el
periodo en que se esta llevando a cabo la prueba, por ello se recomienda tener un cuarto
exclusivo para la realizacion de esta prueba o establecer restricciones en cuanto al sonido y

nivel de actividad durante la realizacion de la prueba (Rosland, 1991).

Por otra parte, para la cuantificacion de la inflamacion o edema plantar existen diversas
técnicas, directas e indirectas, como son:
« Volumétrica: Basada en el volumen de liquido desplazado por la extremidad hinchada
del roedor.
« Gravimétrica: Pesando la pata cortada en estado humedo y seco.

e Mediciones lineales de la circunferencia de la pata mediante un lazo de cinta,
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manualmente o mediante un lazo mecanicamente, las cuales se realizan al milimetro
mas cercano y a nivel del metatarsiano.

e Medicion del didmetro de la pata mediante calibradores micrométricos.

El método gravimétrico puede adaptarse paraproporcionar una cifra facil de comparar, a
saber, el indice de inflamacion. Este indice es paralelo a la medicidén del diametro de la pata.
Todos los métodos anteriores son fiables para el estudio de la inflamacién, debido a que
son precisos, exactos y reproducibles (Petricevic et al., 1978). Los modelos anteriormente
mencionados, como muchos otros, nos ayudan a poder introducir nuevos medicamentos

en la industria farmacéutica evaluando la seguridad y eficacia de un farmaco experimental.

Tratamiento antinflamatorio.

Los medicamentos antiinflamatorios esteroideos y los medicamentos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) se usan actualmente contra la inflamacion. (Mehrzadi et al., 2021). Los
AINEs, incluida la indometacina, inhiben las actividades de las enzimas ciclooxigenasa-1 (COX-
1) y ciclooxigenasa-2 (COX-2), impidiendo la sintesis de tromboxanos y prostaglandinas y, por
ende, muestran actividad antipirética, analgésica y antinflamatoria. Los antiinflamatorios
esteroideos, por su parte, son glucocorticoides con propiedades antiinflamatorias, debido a que
inhiben la transcripcion de genes proinflamatorios al unirse a los receptores de glucocorticoides

y activar los genes antiinflamatorios (Ou et al., 2019).

Tanto los antiinflamatorios esteroideos como los AINEs producen efectos adversos que causan
problemas de salud graves limitando su poder terapéutico; por ejemplo, los primeros causan
obesidad y osteoporosis cuando se administran por un tiempo prolongado, mientras que los
AINEs pueden ser la causa de enfermedades cardiovasculares, Ulceras gastrointestinales,
trastornos de la funcion renal y hepatotoxicidad (Cordaro et al., 2020). Por lo tanto, existe una
necesidad urgente de descubrir nuevos farmacos que puedan ser mas efectivos y seguros
contra el dolor y la inflamacién. Los productos naturales (PN) siempre han sido usados como
interesantes recursos terapéuticos para esta afeccion y son fuente para el desarrollo de nuevos
farmacos (Butler, 2008).




Facultad de Quimica

Uso de productos naturales en la inflamacion y dolor

Historicamente, los PN han demostrado su valor como fuente de moléculas con potencial
terapéutico y en la actualidad siguen representando un grupo importante para la identificacién
de nuevos farmacos. Debido a que los PN se producen en los organismos vivos, €stos poseen
propiedades que estan optimizadas evolutivamente para cumplir diferentes funciones bioldgicas
(Unirse a proteinas diana especificas u otras biomoléculas, entre otras funciones) (Atanasov et
al., 2015). Por lo tanto, la extension en la exploracién de los PN busca encontrar compuestos
innovadores para tener alternativas terapéuticas en diversos padecimientos especialmente para
el cancer, enfermedades infecciosas, diabetes mellitus, enfermedades inflamatorias y combatir

la resistencia a los antimicrobianos (Thomford et al., 2018).

Los compuestos aislados de los PN mas estudiados hasta el momento contra el dolor y la
inflamacion son: terpenoides, alcaloides, flavonoides y fenoles por sus propiedades bioldgicas.
Los terpenoides, especificamente los terpenos, pueden actuar en el Sistema Nervioso Central
(SNC) modulando importantes sistemas neurotransmisores, tales como glutamatérgicos,
serotoninérgicos, opioidérgicos y cannabinoides con un papel importante en la modulacién del
dolor cronico (Batista et al., 2008).

Por otra parte, los alcaloides producen propiedades en el SNC, especialmente los derivados de
los alcaloides indol. Investigaciones recientes encontraron que el alcaloide lapaconitina

(Obtenido de especies de plantas Aconitum) tiene un perfil analgésico (Xu et al., 2006).

Los flavonoides son uno de los metabolitos secundarios mas importantes para la industria
farmacéutica y cosmética por su utiidad como componente preventivo del cancer,
antienvejecimiento, antioxidante, antiinflamatorio y analgésico (le Marchand, 2002; Shahidi et
al., 1992).

Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de biogénesis mixta ampliamente distribuidos en
las plantas donde se les encuentra en forma libre como glicésidos (O-glicésidos; o C-glicésidos),
sulfatos y algunas veces como dimeros o polimeros (Mata, 2019). Se sabe que son
responsables de una gran variedad de efectos farmacoldgicos de especies de plantas

medicinales como antiinflamatorios, antioxidantes, antibacterianos, anticancerigenos y como
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analgésicos (Kumar & Pandey, 2013). Estos compuestos se encuentran en frutas, verduras,
semillas y flores, asi como en cerveza, vino, té verde, té negro y soja, los cuales son consumidos
en la dieta humana de forma habitual (Martinez Florez et al., n.d.). Los flavonoides se pueden
clasificar en subfamilias con base en su estructura molecular (Tabla 1) (Simone Badal et al.,

2017).
Tabla 1. Clasificacion de los Flavonoides (Simone Badal et al., 2017).

Grupo ‘ Estructura Base ‘ Ejemplo

e Luteolina

Flavonas e Apigenina

e Crisina

]

e Quarcetina

O e Rutinao

0]
Flavonoles O quercetin-3-
OH rutindsido

e Astragalina

¢ Narginina
Flavanonas
e Hesperidina

HO o ‘ e Peralgonidina
Antocianinas ‘ e Cianidina
OH

Peonidina

O

Genisteina

Isoflavonas o
Daidzeina

O
o ©
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Flavan 3- O © e Catequina
oles e Epicatequina
OH

Se han identificado mas de 8000 compuestos, los cuales tienen la estructura base de un

esqueleto de 15 carbonos (Figura 2), C6-C3-C6, que consiste en dos anillos bencénicos (A y B)
unidos mediante un anillo heterociclico (C) (Kumar & Pandey, 2013). Biogenéticamente, la
unidad C3-C6 proviene de fenilalanina o tirosina por la ruta del 4cido siquimico. La otra porcion
de la molécula proviene de acidos carboxilicos pequefios por la ruta de los policétidos.

Figura 2. Anillos en la estructura base de los flavonoides (Kumar & Pandey, 2013).

Respecto a sus propiedades fisicas y quimicas podemos decir que, tanto las flavonas como los
flavonoles, son sélidos coloridos (amarillo muy tenue hasta intenso), mientras que las
antocianinas son de colores rojo intenso, morado, violeta y azul. Las pruebas que cominmente
se usan para su identificacién son la prueba con reactivo de Neu (sol. al 1% de difenilborato de
2 amino-etilo) también llamado reactivo general de productos naturales, forma complejos de
borato altamente fluorescentes visibles con luz UV y la prueba de Shinoda produce coloraciones
rojizas cuando se les adiciona magnesio seguido de HCI concentrado a las disoluciones

acuosas o alcohdlicas de flavonoides como flavonas y flavonoles (Mata, 2019).

