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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP)
se define al dolor como una experiencia sensitiva y emocional “desagradable”,
asociada a una lesion, real o potencial. Siendo este padecimiento, uno de los
principales motivos de asistencia médica, es de primordial importancia contar con

alternativas terapéuticas eficaces para su tratamiento.

Uno de los tipos de dolor més frecuente y con mayor prevalencia alrededor
del mundo es el de tipo visceral, donde el porcentaje de personas que lo padecen

supera el 25 %.

De entre los principales tratamientos para el alivio de este tipo de dolor, se
encuentran los farmacos denominados analgésicos antiinflamatorios no
esteroideos (AINES); aunque no es la Unica alternativa usada por los pacientes ya
que, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), dos terceras
partes de la poblacion mundial (4000 millones de personas) recurren al uso de
plantas medicinales combinado con la medicina alopatica para obtener una mejor

respuesta.

Varios compuestos obtenidos de plantas medicinales o de los alimentos son
utilizados como complemento de la medicina alopatica; entre ellos destacan los
flavonoides, que son los compuestos mas abundantes dentro de la dieta diaria y
con efectos farmacoldégicos demostrados en el tratamiento de diversos

padecimientos, incluyendo el dolor.

Es en este punto que la investigacion de la combinacion entre los
principales compuestos usados para el tratamiento del dolor, como los AINEs, y
los flavonoides, toma gran importancia e interés, puesto que muchas veces, por
conocimiento adquirido o por recomendacion, los pacientes combinan estos dos

tipos de tratamientos sin saber que tal vez el efecto obtenido no sea el deseado.



Por otra parte, si se llegan a obtener resultados positivos sobre el efecto de
este tipo de combinaciones, éstos pueden servir como base para el desarrollo de
nuevos medicamentos contra el dolor, con la intencion de producir igual o mayor

eficacia que sus componentes individuales y menores efectos adversos.

En este trabajo, para el estudio de la interaccion farmacolégica entre estos
dos tipos de tratamientos se eligi6 a la dipirona, también conocida como
metamizol, por ser el analgésico mas utilizado para el tratamiento del dolor de tipo
visceral; mientras que, del grupo de los flavonoides, se eligié a la hesperidina, a la
gue también se le atribuyen efectos analgésicos. Para determinar el efecto
analgésico de la combinacion de estos farmacos se utilizO el modelo de
estiramiento abdominal provocado por &cido acético (Writhing) en ratones y se
determind el tipo de interaccién que presentd esta combinacion a través de un

analisis isobolografico.



2. MARCO TEORICO

2.1 Dolor
A través de los ultimos afios, el estudio del dolor y su tratamiento ha

alcanzado un reconocimiento mundial no solo como una especialidad de la
medicina, sino como un tema importante para la investigacion cientifica®. La
Asociacion Internacional para el Estudio de Dolor (IASP, por sus siglas en inglés)
lo define como “una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada o
gue parece asociada a un dafo real o potencial” (IASP 2020). Al ser subijetivo, es
un sintoma muy dificil de explicar, por lo que muchas veces el paciente utiliza
analogias para indicar las caracteristicas del dolor que esta padeciendo®@. A nivel
clinico, se realizan una serie de preguntas; ademas de la exploracién fisica,
encaminadas a determinar el tipo de dolor y la causa que lo produce. También

existen escalas analdgicas para describir su intensidad, como:

- Escala de clasificacion de dolor mediante expresiones faciales.
- Escala de caja numérica de 10 puntos.

- Indice dolorimétrico “dolorimetro”.
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Esquematizacion de las escalas del dolor®),

Para la toma de decisiones terapéuticas en el manejo del dolor es necesario que
el médico sepa interpretar las respuestas del paciente con relacion a las

caracteristicas del mismo; asi como del resultado del uso de las escalas del dolor



en la evaluacion de la intensidad para utilizarlo como una herramienta de

evaluacion®>),

Ademés del dolor que refiere el paciente, otros sintomas como fatiga,
irritabilidad, depresion o incapacidad para realizar actividades cotidianas lo
agravan®, afectando asi su vida laboral y social, convirtiéndose en motivo de

despidos, pérdidas econdmicas y pérdidas personales.

2.1.1 Clasificacion de dolor
El dolor puede clasificarse de diversas maneras, tomando en cuenta su

duracion, patogenia y localizacion.

Con relacion a duracion puede clasificarse como agudo o crénico. El dolor
agudo es limitado en tiempo y se define como una experiencia no placentera con
caracteristicas emocionales y cognitivas, asi como sensoriales, que ocurren en
respuesta a un trauma tisular ©); mientras que, el dolor crénico se extiende mas
alld de 3-6 meses ™ y con niveles de identificacion patolégica que suelen
presentarse durante varios afios relacionadas con la magnitud del dolor ©.

Respecto a su patogenia puede clasificarse como: neuropatico, nociceptivo
0 psicogenico. El neuropatico es producido por dafio al sistema nervioso central o
por lesién de vias nerviosas periféricas o centrales. Se describe como punzante,
guemante, acompafiado de parestesias y disestesias, hiperalgesia, hiperestesia y
alodinia. El nociceptivo es el mas frecuente y se produce por un dafio directo al
tejido en donde puede estar involucrado un proceso inflamatorio. Por ultimo, el
psicogenico es el que se relaciona con el ambiente psico-social que rodea al

individuo ®,

Finalmente, con relacion a su localizacion puede ser somatico o visceral. El
somatico se produce por la excitacibn anormal de nociceptores superficiales o
profundos (piel, muasculo esquelético, vasos, etc.) y es un dolor localizado,

punzante y que se irradia siguiendo trayectos nerviosos. El dolor visceral se



describe como un dolor profundo y difuso, asi como mal localizado y, como su

nombre lo indica, este se presenta generalmente en las visceras ©.

Por supuesto, la percepcion del dolor puede involucrar una combinacién de
las clasificaciones ya mencionadas; ademas de ser influenciado por otros factores
como la cultura, personalidad, estrés, nivel socioecondémico, nutricion y otros
problemas de salud; que pueden ser motivo de aumento o disminucién del dolor,

dificultando el diagndstico clinico de su origen y, por supuesto, de su tratamiento
(10),

Debido a que este trabajo trata de un modelo de dolor visceral, vamos a

ahondar un poco mas en este tipo de dolor.

2.2 Dolor visceral
El dolor visceral, como su nombre lo indica, es el que se origina en las

visceras cuando los 6rganos estan inflamados, enfermos, dafiados o lesionados y

es uno de los tipos de dolor mas comunes entre la poblaciéon @1,

Este depende de la naturaleza del estimulo que lo provoca. Si bien algunas
sensaciones no dolorosas surgen de los 6rganos del tracto gastrointestinal (Gl)
(por ejemplo, sensacion de saciedad, presencia de gases o necesidad de defecar),
la Gnica sensacion consciente de la mayoria de las visceras es el dolor 12, En
general, los estimulos que inducen el dolor visceral son diferentes a los que
producen el dolor somatico; por ejemplo, en el dolor somatico una lesion inducida
al tejido por una cortadura, opresion o quemadura son estimulos que producen
dolor; mientras que, en el dolor visceral, los estimulos nocivos son la distension

luminal, el estiramiento, la inflamacion y la isquemia 2,

El dolor visceral es el resultado de la activacion de los nociceptores de
algunos 6rganos internos que transmiten la informacion a la medula espinal a nivel
de nervios toracicos, pélvicos o abdominales 3. Al activarse estos nociceptores,
se desencadena una repuesta en las vias aferentes sensoriales viscerales

primarias que convergen con las vias sensoriales somaticas en la asta dorsal,



subiendo desde la medula sacral hasta el bulbo raquideo, el talamo y la corteza

somatosensorial, en donde se percibe la sefial como dolorosa @%. (Figura 1)

La mayoria de las sefiales nociceptivas que se originan en los érganos
viscerales alcanzan el sistema nervioso central (SNC) a través de fibras aferentes
en los nervios simpaticos; mientras que, los nervios parasimpaticos contienen
principalmente fibras aferentes viscerales relacionadas con los aspectos no
sensoriales de la funcién visceral. Los nociceptores que transmiten el dolor
visceral estadn conectados a fibras aferentes no mielinizadas, las cuales viajan por
los nervios viscerales o periféricos, pasan por los ganglios autonémicos y tienen
sus cuerpos neuronales en ganglios espinales de las raices dorsales, por las que

llegan al asta dorsal de la médula espinal @9,

_ ") Nucleo ventral
posteriolateral del talamo

Mesencefalo

Medula oblongata

Cervical

Toracica

Lumbar

Viscera

Figura 1. Via de sefializacion de dolor visceral @4,



Las visceras que contienen nociceptores son las relacionadas con el tracto
gastrointestinal (es6fago, estomago, ileon, intestino grueso e intestino delgado,

colon), asi como 6rganos como la vejiga y el corazon.

