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Resumen

El dolor es un sintoma frecuente que puede ser acompafado en algunos casos con inflamacion, se origina
con un estimulo nocivo y causa una reaccion inmediata de alarma. Para su tratamiento se utilizan
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y opioides, sin embargo, estos compuestos pueden originar 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 flavonoide Rutina de manera individual y en combinacion de Ibuprofeno, ademas de la
elaboracion de comprimidos de la combinacion. Para ello se empled la prueba de formalina como modelo de
induccion de nocicepcion. Se seleccionaron grupos de ratones, que fueron tratados previamente con
diferentes dosis de Rutina e Ibuprofeno para obtener la dosis efectiva 50 (DEso) de manera individual y en
combinacién. Posteriormente, se realizaron comprimidos de la combinacion entre Rutina e Ibuprofeno y se
realizo las pruebas de control de calidad de producto terminado.
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Introduccion

El dolor es una experiencia sensorial y emocional compleja asociada a dafo tisular real o potencial, que
representa uno de los principales motivos de consulta médica a nivel mundial. De acuerdo con la Asociacion
Internacional para el Estudio del Dolor," su persistencia o manejo inadecuado puede derivar en una reduccion
significativa de la calidad de vida de los pacientes, afectando su funcionalidad fisica, bienestar emocional y
desempefio social. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo considera un problema de salud publica,
tanto por su prevalencia como por sus implicaciones clinicas, econdmicas y sociales.

Desde el punto de vista terapéutico, el tratamiento del dolor se basa principalmente en dos grandes grupos
de farmacos: los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y los opioides. Los AINEs, como el Ibuprofeno,
diclofenaco y naproxeno, actian mediante la inhibicion de las enzimas ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2), lo
que reduce la sintesis de prostaglandinas responsables del dolor, la fiebre y la inflamacion. No obstante, su
uso prolongado esta asociado con efectos adversos como Ulceras gastricas, nefrotoxicidad y riesgo
cardiovascular?. Por otro lado, los opioides, como la morfina, son utilizados en casos de dolor intenso o
cronico; sin embargo, su uso conlleva riesgos elevados de tolerancia, dependencia, depresion respiratoria y
abuso.®>*4

Estas limitaciones han impulsado la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas que permitan mejorar la
eficacia analgésica y reducir los efectos adversos. En este contexto, los compuestos de origen natural han
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cobrado relevancia. Uno de los mas estudiados es la Rutina, un flavonoide presente en plantas como Ruta
graveolens, citricos y Cecropia hololeuca. La Rutina (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona-3-ramnoglucésido) ha
demostrado poseer propiedades antinociceptivas, antiinflamatorias y antioxidantes, con un perfil de seguridad
favorable frente a los analgésicos convencionales.

Estudios previos han revelado que la Rutina actia modulando distintas vias de sefalizacién implicadas en la
percepcion del dolor, incluyendo el sistema opioidérgico y la inhibicién de rutas inflamatorias como p38-
MAPK, NF-kB, COX-2 y la expresion de iNOS.%678 Ademas, su combinacién con analgésicos convencionales
como los AINEs puede generar efectos sinérgicos, lo que permite una reduccion en las dosis necesarias de
cada agente, disminuyendo asi los efectos secundarios.

El presente proyecto, titulado, se enfoca en explorar esta sinergia como una alternativa terapéutica
innovadora para el tratamiento del dolor. A través de estudios preclinicos en modelos murinos de dolor
inducido por formalina, se evalud la interaccion farmacoldgica entre Rutina e Ibuprofeno. Se determinaron
sus dosis efectivas (DEsg), y mediante analisis isobolografico se comprobé que la combinacién produjo una
inhibicion del dolor significativamente mayor al efecto aditivo esperado.

