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Resumen

Actualmente, el alivio al dolor es lo que mas se busca en agentes farmacolégicos, sin embargo, el tratamiento
que suele usarse son los AINES, este tratamiento presenta efectos adversos conocidos como lo son los dafios
gastrointestinales, nefrotoxicidad y riesgo de abuso. Por lo que un analgésico seguro y efectivo es de suma
importancia en la investigacion actual. Es por ello que nos basamos en el uso de un extracto acuoso de
Momordica charantia como agente analgésico, cuyo efecto antinociceptivo se evalué con la prueba de
formalina en ratones, junto con el uso de naproxeno a diferentes dosis para evaluar una posible interaccion.
El efecto antinociceptivo se evalué durante las fases | y Il de la prueba en diferentes grupos de ratones, donde
el extracto de M. charantia supera el 20% de efecto en las dosis evaluadas, en comparacion con el Naproxeno
a 50 mg/Kg que no supera el 20% en la fase |. Mientras que el % de antinocicepcion es dosis dependiente
tanto en el extracto de M. charantia como en el naproxeno en la fase Il. Finalmente se obtuvo una DE50 para
M. charantia de 72.13 mg/kg. La administracion oral de la combinacién entre naproxeno y el extracto de M.
charantia ocasiona una interaccion de potenciacion (sinergismo) en el efecto antinociceptivo en el modelo
empleado por lo que puede resultar en una estrategia terapéutica mucho mas efectiva para el tratamiento del
dolor agudo, moderado a severo, resultando necesario la elaboracion de mas ensayos.

Palabras clave: dolor, AINEs, Momordica charantia, naproxeno, dosis efectiva 50 (DEsp), efecto
antinociceptivo, fase |, fase Il, isobolograma.

Abstract

Currently, pain relief is what is most sought in pharmacological agents, however the treatment that is usually
used are NSAIDs, they present known adverse effects such as gastrointestinal damage, nephrotoxicity and
risk of abuse. Therefore, a safe and effective pain reliever is of the utmost importance in current research.
That is why we based ourselves on the use of an aqueous extract of Momordica charantia as an analgesic
agent, whose antinociceptive effect was evaluated with the formalin test in mice, together with the use of
naproxen at different doses to evaluate a possible interaction. The antinociceptive effect was evaluated during
phases | and Il of the test in different groups of mice, where the M. charantia extract exceeds 20%
antinociceptive at the evaluated doses, compared to Naproxen at 50 mg/Kg which does not exceed 20% in
phase |. While the % antinociceptivity is dose-dependent in both the M. charantia extract and naproxen in
phase Il. Finally, an DES5O0 for M. charantia of 72.13 mg/kg was obtained. Oral administration of the combination
between naproxen and the extract of M. charantia causes a potentiation interaction (synergism) in the
antinociceptive effect in the model used, so it may result in a much more effective therapeutic strategy for the
treatment of acute, moderate to severe pain, making it necessary to carry out more trials.

Keywords: pain, NSAIDs Momordica charantia, naproxen, effective dose 50 (EDso), antinociceptive effect,
phase |, phase Il, isobologram.
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El dolor de acuerdo con la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor se define como una experiencia
sensorial aversiva causada por una lesion real o potencial que produce reacciones motoras y vegetativas
progresivas, desencadena un comportamiento aprendido de evitaciéon y puede modificar comportamientos
especificos de la especie, incluyendo los sociales.['! Desde esta definicion se entiende a los modelos animales
de dolor como un medio imprescindible para su estudio donde se valora a la especie animal la dimensién
somatica de la respuesta nociceptiva a un estimulo nocivo./? En este caso para evaluar el dolor se llevo a
cabo como modelo animal “La prueba del formol” disefiado por Dubuisson y Dennis en 1977 y revisado
profundamente por Tjolsen y cols.P!

