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ANALISIS DE LA INTERACCION ANOREXIGENICA QUE GENERA LA
COMBINACION DE MAZINDOL + METFORMINA EN EL CONSUMO DE

LECHE AZUCARADA EN RATA

INTRODUCCION
El incremento en la prevalencia del sobrepeso y la obesidad a nivel mundial es
un problema serio de salud (Lean, 2010). En México, aproximadamente el 70%

de la poblacion adulta tiene sobrepeso u obesidad (Secretaria de Salud, 2010).

En este sentido, se ha observado que la resistencia a la insulina es uno de los
principales factores que altera el transporte de &cidos grasos al higado,
incrementando los niveles de triglicéridos, lipoproteinas de baja y muy baja
densidad (LDL y VLDL) y a la apolipoproteina B (ApoB) (Cohen et al., 2011;
Ndumele et al., 2011), por lo que existe una fuerte correlacion entre la grasa
corporal y los niveles de insulina o la resistencia a insulina, incluso antes de
gue los niveles de glucosa se hayan elevado y exista un dafio significativo en la

funcién del pancreas (De Fronzo et al., 2009).

Asi, la evidencia nos sugiere que el tratamiento actual del sobrepeso y la
obesidad deberia ir enfocado en disminuir su morbilidad y mortalidad, al actuar
en etapas donde los niveles de resistencia a la insulina se encuentran
elevados, pero no existe evidencia de una disminucion de la tolerancia a la
glucosa, y por ende, no existe un dafio significativo en el pancreas. Asimismo,

las terapias farmacolégicas y no farmacolégicas deberian ir enfocadas a
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disminuir la resistencia a la insulina y a desarrollar terapias preventivas para la
poblacibn obesa en riesgo de desarrollar diabetes o0 enfermedades
cardiovasculares de manera eficaz y segura. A este respecto, la metformina
parece ser el candidato mas fuerte para reducir la resistencia a la insulina en
pacientes obesos asintomaticos con alto riesgo de desarrollar diabetes mellitus
tipo 2, ya que entre otras cosas no muestra efecto rebote (Hirst et al., 2012;
Diabetes Prevention Program Research Group, 2012). En este sentido, el
presente proyecto determiné el tipo de interaccidn anorexigénica que genera la
combinacion de metformina con mazindol en ratas, mediante el uso del analisis

isobolografico.

HIPOTESIS
La combinacién metformina + mazindol producira al menos una interaccion
anorexigénica de tipo aditiva en la disminucién del consumo de leche

azucarada en rata.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el tipo de interaccion que se presenta con la combinacion
metformina + mazindol en la disminucion del consumo de leche azucarada en
rata mediante el uso del analisis isobolografico.

Objetivos particulares

Determinar la DE4o de metformina y mazindol en el modelo de consumo de

leche azucarada en rata mediante curvas dosis-respuesta.
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Calcular la DE4o tedrica de la combinacién metformina + mazindol en el modelo

de consumo de leche azucarada en rata.

Determinar la DE4o experimental de la combinacion de metformina + mazindol

en el modelo de consumo de leche azucarada en rata.

Determinar mediante analisis isobolografico e indice de interaccion el tipo de

sinergismo que produce la combinacion metformina + mazindol.

Material y métodos

Animales

Se utilizaron ratas Wistar de 200 a 250 g de peso corporal. Los animales se
mantuvieron con libre acceso a alimento y agua, en un ciclo de 12 horas
luz/oscuridad. Todos los experimentos se condujeron de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NOM-062-
Z00-1999). Cada rata se evalud una sola vez y se sacrifico en una camara con

dioxido de carbono al final del experimento.