Uno de los principales receptores involucrados tanto en el dolor somético
como en el visceral es el TRPV1, su importancia se centra en que él esta presente
en la entrada de sefiales nociceptivas a la medula espinal y el tronco encefalico

asi como en la integracion de diversos estimulos dolorosos (1),
Sus principales caracteristicas de estos receptores son:

- Es un canal cationico no selectivo, regulado por un ligando.

- Estan ampliamente distribuidos por el SNC y SNP.

- Son expresados de forma selectiva en nociceptors de Fibras C y en
menor grado en Ad.

- Principal receptor involucrado en la sensacion del dolor.

- Estimulados por capsaicina y otros estimulos nocivos, para producir

una respuesta dolorosa.

2.3 Nocicepcibén

La nocicepcion es el proceso neuronal que implica la transduccion y
transmisién de un estimulo nocivo al cerebro a través de una via de dolor. Los
nociceptores son los receptores que se encargan de traducir un estimulo doloroso,
en una sefal eléctrica y transmitirla desde la periferia hasta el SNC mediante
axones (17,

Existen principalmente dos tipos de nociceptores que son las fibras Ad y las
fiboras C. Las primeras son fibras mielinizadas de 2 a 5 um de didmetro con
velocidades de conduccion alta (5-15 m/s) y responden a estimulos intensos;
mientras que, las segundas son fibras amielinicas de menos de 2 um de diametro,
con velocidades de conduccion lenta (0.5 a 2 m/s) y responden a estimulos de tipo

mecanico, quimico y térmico @7,



Las fibras Ad tienen sus terminales axonicas en las laminas |, lll, IVy V en
la asta dorsal de la medula espinal y transmiten un tipo de dolor punzante y bien
localizado, como el producido en el dolor somatico; mientras que, las fibras C
terminan en la ldmina Il del asta dorsal de la médula espinal y transmiten el dolor
lento, difuso y mal localizado, como el producido en el dolor visceral 18, Las fibras
Ad se encuentran en los musculos y la piel; mientras que las fibras C se

encuentran principalmente en los 6rganos viscerales.

2.3.2 Etapas de la nocicepcion
La nocicepcion involucra una serie de procesos neurofisiolégicos que se

activan de forma consecutiva, y que se conocen como transduccién, transmision,
modulacién y percepcion.

La transduccion es el proceso en el que un estimulo nocivo (como altas
temperaturas, estimulos mecanicos, inflamacion o estimulos quimicos), a través
de la interaccion de diversos mediadores quimicos liberados de la célula como las
prostaglandinas, histamina, bradiquinina y serotonina; con sus respectivos
receptores, convierte una sefial quimica en un potencial eléctrico que es
transmitido a lo largo de las fibras nerviosas hasta el asta dorsal de la médula
espinal. La modulacién se refiere a los mecanismos que se desencadenan como
respuesta a la transmisiéon de la sefial dolorosa, en la que el dolor puede
incrementarse o disminuirse, dependiendo de su origen, intensidad, etc. Durante
este proceso se puede activar la via analgésica descendente en la que participa la
liberacion de opioides endogenos, que bloquean la transmision de la via
nociceptiva en la médiala espinal 19, Finalmente, la percepcion es la conciencia
subjetiva producida por las sefales nociceptivas y su integracion e identificacion
en el SNC y se lleva a cabo en la corteza somatosensorial 2%, Esta etapa se
caracteriza por la conciencia o percepcion del dolor, donde la corteza
somatosensorial ayuda a localizar y a interpretar el estimulo. Es donde las
neuronas de tercer orden ubicadas en el talamo son proyectadas a las areas

somatosensoriales | y Il donde se percibe y se proyecta el dolor @9,



2.4 Tratamiento farmacoldgico para el dolor
Los analgésicos son los farmacos utilizados en el tratamiento del dolor. La

seleccion del farmaco especifico depende de varias caracteristicas del dolor que
refiera el paciente, pero principalmente del tipo de dolor y de su intensidad.

En 1986, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso la escalera
analgésica basados en la intensidad de dolor @1 (Figura 2).

Escaldn 4
PROCEDIMIENTOS
NEUROQUIRURGICOS Bloqueo nervioso
Epidurales
Dolor agudo Bomba PCA

Dolor cronico Estimuladores espinales

Crizis aguda de dolor -
cronico Opioides fuertes

Metadona
Administracion oral
Parches transdermicos

Opioides debiles

Dolor cronico

Dolor no maligno
Analgesicos no Dolor por cancer

opiocides y AINES AIMES con o sin
adyuvantes para

cada paso

Figura 2. Escalera analgésica (Modificacion a la escala de la OMS)

En esta propuesta se encuentran como opciones terapéuticas los
analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los opioides, aunque
también es posible la administracion de otros grupos de farmacos conocidos como
coadyuvantes analgésicos como: antidepresivos, espasmoliticos y anestésicos
locales. No hay que olvidar que ademas de la intensidad, otro criterio para la
seleccion del tratamiento del dolor es el tipo de dolor que se presenta, lo cual esta
relacionado con la patologia que lo produce ©.

El dolor severo e intratable es una de las afecciones neurolégicas mas
dificiles y desafiantes de tratar. En cierto sentido, todo dolor es de origen neural.

La disponibilidad de medicamentos sofisticados, como la pregabalina,
aumenta el abanico terapéutico contra el dolor, sin embargo cuando todo

9



tratamiento falla la cirugia se convierte en parte fundamental para el tratamiento
del dolor. Generalmente, el tratamiento quirdrgico se divide en cirugia
neuromoduladora (mejorando el control fisiolégico del sistema de dolor) vy
neurodestructiva (lesionando y destruyendo el generador de dolor definido en el

sistema nervioso central). (22,

2.4.1 Analgésicos opioides
Los analgésicos opioides han sido considerados como el tratamiento mas

efectivo, contra el dolor crénico severo; por lo que juegan un papel muy importante
en la clinica. Entre los mas utilizados, estan la morfina, hidromorfona, fentanilo y
oxicodona. Sin embargo, este tipo de compuestos se han asociado con abuso y
farmacodependencia, provocando adiccion en los pacientes, ademas de otros
efectos adversos que limitan su utilidad clinica ©3).

Su efecto se produce por su union a los receptores opioides (4, K 0 &) en el
SNC inhibiendo asi la transmisién de la sefial nociceptiva que viene desde la
periferia hacia la médula espinal; ademas de activar vias inhibitorias
descendentes desde el cerebro que modulan la transmision en la médula espinal
(24), Estos efectos se traducen en una disminucion de la liberacién de
neurotransmisores nociceptivos en la médula espinal como glutamato y sustancia

P, inhibiendo asi la transmisién sinaptica del impulso doloroso 9.

2.4.2 AINEs
Los AINESs son los farmacos mas utilizados en casi todos los tipos de dolor,

ya que ademas de su efecto analgésico tienen efecto antiinflamatorio, antipirético
y, algunos, antiplaquetario. Son muy utilizados en situaciones de dolor
relacionado con enfermedades inflamatorias, como la artritis reumatoide,
osteoartritis y dismenorrea 9,

El prototipo de este grupo de farmacos es el acido acetilsalicilico, pero
también se conocen otros como la dipirona (metamizol), el diclofenaco, el
ibuprofeno y el ketorolaco. Estos se utilizan en dolor leve a moderado. Su
mecanismo de accion es a través de la inhibiciébn de la enzima ciclooxigenasa

(COX), en sus dos isoformas COX-1 y COX-2, impidiendo la sintesis de
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prostaglandinas a partir del &cido araquidonico. Las prostaglandinas son
eicosanoides que participan importantemente en el dolor, la inflamacion y la
fiebre, por lo que su inhibicion es la causa de los efectos terapéuticos de los
AINEs. Sin embargo, también producen efectos adversos que limitan su utilidad
en la clinica como la inhibicién de la secrecién de moco citoprotector que puede

producir Ulceras gastricas, dafio renal y problemas cardiovasculares entre otros
(27)