Los flavonoides cuentan con diferentes acciones biol6gicas que son resultado de la modulacién

de algunos procesos de transduccion de sefiales de los organismos vivos y no por su habilidad
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de capturar radicales libres como algunos piensan. Algunas de estas propiedades terapéuticas
son que a nivel vascular disminuyen la fragilidad y permeabilidad de los capilares aumentando

asi su resistencia.

Otros estudios han demostrado que los flavonoides tienen propiedades bactericidas contra
agentes patdégenos causantes de enfermedades periodontales como Porphyromonas gingivalis.
También han demostrado tener efecto antifangico contra Candida albicans, que es el principal
patégeno en la candidiasis oral (Guasgua, 2017).

Tienen propiedades anticancerigenas dado que han demostrado tener un efecto potencial
terapéutico en la prevencion contra diferentes tipos de cancer, asi como el desarrollo de estos
durante la carcinogénesis. Se han sugerido muchas vias de accion de los flavonoides contra el
cancer, las mas reconocidas son: Inhibicién de p53 mutada, inhibicion de proteinas de choque
térmico, capacidad de unién a receptores de estrégeno e inhibicién de la expresion de proteinas
(Kumar & Pandey, 2013).

Por ultimo, su propiedad antinflamatoria y analgésica se ha descrito ampliamente. Estudios han
sugerido que los flavonoides inhiben cinasas debido a la competencia de unién con ATP de los
flavonoides a los sitios catalizadores de las enzimas. También se ha reportado que los
flavonoides pueden inhibir la expresion de 6xido nitrico, ciclooxigenasa y lipooxigenasa que son
esenciales para la produccién de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Kumar &
Pandey, 2013).

Hesperidina

La hesperidina (hesperidina-B-7-rutinésido) es una flavanona glicosilada, compuesta por una
aglicona llamada hesperetina o metil eriodictiol y un disacarido llamado rutinosa (Figura 3). La
unidad de disacéarido (C12H22010) se compone de una molécula de ramnosa y una de glucosa
(Garg et al., 2001).
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Figura 3. Estructuras quimicas de hesperidina, hesperetina y rutinosa (Garg et al., 2001).

Su nombre sistematico es (3,5,7-trihidroxiflavanona 7-ramnoglucdésido) y fue aislado por primera
vez en 1828 por el quimico francés Lebreton del albedo (parte interior esponjosa de la cascara)
de las naranjas, y desde entonces se ha encontrado en limones y otras frutas citricas (Manthey
et al, 2001). Segun los estudios realizados hasta el momento, la concentracion de hesperidina
es mayor en las plantas Citrus sinensis (15,25 £ 8,21 mg /100 g de peso de fruta fresca) y Citrus
reticulado (19,26 £ 11,56 mg / 100 g de peso de fruta fresca) (Peterson et al., 2006).

Diosmina

La diosmina (3, 5,7-trihidroxi-4-metoxiflavona 7-ramnoglucésido) es un glucésido flavonoide
natural que puede aislarse de varias fuentes vegetales o derivarse del flavonoide hesperidina.
la caracteristica estructural de la diosmina (C2sH32015) es un doble enlace entre dos atomos de
carbono en el anillo C (Figura 4). Se presenta de forma natural como un glucésido, lo que
significa que tiene una molécula de azucar unida a su estructura flavonoide de tres anillos. Se
aislo por primera vez en 1925 y se introdujo como agente terapéutico en 1969 (Zheng et al.,
2020).

La diosmina se utiliza desde hace mas de 30 afios como agente flebotdnico y protector vascular
y recientemente se ha empezado a investigar para otros fines terapéuticos como tratamiento de
cancer y dolor (“Monograph. Diosmin.,” 2004). Sin embargo, el uso clinico de la diosmina ha

sido muy limitado, debido a su baja solubilidad en agua y biodisponibilidad.
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Figura 4. Estructura quimica de diosmina.

Al ser ingerida, la diosmina se convierte rapidamente en diosmetina en forma de aglicona en la
flora intestinal. Tiene una vida media plasmatica de 26 a 43 h, después la diosmetina se reduce
a &cidos fendlicos o sus derivados conjugados con glicina y se elimina por la orina (Kern
Pharma, 2012).

Mecanismos de accion de hesperidina y diosmina

A pesar de las diversas investigaciones realizadas sobre los diferentes usos de los flavonoides,
hasta el momento no se conoce de forma precisa la actividad de éstos en el SNC. Existen
propuestas que ayudan a comprender mejor y establecer posibles mecanismos de accion
implicados en el dolor y la inflamacion, particularmente nos centraremos en la hesperidina y

diosmina.

La hesperidina inhibe de manera significativa la sintesis de PGs in vivo (Damon et al., 1987) y
también reduce de manera dosis dependiente la produccién de 6xido nitrico, TNF-a, IL-12
inducidas por lipopolisacéaridos e INF-a, efectos que podrian asociarse al mecanismo de accion
a través del cual hesperidina reduce la inflamacién y la nocicepcion en varios modelos

experimentales (Rao et al., 2008).

El mecanismo implicado en el efecto antinociceptivo de la hesperidina también se le atribuye a
su actividad antioxidante, por la inhibicion de la produccién de ROS (especies reactivas de
oxigeno). Se sabe que la produccion de las ROS es uno de los pasos desencadenantes de los
procesos de inflamacion y dolor, éstas son producidas por células relacionadas con
mecanismos de defensa del organismo, como los neutréfilos polimorfonucleares (Mittal et al.,
2014).
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Las ROS que se liberan durante el proceso inflamatorio incluyen al anién superéxido (O2), el
radical hidroxido (OH"), el perdxido de hidrogeno (H202) y el &cido hipocloroso (HOCI); los
cuales son capaces de desencadenar una cascada de sefiales que terminan con la produccién
de mediadores del dolor como las prostaglandinas, a través de la produccion de COX-2, TNF-a
y IL-1. Ademas, diversos estudios relacionan la produccion de ROS con el dolor. En estos
estudios se evalla la presencia o disminucion de estas en comparacion con la intensidad de
dolor, encontrando que, al disminuir la cantidad de ellas, el dolor disminuye. Por otro lado, la

cantidad de estas sustancias aumenta en el proceso doloroso (Ji et al., 2015; Wang et al., 2008).

Los mecanismos responsables de otros efectos farmacoldgicos reportados de la hesperidina,
como el antinflamatorio, tampoco estan descritos con claridad, pero se sabe que es capaz de
reducir a las TNF-a, IL-1B, ICAM-1; ademés de su capacidad de inhibir a los neutréfilos que
generan radicales superoxidos (ONOO") y productos finales de la glicosilacion (Ferraz et al.,
2020). Lo anterior sugiere gue este flavonoide puede inducir su efecto antinociceptivo a través
de varios mecanismos, ya que algunos de estos productos también estan relacionados con la

nocicepcion.

Por otra parte, la diosmina se ha explorado como el componente principal del medicamento
Daflon (contiene un 90% de diosmina y un 10% de otros flavonoides expresados en forma de
hesperidina), el cual es utilizado en la clinica para mejorar la microcirculacion. Sin embargo,
también se reporta que la diosmina posee diversas actividades farmacolégicas, incluyendo la
antiinflamacién, la antioxidacion, proteccién contra el céancer, proteccion del higado,
neuroproteccion, proteccion cardiovascular, proteccion renal y proteccion de la retina (Figura 5)
(Zheng et al.,, 2020). A pesar de esto, aun no se han identificado dianas farmacoldgicas

especificas.
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Figura 5. Efectos de diosmina (Zheng et al., 2020)

Con respecto a su efecto neuroprotector se informa que, en el modelo de rata con CCI, la
diosmina combinada con hesperidina mejoran significativamente la hiperalgesia mecanica y
térmica. Estos efectos pueden ser bloqueados por los antagonistas de los receptores D2, GABAA
y opioides, pero no por el inhibidor del receptor 5-HT1a. En consecuencia, la diosmina por si
sola puede exhibir efectos antihiperalgésicos no por los receptores GABAas-HT1a sino por los
receptores D2 y opioides, acompafiados por la reduccion de la expresion de citocinas
proinflamatorias (IL-18, TNFa e IL-6) (Carballo-Villalobos et al., 2018). En otro estudio se
demostré que la diosmina atenda el dolor e inflamacién inducidos mediante la inhibicion de las
citocinas de la médula espinal (IL-18, TNFa e IL-33/St2) y la activacion de las células gliales.
También se demostré que tiene efectos antinociceptivos en diferentes modelos de inflamacion
en ratas y ratones al antagonizar el receptor del potencial transitorio vanilloidel (TRPV1) sin

producir efectos secundarios evidentes (Zheng et al., 2020).

