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1. INTRODUCCION

El manejo adecuado de diversos padecimientos que progresan con dolor e
inflamacion como parte de sus sintomas y signos, es una preocupacion
clinica generalizada que se afronta con el uso de farmacos analgésicos y
anti-inflamatorios no esteroideos (AINE’s) y esteroideos. Uno de estos AINE’s
es el diclofenaco sodico, farmaco que posee un amplio margen terapéutico y
no requiere de receta médica para su adquisicion, aunado al incremento de
afecciones dolorosas inflamatorias, ha provocado el incremento del consumo
de este farmaco evidenciando una mayor incidencia de eventos adversos.
Como una estrategia para afrontar tal situacibn se ha propuesto la
combinacion de este tipo de farmaco con la ingesta de plantas medicinales
gue coadyuven en la actividad anti-inflamatoria de los AINE’s y disminuyan

sus eventos adversos.

En el presente trabajo estan contenidos los estudios realizados para
determinar qué tipo de interacciébn farmacolégica puede existir entre el
metileugenol (aceite esencial de diversos frutos y plantas medicinales como
la Peperomia hispidula) y el diclofenaco sédico, ambos administrados por via
oral. Se decidié emplear el metileugenol debido a que existen reportes de
que la asociacion de extractos de plantas y AINE’s pueden aumentar la
actividad antinociceptiva de estos farmacos permitiendo el uso de dosis mas
bajas y limitando sus eventos adversos, ademas de que metileugenol segun
otros autores posee actividades antinociceptivas, anti-inflamatorias y

anestésicas. Para lo cual, se aplico la prueba de la formalina a diferentes
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grupos de ratones macho. Determinando primeramente la dosis efectiva para
cada compuesto de forma individual dentro del intervalo de dosis de 1 a 30
mg/kg, y obtener la dosis efectiva 30 (DEso) teodrica de la combinacion
(metileugenol-diclofenaco sodico). A partir de la DE3so tedrica, se definio el
intervalo de dosis de la combinacion metileugenol-diclofenaco sédico para
definir a través de un andlisis isobolografico el tipo de interaccion

farmacodinamica existente.

Los resultados indican que al administrar de forma conjunta el metileugenol y
diclofenaco sodico (0.52 + 1.97, 1.05 + 3.95, 2.09 + 7.89 y 4.18 + 15.78
mg/kg) se presenta una interaccion de tipo aditiva, sugiriendo que la
nocicepcion (efecto farmacologico evaluado) obtenida por la accién
combinada de los dos farmacos es igual a la suma de sus efectos

individuales.



2. MARCO TEORICO
2.1 DOLOR

Se define como esa experiencia que asociamos con dafo tisular real o
potencial. Es incuestionablemente una sensacion en una parte o partes del
cuerpo, pero también es siempre desagradable y, por lo tanto, también una
experiencia emocional. (1)

La definicion mas aceptada actualmente, es la de la Asociaciéon Mundial para
el Estudio del Dolor (IASP): “es una experiencia sensorial y emocional
desagradable, asociada con un dafio tisular, real o potencial, descrita en
términos de dicho dafo”. (2)

La importancia del dolor se debe a que es un mecanismo de defensa, es
decir, una sefial de alarma para proteger al organismo y aumentar la
supervivencia del individuo. (3)

2.2 FISIOLOGIA DEL DOLOR

El dolor es una experiencia compleja multimodal que involucra multiples sitios
neuronales, incluidos los nervios periféricos, la médula espinal y los centros

cerebrales superiores. (4)

Las propiedades receptivas especificas de los nociceptores finos
mielinizados (fibra A-8) y amielinicos (fibra C) estan determinados por los
receptores del canal ionico transductores unidos a la membrana, que estan
controlados por la temperatura, los estimulos quimicos o las fuerzas

mecanicas, y tras la activacion transducen un estimulo externo en un cambio



en el potencial de membrana abriendo un canal sodio / calcio o cerrando un

canal de potasio. (4)

El dolor puede ser agudo (comienza de repente) o crénico (cuando es
duradero o recurrente) y segun su localizacion puede ser superficial cuando
se origina en la piel o las mucosas o0 visceral cuando se origina en
estructuras internas del organismo. (5) EIl dolor puede clasificarse como:

dolor nociceptivo, dolor inflamatorio, dolor neuropatico o dolor disfuncional.

(6)

2.3 NOCICEPCION

La nocicepcion es la transduccién, la conduccidon y el procesamiento en el
sistema nervioso central en sefiales nerviosas generadas por la estimulacion
de nociceptores. Es el proceso fisiolégico que, una vez llevado a cabo, tiene
como resultado una percepcion consciente del dolor. (7)

Los estimulos que pueden causar dafio, por ejemplo, estimulos térmicos,
mecanicos o quimicos (llamados también mecanismos periféricos de la
nocicepcion) producen dolor cutaneo al actuar sobre los nociceptores
aferentes primarios. Los nociceptores estan muy extendidos en la piel, los

musculos, los tejidos conectivos, l0s vasos sanguineos y las visceras. (8)

La nocicepcidn consiste en cuatro procesos fisiologicos que estan sujetos a
modulaciones farmacologicas:

1. La transduccion que es la traduccion de una energia fisica (estimulo

nocivo) en una actividad eléctrica en el nociceptor periférico. Estos
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receptores son considerados mecanosensibles, termosensibles y
guimiosensibles.

2. La transmision es la propagacion de impulsos nerviosos a través del
SNP. Las fibras aferentes A- & mielinicas de conduccién rapida y
fiboras C amielinicas, que conducen el dolor latente de forma mas
lenta.

3. La modulacion que tiene lugar a través de los sistemas analgésicos
descendentes enddgenos (opiaceo, serotoninérgico y noradrenérgico)
gue modifican la transmision nociceptora mediante la inhibicién de los
estimulos que operan dentro de las células del cuerno dorsal de la
medula espinal.

