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Resumen

El dolor es una sensacion no placentera asociada a diversas patologias, su tratamiento consiste
béasicamente en analgésicos antiinflamatorios de tipo no esteroideo y de tipo opioide, sin
embargo, el uso prolongado de estos se asocia a efectos colaterales que pueden ser graves. 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 Dexketoprofeno de manera
individual y en combinacion de las DEso, ademas de la elaboracion de comprimidos de la
combinacion. Para ello se emple6 la prueba de formalina como modelo de induccion de
nocicepcién. Se seleccionaron grupos de ratones, que fueron tratados previamente con
diferentes dosis de Rutina y Dexketoprofeno para obtener la dosis efectiva 50 (DEso) de
manera individual y en combinacion. Posteriormente, se realizaron comprimidos de la
combinacion entre Rutina y Dexketoprofeno, y por ultimo se realizaron las pruebas de control
de calidad.
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253



DEVELOPMENT, EVALUATION, AND FORMULATION OF
ANALGESIC COMBINATIONS

Abstract

Pain is an unpleasant sensation associated with various pathologies. Its treatment consists
primarily of non-steroidal anti-inflammatory drugs and opioid. However, prolonged use
of these drugs is associated with potentially serious side effects. Medicinal plants, fruits,
and molecules extracted from plants or fruits exhibit anti-inflammatory and analgesic
properties. With this approach, the objective of this study was to evaluate the
antinociceptive effect of the flavonoid Rutin and Dexketoprofen, both individually and
in combination (EDso), in addition to the preparation of tablets containing the
combination. For this purpose, the formalin test was used as a nociception induction
model. Groups of mice were selected and pretreated with different doses of Rutin and
Dexketoprofen to obtain the effective dose 50 (EDso) individually and in combination.
Subsequently, tablets containing the combination of rutin and dexketoprofen were

prepared, and finally, quality control tests were performed.

Keywords: Antinociception; Rutin; Dexketoprofen; Isobolographic Analysis.
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1. Introduccién

El organismo cuenta con un sistema
especializado cuya funcion principal es
detectar posibles amenazas que puedan
alterar su equilibrio, permitiéndole reaccionar
de manera protectora frente a estimulos
dafiinos (Guyton, 1991). Esta capacidad
defensiva se manifiesta a través de una
experiencia  sensorial 'y  emocional
desagradable que suele localizarse en una
parte especifica del cuerpo y estd asociada
con procesos que lesionan o pueden lesionar
los tejidos (Vanderah, 2007). Dicha
manifestacion representa uno de los sintomas
mas relevantes en diversas enfermedades y
constituye una de las principales razones por
las que los pacientes buscan atencion medica

(Melzack y Katz, 2006).

Dependiendo de su duracion, el dolor puede
clasificarse en dos tipos principales. El
primero es el dolor agudo, que tiene una
duracion corta y se presenta de manera
inmediata tras la activacion de los
nociceptores; su funcion es bioldgicamente
protectora. El segundo es el dolor crénico, el
cual puede persistir por largos periodos
incluso después de que la causa inicial haya
desaparecido, y ya no tiene una funcion

protectora, lo que afecta negativamente la

calidad de vida del paciente (Melzack y Katz,
2006).

La deteccion del dolor implica un proceso en
el que un estimulo nocivo activa receptores
sensoriales especificos conocidos como
nociceptores, lo que genera una respuesta
inmediata en el organismo. En algunos casos,
esta sefial puede desencadenar un proceso
inflamatorio o neuropético (Garrido y col.,
2007).

El tratamiento del dolor suele incluir dos tipos
de medicamentos: los opioides, que actdan
sobre el sistema nervioso central mediante
receptores , y los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES), que inhiben las enzimas
ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2) (Katzung
y col., 2013). Aunque son eficaces, estos
medicamentos pueden causar efectos
adversos importantes, como dependencia en
el caso de los opioides, y dafio
gastrointestinal, como Ulceras 0 hemorragias,
en el caso de los AINEs (Mendoza, 2008).

