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RESUMEN

Introduccion: La dismenorrea primaria es el dolor asociado con la menstruacién; es una
patologia de alta prevalencia cuya patogénesis incluye la liberacion de mediadores
inflamatorios y espasmos del tejido uterino. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son
el tratamiento de primera linea para esta patologia, sin embargo, pueden causar reacciones
adversas y/ o falla terapéutica. Por esta razon, es necesaria una opcion terapéutica alternativa.
El eugenol es un aceite comdnmente extraido de la Eugenia caryphillate que ha mostrado
propiedades anestésicas, analgésicas y antiinflamatorias. Objetivo: Estudiar el efecto
espasmolitico y mecanismo de accion del eugenol, diclofenaco y su combinacién en el
masculo liso uterino aislado de ratas. Material y métodos: El efecto espasmolitico se evalud
midiendo la relajacion inducida por eugenol, diclofenaco o su combinacion en tiras uterinas
contraidas con KCI. EI mecanismo de accion se determino midiendo el efecto de diclofenaco,
eugenol o su combinacion contra diferentes inhibidores (L-NAME, ODQ, 4-AP y glipizida).
Resultados: Eugenol y diclofenaco tuvieron un efecto espasmolitico dependiente de la
concentracion; su efecto individual no fue alterado por ningun blogueador. La combinacion
en proporcion 10:1 de diclofenaco y eugenol (respectivamente) produjo sinergismo; y su
efecto fue bloqueado por ODQ y glipizida de manera estadisticamente significativa.
Conclusiones: Ambos compuestos inhibieron la contraccion, pero en la presencia de una
cantidad mayor del AINE y menor del aceite se obtuvo sinergismo (10:1); por lo tanto, esta
combinacién puede estar actuando mediante la participacion de la via GMPc y canales de K*
dependientes de ATP.

Palabras claves: Efecto espasmo, Eugenol, Diclofenaco, Interaccion farmacoldgica, Tejido

uterino de rata.



ABSTRACT

Introduction: Primary dysmenorrhea is the pain associated with menstruation; it is a
itspathology of high prevalence, e pathogenesis includes the release of inflammatory
mediators and spasms of uterine tissue. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are
the first-line treatment for this pathology, however, they can cause adverse reactions and / or
therapeutic failure. For this reason, an alternative therapeutic is necessary. Eugenol is an oil
commonly extracted from Eugenia caryphillate, it has shown anesthetic, analgesic and anti-
inflammatory properties. Objective: To study the spasmolytic effect and mechanism of
action of eugenol, diclofenac and its combination in uterine smooth muscle isolated from
rats. Material and methods: The spasmolytic effect was evaluated by measuring the
relaxation induced by eugenol, diclofenac or its combination in uterine strips contracted with
KCI. The mechanism of action was determined by measuring the effect of diclofenac,
eugenol or its combination against different inhibitors (L-NAME, ODQ, 4-AP and glipizide).
Results: Eugenol and diclofenac had a concentration-dependent spasmolytic effect; their
individual effects were not altered by any blocker. The 10: 1 ratio of diclofenac and eugenol,
respectively, produced synergism; and its effect was blocked by ODQ and glipizide in a
statistically significant manner. Conclusions: Both compounds inhibited contraction, but in
the presence of a greater amount of NSAIDs and less of the oil synergism was obtained (10:
1); thus, this combination may be acting through the participation of the cGMP pathway and
ATP-dependent K* channels.

Key words: Spasm effect, Eugenol, Diclofenac, Drug interaction, Rat uterine tissue.
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| INTRODUCCION

La dismenorrea primaria es el dolor asociado con la menstruacion; es una patologia de alta
prevalencia cuya patogenesis incluye la liberacion de mediadores inflamatorios y espasmos
del tejido uterino. Es el problema ginecoldgico méas frecuente en las mujeres, es un grave
problema de salud, ya que la prevalencia de dismenorrea en el mundo oscila desde un 16%
hasta 93% (1-5); en Hidalgo, la prevalencia en dos estudios realizados entre 2009 y 2010
registré un incremento pasando del 48.4% al 64% (6,7). Por otro lado las repercusiones de la
enfermedad estan ligadas a su severidad, disminuyendo el rendimiento laboral y/o escolar, v,

afectando el estado animico de la mujer con el padecimiento (6-9).

La dismenorrea no tiene una tratamiento especifico, de acuerdo a varios estudios, la primera
opcion de las pacientes es el tratamiento medicamentoso, y dentro de éste, el tratamiento que
prefieren son los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los medicamentos compuestos
de farmacos, que al mismo tiempo tienen entre sus componentes un AINE (6,7,10,11). Sin
embargo un gran porcentaje de las pacientes no suelen asistir con regularidad a los centros
hospitalarios a causa de los dolores en la menstruacion, ya que es comun que dichas molestias
se consideren una condicién normal, sucede asi tanto por parte de los profesionales de la
salud como por las mujeres que presentan el padecimiento (6,7). Otras medidas en el manejo
de la dismenorrea son los tratamientos alternos o no medicamentosos, donde se ha
investigado el efecto de extractos de plantas y otros botanicos; no obstante, en los estudios
donde se comparan contra los AINEs, no han tenido un efecto superior o igual a dichos
tratamientos, siendo en algunos casos inhibidores del dolor pero no antiinflamatorios o
espasmoliticos y viceversa; pero, si presentan un menor riesgo en cuanto a efectos
secundarios (12,13).

En la actualidad en la investigacion pre-clinica y clinica se estudia el uso de AINEs
combinados con una terapia alternativa y sus efectos sobre la sintomatologia de la
dismenorrea. Lo que se espera de dichas investigaciones es que la interaccion farmacoldgica
permita aumentar el efecto terapéutico, disminuyendo los posibles riesgos. Es por lo
mencionado, que esta investigacion describe el potencial del eugenol, el diclofenaco y su
combinacion como agentes con un potencial espasmolitico sobre la patogénesis de la

dismenorrea primaria y su posible uso como tratamiento.



Il ANTECEDENTES

1 Generalidades

1.1 Utero

El utero es un érgano muscular profundo, con paredes gruesas y en forma de pera. Su funcion
principal es albergar al embrion y al feto para su desarrollo durante la gestacion; para esto,
adapta sus paredes musculares al crecimiento del feto y suministra la fuerza para ser
expulsado durante el parto. El Utero no embarazado yace en la pelvis menor con su cuerpo
localizado sobre la vejiga y su cuello entre ésta y el recto. El Utero se compone de dos

porciones anatomica y funcionalmente distintas las cuales son, el cuerpo y el cuello (14,15).

1.1.1 Ciclo menstrual y hormonas

La menstruacion es un proceso fisioldgico que consiste en la expulsion de la capa superficial
del endometrio, estd asociada con la ruptura de los vasos sanguineos que irrigan la capa
superficial del endometrio. El ciclo menstrual se caracteriza por fluctuaciones ciclicas de los
niveles de la hormona foliculo estimulante (FHS), la hormona luteinizante (LH), estrégeno

y progesterona. Los ciclos menstruales normales presentan tres fases (16,17):

e Folicular: dura aproximadamente dos semanas con una variacion de 7 a 21 dias. En
esta fase el hipotalamo estimula la hipéfisis para liberar la hormona FHS y la hormona
LH.

e Ovulatoria: dura aproximadamente 9 dias. En esta fase la FSH y la LH estimulan el
desarrollo de los foliculos ovéricos y la sintesis de hormonas esteroideas. Esta
controlada por los estrogenos segregados por estos foliculos, se estimula la
proliferacion de la mucosa endometrial cuyo grosor se duplica o triplica. Los
estrogenos ejercen un efecto de retroalimentacion negativa sobre la FSH y de
retroalimentacion positiva en la LH, para que ocurra la ovulacion en necesario que
ambos tipos de retroalimentacion sean funcionales.

e LUtea: dura aproximadamente 13 dias, inicia después de la ovulacion, cuando el
foliculo ovérico remanente se convierte en el cuerpo lUteo; en esta fase, también
conocida como secretora se presentan cambios de glandulas y arteriolas del
endometrio por efecto de la progesterona como preparacion para la fertilizacion.

Termina cuando hay fertilizacion. En caso de no existir fertilizacion el cuerpo luteo



se deteriora, disminuyen los niveles de progesterona y estrogenos y dan lugar a la
menstruacion (entre 4 y 5 dias de duracién). Para concluir el ciclo, la disminucionde
progesterona y estrogenos estimula el incremento de FSH y LH via retroalimentacion

negativa.

1.1.2 Capas del cuerpo uterino.
Desde el punto de vista histologico el cuerpo del Utero esta constituido por tres capas, el

endometrio, miometrio y serosa (0 peritoneo).

La serosa recubre al cuerpo uterino en sus caras anterior y posterior, por esta capa llegan los
vasos sanguineos, vasos linfaticos y los nervios. En el peritoneo se encuentran plexos y

ganglios simpaticos (14).

El endometrio es el sitio donde se produce la implantacion y a través del cual el feto obtiene
el alimento. Cambia respondiendo a cambios morfoldgicos y a estimulos hormonales del
ciclo menstrual presentando varias fases: proliferativa, secretora y menstrual. La proliferativa
coincide con el periodo de crecimiento de los foliculos y se produce un incremento de dos a
tres veces el grosor que el endometrio presenta tras la menstruacion. En la fase secretora el
endometrio sigue aumentando de tamafio a la vez que las glandulas se vuelven tortuosas
(glandulas contorneadas), el endometrio libera varias sustancias que pueden afectar la
actividad de la capa del musculo liso, incluidos los prostanoides. Finalmente durante la fase

menstrual, se desprenden aproximadamente las dos terceras partes del endometrio (14,18).

El miometrio estd constituido por fibras de musculo liso y tejido conectivo. Las fibras
musculares se disponen formando dos capas que rodean al endometrio. En la capa interna las
fibras se disponen de forma circular, mientras que en la externa se disponen longitudinales
(paralelas) al eje mayor del Gtero, aunque también se pueden encontrar fibras dispuestas en
forma oblicua o circular. El tejido conjuntivo entre los haces estd formado por fibras de
colagena, fibroblastos, macréfagos, mastocitos, entre otros (14,18).

1.1.3 Mdsculo liso uterino
El miometrio es una capa constituida por musculo liso, este tipo de musculo es involuntario
y distinto al esquelético y cardiaco, ya que sus células son fusiformes, alargadas, unitarias y

estan en intima relacion con el tejido conectivo. EI musculo liso posee filamentos delgados



de actina y filamentos gruesos de miosina, los cuales se deslizan unos a lo largo de los otros,

cuando se contrae la fibra muscular (14,19).

El musculo liso uterino, se encuentra inervado por fibras simpaticas y parasimpaticas, lo que
permite un alto grado de actividad espontanea tanto eléctrica como contréctil. Estaactividad
espontanea del musculo liso le permite reaccionar a cambios locales en el potencial de
membrana y estimulacion hormonal, por lo que hace que el Gtero sea un 6rgano blanco para
estudios sobre la caracterizacion farmacologica de nuevas moléculas con potencial

terapéutico (20).

1.1.3.1 Contraccion uterina

Las células uterinas del musculo liso dependen en gran medida del Ca?* extracelular ([Ca®']e)
y en menor grado del Ca®" intracelular ([Ca?*]i) para que se lleve a cabo el acoplamiento
excitacion-contraccion, activando las proteinas contractiles involucradas en este proceso
(19).

En trabajos in vitro la contraccion esta dado por soluciones de cloruro de potasio alto (40 y
60 mM) lo que induce la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje ubicados
en la membrana celular, el incremento de Ca?* y la consecuente contraccion (21). Laentrada
de [Ca*']e al espacio intracelular se realiza principalmente a través de canales de calcio.
Existen diferentes tipos de canales de Ca®*: los dependientes del voltaje, los operados por

receptor, los canales activados por segundos mensajeros y los operados por deposito (22).

La activacion de los canales operados por voltaje se debe a un cambio en el potencial eléctrico
de la membrana celular, esto quiere decir que hay un cambio entre las cargas eléctricas tanto
intracelular como extracelular, a esto se le conoce como despolarizacion y es provocado
principalmente por los iones Ca?*y K*; al ocurrir esta despolarizacion la corriente de Ca?*

Ilega a una diferencia de potencial (14,18,22).

Asi, cuando aumenta la concentracion del [Ca?*]i este se une con la proteina calmodulina,
activando a la cinasa de la cadena ligera de miosina; cuando se fosforila la cadena ligera de
la miosina se une a la actina, formando el complejo actina-miosina y produciendo la
contraccion del musculo liso. En el caso contrario la relajacion esta dada por el incremento

de concentracion de AMPc, ya que éste activa la proteina cinasa dependiente de AMPc, la



cual activa una fosfatasa que desfosforila a la cinasa de la cadena ligera de la miosina; ademas
reduce la afinidad del Ca?* por la calmodulina produciendo la disminucion del [Ca?']i
(21,23).

1.1.4 Receptores uterinos

En el utero algunos de los principales receptores membranales que juegan un papel en el
proceso de contraccion y relajacion son: los receptores adrenérgicos, colinérgicos,
serotoninérgicos, histaminérgicos, dopaminérgicos, con sus respectivos subtipos. Asi mismo,
el Utero consta de receptores a otras sustancias, por ejemplo, los receptores a oxitocina,

angiotensina y prostaglandinas (18).

Los receptores uterinos pueden estar implicados en diferentes respuestas con relacion a la
regulacion de la contractilidad uterina, por ejemplo, los receptores a acetilcolina, adrenalina,
oxitocina, angiotensina, bradiquinina, endotelina, neurotensina, opioide, entre otros,
producen un efecto de contraccion. Mientras que los receptores de adenosina, péptido
natriurético atrial, familia de calcitonina y acido y-aminobutirico, producen relajacion. Asi,
mismo otras familias generan una respuesta u otra dependiendo de su subtipo, por ejemplo,

en el caso de los prostanoides y los receptores de histamina (14,18).

1.2 Dismenorrea
1.2.1 Definicion
La dismenorrea se define como el conjunto de sintomas que aparecen al final del ciclo
menstrual y que la persona asocia al comienzo de la menstruacion e inclusive durante la
misma. La dismenorrea (etimologicamente “menstruacion dificultosa” y en lenguaje clinico
“menstruacion dolorosa”) es uno de los cuadros ciclicos, dentro de los procesos dolorosos

pélvicos cronicos (4,24).

Se le denomina también “algomenorrea” y puede variar desde episodios muy poco intensos,
apenas molestos, hasta situaciones extremadamente severas — aunque mas raras — en las que
junto al dolor de gran intensidad, aparecen nauseas, vémitos y diarrea, provocando una

morbilidad muy significativa, aunque nunca amenaza directamente la vida (24,25).

Aunque etimoldgicamente el concepto de dismenorrea hace referencia a cualquier alteracion

que se observe en el ciclo menstrual (amenorrea, menalgia, etc.), en la actualidad el término
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se usa para referirse a todas aquellas sensaciones de malestar y dolor que se producen durante

la menstruacion (24,26).

1.2.2 Clasificacion

La dismenorrea se clasifica en primaria cuando inicia por lo general dentro de los pocos afios
de presentarse la menarca (24,26) y durante los primero dias de la menstruacion. Tiene su
mas alta incidencia durante la segunda década de la vida. No esta asociada a otras patologias

pélvicas subyacentes(13,25) .

Por el contrario la dismenorrea secundaria se diagnostica cuando el dolor que acompafia ala
menstruacion esta asociado a la presencia de una anormalidad o patologia pélvica, por
ejemplo: endometriosis, enfermedad pélvica inflamatoria, miomas, fibromas uterinos,
infecciones, embarazo ectdpico, tumores, adherencias pélvicas. La dismenorrea secundaria
se puede diferenciar de la primaria investigando la edad de la menarca, longitud del ciclo y

la regularidad y tiempo del dolor (2,25).

