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Resumen

La inflamacién es un mecanismo de defensa inmunoldgica que puede ser disparado en respuesta a
distintos tipos de dafio, el cual usualmente conlleva a la activaciéon de nociceptores a través de
mediadores quimicos que provocan efectos percibidos como dolor e inflamacion; sin embargo éstos
pueden convertirse en patologias por si mismos. El naproxeno es uno de los analgésicos de mas amplio
uso para dolores de naturaleza musculo-esquelética, sin embargo a altas dosis conlleva un significativo
riesgo de presentar reacciones adversas. En el presente trabajo se ha evaluado el efecto analgésico de
naproxeno y Kaempferitrina, otro farmaco con actividad antinociceptiva, tanto de manera individual como
en distintas combinaciones realizadas conforme a la DEso obtenida para cada farmaco por separado en
el modelo de induccion de dolor por formalina en ratones. El andlisis isobolografico de los resultados
concluye que la administracion conjunta de naproxeno y Kaempferitrina presenta una interaccion
sinérgica de potenciacion.

Abstract

Inflammation is an inmunological defense mechanism what can be shooted in response to several types
of damages, usually entails activation of nociceptors mediated by chemical agents whose effects are
perceived as pain and inflammation; nevertheless, those can turn in pathologies by themselves.
Naproxen is one of the analgesics more widely used for muscle-skeletal pain, netherless high doses
entails significant risk of adverse reactions. In this present article we evaluated the analgesic effect of
naproxen and kaempferitrin, another drug with demonstrated antinociceptive activity, both individually
and in different combinations realized by the EDso obtained for each drug individually in the pain
induction model by formalin in mice. The isobolografic analysis of results concludes that the joint
administration of naproxen and kaempferitrin presents a synergistic effect of potentiation.
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INTRODUCCION

La inflamacion es un mecanismo de defensa inmunoldgica que se origina en respuesta a distintos tipos de
dafo, como lesiones mecanicas, quemaduras e infecciones. Usualmente, el dafio al tejido conlleva a la
activacion de nociceptores a través de la liberacion de mediadores quimicos que incluyen ciertos
aminoacidos, péptidos, lipidos, citosinas, entre otras, cuyos efectos son percibidos como dolor e inflamacién
[1]. EI dolor forma parte de los sistemas que tiene el organismo para mantener la homeostasis. A pesar de
que en principio tiene como objeto una funcion protectora, el dolor puede convertirse por si mismo en uno de
los sintomas que mas agravan a los pacientes.

El naproxeno es un AINE altamente usado en el tratamiento del dolor leve 0 moderado con potente accion
anti-inflamatoria, especialmente de origen osteomuscular en padecimientos tales como artritis reumatoide,
osteoartritis y alteraciones musculo-esqueléticas agudas que cursen con dolor e inflamacién [2].

Por otro lado, la Kaempferitrina, también conocida como lespenefril o kaempferol 3,7-dirhamnosido, es un
flavonoide-7-o-glicésido, es decir, un compuesto fendlico unido a un carbohidrato en la posicion del C7,
ligeramente soluble en agua que ha sido aislado a partir de extractos de diversas plantas, tales como Justicia
spicigera, Hedyotis verticillata, Onychium japonicum, entre otros [3,4,5]. Se ha reportado que Kaempferitrina
presenta efecto antinociceptivo, sin demostrarse aun por completo su mecanismo de accion.

Para el tratamiento del dolor también se utiliza la administracion simultanea de dos o méas farmacos y asi
modificar el efecto generado por ellos, es decir, puede haber una disminucion en la intensidad del efecto,
antagonismo farmacoldégico, o un aumento en la magnitud del mismo, sinergismo farmacolégico [6].

El presente trabajo tuvo como objetivo principal la determinacién de la interaccién analgésica entre Naproxeno
y Kaempferitrina.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos
o Naproxeno sédico (98.0-102.0%) y Kaempferitrina (297%) fueron adquiridos de Sigma Aldrich.

Animales de experimentacion

Para la realizacion del experimento in vivo se emplearon ratones de la cepa Balb-C con un peso entre 25 y 30
g obtenidos del bioterio de la Divisién de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de Guanajuato. Los
ratones se mantuvieron a temperatura controlada (25°C) con ciclos de luz-oscuridad de 12 x 12 hrs con
acceso libre a alimento y agua. Los experimentos se realizaron acorde a la NORMA Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio) y
lo estipulado por la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) (Zimmerman, 1983).

Evaluacidn de la interaccién analgésica

Para la evaluacion del efecto analgésica del naproxeno, kaempferitrina y la combinacién se empleé el modelo
de induccion de dolor con formalina. EI modelo se llevé a cabo conforme a lo estipulado por Dubuisson y
Dennis en 1977 [7], los ratones se dividieron en grupos de 6 para cada dosis de cada compuesto.
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Los ratones utilizados se ambientaron en cilindros de acrilico por al menos 1 dia antes del experimento. Los
tratamientos se administraron por via oral (v.0.) a las siguientes dosis: Naproxeno (50, 100, 150 y 250 mg/kg),
kaempferitrina (1.875, 3.75, 7.5 y 15 mg/kg). El grupo control recibié soluciéon salina. Transcurrida una hora
desde la aplicacion de los tratamientos se administré 30 ul de formalina al 3 % en el espacio intraplantar de la
pata derecha de los animales, posteriormente se colocaron en cilindros de acrilico con espejos para su
observacion. El efecto a cuantificar fue el tiempo de lamida total en dos periodos, correspondientes a las dos
distintas fases de dolor, neuralgico (fase 1; 0-15 min) e inflamatorio (fase 2; 15-45 min).