Farmacos

Tanto la metformina (10g) como el mazindol (5g) fueron suspendidos en
solucién salina isotonica con Tween 80 al 10%. Los farmacos individuales o en
combinacion fueron preparados el dia de la evaluacion y fueron administrados
de forma oral 30 minutos antes de presentar la leche azucarada a las ratas. La
leche azucarada se prepar6 agregando a 1L de agua hervida, 100 g de leche

en polvo y 100 g de sucrosa.
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Prueba anorexigénica del consumo de leche azucarada

El presente método fue llevado a cabo con ligeras modificaciones del protocolo
previamente descrito por Roth y Rowland (1999) y Rowland y cols. (2000;
2001). Las ratas fueron acostumbradas a consumir un postre de leche
azucarada durante 7 dias, la cual se presentd diariamente a las 10 de la
mafiana durante 2 h en mamilas graduadas de plastico. Una vez obtenido un
valor de consumo estable, en el dia 7 las ratas fueron puestas en ayuno de 12
h y el dia del experimento (dia 8), las ratas fueron agrupadas en grupos de 6
ratas de tal manera que el consumo basal de leche azucarada fue lo mas
parecido entre los grupos. En seguida las ratas recibieron de manera oral el
vehiculo o dosis crecientes de metformina (30, 56, 100, 300, 560, 1000 mg/Kg,
p.o.), mazindol (1, 1.7, 3, 10, 30, 56 y 100 mg/Kg, p.0.) o de las combinaciones
metformina + mazindol a proporciones equiefectivas de 1:1, 1:3 y 3:1. Treinta
minutos después de la administracion oral, se les present6 la mamila de leche

azucarada y se midio el consumo de ésta en mililitros a los 90 minutos.

Andlisis estadistico

Inicialmente, los resultados obtenidos referentes al volumen de leche
azucarada consumida en 1.5 horas fueron convertidos a un porcentaje de
efecto anorexigénico, considerando al volumen consumido de leche azucarada
del grupo vehiculo como el 0% de anorexia, mediante la siguiente ecuacion:

Volumen consumido,, ., — Volimen consumido

Volimen consumido

% Efecto anorexigénico = Tratamiend 100

Vehiculo
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Entonces, los datos se expresaron como el promedio + el error estandar del
porcentaje de leche azucarada consumida en 1.5 horas y se construyeron las
curvas dosis respuesta del % de efecto anorexigénico contra las dosis
empleadas para calcular la DE4o de los farmacos individuales mediante andlisis
de regresion lineal. Para determinar la naturaleza de la interaccion entre
metformina y mazindol se procedio a llevar a cabo el andlisis isobologréfico.
Para ello, se consideraron dosis equiefectivas de cada farmaco en
proporciones 1:1, 1:3 y 3:1. De los resultados experimentales obtenidos de la
combinacion de metformina y mazindol en las diferentes proporciones se
obtuvo una DE4o experimental para cada proporcion y para determinar si la
combinacion produce un efecto de potenciacién, aditivo o de antagonismo se

calculo la DE4o tedrica de acuerdo al método descrito por Tallarida (2000).

Estadisticamente, las curvas dosis respuesta fueron analizadas mediante
analisis de varianza de una via seguido de la prueba de Dunnet. Por su parte,
la diferencia estadistica entre la DEao tedrica y la DE4o experimental de cada
proporcién fue evaluada a través de una prueba t de Student. La diferencia
estadistica de estas pruebas fue considerada significativa cuando se obtuvo
una P < 0.05. Adicionalmente, el tipo de interaccion fue determinado mediante
el indice de interaccion (y), graficamente y mediante la comparaciéon de los

intervalos de confianza de la DEa4o tedrica y la DE4o experimental.
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Resultados

Curso temporal en el consumo de leche azucarada

En la figura 1 se puede observar que el mayor efecto anorexigénico obtenido
entre el vehiculo y metformina se encuentra a las 2 h, mientras que mazindol
muestra su mayor efecto anorexigénico a la media hora y dicho efecto va
disminuyendo de manera dependiente del tiempo. En base a los cursos
temporales arriba descritos se decidio elegir como punto de evaluacién las 2
horas para el andlisis isobolografico, pues como se puede observar en la figura,
metformina presenta su efecto anorexigénico maximo y mazindol aun muestra

un efecto arriba del 50%.