1.2.3 Etiopatogenia
La fisiopatologia de la dismenorrea primaria no esta completamente clara, la explicacién méas
aceptable es la produccion en exceso de prostaglandinas (PGs) que provienen del endometrio

secretor.

La PG principal implicada en la dismenorrea primaria es la PGF-2a que es una sustancia
intracelular que se deriva de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga, como el acido
araquidénico (AA) (24,26,27). EI AA a su vez se deriva de los fosfolipidos por la enzima
fosfolipasa lisosomal A2; la actividad lisosomal es entre otros factores regulada por los
niveles de progesterona; los niveles altos de progesterona estabilizan la actividad lisosomal
(28,29). Es debido a esto que cuando no ocurre el embarazo, hay disminucion de la
progesterona en la fase lutea tardia del ciclo menstrual, y los lisosomas liberan fosfolipasa
A2, esta enzima hidroliza a los fosfolipidos de la membrana y libera al AA; el AA puedeser
metabolizado por 2 vias dependiente de diferentes sistemas enzimaticos, éstas pueden ser las
vias de las ciclooxigenasas y la via de las lipoxigenasas. En la primera, la enzima
ciclooxigenasa (de la que se conocen 2 isoformas COX-1 y COX-2) actla sobre el AA'y

produce endoperoxidos ciclicos (PGG2 y PGH2), los cuales son transformados en diversos



productos por la accion de diferentes enzimas. La enzima isomerasa reductasa genera las
prostaglandinas PGF», y la PGE>, por otro lado la enzima tromboxano sintetasa genera al
tromboxano A»: estos eicosanoides producen la contraccion del masculo liso uterino, la
vasoconstriccion y la hipersensibilizacion de las fibras del dolor (29). Por otro lado, en la via
de las lipoxigenasas se metaboliza el AA y se crean metabolitos dependientes de la enzima,
es decir la enzima 5-lipooxigenasa (5-Lox) sintetiza 5-HPETE y la enzima 12-Lox sintetiza
12-HPETE. En este caso a partir de la 5-Lox se sintetizan los leucotrienos; son los
leucotrienos B4 y C4 los que van a producir la contraccion del musculo liso uterino. Se dice
que cuando los farmacos AINEs no tienen efecto en el tratamiento de la dismenorrea es
porque los sintomas son principalmente producidos por la via de la lipooxigenasa

(24,26,29,30). La etiopatogenia de la dismenorrea se puede ver de manera sintetizada en la

figura 1.
Fosfolipidos
I
Fosfolipasa A2
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S-lipoxigenasa 12-lipoxigenasa { l’(i(‘ili PGH2)
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Figura 1. Esquema de las dos vias propuestas para la etiopatogenia de la dismenorrea.

Esquema adaptado de las vias descritas en (29).

Para entender la patogénesis en la dismenorrea secundaria es necesario comprender los
procesos patoldgicos propios de la enfermedad a la que esta asociada, como pueden ser las
mencionadas anteriormente; por ejemplo, la endometriosis puede presentarse como una

dismenorrea progresiva, pero esta es frecuentemente acompafiada por dolor entre cada



menstruacion, puede ademas presentar esterilidad, hemorragia uterina disfuncional,

dispareunia, disuria, etc. (24,31).

1.2.4 Prevalencia de la dismenorrea
La prevalencia de dismenorrea es de una amplia variacion, de acuerdo a lo reportado a nivel
mundial, oscila desde 16% hasta 93% (1-5), dicha variacion se puede atribuir a la eleccion

de los sujetos evaluados en cada estudio.

1.2.4.1 Prevalencia en México

Al igual que lo reportado a nivel mundial, en México la prevalencia de la dismenorrea tiene
una amplia variacion. En 1066 estudiantes de la Ciudad de México, se aplico una encuesta
para determinar la prevalencia de la dismenorrea, siendo esta de 52.3% en menores de 15
afos, 63.8% en estudiantes de 15 a 19 afios y 52.3% para estudiantes de 20 a 24 afios (32).
Por otro lado, un estudio realizado en una poblacion Maya demostr6 una prevalencia general
del 28% (33). El estudio reportado en México con mayor prevalencia se realizo en Colima,

Colima, en estudiantes universitarias siendo de un 90% (34).

1.2.4.2 Prevalencia en Hidalgo

En el estado de Hidalgo la prevalencia de la dismenorrea se ha reportado en 2009 en
estudiantes del afio final de bachillerato, siendo de 48.4%, y en 2010 en estudiantes
universitarias del 64% (6,7).

1.2.5 Factores asociados a la dismenorrea
Una de las principales causas a las que se atribuye la marcada diferencia de la prevalencia de
dismenorrea reportada en la literatura son los factores de riesgo diversos y protectores a los

gue estan expuestas las distintas poblaciones.

1.2.5.1 Factores de riesgo

Los factores de riesgo asociados al desarrollo de la dismenorrea son: a) antecedentes
familiares del padecimiento que es uno de los factores mas fuertemente asociados con el
desarrollo de la dismenorrea (35); b) menarca, principalmente cuando la menarca aparece
antes de los 12 afios, se ha reportado un riesgo mayor para padecer la patologia y por lo
general de mayor severidad (4,6); c) fumar, en diversos estudios se ha demostrado que las

mujeres que fuman y que estan expuestas constantemente al humo del cigarro tiene mayor

8



probabilidad de padecer dismenorrea (4,6,7,24,35), d) indice de masa corporal (IMC), en
algunos estudios se asocia tanto el IMC bajo (bajo peso), como el IMC alto (sobrepeso y
obesidad) como factores que contribuyen al desarrollo y severidad de la dismenorrea (24,36);
e) cantidad del menstruo y duracion de la menstruacion, se ha encontrado que cuando ocurren
menstruaciones muy abundantes y por muchos dias, mayor el riesgo de sufrir dismenorrea y
ademéas mayor la severidad del dolor (4,6,7,24,26); f) dieta, el consumo de moderado a alto
contenido en grasas, principalmente las de origen animal, con excepcion del consumo de
pescado (37); g) alteraciones psicoldgicas en el exceso de estrés y otras condiciones como
traumas importantes y depresion, aumentan considerablemente la severidad del padecimiento
(24,26,38).

1.2.5.2 Factores de proteccion

Por otro lado los factores de proteccidn son: a) nimero de partos, en diversos estudios se
encontré que en las mujeres con multiparidad disminuia la probabilidad de desarrollar la
enfermedad y la severidad del cuadro. Por el contrario la nuliparidad se asocia con mayor
riesgo (24); b) edad, ya que la dismenorrea afecta principalmente en la segunda y tercera
década de vida, por lo tanto las mujeres mayores de 30 afios tiene menor riesgo de padecer
la enfermedad (4,38), c) ejercicio, las mujeres que realizan ejercicio constante tiene menor
riesgo de padecer dismenorrea y menor posibilidad de que los cuadros sean severos (4); d)
anticonceptivos orales, el consumo de estos medicamentos se asocia negativamente con la
dismenorrea (24), e) edad del primer hijo, entre menor sea la edad en el primer parto, menor
es el riego a desarrollar dismenorrea (4,24).

1.2.6 Severidad, repercusion e incapacidad

La dismenorrea se puede clasificar de acuerdo a su severidad en: a) leve, cuando el dolor se
encuentre en el primer dia del ciclo y no hay sintomas relacionados o0 son pocos, no requiere
medicacion; b) moderada: Cuando el dolor persiste hasta el segundo o tercer dia del ciclo,
puede o no requerir medicacion. Se acompafia de sintomas como nauseas, malestar e
irritabilidad y puede ocasionalmente perturbar las actividades cotidianas; ¢) grave o severa,
se evidencia porque el dolor esta presente durante todo el ciclo menstrual (de 3 a 7 dias), se

acomparia de sintomas severos e incapacitantes que interfieren o impiden con las actividades



cotidianas y son causas de ausentismo escolar y laboral. Siempre es requerida la medicacion
(6-9).

1.2.7 Tratamiento de la dismenorrea

No existe un tratamiento Unico para el manejo de la dismenorrea. En cuanto a medicamentos
para el tratamiento, los AINEs son considerados de primera linea, actdan en la disminucion
de las PGs y como consecuencia disminuyen la sintomatologia, por ejemplo: &cido
mefenamico, ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, etc. (10,27). Como segunda linea para el
tratamiento de la dismenorrea se encuentran los métodos hormonales, como por ejemplo,
estrogenos y/o progestagenos y anticonceptivos orales. EI mecanismo de accion propuesto
es la reduccion de la liberacion de PGs durante la menstruacion, al inhibir la ovulacion
(11,36,39).

Respecto a los tratamientos no medicamentosos se han descrito con resultados variables, por
ejemplo: tratamiento quirdrgico, estimulacion nerviosa transcutanea, administracion de
nitroglicerina, ejercicio, suplementos de vitaminas, suplementos de minerales, suplementos
de aceites de pescado, acupuntura, dietas vegetarianas y bajas en grasa, herbolaria etc.
(4,25,40).

1.3 Medicamentos para tratar la dismenorrea

1.3.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Son un grupo de farmacos analgésicos no narcOticos que son sustancias de familias
quimicamente diferentes. El primer farmaco de este grupo fue la aspirina (acido
acetilsalicilico) considerado el prototipo de dicho grupo. El término AINE se utiliz6 por
primera vez en 1952 tras la introduccion de la fenilbutazona (41). Los AINES poseen tres
efectos en comun son: analgesia, antiinflamacion y antipiresis. EI mecanismo de accion de
los AINEs se basa en la inhibicion de la enzima COX de la que se conocen 2 isoformas
(COX-1yCOX-2), como consecuencia a esta inhibicion hay una disminucion de las PGs que
son las encargadas de modular la respuesta inflamatoria y el dolor (42).

La potencia en que los AINEs inhiben a la enzima COX varia entre agentes diferentes. En
los estudios in vitro los resultados con los inhibidores de COX son reportados como la
concentracion que causa una reduccion del 50% en la actividad de la enzima (Clso). La
proporcion de la Clso para COX-1 vs. COX-2 (COX-2/COX-1) es utilizado para determinar
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la potencia de un compuesto para inhibir a la enzima COX-2. En base a los diferentes grados
de la potencia de inhibicion de los AINEs se pueden clasificar en: a) Inhibidor selectivo
COX-1, el cual no tiene un efecto detectable sobre la actividad de COX-2; b) Inhibidor no
selectivo de COX, el cual no muestra una diferencia clinica o bioldgica en la inhibicion de
las enzimas COX-1y COX-2; d) Inhibidor preferencial COX-2, el cual tiene actividad anti-
inflamatoria en un rango de dosis y en determinados pacientes; mientras que a dosis mas altas
ocurre una inhibicion de la enzima COX-1; e) Inhibidor selectivo COX-2, el cual no causa
un blogueo significativo de COX-1 en los rangos de dosis utilizados y en las concentraciones
alcanzadas durante su uso clinico (43,44).

Algunos AINEs como el ibuprofeno, diclofenaco, piroxicam, tolmetin, indometacina y
naproxeno inhiben de manera no selectiva las 2 isoformas de la enzima COX (COX-1y
COX-2). Por otro lado, el &cido acetilsalicilico (inhibidor no selectivo) tiene la particularidad
de realizar la acetilacion irreversible de la enzima COX, con lo que esta molécula pierde su

capacidad enzimatica por el tiempo de vida media restante (42,45).

Debido a la alta incidencia de eventos adversos producidos por los AINEs no selectivos, en
los inicios de los 90’s del siglo pasado se inicié una buisqueda de nuevos farmacos con una
mayor selectividad por la COX-2 que por la COX-1, basados en la hip6tesis de que el efecto
analgésico y antiinflamatorio se deben principalmente a la inhibicion de la enzima COX-2;
y que la inhibicién de la enzima COX-1 es la causa responsable de producir los eventos
adversos de los AINEs. Los primeros dos farmacos nombrados como inhibidores selectivos
de COX-2 que entraron al mercado a finales de los afios 90’s fueron rofecoxib y celecoxib
(44); sin embargo, también se ha encontrado que producen efectos adversos a nivel

cardiovascular y renal (46).

1.3.2 Diclofenaco

El diclofenaco es una AINE, de la familia de los acidos fenilacéticos, es uno de los farmacos
maés utilizados. Tiene un efecto analgésico, antipirético y antiinflamatorio, su potencial es
mayor que la indometacina, el naproxeno y otros AINEs. Se ha utilizado como tratamiento
de enfermedades como artritis reumatoide, osteoartritis, enfermedades agudas como dafio

musculo-esquelético, dolor postquirtrgico y dismenorrea (47).
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1.3.2.1 Estructuray propiedades

Tiene una absorcion rapida y se une a proteinas plasmaticas, con una vida media de 1 a 2
horas. Se metaboliza en el higado y los metabolitos son excretados el 65% de la dosis en la
orina y aproximadamente el 35% en la bilis. Posterior a la administracion intramuscular la
absorcion es inmediata dentro de los 20 a 25 minutos, se alcanzan concentraciones pico
plasméticas promedio de aproximadamente 25 pg/mL, la cantidad absorbida tiene una
proporcion lineal con la dosis (48,49).

El diclofenaco o acido 2-[(2,6-diclorofenil) amino] bencenoacético (C14H11CI2NO3), tiene
un peso molecular de 296.15 g/mol, es propicio a ser soluble en disolventes polares como el
agua (50,51).

Su estructura se muestra en la Figura 2.

Cl

NH
Cl OH

O

Figura 2. Estructura molecular del diclofenaco (52).

1.3.2.2 Mecanismo de accion

Como mecanismo de accion el diclofenaco, al igual que con los otros AINEs, inhibe la
enzima COX-1yalaenzima COX-2 en el 71%, lo que tiene como consecuencia la inhibicion
de la biosintesis de las prostaglandinas PGE2, PGF-2a (que es la mas implicada en la
inflamacion) asi como las PGD., PGE:1 y PGly, dicha inhibicion se lleva a cabo en los focos
de inflamacion y conlleva a una accion anti-inflamatoria. Por otro lado el efecto analgésico
es por una accioén periférica, en la que al inhibir a PGE;, PGE; y PGF-2a se impide la
sensibilizacion de los nociceptores a la estimulacion de la branquidina (mediador de cambios

inflamatorios generados o activados en el plasma) (53,54).
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1.3.3 Alternativas terapéuticas: Syncol®

A pesar de que los AINEs han demostrado ser la primera opcion terapéutica en el tratamiento
de la dismenorrea, existen en el mercado farmacos compuestos para dicho tratamiento como
por ejemplo la Buscapina Compositum® (metamizol un AINE mas buthioscina un

antimuscarinico) y el medicamento Syncol® (6,7) del que se hablara a continuacion.

Es un medicamento analgésico, compuesto de diferentes farmacos, se utiliza para el
tratamiento del sindrome premenstrual y sus diferentes sintomas entre ellos la dismenorrea
primaria. En México es una de los medicamentos que mas se receta para el tratamiento de

dicho padecimiento (6,55).

Cada comprimido de este medicamento estd compuesto por paracetamol al 90% equivalente
a 500 mg, pamabrom 25 mg y maleato de pirilamina 15 mg (55). A continuacion se describe
cada uno se ellos.

e Acetaminofén: También llamado paracetamol, a diferencia de otros analgésicos no
tiene propiedades anti-inflamatorias. Asimismo, el acetaminofén es ampliamente
recomendado por su seguridad y eficacia para el tratamiento del dolor de leve a
moderado (56). Aln existe controversia de la habilidad de acetaminofén para inhibir
la produccion de prostaglandinas endometriales, asi como su eficacia en aliviar la
sintomatologia de la dismenorrea primaria (57).

e Pirilamina: Es un farmaco antagonista a histamina-H1 muy especifico, esta accién
antihistaminica disminuye el conocido efecto contractil, sobre el masculo liso (58).
Se ha informado que el antihistaminico pirilamina es capaz de revertir lacontraccion
de musculo uterino humano producida por histamina (59).

e Pamabrom: Es un diurético de accion intermedia, que es usado para el alivio de la
tension premenstrual. Su accion diurética es la resultante de un aumento de la
filtracion glomerular y disminucion de la reabsorcién tubular de sodio y por ende de
agua (55).