4. La percepcion la cual, es el proceso final que resulta de la
transduccion, transmision, modulacién e integracion de la funcién
talamocortical, reticular y limbica para producir la experiencia
emocional, subjetiva y consciente final de dolor. (7)

El término nocicepcidn se usa para describir la respuesta neuronal periférica
a los estimulos nocivos, que abarca cualquier estimulo, ya sea mecanico,
térmico, eléctrico o quimico, que pueda dafar el tejido. Tipicamente, los
estimulos nocivos activan los nociceptores, un subconjunto de neuronas
sensoriales periféricas, que tienen una gama de canales ionicos
especializados y receptores que transducen estimulos nocivos en sefales
eléctricas. Estas neuronas son pseudounipolares, con una rama periférica

que termina en la piel o visceras y una rama central que termina en la
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médula espinal. Luego, las sefiales nociceptivas se envian a la médula
espinal y al cerebro para procesarse como la sensacion de dolor. Por lo
tanto, el dolor es una experiencia que abarca componentes sensoriales y
emocionales; por lo tanto, el término dolor no es intercambiable con
nocicepcion. (9)

2.4 FARMACOTERAPIA PARA EL MANEJO DEL DOLOR A TRAVES DE
LOS AINE’s

Existe una gran cantidad de farmacos para el manejo del dolor desde leve a
severo con una gran variedad de mecanismos de accion, con una eficacia a
menudo limitada y combinada con la aparicién de alguna forma de toxicidad
inducida por el tratamiento. Especialmente, este ultimo es un factor limitante
en el manejo del dolor en los pacientes, ya que conlleva a su incumplimiento,
restringe la dosificacion adecuada, reduce la calidad de vida del paciente y
puede causar morbilidad grave y afecciones peligrosas. La mayoria de las
formas de toxicidad son leves y solo causan molestias al paciente. Sin
embargo, incluso la presuncion de efectos secundarios inofensivos puede ser
la causa de una grave morbilidad. (10)

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINE’s) contintan siendo los farmacos
de primera eleccion para enfrentar el manejo de la inflamacion aguda o
cronica y el dolor leve o moderado de forma aguda o cronica, por ejemplo:
migrafia, enfermedad articular degenerativa, colico renal, dolor posquirtrgico

y fiebre. (11)
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2.5 LOS AINE’s

Los AINE’s son farmacos con una estructura quimica heterogénea que
comparten actividad antipirética, anti-inflamatoria y analgésica debido a su
capacidad para inhibir la produccién de las prostaglandinas (12). Dichos
farmacos tienen un efecto maximo o de techo, lo que quiere decir que el
aumento de la dosis no significa una mejora terapéutica y si una mayor
incidencia de eventos adversos. (13) Estos farmacos se clasifican en dos
grupos: los AINE’s convencionales cuya caracteristica es la de inhibir de
forma indistinta a las COX, y los AINE’s de la nueva generacion conocidos
también como inhibidores de la ciclooxigenasa 2. (14)

La actividad de los AINE’s se atribuye a la capacidad para inhibir
selectivamente o0 no las enzimas ciclooxigenasas. La COX1 es una enzima
constitutiva encontrandose principalmente en los vasos sanguineos, los
rifiones y el estdbmago, responsables del estimulo fisiologico (efectos
homeostéticos - constitutivos), la COX2 es una enzima inducible la cual se
expresa en estados patolégicos, es responsable de la induccion de
inflamacion, dolor y fiebre. (15)

2.6 DICLOFENACO

El diclofenaco es el AINE mas recetado a nivel mundial con un 43.40% (16,9)
y el octavo medicamento mas vendido a nivel mundial (17); con propiedades
analgésicas y antipiréticas, es recetado para el manejo del dolor como, por
ejemplo: la dismenorrea, la inflamacién ocular, la osteoartritis, la artritis

reumatoide, la espondilitis anquilosante y la queratosis actinica. (18)
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El diclofenaco, como otros AINE’s no selectivos, inhibe la sintesis de
prostaglandinas mediante la inhibicién de las isozimas COX-1 y COX-2 en los
tejidos lesionados y el sistema nervioso central. Sin embargo, existe
evidencia de que mecanismos adicionales independientes de
prostaglandinas estan involucrados en el mecanismo de accién
antinociceptivo del diclofenaco tanto a nivel periférico como central. En este
sentido, se reporta que el diclofenaco abre los canales de K* sensibles a ATP
ademas de regular a la baja nociceptores periféricos por estimulacion de la
via L-arginina-ON-GMPc. Como resultado de la apertura del canal de
potasio, el potasio se escapa de la neurona dando como resultado una
hiperpolarizacion y una excitabilidad reducida. Los efectos antipiréticos
pueden deberse a la accion sobre el hipotdlamo, lo que resulta en dilatacion
periférica, aumento del flujo sanguineo cutaneo y posterior disipacion de

calor. (18,19)

El diclofenaco, similar a otros AINE’s, se asocia con un mayor riesgo de
efectos secundarios graves relacionados con la dosis, siendo los mas
frecuentes los gastrointestinales, cardiovasculares y renales. (16) Los
eventos adversos gastrointestinales se producen debido a la inhibicién de la
sintesis de prostanoides, lo que limita la secrecién de moco y bicarbonato
gue normalmente protege a la mucosa gastrica de las lesiones. La PGI2, un
producto importante de COX-1 y COX-2, cumple una funcién fisiolégica como
vasodilatador y potente inhibidor de plaquetas. La evidencia preclinica como

la clinica indican que la supresion de la sintesis de PGI2 aumenta el riesgo
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de hipertension y trombosis y esto estaria relacionado al riesgo
cardiovascular asociado con el consumo de diclofenaco. (16) Ademas, el uso
de los AINE’s puede aumentar la posibilidad de ulceracion del intestino y
también la muerte por sangrado de Ulcera en pacientes con colitis,

enfermedad de Crohn u otras enfermedades inflamatorias intestinales.

