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RESUMEN

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) constituyen uno de los grupos
farmacoldgicos mas utilizados alrededor del mundo debido a sus propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas. La indometacina pertenece a este grupo
de farmacos, se utiliza en el tratamiento de la artritis reumatoide y los problemas
inflamatorios relacionados; sin embargo, una de las principales limitaciones del uso de
estos farmacos es la toxicidad gastrointestinal que producen, por lo tanto, se han
desarrollado diversas estrategias farmacoldgicas que pretenden disminuir tales efectos
adversos. Una de las estrategias planteadas es la utilizacion de la medicina tradicional,
la curcumina, el principal principio activo de la planta Curcuma longa o turmérica, ha
demostrado poseer un efecto protector en la gastropatia inducida por la indometacina,
sin embargo, el mecanismo involucrado en dicho efecto no se ha elucidado
completamente. Por lo tanto, el objetivo de este estudio consistio en caracterizar el
mecanismo gastroprotector de la curcumina en el dafio géstrico producido por la
indometacina. Para tal efecto, se utilizaron ratas Wistar hembras a las cuales se les
administré un pre-tratamiento de curcumina por via oral y posteriormente se indujo el
dafio gastrico con indometacina; debido a que el principal mecanismo a través del cual
este AINE produce dafio gastrico involucra la inhibicibn de la sintesis de
prostaglandinas, se decidio evaluar la participacion de éstas en el efecto gastroprotector
de la curcumina. Asimismo, se administr6 un pre-tratamiento de glibenclamida y L-
NAME para determinar la participacion de los canales de Katp y el éxido nitrico (NO),
respectivamente. Los resultados indicaron que las prostaglandinas no participan en el
efecto gastroprotector de la curcumina debido a que esta no es capaz de restaurar los
niveles de prostaglandinas que suprime la indometacina. Por otra parte, se observé que
los canales de Katp y el Oxido nitrico participan en dicho efecto, ya que tanto
glibenclamida como L-NAME disminuyeron de manera significativa el efecto
gastoprotector de la curcumina. Ademas de ello, se midieron los niveles de nitritos en
tejido gastrico, donde el grupo pre-tratado con curcumina indujo un incremento

significativo con respecto al grupo dafiado con indometacina.

Por lo tanto, en este estudio concluimos que en el mecanismo gastroprotector de
curcumina participa la via NO-Kartp.
1]



ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are one of the most widely used
treatments around the world due to its analgesic, anti-inflammatory and antipyretic
effect. Indomethacin is an NSAID used in the treatment of rheumatoid arthritis and
related inflammatory problems; however, a major limitation for the use of these kind of
drugs is their gastrointestinal toxicity. Therefore, it has been developed various
pharmacological strategies to decrease their adverse effects. One strategy is the use of
raised traditional medicine; curcumin, the principal active ingredient of the plant
Curcuma longa or turmeric has shown to have a protective effect against indomethacin-
induced gastropathy, however the mechanism involved in this effect has not been fully
elucidated. For that reason, the aim of this study was to characterize the
gastroprotective mechanism of curcumin against indomethacin-induced gastric damage.
Female Wistar rats were given a pre-treatment of curcumin orally and subsequently
gastric damage was induced with indomethacin, because the main mechanism through
which this involves NSAIDs produce gastric damage inhibition of prostaglandin
synthesis, we decided to evaluate the participation of PGs in the gastroprotective effect
of curcumin. Furthermore, the rats received intraperitoneal administration of
glibenclamide and L-NAME to evaluate the participation of Kate channels and nitric oxide
(NO) respectively. The results demonstrated that prostaglandins did not participate in
the gastroprotective effect of curcumin. Curcumin did not repair gastric prostaglandins
levels compared to indomethacin. However, our results have shown that Karp channels
and nitric oxide are involved in the gastroprotective effect of curcumin, as both L-NAME
and glibenclamide pretreatment significantly decreased the gastoprotective effect of
curcumin. Moreover, we measured nitrite levels in gastric tissue, where the group pre-
treated with curcumin induced a significant increase compared with indomethacin group.
Therefore, in this study we conclude that the gastroprotective mechanism of curcumin

involve the participation of NO- Katp pathway.