Recientes investigaciones han validado a las ACs (metaloenzimas que catalizan la conversion
rapida de didxido de carbono y agua a bicarbonato y protones) como nuevas dianas terapéuticas
para el disefio de nuevos farmacos antiglaucoma, anticonvulsivos, medicamentos contra el
cancer, entre otros (Supuran et al., 2007). Entre sus diferentes isoformas presentes en el cuerpo
humano, las hCA Il y VIl estan presentes en el sistema nervioso y se expresan en gran medida

tanto a nivel central como periférico y pueden modularse para aliviar el dolor y disminuir la

15



Facultad de Quimica

inflamacion. La isoforma fisiolégicamente dominante es hCA Il y se expresa en diferentes
células del SNC como los oligodendrocitos y los astrocitos, Por otra parte, se observan altos
niveles de hCA VIl en la corteza, el hipocampo y el tadlamo, lo que los convierte en objetivos

prometedores para aliviar esta afeccion (Akgul et al., 2022).

Aunado a esto, diferentes pruebas de inhibicién in vitro de las isoformas de la AC han
demostrado que los compuestos fendlicos naturales, como hesperidina y otros flavonoides,
producen su inhibicién, lo cual conlleva a su papel importante en el descubrimiento y disefio de
nuevos farmacos, ademas proporciona un posible mecanismo molecular para lograr atenuar el

dolor y la inflamacién (Taslimi et al., 2017).

Justificaciéon

Actualmente, el dolor y las enfermedades asociadas con inflamacion representan un grave
problema sanitario de incidencia creciente, tanto por el nimero de pacientes afectados como
por la gran repercusion sobre la calidad de vida de aquellos que lo experimentan. Por ello existe
la necesidad de buscar alternativas terapéuticas para esta afeccion, ya que los medicamentos
actualmente utilizados como AINE’s y antiinflamatorios esteroideos presentan limitaciones en
su eficacia y estdn asociados a efectos adversos severos. Los flavonoides son compuestos
aislados como productos naturales con mas estudios al respecto del dolor y la inflamacion, por

lo cual se han presentado como un buen recurso para nuevos tratamientos.

Por lo anterior, en este estudio se evaluaron los flavonoides diosmina y hesperidina, de origen
natural, como potencial terapéutico del dolor y la inflamacién. Ademas, se buscd coadyuvar
dilucidar el posible mecanismo de accion involucrado de estos flavonoides a través de la
inhibicién de la AC.

Hipotesis
Los flavonoides diosmina y hesperidina produciran efecto analgésico y antiinflamatorio en la

prueba de formalina al 1% mediados por la participacion de la anhidrasa carbonica.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar la participacion de la anhidrasa carbdnica en el efecto antinociceptivo y antiinflamatorio

de diosmina y hesperidina en ratas Wistar.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto antinociceptivo de diosmina y hesperidina, asi como de los inhibidores de
la AC acetazolamida (AAZ) y sulfonamida (SFN), en la prueba de formalina en rata.

2. Evaluar el efecto de la AAZ y sulfonamida SFN en combinacion con los flavonoides diosmina
y hesperidina para explorar la posible participacion de la AC en el mecanismo de accién
antinociceptivo.

3. Valorar la capacidad de proteccion gastrica de los flavonoides diosmina y hesperidina.

Metodologia

Farmacos y reactivos

Los productos utilizados en este proyecto fueron los siguientes: diosmina de Fluka® analytical
con lote: SLBC3987V, hesperidina de Sigma- Aldrich® con lote: SLBT3541, AAZ de Sigma-
Aldrich® con lote: BCCC4390, SFN de Sigma-Aldrich® con lote:0000120872, como vehiculo
Tween 80 de Sigma- Aldrich® lote: 9005656 preparado al 1 %, como principio activo meloxicam
en su presentacion comercial Flaxol mx solucion inyectable de uso veterinario de Biochem® con
lote: ASD4887 y caducidad de abril 2022. Para la preparacion de la formalina al 1% se tomé

1.25 mL del concentrado al 40% y se aforé a 50 mL en un matraz.

Justificaciéon de la via de administracion y niveles de dosis

La via de administracion p.o. fue seleccionada como la via sugerida para el uso clinico de los
flavonoides y las dosis se basan en la literatura reportada de estudios con diosmina y
hesperidina (Carballo-Villalobos et al., 2016; Carballo-Villalobos et al., 2018). Asi como para
AAZ y SFN (Asiedu et al.,, 2010; Carta et al.,, 2015). Una vez evaluados los efectos
antinociceptivos y antinflamatorios de ambos flavonoides a las dosis de 100 y 316.2 mg/kg, se

eligié la dosis (100 mg/kg), presentando una respuesta significativa respecto al vehiculo y al
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farmaco de referencia y sin diferencia significativa con respecto a la dosis de 316.2mg/kg. Esta
dosis fue probada con los inhibidores AAZ y SFN (grupos 9, 10, 11y 12, Tabla 2) y fue usada

para evaluar el modelo de Ulcera géstrica.

Tratamientos

El volumen para la administracion de los tratamientos a cada rata fue 0.1 mL/100 g de peso
corporal. A partir de las dosis y el volumen de administracion se realizé el célculo de las
concentraciones que se prepararon y administraron a los sujetos experimentales. El vehiculo
consistié en Tween 80 al 1%. Para la preparacion de las dosis de flavonoides, AAZ y SFN se

peso la cantidad de sustancia necesaria y se realizd una suspension usando Tween 80 al 1%.

Para administrar los flavonoides se usaron las dosis de 100 y 316.2 mg/kg via esofagica (p.o).
Meloxicam como farmaco de referencia antinociceptivo se utiliz6 en dosis de 10 mg/kg via
esofagica (p.o.). La AAZ y SFN se prepararon a una dosis de 100 mg/kg y fueron administrados
por via intraperitoneal (i.p.). Para la via i.p se emple6 una aguja de 27Gx13mm; para la via p.o

se uso6 una canula de acero inoxidable (16G por 30 mm).

Animales de experimentacion

Ratas macho de la cepa Wistar se usaron con un peso entre los 180 y 250 g. Cada grupo
experimental conté con una n=6 animales, los cuales se identificaron por medio de marcaje
sobre la cola de las ratas con plumones indelebles no toxicos. En cada jaula se colocO una
tarjeta de identificacion, todos los procedimientos y acciones realizadas se registraron en la

bitacora del proyecto. El registro del peso se realizo el dia de la evaluacion de cada animal.

Las ratas se evaluaron en cilindros de metacrilato con una altura de 25 cm y area de 706.86
cm?, durante las dos fases que se presentan en el tiempo y posteriormente se sacrificaron en
una camara de CO:2. Inmediatamente las medidas correspondientes del diametro plantar se

realizaron a las dos extremidades traseras para poder cuantificar el grado de inflamacién.
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Condiciones de alojamiento y alimentacién

Los animales se alojaron en el bioterio de Facultad de Quimica de la UNAM bajo condiciones
ambientales controladas OFICIO/FQ/CICUAL/482/22. Para la realizacion de los experimentos,
se usoO la sala de procedimientos. Todas las salas se mantienen bajo control del ciclo de luz
oscuridad de 12/12 horas e incluyen extraccion e inyeccion de aire con al menos 16 recambios
por hora, la temperatura y humedad relativa del medio ambiente en el cuarto experimental se

mantuvo en 22+2 °C y entre 40-70%, respectivamente.

