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RESUMEN 

Muchos fármacos han sido utilizados para el tratamiento del dolor, sin embargo, 

estos no siempre son eficaces y en su mayoría conllevan efectos adversos, por ello es 

necesario proponer tratamientos alternativos y naturales que ayuden a mitigar el 

sufrimiento que genera la conducta nociceptiva. En este sentido, en el presente 

trabajo se planteó a la granada (Punica granatum L.) como agente antinociceptivo por 

sus antecedentes etnofarmacológicos y porque aún no se esclarecen los posibles 

mecanismos de acción de su efecto analgésico (antinociceptivo). Por lo que el 

objetivo fue evaluar el efecto sinérgico de la combinación de extracto etanólico de 

cáscara de granada (Punica granatum L.) y ácido acetilsalicílico en el modelo de 

formalina. Para ello, se evaluó el efecto antinociceptivo de extractos y liofilizados de 

tres variedades de granada en la prueba de formalina al 2% en rata Wistar macho. 

Se realizó una curva dosis-respuesta del extracto o jugo de mayor efecto y el fármaco 

de referencia por separado para calcular dosis equiefectivas y evaluar efecto de la 

combinación mediante un isobolograma. Asimismo, se estudió el mecanismo de 

acción del efecto por la vía del óxido nítrico y se realizaron pruebas de actividad 

antioxidante y fenoles totales al extracto por DPPH·, ABTS·+ y FRAP. Los extractos 

y liofilizados presentaron actividad antinociceptiva contra el grupo VEHÍCULO en 

fase 1 y principalmente fase 2 de la prueba de formalina (p<0.05). El extracto de 

cáscara de granada verde (ExC2) presentó mayor efecto que el resto, con un efecto 

dosis dependiente. El ácido acetilsalicílico (ASA) mostró mayor potencia y eficacia 

que ExC2. La dosis efectiva que produjo 30% de antinocicepción (DE30) obtenida de 

las curvas dosis-respuesta logarítmicas de ExC2 y ASA, permitió una curva con la 

combinación en proporciones fijas (1: 1) que fue analizada mediante isobolograma 

en donde se encontró una interacción sinérgica, la DE30 experimental fue 

significativamente menor (p <0.05) que la DE30 teórica. El mecanismo antinociceptivo 

de la combinación ExC2-ASA implica a la vía L-Arginina/NO/cGMP. Los extractos 

y liofilizados de granada tienen efecto antinociceptivo en un modelo de dolor 

nociceptivo e inflamatorio, el ExC2 tuvo mayor efecto y su combinación con ASA 

genera sinergia. El mecanismo de acción de este efecto está relacionado con la vía de 

L-Arginina/NO/GMPc/ATP K+. Estos hallazgos sugieren que una interacción entre 

ExC2 y ASA podría ser viable para tratar el dolor inflamatorio y nociceptivo.  
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ABSTRACT 

Many drugs are used for the treatment of pain, however, they are not always 

effective and most of them carry adverse effects, for this reason is necessary to 

propose natural treatments helping mitigate the suffering generated by nociceptive 

behavior. In this sense, pomegranate (Punica granatum L.) is proposed as an 

antinociceptive agent due to its ethnopharmacological antecedents and because the 

mechanisms of action of its analgesic (antinociceptive) effect have not yet been 

clarified. Therefore, the aim of this work was to evaluate the synergistic effect of the 

combination of ethanolic extract of pomegranate peel (Punica granatum L.) and 

acetylsalicylic acid in the formalin test. The antinociceptive effect of ethanolic 

extracts and lyophilized juices of three varieties of pomegranate was evaluated in 

the 2% formalin test in male Wistar rats. A dose-response curve of the extract / juice 

with the highest effect was performed with the reference drug to calculate equi-

effective doses and evaluate the effect of the combination by an isobologram. It was 

studied whether the mechanism of action of the effect is via nitric oxide (antagonist) 

and tests of antioxidant activity and total phenols (DPPH ·, ABTS · + and FRAP) were 

performed on the best extract. The extracts and lyophilized juices showed 

antinociceptive activity against the VEHICLE group in phase 1 and mainly phase 2 

of the formalin test (p <0.05). The green pomegranate peel extract (ExC2) showed a 

greater effect than the rest, with a dose-dependent effect. Acetylsalicylic acid (ASA) 

presented greater potency and efficacy than ExC2. The effective dose that produced 

30% antinociception (ED30) obtained from the logarithmic dose-responses curves of 

ExC2 and ASA, resulted in a curve with the combination in fixed proportions (1:1) 

that was analyzed by isobologram. In the isobologram a synergistic interaction was 

found, the experimental ED30 was significantly lower (p <0.05) than the theoretical 

ED30. The antinociceptive mechanism of the ExC2-ASA combination involves the L-

Arginine / NO / cGMP pathway. Pomegranate extracts and lyophilized juices have 

an antinociceptive effect in a model of nociceptive and inflammatory pain, ExC2 had 

a greater effect and its combination with ASA generates synergy. The mechanism of 

action of this effect is related to the L-Arginine / NO / cGMP / ATP K + pathway. 

These findings suggest that an interaction between ExC2 and ASA could be 

interesting for treating inflammatory and nociceptive pain
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1. ANTECEDENTES 

1.1 GENERALIDADES DEL DOLOR 

Melzack et al., en 1965, propusieron una hipótesis para explicar los fenómenos de 

modulación de la estimulación nerviosa nociceptiva (la conocida como teoría de la 

compuerta), el estudio de los mecanismos subyacentes a la transmisión dolorosa ha 

conocido un desarrollo exponencial. En gran medida esto se debe a la convergencia 

de tres factores: el concepto de dolor como enfermedad (no sólo como síntoma), el 

desarrollo de nuevos modelos animales, nuevas técnicas bioquímicas, y la 

colaboración entre la investigación básica y la experiencia clínica (1, 2). El dolor, 

aunque indeseable, supone una estrategia adaptativa que protege de las agresiones 

del medio externo y sin la presencia de las respuestas reflejas ante un estímulo 

doloroso, se tendría desventaja para la supervivencia. Sin embargo, en algunas 

circunstancias, el dolor deja de ser una sensación benéfica para el organismo y se 

convierte en sí mismo en una patología que debe ser suprimida para permitir al 

organismo sobrevivir (3). 

1.1.1 DEFINICIÓN 

La definición clásica de dolor la propone la Asociación Internacional para el Estudio 

del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés), y versa: “una experiencia sensorial y 

emocional desagradable asociada con un daño real o potencial al tejido y que es descrita en 

términos de daño” (4). Recientemente, Williams y Kennet (5), agregaron el 

componente emocional y social en una propuesta de actualización de la definición 

del dolor, considerándolo como: “Una experiencia angustiante asociada con el daño 

tisular real o potencial con componentes sensoriales, emocionales, cognitivos y sociales”. 

Desde el aspecto clínico, Pedrajas-Navas y Molino-González lo describen como: 

“una experiencia sensitiva desagradable, acompañada de una respuesta afectiva, motora, 

vegetativa e incluso, de personalidad” teniéndose así que, el dolor es una experiencia 

subjetiva y por tanto diferente en cada individuo y no necesariamente debe existir 

una lesión morfológica que justifique el dolor de un paciente (6). Hay autores que 

distinguen 2 modalidades de dolor: 1) dolor interoceptivo (de origen endógeno o 

visceral, donde predomina el componente afectivo y la participación emocional) y 

2) dolor exteroceptivo en el que el factor predominante es sensitivo y donde el 

componente emocional no es tan notorio. La experiencia de dolor se ha dividido en 

dos componentes; 1) el componente localizante y discriminativo, que informa al 

paciente sobre la naturaleza, intensidad, duración y localización del dolor, que 

proporciona claves para el diagnóstico del estado patológico que lo causa y 2) el 
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componente afectivo y de alerta, que demanda la atención del individuo 

provocando una sensación desagradable que motiva al aprendizaje de la percepción 

dolorosa y está asociado con los reflejos motores de evitación (7). 

 

1.1.2 NEUROANATOMÍA FUNCIONAL DEL SISTEMA DEL DOLOR 

 

1.1.2.1 NEURONA AFERENTE PRIMARIA (NOCICEPTOR) 

Es la primera neurona que recoge el estímulo doloroso. Está situada en los ganglios 

espinales de la médula y en los ganglios sensitivos de los nervios craneales 5º, 7º, 9º 

y 10º. Del cuerpo celular sale un axón que se bifurca en uno periférico y otro central. 

El axón periférico viaja en el nervio periférico hacia la zona de inervación sensorial, 

dando lugar a las terminaciones nerviosas especializadas, los llamados nociceptores. 

Éstos son despolarizados por estímulos productores de lesión o amenaza de lesión. 

Los nociceptores son despolarizados (activados) por estímulos nocivos térmicos, 

mecánicos o químicos. Tienen campos receptores relativamente pequeños. Algunos 

son activados por sólo un tipo de estímulo (p. ej., los mecanorreceptores de umbral 

alto), mientras que otros responden a más de un tipo (nociceptores polimodales). 

Cuando los nociceptores son estimulados, se despolarizan en relación directa con la 

intensidad del estímulo y la frecuencia con la que se aplica. La despolarización se 

transmite pasivamente a lo largo de la membrana del receptor y cuando alcanza un 

umbral en la unión del receptor con el axón al que está conectado, éste genera una 

despolarización del tipo todo o nada (potencial de acción) que se propaga a lo largo 

de la membrana axónica. La sensación provocada por la estimulación adecuada de 

los nociceptores cutáneos es de dolor punzante, ardiente o sordo. Los nociceptores 

musculares provocan un dolor más inespecífico, al igual que los situados en otros 

tejidos profundos, como articulaciones, tendones o periostio. Los axones de los 

nervios periféricos se clasifican como fibras A, B y C. Las terminaciones distales de 

las fibras A y C son nociceptoras y por tanto transmiten estímulos dolorosos. Las 

fibras A son mielinizadas y se clasifican en cuatro subgrupos: alfa (α), beta (β), 

gamma (γ) y delta (δ). Las fibras C no tienen vaina de mielina. Cada tipo de fibra 

tiene características específicas (Figura 1). En la figura se observa que a mayor 

diámetro (como en las fibras Aα y Aβ), la velocidad de conducción es mayor. Las 

fibras Aδ presentan una velocidad media y las fibras C una conducción lenta, sin 

embargo estas últimas representan el 70% de los nervios periféricos. En la Tabla 1 se 

puede observar con más detalle la función de cada una de las fibras. La información 

nociceptiva recogida viaja hacia la médula espinal transmitida a lo largo de las fibras 

Aδ y C a través de las raíces posteriores. Algunas fibras entran por las raíces 

anteriores de la médula espinal, lo que explica que las rizotomías de las raíces 

dorsales no proporcionen alivio completo del dolor crónico. 
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Tabla 1. Función de los nervios periféricos formados por fibras A, B y C. 

TIPO DE FIBRA FUNCIÓN 

Fibras Aα, Aβ, Aγ y 

Aδ 

Aα  Contracción músculo esquelético 

Aβ  Tacto y presión 

Aγ  Transmisión a husos musculares 

Aδ  Transmisión dolor agudo localizado, estímulos térmicos y parte del 

tacto 

Fibras B Estímulos neurovegetativos (Sistema Nervioso Autónomo) 

Fibras C (polimodales) Dolor profundo difuso, estímulos mecánicos, térmicos y químicos 

Fuente: (8). 

 

 

 

 
 

Figura 1. Características de las fibras nociceptoras. Fuente: Adaptado de (8) y (9). 

 

 

1.1.2.2 NEURONAS DEL ASTA DORSAL DE LA MÉDULA ESPINAL Y TRACTOS 

ASCENDENTES 

Láminas de Rexed. Los axones aferentes primarios forman sinapsis con neuronas 

(segunda neurona) de la sustancia gris de la médula espinal (o de los núcleos 

troncoencefálicos equivalentes en el caso de los nervios craneales). Las neuronas se 

distribuyen en diez capas o láminas denominadas láminas de Rexed (Figura 2), las 

láminas I a VI están en el asta posterior, las láminas VII a IX en la anterior y la X 

rodea al canal central. La información procedente de la piel termina de forma 
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preferente en las láminas I, II y V y la procedente de las vísceras, músculos y otros 

tejidos profundos tienden a evitar la lámina II y a terminar en las láminas I, V y X 

(10, 11). Las neuronas se clasifican como nociceptivas específicas si sólo responden 

a estímulos dolorosos, o de rango dinámico amplio si responden también a otros 

estímulos. Hay neuronas que reciben señales exclusivamente de la piel y el aparato 

locomotor, son las llamadas neuronas somáticas, mientras que otras reciben además 

señales procedentes de las vísceras, son las neuronas viscerosomáticas; no se ha 

demostrado la existencia de neuronas con aferencias exclusivamente viscerales (11). 

La existencia de neuronas viscerosomáticas provoca un fenómeno de convergencia 

de las señales procedentes de vísceras y aparato locomotor dando lugar al llamado 

dolor referido. El dolor de una víscera se refiere a una zona cutánea que recoge 

también su señal nociceptiva, a veces la zona cutánea y la víscera pueden estar 

alejadas (12). Muchas neuronas del asta dorsal tienen un papel modulador de la 

señal nociceptiva y se denominan interneuronas (13). 

 

 
Figura 2. Láminas Redex en la médula espinal (corte transversal). Fuente: (14). 

 

1.1.2.3 VÍAS NOCICEPTIVAS ASCENDENTES 

Los axones de las neuronas medulares cruzan la línea media y ascienden por el 

cuadrante anterolateral de la médula formando las vías nociceptivas ascendentes; se 

han identificado cinco vías: el tracto espinotalámico (TET), el espinorreticular (TER), 

el espinomesencefálico (TEM), el cervicotalámico (TCT) y el de la columna dorsal 

postsináptico (TCDPS). No todas las fibras cruzan la línea media, un porcentaje 

asciende por el mismo lado de la médula lo que explica el fracaso de las cordotomías 

anterolaterales en el control del dolor. Los axones de las segundas neuronas se 

proyectan en múltiples estructuras del tronco encefálico, por lo que pueden 
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participar en varios componentes de la respuesta nociceptiva (sensorial, de alerta, 

autonómica, neuroendocrina y afectiva) (15, 16). 

El TET representa la mayor vía nociceptiva, se encuentra anterolateralmente en la 

sustancia blanca de la médula espinal. Sus axones cruzan la línea media al lado 

contralateral de la médula espinal y ascienden hacia el tálamo, formación reticular, 

núcleo magno del rafe y sustancia gris periacueductal. Se divide en tracto anterior y 

medial. El haz lateral se proyectará hasta el núcleo ventrolateral del tálamo, 

vehiculizando aspectos discriminativos del dolor: localización, intensidad y 

duración. El haz medial va al tálamo medial y transmite percepciones autonómicas 

y sensaciones desagradables del dolor. Algunas fibras llegan también a la sustancia 

gris periacueductal (vínculo importante en vías ascendentes y descendentes). Fibras 

colaterales también llegan a la formación reticular y son responsables de la situación 

de alerta frente al dolor (15). 

Terceras neuronas. Se han identificado numerosas estructuras subcorticales que 

intervienen en el procesamiento del dolor, la más importante es el tálamo. Las 

neuronas de estas estructuras forman sinapsis con las vías nociceptivas ascendentes 

y constituyen la tercera neurona cuyas proyecciones axónicas hacen sinapsis con 

estructuras corticales. 

Áreas corticales nociceptivas. Se ha demostrado intervención en el procesamiento del 

dolor en las siguientes áreas cerebrales: corteza somatosensorial, circunvolución 

cingulada anterior, ínsula, corteza prefrontal y parietal inferior, todas estas forman 

“la cuarta neurona” en el procesamiento del dolor. En las estructuras subcorticales y 

corticales del encéfalo se origina la percepción consciente del dolor, actividades 

subconscientes y respuestas neuromoduladoras efectoras (motoras), endocrinas y 

emocionales, iniciadas consciente o inconscientemente (16). 

 

1.1.2.4 VÍAS NOCICEPTIVAS DESCENDENTES 

Existen tres vías principales: 1) Neuronas de la sustancia gris periacueductal y 

periventricular que hacen conexiones excitatorias en la médula rostroventral. 2) 

Neuronas de la médula rostroventral que forman conexiones inhibitorias en las 

láminas II, III y V del asta dorsal. La estimulación de estas neuronas inhiben a las 

neuronas del asta dorsal, y 3) Circuitos locales en el asta dorsal median la 

modulación de las vías descendentes (Figura 3) (17). 
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Figura 3. Vías ascendentes y descendentes del dolor. Fuente: Pedrajas- Navas y Molino- González, 

2006 (6). 

  



7 
 

1.1.3 CLASIFICACIÓN DEL DOLOR 

 

La clasificación más aceptada en la actualidad es la establecida por C. J. Woolf (18), 

debido a que en ella se engloban los tipos de dolor, resultando en cuatro tipos: por 

su origen somático y mecanismo fisiológico; nociceptivo, inflamatorio, neuropático 

y funcional (Figura 4). En la figura se aprecia que el dolor ocurre normalmente en 

respuesta a la activación de los nociceptores (nociceptivo), alertando la presencia de 

estímulos potencialmente dañinos lo que supone un rol protector, sin embargo, el 

dolor clínico puede surgir de estados crónicos inflamatorios (dolor inflamatorio), 

como secundario al daño del sistema nervioso (dolor neuropático), incluso cuando 

no existen signos de daño que pueda causarlo (dolor funcional). 

 

 
Figura 4. Clasificación del dolor de Woolf. Fuente: (18, 19). 
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1.1.4 DOLOR NOCICEPTIVO 

1.1.4.1 FISIOPATOLOGÍA 

El dolor que experimenta un individuo es el resultado de una interacción de 

múltiples variables biológicas, psicológicas, sociales y culturales. Melzack considera 

que la interacción de dichas variables determina un sistema funcional cerebral que 

ha denominado neuromatriz, que sería responsable de dar unas características 

personales a la percepción dolorosa (20). La mayoría de los nociceptores tiene la 

propiedad de aumentar su respuesta a la estimulación repetida. Este fenómeno se 

denomina sensibilización periférica, y puede ser de dos tipos: autosensibilización, 

cuando se debe a la acomodación de la membrana; o heterosensibilización, cuando 

se debe a la acción de sustancias químicas (serotonina, bradiquinina, histamina, 

prostaglandinas, leucotrienos y sustancia P) presentes en la zona de lesión. La 

hipersensibilidad al dolor después de una lesión se da debido a que la sensibilidad 

de los nociceptores de alto umbral cambia. Dicho mecanismo fue propuesto en los 

años 30´s del siglo pasado por Thomas Lewis, sugiriendo además que el reflejo 

desde el axón era el responsable de ampliar la sensibilización desde la zona de daño 

tisular (hiperalgesia primaria) hacia regiones vecinas en las que la respuesta está 

aumentada y el tejido sin daño (hiperalgesia secundaria). La hiperalgesia primaria 

está mediada por mecanismos de inflamación periféricos y la secundaria por 

hiperactividad central (11, 21). 

Las segundas neuronas pueden sufrir cambios en la expresión de genes y 

modificaciones funcionales duraderas por su estimulación repetida, lo que produce 

dolor con estímulos no dolorosos. Este fenómeno se conoce como alodinia. Las 

neuronas aumentan progresivamente su respuesta por la actividad de receptores de 

glutamato. Este tipo de sensibilización se denomina sensibilización central y puede 

provocar también hiperalgesia secundaria. El tálamo juega un papel fundamental 

en la percepción del dolor. Su lesión produce el llamado síndrome talámico, que se 

manifiesta por ataques de dolor espontáneo y de gran intensidad del hemicuerpo 

contralateral. Además, no sólo participa en el procesamiento sensorial del dolor sino 

también en la modulación afectiva del mismo (22, 23). En cuanto al cerebro, Melzack 

y Casey (24), propusieron tres dimensiones de la experiencia dolorosa: 

a) Dimensión sensitivo-discriminativa: reconoce las cualidades estrictamente 

sensoriales del dolor como localización, intensidad, cualidad, características 

espaciales y temporales. 

b) Dimensión cognitiva-evaluadora: aquella que valora no sólo la percepción tal y 

como se está sintiendo; sino también se considera el significado de lo que está 

ocurriendo y de lo que pueda ocurrir. 

c) Dimensión afectivo-emocional: la sensación dolorosa despierta un componente 

emocional en el que confluyen deseos, esperanzas, temores y angustia. Los procesos 
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neurofisiológicos que influyen en la elaboración y expresión de los componentes del 

dolor son:  

1. La reacción de alerta y atención: el dolor produce una reacción de atención intensa 

y extensa, íntimamente relacionada con la activación de la formación reticular, lo 

que hace que la sensación dolorosa pueda ser elaborada, evaluada y contribuya a 

modular la reacción afectiva. 

2. La actividad vegetativa y somatosensorial: consiste en la aparición de un conjunto 

de reacciones vegetativas y somáticas, provocadas de forma inmediata por la 

estimulación nociceptiva. 

3. Reacción modulada: Activada por la propia aferencia nociceptiva a diversos 

niveles del neuroeje, controla la penetración de la conducción nociceptiva. 

Las lesiones del lóbulo frontal y de la corteza singular ocasionan una disociación de 

los componentes afectivos, con una marcada disminución del sufrimiento por el 

dolor, pero no de la discriminación de éste. La corteza parietal somatosensorial está 

relacionada con el componente de discriminación sensorial del dolor y la corteza 

singular con el componente afectivo-emocional del mismo. 

 

1.1.4.2 INTEGRACIÓN DEL SISTEMA ASCENDENTE Y DESCENDENTE EN EL PROCESO 

NOCICEPTIVO 

Al producirse una estimulación dolorosa en la piel se generan impulsos nerviosos 

en las aferencias primarias. Concomitantemente, aumentan los niveles de varias 

sustancias (sustancia P, prostaglandinas, histamina, serotonina y bradiquinina entre 

otras) que median la reacción inflamatoria. El impulso nociceptivo es conducido a 

la médula espinal dónde se ve afectado por factores locales y la modulación 

descendente. Los mediadores neuroquímicos de esta interacción en el asta dorsal 

son: serotonina, norepinefrina, GABA, encefalina, neurotensina, acetilcolina y 

dinorfina (25). La señal dolorosa viaja por la médula hasta hacer sinapsis con 

neuronas del tálamo y otras estructuras subcorticales. Durante el trayecto se forman 

proyecciones que activan el núcleo reticular gigantocelular. Las neuronas de este 

núcleo se proyectan al tálamo y también activan la sustancia gris periacueductal. Las 

neuronas encefalinérgicas desde la sustancia gris y nordrenérgicas desde el núcleo 

reticular gigantocelular activan neuronas serotoninérgicas descendentes del núcleo 

del rafe, estas fibras junto con fibras noradrenérgicas van desde el locus caeruleus y 

el núcleo reticular lateral a proyecciones descendentes, modulando impulsos al asta 

dorsal vía cordón dorsolateral (17, 25). 

 

1.1.4.3 MODULACIÓN DEL DOLOR 

Melzack y Wall (26) postularon la teoría de compuerta de control del dolor que se 

basa en: 
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1. La transmisión del dolor en la médula espinal es modulada por un mecanismo de 

compuerta en las astas dorsales. 

2. El mecanismo de control está influenciado por la actividad de las fibras aferentes. 

La actividad en las fibras Aβ tiende a inhibir la transmisión (cierran la compuerta), 

mientras que la actividad de las fibras nociceptivas Aδ y C facilita la transmisión 

(abren la compuerta). 

3. El mecanismo de compuerta espinal está influenciado por estímulos que 

descienden de niveles superiores del sistema nervioso central, entre los que se 

incluyen procesos de origen cognoscitivo. 

4. Cuando la actividad de las neuronas de segundo orden sobrepasa un nivel crítico, 

se activa el sistema nociceptivo supraespinal. 