100~
80+
60+
40+

204 -O- Mazindol 30 mg/Kg

- Metformina 1000 mg/Kg

%Efecto anorexigénico

60 120 180 240 300
Tiempo (min)

Figura 1. Cursos temporales que muestran el efecto anorexigénico de
metformina a una dosis de 1000 mg/Kg o mazindol a 30 mg/Kg en ratas. La
leche azucarada se presentdé a las ratas 30 minutos después de haber
administrado los farmacos por via oral.

Pagina 7 de 20



Efecto anorexigénico en ratas privadas de alimento

Una vez establecido el tiempo de evaluacidén, se construyeron curvas dosis
respuesta para mazindol y metformina. En la figura 2 se muestra que mazindol
aumento el porcentaje de efecto anorexigénico de forma dependiente de la
dosis administrada (1, 1.7, 3, 10, 30, 56 y 100 mg/Kg), alcanzando un maximo
de efecto a la dosis de 30 mg/Kg. De acuerdo a la curva dosis respuesta
obtenida, mazindol presenta una eficacia en este modelo de del 56.4 £ 2.1% a
las dosis de 100 mg/Kg y una dosis efectiva 40 (DE4o) de 13.5 + 3.1 mg/Kg
(Tabla 1). En la figura 2 también puede observarse que la parte lineal de la
curva de mazindol se encuentra entre 1.7 y 30 mg/Kg y que después de 30
mg/Kg la efectividad de mazindol no incrementa significativamente, pero si sus
efectos adversos. A este respecto, las ratas desde los 30 mg/Kg de mazindol
mostraron efectos adversos evidentes. A 30 mg/Kg las ratas presentaron
piloereccion y estereotipia en cabeza, patas delanteras y marcha oscilatoria, en
tanto que a las dosis de 56 y 100 mg/Kg se evocaron los sintomas descritos en
la dosis anterior de manera mas clara, ademas de piloereccién, sangrado nasal
y por comisura lagrimal. Asimismo, la dosis de 56 mg/Kg causé la muerte de 1
de 6 ratas dentro de las primeras 24 horas, mientras que las dosis de 100
mg/Kg mato a 4 de los 6 animales de este grupo experimental dentro de las
primeras 24 horas de haber administrado el farmaco, por lo que se puede
estimar que la DLso de mazindol en rata se encuentra alrededor de los 85

mg/Kg.
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DE, = 13.5 + 3.1 mg/Kg

J x % %
60 rF *x x

204 T

% Efecto anorexigénico

Veh 1 17 3 10 30 56 100

Mazindol (mg/Kg, p.o.)

Figura 2. Curva dosis respuesta que muestra el porcentaje de efecto
anorexigénico obtenido con la administracion oral de dosis crecientes de
mazindol en el modelo de consumo de leche azucarada en ratas privadas de
alimento. Los datos se expresan como el promedio * el error estandar de la
media de 6 animales por grupo experimental. *Estadisticamente diferente del
vehiculo (Veh) con una P < 0.05 por andlisis de varianza de una via seguido de
la prueba de Dunnett. La linea punteada nos permite observar las dosis entre
las cuales se encuentra la DE4o del farmaco.

En cuanto a metformina, en la figura 3 puede observarse el porciento de efecto
anorexigénico que generaron dosis crecientes de este farmaco (30, 56, 100,
300, 560 y 1000 mg/Kg). En la grafica puede apreciarse que a la dosis de 300
mg/Kg metformina present6 una eficacia del 48.6 £ 7.3% y una DE4o = 208.9 +
27.0 mg/Kg en el rango de dosis de 30 a 300 mg/Kg (Tabla 1). Debido a que en
la grafica se observa que dosis mayores a 300 mg/Kg de metformina tienden a
disminuir el porcentaje de efectividad anorexigénica del farmaco, se decidio
ocupar las dosis de 30, 56, 100 y 300 mg/Kg para llevar a cabo el analisis
isobolografico. En cuanto a sus efectos adversos, metformina fue bien tolerada