2.4.2.1 Dipirona (Metamizol)
La dipirona, también conocida como metamizol, pertenece al grupo de los

AINEs e induce efectos analgésicos, antipiréticos, espasmoliticos vy
antiinflamatorios. Existe en diversas presentaciones comerciales, para su
administracion oral o parenteral y se han utilizado clinicamente, para disminuir la
fiebre, el tratamiento del dolor postoperatorio, el dolor tipo célico y contra la
migrafia 8,

La dipirona sédica es una sal organica de antipirina sustituida en el
carbono 4 por un grupo metil amino (sulfonato de metil). Su nombre quimico,
relacionado con su estructura es N-(2,3-dimetil-5-oxo-1-fenill-3-pirazolin-4-yl)-N
metiamino metanosulfonato (Figura 3) 9,

La dipirona, es un derivado de la pirazolona y es uno de los AINEs mas
eficaces para el alivio del dolor visceral. Ademas de inhibir a la COX-1y 2, se ha
encontrado evidencia de que también inhibe a una isoforma muy similar a la COX-
1, denominada COX-3 9, Algunas evidencias sugieren que también estimula
receptores cannabinoides y activa la via analgésica descendente a través de su
interaccion con el sistema opioide enddgeno, ya que la naloxona disminuye su

efecto analgésico 28,
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Figura 3. Estructura de la Dipirona. “Tomada de MedChemExpress

Entre los efectos adversos graves, aunque poco frecuentes, producidos por
la dipirona esta la agranulocitosis, que es un sindrome hematoldgico relacionado
con el nimero de los neutréfilos en sangre, volviendo al cuerpo susceptible a
padecer enfermedades. También puede inducir reacciones cutdneas como la
urticaria y efectos gastrointestinales como nauseas, irritacion gastrica y vomito @9,

La dipirona se hidroliza rapidamente a su metabolito activo N-metil-4-
aminoantipirina (MMA), con un 85 % de biodisponibilidad después de su
administracion oral. El tiempo que tarda en alcanzar su maxima concentracién a
nivel sistémico por administracion oral es relativamente corto (tmax de 1.2 a 2.0
horas); mientras que por administracion intramuscular y rectal, el porcentaje de
biodisponibilidad es de 87 y 54 %, respectivamente. EI MMA es rapidamente
metabolizado a 4-formilaminopirina y tiene un tiempo de eliminacién y vida media
de 2.6 a 3.5 horas. Los metabolitos de la dipirona se excretan por via renal. El
volumen de distribucién del metabolito activo es de cerca de 1.15 L/kg ®2).

2.4.3 Plantas medicinales como tratamiento alternativo para el dolor
Ademas de los tratamientos farmacoldgicos para el alivio del dolor, muchos

pacientes utilizan plantas medicinales y/o suplementos alimenticios para
complementar su tratamiento farmacolégico. En la actualidad el numero de
pacientes que utliza remedios herbolarios, medicina complementaria y/o
alternativas para el tratamiento del dolor esta creciendo rapidamente. Es por eso
que en los ultimos 20 afios se le ha dado énfasis al estudio preclinico de los
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“tratamientos naturales” para diversos problemas médicos, incluyendo el dolor.
(33)_

El uso de las plantas en la medicina tradicional es una practica muy
antigua. De acuerdo con diversos reportes de la OMS, se usan hasta 70,000
especies de plantas en todo el mundo con propdsitos medicinales ya que se sigue
considerando que “las plantas son un vasto suministro natural de compuestos que
podrian alcanzar una importancia primordial para el descubrimiento de nuevos
farmacos” 4.

Algunas de las especies vegetales mas utilizadas en la medicina tradicional
para el alivio del dolor son: Jengibre (Zingiber oficinales), sauce blanco (Salix
alba), chile (Capsicum frutescens), curcuma (Curcuma longa), hierba de San Juan
(Hypericum perforatum) y manzanilla (Matricaria recutita), entre otras 3. Muchas
de éstas contienen sustancias como flavonoides, los cuales son los compuestos

mas comunes y de mayor distribucion en las plantas %),
2.4.3.1 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos que tienen una
estructura de benzopirona. Se sintetizan por la via fenilpropanoide y se sabe que,
por su naturaleza fendlica, son responsables de una gran variedad de los efectos
farmacolégicos de varias especies de las plantas medicinales, como
antiinflamatorios, antioxidantes, hepatoprotectores, antibacteriales,
anticancerigenos; asi como analgésicos 9.

Estas sustancias también se encuentran como una parte integral de la dieta
en frutas, verduras, granos, cortezas, raices, tallos, té y vino. Los flavonoides
ahora se consideran un componente importante con aplicaciones nutracéuticas,
farmacéuticas, medicinales y cosméticas 9,

Los flavonoides se pueden dividir en diferentes subgrupos segun el carbono
del anillo C y su grado de insaturacion y oxidacién en flavonas, isoflavonas,
flavonoles, antocianinas y chalconas (Figura 4) ©6),

Las flavonas son una de las clases mas importante que generalmente esta

presente en las frutas citricas como las naranjas, los limones y las uvas; y estan

13



asociadas con una serie de beneficios para la salud debido a sus propiedades
como atrapadores de radicales libres. Estos compuestos son responsables del
sabor amargo del jugo y la cascara de los citricos, asi como de algunos efectos
farmacoldgicos como: antioxidantes, antiinflamatorios y para la disminucion del

colesterol en la sangre (6,

_OM s

A MO, O
o ‘\..l:“»""\,/ “Som
oM O
Flavonoles
o o
o ~v/" = _',/':-.
4 w” w” o
SC
Chalconas
oM Q
w N ”Now N Now
) "o
P o o P o
f ‘ N 000 ’
NO\V/ ‘:"/_O.\/ N B (=] 0, \ o "o > o
\(//“\(/ T = o ~ Now
oM O O o oM
Flavonoles Antocianinas

Figura 4. Estructura bésica de los flavonoides y su subclasificacién de acuerdo la estructura.

2.4.3.1.1 Hesperidina

La hesperidina es uno de los principales compuestos pertenecientes al
grupo de las flavononas, su estructura comprende una aglicona, o metil eriodictiol
y un disacarido (rutinosa) unido (Figura 5). Es un producto abundante en los
citricos y es el principal flavonoide en la naranja dulce y el limén G). A la
hesperidina, como a otros bioflavonoides, se le atribuyen efectos
antiinflamatorios, analgésicos 839 antioxidantes ©“9, antihipertensivos,

antiapoptéticos 41 y antibacteriales “2),
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Figura 5. Estructura quimica de la hesperidina.

La hesperidina se encuentra de venta libre para su uso clinico en
combinacion con diosmina (Daflon) y es utlizado como venoténico y
vasoprotector ya que produce vasoconstriccion, aumento de la resistencia de los
vasos y disminucion de su permeabilidad “3),

Con relacién a su utilidad en el tratamiento del dolor, estudios preclinicos
han demostrado su efecto antinociceptivo en varios modelos de dolor como en el
de disfuncién inducida por dolor en rata; en el cual se produce un dolor de tipo
artritis gotosa; en el modelo de capsaicina “¥, en el de estiramiento abdominal
(Writhing test) y en el de placa caliente (Hot plate) ).

2.5 Interacciones farmacoldgicas
La exploracion de combinaciones de farmacos con efecto analgésico es

una estrategia terapéutica que se va incrementando dia con dia, ya sea por el
incremento del efecto con dosis bajas o por la disminucién de los efectos
adversos. En este sentido y considerando el beneficio de utilizar las plantas
medicinales y/o compuestos derivados de ellas contra ciertos padecimientos, el
namero de investigaciones que estudian la posible interaccion de éstos con

farmacos en uso clinico, han aumentado, ya que es necesario saber si este tipo

15



de interacciones resultan en efectos aditivos, supraaditivos (sinérgicos) o

infraaditivos (antagénicos) “).

2.5.1 Tipos de interacciones farmacologicas
En general, cuando se administran dos o mas farmacos al mismo tiempo,

se pueden presentar diferentes tipos de interacciones como sinergismo de suma
0 potenciacion; o bien, antagonismo de los efectos farmacoldgicos inducidos por
cada farmaco.

El sinergismo se refiere al aumento del efecto farmacoldgico de un farmaco
por el empleo de otro. Esto sucede cuando se trata de dos farmacos con el mismo
efecto terapéutico. Puede presentarse sinergismo de suma (efecto aditivo) que es
cuando la respuesta farmacoldgica obtenida por la accion combinada de dos
farmacos es igual a la suma de sus efectos individuales; o bien, sinergismo de
potenciacion (efecto supra-aditivo) que es cuando dos farmacos son
administrados de manera simultanea y la respuesta obtenida es mayor que la
correspondiente a la suma de sus acciones individuales.