A todos los animales se les proporcioné alimento especifico para raton/rata durante el periodo
de aclimatacion y hasta el término el estudio se les proporcioné agua ad libitum filtrada. Las
jaulas para su alojamiento fueron de polisulfonato con las siguientes dimensiones: 32 cm x 47
cm x 20 cm (3 a 5 animales/caja), en conformidad a la NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones
Técnicas para La Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (NOM-062-ZOO-

1999, 1999). La cama que se utilizé fue viruta derivada de pino.

Evaluacion de la respuesta bifasica inducida por formalina al 1%

Las ratas se evaluaron al colocarlas en cilindros de metacrilato con una altura de 25 cm y area
de 706.86 cm? durante las dos fases que se presentan en el tiempo y posteriormente se
sacrificaron en una camara de CO2. Inmediatamente las medidas correspondientes del didametro
plantar se realizaron a las dos extremidades traseras para poder cuantificar el grado de
inflamacion. Para la adecuacion a la prueba los animales permanecieron por 15 min en el
cilindro de metacrilato con dos espejos encontrados con un angulo de 90° para permitir la
correcta observacion de las extremidades. Posteriormente, las ratas se inyectaron en la planta
de la pata posterior derecha 20 pyL de formalina diluida al 1% con una aguja calibre 30. Los
animales fueron devueltos a las camaras y el comportamiento nociceptivo se observé
inmediatamente después y durante los primeros 5 min (0 — 5 min) y posteriormente a los 20 min
de la administracion durante otros 5 min (20 - 25 min). El comportamiento nociceptivo de la pata
se cuantifico como el nimero de sacudidas y el tiempo que el animal invierte en lamer la pata
durante los dos periodos. Al terminar esta evaluacion se procedio a la eutanasia con camara de
COg, (Figura 6).
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Evaluacion por modelo de hilo

Para la medicion de la inflamacion se utilizd el método de medicion de circunferencia de la
extremidad conocido, en inglés, como "paw circumference measurement method". En este
método se mide el ancho de la extremidad sana y de la extremidad inducida con edema para
determinar el grado de inflamacion de la pata lesionada, a través de la diferencia del diametro

medido de ambas extremidades (Figura 6).

Administracion de la dosis

Los tratamientos de prueba se administraron de manera aguda por via p.o. en dosis eficaces
probadas en estudios previos (Carballo-Villalobos et al., 2016, 2018). diosmina y hesperidina
(100 mg/kg), farmaco de referencia meloxicam (10 mg/kg), y vehiculo (Tween 80 al 1%).
Adicionalmente, farmacos inhibidores de la AC se administraron via i.p., AAZ (100 mg/kg) y SFN
(100 mg/kg). Los flavonoides se administraron 30 min antes de la induccién de la nocicepcion,
mientras que AAZ y SFN se administraron 10 min antes. Para la administracion por via esofagica
se utilizaron sondas esofagicas de acero inoxidable 16G x 30 mm, previamente sanitizadas.
Para la administracion intraperitoneal se usaron jeringas estériles de 1 mL con aguja 27G x 13

mm.

Ulcera gastrica inducida por Etanol

Esta prueba se realizd con la finalidad de evaluar la capacidad de proteccion gastrica de los
flavonoides diosmina y hesperidina, por la via de administracién empleada, y compararlos con
el meloxicam, el cual produce efectos adversos gastrointestinales (Shavlovskaya et al., 2022).

Se evalué el grado de dafio gastrico (grupos 13, 14 y 15, Tabla 2). La Ulcera gastrica se indujo
utilizando el modelo de induccion de dafio gastrico por la administracion de etanol absoluto en
ratas (Robert et al.,, 1979). Treinta minutos después del tratamiento con el vehiculo, los
flavonoides (100 mg/kg) y meloxicam (10 mg/kg, p.0.), las ratas se administraron con 1 mL de
etanol absoluto via p.o. Una hora mas tarde, las ratas se sacrificaron en una camara de CO:
para diseccionar sus estbmagos. Los estdbmagos se llenaron con 10 mL de formaldehido al 10%
para ser fijados. Después de 10 min, se cortd la curvatura mayor del estbmago para exponer

las paredes internas (Figura 7). El dafio gastrico se identifico a través de una lesion mucosa con
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bandas alargadas de lesiones hemorragicas que fueron capturadas y medidas en milimetros

con el programa de procesamiento de imagen ImageJ.

Se utilizaron las siguientes formulas para obtener los resultados:

area de ulceraciéon

Indice de Ulceracion (1U) = -
area estomacal total

% de Gastroproteccion =

(IU promedio del grupo control — IU del tratamiento)

(1U promedio del grupo control)

Tabla 2.Esquema de administracion de tratamientos para la evaluacién del efecto antiinflamatorio

Grupos NUmero de . Via de
animales Sexo e DOsIS administracion

1 6 Vehiculo cbp

2 6 Diosmina 100 mg/kg

3 6 Diosmina 316.2 mg/kg PO

4 6 Hesperidina 100 mg/kg e

5 6 Hesperidina 316.2 mg/kg

6 6 Meloxicam 10 mg/kg

7 6 Acetazolamida 100 mg/kg LP

8 6 Sulfonamida 100 mg/kg '
Diosmina + 100 o 316.2 mg/kg +

9 6 3 BT 100 ma/kg P.O.el.P

Hesperidina + 100 o 316.2 mg/kg +

10 6 AA7 100 mg/kg P.O.el.P
Diosmina + 100 o0 316.2 mg/kg +

11 6 SEN 100 mg/kg P.O.el.P
Diosmina + 100 o 316.2 mg/kg +

12 6 AA7 100 mg/kg P.O.el.P

13 6 Diosmina 100 o0 316.2 mg/kg P.O.

14 6 Hesperidina 100 o0 316.2 mg/kg P.O.

15 6 Meloxicam 10 mg/kg P.O.

d: macho; P.O: via esofagica; I.P: via intraperitoneal; cbp: cuanto baste para la cantidad final del
producto que se va a preparar.

Analisis estadistico

Para la prueba de formalina al 1%, los datos se presentan como el promedio mas/menos el error
estandar de medida (EEM) en los cursos temporales de tiempo de lamida y numero de
sacudidas. Un analisis de varianza (ANADEVA) de 2 vias, seguido de la prueba de comparacion
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multiple de Tukey, se utilizé para comparar los parametros estudiados entre los grupos. Las.

diferencias se consideraron significativas cuando la p < 0.05.

Para los datos de medicion del diametro de las extremidades inflamadas y dafio géstrico se
utilizé una ANADEVA de una via seguida de la post-hoc Tukey, las diferencias se consideraron
significativas cuando la p < 0.05. El analisis de datos se realizO con el programa Prism
GraphPad® version 5.01.

R |

Seleccién de animales: Ratas Administracién del tratamiento 30 min Administracidn de Formalina al I%
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Figura 6. Diagrama de Proceso de la prueba de formalina en dos fases (0-5 min y 20-25 min) y

modelo de hilo.
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Figura 7. Diagrama de proceso del Modelo de Ulcera Gastrica.