Los resultados obtenidos de la segunda fase se emplearon para el calculo de la dosis efectiva 50 (EDso) de
los tratamientos con Naproxeno y Kaempferitrina mediante regresion lineal. Los datos se muestran como la
media * el error estandar de la media (EEM). Para el analisis estadistico de los datos se realiz6 un ANOVA 'y
una prueba pos hoc de Dunnett. Se consideraron estadisticamente significativos valores de P < 0.05. Todos
los calculos se realizaron con el programa NCSS8 (Hintze, 2012).

La determinacién del porcentaje de antinocicepcién para cada compuesto y/o combinacién en sus diferentes
dosis se realiz6 con la siguiente formula:

T.lamida sin farmaco — T.lamida con farmaco 100
*

% antinocicepcion =
T.de lamida sin farmaco

Finalmente se determind la interaccion de la combinacién de los farmacos mediante analisis isobolografico

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto analgésico de los farmacos administrados, se cuantificd en términos del efecto antinociceptivo de
cada dosis en la fase 2 (figuras 1 y 2), que corresponde con la presencia de mediadores quimicos como la
bradicidina, histamina, prostaglandinas, serotonina, taquicidinas, leucotrienos, entre otros [8]. El efecto
encontrado para naproxeno y kaempferitrina fue dosis dependiente, alcanzandose un mayor porcentaje de
antinocicepcion para las dosis altas de ambos farmacos (NPX 250 mg/kg-74.23% y KM 15 mg/kg 59.08%).

Fase 2 Fase 2
90 70 4 *

80 60 *

50 + *

70
60

—

50 40

40 30 4
30
20
20

% de antinocicepcion
*
% de antinocicepcién

10 10

|
Vehiculo NPX 50 mg/kg NPX 100 mg/kg NPX 150 mg/kg NPX 250 mg/kg Vehiculo KM 1875 mg/kg KM375mglkg KM 7.5mg/kg KM 15mg/kg

FIGURA 1: Grifico que muestra el porcentaje de efecto FIGURA 2: Grafico que muestra el porcentaje de efecto
antinociceptivo en fase 2 de Naproxeno (NPX) para distintas dosis antl_noclceptlvo en fase 2 de Kaerppferltrlna (KM) para distintas
en el modelo de formalina en ratones. Las barras representan el dosis en el modelo de formalina en ratones. Las barras
promedio * EEM (*P < 0.05 vs vehiculo). representan el promedio £ EEM (* P < 0.05 vs vehiculo).
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Las dosis efectivas 50 obtenidas por regresion lineal para naproxeno y kaempferitrina fueron DEs0=141.20
mg/kg y DEs0=6.26 mg/kg, respectivamente (figuras 3 y 4).
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FIGURA 3: Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de
Naproxeno en la fase de dolor inflamatorio empleando el
modelo de formalina en ratones.

FIGURA 4: Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de
Kaempferitrina en la fase de dolor inflamatorio empleando el
modelo de formalina en ratones.

De las combinaciones tratadas cabe destacar la combinacion 4 que presenta un porcentaje de antinocicepcion
superior al de las dosis mas altas de sus farmacos por separado (figura 5), alcanzando un porcentaje del
82.64%, lo cual es un signo claro de la sinergia existente entre ambos farmacos.

El andlisis isobolografico de la co-administracion de naproxeno y kaempferitrina demostré un significativo
aumento del efecto antinociceptivo empleando dosis bajas de ambos farmacos respecto a lo obtenido para los
mismos de forma individual a dosis mayores. Asi mismo, es posible observar que existe gran diferencia entre
la DEso tedrica (73.73 mg/kg) y la experimental (25.43 mg/kg), encontrandose esta ultima por debajo de la
linea indicativa de efecto sinérgico de tipo aditivo, por lo cual es posible aseverar que la combinacion
naproxeno-kaempferitrina presenta una interaccién farmacolédgica de sinergismo de potenciacion (figura 6). El
mecanismo no se ha esclarecido, pudiendo corresponder a dos escenarios: una interaccion farmacodinamica
donde los dos farmacos ejercen sus acciones en distintos sitios de una o mas vias fisiolégicas que convergen
en el mismo efecto terapéutico o una interaccion farmacocinético, donde algunos de los procesos de
absorcidn, distribucion, metabolismo y eliminacion pudiera verse modificado [9].
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ratones. E= dosis experimental (25.43) y T= dosis tedrica (73.73)
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Los resultados obtenidos tienen relevancia en el sentido de la necesidad apremiante de la poblacion que
consume AINEs como primera eleccion en el dolor nociceptivo, especialmente cuando existe un componente
inflamatorio, respecto al empleo de las dosis mas bajas que sean suficientes para eliminar el dolor, debido a
que a medida que la dosis aumenta el riesgo de presentar reacciones adversas se ve incrementado en la
misma manera, principalmente cuando su uso es prolongado [10].

CONCLUSIONES

La combinacién farmacoldgica de Naproxeno y Kaempferitrina demostré una disminucién de la nocicepcion en
el modelo de la formalina; ademas presentd una interaccién sinérgica de tipo potenciacion.
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