presentando las ratas solamente letargo e hipocinesia a las dosis de 560 y

1000 mg/Kg (Tabla 3).
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DE,, = 208.9 + 27.0 mg/Kg
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Figura 3. Curva dosis respuesta que muestra el porcentaje de efecto
anorexigénico obtenido con la administracion oral de dosis crecientes de
metformina en el modelo de consumo de leche azucarada en ratas privadas de
alimento. Los datos se expresan como el promedio * el error estandar de la
media de 6 animales por grupo experimental. *Estadisticamente diferente del
vehiculo (Veh) con una P < 0.05 por andlisis de varianza de una via seguido de
la prueba de Dunnett. La linea punteada nos permite observar las dosis entre
las cuales se encuentra la DE4o del farmaco.

Tabla 1. Dosis efectivas 40 (DE4o) obtenidas a partir de la curvas dosis
respuesta de mazindol y metformina mediante regresion lineal. Abreviaturas:
E.E.M. = error estandar de la media.

Coeficiente de
correlacion (R?)

Farmaco E.E.M. (£)

Mazindol

Metformina
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Con base en los datos obtenidos de las curvas dosis respuesta de mazindol y
metformina, se procedié al calculo de las dosis para la construccion de las
curvas dosis respuesta de la combinacion mazindol + metformina a las
proporciones 1:1, 1:3 y 3:1. En la figura 4 puede apreciarse que para la
proporcion 1:1, el efecto anorexigénico que produce la combinacién mazindol +
metformina en el modelo de consumo de leche azucarada se incrementa de
manera dependiente de la dosis. En este modelo de anorexia y con esta
proporcion (1:1), la combinacién produjo una eficacia experimental del 40.0 £
3.0% y una DEa4o experimental de 128.9 + 25.0 mg/Kg, la cual fue similar a la

DEu4o teorica calculada (111.2 £+ 13.6 mg/Kg).

DE,, = 128.9 + 25.0 mg/Kg

60 =
o
°
c
\(D -
2 *
=R .
Q
O -
2 s 1
[}
° +
3 151 T
L
X

0 L} L} L | L} L}
Veh 13.90 27.8 55.6 111.2

Mazindol + Metformina (1:1)
(mg/Kg, p.o.)

Figura 4. Curva dosis respuesta que muestra el porcentaje de efecto
anorexigénico obtenido con la administracion oral de dosis crecientes de la
combinacion de mazindol + metformina (0.84 + 13.06, 1.69 + 26.11, 3.38 +
52.22 y 6.75 + 104.45 mg/Kg, respectivamente) a una proporcion 1:1 en el
modelo de consumo de leche azucarada en ratas privadas de alimento. Por
claridad de la imagen, la dosis en el eje Y representa la suma de la dosis de
mazindol + metformina en cada combinacion. Los datos se expresan como el
promedio * el error estandar de la media de 6 animales por grupo experimental.
*Estadisticamente diferente del vehiculo con una P < 0.05 por analisis de
varianza de una via seguido de la prueba de Dunnett. Abreviaturas: Vehiculo
(Veh).
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En las figuras 5 y 6 se muestran las curvas dosis respuesta obtenidas con la
combinacion de mazindol + metfromina para las proporciones 1:3 y 3:1. En
ellas puede observarse una eficacia similar a la obtenida en la proporcion 1:1,
siendo de 34.9 £ 1.6% y 40.7 £ 2.3% para las proporciones 1:3 y 3:1 de
mazindol + metformina, respectivamente. ElI resumen de las DEao
experimentales obtenidas y tedricas calculadas para cada proporcion se

muestran en la tabla 2.

DE,o = 269.2 + 39.8 mg/Kg

60
o
L
c
N o
> 45
o H T PRy
o %
o
o -
@
(@]
2 *
o 159 T
1]
8
0 L] L] L L L
Veh 20 40 80 160

Mazindol + Metformina (1:3)
(mg/Kg, p.o.)