Resultados

Prueba de formalina al 1%

La nocicepciéon inducida con formalina produjo la conducta tipica de sacudidas y lamidas
caracterizada por el retiro breve y rapido o la flexion de la pata inyectada (Lazaro-lbafnez et al.,
2001). Al graficar el tiempo de lamida y el nimero de sacudidas en funcion de las fases
distintivas de este modelo de dolor (fase neurogénica evaluada de los 0-5 min y fase inflamatoria
evaluada de los 20-25 min)(Tjglsen et al., 1992) se realizé una evaluacion de la conducta
nociceptiva, tanto del grupo control como de los tratamientos. Tradicionalmente, se considera

que la fase neurogénica es el resultado de la sensibilizacion central de las neuronas del asta
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dorsal y actividad de fibras C y A6, mientras que la fase inflamatoria se debe a la liberacion de
moléculas inflamatorias y la sensibilizacion de la médula espinal, al igual que una menor
actividad de las fibras C (McCall et al., 1996).

Analizando el grafico de la Figura 8 panel (A) encontramos que en ambas fases los flavonoides
presentaron disminucion tanto en el tiempo de lamida como en el nimero de sacudidas en
comparacion al vehiculo (control), demostrando su efecto analgésico-antinflamatorio. Un efecto
mayor se obtuvo en la Fase 1 en el tiempo de lamida para la diosmina con ambas dosis con
respecto a meloxicam con una diferencia significativa de P<0.01. Por otro lado, la hesperidina
no presento diferencia significativa contra meloxicam a ninguna dosis. Con respecto a la fase 1,
en el numero de sacudidas, se obtuvo una respuesta mayor de antinocicepcion de ambos
flavonoides en sus dos dosis con respecto a meloxicam con una diferencia de P<0.05 . El
meloxicam no presenta un efecto atenuante en el nUmero de sacudidas en este punto, lo cual
se puede atribuir a que este medicamento es es un inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa-2
(COX-2)(Khalil et al., 2020) y dado que en el estado crénico de dolor inflamatorio, la COX-2 es
la isoenzima predominante en el sitio de la inflamacién y en la médula espinal lo cual se da en
la Fase 2 de este modelo (Euchenhofer et al., 1998). Aunado a esto, podemos observar que en
la Fase inflamatoria ya se puede ver el efecto en la disminucion del nimero de sacudidas,

teniendo el mismo efecto que los flavonoides (Figura 8B).

En la Fase 2 de ambos comportamientos se obtuvo un efecto antinociceptivo similar de los
flavonoides en ambas dosis y meloxicam con respecto al vehiculo con una diferencia
significativa de P<0.001. Cabe mencionar que, dados los resultados, no se encontro ninuna

diferencia significativa entre las dosis de 100 mg/kg y 316.2 mg/kg en diosmina y hesperidina.
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Figura 8. Evaluacion del efecto antiinflamatorio de los flavonoides diosmina y hesperidina en la
prueba de Formalina al 1%. Panel (A): Cada barra representa la media + EEM del tiempo de
lamida (seg.) en dos intervalos de tiempo, Fase 1 (neurogénica) y Fase 2 (inflamatoria); se
muestran los grupos administrados con: diosmina y hesperidina a 100mg/kg y 316.2 mg/kg cada
uno, meloxicam a 10 mg/kg y vehiculo cbp. Panel (B): Cada barra representa la media + EEM
del nimero de sacudidas en Fase 1y Fase 2 para los mismos tratamientos. En ambos paneles
se realiz6 un analisis de varianza de dos vias donde: * (p<0.05) Vs. Vehiculo, # (p< 0.05) Vs.
meloxicam. Todos los grupos tienen una n = 6 los cuales fueron tomados aleatoriamente.
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En la Figura 9 se hizo la comparaciéon de ambos flavonoides a una dosis de 100 mg/kg con
respecto a los inhibidores SFN y AAZ a una dosis de 100 mg/kg. Asimismo, se compararon las
distintas combinaciones entre estos grupos para poder evidenciar la participacion de la CA en

el efecto antinociceptivo de diosmina y hesperidina.

Al analizar el grafico se observa que en ambas fases al administrar los inhibidores SFN y AAZ
de manera individual no se obtiene un efecto terapéutico, ya que no hay diferencia significativa
con respecto al vehiculo. Al ser administrados en combinacién con los flavonoides se observa
una diferencia significativa de P<0.001 con respecto al vehiculo en la Fase 2 del tiempo de
lamida. No obstante, en comparacion con los flavonoides administrados individualmente existe
una diferencia de P<0.001 lo que indica que no se alcanzé el efecto antiinflamatorio deseado,
lo cual sugiere que tanto la SFN y AAZ inhiben de alguna manera el efecto terapeutico de la

diosmina y hesperidina.

En la Fase 1 se puede observar que los unicos tratamientos con diferencia contra el control en
ambos comportamientos (lamidas y sacudidas) (Figura 9A y 9B) son diosmina y hesperidina,
teniendo una diferencia significativa de P<0.01 para el nUmero de saudidas y de P<0.05 para el
tiempo de lamida; lo que nos indica que el efecto provocado por estos flavonoides se ve afectado
al ser combinados con SFN y AAZ. De igual manera podemos observar que en esta etapa no

hay ninguna disminucién de las conductas con la administracion individual de SFN y AAZ.

En la Fase 2 nos encontramos con una mayor diferencia entre el flavonoide administrado de
manera individual y de manera conjunta con los inhibidores SFN y AAZ, siendo para diosmina
una diferencia de P<0.001 contra las combinaciones D-S y D-A en ambas conductas, del mismo
modo para hesperidina con una diferencia de P<0.001 contra las combinaciones H-S y H-A en
ambas conductas. En el nimero se sacudidas(Figura 9B) en esta fase las combinaciénes (D-S,
D-A, H-S, H-A) y los inhibidores SFN y AAZ no tuvieron ninguna direncia significativa con
respecto al vehiculo. Mientras tanto, en tiempo de lamida se observo una diferencia de P<0.001
contra el vehiculo para D-S, D-A, H-S y H-A por lo que podemos deducir que el efecto

antinociceptivo de los flavonoides no se ve completamente bloqueado.
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Figura 9. Evaluacion del efecto antiinflamatorio de los flavonoides diosmina y hesperidina en la
prueba de Formalina al 1%. Panel (A): Cada barra representa la media + EEM del Tiempo de
lamida (seg.) en dos intervalos de tiempo, Fase 1 (neurogénica) y Fase 2 (inflamatoria); se
muestran los grupos administrados con: (D) diosmina y (H) hesperidina a 100mg/kg, vehiculo
cbp., (S) SFNy (A) AAZ a 100mg/kg vy las diferentes combinaciones entre flavonoides y SFN y
AAZ (D-S, D-A, H-S, H-A). Panel (B): Cada barra representa la media £+ EEM del numero de
sacudidas tanto para Fase 1 como para Fase 2 para los mismos tratamientos. Para ambos
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paneles se realizo un analisis de varianza de dos vias donde: * diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) Vs. vehiculo, + diferencia significativa (p<0.05) Vs. hesperidina y
$ diferencia significativa (p<0.05) Vs. diosmina. Todos los grupos tienen una n = 6 los cuales
fueron tomados aleatoriamente.

Modelo de Hilo

Los resultados de este modelo evaluaron los efectos de los diferentes tratamientos sobre edema
plantar durante la fase aguda de la inflamacion, esto es 30 min posteriores a la administracion
de la formalina al 1 %. En la Figura 10 panel (A) se muestran los datos obtenidos por los
flavonoides en dosis de 100 mg/kg y 316.2 mg/kg, Meloxicam a 10 mg/kg y Vehiculo donde
podemos observar que todos los tratamientos obtuvieron un efecto antiinflamatorio con respecto
al vehiculo, con una diferencia significativa de P<0.0001. De igual manera que en la prueba de
formalina no se obtuvieron diferencias entre las dosis probadas con los flavonoides por lo cual
se trabajo con la dosis de100 mg/kg para las combinaciones con SFN y AAZ.