La autorizacion en el afio 1999 por la Agencia Norteamericana de Control de
Medicamentos y Alimentos, Food and Drug Administration (FDA), de los
primeros agentes anti-inflamatorios selectivos de la COX 2 o Coxibs,
Celecoxib y Rofecoxib, provocaron gran entusiasmo en el colectivo médico
mundial, ya que por primera vez se disponia de piezas terapéuticas para el
control del dolor y de la inflamacién con eficacia similar a los AINE’s
convencionales, pero con menor posibilidad de desencadenar eventos
adversos, principalmente gastrointestinales, debido a su capacidad para
inhibir la COX-2 , respetando a la COX-1. Desafortunadamente, tras la
esperanza inicial, varios estudios mostraron un riesgo similar a los AINE’s
convencionales para desarrollar eventos adversos gastrointestinales a largo
plazo y un riesgo aumentado en la aparicion de eventos adversos
cardiovasculares de tipo aterotrombatico, principalmente de infarto agudo de
miocardio. Las agencias internacionales de farmacovigilancia o deteccion de
efectos secundarios postcomercializacién restringieron sus indicaciones y

alertaron a médicos y pacientes sobres sus efectos nocivos graves. (13)

Se han adoptado una serie de enfoques para reducir el riesgo de

complicaciones no deseadas inducidas por los AINE’s, incluida la reduccion
15



de la dosis de los AINE’s, y el uso de agentes gastroprotectores
concomitantes de origen sintético (omeprazol, esomeprazol, rabeprazol e
inhibidores de H2, ranitinida, cimetidina) o de origen natural, como son el uso
de plantas medicinales. (20) La combinacion de analgésicos a dosis mas
bajas es otra estrategia atractiva para maximizar la relacion beneficio-riesgo
de la farmacoterapia para el dolor con los AINE’s. Este enfoque esta
disefiado para evitar los eventos adversos limitantes de la dosis de la terapia
con un solo agente. La factibilidad de esta alternativa es determinada a
través de establecer si la interaccion farmacoldgica de estos agentes puede
dar como resultado una eficacia aditiva, y posiblemente un efecto sinérgico,
al proporcionar actividad analgésica en mas de un nivel de sefal del dolor.
(21,22)

2.7 INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

Una interaccién farmacolégica es aquella que ocurre cuando los efectos de
un farmaco se modifican por la accién de otro farmaco, una bebida, un
alimento o un agente quimico ambiental. (23) Las interacciones farmaco-
farmaco son una de las causas mas comunes de reacciones adversas,
dichas reacciones son mas comunes en los ancianos debido a la politerapia.
De hecho, la politerapia aumenta la complejidad del tratamiento y por lo tanto
aumenta la posibilidad de interacciones farmacolégicas, las cuales pueden
incluir el desarrollo de reacciones adversas medicamentosas y el aumento o

reduccion de la eficacia clinica. (24) Otras variables que pueden influir en la
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aparicion y consecuencias de la interaccibn son: sexo, caracteristicas

morfométricas y condiciones fisiopatologicas del paciente; entre otras. (25)

La interaccion farmaco-farmaco pueden clasificarse como:

« Farmacocinética: implica que la absorcion, distribucion, el
metabolismo y la excrecion, pueden estar asociados a fracaso o
toxicidad del tratamiento.

o Farmacodinamica: la cual se subdivide en tres grupos segun se pueda
presentar 1) efecto directo en la funcidén del receptor 2) interferencia
con un proceso de control biolégico o fisiologico y 3) efecto
farmacoldgico aditivo/opuesto. (24)

2.7.1 INTERACCIONES FARMACOCINETICAS

Las interacciones farmacocinéticas son aquellas debidas a la influencia que
tiene un farmaco sobre el ciclo de otro en el organismo. Incluye alteraciones
de la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion. (25)

2.7.2 INTERACCIONES FARMACODINAMICAS

Las interacciones farmacodindmicas son aquellas en las que los efectos de
un farmaco cambian por la presencia de otro en el sitio de accién. Cuando se
produce una sumacion de efectos, sea beneficiosa o perjudicial, se habla de
agonismo de los farmacos. Por el contrario, cuando la asociacion redunda en
una disminucién de la eficacia, lo que con mayor frecuencia no beneficia al
paciente salvo cuando precisa revertir una situacion de intoxicacién, se habla
de antagonismo. Por ultimo, existe también lo que se denomina potenciacién

de efectos, en este caso, los mecanismos de los farmacos implicados no se
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complementan entre si, si no que uno de ellos favorece el incremento de la

respuesta al otro. (23) Ver figura 1

100
80—
<
§ 60 —
g Antagonismo
S
A8
— 40—
Sinérgica
20—

20 40 60 80 100
[ ] Farmaco B

Figura 1. Interacciones farmacodinamicas
2.8 AINE’s Y PLANTAS MEDICINALES
Como se ha mencionado los AINE'’s pueden reducir el dolor y la inflamacion
al bloguear el metabolismo del &cido araquidonico por las enzimas
ciclooxigenasas (COX-1 y/o COX-2), lo que inhibe la produccion de

prostaglandinas, pero estan asociados a efectos secundarios tras su
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administracion. Sin embargo, hay plantas medicinales o metabolitos de éstos
con efectos terapéuticos anti-inflamatorios con poco o ningun efecto
secundario. (26) Las plantas medicinales se han utilizado en los paises en
desarrollo como tratamientos alternativos a los problemas de salud. Muchos
extractos de plantas y aceites esenciales aislados de plantas han mostrado
actividades biologicas tanto in vitro como in vivo, lo que ha inspirado una
investigacion intensa sobre su uso en la medicina tradicional. (27) México
tiene una rica tradicion en la utilizacion de plantas medicinales entre sus
diversas practicas de curacion popular. Se estima que la flora medicinal
mexicana contiene entre 3000 y 5000 plantas que tienen un potencial
beneficio medicinal, del cual solo aproximadamente el 1% de ellos se han
estudiado en profundidad, en relacibn con sus posibles propiedades
medicinales. (28)

Como ocurre con cualquier farmaco, los compuestos activos de las plantas
medicinales pueden interaccionar con otros principios activos (de origen
natural o sintético) que el paciente esté recibiendo; la incidencia de estas
interacciones, y en muchas ocasiones su significado, son desconocidos. (29)
Los productos naturales son fundamentales en la busqueda de nuevos
analgésicos para el manejo del dolor. Yunes y colaboradores publicaron la
obtencion de compuestos analgésicos a partir de glucosidos, alcaloides,
flavonoides y terpenos. (30)

Un ejemplo exitoso de un farmaco obtenido a partir de un producto natural es

la morfina, un opioide extraido de la planta Papaver somniferum. En el 2001
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un estudio resume 210 plantas provenientes de diferentes partes del mundo,
gue presentan actividad analgésica a nivel central tal como la morfina y
potencialmente pueden conducir al desarrollo de eventos adversos de la
morfina y farmacos relacionados. (31)

El uso de plantas medicinales o compuestos derivados de éstas como
alternativa a la disminucion de eventos adversos de los AINE’s, puede ser
beneficiosa o peligrosa, lo que lleva a un aumento de la actividad anti-
inflamatoria 0 al aumento de varios eventos adversos, tal como se ha
reportado para diversos AINE’s. (14)

2.9 ACEITES ESENCIALES Y SU ACTIVIDAD ANALGESICA

Los aceites esenciales de plantas son mezclas complejas de compuestos
volatiles, que se aislan por métodos fisicos (prensado y destilacion) de una
planta completa o partes de plantas (hojas, corteza, frutas, flores, etc.). La
identidad y la cantidad relativa de estas sustancias volatiles en los aceites
esenciales es bastante variable y tienen varias funciones ecoldgicas en la
planta, incluida la atraccion de insectos polinizadores, como mensajeros
internos y como sustancias protectoras contra herbivoros.