Además del mecanismo espinal de modulación existe un completo sistema 

analgésico intrínseco y un sistema modulador supraespinal. En cuanto al sistema 

analgésico intrínseco, se ha demostrado la existencia de sustancias endógenas 

localizadas en el sistema nervioso y en otras áreas corporales que se unen a 

receptores afines a la morfina y derivados. Estas sustancias se denominan endorfinas 

u opioides endógenos. Se han identificado tres tipos de receptores de opioides: mu, 

delta y kappa. Los opioides endógenos que se unen a estos receptores son las 

encefalinas, la beta-endorfina y las dinorfinas. La estimulación eléctrica de la región 

anterior del hipotálamo y de varias zonas de la sustancia gris periacueductal 

produce analgesia mediada por endorfinas (beta-endorfina) (27). De la sustancia gris 

periacueductal descienden tres vías que juegan un papel central en la inhibición del 

dolor: 1) la que se dirige a la región rostromedial vecina, la núcleo locus coeruleus, 2) 

una proyección al núcleo paragigantocellularis y, 3) la más importante, la aferencia 

a los núcleos del rafe, sobre todo al núcleo magnus. La estimulación directa de este 

núcleo produce analgesia mediada por la acción de neuronas serotoninérgicas, 

cuyos axones descienden por la parte dorsal del cordón lateral hacia el asta dorsal 

de la médula espinal donde hacen sinapsis con interneuronas inhibidoras. Existe un 

sistema modulador cortical difuso: este sistema es inhibidor y muy potente, 

implicando a diferentes zonas corticales, se activa de forma generalizada y es 

proporcional al factor desencadenante. Hay dos estímulos naturales que lanzan este 

sistema: a) aplicación de un estímulo doloroso aún más intenso en otro lugar del 

organismo. b) niveles elevados de estrés como estar en combate o en competición 

deportiva (28). 

 

 

1.1.5 DOLOR INFLAMATORIO  

Ante una agresión de cualquier etiología, se desencadena un proceso inflamatorio 

mediado por factores humorales y celulares, que intenta limitar y reparar la lesión 

producida; la inflamación localizada es una respuesta de protección estrechamente 
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controlada por el organismo en el lugar de la lesión. La pérdida de este control local 

o la aparición de una respuesta hiperactivada condicionan una respuesta sistémica 

que se conoce como síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS). Una vez 

iniciada la respuesta inflamatoria se ponen en marcha mecanismos compensadores 

concertados y la evolución (resolución, síndrome de disfunción multiórganica o 

muerte) depende del balance entre el SIRS y estos mecanismos (29). 

 

La defensa natural del organismo se basa en tres elementos: barrera externa, 

sistemas inespecíficos, y respuestas antígeno-específicas (29). La inflamación es la 

respuesta inicial e inespecífica del organismo ante estímulos mecánicos, químicos o 

microbianos (30). Es una respuesta rápida y ampliada, controlada humoral y 

celularmente (complemento, citocinas, coagulación y cascada fibrinolítica) y 

desencadenada por la activación conjunta de fagocitos y células endoteliales. Es una 

respuesta beneficiosa si el proceso inflamatorio mantiene un equilibrio entre células 

y mediadores; aparece vasodilatación, aumento de la permeabilidad vascular, 

activación / adhesión celular e hipercoagulabilidad. La vasodilatación y el 

incremento de la permeabilidad microvascular en el lugar de la inflamación 

aumentan la disponibilidad local de nutrientes y de oxígeno, produciendo calor, 

hinchazón y edema tisular. Los cambios hemodinámicos producen los cuatro 

síntomas clásicos asociados a la inflamación local: rubor (eritema), tumor (edema), 

calor y dolor. La respuesta a la agresión induce cambios cardiovasculares (aumento 

de la frecuencia cardíaca, de la contractilidad y del gasto cardíaco) y 

neuroendocrinos (liberación de catecolaminas, cortisol, hormona antidiurética, 

hormona de crecimiento, glucagón e insulina). Existe atrapamiento de líquidos 

debido al tercer espacio, e incremento del consumo de oxígeno. La diferencia en la 

concentración arteriovenosa de oxígeno se mantiene en rangos normales por la 

adaptación del aporte de oxígeno, pero, si aparece falta de éste, el organismo adopta 

rápidamente la vía anaerobia. Asociado al aumento en las necesidades metabólicas, 

se comprueba una caída en las resistencias vasculares sistémicas. Si no aparece una 

segunda agresión, estas alteraciones fisiológicas locales y sistémicas persisten de tres 

a cinco días y desaparecen en siete a diez días, con reducción clínica del tercer 

espacio, aumento de la diuresis y normalización del pulso y de la temperatura. En 

ocasiones, la intensidad o la repetición de la agresión provocan la pérdida del control 

local o la activación de unos mecanismos de respuesta que están habitualmente 

quiescentes y que sobrepasan los sistemas de control SIRS. La inflamación puede 

desencadenarse por una infección (virus, bacterias, protozoos y hongos) o por una 

causa no infecciosa (traumatismo, lesiones químicas, reacciones autoinmunes, 

cirrosis o pancreatitis). Existen tres fases en el desarrollo del SIRS. En la fase I, como 

respuesta a la agresión, se liberan localmente citocinas que inducen la respuesta 

inflamatoria, reparan los tejidos y reclutan células del sistema retículo endotelial. En 
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la fase II, se liberan pequeñas cantidades de citocinas a la circulación para aumentar 

la respuesta local. Se reclutan macrófagos y plaquetas y se generan factores de 

crecimiento. Se inicia una respuesta de fase aguda, con disminución de los 

mediadores proinflamatorios y liberación de los antagonistas endógenos. Estos 

mediadores modulan la respuesta inflamatoria inicial. Esta situación se mantiene 

hasta completar la cicatrización, resolver la infección y restablecer la homeostasis. Si 

la homeostasis no se restablece, aparece la fase III o reacción sistémica masiva. Las 

citocinas activan numerosas cascadas humorales de mediadores inflamatorios que 

perpetúan la activación del sistema retículo endotelial, con pérdida de la integridad 

microcirculatoria y lesión en órganos diversos y distantes (1, 19, 30, 31). 

 

1.1.6 FISIOPATOLOGÍA DEL DOLOR INFLAMATORIO.  

 

1.1.6.1 DISMINUCIÓN DE PH 

La producción de protones aumenta la inflamación y se involucra en la hiperalgesia 

inflamatoria y en la hipoxia/anoxia causada por el ejercicio muscular; de hecho, el 

dolor producido por inyecciones intradérmicas de soluciones ácidas y la 

disminución de pH aumenta los efectos de otros mediadores inflamatorios. Las 

soluciones ácidas que son administradas de manera exógena dan como resultado un 

vertiginoso pero temporal aumento en la permeabilidad de cationes en las 

membranas, lo que incrementa la activación sostenida de los nervios y la mecano 

sensibilidad (32). El mecanismo por el que los protones inducen la activación de las 

neuronas sensoriales está mediado por los receptores transient receptor potential cation 

channel subfamily V member 1 (TRPV1, por sus siglas en inglés). El receptor de capsaicina 

TRPV1 es un canal iónico que se encuentra específicamente en los nociceptores. Este 

receptor pude ser activado por la acidificación que causan los protones, la capsaicina 

y también por calor nocivo. Todos estos factores pueden causar dolor in vivo. 

Algunos estudios con ratones deficientes en receptores TRPV1 han demostrado que 

estos canales son esenciales para originar hiperalgesia térmica. Un mecanismo que 

caracteriza al dolor inflamatorio iniciado por el daño tisular es la sensibilización de 

los receptores TRPV1 (33, 34). Otros estudios indican que los receptores TRPV1 

participan en la nocicepción solo cuando existen condiciones de acidez extrema y 

que los principales receptores a la disminución del pH en condiciones inflamatorias 

en los nociceptores humanos son los canales iónicos sensibles al ácido (ASICs) (35). 

 

1.1.6.2 CININAS 

Las cininas ejercen numerosos efectos proinflamatorios; como la liberación de 

prostanoides, citocinas y radicales libres desde varios tipos de células, estimulando 

las neuronas simpáticas post ganglionares que afectan el calibre de los vasos 
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sanguíneos (36). Las cininas degranulan los mastocitos para liberar histamina y otros 

mediadores de la inflamación, causando extravasación plasmática por la contracción 

de las células del endotelio vascular, además son sustancias algogénicas potentes e 

inducen dolor por la activación directa de los nociceptores, sensibilizándolos al calor 

y los estímulos mecánicos (36). 

Existe sinergismo entre las acciones de bradicinina y otras sustancias algogénicas 

como las prostaglandinas y la serotonina. En la sangre la bradicinina se forma como 

parte de la cascada de la coagulación por el proceso enzimático de un precursor 

cininógeno de alto peso molecular. En otros tejidos la kalidina, de escaso peso 

molecular, también se convierte en bradicinina por acción enzimática (37). 

El efecto de las cininas está mediado por dos receptores B1 y B2. Los agonistas 

endógenos para el receptor B2 son la bradicinina y la kalidina. Estudios con 

antagonistas selectivos de los receptores B2 confirman que la bradicinina es un 

mediador importante del dolor y sus antagonistas atenúan el dolor y la hiperalgesia 

que se asocia a varias condiciones inflamatorias. Esos datos también indican que los 

antagonistas B2 tienen un potencial analgésico como terapéutico (38). 

Los receptores B2 se expresan con los receptores TRPV1 en los nociceptores, así 

mismo, los receptores B1 que se regulan a la alza en la inflamación también se 

colocalizan con estos receptores vainilloides en las neuronas sensoriales, por lo que 

se sugiere que los receptores B1 podrían ser responsables de las conductas 

nociceptivas inducidas por la bradicinina (37, 38). 

No existe evidencia de una activación directa de los nociceptores a través del 

receptor B1, al parecer la hiperalgesia mediada por estos receptores es por la 

liberación de otros mediadores como las prostaglandinas, macrófagos y leucocitos. 

Los receptores B2 están presentes en los nociceptores y se acoplan a las proteínas G 

para inducir la activación de la fosfolipasa C y generar diacil glicerol (DAG), e 

inositol trifosfato (IP3) por el rompimiento de fosfolípidos de las membranas. El IP3 

estimula la liberación de Ca+2 almacenado intracelularmente mientras que el DAG 

activa la proteína cinasa C (PKC) para fosforilar proteínas que incluyan receptores 

celulares y canales iónicos. La PKC tiene un papel clave en la excitación de las fibras 

aferentes ejercidas por la bradicinina que se asocia a un aumento en el paso de iones, 

principalmente de sodio (38, 39). 

Las neuronas sensoriales tienen una alta concentración de cloruro (Cl-) debido a la 

presencia del cotransportador de sodio, potasio y cloruro (NKCC1). Las corrientes 

entrantes de Cl- aumentan la excitabilidad neuronal que se exacerba aún más debido 

al aumento de la conductancia de Ca+2 activado por el cloruro en células neuronales, 

pero también en células no neuronales, lo que podría implicar una excitación 

indirecta de los nociceptores causada por la cascada de efectos que origina la 

bradicinina (40). 
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1.1.6.3 PROSTANOIDES 

Los prostanoides (prostaglandinas, leucotrienos e hidroxiácidos) están entre los 

mediadores más importantes de la hiperalgesia inflamatoria, se generan a partir del 

ácido araquidónico por la actividad de las enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa, 

y actúan mediante varios receptores acoplados con segundos mensajeros pero, los 

receptores EP para la prostaglandina E2 (PGE2) e IP para la prostaciclina son 

probablemente las más importantes por sus efectos en las neuronas sensoriales (41). 

Se ha reportado que la prostaglandina E1 (PGE1) y la prostaciclina incrementan de 

manera directa la actividad de los nociceptores y la PGE2 estimula la liberación de 

sustancia P en cultivos de células neuronales. Estos efectos despolarizantes pueden 

deberse a un aumento de la conductancia de sodio en la membrana; de manera más 

usual, las prostaglandinas sensibilizan las neuronas sensoriales reduciendo su 

umbral de activación y exacerbando sus respuestas a otros estímulos (42, 43). En los 

mamíferos dos genes codifican diferentes ciclooxigenasas: la ciclooxigenasa 1 (COX-

1) es prácticamente ubicua y se expresa de manera constitutiva en los tejidos para 

efectuar diversas funciones fisiológicas, mientras que la ciclooxigenasa 2(COX-2) 

generalmente se presenta en bajos niveles pero es altamente inducible y se 

incrementa por muchos tipos de estímulos como la presencia de citocinas o factores 

de crecimiento, lo que ocurre en la inflamación (44). 

 

1.1.6.4 ADENOCIN TRIFOSFATO (ATP) 

La capacidad de ATP de producir dolor se conoce desde la década de los 60´s del 

siglo pasado, sin embargo los receptores y los mecanismos a través de los que 

interviene en la señalización sensorial, apenas comienzan a discernirse (45). Los 

efectos fisiológicos y farmacológicos del ATP se producen mediante la actividad de 

los receptores P2X y P2Y ; al respecto, existe un creciente interés desde los años 90´s 

del siglo pasado, cuando se clonó el receptor P2X3 y se pudo saber que se expresaba 

en altas concentraciones selectivamente en las neuronas nociceptivas (46). 

Inicialmente, se propuso que el ATP liberado desde las células dañadas tendría un 

papel importante en el dolor nociceptivo, pero nuevos reportes del empleo de 

ratones knock out y antagonistas selectivos de los receptores P2X3, indican que el ATP 

está más involucrado en condiciones crónicas, como el desarrollo del dolor 

inflamatorio y neuropático (47, 48), sugiriendo que el ATP liberado tónicamente de 

las neuronas dañadas o células vecinas promueven la activación sostenida de los 

receptores P2X3 en las neuronas sensoriales, provocando potenciales de acción 

intensos, que viajan hacia el sistema nervioso central, lo que se experimenta como 

dolor crónico. 

Aunque la atención está dirigida principalmente hacia los receptores P2X3, los 

receptores P2Y también se expresan en las neuronas nociceptivas y se les atribuye un 
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rol más modesto en la nocicepción. Los receptores P2Y están acoplados a proteínas G, 

lo que conduce a la conducción de fosfolipasa C, la liberación de calcio intracelular 

y la posterior activación de la PKC (49). 

 

1.1.6.5 SEROTONINA 

Está bien establecido que la serotonina se involucra en el procesamiento del dolor. 

La actividad serotonérgica está mediada por al menos 12 tipos de receptores 

distintos, distribuidos de manera heterogénea, algunos con actividad 

pronociceptiva y otros con capacidad analgésica (50). La mayoría de estos receptores 

están metabotrópicamente ligados a proteínas G, por lo que activan cascadas de 

segundos mensajeros para modular la actividad neuronal. La excepción la 

constituyen los receptores 5-HT3 que están asociados a un canal de sodio (Na+), lo 

que facilita la presencia de corrientes de Na+ resistentes a tetrodotoxina 

dependientes de voltaje que son específicas de las neuronas sensoriales de calibre 

pequeño, disminuyendo su umbral de activación y aumentando la magnitud de sus 

descargas (36). 

En lo que se refiere a los receptores metabotrópicos de la serotonina, las alteraciones 

que son promovidas en la excitabilidad pueden estar mediadas por activación de la 

enzima adenilato ciclasa y la generación de adenosin monofosfato cíclico (AMPc) 

desencadena una serie de fosforilaciones mediadas por la proteína quinasa A (PKA), 

que al actuar sobre canales de potasio disminuyen su conductancia contribuyendo 

a la sensibilización de las aferentes primarias (51). 

Los receptores 5-HT2, 5-HT4 y 5-HT6 están acoplados a este sistema de transducción 

de señal, como factores pronociceptivos, a pesar de que no hay evidencias 

contundentes de la expresión del receptor 5-HT6 en el ganglio de la raíz dorsal y de 

que algunos autores señalan que los antagonistas 5-HT6 aumentan la concentración 

celular de glutamato y aspartato in vivo (51, 52). Finalmente, la concepción original 

de que los receptores 5-HT1 promueven acciones pronociceptivas en las aferentes 

primarias, se ha vuelto endeble en función de que se ha descubierto que estos 

receptores se acoplan negativamente a la adenilato ciclasa (51, 53). Los receptores 5-

HT1D, pueden reducir la actividad nociceptiva, la vasodilatación y la extravasación 

plasmática que induce la liberación del neuropéptido; se ha observado que los 

receptores 5-HT5 presentan similitud con los 5-HT1D, pero con un perfil 

farmacológico distinto debido a que no inhiben a la adenilato ciclasa y su expresión 

mayoritaria es en sitios supraespinales (54). Algunos reportes describen la 

participación periférica y espinal de los receptores 5-HT7, en la hiperalgesia inducida 

por la inflamación en el modelo de formalina (53).   
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1.1.6.6 HISTAMINA 

La histamina se puede liberar por la degranulación de los mastocitos inducida por 

otros mediadores, como la sustancia P, su acción puede producir comezón en bajas 

concentraciones y dolor cuando las concentraciones son altas (55, 56). Estudios 

efectuados con ratones knock out empleando modelos de dolor (tail flick, hot plate y 

formalina), indican que la histamina exacerba la respuesta a los estímulos 

nociceptivos, debido a que en todos estos paradigmas los ratones knock out fueron 

menos sensibles que los de la cepa silvestre (57). 

Las neuronas sensoriales liberan histamina y por acción de sus receptores H1 se eleva 

la permeabilidad al calcio, lo que provoca liberación de prostaglandinas y otros 

péptidos conduciendo a la presencia de hiperalgesia y otros efectos inflamatorios. 

Así mismo, existen datos que muestran efectos sinérgicos de la morfina cuando se 

coadministra con bloqueadores de los receptores H1 y H2 (56, 57). 

 

1.1.6.7 NEUROCININAS 

Normalmente, algunos neuropéptidos (neurocininas CGRP) son liberados de las 

terminaciones nerviosas para ejercer efectos trópicos eferentes en su sitio blanco (18). 

Sin embargo, durante la inflamación las neurocininas, sustancia P y neurocinina A 

(NKA) contribuyen de manera directa o indirecta a la inflamación neurogénica, la 

presencia de hiperalgesia en la periferia y los cambios en la excitabilidad de la 

médula espinal en sus astas dorsales (18). Algunos estudios en los que se emplearon 

antagonistas indican que los efectos de las neurocininas son mediadores a través de 

la activación de receptores específicos (58). 

Actualmente, los receptores NK1 y NK2 más que el NK3 se involucran en los efectos 

preinflamatorios e hiperalgésicos de las neurocininas. Estudios indican que los 

receptores NK inducen la activación de la PKC ejerciendo un rol crítico en la 

modulación de la excitabilidad de las neuronas sensoriales (59). Estos compuestos 

pueden también despolarizar de manera directa las neuronas nociceptivas al reducir 

la permeabilidad al potasio por medio de los receptores NK1 que están presentes en 

las terminales de las fibras aferentes primarias (60). El papel de las neurocininas en 

la hiperalgesia inflamatoria tiene el soporte experimental de que los antagonistas en 

los receptores NK1 producen analgesia conductual, a pesar de ello, algunos estudios 

clínicos han fallado al tratar de demostrar eficacia en diferentes tipos de dolor (59, 

60). 

 

1.1.6.8 ÓXIDO NÍTRICO 

Las especies reactivas de oxígeno han recibido poca atención con respecto a la 

activación de las fibras aferentes durante el daño tisular y la inflamación. Estas 
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incluyen al peróxido de hidrógeno, los iones superóxido e hidroxilo y el monóxido 

de nitrógeno o también llamado óxido nítrico (NO). 

El NO es un gas simple formado por un átomo de hidrógeno y uno de oxígeno con 

funciones diversas en el organismo humano, como un vasodilatador derivado de L-

Arginina y una molécula de oxígeno, las cuales se convierten en una molécula de 

NO y otra de L-citrulina mediante enzimas llamadas sintasas de óxido nítrico (NOS) 

(61). La NOS tipo macrófago se expresa a partir de un estímulo 

inmunológico/inflamatorio (presencia de lipopolisacáridos o citoquinas 

inflamatorias), una vez expresada es independiente de calcio y produce NO en 

cantidades mayores (en el orden nanomolar), por periodos prolongados. Una vez 

sintetizado el NO difunde fácilmente a los tejidos vecinos donde se une a la 

guanilato ciclasa para activarla y catalizar la transformación de guanosin trifosfato 

(GTP) en guanosin monofosfato cíclico (GMPc). 

El NO también puede unirse a las proteínas de la cadena respiratoria mitocondrial 

ocasionando muerte celular por asfixia o por apoptosis, por lo que es importante 

insistir en que el NO tiene doble función en el dolor. El NO generado por las enzimas 

constitutivas es producido en muy pequeñas cantidades y por corto tiempo, en tanto 

que el NO producido por la enzima inducible en respuesta a estímulos inflamatorios 

e infecciosos se genera en cantidades mil veces mayores y por largo tiempo (62). 

El NO induce un dolor quemante retardado bajo inyección intradérmica (63). En 

algunos trabajos pioneros se sugirió la participación de la vía L-arginina / NO en la 

fisiopatología del dolor (analgesia periférica y central). Establecieron que la 

acetilcolina (estimula la liberación de NO constitutivo), antagoniza la hiperalgesia 

inducida en ratas por PGE2 y carragenina, así como las contorciones inducidas en 

ratones en la prueba de whriting (64, 65). 

Posteriormente, se confirmó que el NO tiene un papel pronociceptivo en los estados 

de dolor inducidos por estímulos como carragenina, capsaicina, glutamato, 

formalina o estímulos mecánicos (66). La vía más importante de la oxidación del NO 

es la L-Arginina. Esto ocurre en varios tipos celulares, pero particularmente en las 

neuronas de tamaño pequeño y mediano. 

Tras la activación de la NOS por Ca+2 y otros cofactores, el NO altera procesos 

celulares, principalmente por la activación de la GMPc; en relación con esto, el 

aumento en la producción de la GMPc ocurre en células satélite en el ganglio de la 

raíz dorsal después de la administración de donadores de óxido nítrico (67). 

Durante la inflamación, se presenta una forma inducible y dependiente de calcio de 

la NOS, lo que aumenta la síntesis de NO. La NOS parece ser importante en la 

regulación de la actividad de la COX2 y la posterior producción de prostanoides 

inflamatorios. Además, el NO puede alterar la respuesta de las neuronas sensoriales 

a otros mediadores inflamatorios como la bradicinina. Finalmente, se ha sugerido 

que la formación de NO contribuye a las descargas ectópicas inducidas por las 
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lesiones de los nervios periféricos y que el aumento de la excitabilidad en estas 

condiciones se podría reducir con el empleo de inhibidores selectivos de NOS (61, 

67). 

 

1.1.6.9 MEDIADORES INFLAMATORIOS DE LAS CÉLULAS DEL SISTEMA 

INMUNOLÓGICO 

Varias citocinas, como las interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8) y el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNFα), se liberan desde varias células inmunológicas y pueden 

producir una profunda hiperalgesia (68, 69), la cual es medida por varios 

mecanismos indirectos, como la liberación de prostanoides y el aumento de la 

expresión de receptores de bradicinina (69, 70). 

Por otro lado, las neurotropinas, en especial el factor de crecimiento neuronal (NGF) 

en condiciones inflamatorias, aumentan su producción debido a la presencia de 

otros mediadores inflamatorios como la IL-1 y TNFα. El NGF incrementa a su vez la 

síntesis del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y la sustancia P, 

llegando a regular varias proteínas como el receptor de capsaicina, canales de sodio 

y ASICs. De esta manera, los anticuerpos anti NGF pueden reducir la hiperalgesia y 

los cambios neurogénicos inducidos por el NGF y la inflamación (71, 72). 