Debido a estas limitaciones, es importante
seguir investigando alternativas terapéuticas
que mantengan la eficacia analgésica sin
provocar tantos efectos secundarios. Una

opcién prometedora es el uso de compuestos
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de origen natural con propiedades
medicinales. Las plantas han demostrado ser
una fuente rica en moléculas con efectos
analgésicos y antiinflamatorios (Calixto,

2000).

Un compuesto vegetal que ha mostrado
potencial es la Rutina, un flavonoide
compuesto por quercetina y rutinosa. Se
encuentra en diversas especies vegetales
como Ruta graveolens, Rheum, Asparagus y
(Ensminger,  1993).

Tradicionalmente, la Rutina ha sido utilizada

varios  citricos
como analgésico, antiinflamatorio,
antiespasmadico, antiparasitario y ansiolitico,
ademas de ser atil en el tratamiento de
enfermedades  vasculares como la
insuficiencia venosa cronica, varices y

trombosis (Lapa y col., 2009).

El dolor esta relacionado con diversas
patologias y representa un problema de salud
publica en México, tanto por el impacto en la
calidad de vida como por los altos costos
econdémicos asociados a su tratamiento.
Ademas, los efectos secundarios de los
medicamentos convencionales han llevado a
buscar nuevas estrategias terapéuticas. Una
de estas consiste en la combinacion de AINEs

con opioides en dosis mas bajas, que logra

mantener el efecto analgesico reduciendo los
efectos adversos. Otra opcion interesante es
combinar farmacos convencionales con
compuestos naturales como la Rutina (Mifio
y col., 2002).

Estudios recientes han demostrado que la
Rutina puede potenciar el efecto analgésico
de medicamentos como el paracetamol vy
varios AINEs, incluyendo naproxeno,
diclofenaco y ketorolaco (Lapay col., 2009).
Estas combinaciones han mostrado una
reduccion significativa de la produccion de
6xido nitrico (NO) en modelos celulares, asi
como una disminucion en la respuesta
dolorosa en modelos animales, lo que indica
una interaccién sinérgica entre estos

compuestos.

Tambien se ha evaluado la combinacion de
Rutina con naproxeno, diclofenaco y
ketorolaco en un modelo animal de dolor
inducido por acido acético, donde se
administraron diferentes dosis de ambos
compuestos por via oral. Se observo que las
combinaciones en proporciones 1:1, 1:3y 3:1
lograron un efecto analgésico mayor que el
obtenido con cada compuesto por separado

(Alonso Castro y col., 2017; Zapata Morales
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y col., 2021), lo que refuerza la idea de una

interaccion sinérgica (Lapa y col., 2009).

Por todo lo anterior, el objetivo del presente
trabajo es evaluar el efecto antinociceptivo de
la Rutina utilizando el modelo de formalina,
con el fin de determinar la dosis efectiva 50
(DEso) de Rutina, Dexketoprofeno y la
combinacion de las DEsp de los dos
tratamientos evaluados. Posteriormente, se
realizaron comprimidos de la combinacion
entre Rutina y Dexketoprofeno, y por Gltimo
se realizaron las pruebas de control de

calidad.

2. Materiales y métodos
2.1 Animales de experimentacion

Para la evaluacion antinociceptiva de Rutina,
Dexketoprofeno y la combinacion, se
utilizaron ratones de la cepa Balb-C con un
peso entre 25y 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-Z0O0-

1999 (Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio).

3. Evaluacion de la interaccion analgésica

Para la evaluacion del efecto analgésica del
Rutina, Dexketoprofeno y la combinacién se
empled el modelo de induccion de dolor con
formalina. ElI modelo se llevd a cabo
conforme a lo estipulado por Dubuisson y
Dennis en 1977, 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), Dexketoprofeno (25, 50, 100 y 200
mg/kg). El grupo control recibié solucion
salina. Transcurrida una hora desde la
aplicacion de los tratamientos se administro
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
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dolor, fase 1 (neurélgico; 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 (DEso) de los tratamientos con
Rutina e Dexketoprofeno 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 realizé un
ANOVA vy una prueba post hoc de Dunnett.
Se considero estadisticamente significativos
valores de P < 0.05. Todos los calculos se

realizaron con el programa NCSSS.