Los efectos farmacologicos de los aceites esenciales y sus principales
constituyentes incluyen la antinocicepcion, antioxidante, actividades
anticancerigenas y anti-inflamatorias. La actividad biologica de los aceites
esenciales, es atribuida al resultado de un sinergismo entre todas las
moléculas que los constituyen o reflejan solo la actividad de sus

constituyentes principales. Por lo tanto, las funciones sinérgicas de las
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diversas moléculas presentadas en un aceite esencial, en comparacion con
la accion de uno o dos de sus componentes principales, podrian ser
cuestionables, si no se cuenta con estudios cientificos sustentables.

Diversos reportes sugieren el potencial terapéutico de los aceites esenciales
y algunos de sus componentes volatiles aislados en la prevencién o terapia
del dolor en modelos experimentales, al evidenciar sus efectos
antinociceptivos en diferentes modelos y su mecanismo de accion bastante
variable. Sin embargo, hay un nimero limitado de medicamentos analgésicos
disponibles en el mercado hechos a partir de aceites esenciales y
terpenoides. (27)

Tabla 1. Modelos usados para evaluar el efecto antinociceptivo de los

aceites esenciales.

Aceites esenciales de Prueba realizada Via de Dosis
plantas administracién probada
(mg/kg)
Schinus terebinthifolius | SNI animales sensibilidad oral 10-100
Raddi mecanica hiperalgesia
fria
Duguetia lanceolata A. St.- Acido acético intraperitoneal 1-200
Hill Prueba de formalina (fase
[yl
Xylopia laevigata (Mart.) R. Acido acético intraperitoneal 12.5-50
E. Fr. Prueba de formalina (fase
[yl
Bunium persicum (Boiss.) Acido acético Oral 100-400
B. Fedtsch Prueba de formalina (fase
Ly 1)
Acido acético opiodérgico oral 100-400
e histamina receptores
Hiy H2
Carum copticum (L.) Benth. | Prueba de formalina (fase intraperitoneal 20
& Hook. F. ex. C. B. Clarke lyll)
Cuminum cyminum L. Prueba de formalina (fase intraperitoneal 0.0125-2
Ly 1)
Movimiento de cola
Distichoselinum tenuifolium Acido acético oral 25-75
(Lag.) F. Garcia Mart. & Placa caliente
Silvestre Prueba de formalina (fase
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Heracleum persicum Desf.

Ex Fisch., C. A. Mey. &
Avé-Lall.
Pimpinella anisum L.

Achillea aleppica DC.
Ageratum fastigiatum

(Gardner) R. M. King & H.

Rob.

Artemisia absinthium L.

Artemisia dracunculus L.

Vanillosmopsis arbérea
(Gardner) Baker

Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchand

Cyperus esculentus L.
Cyperus rotundus L.
Remirea maritima Aubl.
Croton adamantinus Mull.

Arg.
Croton cordiifolius Baill.

Croton nepetaefolius Baill.

Croton sonderianus Mull.
Arg.

[yl
Acido acético
Prueba de formalina (fase
1))
Movimiento de cola
Prueba de formalina (fase
Lyl
4-benzoquinona
Acido acético
Prueba de formalina (fase
[yl
Placa caliente
Acido acético
Prueba de formalina
Placa caliente
Acido acético
Prueba de formalina
Placa caliente
Modelo de mostaza
nocicepcion visceral
Acido acético
Prueba de formalina (fase
[yl
Prueba de formalina (fase
Ly ll)

Placa caliente
Capsaicina
Movimiento de cola
Prueba de formalina (fase
Lyl
Prueba de formalina (fase
Ly 1)

Acido acético
Prueba de formalina (fase
Ly 1)

Acido acético
Prueba de formalina
Acido acético
Prueba de formalina (fase
Ly 1)
Glutamato
Capsaicina
Evaluacion de la
participacion de opioides
Acido acético
Placa caliente
Prueba de formalina (fase
Ly 1)
Capsaicina
Acido acético
Capsaicina
Prueba de formalina (fase
Ly 1)

Sistema opioide

oral

intraperitoneal

intraperitoneal
intraperitoneal

intraperitoneal

intraperitoneal

intraperitoneal

intraperitoneal

oral

oral
oral

oral

oral

intraperitoneal

oral

oral

50-100

125-250

200
100-200

2-8

10-300

5-50

5-50

50-100

250-500

250-500

50-200

10-100

50-100

30-300

50-200
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Canales de potasio
Hyptis pectinata (L.) Poit. Acido acético intraperitoneal 10-100
Placa caliente
Mecanismo opioide
Lavandula angustifolia Mill. Acido acético oral 50 y 200
Prueba de formalina (fase

Ly 1)

2.10 METILEUGENOL

Metileugenol (1-aquil-3,4-dimetoxibenzeno) es un compuesto natural, el cual
forma parte de varios aceites esenciales, incluidos los de albahaca, nuez
moscada, macis, anis, clavo de olor, hierba de limén, hoja de laurel, y frutas.
Se usa como sustancia aromatizante en una amplia variedad de productos
dietéticos, como galletas, helados y bebidas no alcohdlicas, ademas es
encontrado en cosméticos, jabones, shampoos, fragancias y productos
herbales en Europa, EE. UU. y otros paises. (32) Al metileugenol se le han
reportado actividades biolégicas tales como depresor del sistema nervioso
central, anestésicas, hipotérmicas, antianafilaxis, antinociceptivas, anti-
inflamatorias, miorrelajantes y anticonvulsivas (33). Por otro lado, un estudio
biodirigido mostré que metileugenol es el responsable de la actividad
gastroprotectora de Peperomia hispidula (33), ademas de también tener
efecto antinociceptivo en estimulos nociceptivos intensos agudos, usando la
prueba de la formalina se observo que metileugenol inhibio significativamente
la duracion de la segunda fase de la prueba de formalina y también inhibio
los comportamientos relacionados con el dolor inducidos por la inyeccion

intratecal de acido N-metil-D-aspartico (NMDA); siendo su mecanismo de
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accion la inhibicion del receptor NMDA a través de los receptores GABA A.
(32,27)