 

1.1.6.10 MODIFICACIONES TRANSCRIPCIONALES  

Aparte de los cambios en la traducción de la señal, la sopa inflamatoria puede 

inducir cambios en la transcripción de las fibras aferentes primarias. Las moléculas 

de señal son liberadas de las células inmunes, el prototipo es el NGF que está 

sustancialmente regulado al alta en la inflamación. Una vez liberado se une a su 

receptor TrkA, el complejo de unión se internaliza y transporta retrógradamente al 

cuerpo celular donde inicia ambos cambios en la transcripción de genes por 

activación de una cascada de cinasas (18). A la larga, estos cambios refuerzan el 

estado sensibilizado de la neurona y se regulan a la alta canales catiónicos (TRPV1, 

SNS y SNS-2), aumentando la capacidad de despolarización (18, 19). 

La actividad eléctrica en los nociceptores, por sí sola es capaz de cambiar los niveles 

de transcripción de genes de las fibras aferentes primarias; ejemplo de ello es la 

estimulación directa del nervio ciático con un estimulador calibrado por 30 min, que 

induce el aumento de los niveles de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) del factor 

neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) en el ganglio de la raíz dorsal luego de 2 

horas. El mismo protocolo aplicado a una fibra Aβ no aumenta la transcripción de 

BDNF (73). 

Durante el curso de la inflamación, las fibras A del ganglio de la raíz dorsal 

comienzan a expresar neuropéptidos y neuromoduladores asociados a las fibras C 

(como sustancia P y BDNF), en términos de sus acciones centrales este cambio de 
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fenotipo hace que las fibras Aβ de bajo umbral y las Aδ de alto umbral comiencen a 

comportarse como las fibras C (9). 

Estos eventos pueden ser considerados como una respuesta fisiológica protectora, 

ya que el sistema nociceptivo retorna a la normalidad una vez que el daño tisular ha 

sido reparado; sin embargo, en condiciones crónicas puede producirse dolor 

espontáneo de carácter intermitente o persistente que también involucra complejos 

cambios en el procesamiento periférico y central de la señalización. En estas 

circunstancias, la relevancia fisiológica de la nocicepción es menos clara y se pierde 

la función protectora de la actividad de las fibras aferentes primarias (74). 

Existe una gran complejidad en los procesos envueltos en la regulación del dolor, es 

un fenómeno complejo que envuelve la interacción de una gran variedad de 

mecanismos que dependen no sólo de una infinidad de estímulos, sino también de 

la intensidad de los mismos y de otras condiciones asociadas a la enfermedad de 

base que ocasiona el dolor (14). Durante la inflamación se liberan sustancias 

mediadoras como péptidos (bradicinina), lípidos (prostaglandinas), 

neurotransmisores (serotonina, 5-HT, ATP), neutrofinas (NGF) y reducción de pH. 

Estos excitan o sensibilizan las terminales de los nociceptores al interactuar con sus 

receptores en esas neuronas (Figura 5). La activación del nociceptor transmite el 

estímulo hacia centros superiores iniciando la inflamación neurogénica en la que 

neurotransmisores como el CGRP y la sustancia P inducen vasodilatación y 

extravasación, así como la activación de células no neuronales como mastocitos y 

neutrófilos, los cuales adicionan sustancias a la sopa inflamatoria (Figura 5). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mecanismos moleculares de la nocicepción. Fuente: (8). 
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1.1.7 DOLOR NEUROPÁTICO 

 

1.1.7.1 FISIOPATOLOGÍA 

El dolor neuropático es una condición crónica causada por lesión del sistema 

nervioso. A diferencia del dolor agudo, que es protector, el dolor neuropático 

persiste y no tiene un propósito útil, afectando severamente la calidad de vida del 

paciente (75). 

Son múltiples las afecciones de dolor neuropático (Tabla 2), dentro de las cuales, las 

más importantes son la neuropatía diabética, la neuropatía no diabética dolorosa, la 

neuralgia posherpética, la neuralgia del trigémino, la radiculopatía y el síndrome de 

cirugía fallida de la espalda, dolor central posterior al accidente cerebrovascular, 

lesión de la médula espinal y esclerosis múltiple (2). 

Tabla 2. Condiciones asociadas al dolor neuropático. 

Condiciones asociadas al dolor neuropático 

Dolor neuropático periférico 

   Neuropatía diabética dolorosa 

   Neuropatía asociada al virus de inmunodeficiencia humana 

   Neuropatía periférica inducida por quimioterapia 

   Neuralgia postherpética 

   Neuralgia trigeminal 

   Síndrome de dolor regional complejo 

   Mononeuropatías compresivas 

   Radiculopatias 

   Neuropatías inflamatorias  

(polineuropatía desmielinizante inflamatoria aguda y crónica) 

   Neuropatía postraumática 

   Dolor del miembro fantasma 

Dolor neuropático central 

   Lesión de la médula espinal 

   Dolor central posterior al accidente cerebrovascular 

   Mielopatía compresiva 

   Dolor relacionado con la esclerosis múltiple 

   Siringomielia 

  Fuente: (2). 

 

El dolor neuropático se clasifica con frecuencia como central o periférico, según el 

sitio de la lesión que lo está causando. Sin embargo, el dolor neuropático puede 

considerarse como una manifestación de múltiples procesos del sistema nervioso 

periférico y central, que resultan en la sensibilización de los sistemas nervioso 

periférico y central. En la práctica, varios mecanismos diferentes pueden coexistir y 
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cambiar con el tiempo, y la respuesta de un individuo a un medicamento sigue 

siendo impredecible. En el sistema nervioso periférico, se disparará 

espontáneamente un nuevo crecimiento de un nervio lesionado (descargas 

ectópicas) y, con el tiempo, pueden desarrollarse conexiones entre estas nuevas áreas 

de crecimiento y las neuronas aferentes cercanas (12). 

 

1.1.7.2 MECANISMOS DE DOLOR NEUROPÁTICO 

De esta forma, los mecanismos de dolor neuropático propuestos son los siguientes:  

Aumento de descargas aferentes: El dolor neuropático se mantiene debido a 

descargas anormales de alta intensidad de los potenciales de acción de los tejidos 

nerviosos. Estas promueven cambios plásticos en la médula espinal y centros 

superiores (síndrome de dolor regional complejo). El aumento de descargas 

aferentes desde focos ectópicos al sitio de lesión o al ganglio de la raíz dorsal 

correlaciona con la hipersensibilidad táctil y térmica en los modelos animales. Sin 

embargo, el aumento de la actividad disminuye rápido tras un periodo de 3 a 8 días, 

mientras que el neuropático permanece por meses tras la lesión, indicando que otros 

mecanismos contribuyen a su mantenimiento. El cambio de la excitabilidad podría 

deberse a incrementos importantes en la densidad de canales de Na+ resistentes a 

tetrodotoxina. La consecuencia de la lesión y el aumento de cargas es la 

sensibilización espinal, resultado de la liberación aumentada de aminoácidos 

excitatorios que activan a los receptores espinales de los mismos, aumentando la 

respuesta a los estímulos nociceptivos (2,12). 

Facilitación descendente: El aumento anormal del dolor tras una lesión es 

mediado mediante la activación de procesos descendentes que surgen de la médula 

rostral ventromedial como resultado de cambios neuroplásticos tras la lesión.  Las 

células de encendido de la médula responden a estímulos nocivos con el aumento 

de sus disparos, activando rutas de facilitación del dolor (para algunos autores, esto 

es un requisito para el mantenimiento de la sensibilización central). El aumento de 

los disparos en las células de encendido de la médula rostral ventromedial induce a 

su vez la elevación de concentraciones de aminoácidos excitatorios, que puede 

promover la apoptosis de interneuronas gabaérgicas exacerbando el dolor 

neuropático por pérdida de los mecanismos de inhibición central (14, 27). 

Aumento de dinorfina espinal: Se ha demostrado una asociación entre la lesión 

de fibras periféricas y una regulación a la altura de dinorfina espinal. El aumento de 

las concentraciones de dinorfina espinal (hasta 7 veces lo habitual), se desarrollan 

lentamente alcanzando un nivel máximo a los 10 días, lo que indica un posible papel 

de esta en el mantenimiento neuroplástico más que en el inicio del dolor neuropático 

(45). 

La dinorfina espinal facilita la liberación de sustancia P y el CGRP evocados por 

capsaicina mediante un mecanismo no opioide. Estos mediadores sensibilizan a los 
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receptores ácido N-metil-D-aspártico (NMDA) y aumentan la liberación de 

glutamato. La dinorfina también promueve un aumento de las concentraciones de 

Ca+2 que no es bloqueado por naloxona. Se sugiere que la dinorfina A puede 

contribuir al mantenimiento del dolor neuropático al unirse a receptores espinales 

de bradicinina, ya que el empleo de antagonistas B1 y B2 revierten la persistencia de 

los procesos alodínicos, siempre y cuando exista una elevación sostenida de 

dinorfina (75). 

Ramificación colateral: Una hipótesis señala que las fibras Aβ, en respuesta al 

daño del nervio, forman ramificaciones colaterales que luego hacen sinapsis 

anormal en neuronas de segundo orden del tracto espinotalámico. Sin embargo, 

para otros autores, la ramificación de las fibras propuestas Aβ no corresponde 

temporalmente con el desarrollo y mantenimiento del dolor neuropático tras la 

lesión al nervio. Se ha determinado que marcadores inmuno histológicos que se 

pensaba marcaba fibras Aβ específicamente, también marcan fibras C, tras lesión, 

por lo que esta hipótesis puede resultar insatisfactoria (76). 

Participación de factores neurotróficos: Las neurotrofinas ayudan a la 

supervivencia neuronal y el crecimiento durante el desarrollo del sistema nervioso, 

manteniendo la integridad estructural y funcional del sistema nervioso adulto y 

regulan la plasticidad del sistema nervioso, tras daño o enfermedad. Está reportado 

que, en tejidos dañados, el aumento del transporte retrógrado del NGF concurre 

dando como resultado un incremento en los niveles de sustancia P y el CGRP, 

indicando que el NGF periférico contribuye sustancialmente al desarrollo del dolor 

inflamatorio, y tal vez, al neuropático. Se ha postulado que el BDNF actúa como 

modulador del dolor central, ya que su liberación promueve la fosforilación y 

potenciación de los receptores NMDA en las neuronas espinales. Experimentos con 

anticuerpos anti BDNF, han mostrado la reducción de la hiperalgesia táctil y térmica, 

así como la alodinia mecánica. De esta forma anticuerpos monoclonales humanos, 

para estos factores neurotróficos pueden tener potencial terapéutico en el 

tratamiento del dolor neuropático (75,76). 

 
1.1.8 TRATAMIENTO DEL DOLOR AGUDO 

 

El dolor agudo es una respuesta fisiológica ante un estímulo adverso (mecánico, 

térmico o químico), asociada a cirugía, traumatismos o enfermedad aguda. Cesa 

cuando lo hace la causa que lo provocó, comportándose como un signo de alarma 

(77). El tratamiento del dolor agudo debe actuar sobre la causa y, además, en la 

mayoría de los casos serán necesarios fármacos para aliviar el dolor. Muñoz (78) 

propone los siguientes: 

Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) 
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- Con escasa o nula capacidad antiinflamatoria: paracetamol, metamizol 

- Inhibidores no selectivos 

- Ácido acetilsalicílico y derivados 

- Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) convencionales 

- Inhibidores selectivos de la COX 2 (COXIB) 

Opioides 

- Menores: codeína, tramadol 

- Mayores: morfina, fentanilo 

- Coadyuvantes 

 

1.1.8.1 AINEs  

Los AINEs representan uno de los grupos farmacológicos más consumidos en el 

mundo, sin embargo, en muchas ocasiones son infrautilizados o se abusa de ellos; 

siendo a veces innecesaria su prescripción. Son un conjunto heterogéneo de 

compuestos químicos, generalmente no relacionados entre sí, que comparten 

acciones terapéuticas para el control en diverso grado del dolor, la inflamación y la 

fiebre. Esta diversidad química les confiere propiedades farmacocinéticas distintas. 

Asimismo, comparten un perfil de efectos secundarios relativamente frecuentes (79, 

80). 

Su eficacia clínica es equiparable entre ellos con pequeñas variaciones; representan 

los fármacos utilizados en el primer peldaño de la escalera analgésica de la OMS 

(81). Los AINEs tienen un efecto máximo, esto significa que llegado este, el aumento 

de las dosis no comporta una mejoría terapéutica y sí una mayor incidencia de 

efectos adversos medicamentosos, principalmente gastrointestinales, renales y 

cardiovasculares, por lo que se recomienda no incrementar las dosis máximas 

especificadas (82). 

Todos actúan sobre el metabolismo del ácido araquidónico (AA), liberado a partir 

de la lesión tisular, bloqueando a la enzima COX e inhibiendo la síntesis de 

eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas) (83). Esta acción es la 

clave tanto de sus efectos terapéuticos como de sus reacciones adversas. La mayoría 

de los AINEs inhiben tanto a la COX-1 (constitutiva), como a la COX-2 

(proinflamatoria). Las prostaglandinas estimulan la vasodilatación local 

produciendo edema y sensibilizan a los nociceptores, pero además tienen varias 

funciones protectoras como el mantenimiento de la integridad de la mucosa 

gastrointestinal y el flujo sanguíneo renal (79). Los antiinflamatorios no esteroideos 

no desarrollan tolerancia y no producen dependencia física ni psíquica. Carecen de 

acción sobre los receptores opioides, actúan primariamente en la periferia, tienen 

muy poco efecto sobre el SNC; no provocan depresión respiratoria ni sedación, no 

tienen un efecto importante en el proceso ni en el curso natural de la enfermedad 

subyacente (84). 
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Ácido acetilsalicílico (ASA) 

El ASA (comúnmente denominado aspirina, haciendo referencia al nombre 

comercial impuesto por su primer fabricante), es quizá el AINE más representativo 

que existe (Figura 6), siendo el medicamento analgésico y antipirético más utilizado 

en todo el mundo, ya que ha estado en uso clínico durante más de 100 años. El ASA 

se une y acetila los residuos de serina en las ciclooxigenasas, lo que resulta en una 

disminución de la síntesis de prostaglandina, agregación plaquetaria e inflamación. 

ASA solo se encuentra en personas que han consumido este medicamento, pertenece 

a la familia de los salicilatos y a menudo es utilizada como analgésico (contra dolores 

y dolores menores), antipirética (contra la fiebre) y antiinflamatoria. También tiene 

un efecto anticoagulante y se usa en dosis bajas a largo plazo para prevenir ataques 

cardíacos y cáncer (85). 

Químicos alemanes lo aislaron de la reina de los prados (Filipendula ulmaria, 

anteriormente clasificada como Spiraea ulmaria) en 1839. Si bien su extracto fue algo 

efectivo, también causó problemas digestivos como irritación estomacal y diarrea, e 

incluso la muerte cuando se consumió en altas dosis. En 1853, un químico francés 

llamado Charles Frederic Gerhardt neutralizó el ácido salicílico al amortiguarlo con 

sodio (salicilato de sodio) y cloruro de acetilo, creando anhídrido acetosalicílico. El 

producto de Gerhardt funcionó, pero no deseaba comercializarlo y abandonó su 

descubrimiento (86).  

En 1897, el investigador Arthur Eichengrun y Felix Hoffmann, asistente de 

investigación en Friedrich Bayer & Co. en Alemania, derivatizaron uno de los 

grupos funcionales hidroxilo en ácido salicílico con un grupo acetilo (formando el 

éster acetil), lo que redujo en gran medida los efectos adversos. Este fue el primer 

fármaco sintético (no una copia de algo que existía en la naturaleza, y el comienzo 

de la industria farmacéutica). El nombre 'aspirina' se compone de a- (del grupo 

acetil) -spir- (del género de plantas Spiraea) e -in (un término común para los 

fármacos en ese momento) (87-89). 

El ASA se puede administrar vía oral, rectal e intravenosa. Se encuentra disponible 

en diferentes dosis (comprimidos: 325 mg, 500 mg; comprimido de liberación 

retardada: 81 mg, 325 mg, 500 mg, 650 mg; masticable: 81 mg; supositorio: 60 mg, 

120 mg, 200 mg, 300 mg, 600 mg e intravenoso: 250 mg, 500 mg). La más baja es de 

81 mg, también llamada “baby aspirin” (85). 
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Figura 6. Estructura química del ácido acetilsalicílico.  

Fuente: Elaboración propia. 

 

Farmacocinética y farmacodinamia del ASA 

 

Farmacocinética (90). La absorción de ASA del tracto gastrointestinal (GI) depende 

del estado de formulación. Cuando se consume como preparación líquida, se 

absorbe rápidamente a diferencia de las tabletas. Su hidrólisis produce ácido 

salicílico. El ácido salicílico tiene una ventana terapéutica estrecha. Si se mantiene 

dentro de ese rango estrecho, proporciona el efecto antiinflamatorio apropiado. 

La absorción de ASA es sensible al pH a nivel del intestino delgado. La absorción es 

mayor en el intestino delgado que en el estómago para el mismo rango de pH. A pH 

3.5 o 6.5, la absorción intestinal de la aspirina es mayor que la absorción gástrica del 

compuesto. El estómago no absorbe la aspirina a pH 6.5. 

La eliminación de salicilatos ocurre por dos vías: a través de la creación de ácido 

salicilúrico y glucurónido salicil fenólico. El ácido salicílico se aclara por vía renal, 

lo que puede incrementarse elevando el pH urinario. Los medicamentos como los 

antiácidos pueden aumentar el aclaramiento renal a medida que elevan el pH 

urinario. Puede atravesar la barrera hematoplacentaria. También se expresa en la 

leche materna. 

 

Farmacodinamia (90). Casi el 90% de la inhibición de la COX se puede lograr con la 

administración de 160 a 325 mg de aspirina. Estos efectos duran aproximadamente 

de 7 a 10 días, lo que generalmente se corresponde con la vida útil de una plaqueta. 

La inhibición de la prostaciclina se puede lograr con el uso de dosis más altas, la cual 

ocurre en las células endoteliales de los vasos sanguíneos. 

 

Efectos adversos y toxicidad de ASA 

 

Efectos adversos. ASA ha tenido múltiples metaanálisis, lo que sugiere que reduce el 

riesgo de eventos cardiovasculares adversos importantes en pacientes que tienen 
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diabetes sin enfermedad cardiovascular, mientras que también causa una tendencia 

hacia tasas más altas de hemorragia y complicaciones gastrointestinales; el efecto 

secundario más común de ASA es el malestar gastrointestinal que va desde gastritis 

hasta hemorragia gastrointestinal (91). 

La hipersensibilidad a los AINE es común entre la población general, la tasa es 

aproximadamente del 1% al 2% y los síntomas pueden ser tan leves como una simple 

erupción hasta un angioedema y anafilaxia. En pacientes con asma o rinosinusitis 

crónica, la prevalencia de estos síntomas alérgicos podría llegar al 26%. Si esto se 

acompaña de pólipos nasales e inflamación del tracto respiratorio con eosinófilos, se 

denomina tríada de aspirina (92). 

Otro efecto adverso del ASA es el síndrome de Reye, que lleva el nombre del 

patólogo australiano Reye y se describió por primera vez en 1963. Es una afección 

rara, pero fatal con una tasa de mortalidad estimada entre el 30% y el 45%. Es una 

forma de encefalopatía secundaria a cambios grasos en un hígado por lo demás sano. 

La viñeta clínica del síndrome de Reye constituye una infección viral del tracto 

respiratorio superior en niños y la administración concomitante de aspirina para el 

tratamiento de la fiebre. 

Se cree que la lesión mitocondrial secundaria a la enfermedad viral precedente es el 

primer golpe tanto en el hígado como en el cerebro. La aspirina o compuestos 

similares proporcionan el segundo golpe que completa el síndrome. La incidencia 

ha disminuido drásticamente debido a una mejor conciencia y al uso de 

acetaminofén para controlar la fiebre en los niños, en lugar de la aspirina. Aunque 

existe asociación entre aspirina y síndrome de Reye, algunos autores sostienen que 

en el momento del diagnóstico no se controlaban de forma rutinaria los niveles de 

salicilatos, no se obtuvieron biopsias y no se descartaron errores genéticos innatos 

del metabolismo (93). 

Finalmente, otro efecto adverso es la hemorragia intracerebral, ya que la aspirina 

aumenta el riesgo de hemorragia intracraneal (RR = 1.65; IC del 95%, 1.06 a 5.99) 

contra el grupo placebo (94). 

 

Toxicidad. La toxicidad oral del ASA ha sido estudiada en perros, gatos y ratas 

albinas; los perros y los gatos vomitaron cantidades variables de una dosis de 1 g/kg, 

y los estudios restantes de dosis retenidas se realizaron en ratas albinas, las cuales 

fisiológicamente no son capaces de vomitar. Se estimó que la dosis letal media oral 

en ratas albinas era 0.92 ± 045 g/kg masa corporal (95). 

Los signos clínicos de intoxicación por dosis de este orden fueron inactividad, 

alteración de la respuesta al sonido y la vista, tensión catapléjica, anorexia, diarrea, 

hemorragia nasal, hiperreflexia y espasmos convulsivos. 

Las muertes dentro de las primeras 24 horas se debieron a convulsiones tónico-

clónicas e insuficiencia respiratoria, las muertes en el segundo y tercer día por shock 
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cardiovascular. En la autopsia se encontraron diversos grados de gastroenteritis, 

hepatitis, nefritis, edema pulmonar y cambios tóxicos menores en las glándulas 

salivales, ovarios, piel, glándulas suprarrenales, timo, mesenterio, bazo, músculo 

cardíaco y músculo esquelético. 

La supervivencia estuvo acompañada de la desaparición de los signos clínicos de 

intoxicación en el segundo y tercer día, diuresis, regreso del peso corporal a la 

normalidad y regresión o desaparición de los cambios patológicos en la autopsia 

(95). 

Por otro lado, en humanos, los pacientes que tienen toxicidad por aspirina pueden 

tener una gran variedad de síntomas. Los síntomas de toxicidad leve pueden ser, 

entre otros, tinnitus, mareos, letargo, náuseas y vómito (94). Para una toxicidad más 

grave, los signos y síntomas incluyen hipertermia, taquipnea que conduce a alcalosis 

respiratoria, acidosis metabólica con brecha aniónica alta, hipokalemia, 

hipoglucemia, convulsiones, coma y edema cerebral. La muerte suele ocurrir debido 

a un edema cardiopulmonar secundario a un edema simple pulmonar (96, 97). El 

tratamiento para la toxicidad por salicilatos se basa en la concentración de salicilatos, 

el estado ácido-base, el estado del volumen, los electrolitos, la descontaminación 

gastrointestinal, la protección de las vías respiratorias y el estado respiratorio, y una 

mejor eliminación (98). 

 

 

1.1.9 INTERACCIONES FARMACOLÓGICAS PARA EL TRATAMIENTO DEL DOLOR 

Las interacciones farmacológicas se definen como la aparición de un efecto 

farmacológico, terapéutico o tóxico, de intensidad mayor o menor a la prevista, que 

surge como consecuencia de la acción simultánea de dos o más fármacos, además de 

implicar modificaciones de los efectos de uno o ambos (99). 

La importancia de analizar interacciones farmacológicas radica en: a) existe un gran 

número de procesos fisiológicos y patológicos mediados por interacciones entre 

distintos sustratos biológicos, b) las interacciones se utilizan en la clínica para 

mejorar efectos terapéuticos de fármacos administrados individualmente, c) la 

polifarmacia es una realidad debido a diversas patologías en un solo individuo y 

aunque estas combinaciones no pretenden que los fármacos “interaccionen” para 

obtener beneficios terapéuticos, estas pueden ocurrir, incrementándose de forma 

exponencial la interacción al aumentar el número de fármacos implicados, d) existen 

tóxicos ambientales que pueden interaccionar aumentando o disminuyendo la 

gravedad de una enfermedad (99). 
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Tipos de interacciones y mecanismos fundamentales (100, 101): 

Interacciones farmacéuticas: Incompatibilidades de tipo fisicoquímico, que impiden 

combinar dos o más fármacos en una misma solución. 