Los AINES son farmacos con una estructura quimica heterogénea que comparten actividad antipirética,
antiinflamatoria y analgésica a través de su capacidad para inhibir las actividades de la cox-1 presente en
diversos tejidos y que media reacciones fisiologicas, y la cox-2 presente en el tejido lesionado.[*! Los AINE
tradicionales incluyen la aspirina, el ibuprofeno, el naproxeno, entre otros.

En la medicina tradicional se han identificado el uso de plantas como medio alternativo para combatir heridas
e inflamaciones causantes de dolor, entre ellas se encuentra Momordica charantia que pertenece a la familia
Cucurbitaceae y generalmente se identifica como calabaza amarga o melén. Momordica charantia crece en
zonas tropicales y subtropicales y se ha utilizado en la medicina popular en Pakistan, India, China y Sri Lanka
durante un largo periodo de tiempo. Se ha descrito ampliamente que la planta tiene efectos antiinflamatorios
y aun se estudia el posible efecto analgésico, estas propiedades medicinales se refieren a los frutos,
especialmente bajo frutos maduros, semillas, hojas y raices de la planta.l!

Las plantas medicinales se comportan como verdaderos farmacos ya que las sustancias quimicas que las
componen pueden tener una actividad biolégica en humanos. Por esta razén, la administracion conjunta con
farmacos convencionales puede producir variaciones en la magnitud de su efecto.!®

Las combinaciones de diferentes AINEs con herbolaria medicinal pueden resultar en modificaciones del
sistema ADME (Administracion, Distribucion, Metabolismo y Excrecién) de cada farmaco, ya sea favoreciendo
o dificultando uno o varios de sus procesos. La investigacion de estas interacciones ayuda a la prediccion de
efectos secundarios de los farmacos y al aumento de efectividad de ciertas formulaciones farmacoldgicas.

Materiales y métodos

Reactivos

Extracto acuoso de Momordica charantia, naproxeno y formalina adquirida de Sigma Aldrich.
Animales

Los experimentos se realizaron de acuerdo con lo establecido en la NOM 062-ZO01999 (Especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio) y de acuerdo con las
recomendaciones de la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (Zimmerman, 1983). Se utilizaron
ratones de cepa BALB/c de 4-6 semanas de edad con un peso de 25-30 gramos del bioterio de la Universidad
de Guanajuato, los animales se mantuvieron en un ambiente con temperatura controlada bajo un ciclo de luz-
oscuridad de 12:12 horas con alimento y agua adecuado.

Evaluacion de la actividad antinociceptiva

La prueba de formalina se basa en un estimulo de dolor en la zona administrada con formalina al 3% el cual
es un dolor continuo y similar a un dolor clinico. 371

Antes de la prueba, los ratones se dividieron en grupos segun la dosis experimental a probar de extracto,
naproxeno o extracto/naproxeno, se colocaron individualmente en cilindros de acrilico durante 30 minutos por
3 dias seguidos como periodo de adaptacion.

Una hora previa a la administracion de formalina, a cuatro grupos experimentales se les administré de forma
oral el extracto acuoso de M. charantia en dosis de 25, 50, 100 y 200 mg/kg. El naproxeno con las siguientes
dosis: 10, 25, 50 y 100 mg/kg, fue administrado via oral a otros cuatro grupos. A los Ultimos cuatro grupos se
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les administré de manera oral una combinacién del extracto acuoso de M. charantia con naproxeno con dosis
de 6.1, 12.2, 24.4 y 48.8 mg/kg.