El antagonismo (efecto infra-aditivo) se refiere a la disminucion o anulacién
de la accion farmacolégica de un farmaco por la accion de otro. Existen dos tipos
de antagonismo, el competitivo, que es cuando ambos farmacos producen su
efecto sobre el mismo blanco farmacolégico y compiten por el sitio de accién
observandose una disminucién en el efecto total de la combinacion. El otro tipo de
antagonismo puede ser no competitivo que ocurre cuando dos farmacos actuan a
través de diferentes blancos farmacolégicos; o bien, sobre el mismo blanco
farmacoldgico pero en diferentes sitios observandose una disminucion del efecto

de la combinacion 7,

2.5.2 Interacciones entre analgésicos y bioflavonoides
Algunos estudios preclinicos sobre la interaccion de productos derivados

de plantas medicinales con diversos analgésicos en varios modelos de dolor han
mostrado una diversidad de resultados, por ejemplo: en la evaluacién de la
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interaccion entre rutina y naproxeno mediante un estudio de isobolograma y
utilizando el modelo de estiramiento abdominal en ratones, se determind que la
administracion de estos dos compuestos produjo un efecto analgésico supra
aditivo 8, En la evaluacion de la interaccion entre curcumina y diclofenaco en el
modelo de la formalina se observé un efecto de sinergismo de potenciacién “9),
En la evaluacion de la interaccion entre ketorolaco y hesperidina en un modelo de
dolor de tipo artritis gotosa en ratas, se determin6 un efecto de potenciacion a la
respuesta antinociceptiva por medio de un andlisis de superficie de interaccion
sinérgica “4. Sin embargo, no todas las referencias de interacciones entre
flavonoides y AINEs son positivas, siendo el caso de la combinacién entre
guercetina y diclofenaco que al evaluarse en un modelo de dolor inflamatorio tipo

artritis gotosa se obtuvieron resultados de antagonismo analgésico 9,

2.5.1.1 Métodos de anélisis de interaccion
La evaluacion de las interacciones farmaco-farmaco ha sido muy

importante para la rama de la medicina y la quimica en los ultimos afios.
Generalmente esta interaccion es analizada con métodos analiticos que permiten
definir el tipo de interaccion. En situaciones donde el mecanismo de accién de la
interaccion farmaco-farmaco es bien conocida, es usual utilizar estudios
computacionales (in silico); sin embargo, en los casos donde este mecanismo de
accion conjunto se desconoce, como ocurre en el estudio de nuevas moléculas
con accion terapéutica o la busqueda de tratamientos combinados, se deben
utilizar métodos basados en aditividad de Loewe para determinar el tipo de
interaccion que se esta presentando b,

Entre los métodos analiticos que permiten determinar el tipo de interaccion
farmacoldgica de la combinacién de dos farmacos estan el de matriz diagonal,
isobolograma o el de superficie de interaccion sinérgica 1. Como en este trabajo

se utilizara el método del isobolograma es el que se explicara a detalle.

2.5.1.1.1 Isobolograma
El analisis por isobolograma ofrece una evaluacion rigurosa de la

interaccién entre dos sustancias, ya que permite definir una simple adicién de los
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efectos individuales (efecto aditivo), una disminucion (efecto infra-aditivo) o una
potenciacion del efecto estudiado (efecto supra-aditivo) 2,

Este método se basa en la construccion de un isobolograma, que es una
gréfica en coordenadas rectangulares de pares de dosis 0 concentraciones
(Z1, Z2) de las sustancias respectivas que producen un nivel determinado de
efecto cuando se aplican en forma conjunta. En esta grafica las coordenadas
(Z1,0) y (0, Z2) corresponden a la concentracion del compuesto menos activo y del
compuesto mas activo de forma indistinta que producen individualmente el mismo
nivel de efecto. La linea que une a estos dos puntos define a lalinea de
aditividad y todos los puntos sobre esta linea, que tienen las coordenadas
(Z1, Z2), teoricamente representan los pares de dosis aditivas (Z teo) de los
constituyentes administrados en forma conjunta que provocan el mismo nivel de
efecto que los compuestos individuales (Figura 6) ©3),

Para el calculo de las dosis a combinar es muy importante establecer la
DEso de cada uno de los compuestos en administracion individual que se van a
combinar. Estos datos se toman como base para calcular una dosis combinada
obteniendo un valor de fraccion para cada uno de los compuestos. Este valor
junto con las fracciones establecidas que pueden ser desde 1:1 como fraccion
inicial, de 1:2 hasta 1:4 y viceversa, de 2:1 a 4.1 ayudan a la determinacién de las
dosis a evaluar, para al final del experimento determinar la fraccién con la cual se
obtiene una mejor respuesta, siempre y cuando sea estadisticamente significativa
la diferencia entre las fracciones 455

Si al realizar el experimento de la combinacion de diferentes dosis de dos
farmacos, las respuestas experimentales son mayores a las esperadas indicara
que existe un efecto supra-aditivo, pero si las respuestas son menores a las
tedricas indicara que existe un efecto infra-aditivo entre ambas sustancias.

Desde la aplicacion del modelo de aditividad de Loewe en 1992 hasta el
ajuste de la DEso, los intervalos de confianza del 95% vy las variaciones por parte
de diversos investigadores en el analisis del isobolograma se ha demostrado que

en la actualidad dicho método es ampliamente utilizado en experimentos
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farmacologicos y préactica clinica, debido a su utilidad en la comparacion de
tratamientos y el andlisis de los tipos de interacciones farmacoldgicas (56,

Las ventajas del analisis isobolografico frente a otros tipos de analisis de
interacciones farmacoldgicas son que no se requiere conocer los mecanismos de
accion especificos de los compuestos a evaluar, es un método validado
matematicamente y, lo mas importante, es un método en el que el numero de
animales de experimentacién es menor frente a los otros. De hecho, el método
isobolografico fue propuesto como el 'estandar de oro' para el analisis de

interacciones farmacolégicaas ©7,
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Figura 6. Representacion del isobolograma, puntos Z1y Z2y Zieo asi como las posibles
interacciones
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como ya se menciond, el dolor es uno de los principales sintomas que
acompafan a la mayoria de las patologias y la principal causa por la que las
personas acuden al médico. La dipirona es uno de los analgésicos més utilizados
para diferentes tipos de dolor, incluyendo el dolor visceral; sin embargo, produce
efectos adversos que pueden limitar su uso clinico. Ademas, el uso de remedios
herbolarios o productos naturales como complemento de los tratamientos
alopaticos, es uno de los principales problemas que se presentan en el tratamiento
del dolor; ya que el paciente opta por combinar el tratamiento prescrito por el
meédico con algun tratamiento tradicional, y en muchos de los casos, esta accion
puede traer un efecto tanto positivo, como negativo, debido a algun tipo de

interaccion entre los dos tratamientos.

De entre los compuestos que se encuentran de forma natural en la
medicina herbolaria, suplementos alimenticios y en muchos de los alimentos que
se consumen diariamente se encuentran los flavonoides como la hesperidina. La
hesperidina estad presente en frutos citricos y se le han atribuido diversos usos
terapéuticos como en el alivio del dolor estomacal y el dolor provocado por

varices.

Con estos antecedentes es de primordial importancia continuar con el
estudio de la evaluacién de combinaciones de farmacos y algin compuesto de
origen natural, como los bioflavonoides, que puedan servir como base para el
desarrollo de nuevos tratamientos para el control del dolor. Por lo que el objetivo
de este trabajo fue determinar el tipo de interaccion analgésica de la hesperidina
en combinacion con la dipirona, un analgésico antiinflamatorio no esteroideo

utilizado en la clinica, en un modelo de dolor visceral.
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4. HIPOTESIS

Dado que la dipirona es utilizada para el tratamiento del dolor visceral y que
la hesperidina, un bioflavonoide de origen natural, tiene propiedades analgésicas,
su combinacion incrementara la eficacia analgésica de la dipirona en un modelo

de dolor visceral.

5. OBJETIVOS

5.1 General
Determinar el tipo de interaccion analgésica de la hesperidina en

combinacion con la dipirona en el modelo de estiramiento abdominal en ratones.

5.2 Particulares
5.2.1. Determinar las curvas dosis respuesta del efecto analgésico de la

dipirona y la hesperidina, en administracion individual, en la prueba de

estiramiento abdominal en ratones.

5.2.2. Determinar la dosis efectiva 50 (DEso) de ambos farmacos en la
prueba de estiramiento abdominal para construir un isobolograma y determinar las

dosis que se administraran en combinacion.