Interacciones farmacocinéticas: Se dan por modificaciones producidas por el fármaco 

desencadenante sobre los procesos de absorción, distribución y eliminación del otro 

fármaco, cuyo efecto es modificado. Los cambios en la absorción pueden ocurrir por 

modificaciones en el pH, cambios en la velocidad de vaciamiento gástrico o por 

formación de complejos que imposibiliten la absorción; como consecuencia se 

producen alteraciones en la velocidad de absorción y/o cambios en la cantidad total 

de fármaco absorbido. 

Los cambios en la distribución se deben a que desviaciones (acidosis-alcalosis) en el 

pH fisiológico de la sangre modifican el grado de ionización de algunos fármacos y, 

por tanto, su distribución y la facilidad de su paso a través de las barreras orgánicas. 

También las modificaciones en la unión de los fármacos a las proteínas plasmáticas 

alteran la distribución. 

Los cambios en el metabolismo se deben a que ciertas enzimas participan en el 

metabolismo de los fármacos y pueden ser inducidas o inhibidas por la acción de 

otros fármacos. Estos mecanismos enzimáticos en la mayoría de los casos se deben 

a un incremento en la expresión del citocromo p450 y de la NADPH - citocromo P450 

reductasa. Las consecuencias clínicas de la inducción dependerán de si los 

metabolitos son activos o inactivos, produciendo un aumento o disminución del 

efecto del fármaco. Por otra parte, la inhibición del metabolismo de un fármaco 

incrementa su vida media y su nivel “estable” (equilibrio), aumentando la 

intensidad de su efecto y la probabilidad de que aparezcan efectos tóxicos. 

Interacciones farmacodinámicas: Se deben a modificaciones en la respuesta del órgano 

efector y aunque en la mayoría se desconoce su mecanismo, se producen a distintos 

niveles como: a) unión a receptores a nivel celular y molecular en donde un fármaco 

puede favorecer o inhibir la unión de un segundo fármaco a lugares específicos de 

acción o receptores, b) transducción de señales en donde a nivel intracelular puede 

alterar los mecanismos de transducción de otro, c) sistemas efectores en donde se 

modifica la actividad del SNC y se pueden observar interacciones sinérgicas para 

los efectos depresores y con menor frecuencia para los estimulantes. 

1.1.9.1 MÉTODOS DE EVALUACIÓN DE LAS INTERACCIONES FARMACOLÓGICAS 

Aunque la presencia de interacciones farmacológicas se conoce desde inicios del 

siglo pasado, no existe al momento uniformidad en lo que respecta a la terminología 

utilizada para definirlas, ni en el análisis preciso de las mismas (100). El concepto 
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más aceptado es que existe interacción cuando el efecto de la asociación es diferente 

del esperado; si el efecto es igual al esperado, es decir, un efecto sumativo, se 

denomina efecto aditivo, cuando el efecto es mayor al esperado, la interacción se 

denomina sinérgica (súper aditiva), y si el efecto es menor se denomina antagonista 

(sub aditivo). En consecuencia, lo que define el sinergismo o el antagonismo en una 

asociación farmacológica, es la desviación del efecto observado con respecto al efecto 

esperado.  

1.1.9.2 ISOBOLOGRAMA 

La base histórica para predecir el efecto de una combinación se basa en el concepto 

de equivalencia de dosis; es decir, una dosis igualmente efectiva: dosis equiefectivas 

(o isoefectivas). Bliss en 1939 y luego Finney en 1942 abordaron sistemáticamente el 

problema para poder calcular la respuesta esperada de la combinación de dos 

fármacos. Una consideración importante es si los dos productos químicos actúan 

independientemente. Bliss se refirió a tres tipos de acción conjunta que denominó 

acción conjunta independiente, acción conjunta similar y acción sinérgica. Un 

concepto importante contenido en los dos primeros es la idea de acción 

independiente (cada medicamento produce efectos abiertamente similares, por 

ejemplo, cada uno baja la presión arterial), de modo que todo o parte de un 

componente puede ser sustituido por el otro en una proporción que se basa en las 

relaciones dosis-respuesta de los dos. Por ejemplo, un medicamento 

antihipertensivo que reduce la presión arterial al bloquear los receptores de 

angiotensina II y uno que ejerce su efecto antihipertensivo a través de la diuresis, se 

ajustaría a esta definición de acción conjunta independiente similar. Sus potencias 

individuales permiten un cálculo de cuánto de uno es equivalente al otro en la 

producción de este efecto. Por el contrario, dos fármacos antihipertensivos que 

tienen como efecto general el bloqueo del β adrenoceptor como componentes de su 

acción no encajarían en esta definición debido a la competencia de los dos por el 

receptor β común. En general, si dos fármacos abiertamente similares (ya sea dos 

antagonistas o dos agonistas) actúan sobre el mismo receptor celular, sus acciones 

no son independientes porque el efecto de su combinación depende de las 

concentraciones unidas de los dos (y sus actividades intrínsecas si son agonistas). 

Uno no podría sustituir una cantidad de uno por otro en una combinación basada 

únicamente en sus relaciones individuales de dosis-respuesta porque un cambio en 

la concentración de uno afecta las concentraciones unidas de ambos (102).  

En cuanto a la aditividad, los medicamentos u otras sustancias químicas que 

producen efectos abiertamente similares generalmente lo harán con diferentes dosis. 
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La relación dosis-respuesta de cada agente proporciona esta información y permite 

enfocarse en una magnitud específica del efecto. Por ejemplo, dos medicamentos 

que son capaces de aumentar la frecuencia cardíaca pueden diferir en las dosis 

respectivas necesarias para aumentar la frecuencia. Para distinguir estos 

cuantitativamente, se puede elegir un nivel de efecto, por ejemplo, un aumento de 

la frecuencia de 10 latidos por minuto. El primer medicamento puede lograr esto con 

una dosis de 100 mg, mientras que el segundo requiere solo 25 mg. Estos son 

indicadores de potencia de fármacos. Se dice que el medicamento que requiere la 

dosis más baja tiene una mayor potencia que el otro. La relación de dosis, en este 

caso, 100/25 = 4, llamada potencia relativa, es un indicador conveniente de este 

atributo cuantitativo del par de fármacos. 

Esta misma potencia relativa puede o no aplicarse a todos los niveles de efecto de 

estos dos medicamentos; se asume una potencia relativa constante, es decir, un 

medicamento es cuatro veces más potente que el otro en todos los niveles de efecto 

logrados por cada fármaco. Para el fármaco A, el fármaco de menor potencia, su 

dosis cuando actúa solo se denota con el símbolo en cursiva, A; para el medicamento 

B, la cantidad correspondiente se denota como B. La potencia relativa R es entonces 

A/B, un valor mayor que uno. 

Ahora, se considera la situación en la que ambos fármacos están presentes juntos, en 

la que se usan símbolos en minúscula, es decir, se denota mediante a y b las dosis de 

los componentes respectivos cuando se administran como una combinación. Debido 

a que se supone que estos medicamentos tienen una potencia relativa constante (R), 

la combinación (a, b) se puede expresar como una cantidad equivalente de cualquier 

medicamento. Si el fármaco A es el fármaco de referencia, la dosis combinada 

satisface la relación 

𝑎 +  𝑅𝑏 =  𝐴          (1.1) 

En palabras, la ecuación 1.1 significa que uno puede usar cantidades respectivas de 

a y b calculado a partir de lo anterior para lograr el efecto de la dosis A del fármaco 

A actuando solo. En la Ecuación 1.1 está implícito el concepto de acción conjunta 

independiente, es decir, la presencia de B es como la adición de una forma más 

concentrada de A. La misma combinación (a, b) también se puede expresar en 

términos de un equivalente del fármaco B y viene dada por la ecuación: 

𝑎 / 𝑅 +  𝑏 =  𝐵          (1.2) 
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Aquí el fármaco menos potente (A) actúa como una versión diluida de la otra y se 

agrega a B. Las relaciones expresadas por las ecuaciones 1.1 y 1.2 significan que las 

dosis en la combinación contribuyen al efecto de acuerdo con las potencias de 

fármacos individuales, una situación denominada aditividad. 

La reorganización de estos da una forma más sencilla: 

𝑎 / 𝐴 +  𝑏 / 𝐵 =  1         (1.3) 

En cada una de las ecuaciones anteriores, las dosis A y B son dosis eficaces de los 

agentes individuales cuando cada uno está presente solo, R es la relación A / B, y las 

cantidades a y b son las dosis respectivas en la combinación que dan el efecto nivel 

alcanzado por la dosis A sola o la dosis B sola. 

Cuando la potencia relativa R es la misma en todos los niveles de efecto, las dos 

primeras formas son convenientes; sin embargo, cuando R varía con el nivel del 

efecto, la relación más explícita de la ecuación 1.3 es conveniente porque usa los 

valores de A y B que se aplican a ese efecto. Los pares de dosis equivalentes se 

denominan isobolas, por ejemplo los pares (A, 0), (0, B) y (a, b) dados por las 

relaciones anteriores. La desviación de la aditividad significa que se produce algún 

tipo de interacción cuando ambas sustancias están presentes juntas. Por lo tanto, 

calcular cantidades que son aditivas es la base para determinar estas desviaciones 

cuando se estudian pares reales. Los pares no aditivos pueden ser un primer paso 

útil (102-104). 

Dicho lo anterior, la ecuación 1.3 proporciona un gráfico simple de pares de dosis 

eficaces (a, b). Si se sabe que A y B son las dosis respectivas que dan un efecto 

específico, por ejemplo, 50% del efecto máximo, cuando cada agente actúa solo, estas 

son constantes que se utilizan para identificar las dosis a y b en una combinación que 

produce este mismo efecto. Estas dosis combinadas deben satisfacer la Ecuación 1.3. 

Por ejemplo, si A = 500 mg y B = 100 mg, entonces la ecuación, a / 500 + b / 100 = 1, 

proporciona combinaciones de dosis aditivas como (100, 80), (250, 50), etc. La 

totalidad de pares (a, b) como la línea recta que se muestra en la Figura 7 (102, 103, 

105).  
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Figura 7. Línea de aditividad del isobolograma. Fuente: (102, 105). 

 

Esta línea de aditividad tiene coordenadas cartesianas que representan todas las 

combinaciones posibles que son equivalentes en la producción del efecto de 500 mg 

de fármaco A o 100 mg de fármaco B. Un gráfico de este tipo (Figura 7) es útil para 

mostrar los resultados de las pruebas reales con combinaciones, las cuales pueden 

revelar desviaciones de la aditividad. Suponer, por ejemplo, que la combinación a = 

100 mg, b = 50 mg produce el nivel de efecto especificado. Este punto (100, 50) se 

encuentra debajo de la línea de aditividad como punto P (Figura 8), lo que significa 

que se necesitan cantidades menores de medicamentos A y B en la combinación. Se 

ha producido alguna interacción, ya sea entre los fármacos o los sistemas en los que 

actúan conjuntamente, y por lo tanto, se necesitan cantidades inferiores a las 

predichas por la aditividad. Esto se llama una combinación súper aditiva o sinérgica.  

Por el contrario, algunas combinaciones pueden requerir dosis que son mayores que 

las cantidades aditivas de la Ecuación 1.3, en cuyo caso el punto que representa la 

combinación estará por encima de la línea de aditividad como punto Q (Figura 8). 

Este fenómeno significa sub aditividad, es decir, los componentes son algo 

antagónicos por alguna razón. Este gráfico, que consiste en la línea aditiva y los 

pares de dosis reales necesarios para alcanzar el nivel de efecto específico, se 

denomina isobolograma. Fue introducido por Loewe, quien realizó varios estudios 

de combinaciones que utilizaron este tipo de gráfico (106). Estos casos no aditivos se 

expresan como relaciones de desigualdad que contrastan con la Ecuación 1.3, de 

acuerdo con las relaciones mostradas en las ecuaciones 1.4 y 1.5. 

𝑎/𝐴 + 𝑏/𝐵 < 1         (1.4) 



33 
 

𝑎/𝐴 + 𝑏/𝐵 > 1              (1.5) 

 

 
Figura 8. Representación de un isobolograma que muestra la línea de aditividad y la combinación de 

dosis P (sinérgica) y Q (sub aditiva). Fuente: (102). 

 

La relación 1.4 indica sinergismo o súper aditividad, mientras que la relación 1.5 

significa sub aditividad. Probar dos medicamentos juntos puede revelar muchas 

combinaciones sinérgicas y, por lo tanto, su representación gráfica sugiere una curva 

suave que es cóncava hacia arriba (Figura 9, curva I) o una curva que es cóncava 

hacia abajo, indicativa de combinaciones sub aditivas (Figura 9, curva II). 

Las curvas, o conjuntos de puntos discretos (dosis) que dan el mismo efecto, se 

denominan isobolas, que son de efecto constante y tienen terminales (puntos axiales) 

que indican las dosis individuales, A del fármaco A y B del fármaco B, cuando cada 

una está presente sola. 
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Figura 9. Isobolograma que muestra la línea de aditividad y curvas para combinaciones que son 

sinérgicas (curva I) y subaditivas (curva II). Fuente: (107). 

 

Aunque las curvas suaves indican sinergia o sub aditividad sobre todas las 

combinaciones de dosis, no hay razón por la cual tales patrones deben ocurrir 

cuando se prueban combinaciones reales de productos químicos. En otras palabras, 

algunos pares de dosis pueden ser sinérgicos, mientras que otros son aditivos, o 

incluso sub aditivos. En consecuencia, las isobolas (Figura 9) deben considerarse solo 

como modelos que podrían describir la acción combinada de dos fármacos activos. 

Un caso interesante es aquel en el que uno de los medicamentos (medicamento A) 

está inactivo cuando se administra solo. Aquí la isobola de la aditividad es una línea 

horizontal (Figura 10) de modo que la sinergia y la sub aditividad se indican 

mediante pares de dosis que dan los puntos P y Q debajo y por encima de esta línea, 

respectivamente (104, 107-109). 
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Figura 10. Isobolograma cuando un medicamento (A) está inactivo. El fármaco activo (B) produce el 

efecto deseado con la dosis b y este efecto es independiente de la dosis de A en una combinación 

teóricamente aditiva. Si las combinaciones de dosis reales, indicadas por los puntos P y Q, producen 

el efecto especificado, estas son sinérgicas y subaditivas, respectivamente. Fuente: (107). 

 

La distinción entre acciones aditivas y no aditivas utiliza valores de dosis que 

producen un nivel específico de efecto. Hasta ahora se han tratado estas dosis como 

cantidades exactas. Estos se muestran como puntos en el isobolograma, y la base de 

esta gráfica es la ecuación de aditividad (Ecuación 1.3) y las desigualdades dadas en 

las expresiones 1.4 y 1.5. Pero en cada una de estas expresiones, las cantidades, a, b, 

A y B que denotan dosis, representan valores que se conocen solo en sentido 

probabilístico. En otras palabras, los valores para estas cantidades son solo 

estimaciones hechas a partir de datos de dosis-efecto. Esto es así debido a la 

variabilidad inherente de los datos de dosis-efecto, de modo que las cantidades son 

valores de dosis (o concentración) que se derivan del modelado de estos datos. 

En la práctica, los datos de dosis-efecto se muestran como puntos en un gráfico. Para 

cualquier fármaco o químico dado, la administración de una dosis precisa conduce 

a diferentes medidas del efecto, ya sea en el mismo animal (o sistema) o en diferentes 

animales tratados de manera idéntica (104, 107). Estos resultados diferentes pueden 

deberse en parte a problemas en la métrica utilizada para definir el efecto, pero, 

incluso en ausencia de problemas métricos, existe una variabilidad biológica 

inherente. 

¿Cómo, entonces, se obtienen las dosis a, b, etc.? Muy a menudo, estos provienen de 

los modelos matemáticos que se utilizan para describir la relación subyacente entre 

la dosis y el efecto. Por lo tanto, una dosis controlada con precisión conduce a una 

respuesta variable, y se utiliza algún método (como "mínimos cuadrados") para 
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obtener el efecto medio. Comúnmente, los métodos de regresión se utilizan para 

estimar el efecto medio. 

Las técnicas de análisis de regresión (lineal y no lineal) requieren que la dosis 

(variable independiente) esté libre de errores y que los valores del efecto obedezcan 

alguna distribución estadística. En términos prácticos, hay un error en la variable 

dependiente (el efecto); se deduce, por lo tanto, que el uso de modelos conlleva cierta 

incertidumbre. 

Dado que el verdadero efecto de una dosis es desconocido y simplemente se estima 

a partir de la curva de dosis-respuesta, la asignación de un valor, por ejemplo, el 

50% de los animales probados, significa que la dosis también es una estimación de 

la ecuación modelo. Se utiliza un nivel de efecto teórico en la ecuación del modelo 

derivado, y la dosis se calcula a partir de esta ecuación. 

En resumen, estas dosis calculadas también tienen errores, aunque se presume que 

las dosis reales utilizadas como datos en el modelo están libres de errores. Por lo 

tanto, cada dosis efectiva 50 (DE50) o dosis letal 50 (DL50) es una estimación, un 

número con límites de confianza. 

Cuando estos valores se usan para los fármacos individuales como números de 

intercepción que definen la línea de aditividad en un isobolograma, queda claro que 

la ubicación precisa de esta línea es desconocida, es decir, los valores de A y B 

utilizados para anclar la línea son variables aleatorias que a menudo tienen amplios 

límites de confianza. 

Esto también es cierto para las dosis combinadas (a, b), de modo que todos los 

componentes del isobolograma tienen errores. Si el modelado se realiza en los 

puntos isobolares (a, b), existe el problema teórico adicional de tratar con la 

incertidumbre en ambas variables. Por ejemplo, el procedimiento de regresión lineal 

común, no se aplicaría a esta situación de doble incertidumbre. 

El isobolograma es, por lo tanto, una pantalla visual que tiene alguna utilidad en el 

análisis aproximado, pero no es muy útil como único dispositivo para sacar 

conclusiones precisas sobre la naturaleza de la interacción, es decir, distinguir entre 

la acción conjunta aditiva y no aditiva. Se necesita precaución especial en situaciones 

en las que los puntos aparecen cerca de la "línea" de aditividad (103, 108, 109). 

La metodología cuantitativa para estudiar combinaciones químicas biológicamente 

activas comenzó con aplicaciones a los venenos. El método de las isobolas tuvo su 

primera aplicación en estudios de datos de pruebas de toxicidad para el ensayo de 

insecticidas y fungicidas, y esa aplicación, a su vez, condujo a usos farmacológicos 

más amplios y nuevos desarrollos estadísticos. 

Sin embargo, los métodos cuantitativos para estudiar combinaciones de agonistas 

no se han destacado en los principales libros de texto de farmacología. No obstante, 

en los últimos años, la importancia de este tema ha sido apreciada por más y más 

farmacólogos, especialmente aquellos que estudian medicamentos que afectan el 
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sistema nervioso para alterar la percepción del dolor, el comportamiento, la 

locomoción y el estado de ánimo. 

De hecho, estas son también las clases de drogas que tienden a ser abusadas, y este 

reconocimiento probablemente explica el uso creciente de métodos isobolográficos 

y métodos cuantitativos relacionados por parte de los investigadores en el campo 

del abuso de fármacos. Es bien sabido que los toxicómanos raramente abusan de una 

droga; la mayoría de las veces, el uso de polidrogas es la norma. 

Las drogas usadas adecuadamente también interactúan, mejorando así los efectos 

deseables e indeseables. Además de la importancia clínica obvia, existe un 

reconocimiento creciente de que el estudio cuantitativo de las combinaciones de 

medicamentos, especialmente la detección de sinergismo farmacológico verdadero, 

puede ser un primer paso útil para iluminar el mecanismo. Muchos estudios 

recientes de combinación de medicamentos, especialmente aquellos que tratan con 

opioides y otros analgésicos, tienen este como su objetivo principal. Esta aplicación 

ampliada, a su vez, ha generado nuevos desarrollos estadísticos para ayudar en este 

esfuerzo (102, 110). 

 

 

1.2 GRANADA 

1.2.1 CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA, DENOMINACIÓN Y ORIGEN 

La granada (Punica granatum L.) pertenece al orden Myrtales, familia Punicaceae, la 

que está representada por un solo género (Punica) y por dos especies, P. granatum y 

P. protunica. En la Tabla 4 se muestra la clasificación taxonómica (111). 

Botánicamente, Punica granatum L., se encuentra en la subclase Rosidae, orden 

Myrtales, que alberga algunas otras frutas como la guayaba (Psidium sp.) y la feijoa 

(Feijoa sp.). Sin embargo, la granada es inusual en ser una de las dos únicas especies 

en su género Punica, que es el único género en la familia Punicaceae (112). 

Es importante mencionar que Punica granatum L., es de las dos especies, la única 

comestible (113). Estudios moleculares sugieren que una reconsideración 

taxonómica podría colocar a Punica dentro de las Lythraceae (114). La segunda 

especie en Punica, P. protopunica, se encuentra solo en el archipiélago de Socotra 

(Yemen), aislada, en la Península Arábiga, y se considera una especie ancestral con 

un camino evolutivo independiente, de la que se sabe muy poco (115-117).  
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Tabla 4. Clasificación taxonómica de Punica granatum de acuerdo con Integrated Taxonomic 

Information System (ITIS). 
Clasificación Denominación Observaciones 

Reino Plantae Plantas, vegetales 

Sub reino Viridiplantae Plantas verdes 

Infrareino Streptophyta Plantas terrestres 

Superdivisión Embryophyta - 

División Tracheophyta Plantas vasculares, traqueófitos 

Subdivisión Spermatophytina Espermatófito, planta con semillas, fanerógamas 

Clase Magnoliopsida - 

Superorden Rosanae - 

Orden Myrtales - 

Familia Lythraceae Lisimaquia 

Subfamilia Punicoideae - 

Género Punica Granada 

Especie Punica granatum L. Granada 

Fuente: Integrated Taxonomic Information System (ITIS) (112) 

 

El nombre Punica granatum L. deriva del latín “pōmum” y “grānum”, cuyo significado 

es manzana con granos (111, 118). Su nombre en inglés “pomegranate” proviene de la 

misma raíz “pōmum” – manzana – y “grānātum” – con granos o semillas -. La 

granada se conocía en inglés temprano como “Apple of Grenada” ; esta es una 

etimología popular que confunde el latín “grānātum” con el nombre de la ciudad 

española de Granada, que deriva del árabe (119). 

La granada se considera nativa en la región desde Irán hasta el norte de la India, con 

plantas aparentemente silvestres en muchos bosques de estas áreas (120). Otros 

sugieren que es nativa del área más pequeña de Irán y sus alrededores, y se extendió 

por el movimiento humano a un área mucho más amplia en la prehistoria (121). 

La granada se ha cultivado en toda la región mediterránea, las granadas comestibles 

se cultivaron en Persia (Irán) en el año 3000 a. C. y también estuvieron presentes en 

Jericó, en el moderno Israel. Para el año 2000 a. C., los fenicios habían establecido 

colonias en el mar Mediterráneo en el norte de África, trayendo granadas a los 

modernos países de Túnez y Egipto. Casi al mismo tiempo, las granadas se 

naturalizan en el oeste de Turquía y Grecia. 

La granada continuó dispersándose por todo el mundo, llegando a China por 100 

d.C. En el año 800 d.C., la fruta se extendió por todo el Imperio Romano, incluida 

España. Al mismo tiempo, se sabía que se cultivaba ampliamente en el centro y sur 

de la India. A principios de la década de 1400, la granada había llegado a Indonesia. 

En los años 1500 y 1600, los españoles introdujeron estas especies a América Central, 

México y América del Sur. 

La primera evidencia clara de que la granada era sembrada en Estados Unidos de 

Norteamérica fue a principios de 1700, cuando se introdujeron cultivos en Florida y 
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en Georgia. En 1770, la granada llegó a la costa oeste y estaba creciendo en California 

(120-123). En tiempos modernos, España, Marruecos, Egipto, Israel, Estados Unidos, 

Argentina y Chile, son los principales productores (111).  