EFECTO GASTROPROTECTOR DE CURCUMINA EN EL DANO GASTRICO PRODUCIDO POR INDOMETACINA

1. INTRODUCCION
1.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos se definen como un grupo heterogéneo
de farmacos con efecto analgésico, antiinflamatorio y antipirético principalmente, siendo

uno de los farmacos mas utilizados alrededor del mundo (Hawkins y Hanks, 2000).

En la segunda mitad del siglo XX, se acuid el término de “antinflamatorios no
esteroideos” por dos motivos: designar a un nuevo grupo de medicamentos con
propiedades farmacologicas similares y diferente estructura quimica (tales como la
fenacetina, fenilbutazona, indometacina y naproxeno), y para diferenciarlos de otro

grupo de antinflamatorios descubiertos en 1949, los corticoesteroides.
1.1.2 Clasificacion quimica de los AINEs

En funcion a la estructura quimica, este grupo de farmacos se clasifica de la siguiente

manera (tabla 1):

Grupo Prototipo

Salicilatos Acido acetilsalicilico

Derivado del &cido salicilico Diflunisal
Acidos propidnicos Ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno
Acidos acéticos

Derivado piranoindolacético  Etodoloc

Derivado pirrolacético Indometacina, sulindaco, ketorolaco
Acidos antranilicos (Fenamatos) Meclofenamato, acido mefenamico

Derivados no acidos

Oxicanes Piroxicam, meloxicam, tenoxicam
Inhibidores selectivos Celecoxib, etoricoxib, valdecoxib,
de COX-2 lumiracoxib

Tabla 1: Clasificacion de los antiinflamatorios no esteroideos de acuerdo a su estructura quimica.
Tomado de Lacy C, Armstrong L, Goldman M y Lance L. Drug information Handbook 2000-2001. 8°
edicién. Editorial Internacional American Pharmaceutical Association.
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EFECTO GASTROPROTECTOR DE CURCUMINA EN EL DANO GASTRICO PRODUCIDO POR INDOMETACINA

1.2 Indometacina

La indometacina es un AINE no selectivo derivado del acido indolacético, se introdujo
en la clinica en 1963 (Blower, 1993) para el tratamiento de la artritis reumatoide y
procesos inflamatorios relacionados (Suleyman et al., 2007). Aunque su eficacia es muy
notable, su asociacion con una incidencia elevada de efectos adversos intolerables, a

veces irreversibles y potencialmente fatales, han limitado su uso.

Cl

CH
HBC‘x / °

OH

Figura 1: Estructura quimica de indometacina. La indometacina es un derivado del acido indol acético
cuyo nombre IUPAC es: 2-[1-(4-clorobenzoil)- 5-metoxi-2-metilindol-3-il] acido acético.Tomado de Brunton
y Chabner, 2012.

Por via oral, la indometacina se absorbe de forma rapida (tmax < 2 h) y casi completa,
aunque su Cmax presenta una gran variabilidad interindividual. Se une en un 90% a las
proteinas plasmaticas. La vida media plasmatica es de 3-6 h. Una vez administrada se
distribuye por todo el organismo, incluso al liquido sinovial. Es metabolizada por O-
desmetilacién (50%), N-desacilacion y glucuronoconjugacién (10%). El 10-20% del
farmaco se elimina sin metabolizar por secrecion tubular activa (Brunton y Chabner,
2012).

La dosis por via oral en la patologia reumatica va de 20 a 50 mg/dia, y se recomienda
no exceder los 200 mg/dia, debido a que en esta dosis existe una prevalencia mayor de

efectos adversos.
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EFECTO GASTROPROTECTOR DE CURCUMINA EN EL DANO GASTRICO PRODUCIDO POR INDOMETACINA

El efecto toxico mas comun que causa este farmaco es el dafio Gl, que puede ir desde
la formacion de una ulcera, sangrado y perforacion (Wallace, 1997). Las lesiones
gastricas inducidas por la indometacina se caracterizan por un dafio oxidativo
significante, en el que hay reduccion del flujo sanguineo de la mucosa asi como de la
secrecion de moco y bicarbonato debido a la inhibicidén de la sintesis de prostaglandinas
(Robert et al., 1979).

Dado que la indometacina es una sustancia ulcerogénica, es usada con frecuencia en
el modelo experimental de dafio géstrico (Abadi et al., 2006; Sharma y Ray, 2008); en
dichos modelos se opta por utilizar esta, puesto que, existe evidencia que el dafio
gastrico en la rata es mas severo en comparacion con otros AINEs (Suleyman et al.,
2002). Estos estudios revelan que el dafio gastrico esta correlacionado con una

disminucion marcada del contenido de PGE: en la mucosa gastrica (Whittle, 1981).