En una revision Girolamo et al. (57) investigaron sobre la efectividad en el tratamiento de la
dismenorrea de una combinacién de acetaminofén con pamabrom. En los efectos clinicos
sefialan que aunque el acetaminofén tiene un efecto analgésico y antipirético similar al del

acido acetilsalicilico, carece de efecto antiinflamatorio, es decir que su capacidad para inhibir
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a la COX esta todavia en duda, por consiguiente no disminuye la produccion de PGs
(implicadas en la patologia de la dismenorrea) lo anterior podria ser la justificacion de que
por si solo el acetaminofén tiene un limitado efecto en la dismenorrea. Respecto al
pamabrom, la Food and Drug Administration (FDA) lo menciona como una posible
propuesta para los productos médicos en la menstruacion; en dicha investigacion se concluyo
que no hay evidencia contundente de la efectividad de dicha combinacién de farmacos.

Recientemente se evaluo la eficacia de una medicamento con naproxeno, paracetamol y
pamabrom versus una medicacién con paracetamol, pirilamina y pamabrom en la
dismenorrea primaria, encontraron que no habia diferencia entre ambas combinaciones enla
reduccion del dolor dismenorreico y que ambos tratamientos eran bien tolerados y sugieren
que la eficacia del medicamento con paracetamol, pirilamina y pamabrom es la combinacion
de su diferentes actividades; sin embargo, sefialan que la participacion de los mecanismos de

accion de cada farmaco que compone la mezcla requiere mas investigacion (60).

1.4 AINEs y combinacion de fa&rmacos como primer tratamiento

En la primera linea de los diferentes tratamientos para la dismenorrea, se encuentran los
tratamientos medicamentoso entre los que destacan el uso de AINEs como por ejemplo el
ibuprofeno, diclofenaco, naproxeno, acido mefanico y &cido acetilsalicilico etc., y de
medicamentos que son compuestos de farmacos como la Buscapina Compositum® vy el
Syncol® que en sus componentes cuentan también con la presencia de un AINEs (3,61).
Todos estos tratamientos tienen efectos sobre la patogenia de la dismenorrea ya antes

descrita.

Tanto los farmacos compuestos como la mayoria de los AINEs (utilizados en la dismenorrea)

son de venta libre y se encuentran facilmente en las farmacias (55).

1.4.1 Consumo

Una investigacion realizada por Ortiz et al. (10), donde se evalu6 la utilizacién de farmacos
para el tratamiento de la dismenorrea primaria en estudiantes universitarias, encontré que
solo el 24.8% consultdo a un médico para el tratamiento mientras que un 67.7% de las
participantes practicaron automedicacion; en las mujeres que acudieron al médico
encontraron que los farmacos mas recetados fueron el Syncol® (18.2%), metamizol con
butilhioscina (18.2%), naproxeno (15.2%), ibuprofeno (12.1%) indometacina (9.1%) y
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butilhioscina (9.1%); vy, que las que se automedicaron utilizaron los farmacos Syncol®
(44%), metamizol con butilhioscina (22.9%), naproxeno (10.1%), ibuprofeno (7.3%) y

paracetamol (6.4%), sefialan el fuerte porcentaje de automedicacion por parte de las mujeres.

Otro estudio realizado por Ortiz et al. (7) para evaluar la prevalencia y el impacto de la
dismenorrea primaria en estudiantes mexicanas, encontrd que el medicamento mas comdn
utilizado era el Syncol® (34.8%) seguido de la Buscapina compostum® (17.7%) vy el
naproxeno (13.6%); no obstante, las estudiantes reportaron que el dolor a menudo no era

aliviado completamente a pesar del uso de medicamentos

Una investigacion realizada por Ortiz et al. (6) que estudié la prevalencia, impacto y
tratamiento de la dismenorrea primaria en estudiantes universitarias de México, obtuvo los
siguientes resultados: de su poblacion de estudio sélo el 18.4% de los estudiantes recibieron
una prescripcion médica, de ellas el 38.3% informaron alivio moderado, 39.8% report6 poco
alivio y el 3.6% reportaron no tener ningun efecto. Por otro lado el 61.7% practico la
automedicacion y sefialaron que el 23.4% tenia un tratamiento completamente efectivo, el
43.0% informo eficacia moderada, el 32.5% informo poco efecto y el 1.0% informé no tener
ningun efecto. En la automedicacion los medicamentos mas comunes fueron Syncol®
(35.2%), naproxeno (16.5%), Buscapina compostum® (14.0%) y paracetamol, 75.5%

sefialaron que el tratamiento utilizado en la dismenorrea no tuvo efectividad completa.

Un estudio realizado por Yariez N. et al. (11) para estudiar la prevalencia y los factores
asociados a la dismenorrea en estudiantes del area de la salud, encontré que el 91.3% referia
toma de medicamento para el tratamiento y que el 66.7% de las veces fue automedicado, asi
mismo los medicamentos mas utilizados fueron ibuprofeno y acetaminofén, lo que concuerda

con los estudios antes mencionados.

1.4.2 Efectividad de los AINEs en la dismenorrea

Varios estudios clinicos han demostrado la eficacia de los AINEs en el tratamiento de la
dismenorrea primaria; desde los inhibidores no selectivos de COX, hasta los inhibidores
selectivos de COX-2 (39,61). En general, se comienza el tratamiento con AINES no
selectivos como naproxeno, ibuprofeno, acido mefenamico y acido flufenamico. En personas

con riesgo de dafio gastrointestinal, se puede sugerir la utilizacion de celecoxib, lumiracoxib,
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etoricoxib, meloxicam, nimesulida o acetaminofén (62,63). Los AINEs pueden ser el
tratamiento mas eficaz de la dismenorrea primaria, pero para alcanzar su mayor efectividad
deben tomarse desde el dia previo al inicio de la dismenorrea y administrados de dos a tres
dias del ciclo para alcanzar una respuesta satisfactoria del 75 al 99% de los casos (25). Sin
embargo, se sabe también que el tratamiento mondétono en la dismenorrea con la utilizacion
de un AINEs, puede no tener el alcance deseado al tener una falla terapéutica y puede ser
mas propicio para la presentacion de efectos secundarios (6,10). EI aumento del leucotrieno
producido por la via de la enzima 5-Lox en lugar de la via COX puede explicar algunas
formas de dismenorrea primaria que no responden a los AINEs (29).

1.4.2.1 Efecto espasmolitico y efecto anti-inflamatorio

Los AINEs como ya se ha mencionado actuan inhibiendo a la enzima COX, dicha enzima es
la encargada de catalizar la conversion de AA y, como consecuencia, inhibe la produccion
de PGs; en el Gtero, la reduccion de la formacion de prostaglandinas reduce la secrecion
uterina y disminuye las contracciones, alcanzando asi su efecto espasmolitico. De igual forma
se alivia el dolor en la dismenorrea con la supresién de la sintesis de PGs endometriales y

por consiguiente la respuesta inflamatoria (39,61).

1.4.3 Efectos secundarios

En un metaandlisis donde se evalla la eficacia de los AINEs en el tratamiento de la
dismenorrea primaria se encontrd que aunque los AINEs tiene una mayor eficacia frente a
los placebos, presentan en mayor porcentaje efectos adversos y sefiala que estos efectos
adversos pueden ser, gastrointestinales y neurolégicos (61). Otros estudios también han
encontrado dolor epigastrico y malestar general de leve a moderado (6,7). Es importante
sefialar también que debido a los efectos conocidos de los AINES, estd contraindicado en
mujeres con antecedentes de Ulceras gastrointestinales o hipersensibilidades (25). No se
conocen efectos secundarios graves en el uso de los AINEs como tratamiento para la
dismenorrea debido a que la mayoria de las veces su uso es agudo (no mas de 3 dias,
aproximadamente) y no cronico que es en los casos en los que se registran efectos adversos

mas severos (3).

En el caso del medicamento Syncol® y su combinacion de farmacos, en el estudio de Ortiz
et al. (55) donde se evalu¢ al eficacia de un farmaco compuesto (paracetamol, pirilamina 'y
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pamabrom) versus otro igualmente compuesto (naproxeno, pirilamina y pamabrom)
unicamente el 2.0% de las mujeres de su investigacion presentaron efectos adversos (dolor
de cabeza y dolor abdominal), en la investigacion se concluyo que era una farmaco seguro
para el tratamiento de la dismenorrea (64). Por otro lado, de acuerdo al reporte por PLM® se
indican como reacciones adversas: somnolencia y ligero aumento de la diuresis, ligero
aumento en la excrecion de sodio y potasio, nauseas, vomito, dolor epigastrico, ictericia,
leucopenia, anemia, dafio hepatico y/o renal; pueden presentarse erupciones eritematosas o

urticaria. En ocasiones fiebre medicamentosa y reacciones hematolégicas.

1.5 Principales terapias alternativas
Como terapias alternativas en el tratamiento de la dismenorrea se conoce a todas las medidas

terapéuticas que no son medicamentosas (4).

Las terapias alternativas son tratamientos no convencionales medicamentosos que se utilizan
para apoyar la medicina cientifica, que tienen su origen en los llamados “remedios” y tiene
su antiguedad desde los inicios de la humanidad; pueden ser regionales, como algunos
extractos de plantas endémicas, o pueden ser mayormente conocidos y usados por mas
poblacién (4,12,13).

1.5.1 Suplementos dietéticos

Debido a los estudios de efectividad y seguridad realizados en los farmacos de uso cotidiano
para dismenorrea, se ha hecho primordial la busqueda de compuestos naturales que tengan
actividad anti-inflamatoria y que conlleven menos efectos adversos (65), como es el caso de
los “suplementos dietéticos”, entendiendo como éstos a los derivados boténicos, vitaminas,

minerales, enzimas y aminoacidos.

Un metaanalisis evalu6 la eficacia y la seguridad de diferentes suplementos dietéticos para
el tratamiento de la dismenorrea, entre los suplementos estudiados se encuentra: manzanilla,
canela, damasco, eneldo, hinojo, jengibre, fenogreco, ruibarbo, valeriana, zatarina y cinco
suplementos no vegetales que eran, aceite de pescado, malatonina, vitamina B1, vitamina E
y sulfato de zinc en una variedad de formulaciones y dosis; en dicha investigacién, se

encontrd que no existe evidencia suficiente de la eficacia de los suplementos dietéticos para
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el tratamiento en la dismenorrea, en la mayoria se carecia de informacion para sostener su

seguridad, y en otros casos la evidencia estaba mas justificada (12).

De forma similar Yu (13) evalud los tratamientos complementarios y alternativos en la
dismenorrea primaria en adolescentes, incluy6 a la vitamina B1, vitamina E, vitamina D,
acidos grasos omega 3, magnesio, jengibre y una mezcla de azafran, semillas de apio y anis,
y encontr6 que aunque las terapias alternativas son efectivas, no se pueden hacer
recomendaciones generales, debido a la particularidad de estos estudios (muestras pequefas,
poblacion especifica); como sugerencia, para investigaciones futuras propone la comparacion
de los tratamientos de primera linea versus los tratamientos alternos y, también, el estudio de

ambos en combinacion.

En otra investigacion se evalu6 la eficacia de capsulas de menta (mentol) versus acido
mefenamico, en un estudio de doble ciego; hallaron que, tanto la intensidad del dolor como
la duracién, disminuy6 con la menta al igual que con el &cido mefendmico, sin embargo no
tuvo capacidad para disminuir la cantidad de sangrado, el estudio concluyd que aunque en
menor alcance (comparado con el &cido mefenamico), si se recomienda el uso de la menta

para el tratamiento de los sintomas en la dismenorrea (66).

1.5.1.1 Alcance y limitaciones

Aunque las terapias alternativas han alcanzado mucha popularidad debido a la opcion méas
segura que ofrecen en el tratamiento de la patologia de la dismenorrea; en la mayoria de los
estudios que analizan su efectividad, no presentan efectos que superen a los tratamientos
médicos de primera linea como los AINES, sin embargo, si presentan efectos positivos sobre
la sintomatologia del padecimiento; una de las limitaciones de estas terapias es que la
dosificacidn tiende a ser mayor para lograr los efectos deseados y en la mayoria de los casos
es escasa la informacion sobre los posibles efectos adversos, o no son evaluados en la

investigacion (4,13).

1.6 Eugenol
Es un aceite de color amarillento y con un olor intenso, es poco soluble en agua pero soluble
en alcohol, su descubrimiento se remonta a la herbolaria usada en el sigo XV para remedios

casero y usos empiricos; asi, se puede encontrar en diferentes hierbas o especias por ejemplo
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laurel, nuez moscada, alcanfor y canela, pero se encuentra en mayor concentracién en el
clavo y de donde es comunmente extraido del alabastrum seco de la Eugenia caryphillate,
(figura 3); por ello se ha reconocido por la FDA como un aceite esencial de uso seguro
(67,68), estd implicado en el tratamiento de varios desordenes especialmente los

involucrados con el dolor y la inflamacion (69).

Figura 3. Planta Eugenia caryphillate, abajo se muestra el alabastrum (cominmente

conocido como clavo de olor) (70).

1.6.1 Estructura
El eugenol (2 metoxi-4-(2-propenil) fenol) es un fenilpropanoide, es considerado
quimicamente como un derivado del grupo fendlico, su férmula es C10H1202; se muestra su

estructura en la figura 4.

0 CH,
HaC™ =

HO

Figura 4. Estructura quimica del eugenol (71).
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1.6.2 Mecanismo de accion y actividad bioldgica

Acerca de la actividad analgésica y la capacidad anti-inflamatoria del eugenol, sucede porla
inhibicion de la actividad nerviosa y de los componentes vasculares de la respuesta
inflamatoria; estos efectos son producidos por la inhibicion de COX-2, sin inhibicién de la
COX-1 (72). El eugenol, como un miembro de los compuestos fendlicos puede inhibir
significativamente a la enzima 5-Lox que es clave en la biosintesis de leucotrienos y que, por
lo tanto, puede reducir la produccion de mediadores inflamatorios (73). También, se ha
encontrado que el eugenol actia como un inhibidor de la prostaglandina H sintetasa, evitando
asi el enlace del AA y la consecuente formacion de dicha prostaglandina. Ha demostrado ser
un potente inhibidor de la formacién de tromboxanos y de la agregacion plaquetaria en sangre

humana in vivo (74).

El eugenol ha demostrado capacidad antioxidante que se lleva a cabo al inhibir la
peroxidacion lipidica inducida por especies reactivas de oxigeno, de igual forma inhibe la
formacion del superdxido en el sistema xantina-oxidasa evitando la formacion de Fe®* que

es un radical agresivo a los tejidos (75).

1.6.3 Usos clinicos

En el area médica el eugenol presenta su mayor uso en el area odontolégica (68). Aunque sus
diferentes propiedades y acciones, siguen siendo objeto de estudio en otras areas de la salud.
En la actualidad son diversos los efectos para los que se esta estudiando el eugenol, a

continuacion se enlistan algunos.

En usos odontoldgicos se ha demostrado que a bajas concentraciones el eugenol tiene efectos
bactericidas, al estabilizar a las membranas celulares con lo cual evita la penetracion de las
bacterias (76).

Como agente antioxidante, Prasad et al. (77) realizaron una investigaron donde median su
potencial para modular las respuestas bioquimicas en una condicion de hiperglucemia
inducida, y encontraron que el eugenol aument6 la actividad antioxidante y disminuyo la
glucosa sanguinea, también mejor6 las actividades del complejo 1,3-succinato

deshidrogenasa lo que provocO una restauracion importante; ellos concluyen que su uso es
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eficaz para utilizarse como un agente terapéutico en las complicaciones menores de la

diabetes.