2.11 MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE DOLOR

Los estudios de dolor en humanos son dificiles de realizar, son subjetivos y
estan limitados por consideraciones éticas, lo que lleva al uso generalizado
de animales como modelos para estudiar el dolor, y las especies mas
utilizadas son ratones y ratas. El uso de modelos animales presenta también
desafios éticos y los relacionados con la cuantificacion adecuada de las
respuestas de comportamiento que podrian considerarse equivalentes al
dolor en los seres humanos, dado que debe asumirse la existencia de una
“‘experiencia sensorial y emocional desagradable” ante un estimulo
potencialmente dafino (nocicepcién), la cual es una funcion fisiologica
fundamental en los mamiferos y en muchas otras especies. Como el dolor no
puede medirse directamente en roedores, existen métodos indirectos para
cuantificar y evaluar conductas similares al dolor (la retirada de una parte del
cuerpo de un estimulo, una ambulacion reducida, agitacion o un aumento de
aseo del area afectada) en animales no anestesiados que son confiables,
reproducibles, y sensibles. (9,34,35) Uno de los modelos de medicion usados
es la prueba de la formalina.

Esta prueba permite evaluar la forma en que el animal responde a un
estimulo de tipo moderado, continio generado por un dafio tisular y la
reaccion inflamatoria inducida tras la administracion de una sustancia irritante

(formaldehido). La prueba de formalina produce respuestas nociceptivas
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cuantificables y reproducibles en varias especies. La respuesta conductual
después de la inyeccion intraplantar de formalina es bifasica: la primera fase
inicia después de la administracion y tarda de 3 a 10 minutos. En esta fase
se presentan conductas como son: lamido, elevacién, sacudida, mordisqueo
y proteccion de la pata inyectada. Después existe una etapa de 10-15
minutos donde los animales muestran escasa conducta que pudiera
interpretarse como nociceptiva. Posterior a dicha etapa, se presenta una
segunda fase que inicia aproximadamente 15-20 minutos después de la
inyeccion de formalina y tarda de 20 a 40 minutos, se ha propuesto que la
segunda fase estd mediada por la combinacion de una actividad de las fibras
aferentes y un incremento de la sensibilidad de las neuronas de la médula
espinal. (19)

150+

1004

50

Tiempo de lamida (s)

1T 1T 1 T T 711
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (min)

Figura 2. Gréfico curso temporal en la prueba de la formalina
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2.12 ANALISIS ISOBOLOGRAFICO

El isobolograma es un método grafico que nos permite analizar el tipo de
interaccion farmacodinamica en combinaciones analgésicas, mediante la
evaluacion de dosis equi-efectivas, estableciendo una linea de actividad que
surge del nivel de efecto determinado para cada farmaco individual. (36)

Para la construccion del isobolograma lo primero que debe hacerse es
construir una curva dosis-respuesta para cada farmaco, a partir de la cual se
conocera la DEso, la DEso 0 cualquier otra dosis del farmaco A se traza en el
eje “X” y la dosis del farmaco B se traza en el eje “y”, se unen los puntos y el
punto medio representa la DEsp tedrica de la combinacion de los farmacos a

partir de la cual se obtienen las fracciones para obtener la DEso experimental

de la combinacion.

Isobolograma

40—
30
(an]
o
3 o
£
NS
L
10—
o) 1 1 Y 1
(0] 2 4 6 8

Farmaco A

Figura 3. Construccion del isobolograma
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El manejo adecuado del dolor es una preocupacion clinica generalizada y los
medicamentos anti-inflamatorios no esteroideos se usan con frecuencia a
nivel mundial para aliviar este dolor; su uso extendido se debe a que en
general poseen un amplio margen terapéutico y a que varios no requieren de
receta meédica para su adquisicion (37). Pero el aumento en el consumo de
este tipo de medicamentos aunado al incremento de la dosis recomendada
los expone a presentar con mayor frecuencia eventos adversos (37). Como
una alternativa a lo anterior se ha propuesto la ingesta de plantas
medicinales que coadyuven en la actividad anti-inflamatoria de los AINE's y
protejan o disminuyan sus eventos adversos (20). Conociendo que el
metileugenol proveniente de la planta medicinal mexicana Peperomia
hispidula ha sido propuesto como agente gastroprotector y con actividad
antinociceptiva (33), es necesario conocer si el metileugenol compuesto
activo de la planta medicinal mexicana Peperomia hispidula puede tener una
interaccion farmacodinamica favorable o desfavorable en la actividad
antinociceptiva del diclofenaco sdédico usando el modelo de formalina,
contribuyendo al acervo de conocimiento cientifico en el tema de

interacciones entre plantas medicinales y farmacos de uso coman.
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4. HIPOTESIS

Si el metileugenol presenta actividad antinociceptiva al igual que el
diclofenaco sodico, al administrarse de manera conjunta se presentara una

potenciacion o sinergismo del efecto analgésico.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la farmacodinamia de la combinacion de diclofenaco soédico-
metileugenol en ratones macho para determinar si existe interaccion (aditiva,
sinérgica o potenciacion) entre los farmacos administrados de manera

concomitante usando un modelo de formalina en ratén.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la dosis efectiva 30 de metileugenol, diclofenaco sodico y
la combinacion diclofenaco sddico-metileugenol.

e Evaluar si existe una interaccion farmacodinamica de la combinacion
diclofenaco sodico-metileugenol usando el modelo de formalina, a

través de un andlisis isobolografico.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Ratones machos CD1 de 6 semanas con un peso corporal de 25-30 g
aproximadamente sin tratamiento previo. Provenientes del Bioterio de la

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.