Con base en estos hallazgos, se propone el desarrollo de una formulacion soélida oral que combine Rutina e
Ibuprofeno, con el objetivo de mejorar la eficacia analgésica, reducir las dosis requeridas y minimizar los
efectos adversos asociados al uso crénico de AINEs. La combinacién de un flavonoide natural con un farmaco
sintético establecido representa un enfoque multifarmacoldgico con potencial clinico relevante. Los proximos
pasos del proyecto incluyen la optimizacién de la formulacién, estudios de estabilidad y evaluacion
farmacocinética, lo que abre camino hacia tratamientos mas seguros, efectivos y accesibles para el manejo
del dolor agudo y crénico.

Materiales y métodos

Animales de experimentacion

Para la realizacion de la evaluacion antinociceptiva se emplearon ratones de la cepa Balb-C con un peso
entre 25 y 30 g obtenidos del bioterio de la Division 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 produccién, cuidado y uso de los animales
de laboratorio).

Evaluacion de la interaccién analgésica

Para la evaluacion del efecto analgésica del Rutina, Ibuprofeno y la combinacion se empled el modelo de
induccion de dolor con formalina. El modelo se llevé a cabo conforme a lo estipulado por Dubuisson y Dennis

en 19778, los ratones se dividieron en grupos de 6 para cada dosis de cada compuesto.

Los ratones utilizados se ambientaron en cilindros de acrilico durante 3 dias previos al dia del experimento.
Los tratamientos se administraron por via oral (v.0.) a las siguientes dosis: Rutina (5, 25, 50 y 100 mg/kg),
Ibuprofeno (10, 25, 50 y 100 mg/kg). El grupo control recibié solucion salina. Transcurrida una hora desde la
aplicacion de los tratamientos se administré 30 pl de formalina al 3 % en el espacio intraplantar de la pata
derecha de los animales, posteriormente se colocaron en los cilindros de acrilico con espejos para su
observacion. El efecto para cuantificar fue el tiempo de lamida total en dos periodos, correspondientes a las
dos distintas fases de dolor, fase 1 (neuralgico; 0-15 min) e fase 2 (inflamatorio; 15-45 min).

Los resultados obtenidos de la segunda fase se emplearon para el calculo de la dosis efectiva 50 (ED50) de
los tratamientos con Rutina e Ibuprofeno mediante regresion lineal. Los datos se presentan 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 considero estadisticamente significativos valores de P < 0.05. Todos los
calculos se realizaron con el programa NCSS8.
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La determinacion del porcentaje de antinocicepcion para cada compuesto y/o combinacion en sus diferentes
dosis se realiz6 con la siguiente férmula:

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

% antinocicepcion = 100

T. de lamida sin farmaco

Finalmente, se determiné la interaccion de la combinacion de los farmacos mediante analisis isobolografico.
Formulacion

Para la realizacion de la formulacion del comprimido se utilizaron las dosis a partir de los resultados obtenidos
en el presente estudio y en base a la dosis que se utiliza actualmente en el tratamiento del dolor, la

composicion de la formulacién se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion de la formulacion del comprimido Rutina/Ibuprofeno.

Componente Funcion Cantidad (g)
Ibuprofeno Principio Activo (PA) 20
Rutina Principio Activo (PA) 10
Celulosa Microcristalina (CMC) Aglutinante 75
Estearato de Magnesio Lubricante 3.0
Talco Deslizante 6.0
Carboximetilcelulosa Sodica Disgregante 24

Cantidades pesadas para la elaboracion de 100 comprimidos con una dosis aproximada de 200 mg de
Ibuprofeno y 100 mg de Rutina.

Pesado de componentes:

Todos los componentes fueron pesados individualmente con precision utilizando una balanza analitica.

Mezclado en seco:

Todos los componentes fueron colocados en un mismo recipiente con tapa. La mezcla se realizd en un
mezclador de cubo durante 15 minutos continuos para garantizar una distribucion homogénea de todos los
componentes. Este tiempo de mezclado extendido aseguré la completa integracién de los componentes.