Por otro lado se estudio la capacidad regulatoria de un éster de aspirina-eugenol en los lipidos
sanguineos en una condicion inducida de hiperlipidemia y encontraron que tenia un
importante potencial anti-hiperlipidémico, al disminuir los niveles de colesterol total y
triglicéridos, lo que de acuerdo a sus resultados, lo destaca como posible tratamiento para esa

clase de padecimientos (69).

En un estudio realizado por Sarkar et al. (78) evaluaron y compararon la capacidad del
eugenol contra la capsaicina para inducir la apoptosis en una linea celular AGS de cancer
gastrico; demostraron que aunque la capsaicina era una agente pro-apopt6tico mas potente,
el eugenol podia inducir la apoptosis tanto en presencia y ausencia de la funcionalidad de
p53 (un gen necesario para la apoptosis, que se dafia en presencia de cancer), por lo que lo
sefialan como un agente a desarrollar como un potente anticancerigeno. Sin embargo, es
importante sefialar que la investigacion sobre los usos y propiedades del eugenol fuera del

area de la odontologia se encuentra en su mayoria en investigacion basica experimental.

1.6.3.1 Efecto anti-inflamatorio

Los efectos antinociceptivo y antiinflamatorio del orto-eugenol un derivado del eugenol,
fueron evaluados por Fonséca et al. (79), en sus resultados describen que el efecto anti-
nociceptivo fue mediado por el sistema adrenérgico y el potencial de actividad anti-
inflamatoria a través de la regulacion de las citocinas proinflamatorias y la fosforilacion de

NF-kB y p38 (implicados en el proceso de la inflamacion).

También se ha estudiado el potencial anti-inflamatorio y anti-nociceptivo del aceite extraido
del clavo de olor, utilizando un modelo de constricciones abdominales inducidas por &cido
acético y el edema de pata inducido por carragenina en ratones; el extracto mostr6 un efecto
analgésico superior a la aspirina (87.7% a 77.7% respectivamente) en la inhibicion de las
contracciones abdominales; y aungue en menor medida que la indometacina, logré reducir
en un 50.6% el edema, finalmente el examen fitoquimico mostro presencia de eugenol, lo
que les permitio concluir que el extracto tenia efectos importantes que pueden servir para el

uso terapéutico de enfermedades que cursen con inflamacion y dolor (80).
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1.6.4 Efectos secundarios
Eugenol inhibe la respiracion mitocondrial in vitro de una manera dependiente de la dosis,

produciendo un desacoplamiento en la fosforilacion oxidativa y la lesion celular (75).

1.7 Interacciones farmacoldgicas

El uso de AINEs para el tratamiento del dolor, es el método de eleccién. Sin embargo, debido
a los efectos adversos producidos por los AINEs se ha desarrollado un gran interés por los
productos de origen natural (suplementos alimenticios, remedios herbales, etc.) que se han
usado por siglos para reducir el dolor y la inflamacién (81).

En patologias como la dismenorrea, el alivio del dolor puede ser alcanzado por una amplia
variedad de métodos, siendo el uso de medicamentos la piedra angular del tratamiento
analgesico. La administracion de dos farmacos con efectos similares es comun en la practica
médica dado que las enfermedades a menudo involucran diversas afecciones que deben
tratarse, otro objetivo de usar coadministraciones es disminuir la dosis de cada farmaco,
disminuyendo asi los efectos adversos que generalmente estan asociados con el uso de altas

dosis cuando se usan farmacos en monoterapia (82).

1.7.1 Tipos de interacciones farmacoldgicas

El término interacciones farmacoldgicas define las situaciones en que los efectos de un
farmaco estan influenciados por la administracion conjunta de otro, es decir, son cualquier
modificacion del efecto de un farmaco por la administracion conjunta de cualquiersustancia

quimica (alimento, plantas medicinales o sustancias de abuso) (83).

Las interacciones farmacoldgicas que pueden producirse son incontables, pero en unsentido
mas amplio se pueden clasificar en farmacéuticas, farmacocinéticas, farmacodinamicas y

mixtas, estas se describen mas detalladamente a continuacion (84).

e Farmacéuticas: Este tipo resulta de las interacciones fisicoquimicas entre los
farmacos involucrados o entre farmacos y excipientes, éstas suelen ocurrir antes de
ser administradas al organismo. Las interacciones de tipo farmacéutico denominan

incompatibilidades.
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e Farmacocinética: Las interacciones farmacocinéticas ocurren cuando los procesosde
absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion de un farmaco son alterados por
otro administrado de forma concurrente. Resultando en un aumento o disminucion de

los niveles plasmaticos del farmaco objetivo.

e Farmacodindmicas: Existen dos tipos de interacciones farmacodinamicas, directas e
indirectas. Las interacciones directas aparecen entre farmacos que actuan en los
mismos lugares de accién, en cambio, cuando los farmacos interaccionan por
diferentes mecanismos de accion, afectando el mismo efecto se dice que se presentan

interacciones farmacodinamicas indirectas.
e Mixtas: estas interacciones incluyen farmacocinéticas y farmacodinamicas.

1.7.2 Andlisis isobolografico

Para estudiar la interaccion entre sustancias activas se puede utilizar el analisis
isobolografico, este permite realizar una evaluacion cuantitativa mas rigurosa. El
isobolograma que resulta del andlisis proporciona una representacion visual de las dosis
tedricas aditivas y de los pares experimentales, ademas es adecuado para mostrar los
resultados. Cuando dos sustancias con efecto similares se administran juntas, el efecto
combinado puede ser exagerado o incluso atenuado. El efecto exagerado es nombrado super-
aditividad o sinergismo, en tanto que el efecto atenuado se nombra sub-aditividad. En
cualquiera de los casos los compuestos individualmente contribuyen al efecto, pero este se
modifica al ponerlos juntos ya sea con una aumento o disminucion del efecto esperado de
ambos (85).

1.7.2.1 Isobolograma

El isobolograma (figura 5) es una gréfica en coordenadas rectangulares de la dosis o
concentraciones (a, b), de las sustancias respectivas que producen un nivel de efecto
especifico (por ejemplo Clz, Clso, Cl2s) cuando se aplican de forma conjunta; en el
isobolograma se muestra la linea de aditividad, la cual representa todas las posibles

combinaciones equivalentes para producir el efecto deseado (84,86).

Como se observa en la figura 5 la linea de aditividad esta definida por dos punto (Z1*,0) y

(0,Z2%). Z1* corresponde a la concentracion del compuesto menos activo y Z>* a la
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concentracion del compuesto méas activo, hablando de los efectos que producen
individualmente. El valor de Z1* y Z>* se calculan de la regidn de la curva concentracion-
respuesta en donde existe una relacion lineal; cuando la relacion no es lineal se puede utilizar
el andlisis no lineal de Z* (86). Para cada farmaco se calcula la Z* de la regresion lineal del
efecto en funcion del logaritmo de la concentracion, de donde se obtienen el logaritmo de Z*
y el error estdndar EE (log Z*) para cada farmaco, posteriormente se utilizara para el analisis
estadistico (84).

Los puntos sobre la linea de aditividad que tienen las coordenadas a, b son las fracciones de
concentracion respectivas (Z:* y Z>*) en combinacion binaria del farmaco Ay el farmaco B
que provocan el mismo nivel de efecto de los farmacos sin combinarse, satisfaciendo la
ecuacion: a/A + b/B =1, en donde A y B son doses equiefectivas (Z1* y Z>* que producen
el mismo nivel de efecto). Los pares de concentraciones equiefectivas son denominados
isobolas, es decir que (A, 0), (0, B) y (a, b) son isobolas. Cuando la combinacién de la
concentracion del farmaco a del farmaco A y la concentracion del b del farmaco B cumplen
con la relacion a/A + b/B = 1 se dice que los farmacos presentan una relacion aditiva (la
suma de sus efectos individuales); cuando la relacién es a/A + b/B = <1 indica una relacion
subaditiva entre los farmacos A y B; por ultimo la relacién a/A + b/B = >1 sefiala la relacion

subaditiva entre los farmacos A y B (86).

La Z* del farmaco A se denotard como A y la Z* del farmaco B, se denotard B. Las
cantidades en la combinacion aditiva son fracciones de la concentracion de cada compuesto
tal que la suma de las fracciones sea igual a la unidad; asi entonces a = fA del farmaco Ay b
= (1 - f) B del farmaco B. Cuando estas cantidades son expresadas en unidades de masa o
dosis (mg, ug o mg/kg respectivamente) la cantidad total en la mezcla es la suma denominada

Zad, COMO Se expresa en la siguiente formula:
Zad=TA+ (1-)B

Esta relacion representa la cantidad tedrica de la combinacion que dard una interaccion
aditiva. Las proporciones de cada farmaco en la mezcla estaran dadas por: pa= fA/Zadypn=
(1-f) B/Zaq respectivamente (84).

24



De estas proporciones la combinacién que da como resultado se administra al sistema
biolégico como si fuera un tercer farmaco, en diferentes dosis o concentraciones conservando
la misma proporcion (p). La dosis o concentracion que proporciona el mismo nivel de efecto
que los farmacos individuales se determinan (por ejemplo Clsg, Cl2s) y a este valor se le
denomina Zexp (cantidad experimental que induce el mismo nivel del efecto). También se

calcula el intervalo de confianza 95% vy el error estandar de la media (EEM).

A la diferencia de M = log Zad — Zep Se le realiza un andlisis. Si el valor no es diferente
significativamente de 0 se indica que la combinacion es la suma del efecto de cada uno de
los farmacos. Por otro lado una diferencia significativa indicara una relacion no aditiva entre
los farmacos siendo: Zad<Zep (M<0) una relacion superaditiva o sinergista y Zad>Zep(M>0)
una relacion de subaditividad o antagonista. En el andlisis isobolografico se aplica el un

analisis estadistico basado en la prueba de t de Student con algunas modificaciones (84,86).

Determinar el valor de t en la prueba de la diferencia significativa de M = log Zad — Zexp
consiste en:

t = M/ [EE (Zad*)? + EE (Zexp*)?]Y?
En laque Zag* se refiere a los valores tedricos aditivos y Zeyp a l0s experimentales. Los errores

estandar estimados se calculan con la formula:
EE (Z*) = 2.3 x Z* X EE (log Z*)
La varianza esta dada por V (Zad*) = f2V (Z1*) + (1 - f)? V (Z2*), el error estandar de Zaq se
obtiene de esta relacion:
EE (Zad*) = [V (Zad*)]"?
Obteniendo el valor de Zady Zexp cOn sus EE, se calcula el valor de t y se compara con el
valor de T dado por:
T = [Tad (EE (Zad™)? + texp (EE Zexp*)?)/ [EE (Zad™)? + EE (Zexp™)?]
El valor de taq es el valor en la tabla de distribucion t con (n1 + n2) -2 grados de libertad, en
donde n1 + nz son la concentraciones del farmaco 1 y el farmaco 2 respectivamente utilizados
en el calculo y texp €s el valor de distribucidn para nexp -2 grados de libertad, en donde nexp €s
el nimero de la concentracién de la combinacion. Si el valor absoluto de t es mayor al valor

de T (|t} > T) la diferencia es significativa (86).
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Figura 5. Isobolograma. La linea continua es la linea de aditividad para las sustancias 1 y
2; Z1* y Zo>* son las concentraciones equiefectivas individuales. Los puntos A y B representan
concentraciones teoricas aditivas (Zad). En esta imagen P y R son puntos que representan las
cantidades experimentales (Zezp) con efecto superaditivo, mientras que Q y S representan las

Zexp con efecto subaditivo.
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2 Antecedentes del problema
2.1 Efectividad del eugenol en la dismenorrea
A pesar de que son ya conocidos Yy estudiados los efectos anti-inflamatorios del eugenol, no

se ha hecho investigacion bésica ni clinica sobre su uso en la dismenorrea.

Lui et al. (87) investigaron los mecanismos moleculares de los diferentes compuestos activos
de la férmula analoga de decoccion “Siwu” para el tratamiento de la dismenorrea primaria
para investigar las correlaciones entre compuestos mdltiples, objetivos multiples y vias
mdaltiples; entre los componentes de dicha formula se encuentra el eugenol. Aunque las
conclusiones describen la participacion de vias multiples, sefialan que es necesario un estudio

mas profundo para evaluar los mecanismos moleculares de los compuestos de la féormula.

Otros estudios evaluaron el efecto de eugenol sobre las contracciones uterinas. En el primero
se probd el efecto del eugenol sobre contracciones espontaneas en Uteros de ratas,
encontrando que el eugenol fue relajante del Utero en forma dependiente de la concentracion
(88). En el segundo estudio, se indujeron contracciones uterinas mediante un estimulo de
bradiquidina (incrementando el [Ca?*]i) en ratas, demostrando que el eugenol inhibi6 las
contracciones de forma dependiente de la concentracion. Ademas, se evalud el efecto del
eugenol en miometrio humano estimulado con PGF, en donde el eugenol fue capaz de
inhibir el tono de las contracciones. Sin embargo en ninguno se habla de un posible

mecanismo de accion (89).

2.2 Efectividad del diclofenaco en la dismenorrea
El efecto espasmolitico del diclofenaco se ha probado con anterioridad en musculo uterino
aislado de rata.

En el estudio de Pérez Vallina et al. (90) se encontr6 que, el diclofenaco posee un efecto
espasmolitico concentracién-dependiente en Utero de ratas. De acuerdo a sus resultados
sugieren que el efecto relajante del Utero del diclofenaco era mediado por la participacion de

la sintasa del 6xido nitrico (SON) y nucleétidos ciclicos.

En otra investigacion, utilizaron el diclofenaco como control, encontraron que posee un

efecto espasmolitico dependiente de la concentracion, trabajado sobre contracciones
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inducidas por PGF, en Utero de ratas. Sin embargo, en esta investigacion no se dieron mas

datos sobre el posible mecanismo de accidon del diclofenaco (91).

2.3 Antecedentes de estudios de la combinacion de AINEs mas productos naturales

Debido a los efectos adversos producidos por los AINEs (primer tratamiento de eleccion en
la dismenorrea) que se ha desarrollado un gran interés por lo productos de origen natural que
se han utilizado para reducir el dolor y la inflamacion (81). En este sentido, existen muchos

estudios que evaluan las posibles interacciones entre compuestos de origen natural y AINES.

Una investigacion evalu6 la coadministracion de naproxeno (AINE) con citral (presente en
citricos y otras plantas), se demostrd con el analisis isobolografico que la interaccion entre el
naproxeno Y el citral en el efecto antinociceptivo era aditivo. Dichos datos sugieren que la
combinacidn tiene ventajas terapéuticas para el tratamiento clinico del dolor inflamatorio
(92).

Otro estudio reporté la farmacocinética y farmacodinamica de la interaccidén entre
diclofenaco y “Trikatu” (un compuesto de pimienta negra, jengibre y pimienta larga),
demostré que el porcentaje de inhibicion del edema por la combinacion de “Trikatu” y
diclofenaco fue similar a la mostrada por “Trikatu” solo, pero significativamente menor que
la mostrada por diclofenaco solo. Por lo tanto, los resultados experimentales indicaron que
el pretratamiento con “Trikatu” puede disminuir la biodisponibilidad de ciertos farmacos,
probablemente a traves de una interaccion farmaco-hierba que ha perjudicado a la eficacia
terapéutica de estos farmacos (93).

Acosta-Madrid . et al. evaluaron la interaccion entre el extracto etanolico de Heliopsis
longipes en combinacion con diclofenaco en su efecto antihiperalgésico. Los autores
mostraron que la interaccion fue sinérgica entre el farmaco y el extracto en el modelo de
hiperalgesia térmica, los datos sugieren que las dosis bajas de la combinacion Heliopsis
longipes-diclofenaco pueden interactuar a nivel sistémico y ofrecer un tratamiento clinico del

dolor inflamatorio que se mas potente y seguro (94).