De acuerdo con cifras reportadas por la Secretaría de Agricultura y Desarrollo Rural 

en México, para el año 2020, la producción nacional de granada fue de poco más de 

7 mil toneladas (124), lo cual representa un considerable aumento en la producción 

tomando en cuenta el dato histórico que indica que en 1991, la producción nacional 

fue de 3 mil 83 toneladas (125).  

Los últimos datos reportados por la Secretaría de Desarrollo Agropecuario de 

Hidalgo (SEDAGROH en el 2021), indican que en el año 2018, el estado tuvo el tercer 

lugar en producción de granada en México, aportando el 17.19% de la producción 

nacional con 1 388 ton, antecedido por Morelos (1 545 ton) y Guanajuato (2 065 ton). 

La mayor parte de la producción hidalguense de granada se encuentra en la región 

denominada Valle del Mezquital, al oeste del estado; siendo los municipios de 

Tasquillo (551 ton), Chilcuautla (386 ton) e Ixmiquilpan (257 ton) los principales 

productores (126). 

 

 

1.2.2 COMPOSICIÓN NUTRIMENTAL Y FITOQUÍMICA DE LA GRANADA 

 

La porción comestible de la granada, corresponde a los arilos y las semillas, de los 

primeros se extraen el jugo que contiene carbohidratos, proteínas, vitaminas 

hidrosolubles, electrolitos y ácido ascórbico, entre otros; de las semillas (que 

comúnmente son consumidas debido a su escasa rigidez y agradable sabor) se 

obtienen ácidos grasos (Tabla 5) y algunos polifenoles.  
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Tabla 5. Composición nutrimental de granada roja. 

Nutriente  Tabla de composición 

de alimentos Novartis 

Medical Nutrition 

(por cada 100 g) 

Porción comestible 0.56 

Energía (kcal) 65 

Humedad (%) - 

Hidratos de Carbono (g) 14.8 

Proteínas (g) 0.73 

Grasas (g) 0.33 

Fibra (g) 0.2 

Calcio (mg) 6 

Fósforo (mg) 10 

Hierro (mg) 0.40 

Magnesio (mg) 3 

Sodio (mg) 5 

Potasio (mg) 275 

Vitamina A (µg eq) 3 

Vitamina D (µg) 0 

Ácido ascórbico (mg) 5.7 

Tiamina (mg) 0.03 

Riboflavina (mg) 0.02 

Niacina (mg) 0.30 

Piridoxina (mg) 0.11 

Fuente: (127).  

 

La granada es una fuente rica en compuestos bioactivos, presentes tanto en el fruto 

(cáscara y arilos), como en las hojas y corteza (128). La fruta posee una gran cantidad 

de flavonoides, se estima que cerca de 0.2 a 1% del peso de la fruta representan a 

este grupo de compuestos, de los cuales aproximadamente un 30% de todas las 

antocianidinas de la fruta, se concentran en la cáscara (129). 

El jugo de granada fresco presenta un alto contenido de polifenoles, importantes 

cantidades de ácido elágico, ácido clorogénico, ácido caféico, ácido cumárico, ácido 

ferúlico, catequinas y una gran cantidad de antocianinas (130). 

La concentración de polifenoles en los frutos de granada se va incrementando a 

medida que aumenta su estado de desarrollo, sin embargo, se detiene una vez que 

alcanza el estado de maduración (128). De acuerdo a Akhtar et al., se pueden 

encontrar 124 fitoquímicos diferentes en la fruta de granada, entre estos 

fitoquímicos, es probable que los polifenoles de alto peso molecular (por ejemplo, 

elagitaninos y la punicalaginas) medien la mayoría de los efectos protectores contra 

una amplia gama de agentes dañinos (129). 
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En la cáscara, se han identificado casi 48 compuestos fenólicos. Toda la fruta es rica 

en compuestos polifenólicos, como los isómeros punicalagínicos, los derivados del 

ácido elágico y las antocianinas, pero, curiosamente, la cáscara contiene el conjunto 

más prometedor de fenoles (predominantemente los de taninos hidrolizables) en 

comparación con su concentración en cualquier otra parte anatómica del fruto (129, 

131). 

La creciente evidencia sugiere que los polifenoles hidrolizables en cáscara, 

específicamente los elagitaninos, son los antioxidantes más activos entre los taninos 

contenidos en ellos (132). Sin embargo, los estudios in vivo sugieren que las 

propiedades antioxidantes de los polifenoles absorbidos en la dieta están vinculadas 

a sus compuestos metabolizados, como las urolitinas (129). En la Tabla 6 se enlistan 

algunos polifenoles y ácidos grasos encontrados en algunos estudios por partes del 

fruto. Las Figuras 11-A, 11-B y 11-C, muestran la estructura química de algunos de 

los polifenoles (elagitaninos y antocianinas), flavonoides y ácidos grasos de mayor 

relevancia clínica.  
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Tabla 6. Compuestos fitoquímicos encontrados en la granada. 

Extracto de 

hoja de 

granada 

Extracto de flor de 

granada 

Cáscara de 

granada 

Jugo de granada Semilla de 

granada 

Taninos: 

-Punicalagina 

-Punicafolina 

-Pedunculaga 

-Ácido galágico 

-Ácido elágico 

-Glucósidos de 

flavonas 

(luteolina, 

apigenina) 

Polifenoles 

-Ácido gálico 

-Ácido elágico 

-Triterpenoides 

(ácido maslínico, 

ácido asiático, ácido 

oleanólico, ácido 

ursólico) 

 

-Elagitaninos 

(punicalagina, 

punicalina, 

granatina α, 

granatina β, 

telimagrandina 1, 

casuarinina, 

pedunculagina, 

corilagina,  ácido 

galágico, ácido 

gálico) 

-Flavonoides (ácido 

caféico, catequina, 

quercetina, 

galocatequina, 

luteolina, 

kaempferol,  

Proantocianidinas 

(delfinidina, 

cianidina, 

pelargonidina, 

rutina, ácido 

cumárico 

-Otros flavonoles, 

flavonas, 

flavononas 

-Fenoles y polifenoles 

como: 

-Taninos 

(punicalagina α, 

punicalagina β, 

peduncalagina I, 

galoil HHDP hexosa, 

granatina B, ácido 

elágico, 

punigluconina, ácido 

elágico deoxihexosa, 

ácido elágico 

pentósido, siringetin 

hexóxido, felatina, 

ploricina, ácido  

gálico) 

-Flavonoides 

(antocianinas como 

delfinidina, cianidina, 

pelargonidina, 

galocatequina, 

epicagalocatequina, 

ácido caféico, ácido 

clorogénico, ácido 

cumárico, catequina, 

epicatequina, 

quercetina, rutina) 

-Vitamina C 

-Vitamina E 

-CoE Q10 

-Ac Lipoico 

-Numerosos 

minerales 

(particularmente 

Hierro) 

-Ácido punícico 

(95% del total de 

ácidos grasos) 

-Ácido linoleico 

-Ácido α 

linolénico 

-Ácido esteárico 

-Ácido oléico 

-Ácido mirístico 

-Ácido palmítico 

-Ácido 

araquidónico 

-Ácido behenico 

Ácido 

lignocerático 

-Ácido 

eleosteárico 

-Ácido catalpico 

-Fitosteroles 

Ácido elágico 

-Isoflavonas 

Fuente: Adaptado de  (129, 133-137). 
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Figura 11-A. Estructuras químicas de componentes abundantes de Punica granatum L. (a) ácido 

elágico (b) ácido gálico, (c) ácido punícico. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Figura 11-B. Estructura química de algunos flavonoides encontrados en la granada. (a) nobiletina, (b) 

flavona, (c) resveratrol, (d) quercetin penta-acetato, (e) apigenina, (f) crisina, (g) quercetina, (h) 

galangina, (i) kaempferol. Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 11-C. Estructura química de algunos taninos contenidos en la granada. (a) punicalagina, (b) 

punicalina, (c) ácido elágico hexósido, (d) ácido elágico pentósido, (e) corilagina. Fuente: Elaboración 

propia. 

1.2.3 USOS EN LA MEDICINA TRADICIONAL 

Se ha reportado que flores, hojas, corteza de brotes y raíces jóvenes, cáscara de fruta 

e infusiones de granada se han usado tradicionalmente (138). Las flores, por ejemplo, 

a través de infusiones o decocciones, se han utilizado para aliviar la diarrea simple, 

el flujo vaginal y también acompañado con cáscara de granada ha sido generalmente 

utilizada para aliviar la inflamación del páncreas, a su vez, se recomienda el jugo 

fresco de fruta de Punica granatum L., para curar enfermedades de la vesícula biliar. 

La fruta contiene “taninos fuertes” y se considera como nutrición amarga. Su 

decocción parece ser útil para el tratamiento de disentería y trastornos estomacales 

(139). En el Charaka-Samhita (el trabajo médico conocido más antiguo del mundo), ya 

se mencionaban las propiedades medicinales de la raíz y la cáscara de granada como 

taenicida; los chinos, los romanos (Censorius 234-149 a.C, Pliny 23-79 d.C. y Celsus 

25 a.C.- 50 d.C) y los árabes también conocían esta propiedad. 
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Desde tiempos inmemoriales, en la India, se utilizaba la raíz del árbol de granada 

para tratar infestaciones de parásitos intestinales. Más recientemente en la historia, 

en 1807, un físico inglés de apellido Buchanan confirmó este hecho después de dos 

casos de éxito en tratamientos otorgados por él. Existe registro de que en Portugal, 

un médico (Dr. Gomez), trató de manera exitosa a 14 personas con parásitos en 1822 

(140) y se ha reportado que el uso más extendido en el mundo de la granada es 

precisamente como antiparasitario (vermífugo) y como taenicida (141, 142). 

Hay reportes de que los macerados en etanol de granada se utilizan como 

antibacterianos y para la resolución de enfermedades inflamatorias (139, 143). Otro 

uso común del fruto y de la flor es como un potente agente astringente (sustancia 

que tiene la propiedad de retraer los tejidos y producir una acción cicatrizante, 

antiinflamatoria y antihemorrágica), así pues, se utiliza para la disentería, diarrea, 

estomatitis, úlceras, sangrados y enemas (139, 144). 

También se sabe que extractos del fruto o raíz vía oral o vaginal, han sido utilizados 

para prevenir la fertilidad y para inducir el aborto (145, 146). En la medicina 

tradicional china es utilizada también como tratamiento de quemaduras (147) y está 

documentado que se ha utilizado como tratamiento para la mordedura de serpiente 

(148). 

En la medicina tradicional mexicana es utilizado el fruto, sus semillas y cáscara, así 

como la raíz y la hoja (en té o infusión ), para los siguientes padecimientos: parásitos, 

amacizar la dentadura, bronquitis, ampollas en la boca, algodoncillo, diarrea, tos, 

dolor de garganta y empacho (141). 

Villavicencio-Nieto (149), tras un extenso trabajo de campo en la región de Hidalgo, 

refiere que el granado, se usa para quitar el dolor del cuerpo (la cáscara del fruto de 

granada se hierve junto con hojas de níspero y la infusión se bebe como agua de 

tiempo) y que las hojas de granada se utilizan para el dolor de estómago. También 

reportaron su uso para la diarrea y el asco (hervir cáscara de granada y de nuez, 

manzanilla y guayaba; o bien tomando infusión de cáscara de granada y de nuez, 

canela, guayaba y lentejilla). 

 

1.2.5 ACTIVIDAD BIOLÓGICA 

Muchos de los usos en la medicina tradicional, se han explicado y demostrado por 

medio de estudios in vitro e in vivo, sobre todo en modelos preclínicos, con distintas 
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partes del árbol de granada. La Tabla 7 muestra los efectos benéficos a la salud de la 

granada y sus componentes. 

 

Tabla 7. Efectos benéficos a la salud por parte de la granada y sus componentes. 

Efecto benéfico a la salud  Parte de la granada (en su forma 

natural o como producto) 

Referencias 

Hipoglucemiante Flor, jugo, semilla, vino (150-157) 

Hipotrigliceridemiante  

Hipocolesterolemiante 

Semilla, jugo, flor, cáscara y hoja (151, 153, 158-

162) 

Antihipertensivo Jugo, compuestos aislados del jugo (163-167) 

Reductor de peso corporal Hoja, aceite de semilla, cáscara (159, 160, 168, 

169) 

Antiaterosclerótico Jugo, cáscara, semilla (170, 171) 

Disfunción erectil Jugo (172) 

Antiinflamatorio Cáscara (173, 174) 

Síndrome metabólico Jugo, semilla, cáscara, hoja,  (175, 176) 

Resistencia a la insulina Flor, jugo (177) 

Cáncer de próstata, mama, pulmón, colon y 

piel 

El fruto entero, compuestos aislados (178-185) 

Antimicrobiano y antifúngico Cáscara (173, 186, 187) 

Cicatrización de lesiones  Cáscara (188) 

Salud bucal (antiplaca, antioxidante, 

antiinflamatorio) 

Jugo (189-192) 

Quemaduras Cáscara (147) 

 

1.2.6 GRANADA Y DOLOR/NOCICEPCIÓN 

El efecto biológico de interés en este trabajo es el uso de granada como agente 

antinociceptivo en el dolor. La Tabla 8, se construyó a partir del análisis de datos 

basados en la parte de la granada estudiada, el modelo de dolor utilizado, las 

especies elegidas para el estudio y el tipo de muestra de granada (extractos, 

productos comerciales, jugo, semillas, etc.), dosis, vía de administración, fármaco de 

referencia y hallazgos más relevantes.
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Tabla 8. Estudios relacionados con granada y dolor. 

Parte  Modelo de dolor Especie Muestra Dosis y vía 

de admin. 

(mg/kg) 

Fármaco de 

referencia 

(mg/kg) 

Resultados relevantes (p<0.05) y 

% ID 

 

Ref 

Fruta entera Formalina Ratón suizo 

albino macho 

 

Extracto 

comercial 

10, 30, 100 i.p. Diclofenaco 

100 i.p. 

Dosis de 100 mg reduce nociception en 

ambas fases de la prueba. % ID: Sin 

datos 

(193) 

 “Writhing”  

“Hot-tail flick test” 

Plantar 

Ratón suizo 

albino macho 

Rata Sprague 

Dawley adulta 

Extracto etanólico 100, 150, 200 

i.p. 

Ácido 

acetilsalicílico 

(ASA) 

100 i.p. 

Reduce contorciones, sacudidas e 

hiperalgesia en ambas pruebas. 

%ID: Writhing: 37 (59 ASA) 

Hot tail flick: 24 (37.5 ASA) 

(194) 

 “Writhing”  

“Hot-tail flick test” 

Plantar 

Ratón suizo 

albino macho 

Rata Sprague 

Dawley adulta 

Extracto de etil 

acetato 

100, 150, 200 

i.p. 

ASA 100 i.p. Reduce contorciones, sacudidas e 

hiperalgesia en la prueba plantar 

%ID: Writhing: 41 (53 ASA) 

Hot tail flick: 30.5 (43.8 ASA) 

(195) 

 “Writhing”  

“Hot- plate” 

Inmersión de cola 

Ratón albino 

macho 

Extracto 

hidroalcohólico 

1000, 2000 y 

3000 per os. 

ASA: 100 per os Reduce contorciones, aumenta 

latencia en prueba de inmersión de 

cola en respuesta a la estimulación 

termal. % ID: Writhing: 1 g = 45.3, 2 g= 

70.9, 3 g= 86.8 

(196) 

 Transección de 

nervio Tibial y sural 

Rata Witar 

adulto ambos 

sexos 

Extracto 

comercial  

100, 300  

per os 

 

 

 

Gabapentina 

100 per os 

Ambas dosis estimulan cambios 

bioquímicos (TNF-α, TBARS, GSH y 

Nitrito) y comportamiento 

(hiperalgesia y alodinia) inducida por 

la cirugía.  

% ID: Sin datos 

(197) 

Cáscara Osteoartritis Mujeres 

adultas 

Extracto 

hidroalcohólico 

500 cada 12 

horas durante 

8 semanas per 

os 

No aplica Disminuye el daño de rodilla y 

marcador de osteoartritis. Disminuye 

la escala análoga visual.  

%ID: Sin datos 

(198) 
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 “Hot-plate” 

ACF 

Ratas Wistar 

adultas (no 

especifica 

sexo) 

Liofilizado 

Extracto 

hidroalcohólico 

de cáscara 

 

50, 100, 200 per 

os 

Indometacina:  

3 per os 

Mayor resistencia al calor a 200 mg / 

kg, con efecto comparable al fármaco 

de referencia. %ID: 58-75 

En ACF, se suprimió la inflamación de 

la extremidad y el daño óseo a 200 mg 

/ kg. 

(199) 

 “Hot-tail flick” Rata Wistar 

macho adulta 

Extracto 

hidroalcohólico 

100, 200 per os Indometacina 

20 per os 

100 y 200 mg / kg del extracto produjo 

actividad analgésica comparable al 

fármaco de referencia %ID: Sin datos 

(200) 

 “Writhing” 

Formalina 

“Hot-plate”  

Inmersión de cola 

Rata Wistar 

macho adulta 

Ratón Albino 

adulto 

Extracto 

metanólico 

10, 25, 50, 100, 

150  

i.p. e i.c.v 

Sulfato de 

morfina: 5 i.p e 

i.c.v. 

 

DL-

Acetilsalicilato 

de licina 100 

i.p. e i.c.v 

Produce actividad antinociceptiva en 

las tres pruebas. En hot-plate e 

inmersión de cola, incrementa dosis 

dependiente la latencia al estímulo. 

%ID: Formalina: 75- 82 Writhing: 29- 

52 

(201) 

 Formalina 

“Writhing” 

Ratón Albino 

adulto 

Extracto 

hidroalcohólico 

400 i.p. No aplica El extracto tiene efecto analgésico y 

antiinflamatorio en ambas pruebas. % 

ID: Sin datos 

(202) 

 ACF poliartritis 

inducida 

 

Prueba de von Frey  

 

Formalina  

Rata Wistar 

macho adulta  

 

Ratón Albino 

ICR adulto 

Extracto 

metanólico, ácido 

elágico como 

marcador 

300 para ACF 

100 para 

formalina 

 

Formulación 

tópica 

 

Gel de 

diclofenaco al 

1%  

En ACF y prueba de hiperalgesia 

mecánica, se encontró que el ácido 

elágico fue efectivo a 0.65 y 0.32%, y 

ambos (ac. Elágico y extracto 

mostraron efectos analgésicos). %ID: 

Formalina fase 1- sin inhibición, fase 2: 

35.63 para extracto y 33.76 para ac. 

elágico. 

(203) 

 Neuropatía 

diabética dolorosa 

“Hot-plate” 

“Tail flick” 

Ratón Suizo 

macho adulto 

diabético 

(alloxano) 

Dispersión en 

spray extracto 

etanólico granada 

Ácido gálico 

25, 50 y 100 i.p. Tramadol: 10 

per os 

Glibenclamida: 

5 per os 

El extracto mejora la función nerviosa 

periférica en las pruebas de latencia.  

En hot-plate la latencia fue similar al 

grupo control 33.3, 73.5 y 85.1% en 

(204) 
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dosis de 25, 50, y 100 mg / kg, 

respectivamente. 

 Inducción de úlcera 

gástrica por Etanol 

(80%) y ASA 

Rata Wistar 

macho adulta  

 

Extracto 

metanólico 

250 y 500 No aplica El extracto tiene un efecto 

gastroprotector. %ID: 22.37 y 74.21% 

en úlceras por etanol y 21.95 y 63.41% 

en úlceras por ASA. 

(205) 

Jugo y 

semilla 

“Hot- tail flick” 

 

“Hot- plate”  

Ratón Suizo 

macho viejos y 

jóvenes 

Extracto etanólico 

de semilla 

100, 250, 500 

per os 

Sulfato de 

morfina 

5 per os 

El extracto tuvo efecto antinociceptivo 

(similar al fármaco de referencia) a 

dosis de 250 y 500 mg / kg sin 

diferencias por edad. 

(206) 

 “Writhing” 

ACF 

Ratón Suizo 

macho adulto 

Aceite de semilla 

+ ketoprofeno en 

nanoemulsion 

300 + 10 i.g. 

Curva dosis- 

respuesta: 30- 

150 + 0.1- 5 i.g. 

No aplica La nanoemulsión reduce las 

contorciones hasta 12 horas vs. 3 horas 

de ketoprofeno. En la curva hubo un 

efecto de 1 mg/kg vs. 0.5 mg/kg de 

ketoprofeno. En ACF se encontró que 

la nanoemulsión tuvo efecto de hasta 

10 hrs en la alodinia mecánica vs. 6 

horas de ketoprofeno. 

(207) 

 Dolor corneal Ratón macho 

adulto (cepa 

no descrita) 

Extracto de jugo y 

semilla 

Dosis aguda 2, 

4, 6 ml/kg per 

os 

Dosis crónica 

1, 2, 3 ml/kg per 

os 

Morfina: 2 s.c. 

Naloxona: 2 

s.c. 

La dosis alta en la prueba aguda, y la 

dosis más baja en la prueba crónica, 

disminuyen el dolor corneal agudo y 

aumentan la nocicepción inducida por 

morfina. 

(208) 

Hojas y flor “Hot-plate test” Ratón Suizo 

macho adulto 

Extracto 

cloroformico, 

metanólico y 

acuoso de flor 

50 i.p. Sulfato de 

morfina 

5 i.p. 

El tiempo de reacción post inyección 

fue mayor que en el control con efecto 

similar a la morfina. La analgesia 

máxima fue a los 60 min para todos los 

extractos. %ID: No reportado 

(209) 

 “Writhing” Ratón Suizo 

macho adulto  

Extracto Per-eter, 

dicloromometano 

y  metanol 

200 per os Diclofenaco: 50 

per os 

Los extractos y el diclofenaco 

disminuyeron el número de 

contorciones comparado con el 

control. %ID: Diclofenaco 61.8, Per-

(210) 
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Rata Long 

Evans macho 

adulta 

 

ether, 75.7, dichloromethane 68.5 y 

metanol 54.7 

 “Writhing”  Ratón Suizo 

adulto ambos 

sexos 

Extracto 

hidroalcohólico 

de hoja 

100 y 200 per os Ibuprofeno 100 

per os 

Los extractos a ambas dosis redujeron 

las contracciones en comparación con 

el control siendo la cascara más 

efectiva que la hoja. %ID: Hoja: 27.8 y 

43.2. Cascara: 30.1 y 49.8 

(211) 

% ID = Porcentaje de inhibición del dolor; i.p. = intraperitoneal; i.g. = intragástrico 
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1.2.7 TOXICIDAD 

El consumo de las partes comestibles de la granada y sus extractos se considera 

seguro. Se ha demostrado que un extracto de fruta de granada de grado alimenticio, 

administrado por vía oral, en un estudio de toxicidad aguda, tuvo una Dosis Letal 

50 (DL50) de más de 5000 mg/kg en ratas Wistar y ratones albinos suizos y en el 

estudio subcrónico todos los animales sobrevivieron y no hubo cambios en los 

parámetros clínicos (físicos y conductuales) (212). 

En otro estudio, el resultado de la toxicidad aguda oral (método OCDE 2001) no 

reveló signos de toxicidad en un extracto de cáscara a una dosis única fija de 2000 

mg/kg durante 14 días (213). Además, la fracción butanólica del extracto metanólico 

de la cáscara de granada se evaluó en una prueba de toxicidad aguda, encontrando 

que era segura a una dosis superior a 500 mg/kg (214). Sin embargo, se advierte que 

se debe tener precaución con algunos extractos de otras partes, que pueden tener 

efectos tóxicos a altas dosis debido a su alto contenido de alcaloides y taninos. 

Las vías de administración también pueden influir en el grado de toxicidad, por 

ejemplo, se descubrió que la DL50 del extracto de cáscara (administración 

intraperitoneal de dos variedades de Marruecos) es 320.5-355.8 mg/kg en ratas 

Wistar y 300-348.2 mg/kg en ratones albinos respectivamente (201). 

