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Resumen

El dolor es un sintoma frecuente, se origina con un estimulo nocivo y causa una reaccion inmediata de alarma, en algunos
casos da como resultado un proceso inflamatorio. Para su tratamiento se utilizan antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
y opioides, sin embargo, estos compuestos presentan efectos colaterales. Por tal motivo es importante continuar buscando
moléculas que pudieran tener efecto analgésico y/o antiinflamatorio igual o mejor que los farmacos que se utilizan
actualmente, pero con menores efectos colaterales. Las plantas medicinales, frutos y moléculas extraidos de plantas o
frutas presentan propiedades antiinflamatorias y analgésicas. Con este planteamiento, el objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto antinociceptivo de un extracto etanélico de Momordica charantia y su interaccion de farmacolégoica
con el diclofenaco. Para ello se empled el test de formalina como modelo de induccion de nocicepcion. Se seleccionaron
grupos de ratones, que fueron tratados previamente con diferentes dosis del extracto de momordica charantia para obtener
la dosis efectiva 50 (DEso) de manera individual. Posteriormente fueron analizados en base al % de antinocicepcion. Los
resultados muestran una DEso de 65.61 mg/kg en la fase 2 del extracto de Momordica charantia.
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Abstract

Pain is a frequent symptom, it originates with a noxious stimulus and causes an immediate alarm breaction, in some cases
resulting in an inflammatory process. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and opioids are used for its
treatment; however, these compounds present side effects. For this reason, it is important to continue searching for
molecules that could have the same or better analgesic and/or anti-inflammatory effect than the drugs currently used, but
with less side effects. Medicinal plants, fruits and molecules extracted from plants or fruits present anti-inflammatory
and analgesic properties. With this approach, the aim of the present study was to evaluate the antinociceptive effect of an
ethanolic extract of Momordica charantia and its pharmacological interaction with diclofenac. For this purpose, the
formalin test was used as a nociception induction model. Groups of mice were selected and pretreated with different
doses of Momordica charantia extract to obtain the effective dose 50 (DEso) individually. They were then analyzed on
the basis of % antinociception. The results show a DE50 of 65.61 mg/kg in phase 2 of Momordica charantia extract.

Introduccion

La Asociacion Internacional para el Estudio del dolor (IASP, por sus siglas en inglés), define al dolor como una
experiencia sensorial desapacible proveniente de una lesion potencial o real, en la cual genera una serie de reacciones
motoras del organismo, desencadenando un aprendizaje de evitar estas sensaciones gestando comportamientos en las
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especies.I*' El dolor es la causa mas frecuente de consulta médica y el motivo mas habitual de solicitud de medicamentos
sin receta, ya que su mecanismo de defensa, consta de detectar y localizar los procesos que dafian las estructuras
corporales, y se clasifica en funcion de diversos criterios, tales como: segtn su duracion: dolor agudo y dolor crénico;
segun su origen: dolor nociceptivo, dolor neuropatico y dolor psicégeno; segin su localizacion; segun su curso; segun su
intensidad; y segln su sensibilidad al tratamiento.[®]

A partir del tratamiento farmacol6gico, se utilizan los analgesicos, tales como los AINEs, los cuales son de primera
eleccion en el dolor nociceptivo, especialmente cuando existe un componente inflamatoriol®. Los analgésicos poseen la
habilidad de reducir los sintomas de dolor, sin embargo, estos tienen efectos secundarios que pueden resultar dafiinos
para la salud, por lo tanto, es necesario buscar alternativas que cumplan con el objetivo de reducir las sensaciones de
dolor, teniendo como alternativas las plantas medicinales que en sinergia con medicamentos, puedan ayudar a obtener
los mismos resultados analgésicos, reduciendo su dafio al organismo. Alternativas al diclofenaco, el cual es un analgésico
de venta libre, clasificado como medicamento antiinflamatorio no esteroide (AINE)!, indicado por via oral e
intramuscular para el tratamiento de sintomas de dolor leve moderado, la fiebre, los cuadros de inflamacién en pacientes
mayores de 14 afios?y ademas, es uno de los mas efectivos para el alivio de los dolores musculoesqueléticos!®, existe
Momordica charantia, conocida como melén amargo, es una planta que tiene caracteristicas medicinales,
especificamente en las semillas, teniendo propiedades hipoglucémicas, antivirales, antitumorales y antioxidantes [81
Respecto al mecanismo de accion del farmaco, algunos autores indican que Momordica charantia incrementa el nimero
de células beta en el pancreas, mientras que otros han demostrado una actividad semejante a la insulina o de incremento
de su liberacion. Por tanto, la accion hipoglucemiante podria producirse por mecanismos pancreaticos y
extrapancreaticos, con aumento de la recaptacion de glucosa por los tejidos y de la sintesis de glucégeno en el higado y
musculos. [']