1.3 Farmacologia de los AINEs

Las diferencias en los efectos biolégicos producidos por estos farmacos resultan del
grado de selectividad para inhibir a la enzima ciclooxigenasa (COX), como
consecuencia de ello, existe un blogueo de la produccién de prostanoides como,
prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TX), cuya inhibiciobn es principalmente el

mecanismo de accion de estos farmacos, el cual se describe mas adelante en detalle.
1.3.1 Actividad analgésica, antiinflamatoria y antipirética

En la clinica, los AINEs son prescritos de acuerdo a sus propiedades analgésicas,

antiinflamatorias y antipiréticas, lo cual motiva su amplio espectro de utilizacion.

La principal indicacion terapéutica de estos farmacos es como antiinflamatorio para el
tratamiento de trastornos musculoesqueléticos. El proceso inflamatorio es una
respuesta a un estimulo perjudicial originada por una variedad de estimulos nocivos
(infecciones, anticuerpos o lesiones fisicas), varios son los mecanismos que participan
en el inicio y la resolucion de la inflamacion, los trabajos recientes se han dirigido a
estudiar la adherencia de leucocitos y plaquetas al endotelio en los sitios de

inflamacion, cuyo mecanismo es dependiente de la expresion de moléculas que

&
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EFECTO GASTROPROTECTOR DE CURCUMINA EN EL DANO GASTRICO PRODUCIDO POR INDOMETACINA

participan en dicha interaccion como: selectinas E, P y L, la molécula de adhesion
intracelular 1 (ICAM-1), la molécula de adherencia celular vascular 1 (VCAM-1) e
integrinas leucocitarias. Algunos de los AINESs interfieren con este proceso inhibiendo la
expresion o actividad de algunas de estas moléculas de adhesion celular via inhibicion
de PGs (Brunton y Chabner, 2012).

Es probable que el dolor que acompafa a la inflamacion y a una lesion tisular resulte de
la estimulacion local de fibras del dolor y el incremento de la sensibilidad (hiperalgesia),
gue en parte es consecuencia del aumento de la excitabilidad de neuronas centrales en
la médula espinal; la produccién de bradicinina y citocinas, como TNFa, IL-1y IL-8, que
son importantes en la produccién del dolor e inflamacion debido a que estos elementos
inducen la liberacion de PGs y otros mediadores que promueven la hiperalgesia. La
capacidad de las PGs para sensibilizar receptores del dolor a estimulos mecénicos y
quimicos resulta de una disminucion del umbral de los nociceptores. Por lo tanto, los
AINEs al inhibir la sintesis de PGs estan generando analgesia (Brunton y Chabner,
2012).

Al mismo tiempo, estos farmacos reducen la temperatura corporal en procesos febriles.
El hipotalamo regula la temperatura corporal que se encuentra elevada en la fiebre (por
infeccion, dafo tisular, inflamacién, rechazo de injertos), debido a la formacién de
citocinas como IL-18, IL-6, interferones y TNFa. Las citocinas aumentan la sintesis de
prostaglandina E2 (PGE2) en 6rganos circunventriculares en el area hipotalamica, este
aumento de PGE: incrementa el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y estimula al

hipotalamo para que este eleve la temperatura corporal (Brunton y Chabner, 2012).

1.3.2 Otros efectos
1.3.2.1 Efecto antitrombético

La mayoria de los AINEs inhiben la agregacion plaguetaria, sin embargo su efecto

antiplaguetario es reversible a excepciéon del acido acetilsalicilico (Aspirina ®). Este
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EFECTO GASTROPROTECTOR DE CURCUMINA EN EL DANO GASTRICO PRODUCIDO POR INDOMETACINA

mecanismo se debe a la acetilacion irreversible de la COX plaquetaria, produciendo

menor formacion de tromboxano Az (TXAz) (Hardman et al., 1996).
1.3.2.2 Quimiopreventivo