La determinacién del porcentaje de
antinocicepcion para cada compuesto y/o
combinacion en sus diferentes dosis se realizo

con la siguiente férmula:

T.lamida sin firmaco — T.lamida con firmaco

% antinocicepcion = - —
P T.de lamida sin farmaco

+*100

Finalmente, se determind la interaccion de la
combinacion de los farmacos mediante

analisis isobologréafico.
4. 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 formulacion se muestra en
latabla 1.

Tabla 1. Composicion de la formulacion del

comprimido Rutina/Dexketoprofeno.

Componente Funcion g
Dexketoprofeno Principio 20
Activo (PA)
Rutina Principio 10
Activo (PA)
Celulosa Aglutinante 75

Microcristalina

(CMC)
Estearato de Lubricante 3.0
Magnesio
Talco Deslizante 6.0

Carboximetilcelulosa Disgregante 2.4

Sadica

Los comprimidos se prepararon por el
método de compresién directa, de acuerdo
con el esquema mostrado en la Figura 1.
Una vez preparados los comprimidos, se
realizaron pruebas de calidad
correspondientes a dureza, dimensiones y

uniformidad de peso.
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Mezclar:
(1) PA+ Aglutinante +

Cernir |—w

[—| Compresion

Desintegrante
(2) Deslizante
(3) Lubricante

Figura 1. Pasos para la elaboracion del

comprimido.

Se prepar6 un lote de placebo con el proposito
de evaluar si los excipientes seleccionados
eran adecuados para su uso en la formulacién
(figura 2).

Figura 2. Comprimidos placebo.

5. Control de calidad

Se realizé una evaluacion de 4 pardmetros
de calidad, los cuales fueron dureza, tiempo
de desintegracion, friabilidad y

uniformidad de peso.

Para la dureza se determino utilizando un
durometro 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 *

desviacién estandar.

Para la evaluacion de uniformidad de peso,
se pesaron individualmente 20 tabletas
utilizando una balanza analitica con
precisién de 0.0001 g. Se calcularon el
promedio, desviacion  estandar vy
coeficiente de variacion para evaluar la

consistencia en el peso de las unidades.

En cuanto a friabilidad, se evalud
sometiendo 20 tabletas a 20 rpm. Se calcul6
el porcentaje de pérdida de peso
comparando el peso inicial y final del

conjunto de tabletas.

El estudio de desintegracion 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 llevo en un tiempo programado
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de 10 minutos, observando visualmente la

desintegracion completa de cada tableta.

6. Resultados y discusion

ElI efecto analgésico de Rutina,
Dexketoprofeno y la combinacion de las
DEso, se cuantificd en términos del efecto
antinociceptivo de cada dosis administrada
en la fase 2 (figura 3), que corresponde con
la presencia de mediadores quimicos como
la bradicidina, histamina, prostaglandinas,
serotonina, taquicidinas, leucotrienos,
entre otros (Hernandez-Leon y col., 2016).
El efecto encontrado para Rutina y
Dexketoprofeno fue dosis dependiente,
alcanzandose un mayor porcentaje de
antinocicepcion para las dosis altas de
ambos farmacos (Rutina 100 mg/kg-
68.14% vy Dexketoprofeno 200 mg/kg

81.69%).

Las dosis efectivas 50 obtenidas por
regresion  lineal para  Rutina e
Dexketoprofeno fueron DEso=39.05 mg/kg
y DEs0=72.88 mg/kg, respectivamente.