Se comparan diferentes extractos de plantas medicinales con el objetivo de comparar su eficacia con el control de
formalina, esta prueba es un ensayo para la nocicepciont, el cual se aplica una solucién de formalina al 3% en la pata
del roedor B,

Materiales y Métodos
Reactivos

Extracto acuoso de Momordica charantia (donacién por el Dr. Othoniel Hugo Aragon Martinez de la UASLP),
diclofenaco y formalina adquirida de Sigma Aldrich.

Animales y normas éticas

EI Comité de Etica Institucional aprob6 todos los procedimientos y protocolos con animales realizados en la Division de
Ciencias Naturales y Exactas, los experimentos se realizaron de acuerdo con lo establecido en la NOM 062-Z001999
(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 la administracién de un estimulo (formaldehido diluido) de dolor en la zona
administrada como lo es formalina al 3% el cual va a promover la presencia de una sensacion de dolor continuo y similar
a un dolor clinico.F!

Antes de la prueba, los ratones se dividieron en grupos segin la dosis experimental a probar de extracto, diclofenaco o
extracto/diclofenaco, 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 diclofenaco con las siguientes dosis: 12.5, 25,
50 y 100 mg/kg, fue administrado via oral a otros cuatro grupos. A los Gltimos cuatro grupos se les administré de manera
oral una combinacion del extracto etandlico de M. charantia con diclofenaco con dosis de 5.9, 11.8, 23.6 y 47.1 mg/kg.
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Para realizar la prueba de formalina, se inyect6 subcutaneamente formalina al 3% en la superficie dorsal de la pata trasera
derecha. Inmediatamente después de la inyeccidn 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 resulto en una necesidad de lamidas de pata por parte de los ratones. El comportamiento del dolor
y evaluacion del efecto antinociceptivo fue monitoreado por un periodo de 45 minutos; el tiempo de lamidas de la pata
inyectada se cuantifico en intervalos de 5 minutos comenzando en el tiempo 0. Se observé que la formalina produce una
respuesta dolorosa en dos fases, en donde la fase | de corta duracion debido a la activacion de las fibras C comenz6
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 inici6 a los 10 minutos y termin6 hasta los 45 minutos del
experimento.[t

Anadlisis de datos

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

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

% antinoci » T.de lamida sin farmaco — T.de lamida con farmaco 100
antinocicepciéon = - x
0 p T.de lamida sinfarmaco

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

Resultados y Discusion

Con la finalidad de determinar el tipo de interaccion farmacoldgica entre el extracto etan6lico de Momordica charantia
y el diclofenaco, uno de los AINEs mas utilizados dentro de la farmacoterapia del dolor, se evalu6 el efecto
antinociceptivo primeramente del extracto de Momordica charantia y del diclofenaco por separado, para posteriormente
evaluar el efecto de la combinacion, empleando el modelo de la formalina en ratones.

Evaluacién del efecto antinociceptivo

Tanto la administracion individual de diclofenaco, 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 bifésica de lamida/mordisqueo de la extremidad dafiada del raton.

Primeramente, el efecto antinociceptivo tanto del extracto de M. charantia como del diclofenaco se evalu6 empleando
cuatro dosis diferentes, en qué se puede observar el perfil tipico del modelo, el cual comienza con un aumento nociceptivo
en los primeros cinco minutos de evaluacién, reflejado en el aumento de tiempo de lamida (fase 1); seguido de una
disminucién del dolor (efecto antinociceptivo) en las concentraciones empleadas (fase I1), se puede apreciar que tanto el
extracto como el farmaco disminuyen de manera dosis dependiente la conducta nociceptiva.

Debido a la naturaleza del modelo empleado, los AINEs como el diclofenaco tiene efectos limitados en la primera fase
de esta prueba, solo considerando 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 (DE50). EI método empleado para calcular la DE5S0 del extracto de
M. charantia asi como del diclofenaco administrados individualmente indica que Unicamente se deben utilizar los datos
de % de efecto en funcién 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 farmaco (Figura 1) y del extracto (Figura 2 ) se lograron estimar las DE50, obteniendo un valor de 65.61 mg/kg para
el extracto de M. charantia y de 28.66 mg/kg para el diclofenaco.