Otro mecanismo de accion recientemente descrito es el quimiopreventivo, dicho
mecanismo fue planteado debido a que diversos estudios han demostrado que la
COX-2 y PGE: se expresan en la angiogénesis tumoral y en células neoplasicas (Chan,
2002). Asi también, se ha reportado una sobreexpresion de COX-2 en el cancer de
colon, por ende se han desarrollado estudios con AINEs no selectivos como el sulindac,
e inhibidores selectivos de COX-2, tal es el caso de celecoxib, los cuales han
demostrado que previenen la formacion y causan una regresion de adenomas en

pacientes con poliposis familiar (Steinbach et al., 2000).
1.3.2.3 Enfermedad de Alzheimer

Algunos estudios parecen justificar la utilizacion de los AINEs en la enfermedad de
Alzheimer. La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por depdsitos cerebrales del
péptido beta-amiloide y ovillos neurofibrilares (NFT) (Gasparini et al., 2004); esto parece
estar mediado por mecanismos de estrés oxidativo y mediadores proinflamatorios en
los que participan células inflamatorias como los astrocitos y la microglia (Eikelenboom
et al., 2002). En dichos mecanismos inflamatorios, se ha reportado que las PGs
liberadas durante la reaccion inflamatoria, causan rapidos cambios degenerativos,
fundamentalmente la prostaglandina A1 (PGA1). Se ha sugerido que las prostaglandinas
inducen elevacion del péptido beta-amiloide que conduce a la acumulacion de proteinas
anormales, las cuales contribuyen a la degeneracién y muerte neuronal. Ademas,
algunos estudios indican que COX-2 se expresa en altas concentraciones en las células
degenerativas del cerebro, y se ha sugerido que los AINEs selectivos de la COX-2
pueden disminuir su excesiva expresion a este nivel, dando como resultado un
tratamiento profilactico mas apropiado, en especial en los afios que preceden la

aparicion del cuadro clinico de la enfermedad (Schatzberg, 2006).
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EFECTO GASTROPROTECTOR DE CURCUMINA EN EL DANO GASTRICO PRODUCIDO POR INDOMETACINA

1.4 Metabolismo del acido araquidonico (AA)

Para conocer el mecanismo de accion de estos farmacos es necesario hacer referencia
al metabolismo del acido araquidonico (AA), ya que de la interaccion proveniente entre
ésta y los AINEs resultan los efectos tanto terapéuticos como adversos. El AA es un
acido graso poliinsaturado del tipo omega 6, constituido por 20 &tomos de carbono y
cuya oxidacion origina pequefios mediadores lipidicos que reciben el nombre de
eicosanoides (Smith, 1992). Cuando la célula recibe un estimulo se activa la enzima
fosfolipasa Az, la cual actia sobre los fosfolipidos de membrana, especificamente
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol para romper el enlace ester
uniendo covalentemente araquinodato al glicerol saliente del fosfolipido. EI AA es
metabolizado por dos vias: 1) por la accién de la enzima ciclo-oxigenasa (COX),
produciendo PGs y TXs; y, 2) a través de la via de las lipooxigenasas (LO), dando como
resultados lipoxinas y leucotrienos (figura 1). (Kumar et al., 2004).

1.4.1. Via de las ciclooxigenasas (COX)

De las rutas metabolicas de los eicosanoides, la via de la COX se considera la mas
importante, debido al papel principal que desempefian las PGs en los procesos
inflamatorios y su participacién en determinadas funciones fisiologicas. Por todas estas
acciones tan diversas que protagonizan las PGs, la via de la COX ha sido una de las

rutas bioquimicas que mas proyectos de investigacién ha protagonizado.

La ciclooxigenasa también conocida como prostaglandina H sintasa, es una enzima
bifuncional que unida a la membrana, cataliza el paso limitante en la produccién de PGs
y TXs (Ohki et al., 1979). Esta enzima adiciona dos moléculas de oxigeno al AA para
formar prostaglandina Gz (PGG2) y después reduce a este hidroperoxido ciclico en un
endoperoxido altamente reactivo, la prostaglandina H2 (PGH2) (figura 2) que actla
como sustrato intermediario para la sintesis de PGs de las series E2, F2, D2 e |2 (esta

ultima también llamada prostaciclina) y TXA2 (Ohki et al., 1979).
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Las células endoteliales vasculares producen PGIl2 a partir de PGH2 mediante la PGI
sintasa, y las plaquetas liberan TXAz a partir de la PGH2 por la accion de la tromboxano
sintasa. Estos productos tienen funciones vasculares totalmente diferentes, mientras
que PGI2 es un vasodilatador y potente inhibidor de la agregaciéon plaquetaria, TXA2
funciona como agregante plaquetario y vasoconstrictor (Serhan et al.,, 2001).
Finalmente, PGE2 se produce en muchos tejidos celulares, mediante la PGE sintasa
(Jakobsson et al., 1999); esta prostaglandina interviene en la respuesta inflamatoria
produciendo vasodilatacion y participa en procesos dolorosos debido a su propiedades
hiperalgésicas (Serhan et al., 2001).