5.2.3. Determinar el efecto analgésico de varias combinaciones de dipirona

con hesperidina en la prueba de estiramiento abdominal.

5.2.4. Determinar el tipo de interaccion que se produce con la combinacion
de dipirona y hesperidina utilizando el método isobolografico.
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6. METODOLOGIA

6.1 Animales
En este estudio se utilizaron ratones macho de la cepa CD1 de entre 30-35

g, obtenidos del bioterio central de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los
animales se mantuvieron en un cuarto con condiciones controladas de
temperatura y humedad (21 £ 2 °C, 33 HR), ademas de un ciclo de luz-oscuridad
de 12 horas. Se les retir6 el alimento 12 horas antes del procedimiento
experimental y se mantuvieron con libre acceso al agua.

El uso de los animales, asi como su disposicion después de su utilizacion,
se llevé a cabo bajo la supervision de un protocolo aprobado por la comision de
Etica Animal de la Facultad de Medicina de la UNAM (FM/DI/054/2018) y de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio y

normas internacionales sobre el cuidado y uso de los animales de laboratorio.

6.2 Reactivos
Hesperidina, dipirona, cloruro de sodio (NaCl), tween 80 y &acido acético al

1%. La hesperidina se suspendié en tween 80 al 0.05% con solucion salina
isotdnica (0.9%, SSI) y la dipirona se diluy6é con solucion salina isoténica (0.9%,
SSI). Dado que la dipirona es un compuesto susceptible a la temperatura y

fotosensible se mantuvo en refrigeracion y frascos ambar para su proteccion.

6.3 Prueba de estiramiento abdominal “Writhing test”
Para la determinacion del efecto antinociceptivo de los diferentes

tratamientos se utilizd el modelo de estiramiento abdominal el cual consiste en
determinar el numero de estiramientos abdominales inducidos en el raton
mediante la administracion intraperitoneal (i.p.) de acido acético al 1% (Siegmund
y cols., 1957)®8), Los estiramientos abdominales consisten en la contraccion de
los musculos abdominales, el arqueamiento de la espalda hasta que el abdomen
toca el piso de la caja de acrilico, y la extension de las extremidades posteriores,
como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Representacion de las caracteristicas que debe presentar un estiramiento abdominal
(arqueo de espalda, arrastre del abdomen y el estiramiento de las extremidades traseras.

6.4 Disefio experimental
Para construir las curvas dosis respuesta del efecto antinociceptivo de la

dipirona y de la hesperidina en administracion individual, se formaron grupos de 6
animales por tratamiento, y se utilizaron dosis de 10, 31.6, 56, 100 y 316 mg/kg
de dipirona; y 10, 30, 100 y 300 mg/kg de hesperidina (Figura 8).

Ratones COD1 Machos
de 30-35 g

¥

Administracion
del tratamiento

(Tx)
v
DIPIRONA HESPERIDINA
10 mg’kg Vehiculo (SSI, T 10 mg/kg
g&ﬁ mf%fkg ehiculo (5351, Tween 80) 30 ma/kg
mo/kg 100 mg/kag
;?g mg;:g Administracion  de | 300 mglkg
mgkg achdo acético 1,0 % e
Administracion de Administracidn de
: . CONTEO DE NUMERO sy
acido acetico 1.0 % N DE ESTIRAMIENTOS acido acético 1.0 %

Figura 8. Diagrama de flujo de del disefio experimental sobre los tratamientos
Los tratamientos a evaluar (dipirona, hesperidina o vehiculo) se

administraron por via intraperitoneal (i.p.) 30 min (min) antes de la administracién
de 0.3 mL de &cido acético (1%) administrado por la misma via. Una vez que se
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administr6 el &cido acético, se cuantific6 el nimero de los estiramientos
abdominales cada 5 min durante 30 min.

Para seleccionar las combinaciones a probar de dipirona con hesperidina
se construyod el isobolograma utilizando las DEso de cada farmaco a partir de las
curvas dosis respuesta de su administracion individual. Una vez construido el
isobolograma, se calcularon las dosis a combinar de cada farmaco que
corresponden a las fracciones 1:1, 1:2, 2:1, 1.3 y 3:1, de dipirona-hesperidina,
respectivamente; con el fin de determinar la fraccion con mayor efecto analgésico
(Figura 9).
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combinacion a usar.

|

Determinacion del nomers de estiramientos de las fracciones
siguiendo la metodologia descrita para el modelo

|

| Eleccion de la fraccion con mejor respuesta analgésica
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Figura 9. Diagrama de flujo de del disefio experimental para la elaboracién del isobolograma.
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Una vez determinada la fraccion de la combinacién con mayor efecto
analgésico, éste se comparo con el efecto analgésico de las dosis de los farmacos
administrados de manera individual para comprobar el tipo de interaccion obtenida

en el isobolograma.

6.5 Andlisis estadistico de datos
Los porcentajes de antinocicepciébn de cada tratamiento se calcularon

utilizando la siguiente formula:

(# Estiramientos de VEH — # Estiramientos Tx] 100
# Estiramientos VEH '

WpAntinocicepcion =

Los cursos temporales de cada tratamiento se construyeron graficando la
media de 6 animales * error estandar (EE). Para determinar si existe diferencia
estadistica entre los diferentes tratamientos, los datos se analizaron mediante el
programa estadistico de Graph Pad Prism version 5.0 con un analisis de varianza
(ANOVA) de una via y pruebas post hoc de Tukey o Dunnett, para la comparacion
de mas de dos tratamientos; o bien, una t de Student para la comparacion de dos

tratamientos. Se considerd diferencia estadistica con una P<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Disminucion de los estiramientos abdominales inducido por la
dipironay la hesperidina en administracion individual.

En el modelo de dolor visceral, la administracion de acido acético al 1% por
via intraperitoneal indujo una conducta caracterizada por la presencia de
estiramientos abdominales. El niumero maximo de estiramientos se obtuvo a los
10 min de su administracion (29.2+4.0), el cual disminuyé gradualmente hasta
alcanzar un promedio de 17.4+1.8 a los 30 min de evaluacion (Vehiculo, Figura
10A).

La dipirona indujo una disminucion gradual dosis-dependiente del niumero
de estiramientos inducidos por el acido acético. Con las dosis bajas (10, 31.6 y 56
mg/kg) la disminucion en el numero de estiramientos abdominales fue muy pobre,
aunqgue a la dosis de 56 mg/kg, si mostro diferencia significativa con relacion al
vehiculo, practicamente en todos los tiempos de evaluacion. Con la dosis de 100
mg/kg, ya se observa una reduccion significativa en el numero de estiramientos
desde los 5 min de su administracion y, con la dosis mas alta (316 mg/kg), se
obtuvo practicamente la maxima reduccion (de 29.3+4.0 a 0.5+0.3 a los 10 min de
evaluacion) en el nimero de estiramientos inducidos por el &cido acético en
comparacion con el grupo vehiculo. Con esta dosis se mantuvo la reduccion en el
namero de estiramientos practicamente durante el resto del experimento (Figura
10A).

En el andlisis del total de estiramientos inducidos en este modelo
experimental en un periodo de 30 min, el acido acético indujo un namero total de
estiramientos de 122.7+13, los cuales disminuyeron significativamente en los
animales solo con las dosis mas altas de dipirona (56, 100, y 316 mg/kg) a
65.3+17.1, 34.4+12.1 y 14.0+5.3, respectivamente (Figura 10B).
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Figure 10. (A) Cursos temporales del nimero de estiramientos abdominales inducidos por &cido
acético en presencia de diferentes dosis de dipirona. Cada punto representa el promedio del
namero de estiramientos de 7 animales a diferentes tiempos + EE. (B) Numero total de
estiramientos abdominales inducidos por acido acético durante 30 min de evaluacién y el efecto
inducido por diferentes dosis de dipirona. Cada barra representa el promedio + EE de 7 animales.
*P<0.05, ANOVA seguido de Dunnett.

La hesperidina también produjo una disminucion dosis-dependiente del
namero de estiramientos inducidos por el &cido acético. Con las dosis bajas (10 y
30 mg/kg) se produce una disminucién en el nUmero de estiramientos muy similar
gue muestra significancia estadistica desde los 10 min y se mantiene asi durante
el resto del experimento. De la misma manera, las dosis mas altas (100 y 300
mg/kg), producen una disminucién en el nidmero de estiramientos muy similar;
aungue mayor a las dosis bajas. En todos los casos se muestra una reduccion
significativa desde los 10 min de su administracion con relacion al grupo vehiculo
(29.3£4.0); con la dosis de 10 mg/kg se obtuvieron 21.14+2.3 estiramientos; con la
dosis de 30 mg/kg se obtuvieron 18.0 + 3.8, con la de 100 mg/kg se obtuvieron
6.6+1.3; finalmente con la dosis de 300 mg/kg se obtuvieron 5.14 + 2.1

estiramientos (Figura 11A).