En la Figura 10 panel (B) se puede observar que tanto diosmina como hesperidina al ser
administrados de manera individual provocan un efecto antiinflamatorio alto. Sin embargo, al
ser administrados en conjunto con los inhibidores SFN y AAZ su efecto se ve disminuido. Los
grupos S, A, D-S y D-A obtuvieron una diferencia de P<0.0001 contra diosmina y los grupos S,
A, H-S, H-A obtuvieron una diferencia de P<0.0001 contra hesperidina. Los inhibidores AAZ y
SFN administrados de manera individual y en conjunto obtuvieron un efecto antiinflamatorio, no
obstante, no fue suficiente para marcar una diferencia con respecto al vehiculo, ya que no se
observo ninguna diferencia significativa con respecto a éste.
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Figura 10. Evaluacion del efecto antiinflamatorio de los flavonoides diosmina y hesperidina en
Modelo de Hilo. Panel (A): Cada barra representa la media + EEM del % de antiinflamacion
obtenido en dos intervalos de tiempo; Fase 1 (neurogénica) y Fase 2 (inflamatoria), se muestran
los grupos administrados con: diosmina y hesperidina a 100 y 316.2 mg/kg cada uno y
meloxicam a 10 mg/kg. Panel (B): Cada barra representa la media + EEM del % de
antiinflamacion obtenido en ambas fases para los grupos administrados con: (D) Diosmina y(H)
hesperidina a 100 mg/kg, vehiculo cbp., (A) AAZ y (S) SFN a 100 mg/kg y las diferentes
combinaciones entre flavonoides y SFN y AAZ (D-A, D-S, H-A, H-S). Para ambos paneles se
realizd un andlisis de varianza de una via seguida de una prueba Tukey donde: * diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) Vs. vehiculo, + diferencia significativa (p<0.05) Vs.
hesperidina y $ diferencia significativa (p<0.05) Vs. diosmina. Todos los grupos tienen una n =
6 los cuales fueron tomados aleatoriamente.

Efecto gastroprotector de diosmina y hesperidina

Debido a la via de administracién que utilizamos y dado que el farmaco de referencia puede
causar graves efectos adversos gastrointestinales, evaluamos un posible efecto adverso
utilizando el modelo de Ulcera gastrica inducida por etanol. Se administraron dosis de 100 mg/kg
para ambos flavonoides, ya que no se observaron diferencias significativas en los ensayos
anteriores. Para este modelo de Ulcera gastrica, los tratamientos fueron vehiculo, flavonoides y
meloxicam a 10 mg/kg, administrados 30 min antes de que las ratas recibieran 1 mL de etanol
absoluto por via oral.

En la Figura 11 panel (A) se observa el % de gastroproteccién de los diferentes tratamientos,
teniendo una diferencia de P<0.0001 los grupos diosmina y hesperidina con respecto a
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meloxicam. Por otra parte, se obtuvo una diferencia contra vehiculo de P<0.0001, tanto de los
flavonoides como de meloxicam. En la Figura 11 panel (B) se presenta el IU o porcentaje de
dafio existente, en el cual el grupo vehiculo obtuvo un 1U= 0.9537. Los grupos diosmina,
hesperidina y meloxicam presentaron una diferencia de P<0.0001 con respecto al vehiculo.
Aunado a esto, los Flavonoides tuvieron una diferencia significativa de P<0.0001 contra
Meloxicam lo cual nos indica que ambos flavonoides nos proporcionan una proteccion
significativa de la mucosa géastrica en comparacion tanto del vehiculo como del farmaco
meloxicam.
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Figura 11.Efecto gastroprotector de diosmina, hesperidina y meloxicam sobre lesiones gastricas
inducidas por etanol absoluto en ratas wistar. Panel (A): Cada barra representa la media + EEM
del % de gastroproteccién para los grupos administrados con: vehiculo cbp., diosmina y
hesperidina a 100 mg/kg y meloxicam a 10 mg/kg. Panel (B): Cada barra representa el IlU para
los grupos vehiculo, diosmina y hesperidina a 100 mg/kg y meloxicam a 10 mg/kg. Para ambos
paneles se realizé un analisis de varianza de una via seguida de una prueba Tukey donde: *
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) Vs. vehiculo y # diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) Vs. meloxicam. Todos los grupos tienen una n = 6 los cuales fueron
tomados aleatoriamente.

En la Figura 12 se muestran fotografias representativas de de cada grupo de tratamiento
administrado, mostrando el estbmago con un corte por la curvatura menor exponiendo de esta
forma el area de ulceracion. El area afectada puede visualizarse con tonos obscuros de rosa,
rojo, café y negro; de esta manera podemos observar que tanto diosmina como hesperidina
proporcionan una proteccion a la mucosa gastrica al administrar un agente irritante como el
etanol, al contrario de esto meloxicam y el grupo vehiculo muestran bandas hemorragicas
gracias a la coloracién antes mencionada.
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Vehiculo Diosmina 100 mg/kg Hesperidina 100 mg/kg Meloxicam 10 mg/kg

Figura 12. Fotografias representativas de las lesiones gastricas en ratas administradas con los
siguientes tratamientos: Vehiculo, Diosmina 100 mg/kg, Hesperidina a 100 mg/kg y meloxicam
a 10 mg/kg.

Discusion

En el presente estudio se evalué la participacion de la AC en el efecto antinociceptivo de los
flavonoides diosmina y hesperidina en un modelo de dolor agudo y tonico inducido con la prueba
de formalina al 1% en ratas Wistar. En la literatura se reporta que diferentes flavonoides
incluidos diosmina y hesperidina causan un efecto terapéutico desde los 5 mg/kg hasta 400
mg/kg sin producir efectos toxicos en modelos experimentales con ratones y ratas (Bouskela et
al., 1997; Vabeiryureilai et al., 2019). Para las personas se estima que la ingesta dietética de
estos flavonoides en paises occidentales es de 193 a 562 mg, lo que corresponde de 2.8 a 8
mg/kg de peso corporal para una persona de 70 kg (Boonpawa et al., 2017). En este estudio se
trabajaron con dosis de 100 y 316.2 mg/kg para observar si existia alguna diferencia en la
respuesta terapéutica entre estas dosis y trabajar con la que causara mayor efecto. Sin

embargo, no hubo diferencia significativa entre estos dos grupos por lo que se decidié usar la

dosis mas baja de 100 mg/kg para la continuacién de este proyecto.

Los flavonoides han sido estudiados como agentes antiinflamatorios en varios modelos in vivo
e in vitro. No obstante, no se ha dilucidado por completo su mecanismo de acciéon y la
participacion de la AC, ya que los mecanismos reportados hasta el momento se enfocan en la
inhibicion de factores de transcripcion como NF-kB y la activacion de la proteina 1 (AP-1), asi
como la activacion del factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) (Serafini et al.,

2010).

Por su parte, las AC son metaloenzimas que contienen zinc y catalizan reacciones de

hidratacion y deshidratacion de CO2 y H2COs, respectivamente. La reaccion de hidratacion
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genera iones de bicarbonato (HCOs3') e hidrogeno (H*) a partir de CO2 mientras que la reaccion
de deshidratacion genera CO2 a partir de acido carbonico (H2COs) como se muestra en la
siguiente reaccién (Supuran, 2008):

CO, + H,0 & HCO; + H*

La reaccion de AC esta involucrada en muchos procesos fisiologicos y patoldgicos, incluida la
respiracion, transporte de CO2 y bicarbonato entre los tejidos metabdlicos y los pulmones,
homeostasis del pH y del CO2, secrecidn de electrolitos en varios tejidos y 6rganos, resorcion

0sea, calcificacion y tumorigenicidad (Supuran, 2008).