Vidal y colaboradores (215), encontraron que la DL50 de extracto hidroalcohólico de 

granada de fruta entera administrado por vía intraperitoneal a ratones era de 731.1 

mg/kg y se sugiere que hay embriotoxicidad a una dosis mayor de 100 mg/kg.  

También se ha informado que las punicalaginas (un tanino abundante en la granada) 

tienen un efecto citotóxico en las líneas celulares, en altas concentraciones (216). Sin 

embargo, Cerdá et al., (168), realizaron un ensayo en el que concluyeron que la 

administración oral de altas dosis (0.5, 2, 5, 10 y 20% de extracto de cáscara) de 

punicalagina y elagitaninos de granada a ratas Wistar durante 37 días no es tóxica, 

y lo corroboraron con un estudio histopatológico de hígado y riñón. 

Finalmente, Álvarez et al., evaluaron la toxicidad subaguda y subcrónica de un 

microencapsulado de arilos de granada roja en rata y ratón. No se produjeron 

muertes ni efectos deletéreos cuando se administraron por vía oral dosis altas de 

5000 mg/kg en ratas durante 14 días, lo que indica una ausencia de toxicidad 
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subaguda. De manera similar, 3000 mg/kg de microencapsulado administrado en 

ratones CD-1 durante 90 días no mostraron toxicidad subcrónica. El 

microencapsulado no causó ninguna citotoxicidad en el cultivo de células epiteliales 

usando el ensayo de azul de Alamar. Además, el análisis histopatológico de riñón e 

hígado corroboró la ausencia de toxicidad en ratones CD-1 (217).  
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2. JUSTIFICACIÓN 

El fruto de la granada supone una alternativa natural para el tratamiento del dolor. 

Si bien, en medicina tradicional ha sido utilizada de manera milenaria, no son del 

todo claros los mecanismos de acción por los cuales se presenta el efecto 

antinociceptivo y tampoco se ha estudiado el efecto de un extracto en combinación 

con un fármaco. En este contexto, utilizar extracto de cáscara de granada como 

coadyuvante generará una disminución de los efectos adversos frecuentes en el 

tratamiento farmacológico del dolor y más aún, en combinación con el ácido 

acetilsalicílico se busca potenciar el efecto del fármaco, reduciendo la dosis necesaria 

y por ende los efectos adversos frecuentes en este fármaco. Finalmente, la cáscara de 

granada es un subproducto no utilizado de la granada, la cual es un alimento 

altamente comercial por su jugo, por lo que utilizarla en lugar de desecharla puede 

generar beneficios a los productores y la población que lo demande.  

 

3. HIPÓTESIS 

Alterna (Hi) 

Existe efecto antinociceptivo en extractos etanólicos y liofilizados de granada (Punica 

granatum L.) y efecto sinérgico en la combinación del extracto de mayor efecto con 

ácido acetilsalicílico en el modelo de formalina. 

Nula (H0) 

No existe efecto antinociceptivo en extractos etanólicos y liofilizados de granada 

(Punica granatum L.) y no existe efecto sinérgico en la combinación del extracto de 

mayor efecto con ácido acetilsalicílico en el modelo de formalina.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto antinociceptivo de extractos etanólicos y liofilizados de granada 

(Punica granatum L.) y su combinación con el ácido acetilsalicílico en un modelo 

animal de dolor nociceptivo e inflamatorio. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Obtener extractos etanólicos y jugos liofilizados de tres distintas variedades 

de granada (rotoevaporación a presión reducida y liofilización) para obtener 

muestras. 

- Evaluar el efecto antinociceptivo (monodosis) de los extractos y liofilizados 

(prueba de formalina) en rata Wistar macho para realizar un cribado. 

- Realizar curva dosis-respuesta del extracto etanólico de cáscara de granada y 

del fármaco de referencia (prueba de formalina) para determinar dosis 

efectivas. 

- Realizar análisis isobolográfico del efecto de dosis equiefectivas del 

combinado fármaco-extracto para determinar el tipo de interacción. 

- Determinar el mecanismo de acción del efecto por la vía del óxido nítrico 

mediante antagonista conocer la vía de acción. 

- Realizar pruebas de actividad antioxidante y fenoles totales al extracto 

seleccionado (DPPH•, ABTS•+, FRAP) para determinar su implicación en la 

nocicepción. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 ESQUEMA DE DISEÑO METODOLÓGICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Esquema de diseño metodológico 

 

 

 

EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE EXTRACTOS ETANÓLICOS Y LIOFILIZADOS DE 

GRANADA (Punica granatum L.) Y SU COMBINACIÓN CON ÁCIDO 

ACETILSALICÍLICO, EN UN MODELO ANIMAL DE DOLOR NOCICEPTIVO E 

INFLAMATORIO 

Se recolectaron tres  
variedades de granada 

Elaboración de extractos etanólicos de cáscara y 

liofilizados (maceración – rotoevaporación y liofilización) 

Cribado para seleccionar el extracto/ liofilizado de mayor efecto antinociceptivo 

(prueba de formalina, monodosis) 

Curva dosis-respuesta de 6 puntos del extracto de mayor efecto y ASA  a dosis 

logarítmicas 

Determinación de DE30 

Análisis isobolográfico de la combinación extracto – ASA con dosis equiefectivas 

(curva de 6 puntos) 

Pruebas antioxidantes (ABTS·, DPPH·, FRAP) y Fenoles totales (Folin- Ciocalteu) 

*Aprobación del protocolo por Comité de Ética Animal Institucional (CICUAL) 

Determinación de mecanismo de acción mediante antagonista (Vía L-Arginina / Óxido 

Nítrico / cGMP) 

Procesamiento estadístico y análisis de resultados 
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5.2 MATERIA VEGETAL Y EXTRACCIÓN 

 

5.2.1 MATERIA VEGETAL 

Se recolectaron ejemplares de tres variedades de granada (denominadas 

comúnmente como agridulce, verde y roja), del municipio de Tasquillo, Hidalgo, 

México (Latitud 20.5485, Longitud: -99.3104 20 ° 32ˈ5ˈˈ Norte, 99 ° 18ˈ37ˈˈ Oeste. 

Altitud: 1641), a finales del mes de agosto del 2018. Los frutos se recolectaron 

personalmente en su etapa de madurez comercial mediante un muestreo 

probabilístico aleatorio simple, asegurando un peso, color y tamaño similares. El 

tamaño de lote recolectado por cada variedad fue de 20 kg. La identificación 

taxonómica fue confirmada por el área de botánica del Instituto de Ciencias Básicas 

e Ingeniería, se clasificó y se entregado el voucher de identificación, el cual se 

depositó en el Departamento de Farmacognosia. 

5.2.2 PREPARACIÓN DE EXTRACTOS Y LIOFILIZADOS 

Se utilizó la cáscara (pericarpio) y el jugo de las tres variedades de granada. Las 

cáscaras fueron separadas manualmente del resto del fruto, una vez separadas 

fueron recortadas en tamaño a cuadros de aproximadamente 0.5 cm2 y se 

extendieron en una mesa de trabajo para el secado a medio ambiente fresco y seco. 

Una vez seco, se pesó y se realizó una extracción sólido-líquido mediante 

maceración con etanol absoluto (J.T. Baker, México), durante 21 días (100 g de 

cáscara por 400 ml disolvente). Posteriormente se realizó rotoevaporación a presión 

reducida (Büchi R200, Suiza) con las siguientes condiciones: temperatura de baño 

35°C; presión 175 mbar; rotación moderada. 

El producto final se pesó y se almacenó en un ambiente fresco y seco hasta su 

utilización. El jugo fue extraído de los arilos por medio de prensado manual, 

posteriormente se realizó un filtrado grueso con gasa estéril (PROTEC, México) para 

separar la semilla y la membrana carpelar que divide a los arilos. Se congeló a -40° 

C en alícuotas hasta el momento de su utilización. 

Una vez descongelado, se filtró utilizando gasa y algodón plisado (PROTEC, 

México) y se llevó a extracción acuosa parcial por medio de rotoevaporación a 

presión reducida con las siguientes condiciones: temperatura de baño de 35 – 40 °C; 

presión 70 mbar; rotación moderada a rápida. Se extrajo gran parte de su contenido 

acuoso y se generó un producto reducido que fue llevado a liofilización (Labconco 
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Freezone 4.5, KC, USA) a temperatura de -40°C y 190 x 10-3 mBar. El resultado se 

pesó y se almacenó herméticamente en un ambiente fresco y seco. 

5.3 REACTIVOS 

Para la extracción sólido-líquido se utilizó etanol absoluto (J.T. Baker, México). Para 

la prueba de formalina se preparó formalina al 2% diluyendo formaldehído al 37% 

(J.T. Baker, México), en solución salina fisiológica (PiSA, México). Los extractos se 

disolvieron en vehículo Tween 80 al 1% (Sigma Aldrich, MA, USA.) y se 

administraron por vía intragástrica (i.g.). Para la disolución de ASA (Sigma Aldrich, 

MA, USA), se utilizó carboximetilcelulosa al 0.5% (Sigma Aldrich, MA, USA) y se 

administró vía i.g. (el volumen de administración tanto para ASA como para 

extractos fue de 4 ml / kg de peso). 

Los animales del grupo vehículo recibieron solución salina fisiológica (4 ml / kg) o 

carboximetilcelulosa al 0.5% (4 ml / kg). Para discernir el mecanismo de acción se 

preparó L-NAME (Sigma Aldrich, MA, EE. UU.) y L-Arginina (Sigma Aldrich, MA, 

USA) disolviéndolos en solución salina (PiSA, México) y administrados por vía 

intraperitoneal (i.p.) a un volumen de 4 ml/kg peso. Todas las soluciones se 

prepararon el mismo día en que se realizaron las pruebas. 

5.4 ANIMALES 

Todos los experimentos en animales se realizaron siguiendo las directrices “IASP 

Guidelines for the Use of Animals in Research” (218). Además, el protocolo fue aprobado 

por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 

(CICUAL) de la Universidad Autónoma del Estado de Hidalgo (UAEH) (número de 

autorización: CICUAL010-2019), y se llevó a cabo en cumplimiento de la Norma 

Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 que trata de las especificaciones técnicas para 

la producción, cuidado y uso de animales de laboratorio (219). Se realizaron 

máximos esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los animales y reducir su 

número al mínimo de ratas por grupo de estudio. Al final de los experimentos, 

fueron sacrificadas en una cámara de eutanasia por CO2. 

Se utilizaron 198 ratas (Rattus norvegicus) cepa Wistar, sexo macho, adulto joven 

(peso 180-200 g). Los animales se mantuvieron a temperatura y ciclos de luz 

controlados (ciclo de luz oscura de 12 h y temperatura de 27 ± 2 °C) con acceso ad 

libitum a alimento comercial 5008 FormuLab Diet (Formulab, CA, USA) y agua 
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esterilizada el periodo antes de los experimentos. Previo a los experimentos, las ratas 

se sometieron a un período de ayuno de al menos 8 horas. 

5.5 PRUEBAS DE DOLOR 

 

5.5.1 PRUEBA DE FORMALINA 

Se realizó un rastreo (cribado) del extracto etanólico o jugo liofilizado con mayor 

efecto antinociceptivo mediante la prueba de formalina. Para esto, en el laboratorio 

del bioterio de la UAEH, 66 ratas (n=6) se colocaron en jaulas cilíndricas acrílicas con 

un fondo de papel “kraft” (para minimizar el frío de la mesa de trabajo) durante 1 

hora para aclimatarse y adaptarse a las condiciones circundantes. 

Se colocaron espejos detrás de las jaulas cilíndricas para una vista periférica y sin 

obstáculos de las ratas y específicamente sus patas (Figura 13a y 13b). La actividad 

antinociceptiva de los extractos de cáscara de granada (denominados a partir de este 

punto ExC1, ExC2, ExC3 y liofilizados de jugo Lj1, Lj2, Lj3), se evaluó mediante esta 

prueba siguiendo el método de Wheeler-Aceto y Cowan con modificaciones (220). 

La prueba consiste en medir durante una hora (1 minuto cada 5), el número de 

sacudidas de la pata trasera derecha (ipsilateral), después de una inyección 

subcutánea (50 µL de formalina al 2%) con una aguja calibre 30G en la superficie 

dorsal de la pata trasera derecha, 30 minutos después de la administración del 

medicamento o extracto a evaluar. Los grupos de estudio fueron: 1) VEHÍCULO 

(Tween 80 al 1%), 2) ASA (100 mg/kg peso i.g.), los grupos del 3 al 5, correspondieron 

a ExC1, ExC2, ExC3, y los grupos del 6 al 8 a Lj1, Lj2, Lj3. Todos ellos a una dosis de 

316 mg/kg peso i.g. El tamaño de muestra fue en todos los casos de 6 animales por 

grupo. 

5.5.1.1 MEDICIÓN DEL COMPORTAMIENTO DEL DOLOR EN LA PRUEBA DE 

FORMALINA 

La respuesta antinociceptiva se midió evaluando el curso temporal, en el que se 

observó el número promedio de sacudidas de la extremidad trasera (pata) de las 

ratas de los diferentes grupos, en relación con el grupo VEHÍCULO (control). Las 

sacudidas son uno de los comportamientos relacionados con la nocicepción en el 

modelo de formalina y se caracteriza por sacudidas o levantamientos espontáneos, 

rápidos y breves de la pierna. 
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Por lo tanto, cada episodio de temblor, vibración o elevación de la pierna se contó 

como una sacudida. Posteriormente, se calculó el área bajo la curva por el método 

de los trapezoides (221), del número de sacudidas en relación con el tiempo y, a 

partir de estos resultados, se calculó el porcentaje de antinocicepción, utilizando la 

ecuación presentada a continuación: 

% 𝐴𝑛𝑡𝑖𝑛𝑜𝑐𝑖𝑐𝑒𝑝𝑐𝑖ó𝑛 =
ABC vehículo−ABC tratamiento

ABC vehículo
 𝑥 100        (1.6) 

En donde: 

ABC vehículo: Área bajo la curva del grupo vehículo 

ABC tratamiento: Área bajo la curva de los grupos tratados 

 

En esta prueba se miden dos tipos de dolor: de 0 a 15 minutos (denominado fase 1) 

representa el dolor nociceptivo, y de 15 a 60 minutos (fase 2), corresponde al dolor 

inflamatorio. 

 

Figura 13a y 13 b. Prueba de formalina en rata Wistar. Se puede apreciar que los animales se 

encuentran aislados de su entorno en cilindros de acrílico, los cuales permiten su observación, 

además de que los espejos permiten una visión periférica del animal y el papel kraft permite reducir 

el contacto con el frío de la mesa de trabajo. En la Figura 15 b se aprecia además un dispositivo cuenta 

eventos con el cual se mide el número de sacudidas de pata y la jeringa con la que se administra 

formalina a la misma. 

 

a b 
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5.5.2 CURVA DOSIS RESPUESTA DEL EXTRACTO SELECCIONADO Y ASA PARA 

ISOBOLOGRAMA 

Una vez que se seleccionó el extracto de mayor efecto antinociceptivo (ExC2) se 

determinó que con ese se trabajaría el resto del experimento. Mediante la prueba de 

formalina (descrita anteriormente), se llevó a cabo una curva dosis-respuesta de 6 

puntos para ExC2 y para el fármaco de referencia (ASA) dando como resultado 60 

ratas repartidas en los siguientes grupos de estudio: Los grupos de estudio (n=6) 

fueron: 1) VEHÍCULO (Tween 80 al 1%). Seis grupos recibieron ExC2 por vía oral en 

dosis a incrementos logarítmicos, y seis grupos que recibieron ASA a dosis 

logarítmicas también (ver Tabla 9, dosis para curvas dosis-respuesta de ExC2 y 

ASA). 

Como excepción, la dosis de 1000 mg/kg no se evaluó para ASA, debido a que excede 

la DL50 reportada para este fármaco (95). Todos los grupos recibieron el mismo 

volumen de preparaciones y la vía de administración para todos fue intragástrica. 

 

Tabla 9. Dosis utilizadas para construir curvas dosis-respuesta de ExC2 y ASA antes de la 

administración de formalina al 2%. 

Dosis (mg / kg peso) 

ASA  ExC2  

3.16 10 

10 31.6 

31.6 100 

100 316 

316 562 

562 1000 

  *La administración en todos los casos fue por vía i.g. 

5.6.3 ANÁLISIS ISOBOLOGRÁFICO 

Una vez obtenida la curva dosis-respuesta de ASA y ExC2, se realizó un análisis 

isobolográfico el cual es una herramienta conveniente para evaluar la interacción 

entre los analgésicos a partir de dosis equiefectivas (102, 108). En primera instancia, 

se calculó para ambos fármacos (ASA y ExC2) la dosis efectiva 30 (DE30), en función 

de sus curvas de dosis-respuesta, despejando la ecuación de la recta. 

A partir de la DE30 de ambos medicamentos, se consideró la dosis efectiva teórica 

para el isobolograma, generando una curva dosis-respuesta teórica administrando 
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ambos medicamentos, simultáneamente, en proporciones constantes (1:1) de ASA 

(0.5) + ExC2 (0.5). 

Las curvas para la respuesta se calcularon utilizando la siguiente secuencia: (1) ASA 

DE30 + ExC2 DE30; (2) (ASA DE30 + ExC2 DE30) / 2; (3) (ASA DE30 + ExC2 DE30) / 4; (4) 

(ASA DE30 + ExC2 DE30) / 8, (5) (ASA DE30 + ExC2 DE30) / 16 y (6) (ASA DE30 + ExC2 

DE30) / 32 (Tabla 10). El tamaño de n fue de 6, resultando un total de 72 animales. 

La DE30 experimental fue calculada a partir de la curva dosis-respuesta de la 

combinación ASA-ExC2. Para determinar el tipo de interacción (sinérgica, aditiva o 

antagonista), se comparó el valor de la DE30 teórica con la DE30 experimental de la 

combinación y se consideraron las diferencias. Además, el índice de interacción (γ) 

se calculó de la siguiente manera: 

γ =
DE30 de la combinación (experimental)

DE30 de la combinación (teórica)
      (1.7) 

En donde: 

γ = Índice de interacción 

DE30= Dosis efectiva 30  

 

Lo que indica qué fracción de la DE30 del efecto del fármaco individual representa la 

DE30 correspondiente en la combinación. Los valores cercanos a 1 corresponden a 

una interacción aditiva, mientras que los valores superiores a 1 indican una 

interacción infraaditiva (antagonista) y así mismo, los valores inferiores a 1 

corresponden a la interacción sinérgica (potenciación).  
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       Tabla 10. Dosis utilizadas para la interacción ASA – ExC2 antes de la administración de 

formalina al 2% 

Dosis (mg / kg peso corporal) 

Grupos (n=6) ASA ExC2 Total 

(1) 4 30 34 

(2) 2 15 17 

(3) 1 7.5 8.5 

(4) 0.5 3.75 4.25 

(5) 0.25 1.875 2.12 

(6) 0.125 0.937 1.06 

     *Dosis (1) calculada a partir de la DE30 de cada fármaco 

 

5.7 IMPLICACIÓN DE LA VÍA DE L-ARG / ÓXIDO NÍTRICO / GMPC / ATP 

Se determinó el papel de la vía del óxido nítrico en la modulación de ExC2 y la 

combinación ExC2-ASA en la actividad antinociceptiva. Se adoptó el método de 

Zakaria et al., (222) con ligeras modificaciones. Se diseñaron dos experimentos, en el 

experimento 1, se formaron cinco grupos (n = 6) de ratas con las características y 

condiciones descritas en la sección 5.4. Para ello, las ratas del grupo (1) recibieron la 

DE50 de ExC2 solamente (244 mg/kg); para el grupo (2) las ratas fueron pretratadas 

con 100 mg/kg i.p. de L-arginina 30 min antes de la prueba de formalina; el grupo 

(3) recibió 100 mg/kg i.p. de L-arginina y 15 min después, se administró ExC2 a DE50 

(244 mg/kg i.g.), 30 min después se realizó la prueba de formalina; los grupos (4) y 

(5) se diseñaron de la misma manera que (2) y (3) pero sustituyendo el 

pretratamiento de L-arginina con 10 mg/kg i.p. de L-NAME. 

El experimento 2 fue casi idéntico, con la diferencia de que en lugar de administrar 

ExC2 DE50, se administró la combinación ExC2-ASA (15 y 2 mg/kg respectivamente). 

Los resultados de las pruebas de formalina se analizaron como se describió 

anteriormente (sección 5.5.1).  
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5.8 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y FENOLES TOTALES 

Los antioxidantes de ExC2 se extrajeron diluyendo 2 mg de muestra en 1 ml de 

etanol. Para medir el contenido fenólico total se usó el método Folin-Ciocalteu. Para 

lo cual, se mezclaron 100 µL de ExC2 con 500 µL de reactivo Folin-Ciocalteu diluido 

1:10. Luego, se añadieron 400 µL de carbonato de sodio al 7.5 % y la mezcla se incubó 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia de la mezcla se midió 

a 765 nm en un lector de microplacas (Biotek Power Wave XS, USA) Utilizando ácido 

gálico como patrón de referencia. Los resultados se expresaron en miligramos de 

ácido gálico equivalente / 100 g de base seca (mg EAG 100 g − 1 db) (223). 

La actividad antioxidante fue determinada por ABTS∙+, DPPH y FRAP. El catión 

radical ABTS∙+ se produjo haciendo reaccionar 7 mmol L−1 de solución madre ABTS∙+ 

2.45 mmol L−1 de persulfato de potasio en la oscuridad a temperatura ambiente 

durante 16 h antes de usarse. El ABTS·+ se diluyó con agua desionizada hasta una 

absorbancia de 0.70 ± 0.10 a 754 nm. 

Se añadieron 20 µl de muestra de ExC2 a 980 µl de la solución ABTS·+ diluida, y se 

tomaron lecturas de absorbancia después de 7 minutos de incubación a temperatura 

ambiente. Se leyó a 754 nm en el lector de microplacas (Biotek Power Wave XS, 

USA). La capacidad antioxidante se expresó como mg de capacidad antioxidante 

equivalente de Trolox por 100 g en seco (µmol ET 100 g − 1 base seca) (224). 

Para el ensayo de DPPH, se preparó una solución etanólica (7.4 mg/100 ml) del 

radical DPPH estable y se añadió (500 µL) a 100 µL de ExC2 colocado en viales. 

Después de dejar la mezcla reposar a temperatura ambiente durante 1 h, se midió la 

absorbancia a 520 nm en el mismo lector de microplacas, los resultados se 

expresaron como µmol ET 100 g − 1 base seca (225).  

El método de FRAP se llevó  a cabo mediante la metodología de Pérez- Jiménez et 

al., (223). Se preparó el reactivo FRAP en una concentración de 10:1:1 con 100 ml de 

solución amortiguador (0.3 M con un pH de 3.6), 10 ml de TPTZ (10 mM en ácido 

clorhídrico) y 10 ml de FeCl3 (20 mM en agua). La curva patrón se elaboró con sulfato 

ferroso (concentraciones 0, 20, 30, 40 y 50 µM Fe2+/l). Se colocaron 30 µL de ExC2, 90 

µL de agua desionizada y 900 µL de FRAP, las muestras se agitaron y dejaron 

reposar en baño maría a 37°C durante 10 min. Se leyó la absorbancia (Power wave 
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XS UV-Biotek, EUA) a 593 nm. Los resultados se expresaron como micromoles de 

hierro (II) / litro (µmol Fe (II)/l). 