Estimulo

2298829 i 2922998
SeX 5y DYy

_E COOH h

Acido Araquidénico

Ciclooxigenasa 5-lipoxigenasa
PGG:
Tromboxano 5-HPETE 5-HETE
sintetasa
TXA2 € PGH:
LTA4
J Epdxido hidrolasa
P62 LTBs LTCs
v
PGD:, PGEz, PGF2, PGI: LTE: <— LTDs
Dipeptidasa

Figura 2: Metabolismo del &cido araquiddénico. cPLA, fosfolipasa Az citosolica; HETEs, &cidos
hidroxieicosatetraenoicos; LTs, leucotrienos; PGs, prostaglandinas; TXAz, tromboxano Az. Modificado de
Brunton y Chabner, 2012.
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1.4.2 Via de las lipooxigenasas (LOs)

Las lipooxigenasas (LOs) son una familia de enzimas citosdlicas que catalizan la

oxigenacion esteroespecifica de los carbonos 5-, 12-, 6 15- del AA.

La via de la enzima 5-lipo-oxigenasa (5-LO) es la via mas importante, esta enzima
(localizada principalmente en neutroéfilos) cicla al acido araquidonico a una sustancia
intermedia llamada 5-hidroxi-peroxi-eicosatetraenoico (5-HPETE), el cual es un
hidroxiacido inestable, que rapidamente se transforma en 5-hidroxieicosatetraenoico (5-
HETE), en donde esta enzima transforma este sustrato a un epoxido denominado
leucotrieno A4 (LTA4), debido a su inestabilidad rapidamente da origen al leucotrieno Ba
(LTB4) o puede conjugarse con glutation y formar el leucotrieno Cs4 (LTCs4) y sus
productos LTD4, LTE4 y LTF4. El LTB4 es un potente mediador de la inflamacion debido
a que por sus acciones quimiotacticas, produce migracion de neutréfilos y actla
sinérgicamente con los vasodilatadores y los productos de exudacion (Serhan et al.,
2001).

1.5 Mecanismo de accién de los AINEs

El mecanismo de accion correlacionado con las propiedades terapéuticas anteriormente
mencionadas, se basa en la inhibicion de la enzima COX, como consecuencia se inhibe
la sintesis de prostaglandinas (PGs) y TXs a partir del AA de distintos tipos celulares
(Figura 3).

En 1971, Vane demostré que la aspirina, los salicilatos y la indometacina, producian
una inhibicion dependiente de la dosis de la produccién de prostaglandinas en una
preparacién cruda de prostaglandina-sintasa (actualmente conocida como enzima COX.
En ese mismo afio, Ferreira y colaboradores, 1971 confirmaban que los farmacos tipo

aspirina bloqueaban la liberacion de prostaglandinas.
1.5.1 Enzima ciclo-oxigenasa (COX)

En 1991 se evidencid la existencia de dos isoformas de la enzima COX, las cuales se
han identificado con un nimero: COX-1 y COX-2 (Wallace, 2001). La diferencia mas

importante entre ambas enzimas desde el punto de vista farmacolégico estriba en que
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COX-1 se expresa constitutivamente en varios tejidos: mucosa gastrica, rifion, células @
endoteliales y plaquetas (Feng et al., 1993; Vane y Botting, 1995); por otra parte, COX- e
2, es una isoforma inducible que puede ser expresada practicamente por cualquier
célula o tejido como respuesta a citocinas pro-inflamatorias, promotores tumorales o
factores de crecimiento (O Neill y Ford-Hutchinson, 1993); sin embargo, es constitutiva

en el sistema nervioso central (SNC) y rifion (Kam y See, 2000).