En un experimento dénde se evalud la interaccion farmacoldgica entre acido xilopico (XA)
(extracto botanico de la planta Xylopia aethiopica) con morfina y combinaciones del XA con
diclofenaco. Utilizando el analisis isobolografico se demostrdé que el extracto XA con

28



morfina y el XA con diclofenaco tenia una combinacién sinérgica en todas las pruebas

nociceptivas, demostrando una ventaja terapéutica en esta combinacion (95).

Por otro lado Ortiz et al. (96) llevaron a cabo un estudio donde examinaron la interaccion
mediante andlisis isobolografico entre el extracto etandlico de Matricaria chamomilla (MCE)
y diclofenaco en la nocicepcion en el modelo formalina. Los autores observaron que laDEzs
teorica para el efecto antinociceptivo fue significativamente diferente de la DEss
experimental; por lo tanto, la interaccion entre diclofenaco y MCE que medio el efecto
antinociceptivo fue de tipo sinérgico.

Al indagar los efectos de la curcumina en la nocicepcion y la farmacocinética del diclofenaco
en ratas se concluyo que la DE3o tedrica derivada para el efecto antinociceptivo (19.2 mg /
Kg) era significativamente diferente del valor de DE3o experimental observada (9.8 mg / Kg);
por lo tanto, la interaccion entre diclofenaco y curcumina fue de tipo sinérgico, con base a
es0 se sugirio que, la combinacion puede interactuar a nivel sistémico como una opcién con

mas ventajas para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y dolor (97).

Otra investigacion realizada por Ortiz et al. (98) dénde describieron los efectos sobre la
inflamacion en las ratas que resultan de la interaccion entre el naproxeno y citral, encontraron
que la DEso tedrica derivada para el efecto anti-inflamatoria fue de 504.4 mg / Kg; este fue
significativamente mayor que el valor experimental que observaron (190.6 mg / Kg), con eso
resultados concluyeron que habia una interaccion sinérgica antiinflamatoria y que la

combinacidn es una alternativa mas potente y segura para la terapéutica de la inflamacion.

Como un antecedente directo, se evalu6 en un modelo de érgano aislado, la interaccion del
efecto relajante de la combinacidn de paracetamol y pirilamina en Gtero humano in vitro. Con
base en el andlisis isobolografico, obtuvieron un indice de interaccion de 0.33 + 0.14 al
comparar las DE3p este dato sugiere que la interaccion a dosis bajas es de tipo sinérgica,
representando una ventaja terapéutica para el tratamiento clinico del dolor dismenorreico
(99).
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3 Marco Teorico

La dismenorrea conocida cominmente como célico menstrual es una de las patologias
ginecoldgicas principales, presenta una gran variabilidad en su prevalencia a nivel mundial
(16 a 90%) (1-3); es de severidad variable, pasando desde sintomas que ocasionalmente
interfieren con las actividades de la vida diaria y, en los casos mas graves incapacidad e
interrupcion completa de las actividades cotidianas, con una repercusion fuerte a nivel escolar
y laboral (6,7). El tratamiento de primera linea conocido es por AINEs (ibuprofeno,
naproxeno, diclofenaco etc.) asi como la combinacidn de farmacos (paracetamol, pamabrom
y pirilamina), dichos farmacos presentan limitaciones y no tienen el mismo alcance y eficacia
en todas las poblaciones, y son propensos a desarrollar diferentes clases de efectos adversos
como dafio gastrico principalmente (6,7,10). El tratamiento de segunda linea para el manejo
de la dismenorrea son los nutracéuticos (suplementos dietéticos y productos botanicos), entre
las que se encuentra, la manzanilla, vitaminas B, D y E, jengibre etc., todas ellas con
antecedentes que prueban sus propiedades similares a las de los AINEs (antiinflamatorios,
antinociceptivos) en la sintomatologia de la dismenorrea (13). Otro producto natural es el
eugenol, que es el compuesto esencial extraido en el aceite de clavo y cuyas propiedades
antiinflamatorias han sido estudiadas y reportadas en diferentes campos (67,68). Con la
investigacion creciente sobre las nuevas alternativas para el tratamiento de la dismenorrea se
han realizado diversos estudios donde se combina el efecto de una medicina complementaria
(Ilamese producto natural) con los farmacos de primera linea, esto con el objetivo de
potenciar efectos terapéuticos, evitar la estrategia de una monoterapia (y la consiguiente falla
terapéutica que pueda tener) y disminuir los efectos secundarios ya sea del farmaco o del
producto natural.
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111 JUSTIFICACION

La dismenorrea es uno de los trastornos ginecoldgicos mas frecuentes en las mujeres jovenes,
siendo representado como un problema grave de salud publica debido a su prevalencia alta
(1-3). La dismenorrea presenta importantes consecuencias; hablando de las complicaciones
sociales (en los casos de severidad moderada y grave) provoca alteracion en las actividades
cotidianas, bajo rendimiento a nivel escolar y laboral e incluso incapacidad total, en el caso
de este dltimo, son muchas las horas de trabajo que se pierden por consecuencia del
padecimiento, lo que conlleva también a repercusiones econOmicas. Acerca de las
complicaciones fisicas, los estudios demuestran que las mujeres dismenorréicas, presentan
una mayor sensibilidad al dolor incluso en zonas no asociadas al malestar menstrual, y en
etapas fuera del ciclo donde se debiera cursar sin dolor. También sefialan que dicha
sensibilidad aumentada puede hacer a las pacientes presentar susceptibilidad a otras
condiciones de dolor cronico en la edad adulta (32).

Dicha problematica requiere un tratamiento que tenga eficacia, seguridad y buena
disponibilidad. A pesar de que ya antes la literatura cientifica ha expuesto esta necesidad
terapéutica, no existe un estandar de oro para el tratamiento de la dismenorrea; es decir, los
tratamientos médicos como los AINEs presentan mayor efectividad pero mas efectos
secundarios y, aunque las terapias alternas presentan efectos secundarios minimos, no poseen
un efecto superior a los AINEs. Debido a esto, el manejo del padecimiento generalmente se
da por automedicacion, dicha practica presenta un alto porcentaje de falla terapéutica y mayor
presencia de efectos adversos (6,7,10).

El eugenol como un extracto no medicamentoso, tiene en la investigacion un fuerte sustento
en sus diversas propiedades; principalmente como potente anti-inflamatorio y anti-
nociceptivo que se da por su mecanismo de accion como inhibidor la COX-2 y la
lipooxigenasa 5 (72,73); y gracias a esto es utilizado en diferentes patologias asociadas al
dolor; lo que da validez para investigar estas capacidades sobre la patogenia y sintomatologia
asociadas a la dismenorrea.

En la actualidad se ha optado por considerar a las terapias alternativas (extractos, vitaminas,
minerales, etc.) como una opcion fiable de tratamiento. Sin embargo, con base a su menor
eficacia en comparacion con los AINEs, aunado con el antecedente de la efectividad de los

medicamentos con 2 0 mas combinaciones de farmacos, se ha desarrollado investigacién que
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evalla los efectos combinados de un medicamento como los AINES y un extracto o terapia
alternativa no medicamentosa. La presente investigacion se encuentra en la busqueda de una
sustancia que permita alcanzar este objetivo con una dosificacion de ambos componentes de
una manera mas homogénea, como podria ser el eugenol, esto con la finalidad de potenciar
de los efectos terapéuticos en el padecimiento, y a su vez disminuir la falla terapéutica y los
efectos adversos.

Demostrar el efecto anti-inflamatorio y espasmolitico del eugenol en combinacion con
diclofenaco (AINE), aumentara el conocimiento de las propiedades de esta combinacién
sobre un padecimiento de esta naturaleza (ligado a los procesos de inflamacion y
contraccion). A su vez incrementara las opciones terapéuticas en la investigacion preclinica,
que a futuro podrian desarrollarse en la investigacién clinica, para dar un tratamiento mas

eficaz y seguro para la dismenorrea primaria.
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IV OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto espasmolitico y mecanismo de accion del eugenol, el diclofenaco y su

combinacion en un modelo de Gtero aislado de ratas Wistar con el sistema de registro

isométrico.

4.1.1 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto espasmolitico del eugenol y el diclofenaco de forma individual con
la construccién de curvas de concentracion respuesta en Utero aislado de rata.

2. Comparar el efecto utero-relajante del eugenol y el diclofenaco con los parametros
de la Clso y la Rmax mediante un andlisis de curvas.

3. Dilucidar el posible mecanismo de accion del eugenol y el diclofenaco evaluando su
efecto espasmolitico en presencia de diferentes bloqueadores.

4. Evidenciar el tipo de interaccion farmacol6gica de la combinacion de eugenol y
diclofenaco (en diferentes proporciones), utilizando las concentraciones teoricas
obtenidas en el analisis isobolografico.

5. Sugerir el mecanismo de accién utilizando la combinacion que haya dado sinergismo
en presencia de diferentes fArmacos bloqueadores.

V HIPOTESIS

El eugenol y diclofenaco tienen un efecto espasmolitico, mecanismos de accion

complementarios, y la combinacién de eugenol y diclofenaco serad de tipo sinérgico o de

potenciacion.
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VI MATERIALES Y METODOS

6.1 Contexto de la investigacion

El presente estudio se llevo a cabo en el Centro de Investigacion en Biologia de la
Reproduccién, ubicado en la Escuela de Medicina Dr. Eliseo Ramirez Ulloa, de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo en la ciudad de Pachuca de Soto, Hidalgo. En
el periodo de Enero a Marzo de 2017 se llevo a cabo la parte experimental del estudio,
posteriormente de Marzo a Julio de 2018 se realizaron los analisis, revision y discusién de
resultados, escritura de tesis y redaccion del articulo.

6.2 Tipo de estudio
Esta investigacion fue de biomédica béasica, de corte experimental con alcance analitico.

Criterios de inclusion:
— Ratas hembras virgenes de linea albina Wistar.

— Peso de 200 a 220 g.

— Buen estado de salud fisica.

— Ratas que se encuentren en ciclo pre estro-estro (frotis vaginal, con células cornificadas)
Criterios de exclusion:

— Reporte de enfermedades o infecciones.

6.2.1 Animales de experimentacion

Para el experimento se utilizaron 70 ratas Wistar hembras con peso de 200 a 220 g, del
bioterio del Centro de Investigacion en Biologia de la Reproduccion. Las ratas estuvieron en
ciclos de luz/obscuridad de 12/12 horas y tuvieron libre acceso a alimento y agua. Se
dividieron en los siguientes grupos:

— 15 ratas Wistar para el sistema de registro isométrico, para la evaluacion del eugenol.

— 15 ratas Wistar para el sistema de registro isométrico, para la evaluacion del diclofenaco.
— 10 ratas para controles de vehiculos en el sistema de registro isométrico.

— 15 ratas para evaluar la combinacion de eugenol y diclofenaco.

— 15 ratas para la evaluacion de mecanismo de accion de la combinacion de eugenol y

diclofenaco.
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6.2.2 Farmacos.

Se utilizaron los siguientes compuestos: sal sodica de diclofenaco, eugenol ReagentPlus®
99%, benzoato de B-Estradiol >97%, dimetil sulféxido >99.9% (DMSO), NG-nitro-L-
arginina (L-NAME), 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-alquinoxalin-1-one] (ODQ), glipizida y 4-
aminopiridina (4-AP). Todos los farmacos se obtuvieron de la empresa Sigma-Aldrich“R, El
eugenol, ODQ y glipizida se disolvieron en DMSO. El diclofenaco, 4-AP y L-NAME fueron
disueltos en agua bidestilada. El benzoato de B-Estradiol se disolvié en aceite de maiz.

6.2.3 Reactantes
Se utilizaron los siguientes reactantes: cloruro de sodio (NaCl), bicarbonato de sodio
(NaHCO:s3), cloruro de potasio (KCI), cloruro de calcio (CaCl.) y glucosa, los cuales se

disolvieron en agua bidestilada.

En el disefio metodologico se puede ver mas a detalle las fases en las que se desarrolld la

investigacion presente (Figura 6).

Fase 1: Efecto Fase 2: Mecanismo Fase 3: Analisis
espasmolitico de accion isobolografico
{ {

CIIL‘(IM

Sistema de Registro Isométrico para tejidos aislados «— ., . """

| }

Efecto sobre la contraccion ténica Efecto sobre la incubacidncon ™ )
sostenida (KCI 60 mM) distintos blogueadores
Efecto
. i { } espasmolitico
Eugenol Diclofenaco Eugenol Diclofenaco (Clcxmmm,).
Concentraciones:  Concentraciones; Concentracion:  Concentracion: - Tipo de interaccién
| Y ) \ Y i Mecanismo de
accion de la
Efecto espasmolitico Modificacion del efecto combinacion.
Concentracion inhibitoria 50 (Cly) espasmolitico (control) del
Respuesta méixima (R,,,.) farmaco y el extracto, —

Figura 6. Disefio metodologico.
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6.3 Sistema de registro isométrico para medir la contraccion del tejido uterino aislado
de la rata.

6.3.1 Principio

Para evaluar el efecto del eugenol sobre la contraccion tonica sostenida del utero aislado de
rata se utilizo el sistema de registro isométrico para tejidos aislados, el cual permite registrar
la actividad funcional de los tejidos (contraccion o relajacion) y determinar el efecto de
sustancias espasmodicas y antiespasmadicas; ademas, con los datos obtenidos por esta
técnica, es posible cuantificar los parametros farmacologicos de la concentracion efectiva 50
0 concentracion inhibitoria 50 (Clso) y la respuesta maxima (Rmax), Utilizando estimulos
electromecanicos y farmacomecanicos (100).

6.3.2 Procedimiento

Se utilizaron ratas hembras virgenes (200-220 g de peso corporal), tratadas con benzoato de
estradiol (40 pg/kg por via subcutanea) 48 h antes del experimento; la etapa del estro se
confirmo por examen microscopico de frotis frescos vaginales. Para realizar la eutanasia la
rata se sacrificd por dislocacion cervical. Se efectué un corte en la pared abdominal y se
extrajo el Gtero, que fue colocado inmediatamente en una caja de Petri con solucion Ringer,
después se limpid del tejido adyacente y graso. De cada cuerno uterino se obtuvieron 12 tiras
uterinas de 1 cm de longitud, las tiras se colocaron en las camaras de tejidos aislados; una
punta de la tira se sujet6 a la base de las camaras con hilo de seda de 4 ceros y la otra punta
del tejido, se unié con el hilo a un transductor de tensién FT03. El volumen de cada camara
fue de 3 mL, la composicion de la solucion Ringer Locke utilizada fue (mM): NaCl 154,
NaHCOs3 5.95, KCI 5.63, CaCl. 1 y glucosa 0.277. Los tejidos se tensionaron a 1 g, a la
temperatura de 37° C y con burbujeo constante de gas carbdgeno (5% CO2 en O>). Para la
estabilizacion de los tejidos, éstos se sometieron a un periodo de equilibrio (30 min) durante
el cual, se lavaron con 3 mL de solucion Ringer Locke fresco cada 10 minutos. Los tejidos
se estimularon electromecanicamente con una solucion despolarizante de KCI (60 mM)
induciendo una contraccidn tonica sostenida. Las respuestas contractiles se registraron
isométricamente utilizando un poligrafo Grass Telefactor; los datos se digitalizaron y se
analizaron por medio del programa PolyView; siguiendo el procedimiento descrito por otros
estudios (101,102). Con este método se estudid el efecto del eugenol y diclofenaco a
diferentes concentraciones (M) sobre la contraccion ténica sostenida inducida por la
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solucion despolarizante de KCI 60 mM, también se evalu6 el efecto de la combinacion del
diclofenaco con eugenol (Figura 7a), las concentraciones estudiadas se pueden ver en la
Tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones de estudio sobre la contraccion de tejido uterino aislado de rata.