5.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos obtenidos por cada prueba fueron sometidos a estadística descriptiva con 

medidas de tendencia central y de dispersión; se expresaron como la media ± EE o 

como media ± DE de cada una de las variables. La diferencia entre medias para cada 

variable fue estimada por un análisis de varianza (ANOVA) de una y dos vías con 

un post test de Bonferroni para establecer la diferencia de medias con un nivel de 

significancia de p<0.05. Algunos datos fueron tratados mediante t de Student 

(p<0.05). El análisis estadístico fue realizado con el software Prism for Windows, 

2019 (GraphPad, CA, USA) y Microsoft 365 Excel 2019 (Microsoft, USA). 
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6. RESULTADOS  

 

6.1 EXTRACTOS Y LIOFILIZADOS 

Una vez procesados la cáscara (extracción sólido - líquido por maceración) y el jugo 

de granada (liofilización) se obtuvieron los productos finales, los cuales tuvieron un 

porcentaje de extracción para la cáscara de aproximadamente 10% del producto 

inicial y del 7% para el jugo. La Tabla 11 muestra los resultados por cada extracto y 

liofilizado. 

Tabla 11. Rendimiento de extractos y liofilizados de granada  

Variedad de granada Extracto / liofilizado Porcentaje de extracción (%) 

Granada agridulce ExC1 7.11 ± 0.02 

Granada verde ExC2 10.48 ± 0.04 

Granada roja ExC3 12.13 ± 0.07 

Granada agridulce Lj1 6.875 ± 0.05 

Granada verde Lj2 6.987 ± 0.04 

Granada roja Lj3 7.104 ± 0.05 

 

6.2 EVALUACIÓN DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE LOS EXTRACTOS Y LIOFILIZADOS 

(PRUEBA DE FORMALINA) 

La formalina al 2% administrada por vía subcutánea a la pata trasera derecha 

ipsilateral de las ratas produjo el comportamiento nociceptivo esperado. Se encontró 

una respuesta nociceptiva inmediata (0-15 min, fase 1) y luego de un corto período 

de reposo, una respuesta inflamatoria (15 a 60 min, fase 2) que comenzó de forma 

gradual y continuó durante todo el período de observación. 

El transcurso del tiempo mostró una respuesta bifásica típica observada en el grupo 

VEHÍCULO. La Figura 14a y 14b muestran el curso temporal de las sacudidas por 

minuto de los diferentes grupos estudiados (tres grupos de extractos de cáscaras y 

tres grupos de liofilizados de jugo), en comparación con el grupo VEHÍCULO y el 

fármaco de referencia (ASA). En las figuras 14a y 14b se puede apreciar que el grupo 

VEHÍCULO muestra una conducta típica de la prueba y tanto para ASA, los 
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extractos de cáscara y los liofilizados de jugo, se redujo el número de sacudidas en 

comparación con el VEHÍCULO (efecto antinociceptivo), encontrándose una 

reducción de la conducta nociceptiva mayor en el ExC2 y Lj2. 
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Figura 14. Cursos temporales de la prueba de formalina obtenidos por la administración i.g. de: (a) 

extractos y (b) liofilizados de tres variedades de granada a una dosis de 316 mg/kg. 

Posteriormente se analizó el área bajo la curva (ABC) por fases y global de todos los 

grupos por el método de los trapezoides y a partir de ella, se calculó el porcentaje de 

antinocicepción. La figura 15, muestra la comparativa por grupos del porcentaje de 

antinocicepción, desde la perspectiva por fases. Se encontró que todos los extractos 

y liofilizados, así como ASA, presentan efecto antinociceptivo en ambas fases de la 

prueba de formalina, teniendo mayor efecto en la fase 2 de la prueba (25 a 50% de 
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antinocicepción). Todos los extractos y liofilizados tuvieron diferencia 

estadísticamente significativa (p<0.05) con relación al grupo VEHÍCULO y en la fase 

1, el grupo ExC2 tuvo diferencia estadísticamente significativa positiva contra ASA. 
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Figura 15. Porcentaje de antinocicepción de los diferentes grupos de estudio, por fases de la prueba 

de formalina. a= Diferencia estadísticamente significativa contra VEHÍCULO (p<0.05), b= Diferencia 

estadísticamente significativa contra ASA (p<0.05). 

La Figura 16, muestra la comparativa por grupos del porcentaje de antinocicepción 

global (ambas fases). Se encontró que todos los extractos y liofilizados, así como 

ASA, presentan efecto antinociceptivo global, encontrándose mayor efecto en la 

variedad verde (tanto extracto de cáscara ExC2 como jugo liofilizado Lj1). Todos los 

extractos y liofilizados tuvieron diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) 

con relación al grupo VEHÍCULO y únicamente ExC2 tuvo diferencia 

estadísticamente significativa contra ASA, por lo que cumple uno de los criterios 

para ser el extracto seleccionado para el resto del estudio (a pesar de que Lj2 tuvo 

un efecto similar, tuvo mayor error estándar y no presentó diferencia 

estadísticamente significativa contra ASA. 
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Figura 16.Porcentaje de antinocicepción global de los diferentes grupos de estudio en la prueba de 

formalina. a= Diferencia estadísticamente significativa contra VEHÍCULO (p<0.05), b= Diferencia 

estadísticamente significativa contra ASA (p<0.05). 

6.3 CURVA DOSIS- RESPUESTA (PRUEBA DE FORMALINA) DE EXTRACTO DE MAYOR 

EFECTO Y FÁRMACO DE REFERENCIA 

Una vez seleccionado el extracto de mayor efecto antinociceptivo en la prueba de 

formalina (ExC2), se realizó una curva dosis-respuesta tanto para ExC2 como para 

ASA (prueba de formalina), para determinar la potencia, eficacia y dosis efectivas 

necesarias para el desarrollo de la siguiente etapa del estudio. Para ello se utilizó 

una curva de seis puntos con dosis a incrementos logarítmicos. 

Las Figuras 17a y 17b muestran el curso temporal de las sacudidas por minuto de 

las diferentes dosis estudiadas para ExC2 (Figura 17a) y ASA (Figura 17b), en 

comparación con el grupo VEHÍCULO. Se encontró que el grupo VEHÍCULO 

muestra una conducta típica de la prueba y tanto para ExC2 como para ASA, se 

redujo el número de sacudidas en la mayoría de las dosis. Se observa que mientras 

es mayor la dosis, hay una mayor reducción de sacudidas de pata, lo que indica un 

efecto dependiente de la dosis. Treinta minutos antes de la administración de 

formalina, las ratas se pretrataron con VEHÍCULO, ASA o ExC2 a seis dosis 

diferentes en incrementos logarítmicos. El valor de p (<0.05) no se indicó en las 

figuras debido a la saturación de líneas, sin embargo, las diferencias estadísticas de 

la media ± EE de cada tiempo de medición (n = 6) en la fase 1 fueron mínimas y 

comenzaron a manifestarse en a partir de la dosis de 316 mg tanto para ExC2 como 

para ASA, y respecto a la fase 2, ExC2 comenzó a tener un efecto significativo a partir 

de 316 mg/kg y ASA a partir de 10 mg/kg de peso. 
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Figura 17a y 17b. Curso temporal de la prueba de formalina en las curvas dosis respuesta. Curso 

temporal de ExC2 (19a) y ASA (19b) en el número de sacudidas de pata inducidos por formalina cada 

5 min durante 1 hora.  

Posteriormente, se calculó el porcentaje de antinocicepción a partir del ABC. La 

figura 18a y 18b, muestra la comparativa por grupos del porcentaje de 

antinocicepción para ExC2 (Figura 18a) y ASA (Figura 18b) por fases. 

Se encontró que el ExC2 y ASA a todas las dosis evaluadas, presentan efecto 

antinociceptivo en ambas fases de la prueba de formalina, siendo un efecto 

dependiente de la dosis para la fase 1 de ASA y fase 2 de ambos. En la fase 2 se 

encontró el mayor efecto porcentaje de antinocicepción. En la fase 1, tanto para ExC2 

como para ASA, cuatro dosis tuvieron diferencia estadísticamente significativa 

(p<0.05) con relación al grupo VEHÍCULO y en la fase 2, 5 dosis para ExC2 y 6 para 

ASA, tuvieron diferencia contra el VEHÍCULO.  



70 
 

 

FASE 1 FASE 2
0

20

40

60

80

100

VEHÍCULO

(10 mg/kg)

(31.6 mg/kg)

(100 mg/kg)

(316 mg/kg)

(562 mg/kg)

(1000 mg/kg)a aa
a

a

a ExC2

   _________________        __________________

%
 D

E
 A

N
T

IN
O

C
IC

E
P

C
IÓ

N

 

FASE 1 FASE 2
0

20

40

60

80

100

VEHÍCULO

(3.16 mg/kg)

(10 mg/kg)

31.6 (mg/kg)

(100 mg/kg)

(316 mg/kg)

(562 mg/kg)a aaa

a

b ASA

 _________________             _________________

%
 D

E
 A

N
T

IN
O

C
IC

E
P

C
IÓ

N

 

Figura 18a y 18b. Porcentaje de antinocicepción de las diferentes dosis de la curva dosis respuesta de 

ExC2 (20a) y ASA (20b) por fases, de la prueba de formalina. Las figuras muestran el porcentaje de 

antinocicepción por fases de la prueba de formalina obtenidos por la administración i.g. de ExC2 y  

ASA. a= Diferencia estadísticamente significativa contra VEHÍCULO (p<0.05), b= Diferencia 

estadísticamente significativa contra ASA (p<0.05). 

 

A continuación se calculó el efecto global en porcentaje de antinocicepción a partir 

del ABC (Figura 19a y 19b). Desde la perspectiva global, se encontró que tanto ExC2, 

como ASA, presentan efecto antinociceptivo global dependiente de la dosis. Todas 

las dosis de ExC2 y ASA tuvieron diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) 

con respecto al grupo VEHÍCULO. 
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Figura 19a y 19b. Porcentaje de antinocicepción global de las diferentes dosis de estudio para la curva 

dosis respuesta en la prueba de formalina. Las figuras 21a y 21b muestran el efecto global de la prueba 

de formalina obtenidos por la administración i.g. del extracto ExC2 (21a) y ASA (21a) a distintas dosis 

logarítmicas. a= Diferencia estadísticamente significativa contra VEHÍCULO (p<0.05). 

 

Una vez obtenidos los datos anteriores, se construyó la curva dosis respuesta para 

ExC2 y ASA (Tabla 12 y Figura 20). En la Tabla 12 se muestra el porcentaje de 

antinocicepción por fases y global de ExC2 y ASA en la prueba de formalina, 

realizado en todas las dosis logarítmicas evaluadas. 

Se encontró que todas las dosis de todos los grupos de ExC2 y ASA tuvieron un 

efecto antinociceptivo estadísticamente significativo (p <0.05) en ambas fases de la 

prueba de formalina (dolor nociceptivo e inflamatorio) frente al grupo de 

VEHÍCULO excepto el ExC2 a 10 mg/kg peso. 
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Tabla 12. Valores de porcentaje de efecto obtenido por dosis en las curvas dosis respuesta de ExC2 y 

ASA 

Dosis 

(mg/kg) 

Log (D) Efecto antinociceptivo (%) 

 ExC2 Fase 1 ExC2 Fase 2 ExC2 Efecto global 

10 1.00 1.62 3.23* 4.83* 

31.6 1.50 6.01* 19.92* 25.99* 

100 2.00 6.99* 22.09* 28.69* 

316 2.50 7.22* 50.23* 57.81* 

562 2.75 7.32* 55.58* 60.92* 

1000 3.00 7.03* 72.8* 80.22* 

 ASA Fase 1 ASA Fase 2 ASA Efecto global 

3.16 0.50 3.42* 10.71* 14.78* 

10 1.00 4.47* 33.94* 38.77* 

31.6 1.50 4.99* 41.73* 46.85* 

100 2.00 6.47* 49.60* 56.02* 

316 2.50 7.26* 55.04* 62.43* 

562 2.75 9.94* 62.55* 72.94* 

El efecto antinociceptivo, expresado en porcentaje, se obtuvo de la media del ABC del número de 

sacudidas de las patas de cada grupo de animales (n = 6) en la prueba de formalina al 2%. Los 

fármacos se administraron por vía intragástrica. *diferencia estadísticamente significativa (p <0.05) 

frente al grupo de VEHÍCULO. 

 

Se destaca que este efecto antinociceptivo fue mayor en la fase 2 para ambos 

compuestos (fase de dolor inflamatorio). Luego, se construyó la curva dosis-

respuesta para ExC2 y ASA a partir del efecto global de cada dosis y fármaco (Figura 

20). 

Al calcular la DE30, donde se determina el 30% de efecto, se demostró que ASA tiene 

una potencia y eficacia estadísticamente mayor que ExC2 en todos los puntos 

excepto en la dosis de 316 mg/kg (p <0.05). 
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Se observa también una conducta de curva sigmoidea característica en incrementos 

logarítmicos. El efecto antinociceptivo encontrado para ambos fármacos fue 

dependiente de la dosis. A partir de la obtención de estos datos se realizó el análisis 

isobolográfico. 
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Figura 20. Curva dosis respuesta de ExC2 y ASA. Curva dosis-respuesta a partir del cual se obtuvo 

la DE30. Cada punto corresponde a la media ± EE de 6 animales. *Diferencia estadísticamente 

significativa contra los grupos de ASA (p <0.05). 

 

6.4 ISOBOLOGRAMA 

La ED30 de ExC2 y ASA se calculó a partir de los valores obtenidos de sus curvas de 

dosis-respuesta. Luego se realizó la curva dosis respuesta de la combinación en 

proporción 1:1. Las dosis utilizadas (Tabla 13) corresponden a fracciones de la 

proporción establecida y se detallan en los materiales y métodos; de esta manera se 

formuló la dosis efectiva teórica. 

Posteriormente, las mismas dosis calculadas de la combinación oral se probaron 

experimentalmente en el modelo de formalina al 2%. La tabla 13 muestra el 

porcentaje de antinocicepción encontrado para cada dosis. El efecto global 

encontrado fue de 30.4% a 62.8% de forma dosis dependiente y se encontró un mayor 
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porcentaje de efecto antinociceptivo en la fase 1 que en los fármacos evaluados 

individualmente. 

 

Tabla 13. Efecto de la combinación ExC2-ASA en la prueba de formalina 

El efecto antinociceptivo, expresado en porcentaje, se obtuvo de la media del ABC del número de 

sacudidas de pata de cada animal en cada grupo de combinación (n = 6) en la prueba de formalina al 

2%. Los fármacos se administraron por vía intragástrica. *Diferencia estadísticamente significativa 

frente al grupo VEHÍCULO. 

 

Se realizó el análisis isobolográfico (Figura 21). En él, se trazó la línea de aditividad 

entre la DE30 de los fármacos individuales; en ella, la DE30 teórica (DE30T) se ubica en 

la parte central (34 ± 8.11 mg/kg peso). Tras realizar el experimento, se localizó el 

punto de la DE30 experimental (DE30E) (0.927 ± 0.63); encontramos que el mismo se 

ubicó por debajo de la línea de aditividad, con una diferencia estadísticamente 

significativa (p <0.05) entre puntos, lo que indica que existe una interacción sinérgica 

de la combinación. 

El índice de interacción (γ), que establece el grado de sinergismo, fue de 0.028 ± 0.20; 

un índice de interacción menor que 1 indica que hay una potenciación del efecto 

(súper aditividad). 

Grupo Dosis mg/kg 

(Combinación) 

Log (D) Efecto antinociceptivo (%) 

   Combinación Fase 

1 

Combinación Fase 

2 

Efecto 

global 

(1) 34 1.53 25.52* 36.31* 62.80* 

(2) 17 1.23 10.93* 39.21* 50.60* 

(3) 8.5 0.93 12.99* 35.09* 48.70* 

(4) 4.27 0.62 10.35* 33.17* 43.51* 

(5) 2.12 0.32 8.96* 24.47* 33.48* 

(6) 1.06 0.02 7.83* 22.57* 30.41* 
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Figura 21. Isobolograma de la interacción entre ExC2 y ASA en la prueba de formalina. La línea entre 

los ejes X y Y representa el efecto aditivo teórico que tendría la combinación de fármacos, cuyo punto 

medio es el punto aditivo teórico de los valores de DE30T del fármaco individual. El punto 

experimental (DE30E) se observa por debajo de la línea, cerca de 0, * = un efecto sinérgico 

estadísticamente significativo contra DE30T (p <0,05). 

6.5 IMPLICACIÓN DE LA VÍA L-ARG / NO / GMPC / ATP  

Para dilucidar el mecanismo de acción del efecto antinociceptivo encontrado, se 

diseñaron dos experimentos con éster metílico de Nω-nitro-L-arginina (L-NAME), 

un antagonista del óxido nítrico. Se diseñó un experimento con la dosis efectiva 50 

de ExC2 (DE50) y otro con la combinación 2 de ExC2-ASA (15 mg / kg y 2 mg / kg 

respectivamente). 

Los resultados del primer experimento se muestran en la Figura 22. En ella, se 

observa que el pretratamiento central con L-Arginina (100 mg/kg ip), un precursor 

de la síntesis de óxido nítrico incrementó significativamente (p <0.05) las sacudidas 

de pata en la prueba de formalina, reduciendo el porcentaje de antinocicepción en 

comparación con la DE50 de ExC2. 

La coadministración de L-arginina con DE50 de ExC2 dio como resultado una 

diferencia no estadísticamente significativa, en comparación con la DE50 de ExC2 por 

sí sola. Por otro lado, L-NAME a una dosis de 10 mg/kg i.p. tuvo un efecto 

antinociceptivo por sí solo (con una diferencia estadísticamente significativa en 

comparación con DE50 de ExC2) y cuando se coadministró con DE50 de ExC2 mostró 

un fuerte efecto antinociceptivo con una diferencia estadísticamente significativa 

frente a DE50 ExC2 y L-NAME solo. 
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Figura 22. Implicación de la vía L-Arg/NO/GMPc/ATP en el efecto antinociceptivo de ExC2.. a = p 

<0.05 todos contra el grupo VEHÍCULO. b = p <0.05 L-arginina frente a DE50 de ExC2. c, d = p <0.05 

L-NAME contra DE50 de ExC2 y L-NAME + DE50 de ExC2. e = p <0.05 L-NAME + DE50 de ExC2 contra 

L-NAME. Cada punto corresponde a la media ± EE de 6 animales. 

El segundo experimento se diseñó de la misma manera (los mismos grupos de L-

arginina y L-NAME) excepto que se usó la combinación 2 de ExC2-ASA en lugar de 

DE50 de ExC2. Los resultados fueron consistentes y relativamente similares con el 

experimento 1 (Figura 23). Se encontró una diferencia estadísticamente significativa 

para todos los grupos contra el VEHÍCULO, y también con L-NAME (10 mg/kg) y 

L-NAME 10 + Combinación 2 contra Combinación 2. Los resultados sugieren que el 

efecto antinociceptivo de ExC2 solo y en combinación con ASA, es dado a través de 

la vía de señalización L-arginina / NO / cGMP / ATP. 
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Figura 23. Implicación de la vía L-Arg/NO/GMPc/ATP en el efecto antinociceptivo de la combinación 

de ExC2-ASA. a = p <0.05 todos frente al VEHÍCULO. b = p <0.05 L-NAME (10 mg / kg) y L-NAME 

10 + Combinación 2 contra Combinación 2. Cada grupo corresponde a la media ± EE de 6 animales. 
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6.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CONTENIDO FENÓLICO TOTAL 

La Tabla 14 muestra el contenido fenólico total y la capacidad antioxidante de ExC2. 

En la muestra se observó actividad captadora de radicales libres en las tres pruebas 

(DPPH·, ABTS· y FRAP), encontrando actividad en ExC2. Los valores se expresaron 

como la media ± DE de DPPH· y ABTS·+ (µmol TE / g), FRAP (µmol Eq FeSO4) y 

fenoles totales (mg 100 g-1 GAE). Las curvas de referencia fueron realizadas con 

Trolox, FeSO4 y ácido gálico. 

Tabla 14. Actividad antioxidante y contenido fenólico total de ExC2 

Ensayo DPPH ABTS·+ FRAP Contenido Fenólico 

Total 

Unidades  

 

Curva Estándar 

(µmol TE/g) 

 

Trolox             

 (R2= 0.9926) 

(µmol TE/g) 

 

Trolox           

(R2= 0.9953) 

(µmol Eq FeSO4) 

 

FeSO4                                         

(R2= 0.9962) 

(mg 100 g-1 GAE) 

 

Ácido gálico 

(R2= 0.9998) 

ExC2 11805.0 ± 0.03 11105.7 ± 0.03 568.8 ± 0.08 2591.0 ± 0.06 

Los valores representan la media ± DE de la muestra por triplicado. 
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7. DISCUSIÓN 

Se eligió al etanol considerando sus propiedades como disolvente, y que debe tener 

características químicas y estructurales similares a las del compuesto a disolver, en 

este contexto el etanol es un solvente prótico, con moléculas polares y por tanto 

puede formar puentes de hidrógeno con los solutos, a diferencia de los disolventes 

polares apróticos y de los no polares (226). El índice de polaridad del etanol es de 

5.2, mismo que se encuentra en la medianía de las tablas de polaridades de 

disolventes, lo cual favorece la extracción de una mayor cantidad de solutos, tanto 

polares como medianamente polares. 

Masci et al., (227) realizaron la extracción etanólica de cuatro variedades israelitas e 

italianas de granada (lsr, Ita, DC1 y DC2), reportando porcentajes de 8.4, 9.2, 10.4 y 

13.9%, respectivamente. El porcentaje de extracción obtenido en el presente trabajo 

para la cáscara de granada se puede considerar adecuado (7.11 a 12.13% peso seco). 

Si bien no se planteó la optimización del proceso, se obtuvo suficiente muestra para 

los experimentos programados. En el estudio que se citó anteriormente, Masci et al., 

encontraron mayores porcentajes de extracción en muestras de cáscara disueltas en 

metanol y acetato de etilo/agua (hasta un 14.7%), por lo que es importante realizar 

un ensayo con la utilización de estos solventes con los cuales además, al menos de 

manera hipotética, se podrían extraer compuestos con otras polaridades. 

Finalmente, también será importante extraer compuestos con solventes no polares y 

evaluarlos, como en el caso de Dikmen et al., quienes realizaron el estudio 

farmacológico de un extracto de cáscara de granada obtenido con éter de petróleo 

mediante la extracción por Soxhlet y cuyo porcentaje ascendió a 37.97% peso seco 

(228). Del jugo de granada liofilizado se obtuvieron los productos finales, los cuales 

tuvieron un porcentaje de extracción del 7% en promedio; al respecto no se 

encontraron datos publicados que puedan tomarse como referencia para comparar 

los resultados de este trabajo. 

El segundo objetivo de este estudio, en el que se evaluó el efecto antinociceptivo de 

tres variedades de granada, se encontró que el extracto de cáscara de granada verde 

(ExC2), posee el mayor porcentaje de antinocicepción, en comparación con los 

extractos de cáscara de granada roja y agridulce, así como con los jugos liofilizados, 

por lo que fue elegido para llevar a cabo el resto de los estudios farmacológicos. 
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El porcentaje de antinocicepción se evaluó en dos tipos de dolor: nociceptivo e 

inflamatorio, mediante la prueba de formalina. La inyección subcutánea de 

formalina es un método preclínico bien estudiado para la evaluación de estímulos 

químicos dolorosos (229). Esto brinda oportunidades para comparar los efectos de 

una lesión periférica aguda y crónica (230). 

Después de la inyección de formalina al 2% en las ratas, durante una hora, se produjo 

la respuesta bifásica esperada. Por tanto, esta prueba fue útil para la evaluación de 

los tratamientos propuestos, que incrementaron la actividad de los nociceptores y 

desencadenaron un proceso inflamatorio periférico inducido por la lesión. 

En el transcurso del tiempo de la prueba, se encontró que principalmente ExC2 

produjo una reducción en el número de sacudidas de pata de las ratas, en una forma 

de respuesta a la dosis, en todas las dosis administradas por vía intragástrica, en 

comparación con el grupo de VEHÍCULO. Este resultado coincide con el encontrado 

por González-Trujano et al., (193) quienes evaluaron la actividad antinociceptiva de 

un extracto metanólico de la fruta entera de granada (10, 30 y 100 mg/kg de peso 

corporal intraperitoneal) en ratones. El curso temporal reportado por ellos es similar 

al encontrado en este estudio. 