Fosfolipidos de membrana

Fosfolipasa A2

=

[=1]

PGE: PGIl: TXA2 PGE:z, PGlz, TXA:
= Proteccion = Proteccion * Proagregante
gastrointestinal  gastrointestinal ~ plaguetario
= |[nhibicionde la = Regulacion de
agregacion flujo sanguineo
plaguetaria

= Regulacion del
flujosanguineo

Figura 3: Mecanismo de accién de antiinflamatorios no esteroideos. Modificado de Vane, 1996.
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Ha sido ampliamente reportado que la sintesis de PGs mediada por COX-1 interviene
en el mantenimiento del estado fisiologico normal de muchos tejidos, incluidos la
proteccion de la mucosa gastrointestinal, el control del flujo sanguineo renal, la
homeostasis, las respuestas autoinmunes y la activacion plaquetaria (Vane y Botting,
1998). Es importante mencionar que la activacion de COX-1, genera la formacion de
PGE2 y PGIlz, las cuales al ser liberadas de la mucosa gastrica poseen accion
citoprotectora (Moncada et al., 1976) debido a que previenen la formacion de erosiones
y Ulceras gastricas al tener un efecto vasodilatador directo sobre los vasos sanguineos
de dicha mucosa, ademas, estos prostanoides estimulan la secrecién de moco, el cual

forma una barrera protectora en el estbmago (Atay et al., 2000).

Por otro lado, la COX-2 regula la produccién de prostaglandinas que controlan tanto las
funciones patologicas como las fisiol6gicas: el aumento de la sensibilidad al dolor, el
aumento de la temperatura corporal y la vasodilatacion en las zonas donde se produce
el proceso inflamatorio (Figura 2) (O’Neill y Ford-Hutchinson, 1993). Sin embargo,
estudios recientes han sugerido que la enzima COX-2 puede contribuir en la defensa de
la mucosa gastrica bajo algunas circunstancias (Gretzer et al., 1998); entre ellas, se ha
reportado que las PGs derivadas de dicha enzima protegen al estbmago del dafio
asociado por la infeccion de Helicobacter pylori, debido a que se ha evidenciado que
COX-2 es expresada en el estbmago humano colonizado por dicha bacteria (Fu et al.,
1999). Por otra parte, Smith y colaboradores, 1998 han reportado que utilizando un
inhibidor selectivo de COX-1 (SC-560) en un modelo de inflamacién y dolor en la rata,
este compuesto reduce significativamente el contenido de PGs, pero
sorprendentemente no produce dafio gastrico. Estos hallazgos causaron curiosidad en
Wallace y colaboradores, llevandolo a investigar la participacion de COX-1y COX-2 en
el dafio gastrico utilizando AINEs no selectivos y selectivos de COX-2; demostrando
gue ambas enzimas juegan un papel importante en la sintesis de PGs y que es
necesaria la inhibicion de las dos isoformas de COX en el dafio gastrico inducido por los
AINEs (Wallace et al., 2000).
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1.6 Efectos adversos generados por los AINEs

Los AINES se encuentran entre las causas mas frecuentes de reacciones adversas
medicamentosas. Segun un estudio realizado por la Food and Drug Administration
(FDA), en el afio 1984 estos farmacos causaron el 21% del total de reacciones
adversas medicamentosas registradas en Estados Unidos (Faich, 1986).

Dentro de los efectos adversos de mayor importancia clinica reportados por estos

farmacos, encontramos los siguientes:

Efecto cardiovascular: El TXA2 plaquetario (pro-trombdético) es sintetizado via COX-1,
mientras que la sintesis de PGIz con efecto antitromboético es mediada por COX-2. Los
inhibidores selectivos de COX-2, a diferencia de los AINEs no selectivos producen
riesgo cardiovascular al promover la trombogénesis, este hecho se debe a la
prevalencia del efecto pro-trombético generado por TXAz (Krotz et al., 2005).