Tabla 1 .Efectos de la dosis del extracto de Momordica charantia

Dosis (mk/kg) Efecto antinociceptivo
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25 24.38
50 41.72
100 57.08
200 85.38

% EFECTO ANTINOCICEPTIVO

ca3R8858833883

| Momordica charantia

] 'y

T DE50=65.61 'y

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
LOG DOSIS

Figura 1. Curva Dosis-efecto en la fase 11 del extracto de M. Charantia en el modelo de formalina aplicada en ratones.

Tabla 2. Efecto antinociceptivo del Diclofenaco

Dosis (mk/Kkg) Efecto antinociceptivo
125 27.29618
25 43.55005
50 67.95666
100 85.19092
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100 -
Diclofenaco

70 -
DE50= 28.66 mg/kg

10

0 . . .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

LOG DOsSIS

% EFECTO ANTINOCICEPTIVO
888883

Figura 2. Curva Dosis-efecto en la fase Il del diclofenaco en el modelo de formalina aplicada en ratones.

Interaccion analgésica y analisis isobolografico

A continuacion, se llevo a cabo la evaluacion antinociceptiva de la combinacion entre el diclofenaco y el extracto de M.
charantia a través de la administracion de cuatro dosis preparadas con diferentes proporciones de ambas sustancias (tabla
3). Para llegar a estos valores fue necesario calcular primero la DEso tedrica de la combinacién tomando como referencia
los valores la dosis efectiva 50 calculada de forma independiente tanto para el tratamiento farmacolégico (diclofenaco)
como el extracto, el valor obtenido en este caso fue de 47.1 mg/kg. Las dosis de la combinacion se prepararon
manteniendo las proporciones antes mencionadas, tomando como la dosis més alta de prueba el valor estimado para la
DEso tedrica.

Tabla 3. Diluciones en proporciones fijas de la combinacion de diclofenaco y extracto de M. charantia preparadas a
partir de los valores individuales de las DEso.

Proporcién en la combinacion Diclofenaco Extracto de M. Dosis total combinacion
(ma/kg) charantia (mg/kg) (mg/kg)

DEso (DIC) + DEso (EXT)/2 14.3 328 471

DEso (DIC) + DEso (EXT)/4 7.2 16.4 23.6

DEso (DIC) + DEso (EXT)/8 3.6 8.2 11.8

DEso (DIC) + DEso (EXT)/16 1.8 4.1 5.9

DIC =Diclofenaco; EXT=Extracto de Momordica charantia

En la figura 3, la curva dosis-efecto en la fase 1l corroboré que el efecto antinonociceptivo es dosis-dependiente en el
ensayo con la combinacion. Con estos resultados, se calcul6 la DEso experimental que resultd en un valor de 21.75 mg/kg.
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Figura 3. Curva Dosis-efecto en la fase 11 de la combinacion del extracto de M. Charantia y diclofenaco en el modelo de formalina aplicada en

ratones.

Una vez conocidos los valores de la DEso tedrica y experimental, se realiz6 un analisis isobologréafico para determinar la
posible interaccion entre los componentes de la combinacion analizada. El gréfico se presenta en la figura 4 y en él se
puede observar el punto T que corresponde a la DEso tedrica de la combinacion, la linea recta que une las DEso del
diclofenaco 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 DEso experimental y que, al estar por debajo de la linea recta, nos esta indicando
que esta presenta una interaccion de potenciacion (sinergismo) entre el diclofenaco y el extracto de Momordica charantia.

100
90 A
80 A
70 4
60 A
50 A
40 +
30 A
20 A
10 -
0

EAMM EDs,

4= E

0 10 20 30
Diclofenacog,

Figura 4. Isobolograma de la interaccion entre el extracto acuoso de M. Charantia y diclofenaco en el efecto antinociceptivo en el modelo de
formalina aplicada en ratones.
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Conclusiones

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 DEso de 65.61 mg/kg. Ademas, la administracion oral de la
combinacién entre uno de los farmacos mas utilizados para el tratamiento del dolor diclofenaco y el extracto de M.
charantia ocasiona una interaccion de potenciacion (sinergismo) en el efecto antinociceptivo en el modelo empleado.
Estos resultados indican que una posible incorporacién del extracto o metabolitos especificos y propios del mismo a
formulaciones en combinacion con farmacos como los AINEs 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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