Para realizar la prueba de formalina, se inyect6é subcutaneamente formalina al 3% en la superficie dorsal de
la pata trasera derecha. Inmediatamente después de la inyeccion cada raton se colocé en un cilindro de
acrilico colocando un espejo por detras del cilindro para tener una vista completa de todos los angulos del
ratén y su pata inyectada con formalina. La inyeccion de formalina resulté en una necesidad de lamidas de
pata por parte de los ratones. El comportamiento del dolor y evaluacién del efecto antinociceptivo fue
monitoreado por un periodo de 60 minutos; el tiempo de lamidas de la pata inyectada se cuantifico en
intervalos de 5 minutos comenzando en el tiempo 0. Se observo que la formalina produce una respuesta
dolorosa en dos fases, en donde la fase | de corta duracién debido a la activacion de las fibras C comenzé
inmediatamente después de la administracion de formalina hasta 10 min después y la fase Il dependiente de
la reaccion inflamatoria y cambios funciones en médula espinal inicié a los 10 minutos y terminé hasta los 60
minutos del experimento.[’]

Analisis de datos

Mediante la regresion lineal, utilizando el programa NCSS, se determin6 el valor de la Dosis Efectiva 50
(DEso). La prueba de Dunnett y el ANOVA fueron empleados para el andlisis estadistico y los datos se
presentan como el promedio * error estandar de la media (EEM), considerando valores estadisticamente
significativos de p<0.05.

Para estimar el efecto analgésico se calculd el % de antinocicepcion por medio de la siguiente formula:

% antinoci . T.de lamida sin farmaco — T.de lamida con farmaco 100
o antinocicepcion = — x
p T.de lamida sinfarmaco

Los resultados del estudio de la combinacién del extracto con el naproxeno fueron evaluados mediante un
analisis isobolografico.

Resultados y discusion

Con el proposito de determinar el tipo de interaccion farmacoldgica entre el extracto acuoso de Momordica
charantia y el naproxeno, uno de los AINEs mas utilizados dentro de la farmacoterapia del dolor, se evaluo el
efecto antinociceptivo primeramente del extracto de M. charantia y del naproxeno por separado, para
subsecuentemente evaluar el efecto de la combinacién, empleando el modelo de la formalina en ratones.

Evaluacion del efecto antinociceptivo

Tanto la administracion individual del naproxeno, asi como del extracto de M. charantia y las combinaciones
de ambos; como pretratamientos por via oral 60 minutos antes del agente nociceptivo (formalina), ocasioné
una disminucion de la conducta bifasica de lamida/mordisqueo de la extremidad dafiada del ratén.

Primeramente, el efecto antinociceptivo tanto del extracto de M. charantia como del naproxeno se evalué
empleando cuatro dosis diferentes, en las figuras 1y 2 se puede observar el perfil tipico del modelo, el cual
comienza con un aumento nociceptivo en los primeros cinco minutos de evaluacion, reflejado en el aumento
de tiempo de lamida (fase |); seguido de una disminucidon del dolor (efecto antinociceptivo) en las
concentraciones empleadas (fase Il), se puede apreciar que tanto el extracto como el farmaco disminuyen de
manera dosis dependiente la conducta nociceptiva.
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Figura 1. Curso temporal de la conducta nociceptiva del extracto acuoso de Momordica charantia en el modelo de formalina.
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Figura 2. Curso temporal de la conducta nociceptiva del naproxeno en el modelo de formalina.

Tomando los resultados del tiempo de lamida en el modelo empleado, se calcul6 el porcentaje de
antinocicepcion para cada dosis en las fases | y Il de manera independiente. Para el extracto, en la fase |
(Figura 3), correspondiente a la activaciéon de los nociceptores de la pata, las cuatro dosis empleadas del
extracto de M. charantia mostraron un efecto antinociceptivo mayor al 20%, por su parte para el farmaco la
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Unica dosis que no mostré un efecto antinociceptivo mayor al 20% fue la de 50 mg/Kg, la cual no supero el
10% lo que era de esperarse debido los AINEs como el naproxeno tienen efectos limitados en la primera fase
de este tipo de pruebas (Figura 4).

80 - i . *
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70 { m25 mg/kg
- 60 - 50 mg/kg *
:g = 100 mg/kg
2 50 4
3 m 200 mg/kg
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Figura 3. Porcentaje de antinocicepcion en la fase | del extracto acuoso de Momordica charantia en el modelo de formalina. Las barras representan el
promedio + EEM (*p<0.05 vs vehiculo; prueba de Dunnett).
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Figura 4. Porcentaje de antinocicepcion en la fase | del naproxeno en el modelo de formalina. Las barras representan el promedio + EEM (*p<0.05 vs
vehiculo; prueba de Dunnett).