Margheri et al. (2016) encontr6 que algunas isoformas de la AC (ACIV, ACIX y ACXII) se
encuentran sobreexpresadas en presencia de inflamacion, siendo asi consideradas dianas
terapéuticas para esta afeccion. De igual manera se identificaron a las isoformas ACIl y ACVII
como dianas terapéuticas para dolor de tipo neuropatico, ya que se encuentran en niveles

relativamente altos en la corteza, el hipocampo y el tAlamo (Supuran, 2016).

En nuestro estudio la administracion de los flavonoides diosmina y hesperidina dio como
resultado la disminucion de los comportamientos de lamida y sacudida, asi como la disminucién
de la inflamacion de la extremidad comparados con los grupos vehiculo, AAZ, SFN y sus
respectivas combinaciones con los flavonoides. (Supuran, 2011) reporta que los flavonoides al
igual que varios compuestos fendlicos actdan uniéndose a la enzima mediante el anclaje al ion
hidroxilo, el cual esta unido a la molécula de disolvente unida al Zn (lIl). Si bien estos resultados
no pueden demostrar el efecto por parte de los flavonoides sobre la AC, se espera que pueda
estar mediado por la inhibiciéon de la actividad esta enzima sobre la hidratacion del CO:zy la
deshidratacion de H2COs, reacciones llevadas a cabo por esta enzima, ayudando a que el pH

del medio se estabilice.

Al analizar los resultados de la prueba de formalina se observd un aumento en los
comportamientos de lamida y sacudida en la Fase 2 en comparacion con la Fase 1 en el grupo
vehiculo, AAZ, SFN y las combinaciones de estos con los flavonoides, lo cual se debe a que en
este modelo se ven representadas dos fases; recordando que, en la Fase 1 o neurogénica,
puede observarse durante los primeros minutos de la evaluacion la activacion de las fibras Ad

y fibras C, dando lugar a la generacion de potenciales de accién que inducen, a su vez, la
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liberacion de neurotransmisores en la asta dorsal de la médula espinal provocando la
transmision y la percepcion del dolor. En este punto el pH del medio se mantiene equilibrado,
sin embargo, al pasar los minutos el dafio avanza, situAndonos en la fase 2 o inflamatoria. En
esta fase se desencadena una cascada de liberacion de sustancias inflamatorias sensibilizantes
o0 excitadoras de los nociceptores. Entre ellas se mencionan iones K* y H*, serotonina,
bradiquinina, histamina, prostaglandinas, leucotrienos y Sustancia P. El conjunto de estas
sustancias se denomina sopa inflamatoria (Moreno et al., 2004).

En diversos articulos ha sido reportado que en los tejidos inflamados existe una alta
concentracion de iones de hidrogeno, lo que indica que el pH se vuelve més &acido a medida
que aumenta la intensidad de la reaccion inflamatoria; también se ha sugerido que la acidosis
local proporciona un vinculo causal entre las enfermedades inflamatorias y el dolor relacionado
(Steen et al., 1995). Aunado a lo anterior y ya que las AC se muestran sobre expresadas en
cuadros inflamatorios, podemos decir que son estas enzimas las que ayudan a acidificar el
medio aumentando la pCO2 y disminuyendo el pH en la zona afectada tomando en cuenta que

estos valores son inversamente proporcionales (Lucia Pasten, 2021).

La respuesta de los flavonoides fue comparada con el farmaco de referencia meloxicam el cual
tuvo una disminucion en los comportamientos de lamida, sacudidas e inflamacion. Sin embargo,
al analizar los resultados podemos notar que en la Fase 1 tanto en el nimero de sacudidas
como en el tiempo de lamida su efecto no es tan notorio en comparacion con los flavonoides
diosmina y hesperidina ya que presentan una diferencia significativa en comparacion con el
farmaco meloxicam. Al llegar a la Fase 2 el efecto del meloxicam iguala al de los flavonoides,
ya que no se presentaron diferencias significativas en esta fase entre dichos grupos.

El farmaco meloxicam es un AINE considerado inhibidor de la COX-1 y COX-2 con mayor
selectividad por COX-2, esta enzima no se encuentra presente normalmente en la célula, pero
aparece rapidamente tras la exposicion de la célula a agentes, como lipopolisacaridos o
citocinas proinflamatorias, y regula la produccion de los prostanoides que participan en la
inflamacion y en otros procesos no inflamatorios, tanto fisiologicos como patologicos (Juan A et
al., 2000).
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Por otra parte, Damas & Liégeois (1999) estudian la reacciéon inflamatoria inducida por la
formalina en la pata de rata, donde reportan que mientras que ambas fases son inhibidas por la
morfina u otros farmacos de accion central, sélo la segunda fase es inhibida por farmacos
antiinflamatorios como la indometacina y el naproxeno. Este ultimo teniendo un mecanismo de
accion similar al meloxicam ya que inhiben la accion de la ciclooxigenasa, lo cual puede explicar
el motivo de que no haya una disminucion de los comportamientos de lamida y sacudida en los

primeros minutos de la evaluacion.

Posteriormente, en la prueba de nocicepcion se realizo la evaluacion de los inhibidores SFN y
AAZ, al igual que sus respectivas combinaciones con los flavonoides (diosmina/SFN,
diosmina/AAZ, hesperidina/SFN y hesperidina/AAZ), en la cual se observéo que al ser
administrados de manera individual no hay respuesta antiinflamatoria ya que los niveles de
namero de sacudidas, tiempo de lamida y % de inflamacion se mantienen elevados sin

diferencia significativa con el grupo vehiculo.

Al igual que los flavonoides, SFN y AAZ son inhibidores de la AC que se unen de manera
diferente a la enzima. SFN y AAZ carecen de especificidad de isoforma lo que puede llevar a
efectos secundarios como aumento de miccion, sequedad en la boca, nduseas y vomito en el
caso de la AAZ y diarrea, dolor abdominal y dolor de cabeza en el caso de SFNzz (Aggul et al.,
2022). Supuran, (2011) evalta la inhibicibn de la AC con diferentes productos naturales
reportando que los inhibidores como la AAZ y SFN actian mediante la coordinacion del inhibidor
con el ion Zn(ll) al reemplazar el ion agua/hidroxido unido al zinc dando lugar a una geometria
tetraédrica de Zn(ll) interrumpiendo asi el ciclo de hidratacién del diéxido de carbono, lo cual
nos indica que se tratan de inhibidores no competitivos ya que la enzima no puede catalizar su
reaccion para producir un producto ademas de que se reducen el niumero de moléculas

funcionales de enzima que pueden realizar la reaccion.

Aunado a lo anterior, se sabe que los inhibidores SFN y AAZ tienen una mayor afinidad y
actividad inhibitoria en las isoformas ACIl y ACVII, las cuales son consideradas dianas
terapéuticas para el dolor (Kilicaslan et al., 2016), lo cual puede ayudarnos a explicar por qué
la falta de actividad antiinflamatoria, ya que, las ACIl y ACVII tienen su ubicacion
mayoritariamente en el tAlamo y corteza, dejandolas muy lejos del lugar de la lesion. Por el

contrario, en este lugar se encuentran sobreexpresadas ACIV, ACIX y ACXII, ya que estan
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presentes en la membrana de las células basales, es decir, en células ubicadas en la parte mas
baja (o0 base) de la epidermis, que es la capa mas externa de la piel (Espinosa Monrroy et al.,
2010) y con las cuales la afinidad es menor.

Se ha demostrado en diversos reportes que tanto la AAZ como la SFN muestran eficacia contra
diferentes tipos de dolor desde dosis de 100 hasta 200 mg/kg en modelos de dolor neuropatico
y visceral (M. Asiedu et al., 2010; M. N. Asiedu et al., 2014). Sin embargo, con respecto a su
efecto antiinflamatorio hay pocos estudios, siendo algunos de estos su eficacia contra la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, inflamacion pulmonar y enfermedades inflamatorias
intestinales como enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa (Eide et al., 2012; Puscas et al., 1989).
Lo anterior puede ser debido a que la ACII tiene también su ubicacién en eséfago, colon y
estdbmago y al ser mas afin la AAZ y SFN a esta isoenzima contribuyen a la mejora de

enfermedades relacionadas con estos érganos (Espinosa Monrroy et al., 2010).