En el analisis del niumero total de estiramientos inducidos en este modelo
en un periodo de 30 min, la hesperidina redujo significativamente los estiramientos

inducidos por el acido acético de 122.7+13 en el grupo vehiculo a 82.9+8.7,
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72.14+13.7, 29.9+6.6 y 25.6+8.0 a las dosis de 10, 30, 100 y 300 mg/kg,

respectivamente (Figura 11B).
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Figura 11. (A) Cursos temporales del nimero de estiramientos abdominales inducidos por acido
acético en presencia de diferentes dosis de hesperidina. Cada punto representa el promedio del
numero de estiramientos de 7 animales £+ EE. (B) Numero total de estiramientos abdominales
inducidos por acido acético durante 30 min de evaluacién y el efecto inducido por diferentes dosis
de hesperidina. Cada barra representa el promedio + EE de 7 animales. *P<0.05, ANOVA seguido
de Dunnett.

7.2 Curvas dosis respuesta (CDR) del efecto antinociceptivo inducido por
dipironay hesperidina.

Las CDRs del efecto antinociceptivo de la dipirona y hesperidina en
administracion individual se construyeron con base al nimero de estiramientos
totales (30 min) del grupo vehiculo (Veh), con respecto al nimero de estiramientos
de cada tratamiento; es decir, con cada una de las dosis de dipirona y de
hesperidina. En el andlisis de la CDR de dipirona se obtuvo un efecto maximo
(Emax) de 84.2+5.9%, el cual se alcanz6 con la dosis de 316 mg/kg; y la dosis
efectiva 50 (DEso) calculada fue de 108.9+13.3 mg/kg. Por otro lado, el Emax de
hesperidina fue de 66.3+7.4% con la dosis de 100 mg/kg y la DEso calculada fue
de 84.5+10.4 mg/kg. Como se puede observar en la Figura 12A, no hay diferencia
significativa en el Emax ni en la DEso de ambos farmacos, mostrando ambos

farmacos la misma eficacia y potencia. Con las DEso de cada farmaco se
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construyé el isobolograma  correspondiente de la  combinacion

dipirona+hesperidina (Figura 12B).
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Figura 12. A) CDRs del efecto antinociceptivo de dipirona y hesperidina en administracion
individual en el modelo de estiramiento abdominal en ratones. Cada punto representa el promedio
de estiramientos abdominales de 7 animales + EE. B) Isobolograma construido a partir de las DEso
de hesperidina y dipirona calculadas de sus CDRs.

7.3 Efecto antinociceptivo de varias combinaciones de
dipirona+hesperidina.

En funcion de las DEso de dipirona y hesperidina (108.9+13.3 y 84.5£10.4
mg/kg, respectivamente) y la construccion del isobolograma se seleccionaron las
fracciones a probar de cada uno de los farmacos; asi como las dosis

correspondientes, las cuales se muestran en el Cuadro 1.

Las diferentes combinaciones de las fracciones de dipirona/hesperidina
gue se probaron experimentalmente mostraron una disminucion significativa en el
namero total de estiramientos abdominales inducidos por el acido acético en

comparacion con el grupo VEH (Figura 13).

29



Cuadro 1. Dosis calculadas de las fracciones a probar
experimentalmente de dipirona+hesperidina

Dipirona Hesperidina
Fracciones Dosis de Dip y Hesp
1 1 54.4/42.2 mg/kg
1 2 37.0/55.7 mg/kg
2 1 71.8/28.7 mg/kg
1 3 27.2/63.3 mg/kg
3 1 81.6/21.1 mg/kg
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Figura 13. NUumero de estiramientos totales durante 30 min con la administracion de acido acético
en presencia de diversas fracciones combinadas de Dip/Hesp. Cada barra representa el promedio
de una n de 7 animales + EE. * P<0.05, ANOVA una via seguido de una prueba Dunnett
comparados contra el VEH.
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7.4 Anadlisis del numero de estiramientos abdominales previo tratamiento
con las diferentes fracciones combinadas
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Figura 14. Numero de estiramientos totales durante 30 min con la administracion de las diferentes
fracciones de Dip/Hesp y los efectos de las dosis mas cercanas a cada combinacién en
administracion individual. La linea punteada central representa el promedio de los estiramientos
abdominales inducidos por el 4cido acético sin tratamiento y las lineas punteadas inferior y superior
a ésta representan los EE. Cada barra representa el promedio de una n de 6 a 7 animales + EE.
*p<0.05, ANOVA de una via seguida de una prueba de Dunnett comparado con su respectiva

fraccion.

En el analisis de la comparacion del efecto de las diferentes fracciones de
Dip/Hesp contra el efecto de las dosis mas cercanas a la respectiva fraccion de
los farmacos en administracion individual sobre el ndmero de estiramientos
abdominales inducido por el acido acético en un periodo de 30 min se observa
gue solo la combinacién de la fraccion 1:1 (54.4/42.2 mg/kg) mostré disminucion
significativa en el nimero de estiramientos en comparacién con las dosis mas

cercanas de los farmacos en administracion individual (Figura 14); por lo cual,
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esta fraccion fue la que se selecciondé para construir una CDR con 4

combinaciones y ser analizada en el isobolograma.

7.5 Efecto antinociceptivo inducido por varias combinaciones de Dip/Hesp
en una fraccion 1:1

Para la construccion de la CDR de la fraccion 1:1, se calcularon las dosis a
combinar de cada farmaco considerando la primera combinacion de esta fraccion
evaluada previamente. Por lo que las dosis de la combinacion de 54.4 mg/kg de
dipirona + 42.2 mg/kg de hesperidina fueron divididas en dos para obtener la
siguiente combinacion a evaluar; a su vez éstas fueron divididas en dos
obteniendo las siguientes dosis a combinar; y, nuevamente, éstas fueron divididas
en dos para obtener las ultimas dosis a combinar (Cuadro 2).

Cuadro 2. Dosis calculadas de dipirona y hesperidina que corresponden a una fraccion
constante 1:1 para la construccién de la CDR de la combinacion.

Dosis para combinar (mg/kg) de la fracciéon 1:1 de:

Dipirona Hesperidina
54.45 42.24
27.225 21.12
13.6125 10.56
6.80625 5.28

El analisis de la CDR del efecto analgésico de la combinacion de los dos
farmacos en proporcion 1:1, mostré una relacion dosis respuesta dependiente de
la concentracion de los farmacos; es decir, a mayor concentracibn mayor
respuesta obtenida, con un coeficiente de correlaciéon de r?=0.98, un maximo de
respuesta obtenido de la mayor combinacion de 69.1+6.6 % y un minimo de
20.3+£6.5 %. Al tener un coeficiente de correlacion cercano a 1 el calculo de la
DEso fue determinada mediante una interpolacion, siendo esta de 46.7+6.2 mg/kg
(Figura 15).
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Figura 15. CDRs del efecto antinociceptivo de dipirona y hesperidina en administracion individual y
de la combinacién de ambos farmacos en proporcion 1:1 para la determinaciéon del tipo de
interaccién entre los tratamientos. Cada punto representa el promedio de una n de 7 animales *
EE.

Para el andlisis isobolografico de la combinacién se utilizé la DEso calculada
de las CDR de los farmacos en administracion individual y la CDR de la
proporcién a usar seleccionada (fraccién 1:1), siendo esta de DEso = 96.69+11.9
mg/kg (marcada en el grafico con el punto color azul); ademas de la DEso
experimental, calculada a partir de las dosis que provenian de la fraccion 1:1,
siendo esta de DEso de 46.7+6.3 mg/kg (marcada en el grafico con un punto de
color rojo), y las respectivas DEso de los tratamientos para la construccion de la
isobola (Figura 16). Como se puede observar la grafica muestra un posible efecto
de potenciacién debido a la disminucién de la dosis para la obtencién del efecto

deseado.
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Figura 16. Isobolograma de la interaccién entre dipirona y hesperidina en fraccion 1:1 utilizando el
modelo de estiramiento abdominal inducido por acido acético en ratones.