6.2 FARMACOS Y REACTIVOS
e Diclofenaco sodico, metileugenol y soluciéon de formaldehido Sigma-
Aldrich
e Tween 80

e Solucién salina

6.3 MATERIAL

Cilindros transparentes de acrilico 15x30 cm

Espejos de 15x15 cm

Jeringas de insulina

Cronémetro

e Sonda nasogastrica metalica

6.4 METODOLOGIA

Se formaron 13 grupos individuales de 6 ratones cada uno. Una vez
identificados recibieron 1 de los 4 siguientes tratamientos por administracion
oral antes de la prueba de formalina: 1) control (solucion salina con Tween
80 al 0.5%), 2) metileugenol en dosis crecientes de 1-30 mg/kg, 3)

diclofenaco sédico en dosis crecientes de 1-30 mg/kg y 4) metileugenol-
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diclofenaco sdadico en las dosis de 0.52 + 1.97, 1.05 + 3.95, 2.09 + 7.89 y

4.18 + 15.78 mg/kg

A. Prueba de la formalina.

a. Evaluacion biologica. En un cuarto aislado de ruido a temperatura
aproximada de 25 °C, cada ratdn (previamente puesto en ayuno) se
coloco para su adaptacion en un cilindro transparente de acrilico de 30
cm de didmetro por 15 cm de altura con 2 espejos de 15x15 cm
colocados atras del cilindro formando un angulo de 90° entre los dos
espejos, esto con el fin de aclimatar al ratdbn y observar su
comportamiento (38). Posteriormente, el raton fue retirado para la
administracion oral de la sustancia a estudiar. Treinta minutos
después se inyecto 20 yL de formalina al 2.5% en el dorso de la pata
trasera derecha del raton y se regresd a la camara, para iniciar la
observaciéon del comportamiento nociceptivo por periodos de un
minuto cada cinco minutos durante 40 minutos. El tiempo dedicado a
lamer la pata inyectada se tomOé como comportamiento
antinociceptivo.

b. Presentacion de resultados. Los datos obtenidos se expresaron como
cursos temporales, en el eje de las abscisas se graficé el tiempo de
duracién de la prueba y en el eje de las ordenadas el comportamiento
nociceptivo del animal (tiempo acumulativo lamidas de la pata). Con
los cursos temporales se determind el por ciento de efecto nociceptivo

evocado en la segunda fase de la prueba de la formalina.
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El porcentaje de efecto nociceptivo se calculé a partir del tiempo total
de lamido evocado durante la fase Il mediante la siguiente

ecuacion:

tiempo control de lamido —tiempo de prusba de lamido

x 100

¥ antinocicepcion: - _
tiempeo control de lamide

c. Andlisis de los datos. Los resultados se expresaron como la media *
error estandar de la media de 6-8 animales. La curva dosis respuesta
para el curso temporal de la actividad de cada dosis de farmaco se
construyod trazando el tiempo de lamida contra la dosis logaritmica y
por analisis de regresion lineal. Las diferencias estadisticas entre los
grupos en las curvas dosis-respuesta se determinaron mediante un
analisis de varianza (ANDEVA) seguido de la prueba de Dunnett.

B. Evaluacién del efecto antinociceptivo de Metileugenol y Diclofenaco
sodico administrados de forma individual. Determinacion de una dosis
efectiva.

Grupo control.

Se administrd por via oral 500 pL de tween 80 al 0.5 % (vehiculo) 30 minutos
antes de administrar por inyeccion subcutanea en la parte dorsal de la pata
derecha del ratén 20uL de formalina. Una vez administrada la formalina se
contabilizé y registr6 el tiempo de lamida del sitio donde se realizd la
inyeccion, por 40 minutos en intervalos de 5 minutos. La representacion de
los datos obtenidos para establecer la curva dosis-respuesta y el andlisis de
los mismos se realiz6 como se sefiala en la prueba de la formalina, inciso “b”

y “c”. El procedimiento anterior se realizd por sextuplicado.
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Grupos tratamiento.

A 4 grupos independientes de ratones, se les administroé dosis crecientes (1 a
30 mg/kg) de diclofenaco sodico, por via oral, 30 minutos antes de
administrar 20 pL de formalina de la misma forma que en el grupo control.
Una vez administrado el diclofenaco sodico, se contabilizé y registré el
tiempo de lamida del sitio donde se realiz6 la inyeccién, por 40 minutos en
intervalos de 5 minutos. La representacion de los datos obtenidos y el
analisis de los mismos se realizO como se sefiala en el grupo control. El
procedimiento anterior se realizé por sextuplicado para cada dosis y de igual
manera para el metileugenol.

Con las curvas dosis respuesta obtenidas para cada farmaco de forma
individual y mediante analisis de regresion lineal se obtuvieron sus dosis
efectivas 30 (DEzo)

C. Obtencién de isobolograma

La interaccion entre diclofenaco sédico y metileugenol, se evalué llevando a
cabo el analisis isobolografico. Para ello una vez obtenidas las dosis
efectivas 30 (DEso), se construyo el isobolograma trazando una linea entre el
valor DEso de metileugenol en la abscisa y el valor DE3o de diclofenaco
sodico en la ordenada para obtener la linea aditiva tedrica (39). Con base al
valor tedrico de DEso obtenido de la combinacion se calculé y efectud la
coadministracion de los compuestos, en proporcion 1:1, por via oral de 1/2,
1/4, 1/8 y 1/16 de sus DEsp, en un esquema de proporciones fijas

construyéndose posteriormente la curva dosis-respuesta con base en las
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fracciones administradas y determinar la DEso experimental de Ila
combinacion.

La region del grafico donde se ubica el valor DE3o experimental en relacion al
valor DEzo tedrico y el valor del indice de interaccion, determiné el tipo de
interaccion. La diferencia entre la DEso teodrica y experimental de la
combinacion se examind mediante la prueba t de student.

El indice de interaccion (medida cuantitativa de la interaccion entre dos
farmacos) y el intervalo de confianza para la DEszo fue calculado (30)

empleando la siguiente expresion:

_DE 30 sxperimsntal
DE 30 teorica

En nuestro estudio, el indice de interaccion describe la DEso experimental
como una fraccion de la DEszp tedrica. Valores cerca de 1 indicardn una
interaccion aditiva, mientras que valores mayores a 1 implicaran una
interaccion antagonica y valores menores que 1 indican una potenciacion. Se
consider6 que existian diferencia estadisticamente significativa cuando

p<0.05.
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7. RESULTADOS

La inyeccion subcutanea de formalina al 2.5% en la pata derecha trasera de
los ratones produjo un patrén tipico de encogimiento y lamida de la pata
administrada con formalina caracterizado por un curso temporal bifasico en
todos los grupos estudiados: control (vehiculo), metileugenol, diclofenaco
sédico y la combinacion metileugenol-diclofenaco sodico. Los cursos
temporales para cada una de las dosis y compuestos estudiados se
presentan el Anexo A, By C.