Aunque hay evidencia que indica que estos medicamentos podrian tener efectos
antiinflamatorios, se necesitan mas estudios para determinar su eficacia en diferentes tipos de
inflamacion, ya que en este modelo en particular se sugiere que la dosis no fue suficiente para
inhibir todas las AC presentes en el cuerpo incluyendo las AC mayormente relacionadas con la

inflamacion, generando una respuesta elevada en cuanto al numero de lamidas y sacudidas.

Existen diversos estudios in vitro e in vivo que destacan la accién de los inhibidores AAZ y SFN
en su disminucién a sintomas relacionados con el dolor neuropético, presentdndolos como
farmacos favorables para este tipo de condiciones (M. Asiedu et al., 2010). Lo cual, en primer
lugar, nos deja en claro que tanto AAZ como SFN son inhibidores capaces de atravesar la
barrera hematoencefalica y por lo que tienen mayor afinidad con isoformas como la ACIl y ACVII
presentes en mayor cantidad en el talamo, hipocampo y corteza como se menciond con
anterioridad. Conforme a esto podemos decir que no se tienen reportes sobre sus efectos en
mecanismos inflamatorios. En nuestro caso, la lesiébn es causada por un estimulo quimico
(formalina al 1%) para causar la inflamacion de un miembro, al contrario del dolor neuropético
en el que se causa un dafo parcial en los nervios periféricos o espinales como la ligadura del

nervio espinal (PNI) y la ligadura parcial del nervio ciatico (LPN).
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Con respecto a las combinaciones de SFN y AAZ con los flavonoides se observé que, hay una
diferencia significativa en el tiempo de lamida en comparacion con el grupo vehiculo. Sin
embargo, este efecto no fue el suficiente para igualar la respuesta de los flavonoides
administrados individualmente, ya que hay una diferencia significativa entre los grupos diosmina
y hesperidina con las combinaciones. Con respecto al nimero de sacudidas las combinaciones
entre SFN y AAZ no presentaron disminucion de esta conducta careciendo de una diferencia
significativa con el grupo vehiculo. Lo anterior puede mostrarnos la importancia del mecanismo
gue tienen los flavonoides diosmina y hesperidina sobre la AC para poder causar un efecto
antiinflamatorio, ya que como se mencioné con anterioridad no es el inico mecanismo que estas
substancias ocupan para causar una respuesta; por lo tanto, dado que obtuvimos una respuesta
similar al vehiculo en estas combinaciones podemos decir que el mecanismo de la AC es uno

de los principales por el cual los flavonoides llevan a cabo esta accion.

Por otra parte, estos resultados sugieren que tanto AAZ como SFN pudieron inhibir a las
isoformas de la AC cambiando la estructura de la enzima impidiendo que los flavonoides
llevaran a cabo su efecto antiinflamatorio. Cuando los flavonoides fueron evaluados de manera
individual se administraron 30 min antes de la aplicacion de formalina. Por otra parte, cuando
fueron administrados de manera conjunta con AAZ y SFN, los flavonoides se administraron de
igual manera 30 min antes de la formalina, pero con la diferencia de que SFN y AAZ se
administraron 10 min antes de la formalina, dejando 20 min de accién para los flavonoides antes
de que el otro fArmaco entrara en accion. En este punto podemos recordar que tanto la SFN y
AAZ tienen una unién con el ion Zn (lI) cambiando la conformacion de la molécula ya que
reemplazan a ion hidréxido por lo cual podemos deducir que, al momento de administrar los
flavonoides, estos se unen al ion hidroxilo, el cual es desplazado al momento de administrar los
inhibidores AAZ y SFN, motivo por el cual no se observo un efecto. No obstante, es necesario
realizar mas estudios para evaluar los factores que intervienen en el efecto de SFN y AAZ en

modelos de inflamacion.

Para el modelo de Ulcera gastrica los flavonoides diosmina y hesperidina produjeron un marcado
efecto protector contra la ulceracion gastrica inducida por etanol, obteniendo un alto % de

gastroproteccion en comparacion con el grupo meloxicam y vehiculo. El farmaco meloxicam
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presentd un area de ulceracién notablemente mayor a los flavonoides, esto pudo visualizarse

gracias a las bandas hemorragicas mostradas en la Figura 12.

Se ha demostrado que varios flavonoides producen una fuerte actividad antiulcerogénica que
es comparable a la de los medicamentos antiulcerosos utilizados clinicamente (Mehreen et al.,
2022) Suérez et al., (1996) analiza a la hesperidina en diferentes modelos experimentales de
Ulcera gastrica, encontrando que este flavonoide muestra una marcada capacidad para reducir
el indice de ulceracion. De igual manera Elshazly et al., (2018) propuso que los efectos gastro
protectores de los flavonoides se asocian a una disminucion de la acidez gastrica libre y total y
a un aumento del pH gastrico; lo cual podria estar relacionado con la inhibicibn de AC sin
embargo se necesitan mas evidencias que respalden esta informacion por lo que habria que

realizar mas estudios entorno a este problema.

Por su parte los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) ejercen su accion inhibiendo
la ciclooxigenasa (COX). Recientemente, se ha postulado que la eficacia antiinflamatoria de
estos medicamentos surge de la inhibicion de la isoforma COX-2 de la ciclooxigenasa, mientras
gue la inhibicién de la isoforma COX-1 produce los molestos y a veces graves efectos

secundarios gastricos como hemorragias digestivas y Ulcera (Furst, 1997).

El meloxicam es un AINE derivado del oxicam, (Khalil & Aldosari, 2020)y es considerado un
inhibidor predominantemente selectivo de la COX-2, sin embargo, su selectividad no es
completa (Shavlovskaya et al., 2022). Lo cual evidencia el dafio gastrico en el grupo
administrado con este medicamento sin llegar a presentar el grado de lesion producido por el
grupo vehiculo. Kendall et al. (2022) estudia los efectos toxicos de dosis altas de meloxicam
donde encontré que los ratones desarrollan ulceracion gastrointestinal cuando se les administra
meloxicam en dosis de 17,5 a 35 mg/kg por via oral una vez al dia durante 3 meses; ademas

de identificar sangre oculta en heces en 9 de 18 ratones tratados con este medicamento.

En nuestro modelo experimental se midio el % de gastroproteccion donde los flavonoides
mostraron ser los mejores candidatos para proteger la mucosa gastrica y ejercer su efecto
antiinflamatorio. Si bien el meloxicam puede ser una buena alternativa para tratar la inflamacién

y el dolor, en el modelo de ulcera gastrica podemos observar que los flavonoides no solo tienen
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un efecto antiinflamatorio satisfactorio y mayor que este tratamiento, sino que también confieren
una proteccion a la mucosa gastrica teniendo un indice de ulceracion mucho menor que este

farmaco.

Conclusiones

La prueba con formalina al 1% ha demostrado ser sensible a la accion de los flavonoides. Por
lo que se sugiere que el tratamiento con estas substancias es eficaz y tiene un componente de

tipo antiinflamatorio.

La AC participa en el efecto analgésico y antiinflamatorio de los flavonoides diosmina y
hesperidina. La AAZ y SFN al ser combinados con los flavonoides revierten estos efectos,

mientras que por si solos no producen respuesta.

Los flavonoides son compuestos naturales que son bien tolerados por el cuerpo, disminuyendo
los efectos adversos provocados por algunos AINEs como lo es el Meloxicam, lo que los
convierte en buenos candidatos para el desarrollo de nuevos medicamentos para la posible

inhibicion de esta enzima y el tratamiento de enfermedades inflamatorias.
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