Mientras tanto, en la fase Il de dolor inflamatorio (fase de interés para este estudio) tanto las cuatro dosis del

extracto (figura 5) asi como del naproxeno (figura 6) mostraron disminucién del dolor, como se puede observar
en los graficos el porcentaje de antinocicepcion tuvo un comportamiento dosis dependiente.
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Figura 5. Porcentaje de antinocicepcion en la fase Il del extracto acuoso de Momordica charantia en el modelo de formalina. Las barras representan

el promedio + EEM (*p<0.05 vs vehiculo; prueba de Dunnett).
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Figura é. Porcentaje de antinocicepcién en la fase Il del naproxeno en el modelo de formalina. Las barras representan el promedio + EEM (*p<0.05 vs

vehiculo; prueba de Dunnett).

Debido a la naturaleza del modelo empleado y a que como se mencionaba con anterioridad, los AINEs como
el naproxeno tienen efectos limitados en la primera fase de esta prueba, solo se considero el efecto tanto del
extracto como del farmaco en la segunda fase para efectuar el analisis y determinar asi los valores de la dosis
efectiva 50 (DEso). EI método empleado para calcular la DEsg del extracto de M. charantia asi como del
naproxeno administrados individualmente indica que Unicamente se deben utilizar los datos de % de efecto
en funcion del logaritmo de las dosis que mejor se ajusten a una ecuacion de una linea recta. En este sentido,
para este caso se emplearon los datos de todas las dosis utilizadas. Asi pues, al evaluar las curvas dosis-
efecto del extracto (figura 7) y del farmaco (figura 8) se lograron estimar las DEsp, obteniendo un valor de
72.13 mg/kg para el extracto de M. charantia y de 25.47 mg/kg para el naproxeno.
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Figura 7. Curva dosis-efecto en la fase Il del extracto de M. charantia en el modelo de formalina aplicado en ratones.
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Figura 8. Curva dosis-efecto en la fase Il del naproxeno en el modelo de formalina aplicado en ratones.

Interaccion analgésica y analisis isobolografico

Posteriormente, se llevé a cabo la evaluacion antinociceptiva de la combinacion entre el naproxeno y el
extracto de M. charantia a través de la administracion de cuatro dosis preparadas con diferentes proporciones
de ambas sustancias (tabla 1). Para llegar a estos valores fue necesario calcular primero la DEsg tedrica de
la combinacion tomando como referencia los valores la dosis efectiva 50 calculada de forma independiente
tanto para el tratamiento farmacolégico (naproxeno) como el extracto, el valor obtenido en este caso fue de
48.80 mg/kg (de los cuales el extracto natural aporta aproximadamente el 73.9%, mientras que el naproxeno
aporta el 26.1%). Las dosis de la combinacion se prepararon manteniendo las proporciones antes
mencionadas, tomando como la dosis mas alta de prueba el valor estimado para la DEs, tedrica.
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Tabla 1. Diluciones en proporciones fijas de la combinacion de naproxeno y extracto de M. charantia preparadas a
partir de los valores individuales de las DEs.

Proporcion en la Naproxeno Extracto de M. Dosis total
combinacién (mg/kg) charantia combinacién (mg/kg)
(mglkg)
DEso (NAP) + DEso (EXT)/2 12.7 36.1 48.8
DEso (NAP) + DEso (EXT)/4 6.4 18.0 244
DEso (NAP) + DEso (EXT)/8 3.2 9.0 12.2
DEso (NAP) + DEso (EXT)/16 1.6 4.5 6.1

NAP=Naproxeno; EXT=Extracto de Momordica charantia

La figura 9 muestra el comportamiento de las combinaciones evaluadas de la combinacidn con respecto a la
disminucion del dolor, se observa que efectivamente existe una accién antinociceptiva en las cuatro dosis

evaluadas.
Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de Momordica charantia en
110 combinacién con naproxeno
100 . )
T —e— Formalina 3% M. charantia + NAP (6.1 mg/kg)
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— 80 } M. charantia + NAP (48.8 mg/kg)
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= i
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[ % _— J\/ "
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Figura 9. Curso temporal de la conducta nociceptiva de la combinacion del extracto acuoso de Momordica charantia y naproxeno en el modelo de
formalina.