No. de ratas | Muestra Concentraciones
15 Eugenol 10-320 uM
15 Diclofenaco 10-560 uM
Combinacion Proporcion
15 1:1
Eugenol y diclofenaco 1:3y3:1
1:10y 10:1

6.4 Evaluacion del efecto espasmolitico del diclofenaco y eugenol ante los diferentes
farmacos.

También se evalu6 la incubacién (15 minutos) sobre la contraccion tonica sostenida de
diferentes farmacos bloqueadores: L-NAME (inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico), ODQ
(inhibidor de guanilato ciclasa soluble [GCs]), glipizida (bloqueador de los canales de potasio
sensibles a ATP) y 4-AP (bloquea los canales de K* dependientes de voltaje); las
concentraciones utilizadas de cada blogueador se muestran en la tabla 2. Luego se adiciono
eugenol y diclofenaco y se registr6 el porcentaje de relajacién; las concentraciones fueron
seleccionadas de acuerdo a un analisis inicial por regresion con el programa SigmaStat, de
ddnde se obtuvieron la Clso=213 uM para eugenol y Clso=142 uM para diclofenaco, con base
en esos datos se escogieron las concentraciones logaritmicas inmediatas, siendo 240 uM para
eugenol y 180 uM para diclofenaco. Con este mismo método se estudio el efecto de los
blogueadores con las combinaciones tedricas de eugenol y diclofenaco y se registro el
porcentaje de relajacion (Figura 7b); las concentraciones se eligieron de acuerdo a los

resultados del analisis isobolografico.
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Tabla 2. Concentraciones de estudio para cada bloqueador.

Farmaco Concentraciones
L-NAME 100 pM

oDQ 10 mM
Glipizida 10 uM

4-AP 1M

Todas las concentraciones utilizadas son con base en lo reportado por la bibliografia.

Efecto espasmolitico
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Figura 7. Método usado en el sistema de registro isométrico para tejidos aislados. Trazos

obtenidos del programa Poly View.
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6.5 Analisis isobologréafico

6.5.1 Procedimiento

A

En el modelo de tejido aislado, se realizd la contraccion del tejido con KCI y se
efectud la adicion al bafio de diferentes concentraciones de eugenol (10 a 230 puM).
En otros tejidos se indujo la contraccién del tejido con KCl y se realiz6 la adicién al
bafio de diferentes concentraciones de diclofenaco (10-560 puM).
Se graficaron los resultados de los experimentos y se obtuvieron curvas
concentracion-respuesta del diclofenaco y del eugenol y a partir de éstas, utilizando
regresion lineal se determing el valor de la Clso de cada farmaco.
Una vez obtenida la Clsg de diclofenaco y de eugenol, se calcul6 la concentracion
inhibitoria 50 tedrica (Clso 1es) para las proporciones 1:1, 1:3, 3:1, 1:10 y 10:1.
Directamente en la cdmara de tejido (sistema de registro isométrico), se administro
en proporciones equiefectivas constantes a partir de la Clso de cada uno de los
farmacos de manera individual las siguientes concentraciones:

a. Clspdiclofenaco/2 + Clso eugenol/2, Clsg diclofenaco/4 + Clso eugenol/4, Clso

diclofenaco/8 + Clso eugenol/8 y Clsp diclofenaco/16 + Clso eugenol/16.

Estos resultados se graficaron en curvas concentracion-respuesta y utilizando
regresion lineal se calcularon los valores de las concentraciones inhibitorias 50
experimentales (Clso exp) de la combinacion. Una vez obtenidos los valores tedricos
y experimentales de la Clso, se realiz6 una comparacion estadistica entre estos valores
con la prueba t de Student.
Los valores de la Clso exp menores que Clsg 1es Se interpretaron como una interaccion
superaditiva o de potenciacion cuando la diferencia fue estadisticamente significativa
(p <0.05). Para un valor de Clso exp mayor significativamente (p<0.05) que la Clsg Tes,
la combinacion se interpretdé como subaditiva o antagonista, y cuando no existio
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) se interpreté como la ausencia de
interaccion, declardndose una combinacion con relacion aditiva o de sumacion
(103,104).

39



6.6 Anélisis estadistico

Los datos se procesaron por un analisis de varianza (ANOVA), seguido de una prueba de
comparacion multiple Bonferroni. Se consideraron valores estadisticamente significativos
aquellos que presentaron una p<0.05. Utilizando regresion se obtuvo la Clso y la Rmax. Todos
los analisis anteriores se realizaron utilizando el programa GraphPadPrism. Los datos

obtenidos en el andlisis isobolografico se evaluaron con una prueba de t de Student adaptada.

6.7 Aspectos éticos

La presente investigacion fue evaluada y aprobada por del Comité Institucional Etico para
el cuidado y uso de animales de laboratorio del bioterio de la UAEH. Los animales recibieron
un trato humanitario de acuerdo a los lineamientos establecidos por la norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 para las especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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VII RESULTADOS

7.1 Efecto espasmolitico del eugenol y del diclofenaco
Los vehiculos para todos los farmacos y compuestos utilizados en este estudio fueron
probados, y su efecto no fue estadisticamente significativo siendo siempre menor al 10%,

como se puede ver en el Anexo 1.

En el sistema de registro isométrico para tejido aislado, el eugenol inhibid la contraccion
tonica sostenida inducida por un estimulo electromecanico con un efecto dependiente de la
concentracion; con esos datos se obtuvo la Clso y Rmax como se muestra en la figura 8. De
igual forma, el diclofenaco inhibié la concentracion por el mismo estimulo de forma
dependiente de la concentracion (figura 10). Para eugenol y diclofenaco se hicieron pruebas
de vehiculos, en las figuras 9 y 11 se puede observar que el efecto de los vehiculos es en

ambos casos menor a 10%.
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Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de eugenol sobre un estimulo
electromecanico de KCI 60 mM. Cada punto representa el valor promedio de 8 experimentos
(n=8) y las barras verticales representan el valor del EEM. Datos obtenidos por prueba de

regresion lineal.
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Figura 9. Efecto relajante (%) de eugenol sobre un estimulo electromecanico de KCI 60 mM.

Cada punto representa el valor promedio de 8 experimentos (n=8) y las barras verticales
representan el valor del EEM, * p<0.05. Prueba de ANOVA, seguido de una prueba de
comparacion multiple Bonferroni.
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Figura 10. Efecto atero inhibitorio de diclofenaco sobre la contraccion tonica sostenida
inducida por KCIl 60 mM. Cada punto representa el valor promedio de 8 experimentos (n=8)

y las barras verticales representan el valor del EEM. Prueba de regresion lineal.
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Figura 11. Efecto relajante (%) de diclofenaco sobre un estimulo electromecéanico de KCI
60 mM. Cada punto representa el valor promedio de 8 experimentos (n=8) y las barras
verticales representan el valor del EEM, * p<0.05. Prueba de ANOVA, seguido de una prueba
de comparacion multiple Bonferroni.

7.2 Respuesta a diferentes bloqueadores.

Para investigar el mecanismo de accion probable del efecto relajante individual del eugenol
y el diclofenaco se realizaron experimentos en donde se estudio el efecto relajante de los
compuestos en presencia de los bloqueadores: L-NAME, ODQ, 4-AP y glipizida. El efecto
relajante de eugenol a la concentracion de 230 UM no presentd cambios estadisticamente
significativos en presencia de los diferentes inhibidores (p<0.05); de igual forma, el efecto
de diclofenaco a la concentracién de 180 pM no presenté cambios estadisticamente
significativos en presencia de los diferentes inhibidores (Figuras 12 y 13) (p<0.05).

De manera individual los farmacos bloqueadores no causan cambios significativos a la
contraccion uterina. El efecto individual de los bloqueadores durante la incubacién se puede
ver con mas detalle en el anexo 2.
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Figura 12. Efecto de los diferentes inhibidores sobre el efecto relajante eugenol: L-NAME,
4-AP, ODQ, glipizida, n=6-9. Analisis de varianza ANOVA, seguido de una prueba de

comparacion multiple Bonferroni (p>0.05).
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Figura 13. Efecto de los diferentes inhibidores sobre el efecto relajante diclofenaco: L-
NAME, 4-AP, ODQ, glipizida, n=6-9. Analisis de varianza ANOVA, seguido de una prueba

de comparacion multiple Bonferroni (p>0.05).
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7.3 Interaccion farmacoldgica entre eugenol y diclofenaco.

Mediante la regresion lineal se obtuvieron las Clso Tes, que fueron estudiadas, y
posteriormente con base en los resultados obtenidos de las combinaciones en las diferentes
proporciones se obtuvieron las Clso exp. Las concentraciones tedricas y experimentales de
cada proporcion se analizaron mediante el analisis isobolografico y se obtuvieron los indices

de interaccion (y), como se muestra en las tablas 3 y 4.

En el isobolograma (figura 14) se muestra en la linea de aditividad la concentracion teérica
1:1, en comparacion podemos observar que la el punto de la Clso exp S€ ubica ligeramente
arriba de la linea de aditividad, lo que indica un efecto de sumacion con una y=1.14, estos
datos concuerdan con la proporciones 1:3 y 3:1 (figura 15). Por otro lado en el isobolograma
de la proporcion 1:10 y 10:1 (figura 16 y 17) se observa que el punto de la Clsoexp para 1:10
se ubica por encima de la linea de aditividad con una y=2.45, estos datos sefialan un efecto
de antagonismo entre los farmacos. Contrario a esto, el punto de la Clsp exp para 10:1 se
encuentra por debajo de la linea de aditividad, es decir dicha proporcion muestra un efecto

de sinergismo con una y=0.55 (p<0.05).

Para cada combinacion en diferente proporcién se estudio la Clsg Tes, Clas Tes, Cli25 Tes Y
Cle2s Tes con estos datos se realizaron graficas logaritmicas que permiten ver el
desplazamiento de las diferentes combinaciones y proporciones en las figuras de la 18 a la
21.

De los resultados expuestos podemos observar que las interacciones en las curvas de las
proporciones 1:1, 1:3, 3:1 se ubican al nivel de las curvas individuales de diclofenaco y
eugenol (interaccion de tipo aditiva o de sumacion). Mientras que la curva de la proporcion
10:1, se desplaz6 hacia la izquierda con respecto a las demas en todas la CI (interaccion de

tipo sinérgica). Todos estos datos concuerdan con lo mostrado en los isobologramas.
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Tabla 3. Clsg 1es, Clso exp € indice de interaccion (y) de la combinacion diclofenaco-eugenol,

proporcion 1:1, 1:3y 3:1.

Proporcion ClsoTes Clsoexp Indice de interaccion (y)
1:1 159.8 + 37.8 1824+ 744

Farmaco 1.14
Diclofenaco 91.8 104.8

Eugenol 68 77.6

1:3 | 147.9+£525 [152.1+443

Farmaco 1.03
Diclofenaco 45.9 2920.4

Eugenol 102 104.9

3:1 [171.7+285 [701

Farmaco 0.96
Diclofenaco 132.9 42.6

Eugenol 32.8 10.5

Tabla 4. Clso 1es, Clso Exp € indice de interaccion (y) de la combinacion diclofenaco-eugenol,

proporcion 1:1, 1:10 y 10:1.

Proporcion ClsoTes Clsoexp Indice de interaccién (y)
11 159.8 + 37.8 1824 +74.4

Farmaco 1.14
Diclofenaco 91.8 104.8

Eugenol 68 77.6

1:10 | 140.2+63.2 [343.3+173.1

Farmaco 245
Diclofenaco 91.8+21.7 104.8 £42.8

Eugenol 68 + 16.1 77.6 +31.7

10:1 179.3+28.2 [99.2+145 0.55*
Farmaco

Diclofenaco 167.1 + 26.3 925+135

Eugenol 122+19 6.8+1.0
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Figura 14. Isobolograma de la combinacion de diclofenaco y eugenol en proporcion 1:1.

Prueba de t adaptada (p>0.05).
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Figura 15. Isobolograma de la combinacion de diclofenaco y eugenol en proporcién 1:3, 3:1.

Prueba de t adaptada (p>0.05).
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Figura 16. Isobolograma de la combinacion de diclofenaco y eugenol en proporcion 1:10.
Prueba de t adaptada (p<0.05).
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Figura 17. Isobolograma de la combinacién de diclofenaco y eugenol en proporcion 10:1.
Prueba de t adaptada (p<0.05).
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Figura 18. Curvas logaritmicas comparativas del efecto del eugenol, diclofenaco y su

combinacién en la proporcion 1:1 (Clso, Clos, Cli25y Cle.2s exp) (N=6).
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Figura 19. Curvas logaritmicas comparativas del efecto del eugenol, diclofenaco y su

combinacién en la proporcion 1:1, 1:3, 3:1 (Clso, Clzs, Cli25Y Cle.25 exp) (n=6).
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Figura 20. Curvas logaritmicas comparativas del efecto del eugenol, diclofenaco y su

combinacidn en la proporcion 1:1, 1:10, 10:1 (Clso, Clzs, Cli2sY Cle.25 exp) (N=6).
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Figura 21. Curvas logaritmicas comparativas del efecto del eugenol, diclofenaco y su

combinacion en la proporcion 10:1 (Clsp, Clzs, Cli2sy Cle.2s exp) (n=6).
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7.4 Combinacién de proporcion 10:1 contra bloqueadores.

De acuerdo a los resultados se selecciond la combinacion en la proporcion 10:1, ya que esta
combinacién dio una interaccion de tipo sinérgica. Dicha combinacion se prob6 contra los
diferentes bloqueadores (L-NAME, ODQ, glipizida y 4-AP).

Las comparaciones entre el efecto de las Clso, Clzs, Clizsy Cle.2s exp de la proporcion 10:1
contra las mismas en presencia de los bloqueadores se puede observar en las figuras de la
22.23, 24 y 25. En la figura 26 se nota la modificacion que sufri la Clso exp de laproporcion
10:1 en presencia de cada uno de los bloqueadores.

En presencia de los inhibidores se observé que el ODQ un inhibidor de la guanilato ciclasa
soluble (GCs), bloquea el efecto de la combinacién al grado de desplazar la curva en todas
las concentraciones. Con menor eficacia, la glipizida también bloquea el efecto. También,el
ODQ modifica de manera significativa la Clsoexp de 99.1 a 2004.8 uM, y glipizida a 320.7uM
(p<0.05).

70+

60+ —— Combinacion 10:1

50 Vehiculo de L-NAME +
diclofenaco:eugenol
40
—e— Combinacién 10:1
30 L-NAME 100 uM +
20- diclofenaco:eugenol

%o de inhibicidon
100% KCI 60 mM

10+

10 1(|)0
Concentraciones (uM)
Figura 22. Curva logaritmica comparativa del efecto de la combinacién 10:1 (Clsg, Clzs,
Cli2s y Cle2s exp) Y €l mismo en presencia de L-NAME (n=6). Prueba de t de Student
(p>0.05).
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Figura 23. Curva logaritmica comparativa del efecto de la combinacion 10:1 (Clso, Clos,

Cli25y Cle2sexp) Y €l mismo en presencia de ODQ (n=6). Prueba de t de Student (*p<0.05).
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Figura 24. Curva logaritmica comparativa del efecto de la combinacion 10:1 (Clsp, Clos,

Cli25y Cle.25 Exp) Y €l mismo en presencia de 4-AP (n=6). Prueba de t de Student (p>0.05).
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Figura 25. Curva logaritmica comparativa del efecto de la combinacién 10:1 (Clsp, Clzs,
Clizs y Cle2s exp) Y €l mismo en presencia de glipizida (n=6). Prueba de t de Student
(*p<0.05).
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Figura 26. Grafica comparativa de la Clso exp de la proporcion 10:1 y su modificacion en
presencia de los bloqueadores (n=6). Analisis de ANOVA, seguido de una prueba de
comparacion maltiple Bonferroni (*p<0.05, **p<0.001). Un valor superior en la Clso exp

sugiere que el farmaco bloqued el efecto de la combinacion.
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VIII DISCUSION

8.1 Efecto espasmolitico individual del diclofenaco y el eugenol sobre la contraccion
ténica sostenida inducida por K*

El musculo liso uterino tiene una naturaleza contractil cuya funcion (cuando no se esta
gestando), es la expulsion del endometrio que recubre el Gtero cuando no se ha producido el
embarazo: en condiciones normales, este proceso es indoloro. Sin embargo, cuando hay una
disminucion de progesterona en la fase lGtea tardia del ciclo menstrual, la liberacion de AA
conlleva a una sobreproduccion de PGs que son las responsables de la contraccion uterina y

la hipersensibilizacion de las fibras del dolor (14,18).