Del mismo modo, Olapour y Najafzadeh (202), evaluaron el efecto antinociceptivo 

de un extracto hidroalcohólico de cáscara de granada (400 mg/kg peso, 

intraperitoneal) en la prueba de formalina en ratones, y encontraron una reducción 

significativa (p <0.05) de sacudidas de pata y tiempo de lamida en comparación con 

su grupo control. 

Por otro lado, a diferencia de los opioides, que tienen un efecto marcado en ambas 

fases, se sabe que los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) tienen un mayor 

efecto en la segunda fase de la prueba de formalina (231, 232). Razón por la cual ASA 

tuvo un mayor efecto en esa fase. Aunque redujo el número de sacudidas de la pata 

en la primera fase (a una tasa de 3.4-9.9% de antinocicepción), la segunda fase mostró 

hasta un 62.5% de antinocicepción. 

Cabe destacar que a diferencia de los estudios antes mencionados, en los que 

administraron sus compuestos por vía intraperitoneal, en el presente trabajo se usó 

la intragástrica, ya que es la vía de administración más utilizada para el ASA (233) 

y porque el extracto de cáscara de granada es un subproducto alimenticio, cuya 

utilización para el dolor se ha reportado por vía oral en infusiones en la medicina 

tradicional del mundo (139, 142). A pesar del efecto antinociceptivo logrado, es 
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importante que futuros estudios se realicen utilizando otras vías de administración 

en las que el efecto pueda ser más rápido, efectivo o potenciado. 

Los resultados del efecto antinociceptivo por fases y global se calcularon a partir del 

área bajo la curva del número de sacudidas de la pata en relación al tiempo 

transcurrido, que se expresó posteriormente como porcentaje de antinocicepción. 

Los resultados confirman que el efecto analgésico de ExC2 es dosis dependiente, 

principalmente periférico, y que al igual que el ASA, actúan a través de la vía central 

y dependen de sus actividades antiinflamatorias. 

El mecanismo de acción de ASA está claramente documentado (86, 233) y los 

resultados de este trabajo son consistentes con ello, sin embargo, en el caso de ExC2, 

los mecanismos de acción no son del todo claros. Existen algunos estudios donde se 

evaluó el efecto de la granada y especialmente los extractos de cáscara tienen 

actividad antinociceptiva sobre diferentes tipos de dolor (nociceptivo, inflamatorio, 

agudo, crónico o neuropático) (198-204). 

Los autores indican que el efecto antinociceptivo está dado por fitoquímicos, 

presentes en la granada, principalmente polifenoles y flavonoides (taninos, 

antocianinas, ácido elágico y gálico, entre otros) pero también terpenoides, ácidos 

grasos, cumarinas, alcaloides y saponinas (234, 235). 

Se ha informado que un extracto de granada pudo inhibir la producción de 

prostaglandina E2 (PGE2) y óxido nítrico (NO) inducida por citocinas inflamatorias 

in vivo. Estos mecanismos podrían estar mediados por la inhibición de la liberación 

de algunos mediadores nociceptivos endógenos y confirmarían su actividad central 

a través de la activación nociceptiva supraespinal (196). 

Gainok et al., (236) sugirieron que los antioxidantes optimizan las acciones biológicas 

del NO natural in vivo. De hecho, los antioxidantes estabilizan el NO y prolongan su 

concentración celular, protegiéndolo de los radicales libres como especie reactiva de 

oxígeno (ROS). El NO, como molécula de señalización, se sintetiza a partir de la 

óxido nítrico sintasa (NOS) que cataliza la reacción del oxígeno molecular con el 

aminoácido sustrato L-arginina para producir NO. El NO actúa como modulador en 

la médula espinal y los ganglios de la raíz dorsal a través de las vías nociceptivas y 

media el dolor neuropático (152, 157, 161, 235). 

En estudios previos realizados se atribuyen los efectos antinociceptivos a los taninos 

(234, 237), en los que se llevó a cabo un experimento in vitro donde expusieron 

células endoteliales aórticas a metabolitos de elagitaninos (glucurónido de urolitina 
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A y sus agliconas), que son consecuencia de la acción de la microbiota intestinal 

sobre los elagitaninos, para determinar el efecto sobre la adhesión de monocitos y la 

migración de células endoteliales, que a su vez se inhibieron significativamente con 

respecto a los controles. 

También se observó una disminución en la expresión de la quimiocina inflamatoria 

CCL2 e interleucina-8 (IL-8) (238). Hollebeeck et al., (239) encontraron que un 

extracto de cáscara de granada rico en punicalaginas previene la inflamación 

intestinal crónica en las células Caco-2. El experimento se realizó en un modelo in 

vitro de epitelio intestinal humano, actuando a nivel de expresión génica de las 

moléculas proinflamatorias interleucina-6 (IL-6) y la proteína quimioatrayente de 

monocitos MCP-1 por atrapamiento molecular directo, y se observó una 

significativa disminución de la transcripción de estos genes. 

Además, hay informes de cómo cuatro taninos hidrolizables libres extraídos de 

granada (punicalagina, punicalina, strictina A y granatina B) mostraron un efecto 

inhibidor sobre la producción de NO en células RAW 264.7 inducido por 

lipopolisacárido (LPS). Igualmente, la granatina B inhibió, en mayor medida, la 

producción de PGE2 y la expresión de COX-2 en las mismas células. Estos taninos, 

especialmente la granatina B, funcionan como un antiinflamatorio eficaz y tienen un 

doble efecto antiinflamatorio, al disminuir la producción de PGE2 en la etapa inicial 

y la producción de NO en la etapa tardía (240). 

Se ha reportado que la inhibición mediada por punicalagina de la producción de 

PGE2 en células de macrófagos estimuladas con LPS se asoció con la regulación 

negativa de las enzimas COX-2 (241). Al respecto, Jain et al., (197) observaron que un 

pretratamiento comercial de extracto de fruta de granada atenuó significativamente 

el aumento del nivel de NO en un modelo de dolor neuropático inducido por 

transección del nervio tibial y sural. 

Por otro lado, Karwasra et al., (199), investigaron el efecto de la cáscara de granada 

sobre el umbral nociceptivo en casos agudos y crónicos de inflamación y dolor en 

un modelo animal de artritis reumatoide. Encontraron que 200 mg/kg de extracto de 

cáscara de granada mostraron una mejora significativa (p <0.05) en el 

comportamiento nociceptivo reduciendo el dolor, lo que atribuyeron a la presencia 

de altos niveles de polifenoles hidrolizados, especialmente punicalaginas, los cuales 

pueden ser responsables por modulación de la vía NF-κB. 

Moreira et al., (242), mostró que la corilagina redujo significativamente la 

nocicepción inducida por capsaicina, sugiriendo que este tanino puede estar 
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involucrado en el antagonismo del canal TRPV1, dado que la nocicepción evocada 

por capsaicina ocurre por activación del canal TRPV1, que favorece liberación de 

varios mediadores químicos (sustancia P, ácidos aspártico y glutámico, 

neuroquinina A, péptido relacionado con el gen de la calcitonina y NO) y 

proinflamatorios que contribuyen a aumentar la nocicepción a niveles central y 

periférico (243). 

Los flavonoides inhiben la actividad de la COX-2, y se sabe que la nobiletina, 

flavona, resveratrol, pentaacetato de quercetina, apigenina, crisina, quercetina, 

galangina y kaempferol modulan la transcripción de la COX-2 en las células Caco2, 

por lo que desempeñan un papel en la actividad analgésica y su mecanismo es 

dirigirse a las prostaglandinas e inhibir la prostaglandina sintetasa y los taninos 

(244). 

Por otro lado, Takano-Ishikawa et al., (245) estudiaron 39 flavonoides y sus 

compuestos relacionados (comparación entre subclases), buscando una relación 

entre la estructura y la actividad de sus efectos inhibidores sobre la producción de 

prostaglandina E2 inducida por LPS en macrófagos peritoneales de rata. 

Descubrieron que las flavonas eran las más efectivas, seguidas de las flavanonas y 

los flavonoles, que eran las menos efectivas. Estos resultados sugieren que el doble 

enlace C2-C3 y el grupo funcional 4-oxo del anillo C son responsables de las altas 

actividades de inhibición. Asimismo, los flavonoides mostraron el mayor efecto 

inhibidor sobre la expresión del gen COX-2. 

El ácido elágico (AE) y el ácido gálico (AG) pueden tener un rol importante en el 

efecto antinociceptivo hallado en este estudio. BenSaad y col. (195) sugieren que el 

ácido elágico y el ácido gálico presentes en el extracto de granada que evaluaron 

pueden ser los compuestos responsables de su efecto analgésico. Ghorbanzadeh et 

al., (246), estudiaron si la vía del canal L-arginina-NO / cGMP / KATP es responsable 

de la antinocicepción del AE. Se sabe que el NO tiene efectos pro o antinociceptivos, 

según las condiciones (247). 

Kawabata y colaboradores (248) mostraron que los niveles de NO aumentan en la 

prueba de formalina al activar la NOS en el lugar de la inyección, lo que contribuye 

a la inducción de respuestas nociceptivas en la segunda fase de la prueba. 

El NO puede aumentar la concentración de cGMP, lo que conducirá a la activación 

de los canales de potasio. La apertura de estos canales induce la hiperpolarización 

de la membrana y reduce la despolarización y el potencial de acción. Por tanto, 

Ghorbanzadeh et al., demostraron que el tratamiento previo con L-arginina, Nω -
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Nitro-L-arginina metil (L-NAME) (inhibidor no selectivo de la NOS), nitroprusiato 

de sodio, azul de metileno y glibenclamida, antes de la prueba de formalina, no 

fueron efectivos para alterar el efecto antinociceptivo de AE en la primera fase de la 

prueba. Demostrando que el efecto antinociceptivo de AE en esta fase no fue 

mediado por la activación de la vía del canal NO / GMPc / KATP. 

Por otro lado, se demostró que la L-arginina y el nitroprusiato de sodio potenciaron 

el efecto antinociceptivo de etapa tardía, y se encontró que el efecto de EA depende 

de la activación de la vía L-arginina / NO /GMPc /KATP, ya que hubo una reducción 

significativa dependiente de la dosis en la antinocicepción periférica inducida por 

AE después de la administración intraplantar de L-NAME en la fase tardía de la 

prueba de formalina. 

Cuando se aplicó solo L-NAME (100 mg) no produjo ningún cambio significativo. 

Por tanto, no tiene ningún efecto de hiperalgesia o antihiperalgesia, y el efecto de 

AE se debe en parte a la generación local de NO. En otros estudios se demostró que 

la administración sistémica de AE produjo claros efectos antinociceptivos 

dependientes de la dosis en ambas fases de la prueba de formalina, encontrando 

que, en la segunda fase, era más sensible a AE. 

Estos resultados indicaron que los efectos analgésicos sistémicos y periféricos de AE 

dependen del sistema opioide, ya que el tratamiento previo con naloxona, un 

antagonista de los receptores opioides, revirtió la antinocicepción causada no solo 

por AE intraperitoneal, sino también intra plantar (145, 247, 249-252). Además, la 

acción analgésica del AE se ha explicado por la inhibición de la ciclooxigenasa, que 

sintetiza prostaglandinas en los sitios de daño celular periférico (253). 

En cuanto al ácido gálico (AG), BenSaad et al., (254), encontraron que el AG redujo 

la producción de NO en células RAW2674.7 tratadas con LPS. También se demostró 

que el AG inhibe la producción de PGE-2 y disminuyó de manera efectiva a IL-6 en 

este estudio. Todos estos efectos fueron dosis dependientes. Además, encontraron 

que la expresión del gen COX-2 de las células RAW264.7 no se vio afectada después 

del tratamiento con AG durante 24 h. 

Por su parte, Santos et al., (255) observaron un efecto antihiperalgésico y 

antinociceptivo del AG en relación a la dosis en modelos animales de nocicepción. 

El AG inhibió significativamente la hiperalgesia inducida por la sustancia P y la 

bradicinina en la pata de la rata, pero no afectó la hiperalgesia causada por la PGE o 

carragenina. 
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Además, el AG, en contraste con el fármaco de referencia (morfina), fue ineficaz en 

la prueba de hot-plate en ratones. La antinocicepción producida por AG i.p. en la 

prueba de formalina se invirtió significativamente con la toxina de G. pertussis, 

intracerebrovascular y por administración intratecal de bloqueadores de los canales 

de K+ tales como glibenclamida, apamina y caribotoxina, pero no por 

tetraetilamonio. Por el contrario, la antinocicepción de AG no se vio afectada por el 

tratamiento intraperitoneal con naloxona o con el precursor del NO, L-arginina, y 

esta acción no fue secundaria a su efecto antiinflamatorio, ni se asoció con efectos 

inespecíficos como la relajación muscular o sedación. Puede decirse, que el AG 

produce una antinocicepción sistémica, espinal y supraespinal pronunciada y 

dependiente de la dosis en ratones, quizás por la activación de los canales de K+ y 

por un mecanismo sensible a la toxina de G. pertussis. 

Finalmente, en otro estudio, Trevisan et al., (256) consideraron identificar al AG 

como un antagonista de los canales del receptor potencial transitorio anquirina 1 

(TRPA1), este canal juega un papel integral en el dolor y la inflamación neurogénica 

a través de la activación de los nervios sensoriales tanto a nivel central como a nivel 

periférico (243, 257) y observando sus efectos antinociceptivos en diferentes modelos 

de dolor en ratones suizos. Primero, evaluaron la capacidad del AG para afectar la 

entrada de calcio inducida por el cinamaldehído; luego observaron la 

antinocicepción por administración oral de AG (3-100 mg/kg) después de la 

inyección intraplantar de agonistas de TRPA1 (isotiocianato de alilo, cinamaldehído 

o peróxido de hidrógeno) en un modelo de dolor inflamatorio (inyección de 

carragenina i.pl.), y un modelo de dolor neuropático (lesión por constricción 

crónica). 

El AG redujo la entrada de calcio mediada por la activación de TRPA1, disminuyó 

la nocicepción causada por alilisotiocianato, cinamaldehído y peróxido de 

hidrógeno. La alodinia y el edema inducidos por carragenina se redujeron en gran 

medida con el tratamiento con AG. Además, la administración de AG también fue 

capaz de disminuir la alodinia mecánica y por frío en el modelo de dolor 

neuropático. Por lo tanto, se encontró que el AG es un antagonista de TRPA1 con 

propiedades antinociceptivas. 

Por lo tanto, el efecto antinociceptivo del extracto utilizado en los estudios de este 

trabajo puede deberse a su alto contenido en este tipo de moléculas. Al respecto, se 

encontró en los estudios de actividad antioxidante y fenoles totales que se realizaron, 

que ExC2 tiene una gran cantidad de fenoles totales (2591 ± 0.06 mg 100 g-1 GAE). 
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Hay informes de contenido fenólico total de extractos de cáscara de granada en los 

que encontraron 166.83, 152.55 y 85.48 mg 100 g-1 GAE (258) y 285-329 mg 100 g-1 

GAE (259) respectivamente, por lo que se puede afirmar que el extracto utilizado 

tiene un contenido fenólico superior a las variedades reportadas en esos estudios. 

Además, ExC2 tuvo una excelente capacidad antioxidante en las tres pruebas 

(ABTS·+, DPPH· y FRAP). La actividad de ExC2 se atribuye a su capacidad de 

donación de hidrógeno (260). 

Los resultados coinciden con Li et al., (261) quienes informaron que la actividad 

antioxidante de los extractos metanólicos y etanólicos de cáscara de granada era 

mayor que aquellos extractos de pulpa en cuanto a poder reductor, por lo que 

concluyeron que el extracto de cáscara tiene más potencial y actividad antioxidante. 

Sin embargo, a pesar de la existencia de estudios previos con otros extractos de 

cáscara de granada (129), se recomienda realizar la separación e identificación de los 

compuestos de ExC2, con el fin de poder realizar su elucidación estructural para 

aclarar mejor el origen molecular de su efecto. 

El análisis isobolográfico demostró una fuerte interacción sinérgica entre ExC2 y 

ASA en la antinocicepción sistémica, por lo que probablemente haya una interacción 

sinérgica en la que un fármaco se ha asociado a un grupo de compuestos (ExC2) con 

mecanismos de acción complementarios. En este contexto, ASA, como es bien 

sabido, produce una inhibición de la COX-2, con la consiguiente disminución de 

prostaglandinas. En este estudio se utilizó la DE30 y no la DE50 debido a que, 

considerando un efecto máximo del 100% como la supresión total en la prueba de 

formalina, ASA y ExC2 pudieron exceder una respuesta del 50% y, por tanto salirse 

de la escala, por lo que el cálculo de DE50 no fue factible. 

Por otro lado, los extractos de cáscara de granada han demostrado tener varios 

mecanismos de acción, como la inhibición de las ciclooxigenasas de forma no 

selectiva y por tanto la producción de prostaglandina E2. Estos extractos también 

reducen la expresión de moléculas proinflamatorias como IL-6 e IL-8, reduce la 

expresión de COX-2 y TRPV1, modula la vía de señalización de NF-κB, es un 

antagonista de los canales de TRPV1 y se sabe que estimula la vía del canal NO/ 

GMPc /ATP K+, sin embargo, la totalidad de los mecanismos de acción de esta 

interacción merece más investigación. 

El NO es un gas simple formado por un átomo de nitrógeno y un átomo de oxígeno 

con muchas funciones fisiológicas; en el dolor, la inflamación, el sistema 

inmunológico y como un vasodilatador; derivado de la L-arginina y una molécula 
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de oxígeno, que se convierten en una molécula de NO y una molécula de L-citrulina 

mediante enzimas llamadas óxido nítrico sintasas (NOS) (262). Se sabe que el NO 

tiene un efecto tanto antinociceptivo como pronociceptivo, dependiendo de la 

concentración, el tejido o la región donde se estimula su síntesis (263). 

Chen y Levine (66) han confirmado que el NO tiene un papel pronociceptivo en 

estados de dolor inducidos por estímulos como carragenina, capsaicina, glutamato, 

formalina o estímulos mecánicos. Lee et al., encontraron que cuatro polifenoles 

abundantes en la granada inhiben la expresión de NOS (240), por lo que esto da una 

idea del comportamiento del extracto. 

En este trabajo, se sugirió que la vía L-Arginina / NO / cGMP-K+ está involucrada 

en el efecto ExC2, por lo que se llevaron a cabo los experimentos pertinentes para su 

comprobación. Se encontró que la L-arginina (precursor de la NOS), generó un 

porcentaje moderado a alto de antinocicepción (alrededor del 40%) con diferencias 

significativas frente al VEHÍCULO (p <0.05); este resultado es contradictorio con lo 

reportado por Chen y Levine (66), ya que un aumento de NO generaría teóricamente 

hiperalgesia. 

Este resultado controvertido puede explicarse asumiendo que la L-arginina puede 

reducir (264) o inducir (265) la hiperalgesia, dependiendo de las dosis que se 

administren, ya que las dosis bajas aumentan y las dosis altas inhiben la 

antinocicepción en la segunda fase de la prueba de formalina (248). 

En este caso se utilizó una de las dosis más bajas reportadas en la literatura (100 

mg/kg), por lo que se puede sugerir que el resultado se debió a la dosis, la vía de 

administración, la especificidad del fármaco o la farmacocinética (266). Cuando se 

coadministró L-arginina con la DE50 de ExC2 y la combinación ExC2 -ASA, hubo un 

aumento en el porcentaje de antinocicepción, lo que consolida la hipótesis de que 

ExC2 puede estar actuando a través de la vía L-Arg / NO / cGMP. 

En este estudio, L-NAME tuvo un efecto antinociceptivo (diferencias 

estadísticamente significativas frente a DE50 de ExC2 y la combinación ExC2 -ASA). 

Los informes indican que L-NAME, considerado como un antagonista del NO, 

también se considera un agonista parcial, actuando como un sustrato que provoca 

una rápida inducción de la expresión génica de óxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS) (264, 267). 
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Un agonista parcial antagoniza la síntesis de NO en algunos tejidos, pero la estimula 

en otros (264). La estimulación de la síntesis de NO puede explicar la antinocicepción 

observada de L-NAME, en modelos como los utilizados en esta investigación. 

Duarte y Ferreira informaron que L-NAME causa analgesia en la prueba de whriting 

y en la prueba de carragenina y PG2 en ratones y ratas. Descubrieron que la NG-

monometil-L-arginina (L-NMMA), otro inhibidor de la NOS, bloqueaba 

significativamente las acciones antinociceptivas centrales y periféricas de L-NAME, 

así como el azul de metileno (AM), un inhibidor de la activación de la guanilato 

ciclasa; en este mismo estudio el efecto del L-NAME se vió potenciado por la 

arginina y por un inhibidor de la fosfodiesterasa cGMP (ODQ) (264). 

En el presente trabajo, al coadministrar L-NAME con la DE50 de ExC2 y la 

combinación ExC2 -ASA, se observó un aumento en el porcentaje de nocicepción, 

siendo estadísticamente significativo en la DE50 de ExC2 contra todos los grupos y 

en la combinación ExC2 -ASA (excepto contra el grupo L-NAME ). Esto sugiere una 

participación a través de la vía L-Arg / NO / cGMP. 

Es necesario que en el futuro se profundice en este mecanismo y se utilicen los 

antagonistas L-NMMA y AM para confirmar que L-NAME realmente está 

induciendo la expresión de iNOS. Es importante notar que el grupo de combinación 

tuvo un efecto similar a la DE50 de ExC2, con una dosis mucho más baja. 

Cabe señalar que ExC2 presentó antinocicepción leve (1.6-9-9%) en la fase 1 de la 

prueba de formalina (Tabla 12). Este efecto en la fase 1 aumentó en la combinación 

con ASA y este aumento se considera un efecto sumativo, ya que también contribuye 

al efecto global, y se ha informado que ASA tiene un efecto mínimo o nulo en la fase 

1 (220, 268). 

En el presente estudio se propone que ExC2 tiene este efecto en fase 1 y contribuye 

al efecto sinérgico debido al contenido de alcaloides que en la literatura se ha 

reportado, siendo la más importante la pseudopeletierina (235, 269). Esto tendrá que 

probarse con un antagonista específico en el futuro o aislando los alcaloides del 

ExC2. 

El consumo de cáscara de granada y sus extractos se considera seguro (168, 213, 214). 

En este sentido, es necesario escalar el estudio a nivel clínico y evaluar si la potencia 

y eficacia de la combinación genera los beneficios derivados de la administración de 

esta combinación en el modelo preclínico. 
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Finalmente, es ampliamente conocido que la mayoría de los AINE inducen daño 

gastrointestinal (270, 271); por lo tanto, una estrategia para reducir las lesiones es 

reducir la dosis de AINE o utilizar agentes gastroprotectores al mismo tiempo (232). 

Relacionado con esto, se conoce el efecto gastroprotector de la cáscara de granada 

(200, 205, 272), por lo que la combinación estudiada cumple con ambas estrategias 

(dosis bajas de ASA y gastroprotección). Sin embargo, se sugiere que se realice un 

estudio del efecto gastroprotector de la combinación realizada, en comparación con 

la administración de ASA en un modelo de lesión gástrica, para demostrarlo y 

generar un interés genuino por la administración de la combinación en estudios 

clínicos. 
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8. CONCLUSIONES 

 

Los extractos etanólicos de cáscara y los jugos liofilizados de tres variedades de 

granada de Hidalgo tienen efecto antinociceptivo en la prueba de formalina. 

El extracto etanólico de granada verde, posee un efecto antinociceptivo mayor que 

las otras variedades, en la prueba de formalina. 

El extracto de cáscara de granada verde tiene un efecto sinérgico (súper aditivo) en 

combinación con ASA, y su mecanismo de acción por el cual actúa la combinación 

está relacionado con la vía de L-Arginina/ NO/ GMPc/ ATP K+ así como con su alta 

capacidad antioxidante y cantidad de fenoles totales. 
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