Efecto antinociceptivo de metileugenol administrado de forma
individual.

La administracion oral de metileugenol (Figura 1-2) en incrementos de dosis
de 1 a 30 mg/kg, redujo significativamente el tiempo de comportamiento de
lamido de una forma dependiente de la dosis en la fase 2, pero no en la 1 de
la prueba de la formalina.

La grafica de curso temporal muestra un comportamiento bifasico, la fase 1
gque empieza desde el momento en el que se inyectd la formalina y que
termina alrededor del minuto 10, se debe a la estimulacién quimica directa de
los nociceptores, posterior a esta fase, inicia la fase 2 la cual estaria mediada
por el desencadenamiento de un proceso inflamatorio. A partir de su curva
dosis-respuesta, se determind una dosis efectiva 30 experimental de 8.4 *
1.0 mg/kg (Tabla 1). EI méximo efecto alcanzado fue de 38.7% a la dosis de

30 mg/kg.
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Figura 1. Curso temporal de metileugenol a la dosis de 30 mg/kg. Cada punto
representa la media de lamidas * ee para 6 animales. o Vehiculo y e metileugenol.
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Figura 2. Curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo de metileugenol en la

fase Il de la prueba de formalina. Las barras representan el promedio + ee de 6
animales. * p < 0.05 vs el grupo vehiculo, ANOVA seguido de la prueba de Dunnet.
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Efecto antinociceptivo de diclofenaco sédico administrado de forma
individual.

La administracion oral de diclofenaco sédico (Figura 3-4) en incrementos de
dosis de 1 a 30 mg/kg, redujo significativamente el tiempo de
comportamiento de lamido de una forma dependiente de la dosis en la fase
2, pero no en la 1 de la prueba de la formalina. Al igual que el metileugenol,
la grafica de curso temporal muestra un comportamiento bifasico como el
antes descrito.

A partir de su curva dosis-respuesta, se determiné una dosis efectiva 30
experimental de 31.6 = 2.8 mg/kg (Tabla 1). EI maximo efecto alcanzado fue

de 30 % a la dosis de 30 mg/kg, como se muestra en la figura 4.

Tabla 1. DE3y obtenidas por regresion lineal de las curvas dosis-respuesta de
metileugenol y diclofenaco sédico administrados a ratones.

Farmaco DEzo *+ ee R2
Metileugenol 84+10 0.983
Diclofenaco sddico 316+28 0.997

ee: error estandar de la media, R2: coeficiente de determinacion
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Figura 3. Curso temporal de diclofenaco sédico a la dosis de 30 mg/kg. Cada punto

representa la media de lamidas + ee para 6 animales. o Vehiculo y e diclofenaco
sédico.
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Figura 4. Curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo de diclofenaco sodico en
la fase Il de la prueba de formalina. Las barras representan el promedio + ee de 6
animales. * p < 0.05 vs el grupo vehiculo, ANOVA seguido de la prueba de Dunnet.
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Efecto antinociceptivo de la combinacion: Metileugenol-diclofenaco
sodico.

El curso temporal del nimero de lamidas en funcion del tiempo para la
combinacion de dosis metileugenol+diclofenaco sédico en una proporcion 1:1
(0.52 + 1.97, 1.05 + 3.95, 2.09 + 7.89 y 4.18 + 15.78 mg/kg) disminuyd
significativamente el tiempo de lamida con un valor de eficacia de 32.9 + 9.3
% (Figura 5). En la curva dosis respuesta de la combinacion de los
compuestos, se puede observar que el efecto nociceptivo solo se alcanzé en
la dosis mas alta (Figura 6).

El andlisis isobologréfico revelo que el valor de DE3o experimental obtenido y
el tedrico era similar (19.1 + 3.3 mg/kg y 20.0 £ 1.5 mg/kg, respectivamente)
y que para la combinacion de los compuestos los intervalos de confianza de
la DEso experimental y tedrico se superponian (Figura 7). Lo anterior dio
como resultado un valor de indice de interaccion aproximadamente de 1y
con un intervalo de confianza que cruzo este valor (Tabla 2). Valores que
sugieren la probable interaccién aditiva del metileugenol + diclofenaco sodico
cuando se administra a ratones bajo las condiciones experimentales

estudiadas.
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Figura 5. Curso temporal del efecto antinociceptivo inducido por un tratamiento de
ratones con metileugenol + diclofenaco soédico (4.18/ 15.78 mg/kg). Los valores se
basan en los resultados de la prueba de la formalina al 2.5%. o Vehiculo y e
metileugenol mas diclofenaco sédico.
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representan el promedio + ee para 6 animales. * p < 0.05 respecto al vehiculo,
determinado ANOVA seguido de la prueba de Dunnet. 1 = 0.52/1.97 mg/kg,
respectivamente, 2 = 1.05/3.95 mg/kg, respectivamente, 3 = 2.09/7.89 mg/kg,
respectivamente y 4 = 4.18/15.78 mg/kg respectivamente.
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isobolografico de metileugenol + diclofenaco sédico. El

isobolograma muestra el efecto antinociceptivo provocado por la administracion oral
de metileugenol + diclofenaco sédico en una proporcion 1:1. La linea diagonal que
conecta la DE3o de metileugenol y diclofenaco sédico es la linea teérica de aditividad
identificada como DE3p T, mientras que el punto etiquetado como DEsg E indica el
DE3zp obtenida experimentalmente para cada combinacion. La DEs E no fue
estadisticamente diferente del DE3o T metileugenol+diclofenaco sédico evaluada por
la prueba t de Student p <0.05.

Tabla 2. Andlisis estadistico de la administracibn concomitante de metileugenol +
diclofenaco sodico en ratones sometidos a prueba de formalina 2.5%.

Relacion de | Valor teérico DE30+ Valor y + ee.
dosis ee (I.C. al 90%) experimental (I.C. al 90%)
Metileugenol+ DE30z ee (I.C. al
Diclofenaco 90%)
sodico
1:1 20.0+1.5 19.1+3.3 0.96 £ 0.18
(16.2 — 24.5) (9.0 — 40.5) (0.63 -
1.46)

ee: error estandar de la media, DE30 = dosis efectiva |.C = intervalo de confianza al
90%, y = indice de interaccién
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8. DISCUSION.