Los graficos de porcentaje de efecto antinociceptivo de las combinaciones en ambas fases muestran una
clara disminucion del dolor; en la fase | (figura 10) las cuatro concentraciones de la combinacién mostraron
valores mayores al 20%. Por su parte, en la fase Il el porcentaje de antinocicepcién demostrd ser dosis-
dependiente en el modelo de formalina, presentandose los valores de efecto antinociceptivo de 41.1, 41.7,
49.19y 57.17% (figura 11).
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Figura 10. Porcentaje de antinocicepcion en la fase | de la combinacion del extracto acuoso de Momordica charantia y naproxeno en el modelo de
formalina. Las barras representan el promedio + EEM (*p<0.05 vs vehiculo; prueba de Dunnett).
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Figura 11. Porcentaje de antinocicepcion en la fase Il de la combinacion del extracto acuoso de Momordica charantia y naproxeno en el modelo de
formalina. Las barras representan el promedio + EEM (*p<0.05 vs vehiculo; prueba de Dunnett).

La curva dosis-efecto en la fase Il corrobor6 que el efecto antinonociceptivo es dosis-dependiente en el
ensayo con la combinacion. Con estos resultados, se calculé la DEsy experimental que resultd en un valor de
24.14 mg/kg (figura 12).
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Figura 12. Curva dosis-efecto en la fase Il de la combinacién del extracto de M. charantia y naproxeno en el modelo de formalina aplicado en ratones.

Una vez conocidos los valores de la DEsq tedrica y experimental, se realizé un andlisis isobolografico para
determinar la posible interaccién entre los componentes de la combinacién analizada. El grafico se presenta
en la figura 13 y en él se puede observar el punto T que corresponde a la DEsq tedrica de la combinacion, la
linea recta que une las DEsg del naproxeno y el extracto indica las posibles combinaciones entre ambas
sustancias y que producen un efecto sumatorio. Por su parte, el punto E corresponde a la DEsp experimental
y que, al estar por debajo de la linea recta, nos esta indicando que esta presenta una interaccion de
potenciacion (sinergismo) entre el naproxeno y el extracto de Momordica charantia.

100 -
90 +
80 1
70
60
50
40
30
20
10

0

Extracto Momordica charantia
ED50

0 10 20 30
Naproxeno ED50

Figura 13. Isobolograma de la interaccion entre el extracto acuoso de Momordica charantia y naproxeno en el efecto antinociceptivo en el modelo de
formalina.

Conclusion

El extracto acuoso de M. charantia mostré tener una actividad antinociceptiva en las cuatro dosis evaluadas
en la segunda fase del modelo de la formalina en ratones, con una DEsy de 72.13 mg/kg. Ademas, la
administracion oral de la combinacién entre uno de los farmacos mas utilizados para el tratamiento del dolor
(naproxeno) y el extracto de M. charantia ocasiona una interaccion de potenciacién (sinergismo) en el efecto
antinociceptivo en el modelo empleado. Estos resultados indican que una posible incorporacion del extracto
o metabolitos especificos y propios del mismo a formulaciones en combinacién con farmacos como los AINEs

ISSN 2395-9797
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puede resultar en una estrategia terapéutica mucho mas efectiva para el tratamiento del dolor agudo,
moderado a severo, resultando necesario la elaboracion de mas ensayos, como el realizado que reafirmen
la evidencia experimental encontrada en este estudio.
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