Figura 5. Curva dosis respuesta que muestra el porcentaje de efecto
anorexigénico obtenido con la administracion oral de dosis crecientes de la
combinacion mazindol + metformina (0.42 + 19.58, 0.84 + 39.16, 1.67 + 78.33,
3.34 + 156.66 mg/Kg, respectivamente) a una proporcion 1:3 en el modelo de
consumo de leche azucarada en ratas privadas de alimento. Por claridad de la
imagen, la dosis en el eje Y representa la suma de la dosis de mazindol +
metformina en cada combinacién. Los datos se expresan como el promedio *
el error estandar de la media de 6 animales por grupo experimental.
*Estadisticamente diferente del vehiculo con una P < 0.05 por analisis de
varianza de una via seguido de la prueba de Dunnett. Abreviaturas: Vehiculo
(Veh).
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Con respecto a los efectos adversos observados en las combinaciones, sélo
las dosis mas altas de la combinacion de mazindol + metformina a la
proporcion 3:1 (31.2 y 62.4 mg/Kg), evocaron piloereccion, hiperrreflexia y
estereotipia en las ratas. Contrario a lo observado la proporcion anterior, la
combinacion de mazindol + metformina a las proporciones 1:|:1 y 1:3 no
mostraron efectos adversos aparentes a ninguna de las dosis probadas,
sugiriendo que los efectos adversos observados en las combinaciones son

debidos principalmente a mazindol.

DE,;,=60.2 £1.7 mg/Kg

60 =
o
o
c
¥ -
o 43 2
2
2 T
o
© 30+
(o]
o
S 154 T
L
S
0 L} L] L} L] L}
Veh 7.8 15.6 31.2 62.4

Mazindol + Metformina (3:1)
(mg/Kg,p.o.)

Figura 6. Curva dosis respuesta que muestra el porcentaje de efecto
anorexigénico obtenido con la administracion oral de dosis crecientes de la
combinacion mazindol + metformina (1.27 + 6.53, 2.54 + 13.06, 5.08 + 26.12 y
10.16 + 52.24 mg/Kg, respectivamente) a una proporcion 3:1 en el modelo de
consumo de leche azucarada en ratas privadas de alimento. Por claridad de la
imagen, la dosis en el eje Y representa la suma de la dosis de mazindol +
metformina en cada combinacion. Los datos se expresan como el promedio +
el error estdndar de la media de 6 animales por grupo experimental.
*Estadisticamente diferente del vehiculo con una P < 0.05 por analisis de
varianza de una via seguido de la prueba de Dunnett. Abreviaturas: Vehiculo
(Veh)
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A continuacion, se llevdo a cabo el analisis grafico y estadistico de las
combinaciones mazindol + metformina a las diferentes proporciones. Dicho
analisis sugiere que las combinaciones muestran un efecto aditivo en las tres
proporciones, aunque la proporcion 1:3 parece tener una tendencia al

antagonismo en base a los siguientes criterios:

Los puntos que representan las DE4o experimentales en la figura 7 se
encuentran sobre la linea de aditividad en las proporciones 1:1 y 3:1, pero por
encima de la linea de aditividad en la proporcién 1:3, para las combinaciones
de mazindol + metformina evaluadas.

La prueba t de Student no mostr6 diferencia estadistica significativa con una P
= 0.05 entre las DE4o experimentales y la DE4o tedricas calculadas para todas
las proporciones.

El intervalo de confianza de las DE4o experimentales se traslapa en todos los
casos con los intervalos de confianza calculados para las DEaso tedricas

(Tabla 2).

El indice de interaccion (y) mostré un valor cercano a 1 en las proporciones de
mazindol + metformina 1:1 y 3:1, pero dicho valor se encontré por encima de 1
en la proporcién de mazindol + metformina 1:3 (Tabla 2).