Figura 3. Efecto antinociceptivo en la fase 2
de Rutina y Dexketoprofeno 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 combinacién de las
DEso de Rutina y Dexketoprofeno, se
encontré un efecto en porcentaje de
antinocicepcion del 77.04%, lo cual es un
signo claro de la sinergia existente entre

Rutina y Dexketooprofeno (Figura 4).
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Figura 4. Efecto antinociceptivo
en la fase 2 de Rutina'y
Dexketoprofeno 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 interaccion sinérgica
entre Rutina y Dexketoprofeno en
el modelo de formalina en ratones.
E= dosis experimental (24.45
mg/kg) y T= dosis tedrica (55.97

mg/kg).

El  andlisis  isobolografico de la
coadministracion de Rutina y
Dexketoprofeno demostré un significativo
aumento en el 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 (55.97 mg/kg) vy la
experimental (24.45 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 combinacién
Rutina-Dexketoprofeno presenta una
interaccion farmacoldgica de sinergismo de
potenciacion (figura 4). 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 mMa&s vias
fisiolégicas que convergen en el mismo
efecto terapéutico 0 una interaccién
farmacocinético, donde algunos de los
procesos de absorcion,  distribucion,
metabolismo y eliminacion pudiera verse
modificado (Alonso Castro y col., 2017,
Zapata Morales y col., 2021).

Una vez que se analizd la actividad

antinociceptica de la  combinacion
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Rutina/Dexketoprofeno, y se determind si las
caracteristicas de los excipientes utilizados
eran viables para la formulacion. En la figura
5 se muestra una imagen demostrativa de las
tabletas del lote formulado de la combinacion
de Rutina/Dexketoprofeno y utilizado para la
realizacion de las pruebas de calidad.

Los parametros de calidad evaluados fueron
uniformidad de  peso, tiempo de
desintegraciéon, dureza y friabilidad; se
llevaron a andlisis de calidad de 20
comprimidos en friabilidad y 10 en dureza, 20

comprimidos para uniformidad de peso.

Los resultados se muestran en la tabla 2.

Figura 5. Comprimidos de Rutina 'y
Dexketoprofeno.

Tabla 2. Parametros de calidad de los
comprimidos elaborados de

Dexketoprofeno/Rutina.

Parametro Valor Desviacion
Promedio Estandar

Dureza (kgf) 5.9 -

Uniformidad 0.518 +0.02

de peso (g)

Friabilidad (%) 0.20 -

Tiempo de <1minuto -

desintegracion

Los parametros evaluados en las tabletas de
Dexketoprofeno-Rutina muestran
caracteristicas farmacotécnicas adecuadas

para su uso como forma farmacéutica sélida.

La dureza promedio de 5.9 kgf indica que las

tabletas poseen suficiente  resistencia
mecénica para su manipulacion. La
variabilidad  observada  podria  estar
relacionada con el proceso de compresion

utilizado.

La uniformidad de peso (0.518 g) demuestra
una buena reproducibilidad en el proceso de
fabricacion, lo que confirma la efectividad del
método de mezcla empleado. Esto sugiere

que la distribucion de los componentes fue
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homogénea, a pesar de no haberse realizado

el proceso por etapas.

Los tiempos de desintegracion completos (<1
minuto en todas las tabletas) son relevantes,
ya que se trata de una formulacion de
liberacion rapida o inmediata.

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
combinacion entre Rutina y Dexketoprofeno
en un modelo de dolor inflamatorio,
demostrando tener una interaccion de tipo
potenciacidn, 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 més 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.

7. Conclusiones

La combinacién farmacolégica de Rutina y
Dexketoprofeno demostr6 una disminucion
de la nocicepcion en el modelo de la
formalina; ademas presentd una interaccion

sinérgica de tipo potenciacion.

Los resultados obtenidos en el control de
calidad de los comprimidos de
Dexketoprofeno/Rutina demostraron que la
formulacion desarrollada cumple con los
requerimientos farmacéuticos minimos de
calidad. Por lo que es importante realizar las
pruebas que demuestren la calidad de nuestra

formulacion.
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