Compresion

La mezcla final fue comprimida en una maquina de tabletas de un solo punzén, utilizando herramientas de
compresion. La presion de compresion fue ajustada mediante pruebas preliminares para obtener tabletas con
una dureza 6ptima entre 3-5 kgf

Control de calidad

Se realizé una evaluacion de 4 parametros de calidad, los cuales fueron dureza, tiempo de desintegracion,
friabilidad y uniformidad de peso.

Para la dureza se determino utilizando un durémetro tipo Stokes, aplicando fuerza gradual hasta observar la
fractura de la tableta. Se evaluaron 10 tabletas seleccionadas aleatoriamente y los resultados se expresaron
como promedio + desviacion estandar.
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Para la evaluacion de uniformidad de peso, se pesaron individualmente 20 tabletas utilizando una balanza
analitica con precision de 0.0001 g. Se calcularon el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion
para evaluar la consistencia en el peso de las unidades.

En cuanto a friabilidad, se evalué sometiendo 20 tabletas a 20 rpm. Se calculd el porcentaje de pérdida de
peso comparando el peso inicial y final del conjunto de tabletas.

El estudio de disolucion se llevé a cabo con el equipo de desintegracion previamente acondicionado a 37°C,
simulando las condiciones del tracto gastrointestinal. Se colocaron 6 tabletas en cada tubo canastillo del
equipo y se sumergieron en 900mL de HCI 0.1N El ensayo se llevé en un tiempo programado de 10 minutos,
observando visualmente la desintegracion completa de cada tableta

Resultados y discusion

El efecto analgésico de Rutina, Ibuprofeno y la combinacién de las DEs, se cuantificd en términos del efecto
antinociceptivo de cada dosis en la fase 2 (figuras 1), que corresponde con la presencia de mediadores
quimicos como la bradicidina, histamina, prostaglandinas, serotonina, taquicidinas, leucotrienos, entre otros®.
El efecto encontrado para Rutina e Ibuprofeno fue dosis dependiente, alcanzandose un mayor porcentaje de
antinocicepcion para las dosis altas de ambos farmacos (Rutina 100 mg/kg-68.14% e Ibuprofeno 100 mg/kg
80.23%).

Las dosis efectivas 50 obtenidas por regresion lineal para Rutina e Ibuprofeno fueron DEs;=39.05 mg/kg y
DEsp=36.17 mg/kg, respectivamente.
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Figura 1. Efecto antinociceptivo en la fase 2 de Rutina e Ibuprofeno para distintas dosis en el modelo de formalina en ratones. Las barras representan
el promedio + EEM (*P < 0.05 vs vehiculo).

De la evaluacion de la combinacion de las DEsp de Rutina e Ibuprofeno, se encontré un efecto porcentaje de
antinocicepcion del 62.78%, lo cual es un signo claro de la sinergia existente entre ambos farmacos (Figura
2).
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El analisis isobolografico de la coadministracion de Rutina e Ibuprofeno 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 DEs
tedrica (37.61 mg/kg) y la experimental (23.78 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 Rutina-
Ibuprofeno presenta una interaccién farmacolégica de sinergismo de potenciacion (figura 2). EI 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 fisioldgicas que convergen en el
mismo efecto terapéutico o una interaccion farmacocinético, donde algunos de los procesos de absorcion,
distribucién, metabolismo y eliminacién pudiera verse modificado. °
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Figura 2 Efecto antinociceptivo en la fase 2 de Rutina e Ibuprofeno para distintas dosis en el modelo de formalina en ratones. Las barras representan
el promedio + EEM (*P < 0.05 vs vehiculo) Parte superior. Parte inferior, Isobolograma que describe la interaccién sinérgica entre Rutina e Ibuprofeno
en el modelo de formalina en ratones. E= dosis experimental (23.78) y T= dosis teérica (37.61).