Para la confirmaciobn de una interaccion de tipo potenciacion con la
combinacion de dipirona con hesperidina se decidié utilizar las dosis con mayor
efecto de la fraccion 1:1 de ambos farmacos (54.4/42.2 mg/kg de Dip/Hesp) vy
probarla esas dosis de ambos farmacos en administracion individual en diferentes
grupos de animales. Los resultados muestran que la suma algebraica del efecto
obtenido con la dosis de dipirona de 54.4 mg/kg (21.3 + 4.5%) y la dosis de
hesperidina de 42.2 mg/kg (40.5 + 2.6%) en administracion individual (efecto
esperado), es significativamente menor al efecto obtenido experimentalmente con
la combinacion (61.74 + 2.9 vs 77.6x4.7 %, p<0.05, t de Student) (Figura 17).
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Figura 17. Efecto antinociceptivo de dipirona (54.4 mg/kg), hesperidina (42.2 mg/kg) y su
combinacion en el nimero de estiramientos abdominales inducidos por &cido acético. La barra con
lineas diagonales representa la suma de los efectos obtenidos con los farmacos en administracion
individual (efecto esperado) y la barra roja representa el efecto obtenido experimentalmente con la
combinacion. Las barras con color representan el promedio del efecto antinociceptivo de 7
animales + EE. *p<0.05 con unat de Student.

Para corroborar que la interaccion entre dipirona y hesperidina es de tipo
potenciacion se calculdé % la magnitud de la interaccion (Mi) entre los dos

tratamientos a través de las formulas matematicas.

fA#DEA fB * DE, B

pA=t—_—"50" . ,p= S0
zﬂﬁ! zﬁd

pPAs = pA*Z,, ;  pB,.= pB*Z,,

Mi= (pA,./DE,A) + (pB,,/ DEy,B)
Donde:

f(A, B) = Fraccion del farmaco Ao B.
DE.,(A,B) = Dosis efectiva 50 del farmaco 4 o B.

Z,; = Relacion entre las DE,,, de cada tratamiento y las fracciones.

4

Z,., = DE jexperimental.
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El valor de esta interaccion fue de 0.4828; el cual, de acuerdo con los
paradmetros de interaccion, corresponde a un valor de Mi menor a 1 (<1) que

sugiere una interaccion de tipo superaditiva.

Otra forma de calcular la Mi es a través de la siguiente formula:
Mi = fﬂﬂmtzmj — logy,(Z..)
Donde:

Z,; = Relacion entre las DE.; de cada tratamiento y las fracciones.

Z_. = DE_jexperimental.

Pero en este caso se indica que, si el resultado es mayor a cero, el tipo de
interaccidn seria superaditivo. Al realizar el calculo con los resultados de la
combinacion Dip/Hesp se obtuvo un valor de Mi de 0.3160, sugiriendo el mismo

tipo de interaccién que el célculo anterior.
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8. DISCUSION

En este trabajo se evalud el efecto antinociceptivo de dipirona con
hesperidina en el modelo de estiramiento abdominal (writhig) inducido por la
administracion intraperitoneal de acido acético al 1%, el cual simula un dolor de
tipo visceral.

La dipirona, también conocida como metamizol, es un farmaco del grupo
de los AINES, que se utiliza en la clinica para el alivio el dolor visceral provocado
por espasmos intestinales, el dolor postoperatorio y la migrafia, entre otros 69,
ademas, produce un efecto antipirético y espasmolitico.

En este trabajo la dipirona produjo un efecto analgésico de alrededor del
85% con la dosis de 316 mg/kg en el modelo de estiramiento abdominal (writhig).
Se sabe que en este modelo, el estimulo quimico actda sobre una amplia region
de fibras para el dolor (nociceptores) de tipo C, que conducen un dolor de tipo
lento y difuso. Los espasmos producidos por el acido acético (agente irritante)
producen la liberacibn de sustancias inductoras del dolor como las
prostaglandinas, la bradicinina, la histamina, etc., asi como acidosis tisular local,
lo cual activa a los canales ionicos sensibles a protones (ASIC) en las fibras
nociceptivas, aunque también puden estar involucrados receptores TRPV1 que
son activados por acidosis 0 por una accion directa sobre los nociceptores ©2),
También las citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNFa), interleucina 1
(IL-1B) y las quimiocinas; asi como las especies reactivas de oxigeno (ROS),
contribuyen a la induccion de los estiramientos abdominales (2. La participacion
de las prostaglandinas en éste modelo de dolor explica el efecto analgésico de la
dipirona mostrada en este trabajo asi como en otros en donde utilizan el mismo
modelo ©3); o bien, en otros modelos de dolor, como el de la formalina ¢4y el de

disfuncion inducida por dolor en ratas 63,

Ademas de la inhibicion de las ciclooxigenasas (COX-2 y COX-3) que

sintetizan a las prostaglandinas que participan en el dolor, la inflamacion y la
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piresis; la efectividad analgésica de la dipirona se ha relacionado con la activacion
del sistema opioide y del sistema cannabinoide 667, E| sistema cannabinoide
enddgeno juega un papel importante en la regulacion del dolor ®8; y en un
estudio preclinico se determind que los metabolitos activos del metamizol activan
a los receptores CB1, que participan en la via analgésica descendente
reduciendo la transmisién GABAérgica e induciendo antinocicepcion 9. Por otro
lado, su efecto espasmolitico se ha asociado con la inhibicidon del incremento de
Ca?* intracelular, resultado de la inhibicion de la sintesis del fosfato inositol, y su
consecuente inactivacién de la contraccién del musculo liso visceral G0,

A pesar de la eficacia clinica de la dipirona, se han reportado diversos
efectos adversos que limitan su uso; entre los mas graves, aunque poco
frecuentes, estdn las reacciones anafilacticas, discrasias sanguineas y
agranulocitosis /9. Por lo que una alternativa para mejorar su eficacia analgésica
y/o disminuir sus efectos adversos, podria ser combinarla con otros farmacos, una
practica cada vez mas utilizada clinicamente para el alivio del dolor con los AINEs
(71)_

Por otro lado, el uso de compuestos herbolarios para el tratamiento de
diversas afecciones se ha incrementado en la Ultima década, ya sea bajo
prescripcion médica o no (@, Uno de los principales padecimientos en los cuales
se puede complementar el tratamiento alopatico con compuestos de origen
herbolario, es el dolor; y siendo el dolor de tipo visceral uno de los mas comunes,
cobra gran significancia el analisis de la interaccién de farmacos utilizados para
su alivio.

La hesperidina, un compuesto de tipo herbolario, es un flavonoide
abundante en frutas citricas y en varias plantas medicinales como Rosmarinus
officinalis, conocida comunmente como romero. Esta especie es utilizada en la
preparacion de alimentos y bebidas; asi como en la medicina tradicional como
espasmolitico en el tratamiento de colicos renales y dismenorrea (3. De hecho,
se sugiere que el efecto antinociceptivo inducido por el romero en un modelo de
dolor inflamatorio se debe a la presencia de la hesperidina . Ademas, se ha
demostrado que la hesperidina produce diversos efectos farmacoldégicos como
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venotonico (),  sedante (677 antioxidante ©“9, anticancerigeno “D),
antiinflamatorio y analgésico 839,

En este estudio, la hesperidina mostré un efecto analgésico de cerca del
70% con la dosis de 100 mg/kg. Nuestros resultados coinciden con otros estudios
donde se demostro el efecto antinociceptivo de la hesperidina en los modelos de
writhing y hot-plate “¥%); aunque con dosis menores (0.1-30 mg/kg) a las utilizadas
en nuestro estudio. Las diferencias en las dosis efectivas en ese estudio y el
nuestro pueden ser debido a la diferencia en la edad, el peso o la cepa (Swiss) de
los animales utilizados; los cuales son algunos de los principales factores que
afectan el efecto antinociceptivo de diferentes compuestos (8, En otro estudio, la
actividad antiinflamatoria y analgésica de la hesperidina, se obtuvo con dosis de
entre los 100-400 mg/kg, cercanas a las dosis usadas en nuestro trabajo (9.