La terapia utilizada para tratar este padecimiento debe tener la capacidad de inhibir las
contracciones o espasmos (efecto espasmolitico) que provocan el dolor y el consecuente
malestar que puede llegar a incapacitar a las mujeres. Por esta razon los AINEs se perfilan
como los medicamentos de primera linea para el tratamiento de la dismenorrea, ya que éstos
son capaces de inhibir a la COX, y su consecuente inhibicion en la produccion de PGs: sin
embargo, en la actualidad se sabe que los AINESs tienen efectos mas alla de la inhibicion de
la sintesis de PGs, por ejemplo: inhibicion de la generacion de anion superoxido de los
neutrofilos, inhibicion de la activacion de neutréfilos con estimulos inflamatorios, inhibicion
de la sintesis de proteoglicanos, inhibicion del flujo de calcio, modificacion de la liberacion

de neurotransmisores, entre otros mecanismos (105).

8.1.1 Diclofenaco

Bajo las condiciones experimentales de este estudio, la contraccién se indujo por un estimulo
de KCI 60 mM con Ca?* provocando la despolarizacion de la membrana celular y la apertura
de los canales de Ca* de tipo L (los mas abundantes en tejido uterino) que participan en la
contraccion miometrial, en este caso una contraccion de tipo ténica sostenida (106). El
diclofenaco fue capaz de inhibir la contraccion inducida de manera dependiente de la
concentracion (32-560 pM), también se observo que diclofenaco fue capaz de inhibir al 84%
la contraccion en su concentracion mas alta (Rmax parcial= 84%), estos hallazgos concuerdan
con otros estudios en donde se ha comprobado el efecto de diclofenaco sobre el mismo
estimulo (107,108). Es importante sefialar que la contraccion inducida por KCI y algunos

farmacos como vanadato y metacolina no tienen un efecto uterotonico por la estimulacion de
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la liberacion de eicosanoides (107). Con base en esto podemos observar que en este ensayo
el diclofenaco tiene un efecto espasmolitico mediante un mecanismo alterno a la inhibicion
de COX-1y COX-2, se sabe que la contraccion ténica depende de la entrada de calcio, se
puede afirmar que el efecto espasmolitico de diclofenaco en esta contraccidn es compatible
con un efecto blogueante de la entrada de calcio.

La Clso del diclofenaco obtenida fue de 183.6 £ 30.2 uM, sin embargo, las investigaciones
que estudiaron el efecto del diclofenaco en las mismas condiciones obtuvieron datos
diferentes. En un estudio realizado por Pérez et al. (108) donde evaluaron los efectos de la
fenidona, diclofenaco sddico y é&cido etacrinico (todos inhibidores de la sintesis de
eicosanoides) sobre contracciones inducidas por varios agonistas en utero de rata, entre los
que se encontraba KCI 60 mM, obtuvieron una Clso de 39.5 uM para diclofenaco. EI mismo
equipo de trabajo en un estudio posterior analizd el efecto de diferentes AINES entre los
cuales se encontraba diclofenaco sobre el estimulo de metacolina, PGF2, y KCI 60 mM en
utero aislado de ratones, obtuvieron una Clso de 77 + 10.4 uM sobre la contraccion de KCI
(107). La diferencia que tienen entre si las dos concentraciones que obtuvieron puede deberse
al modelo animal que utilizaron, en este caso ratas y ratones. Sin embargo, los resultados
obtenidos en el presente estudio difieren mucho de los estudios anteriores. En la investigacion
donde se utilizaron ratas fueron incluso del mismo tipo (Wistar), no obstante, sus resultados
permitieron perfilar al diclofenaco como uno de los AINEs mas potentes de los revisados en
su estudio con una Clsp muy baja. La unica diferencia metodoldgica que permite explicar la
discrepancia entre los resultados puede estar en el equipo utilizado, para los dos estudios
descritos se utiliz6 un poligrafo Omniscribe 5000, esté instrumento ofrecia un registro por
transductores de desplazamiento, mientras que los resultados de este trabajo fueron
analizados con datos digitalizados por medio del programa PolyView, dicha condicién puede

considerarse mas exacta.

8.1.2 Eugenol

Pese a que los AINEs son los medicamentos de primera linea para el tratamiento de
padecimientos que cursan con dolor, como es el caso de la dismenorrea, es bien sabido que
dichos farmacos tienen una alta incidencia de efectos adversos, de entre los cuales destaca el

dafio gastrico, que se intensifica con el uso crénico (109); aunado a esto, varios estudios
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sefialan que, a la larga, el uso de AINEs en el tratamiento de la dismenorrea puede generar
falla terapéutica (10). Estas circunstancias han llevado a la investigacion de nuevas opciones
terapéuticas, como la medicina complementaria y alternativa, un ejemplo de éstas son las

plantas, los extractos y derivados botanicos con sustancias bioactivas.

El eugenol es un aceite esencial, es el mayor componente de varias plantas, pero se extrae
principalmente de la Eugenia cariphilate (80% del extracto). Este compuesto tiene actividad
analgésica y antiinflamatoria comprobada, es decir, comparte caracteristicas con los AINEs.
Existen estudios que demuestran que el eugenol puede inhibir a la COX-2 y la consecuente
produccidn de eicosanoides al igual que los AINEs, sin embargo, se ha demostrado también

que no inhibe a la COX-1, dicha cualidad lo perfila como una opcion mas segura (73).

En este ensayo se mostro el efecto del eugenol en la contractilidad del masculo liso uterino
in vitro, y demostré su capacidad para inhibir la contraccidn ténica sostenida inducida por el
estimulo farmacomecanico de KCI. El efecto espasmolitico del eugenol fue directamente
proporcional a la concentracion aplicada (10-320 uM), disminuyo la fuerza de contraccion
(efecto dependiente de la concentracién) al igual que el diclofenaco, esto nos permite
suponer que el eugenol actGa directa o indirectamente sobre los canales de Ca®* para

disminuir [Ca?*]i y por consecuencia inhibir la contraccion (106).

Aunque este es el primer estudio en demostrar el efecto del eugenol sobre una contraccion
tonica inducida con KCI en tejido uterino, existen antecedentes del efecto del eugenol sobre
contracciones en tejidos de Gtero humano y de ratas. En Gtero de rata se evalud el efecto de
eugenol sobre contracciones fasicas inducidas por bradiquinina (vasodilatador dependiente
del endotelio que provoca la contraccion del masculo liso no vascular), y en Gtero humano
sobre contracciones inducidas por PGF»,, ambos estimulos incrementan el [Ca*]i, el eugenol
logré inhibir las contracciones en ambos casos en forma dependiente de la concentracion
(89). En otro experimento, se demostré que tanto eugenol como el aceite de clavo,
disminuyen las contracciones espontaneas en Utero de rata de forma concentracion-
dependiente, estas contracciones estan ligadas a los niveles de oxitocina, PGs y por ende, a
la apertura de canales de Ca?*y el incremento del [Ca?*]e. Aunque estos estudios evaluaron

el efecto del eugenol sobre contracciones con diferente estimulos, sus hallazgos concuerdan
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con los resultados presentados y reafirman la implicacion del Ca?* en el posible mecanismo

de accion (88).

Mediante un andlisis de regresion lineal con los datos obtenidos del efecto espasmolitico de
eugenol se obtuvo una Clso de 135.9 £ 69.3 uM. Como ya se menciono, el efecto del eugenol
en tejido uterino ha sido estudiado previamente, no obstante, en dichas investigaciones no se
realizo un analisis posterior para reportar la Clso obtenida en sus modelos. Es importante
recalcar que aunque seria un punto de comparacion interesante, deberia tenerse en cuenta la

diferencia de métodos y los modelos con los que se trabajo.

8.1.3 El efecto espasmolitico del eugenol es mas potente que el diclofenaco

Al hacer una comparacion entre las Rmax del eugenol y el diclofenaco (90% y 84%
respectivamente) se puede observar que el primero tiene mayor eficacia, de la misma forma
las Clso obtenidas del diclofenaco (183.6 = 30.2 uM) y el eugenol (135.9 + 69.3) muestran
que el eugenol tiene mayor potencia al tener una Clso menor, aunque dicho resultado no es
estadisticamente significativo (p = 0.89), por lo tanto en este estudio el efecto de ambos es
igual. Es importante mencionar que estos resultados no concuerdan con lo reportado por las
investigaciones donde se han estudiado la eficacia y capacidad de las terapias alternas
(suplementos dietéticos, vitaminas, minerales, extractos botanicos, plantas medicinales) para
el tratamiento de la dismenorrea; en éstas se encontré que aungue estos tratamientos tienen
efectos terapéuticos sobre la patologia, no poseen una eficacia superior a la de los AINES
(farmacos de primera linea), razén por la cual recomiendan como medida la medicina

convencional y la medicina complementaria (10, 74).
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8.2 Los bloqueadores de SON, GCs y canales de K* sobre el efecto espasmolitico del
eugenol y diclofenaco de forma individual

Existen varios tipos distintos de antagonistas que bloquean el mecanismo central de la
contraccion miometral, ademas de los ya mencionados AINEs; esto se debe a laimplicacion
de mecanismos de accion multiples en el proceso uterino de contraccidn-relajacion. Los
antagonistas evaluados (diclofenaco y eugenol) se probaron en presencia de los diferentes
bloqueadores para dilucidar el mecanismo de accion. Estos bloqueadores deben actuar sobre
receptores, canales o enzimas que estén presentes en el tejido de estudio, en este caso en Utero
de rata. La pre-incubacion de estos farmacos en el tejido (periodo de estabilizacion) para
posteriormente agregar el compuesto de estudio, permite observar si se modifica el efecto de
este ultimo, con base en esto se puede afirmar si el efecto del antagonista disminuye en
presencia del bloqueador, dicho farmaco esta actuando por ese mecanismo de accion. Los
farmacos usados en este estudio utilizan canales y enzimas que estan presentes en el tejido
uterino de rata (90,110,111), siendo L-NAME, ODQ, 4-AP vy glipizida; otro criterio de
seleccion de acuerdo al antecedente directo sobre el mecanismo de accion de diclofenaco en

un modelo metodoldgico igual, ya que no habia antecedentes directos para eugenol.

8.2.1 Eugenol

De acuerdo con los resultados, el efecto relajante del eugenol no se vio afectado por el L-
NAME, un inhibidor de la SON, lo que indica que sus efectos no se provocan a través del
oxido nitrico. EI ODQ (inhibidor de la enzima GCs) tampoco bloqueo los efectos inhibidores
del eugenol, esto sefiala que sus actividades relajantes no se deben al incremento del GMPc.
Del mismo modo 4-AP un bloqueador de canales de K* dependiente de voltaje y la glipizida
bloqueador de canales de K* dependientes de ATP no disminuyeron el efecto de eugenol,
con base en esto se descarta que la actividad utero relajante del eugenol se deba a la apertura
de dichos canales.

El musculo liso uterino estrogenizado con benzoato de B-estradiol responde con una
contraccion tonico sostenida cuando se incuba en una solucion despolarizante de KCI 60 mM
con Ca?"y que la contraccion inducida de esta manera es dependiente del [Ca?*]e. Aunque
el mecanismo exacto de la actividad relajante no se estableci6 en este estudio, el hecho de

que relajara la contraccion inducida por KCI sugiere que tal actividad podria deberse a la
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inhibicion de los canales de Ca?* (106). Un estudio previo llevado a cabo en el laboratorio
donde se desarroll6 este trabajo, evaluo el efecto de eugenol ante un estimulo de Ca?* 1 mM,
asi como su efecto en presencia de propranolol (antagonista de receptores B2 adrenérgicos) y
cimetidina (antagonista de los receptores Hy), encontraron que los bloqueadores no revertian
el efecto y que la respuesta al Ca?* era dependiente de la concentracion, por lo que proponen
que el eugenol esta actuando mediante el bloqueo de canales de calcio tipo L. Si bien el
modelo utilizado en este estudio no permite analizar més a fondo el efecto que tiene el
eugenol sobre los canales de calcio, existen estudios probados en musculo liso que pueden
respaldar dicha hipotesis. Soares et al. (112) evaluaron el efecto relajante de eugenol (como
control) y otros compuestos en anillos de aorta pre contracturados con fenilefrina (1 uM); el
efecto espasmolitico de eugenol fue abolido por los bloqueadores de canales de calcio
dependientes de voltaje nifedipina (1 uM) y diltiazem (1 pM); con base en sus resultados,
concluyen gue el efecto de eugenol y otro andlogo estaba mediado por la apertura de canales
de Ca?* dependientes de voltaje. En otro estudio también se demostro que el eugenol dilataba
arterias cerebrales de rata, que fueron constrefiidas por la despolarizacion de la membrana
con K*60mM de manera dependiente de la concentracion, aunado a esto, mediante estudios
electrofisioldgicos se encontrd que el eugenol inhibia las corrientes de Ca?* dependientes del
voltaje en las células del musculo liso. Por lo tanto, el eugenol puede estar relajando las

contracciones uterinas mediante el bloque de canales de Ca?*.

8.2.2 Diclofenao

Al igual que el eugenol, el efecto relajante del diclofenaco no fue inhibido de forma
estadisticamente significativa por los bloqueadores probados (L-NAME, ODQ, 4-AP y
glipizida), con base en estos resultados se puede concluir que el efecto relajante del
diclofenaco no esta actuando por la inhibicién de las enzima SON, GCs o los canales de K*

sentibles al voltaje ni dependientes de ATP.

Existe un antecedente directo donde Pérez et al. (90) demostraron que el efecto espasmolitico
del diclofenaco en utero de rata, estaba mediado por la participacion de 6xido nitrico y los
nucleotidos ciclicos (GMPc y AMPc); estos datos fueron obtenidos al utilizar L-NAME, Rp-
SAMPc y ODQ; es importante mencionar que la contraccion estudiada fue inducida con

vanadato, este es un ion que induce una contraccién tonica sostenida por despolarizacién de
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la membrana, al igual que el K*. Si bien los bloqueadores seleccionados en esta investigacion
se utilizaron gracias a estos antecedentes, los resultados no fueron los mismos; no se puede
considerar que esta diferencia se deba a que la contraccion fue inducida por diferentes
compuestos ya que estos actuan de manera similar. Ahora bien, el estudio de Pérez et al. (90)
encontré que la accion de diclofenaco fue antagonizada de forma estadisticamente
significativa por L-NAME utilizado a la concentracion 100uM, y por ODQ utilizado a
diferentes concentraciones (1 y 100M); en esta investigacion los datos no concuerdan con
los hallazgos antes mencionados para el caso de L-NAME, a pesar de que la concentracion
fue la misma, sin embargo cuando se utiliz6 ODQ (10uM) aunque no fue con relevancia
estadistica, se encontrd que éste disminuia el efecto de diclofenaco, esta diferencia entre los
resultados de ambas investigaciones puede deberse a que no se utilizaron las mismas
concentraciones de ODQ, es decir, al utilizar concentraciones mas altas se hubiera obtenido
un antagonismo mas significativo. Aqui se evalud la participacion de los canales de potasio
sensibles a ATP con el bloqueador glipizida, y al igual que con ODQ, a pesar de que el
cambio no fue estadisticamente significativo, este inhibio el efecto del diclofenaco. Por lo
tanto, aunque con los resultados obtenidos en esta investigacion no se pudo establecer un
mecanismo de accion para el efecto individual del diclofenaco, no se puede descartar la

participacion del GMPc y de los canales de K* sensibles a ATP.
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8.3 Aditividad, antagonismo y sinergismo en la combinacion de diclofenaco y eugenol
El uso de combinaciones de compuestos con capacidad anti-inflamatoria y analgésica en el
manejo del dolor es un enfoque aceptado en la clinica ya que permite potenciar el efecto
terapéutico sin aumentar los efectos adversos, esto optimiza el tratamiento y la prescripcion,

mejorando asi la calidad de vida de los pacientes.