Una vez que se analiz6 la actividad antinociceptica de la combinacion Rutina/lbuprofeno, se determind si las
caracteristicas de los excipientes utilizados eran viables para la formulacién. En la figura 3 se muestra una
imagen demostrativa de las tabletas de el lote formulado y utilizado para la realizaciéon de las pruebas de
calidad.
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Los parametros de calidad evaluados fueron uniformidad de peso, tiempo de desintegracion, dureza y
friabilidad; se llevaron a analisis de calidad 20 comprimidos en friabilidad y 10 en dureza, 20 comprimidos
para uniformidad de peso. Los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Parametros de calidad de los comprimidos en Ibuprofeno/Rutina.

Parametro Valor Promedio Desviacion
Estandar

Dureza (kgf) 6.56 +2.16

Uniformidad de 0.492 +0.029
peso (9)

Friabilidad (%) 0.57 -

Tiempo de 3 Menos de 5 min. -
desintegracion 3 Menos de 10

min.

Figura 3. Comprimidos de la combinacién de Rutina/buprofeno

Los parametros evaluados en las tabletas de Ibuprofeno-Rutina muestran caracteristicas farmacotécnicas
adecuadas para su uso como forma farmacéutica solida.

La dureza promedio de 6.56 + 2.16 kgf indica que las tabletas poseen suficiente resistencia mecanica para
su manipulacioén. La variabilidad observada podria estar relacionada con el proceso manual de compresion
utilizado.

La uniformidad de peso (RSD 5.89%) demuestra una buena reproducibilidad en el proceso de fabricacion, lo
que confirma la efectividad del método de mezcla empleado. Esto sugiere que la distribucién de los
componentes fue homogénea, a pesar de no haberse realizado el proceso por etapas.

Los tiempos de disolucion completos (<10 minutos en todas las tabletas) son relevantes, ya que se trata de
una formulacion de liberacién rapida.

La baja friabilidad corrobora la integridad estructural de las tabletas, indicando que mantendran sus
propiedades fisicas durante el manejo y la distribucion.

Con todo lo anterior es importante destacar que en este trabajo se pudo evaluar la interaccion
farmacodinamica de la combinaciéon entre Rutina e Ibuprofeno en un modelo de dolor inflamatorio,
demostrando tener una interaccion de tipo potenciacion, con los resultados obtenidos se pudo realizar un lote
piloto de dicha combinacion y aunque los resultados de las pruebas de calidad son buenos, es necesario
realizar algunas pruebas mas de calidad como lo es la uniformidad de contenido de principio activo y en su
caso poder realizar un lote de mayor cantidad de comprimidos para verificar la reproducibilidad en el proceso
de elaboracion.
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Conclusiones

La combinacion farmacolégica de las dosis efectivas 50 de Rutina e Ibuprofeno demostré una disminucién de
la nocicepcion en el modelo de la formalina; ademas dicha combinacién presentd una interaccion sinérgica
de tipo potenciacion, por lo cual podria ser utilizada a futuro como una nueva alternativa para el tratamiento
del dolor con la utilizacion de un AINE (lbuprofeno) y un flavonoide (Rutina).

En el presente proyecto se realizaron unos comprimidos de la combinacién de Rutina con Ibuprofeno, los
resultados obtenidos en el control de calidad de los comprimidos de la combinacién de Ibuprofenoy
Rutina demostraron que la formulacion desarrollada cumple con los requerimientos farmacéuticos
minimos establecidos para este tipo de forma farmacéutica. La evaluacion de las propiedades fisicas mostro
una dureza promedio de 6.56 + 2.16 kdf, indicando una resistencia mecanica un poco elevada para su
manipulacion y distribucion. La uniformidad de peso presentd un coeficiente de variacion del 5.89%,
confirmando la homogeneidad en la dosificacion de los principios activos, por lo que estos resultados servirian
de base para realizar nuevas formas farmacéuticas de la combinacién de Rutina con Ibuprofeno, o con otro
tipo de AINE.
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