El mecanismo implicado en el efecto antinociceptivo de la hesperidina se le
atribuye a su actividad antioxidante, por la inhibicion de la produccion de ROS. Se
sabe que la produccion de las ROS es uno de los pasos desencadenantes de los
procesos de inflamacién y dolor, estas son producidas por células relacionadas
con mecanismos de defensa del organismo, como los neutrofilos
polimorfonucleares ©9, Las ROS que se liberan durante el proceso inflamatorio
incluyen al anion superéxido (Oz2), el radical hidroxido (OH), el peroxido de
hidrogeno (H202) y el acido hipocloroso (HOCI) ©9; y son capaces de
desencadenar un cascada de sefiales que terminan con la producciéon del
mediadores del dolor como las prostaglandinas, a través de la produccion de
COX-2, TNF-a y IL-1; asi como el oxido nitrico, a través de la sintesis de la
sintasa de 6xido nitrico inducible (SONi). Ademas, diversos estudios relacionan la
produccion de ROS con el dolor visceral, en ellos se evalla la presencia o
disminucién de estas en comparacién con la intensidad de dolor, encontrando que
al disminuir la cantidad de ellas el dolor disminuye; mientras que, durante el
proceso doloroso se encuentran aumentadas (81.82),

Los mecanismos responsables de otros efectos farmacoldgicos reportados
de la hesperidina; como el antinflamatorio, no estan descritos con claridad, pero
se sabe que es capaz de reducir a las TNF-a, IL-1B, ICAM-1, VEG, ademas de su
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capacidad de inhibir a los neutréfilos que generan radicales superéxidos (ONOO")
y productos finales de la glicosilacién ®3 sugiriendo asi que este bioflavonoide
puede inducir su efecto antinociceptivo a través de varios mecanismos, ya que
algunos de estos productos también estan relacionados con la nocicepcion.

Debido a que tanto la dipirona como la hesperidina en administracion
individual producen efectos analgésicos en diversos modelos de dolor a través de
varios mecanismos, en este trabajo evaluamos la interaccion analgésica que
podria presentarse con su combinacion. Los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren una interaccion positiva sinérgica de la combinacion de estos dos
farmacos en el modelo de dolor visceral a través de un analisis isobolografico.
Este analisis es un método utilizado para el estudio de la interaccion entre dos
farmacos, que permite predecir el comportamiento de la interaccion utilizando un
namero reducido de dosis en combinacién de los farmacos (.

De las fracciones probadas experimentalmente en este estudio, la fraccién
de la combinacion que demostré un mejor efecto sinérgico fue la fraccion 1:1. Las
dosis probadas en combinacion, de acuerdo con el andlisis isobolografico, fueron
54.4 mg/kg de dipirona con 42.2 mg/kg de hesperidina. Con esta combinacion, se
obtuvo un efecto analgésico de cerca del 80%, efecto muy cercano al obtenido
con la dosis de 316 mg/kg de dipirona en administracion individual (85%) o con la
dosis de hesperidina de 100 mg/kg en administracion individual (70%). Como se
puede observar con la combinacién se utilizé 5.8 veces menos cantidad de
dipirona y 2.3 veces menos cantidad de hesperidina, alcanzando practicamente la
misma eficacia analgésica que con los farmacos en administracion individual,
pero con dosis mucho menores. Este aumento en la eficacia analgésica utilizando
dosis menores nos hace suponer una disminucion en los efectos adversos de la
dipirona, aunque es necesario corroborarlo con estudios especificos de efectos
adversos.

Para descartar que la combinacion de la fraccion 1:1 produjera solo un
efecto de suma, se evaluaron los efectos antinociceptivos de las dosis
correspondientes de esa combinacion en administracion individual y el efecto de

la combinacion (efecto obtenido) fue superior a la suma de los efectos
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individuales (efecto esperado), sugiriendo un efecto antinociceptivo de
potenciacion.

Estos resultados sobre la interaccion de la dipirona con hesperidina
concuerdan con otro estudio en el que demostraron la potenciacién que se
produce con la combinacién de hesperidina con el ketorolaco, otro AINE utilizado
para el tratamiento del dolor; en un modelo de dolor inflamatorio de tipo artritis
gotosa @4, Sin embargo, también existen reportes que indican que hay
interacciones en donde un farmaco disminuye el efecto del otro produciendo un
antagonismo analgésico; por ejemplo, la combinacién de tramadol con acido
ursoélico, otro metabolito derivado de plantas medicinales ©%; o bien, la
combinacién de diclofenaco con quercetina, otro bioflavonoide %, Por lo tanto,
no existe la certeza de que las combinaciones de productos naturales con
farmacos clinicamente eficaces puedan producir efectos benéficos, ya que éstos
tienen varios compuestos activos que podrian perturbar la actividad de las
enzimas y/o transportadores que metabolizan algin farmaco, o interactuar con
ellos por diversos mecanismos @9, por lo que es necesario el andlisis cuidadoso
de la interaccién de las combinaciones de metabolitos de plantas medicinales con
diferentes AINEs.

El mecanismo de accion responsable de la potenciacion antinociceptiva de
la combinacién de dipirona con hesperidina obtenida en este trabajo no fue
explorada; sin embargo, tomando en cuenta los antecedentes previos sobre la
capacidad antioxidante de la hesperidina para inhibir la formacién de ROS y la
relacion que tienen éstas con el modelo de dolor visceral; asi como la capacidad
de la dipirona de inhibir la sintesis de las prostaglandinas; importantes
mediadores del dolor; nos lleva a sugerir que probablemente existe una
interaccién de tipo farmacodinamico con la combinacion de estos farmacos.
Ademas, también existe una interaccién negativa entre los AINEs y las ROS, ya
gue este tipo de analgésicos pueden ser oxidados por las ROS, disminuyendo su
eficacia analgésica y, al administrarlos con un agente que inhiba la formacion de
los ROS, como la hesperidina, se esperaria un mejor efecto analgésico de los
AINEs ©7),
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Es de suponer que el mecanismo de potenciacion analgésica de la
combinacion de dipirona con hesperidina, no solo se centra en una via de
inhibicion, sino que abarca varias vias de sefalizacion que interfieren con la
transmision de la sefial dolorosa; o bien, que existe una posible interaccion
farmacocinética ademas de la farmacodinamica. Sin embargo, es necesario
realizar los estudios pertinentes para demostrar estas hipotesis.

Por otro lado, ademas de la potenciacion analgésica encontrada con
hesperidina y dipirona, otra ventaja podria ser la posible disminucion de los
efectos adversos a nivel gastrointestinal inducido por los AINEs como la dipirona,
ya que en muchos estudios se reporta que los flavonoides inducen un efecto
gastroprotector ®889 |o cual protegeria de los efectos gastrointestinales inducidos
por la dipirona.

Varios estudios preclinicos se centran en determinar la eficacia de las
combinaciones de diversos compuestos como estrategia en la mejora de los
tratamientos y la disminucién de los efectos adversos, asi como en las posibles
interacciones entre compuestos de origen natural que se encuentran en la dieta
diaria en forma de suplementos alimenticios, con analgésicos como los AINEs
para reducir el dolor y la inflamacién ©9 En este sentido, consideramos que los
resultados de este estudio enfatizan la importancia de evaluar las interacciones
que existen entre los medicamentos alopéticos y los compuestos herbolarios,
para sustentar con evidencias cientificas el riesgo/beneficio de este tipo de
combinaciones (/2. En el caso especifico de los flavonoides, en los ultimos afios
se ha comenzado a probar su eficacia en diferentes padecimientos donde se
administran con otros compuestos 0 se prueban de manera individual; incluso se
estan realizando pruebas para el desarrollo de formas farmacéuticas apropiadas

para su administracion ©b,
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de la administracion individual de dipirona y
hesperidina produjeron efectos antinociceptivos dosis dependiente en el modelo
de estiramiento abdominal inducido por acido acético. Ademas, el analisis
isobolografico de la combinacion de estos farmacos demostré que producen un
efecto sinérgico de potenciacion, alcanzando incluso la misma eficacia con dosis
mucho menores de ambos farmacos.

Esto sugiere que la combinacion de dipirona con hesperidina podria
considerarse una alternativa adecuada para el alivio del dolor visceral, con la
posibilidad de producir un menor riesgo de los efectos adversos en comparacion

con el uso de la dipirona en administracion individual.

10. PERSPECTIVAS

A. Determinar la participacion de diversos mediadores y/o neurotransmisores
involucrados en el efecto analgésico de la combinacién de dipirona y
hesperidina para establecer una posible interaccion farmacodinamica. Podria
evaluarse la actividad de COX, la produccion de ROS y la participacion de
receptores a canabinoides.

B. Determinar si las concentraciones plasmaticas de dipirona y/o sus metabolitos
se ven modificadas en presencia de hesperidina para establecer una
interaccion de tipo farmacocinética.

C. Establecer si la potenciacion analgésica de la combinacion de dipirona con
hesperidina se reproduce en modelos que representen otros tipos de dolor,

como inflamatorio, nociceptivo o neuropatico.
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