La combinacion de dos 0 mas farmacos puede resultar en interacciones farmacologicas, que
a su vez pueden ser farmacocinéticas, farmacodinamicas o mixtas. Las interacciones
farmacodinamicas se describen como “aditivas” cuando el efecto consiste en la suma de los
efectos individuales de cada farmaco, “sinergistas” cuando el efecto observado es superior
que la aditividad, y finalmente las “antagonistas” donde el efecto observado es menor quela
simple aditividad (85). ldealmente, se espera potenciar los efectos terapéuticos y disminuir
los efectos adversos cuando se realiza la combinacién de farmacos. No obstante, es posible
que suceda lo contrario, por esta razon es crucial determinar qué tipo de interaccién sucede
en cada combinacion; para este fin, una herramienta que nos permite caracterizar tales
interacciones es el analisis isobolografico. Dicho analisis comprende la evaluacion de
concentracion-respuesta de los farmacos administrados de manera individual (Clso). La
potencia y eficacia derivada de estas curvas permite la determinacion de lasconcentraciones
de la combinacion necesarias para producir un nivel especifico de efecto de manera
experimental (Clso exp). Finalmente se realiza la comparacion de la Clsoexp Y 1a Clso Tes de la

combinacién, para determinar el tipo de interaccion presente (82,86,103).

8.3.1 Aditividad de las combinaciones en proporcion 1:1, 1:3y 3:1

En este estudio se evalué la combinacion de diclofenaco con eugenol en diferentes
proporciones, administrados conjuntamente dentro de la cAmara para tejido aislado. Se
demostré una interaccion de aditividad cuando la combinacion fue administrada en la
proporcion 1:1 (y= 1.14 £ 0.5), 1:3 (y=0.95 £ 0.) y 3:1 (0.96 £ 0.35). Como ya se dijo
anteriormente estos datos nos indican que el efecto no es més que la suma del efecto

individual del diclofenaco y el efecto individual del eugenol, por ello resulta en sinergismo.

Se propone que el mecanismo de accion de la interaccion del efecto espasmolitico se debe a
mecanismos similares, es decir, por una parte los AINEs como el diclofenaco inhiben la

sintesis de prostaglandinas por la inhibicion de las isoformas de COX; mientras que el

61



eugenol es un aceite con la capacidad comprobada de inhibira COX-2 y a la 5-Lox. Asi pues
la inhibicion de la COX-1y 2 por diclofenaco y la inhibicién de la COX-2 por diclofenaco y
eugenol, aunado a la inhibicion de la 5-Lox, se traducen en mecanismos complementarios y
aditividad del efecto espasmolitico; aunque es importante considerar que la inhibicién de
COX no es el tnico mecanismo relajante de los AINEs en el Utero, sobre todo tratdndose de

diclofenaco que posee efectos sobre el sistema nervioso central (113).

En la actualidad no hay investigaciones que caractericen la interaccion farmacoldgica de un
AINE con productos naturales, de eugenol con AINEs o de diclofenaco y eugenol en Utero
aislado de rata. A pesar de esto, si existen estudios donde el diclofenaco se utiliz6 en
combinacion de productos naturales por ejemplo, extracto de Matricaria chamomilla, a-
bisabolol, “Trikatu”, extracto de Heliopsis longipes y extracto de Xylopia aethiopica (en
proporcion 1:1); estos estudios fueron en su mayoria en modelos animales in vivo, donde se
evalu6 su capacidad anti-inflamatoria y anti-nociceptiva (93,96,114,115). Las interacciones
en estos trabajos fueron de tipo aditiva y en su mayoria sinérgica. En esta investigacion la
proporcion 1:1 presenté una interaccion de tipo aditiva reafirmando la cualidad del

diclofenaco como un medicamento con potencial para estas combinaciones.

Por otro lado, no existen estudios del eugenol en combinacién con AINEs en modelos
animales donde se evalué su capacidad anti-inflamatoria, anti-nociceptiva o espasmolitica.
Sin embargo, si existen investigaciones donde se estudié su efecto en combinacion con
antimicrobianos, en cuyo caso se han obtenidos interacciones sinérgicas. Este antecedente
también ubica al eugenol como un compuesto apto para las combinaciones farmacol6gicas
(116-118).

8.3.2 Antagonismo de la combinacion en proporcién 1:10

La interaccion puede variar en funcién de la proporcion administrada, asi pues aunque la
combinacion cominmente utilizada es la proporcién 1:1 (ya que esta permite determinar la
aditividad) se recomienda evaluar otras proporciones con el fin de estudiar otros posibles

puntos de aditividad. Estas proporciones no siempre resultan en sinergismo.

Al no encontrar una interaccion farmacoldgica de sinergismo en este estudio en las

proporciones probadas (1:1, 1:3 y 3:1) se opt0 por estudiar las proporciones 1:10 y 10:1. La
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proporcién 1:10 (diclofenaco-eugenol respectivamente) obtuvo un indice de interaccion de

2.45 + 1.7 que muestra de un efecto antagonista.

Sabemos que el mecanismo de accidn que comparten los AINES es la inhibicion de la sintesis
de prostaglandinas, sin embargo, existen otros mecanismos asociados a cada uno de estos
farmacos mediados por sus propias caracteristicas no solo farmacodinamicas sino también
farmacocinéticas; por ejemplo, en un estudio realizado por Tallarida et al. (119) encontraron
diferentes tipos de interacciones, al combinar la glucosamida con distintos AINEs (entre ellos
diclofenaco) en un modelo de nocicepcion in vivo. Considerando estos datos, se puede
proponer que el efecto antagonista de la combinacion con una mayor proporcion de eugenol,
se debe a que el diclofenaco esta bloqueando algun punto de accion del eugenol, es decir,

tienen un mecanismo de accion compartido.

En los resultados obtenidos de esta investigacion podemos observar gque el eugenol tuvouna
eficacia y potencia superior a la del diclofenaco, de acuerdo a esto se podria esperar que en
al encontrarse en mayor proporcién con respecto al diclofenaco esta combinacién tendria un
efecto de sumacion o sinergismo; contrario a esto, el eugenol redujo su actividad maxima en
presencia del diclofenaco esto lo convierte en un antagonista parcial a pesar de ir en menor

proporcion.

Si bien, el eugenol presenta antecedentes de su capacidad para bloquear canales de Ca®*, no
hay reportes de su capacidad para bloquear canales de K™ (posibles canales implicados en el
mecanismo de accion del diclofenaco). Por otro lado, existen antecedentes de la capacidad
del diclofenaco para bloquear canales de calcio tipo L (posible mecanismo de accion del
eugenol) en cardiomiocitos ventriculares en ratas, al inhibir eficazmente las corrientes de
Ca?* de tipo L (120), aunque esa investigacion se realizé en tejido vascular, sabemos que los
canales de Ca?* de tipo L son los méas abundantes en el Gtero (18). Con base en lo anterior se
sugiere que el eugenol esta actuando como un antagonista competitivo para el diclofenaco
por un punto de union a los canales de Ca?*, y que este efecto se ve influenciado por las
concentraciones de ambos compuestos, razon por la cual al administrarse el eugenol en

mayor proporcion en la combinacion éste produce una interaccion antagonista.
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8.3.3 Sinergismo de la combinacion en proporcién 10:1

Contrario a los resultados obtenidos por la proporcién 1:10, en este estudio la combinacién
de diclofenaco y eugenol 10:1 produjo una interaccion farmacologica sinérgica (y=0.55 +
0.1 [p<0.05]) cambiando la Clsg Tes de 179.3 UM a una Clsg exp de 99.2 uM. Como ya se
menciono el efecto espasmolitico del diclofenaco potencialmente involucra el blogueo de
canales de K* dependientes de ATP, y la inhibicion de la GCs de acuerdo a los resultados
obtenidos en este estudio. Por otro lado, para el eugenol se propone como mecanismo de
accion que su efecto espasmolitico sea por la participacion de canales de Ca?* en tejido
uterino con base en los resultados de este estudio y otros antecedentes. De acuerdo a estos
datos podemos observar que los mecanismos individuales de diclofenaco y eugenol son
diferentes pero a su vez complementarios, cuando el diclofenaco esta presente en unamayor

proporcion.

Aunque en este estudio no se observo que el diclofenaco fuera més potente que el eugenol,
se puede especular que el efecto espasmolitico del diclofenaco es potenciado con el bloqueo
de canales de Ca?" por parte del eugenol. Si bien ya se sefial6 que el diclofenaco puede
bloquear los canales de Ca?*, el eugenol parece tener una mayor afinidad hacia ellos; esto
puede estar relacionado con la estructura de los compuestos, debido a que ambos comparten
similitudes con otros farmacos bloqueadores de canales de Ca?* muy especificos como:
nifedipina, verapamil e indometacina (un AINE) (121), esto nos hace suponer que el eugenol
posee una caracteristica que le confiere una mayor afinidad por ejemplo la presencia de un
grupo catecol. Una investigacion que estudia la inhibicion de la contractibilidad uterina por
analogos de talidomida realiza una comparacion similar, donde se puede ver la influencia de
estas caracteristicas compartidas sobre el efecto producido (122). Sin embargo, es importante
mencionar que los mecanismos individuales del efecto espasmolitico de eugenol vy
diclofenaco no fueron esclarecidos en esta investigacion con significancia estadistica, por lo
gue se propone que se debe a la participacidn potencial de varios mecanismos involucrados

que provocan el sinergismo de la combinacion en la relajacion de la contraccion uterina.
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8.4 GCs y canales de K* dependientes de ATP estan implicados en el efecto
espasmolitico de la combinacion de diclofenaco y eugenol

Si bien los bloqueadores no modificaron el efecto individual de los dos compuestos, al
comparar la proporcion que dio sinergismo (10:1) vimos que su efecto fue bloqueado por
ODQ vy glipizida de forma estadisticamente significativa, esto nos dice que el efecto
espasmolitico de esta combinacidn involucra la participacion del GMPc y de los canales de
K™ sensibles a ATP.

Estos datos reafirman la hipotesis anterior de que es el eugenol el que esta potenciando el
mecanismo activado por el diclofenaco. Si se hace una comparacién de las Clsg tes podemos
observar que la concentracion de diclofenaco de 180 uM no fue blogueada por ningln
farmaco, por otro lado la concentracion mas alta probada para la proporcion 10:1 fue de 167.1
MM para diclofenaco y 12.2 uM para eugenol, dando una Clso 1es de 179.3 uM, de inicio se
ve gue la concentracion de diclofenaco es inferior a la probada con los bloqueadores asi como
la Clso e, @ pesar de eso ODQ vy glipizida son capaces de bloquear el efecto, confirmando
que es la adicion del eugenol en menor proporcion lo que potencia la via por la que el
diclofenaco estd actuando. Estos hallazgos nos permiten proponer que el mecanismo de
accion de la combinacion 10:1 es mediante la via del GMPc y canales de K* sensibles a ATP,

asi como el bloqueo de canales de Ca?* de tipo L producido por el eugenol.

En la via propuesta, la conversion de L-arginina a L-citrulina por accion de la SON da como
resultado 6xido nitrico, éste es el principal activador enddgeno de la GCs, al ser estimulada
la GCs incrementa los niveles GMPc, éste activa a la cinasa dependiente de GMPc (PKG),
canales idnicos y fosfodiesterasas, modulando los procesos fisiol6gicos como la relajacion
del musculo liso. De acuerdo a los resultados obtenidos sabemos que hay una implicacion de
los canales de K* sensibles a ATP, lo que hace suponer, que el GMPc regula las corrientes
de K" mediante estos canales (123,124). En el sistema utilizado en esta investigacion, el
bloqueo de canales de K* impide la salida de K* promoviendo el incremento en la
concentracion intracelular provocando una hiperpolarizacién y disminuyendo la sensibilidad
al calcio por el cambio de potencial. Aunado a esto, es probable que haya un blogueo de

canales de Ca?*, ya sea por la activacion de PKG o por accion complementaria del eugenol,
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esto impediria el incremento de [Ca®']i, lo cual resultaria en relajacion del musculo liso
uterino. Esta hip6tesis se puede apreciar mejor en la figura 27.
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IX CONCLUSION

El eugenol al igual que diclofenaco tiene un efecto espasmolitico dependiente de la
concentracion. De manera individual ningun bloqueador inhibe el efecto de las
concentraciones probadas de diclofenaco y eugenol en forma estadisticamente significativa,
por lo que no se encontrd6 su mecanismo de accion individual. En la interaccion
farmacoldgica, solamente en la combinacion en la proporcion 10:1 (diclofenaco-eugenol
respectivamente) se obtuvo sinergismo. Al ser probada la interaccion en porcién 10:1 con los
diferentes farmacos, se encontro que, fue bloqueada por ODQ y glipizida (con significancia
estadistica), lo que indica la posible participacion de la via GMC y de canales de K+
dependientes de ATP, en el mecanismo de accion. De acuerdo a estos resultados la
combinacion del diclofenaco y eugenol los perfila para la investigacion como agentes
efectivos en el tratamiento de la dismenorrea. No obstante, se necesita realizar pruebas en

modelos animales de inflamacion y dolor para demostrar su actividad.

X PERSPECTIVAS

Para corroborar todos los posibles mecanismos de accion es necesario complementar la
investigacion con experimentos que evallen la respuesta al calcio del eugenol y el
diclofenaco de manera individual, asi como su combinacion en la proporcion que dio
sinergismo, ya que la investigacion da indicios de que estos canales pueden estar
participando. También se puede integrar a los farmacos de prueba un bloqueador especificos

de canales de Ca?* tipo L como lo es la nifedipina.

Para evaluar la seguridad de estos agentes terapéuticos, lo siguiente seria estudiar el dafio
gastrico que esta combinacién produciria en comparacion con un control, asi como en

modelos de inflamacion y nocicepcion, en experimentos in vivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de combinaciones para la evaluacion de los vehiculos

DMSO: L-NAME, ODQ, 4-AP, glipizida y eugenol.
Agua bidestilada: L-NAME. 4-AP y diclofenaco.

INHIBIDOR O EUGENOL O DICLOFENACO O
VEHICULO VEHICULO VEHICULO
L-NAME 100 eugenol 230 vehiculo

ODQ eugenol 230 vehiculo
4-AP eugenol 230 vehiculo
Glipizida eugenol 230 vehiculo
L-NAME 100 vehiculo diclofenaco 180
OoDQ vehiculo diclofenaco 180
4-AP vehiculo diclofenaco 180
Glipizida vehiculo diclofenaco 180
L-NAME 100 vehiculo vehiculo
oDQ vehiculo vehiculo
4-AP vehiculo vehiculo
Glipizida vehiculo vehiculo
Vehiculo eugenol vehiculo
Vehiculo vehiculo diclofenaco
Vehiculo L-NAME eugenol 230 diclofenaco 180

Vehiculo ODQ eugenol 230 diclofenaco 180

Vehiculo 4-AP eugenol 230 diclofenaco 180
Vehiculo glipizida eugenol 230 diclofenaco 180
Vehiculos

CONCENTRACION uM
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Anexo 2. Efecto de los farmacos bloqueadores en la contraccion uterina

FARMACO | EFECTO INCUBACION (15 minutos) | EFECTO (20 minutos)
L-NAME 2% 8.5%

0oDQ 3% 7.2%

4-AP 3.4% 9.5%
Glipizida 6.1% 9.6%

n=5 a 6 por farmaco
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