El intervalo de confianza del indice de interacciébn cruza por 1 en las
proporciones de mazindol + metformina 1:1 y 3:1, pero esta por encima de 1 en

la proporcion de mazindol + metformina 1:3 (Tabla 2).
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Figura 7. Isobolograma que muestra la interaccién de aditividad obtenida con
la combinacion de mazindol + metformina administrada por via oral (p.o.) a las
proporciones 1:1, 1:3 y 3:1, en el modelo de anorexia medido por el consumo
de leche azucarada en ratas privadas de alimento. Los puntos localizados
sobre el eje Xy Y representan los valores de DE4o para mazindol y metformina
obtenidos experimentalmente. Las barras horizontales y verticales en cada
punto representan el error estdndar de la media. La linea diagonal que une las
DE4o de mazindol y metformina es la linea de aditividad. Los puntos localizados
sobre la linea de aditividad, identificados con la letra T1:1, T1:3 y T3:1,
representan la DE4o tedricas de la combinacion a las proporciones 1:1, 1:3 y
3:1, respectivamente, mientras que los puntos que se encuentra sobre la linea
de aditividad, identificados con la letra E, indican las DEaso obtenidas
experimentalmente para las diferentes proporciones. Las DEso obtenidas
experimentalmente no resultaron estadisticamente diferentes de sus
respectivas DEa4o tedricas mediante la prueba t de Student (P = 0.05).

Tabla 2. Andlisis estadistico de la coadministracion de mazindol + metformina.
Abreviaturas: E.E.M. = error estandar de la media; DE4o = dosis efectiva 40; I.C.
= intervalo de confianza. No hubo diferencias estadisticamente significativas
entre la DE4o experimental y la DE4o te6rica mediante la prueba t-Student (P 2
0.05).

DEao indice de
Experimental Interaccion
+ E.E.M. + E.E.M.
(1.C)) (1.C))

Proporcion DE4o Teorica
+ E.E.M.
Mazindol + Metformina (1.C.)

111.2+13.6  128.9+250 1.16 + 0.27
(79.2 - 156.2)  (55.8—-297.3)  (0.69 — 1.93)
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160.0£20.3  269.2+39.8 1.68 + 0.33
(112.5-227.6) (42.6-508.5)  (1.09 —2.60)

62.3+7.2 60.2 £ 1.7 0.97 +0.11
(45.3-85.8)  (53.3-68.0)  (0.74 — 1.25)

Conclusiones

El analisis isobolografico de la combinacion de mazindol + metformina sugiere
que entre estos dos farmacos existe una interaccion aditiva a las proporciones
1:1y 3:1, pero una tendencia a la subaditividad en la proporcién 1:3, lo que en
otras palabras quiere decir, que el efecto de cada farmaco en la combinacién
se suma para alcanzar el efecto anorexigénico esperado tedricamente.
Asimismo, parece ser que mazindol contribuye mas al efecto anorexigénico
observado, pues como ya se menciond, cuando la cantidad de mazindol
disminuye y la de metformina se aumenta (proporcion 1:3), la combinacion

parece moverse hacia la subaditividad.

Por otro lado, las proporciones 1:1 y 1:3 de mazindol y metformina no
presentaron eventos adversos evidentes en ninguna de las dosis evaluadas, no
asi la combinacion de mazindol + metformina a la proporcion 3:1, la cual
presentd efectos adversos similares a los observados con mazindol de manera
individual, sugiriendo que en la combinacion, mazindol contribuye de manera
mas importante a la presencia de estos efectos adversos, sobretodo, cuando
contribuye de manera predominante en la eficacia de la combinacion, por lo
que para el desarrollo de una formulacidon seria conveniente utilizar dosis
clinicas moderadas de ambos farmacos (1 6 2 mg de mazindol + 500 6 1000

mg de metformina al dia), con la finalidad de disminuir los efectos adversos de
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la combinacién sin sacrificar el efecto anorexigénico de los farmacos

individuales.

Dado que el modelo de consumo de leche azucarada es un modelo de
anorexia animal predictivo de los efectos que se presentaran en el ser humano,
los datos sugieren que la combinacion mazindol + metformina pudiera ser util
para el tratamiento de la obesidad en el humano, ya que disminuye los efectos
adversos inducidos por los farmacos administrados de manera individual sin

sacrificar su eficacia anorexigénica.
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