Los AINE’s representan uno de los grupos farmacologicos mas consumidos
en el mundo para el control del dolor leve a moderado. Sin embargo, en
muchas ocasiones son infrautilizados o se abusa de ellos, siendo a veces
innecesaria su prescripcion. Los datos recientes sobre la seguridad
cardiovascular de estos farmacos, sumados a sus riesgos gastrointestinales
y renales obligan a la actualizacion de la informacion que se recibe de estos
compuestos y buscar alternativas que favorezcan el uso de este AINE. (13)
En México el uso de plantas medicinales representa una practica meédica
alternativa para aliviar diferentes afecciones, arraigada por razones culturales
ademas de aspectos socioecondmicos. En nuestro pais, el niamero de
pacientes que recurre a la medicina alternativa es de entre el 15% y 20% del
total de la poblacién. Es por ello importante, que se reactive la investigacion
cientifica para evidenciar los efectos de estas especies, asi como sus
posibles efectos no deseados, con el objetivo de garantizar la seguridad de
su uso. (40) Existen reportes de la asociacion de farmacos anti-inflamatorios
no esteroideos con ciertos extractos de plantas puede aumentar la actividad
antinociceptiva, permitiendo el uso de dosis mas bajas y, por lo tanto,
limitando los efectos secundarios. (41)

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la administracion
individual de diclofenaco sodico y metileugenol, por via oral, producen una
actividad antinociceptiva dosis-dependiente en la segunda fase de la prueba

de formalina.
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La prueba de la formalina es una prueba ampliamente usada para determinar
caracteristicas de nocicepcion (dolor) en modelos animales y evaluar la
respuesta analgésica/ anti-inflamatoria de compuestos AINE’s tal como el
diclofenaco soédico. Esta prueba permite observar dos fases de
comportamiento nociceptivo, la primera fase (0-10 min) puede estar
relacionada a la estimulacidbn quimica directa de los nociceptores y la
segunda depende de la inflamacion periférica. (42) En los experimentos
realizados se pudieron observar con claridad cada una de estas fases
(Figura 1,3, y 5 y graficas de los anexos A, By C).

Para el caso de diclofenaco sédico (Figura 3 y graficas Anexo B) en la fase 1
no se mostré efecto alguno, si no solo en la fase dos, lo cual se esperaba ya
que los AINE’s solo tienen efecto en la segunda fase de dicha prueba, segun
lo reportado por otros autores (42). Estos resultados demuestran la eficacia
antinociceptiva periférica del diclofenaco soédico, lo que respalda una
participacion significativa de las prostaglandinas. Para el metieugenol, se
pudo observar que al igual que el diclofenaco sodico a las dosis de 10 y 30
mg/kg administradas presentaban efecto antinociceptivo en la fase 2 de la
prueba, datos que no contradicen lo reportado previamente por otros autores.
(32) Sin embargo también se observo actividad en la fase 1, lo cual podria
estar relacionado con lo reportado por Carlini, y atribuido a un efecto
anestésico de este farmaco previamente reportado. (43) La eficacia
analgésica de metileugenol resulté ser 3 veces mas que la de diclofenaco

sodico.
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Una analgesia balanceada o multimodal se presenta por la asociacion o
administracion simultanea de dos o mas analgésicos, lo que permite
disminuir las dosis empleadas de cada uno de estos, y con esto mantener
una analgesia eficaz a la vez que se disminuyen los efectos adversos de
éstos (44). Al confirmar la accion analgésica del diclofenaco sodico y
metileugenol, se esperaba que la combinacion de tales compuestos llevase a
una condicion como la antes descrita, sin embargo, la administracion de los
compuestos en forma conjunta resulto en una interaccién farmacodinamica
del tipo aditiva. Lo que indica que el efecto nociceptivo observado en la
combinacion metileugenol-diclofenaco sodico es la suma de los efectos
aislados de cada uno de ellos, con lo que se sugiere que ambos farmacos
tienen mecanismos de accién semejantes. (45) Tang y colaboradores (2015)
indican que el metileugenol inhibe la expresién de la COX-2 y reduce
dramaticamente los niveles de los productos de la COX-2: PGE2 y PGD2.
(46) No obstante otros posibles mecanismos a la respuesta antinociceptiva
de metileugenol pueden estar involucrados. (32, 42, 47)

Si bien este resultado no sugiere disminuir las dosis de diclofenaco sodico
para mantener una analgesia eficaz y disminuir sus eventos adversos,
cuando se combina con metileugenol. El resultado obtenido aporta que, la
combinacion metileugenol-diclofenaco sodico a las dosis estudiadas no
llevara a condiciones toxicas o la inactivacion del efecto antinociceptivo del

diclofenaco sodico por presencia de metileugenol.
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9. CONCLUSIONES

La administraciéon oral de diclofenaco sddico y metileugenol en dosis
crecientes de 1 a 30 mg/kg produce antinocicepcion de manera
dependiente de la dosis en el modelo de la formalina.

La interaccion que se presenta al administrar de forma concomitante el
diclofenaco sédico y el metileugenol en las dosis (0.52 + 1.97, 1.05 +
3.95,2.09 + 7.89y 4.18 + 15.78 mg/kg) es de tipo aditiva.

El efecto antinociceptivo de la mezcla diclofenaco sodico-metileugenol
es igual a la suma de sus efectos individuales, o que sugiere que

ambas sustancias tienen mecanismos de accion semejantes.
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10. ANEXO A. Cursos temporales metileugenol
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Efecto antinociceptivo de metileugenol a las dosis de 1 (A), 3 (B) y 10 (C)
mg/kg, respectivamente. o Vehiculo y e metileugenol
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11. ANEXO B. Cursos temporales diclofenaco sédico
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Efecto antinociceptivo de diclofenaco sédico a las dosis de 1 (A), 3 (B) y 10
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12. ANEXO C. Cursos temporales combinacion metileugenol-
diclofenaco sddico
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Curso temporal del efecto antinociceptivo de la combinacion de metileugenol
y diclofenaco sédico. A = 0.52 y 1.97 mg/kg, B = 1.05y 3.95 mg/kg y C =
2.09 y 7.89 mg/kg, respectivamente. o vehiculo y e metileugenol mas
diclofenaco sédico.
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