Efecto renal: La funcionalidad complementaria de ambas isoenzimas (COX-1 y COX-
2), son de suma importancia para el mantenimiento funcional del rifién. Por una parte,
las prostaglandinas homeostéaticas como: PGl2 PGE2 y PGD2 generadas por accion de
la COX-1 en distintas regiones de los rifiones, dilatan la vasculatura, disminuyen la
resistencia vascular renal y aumentan la perfusiébn del 6rgano. Esto lleva a la
redistribucién del flujo sanguineo de la corteza renal por las nefronas en la regién
intramedular (Whelton, 1999). Por otro lado, la COX-2 posee un papel importante en la
funcién de la regulacion renal, predominantemente en dos sitios, en el asa de Henle y
en la mécula densa, la funcién de la COX-2, esté relacionada con el mantenimiento de
la homeostasis salina, acuosa y de la filtracion glomerular (Simon et al., 2002). Por ello,
la inhibicibn de estos mecanismos generada por la administracion de AINEs no
selectivos, tiende a disminuir la perfusion renal total y redistribuir el flujo sanguineo
para la corteza, proceso que culmina en la vasoconstriccion renal aguda, la isquemia

medular y, en ciertas condiciones, la insuficiencia renal aguda (Whelton, 1999).
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1.6.1 Efectos gastrointestinales inducidos por los AINEs

Una limitante del uso de AINEs es la toxicidad gastrica que generan (Allison et al.,
1992; Cryer y Kimmey, 1998). Estos farmacos producen irritacion de la mucosa Gl,
ardor de estdbmago, nausea, vomito, erosiones y ulceracion de la mucosa; situaciones
gue eventualmente evolucionan a condiciones severas, muchas de ellas mortales,
como, hemorragia, perforacion u obstruccion y que auténticamente, hoy en dia han

alcanzado dimensiones alarmantes (Rampton, 1987; Wolfe et al., 1999).

La primera evidencia de los eventos adversos en el TGI fue presentada por Douthwaite
y Linttot en 1938, quienes informaron del dafio producido por la aspirina en el
estdmago. El descubrimiento del efecto antiinflamatorio de los AINEs a través de la
inhibicién de la sintesis de prostaglandinas, llevd directamente a proponer que estas
juegan un papel importante en la defensa de la mucosa gastrica (Vane, 1971), ademas
de la correlacion entre tiempo y dosis del dafio gastrico inducido por estos farmacos y
su capacidad para suprimir la sintesis de prostaglandinas (Whittle, 1981; Rainsford y
Willis, 1982; Lanza, 1989; Wallace et al., 1993a).

1.7 Patogénesis del dafio gastrointestinal inducido por los AINEs

Se han descrito varios mecanismos a través de los cuales este grupo de farmacos
causan dafio en el estdbmago (figura 4), aqui una breve descripcion de dichos

mecanismos sugeridos.
1.7.1 Mecanismo local: Efecto irritante tépico

El efecto topico de los AINEs en el epitelio gastrico involucra varios mecanismos. La
mayoria de los AINEs son acidos débiles que a pH bajo, son solubles en lipidos y
atraviesan las membranas plasmaticas de las células de la superficie gastrointestinal. Al
pH intracelular se ionizan, pierden liposolubilidad y son parcialmente atrapados dentro
de dichas células (Fromm, 1987). En esta situacion, los AINEs lesionan las células de la
mucosa por diversos mecanismos que incluyen: lisis osmotica posterior a la captura de

iones de estos farmacos en las células epiteliales (Schoen y Vender, 1989) y la muerte
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subsecuente de estas ceélulas por desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial (Somasundaram et al., 1995). Sin embargo, estas propiedades irritantes
parecen no ser la principal contribucion en el desarrollo de Ulceras gastricas debido a
que varios de los efectos adversos son observados después de la administracion

parenteral y rectal de dichos farmacos (Estes et al., 1993).

1.7.2 Mecanismo dependiente de prostaglandinas

El efecto sisttmico mas importante que producen estos farmacos para inducir
ulceracién gastrica, es su capacidad para suprimir la sintesis de PGs (Vane, 1971). La
evidencia experimental ha mostrado que las PGs mantienen la integridad de la mucosa
ya que inhiben la secrecion de acido, estimulan la secreciébn de moco y bicarbonato e
incrementan y mantienen el flujo sanguineo (Atay et al., 2000). Se sabe que la PGE: es
quien regula estas funciones, ya que modula la secreciéon de acido en el estbmago
mediante la reduccion de las concentraciones de adenosin monofosfato ciclico (AMPc).
En la célula parietal, PGE: interactia con el receptor EP3 el cual se encuentra acoplado
a una proteina Gi, provocando la inhibicion de la enzima adenilatociclasa, lo que trae
como consecuencia una inhibiciéon de la concentracion de AMPc, el cual es requerido
por la bomba intercambiadora de proton/potasio para la secrecion de acido (Atay et al.,
2000). La PGE2 también regula la secrecién de moco y bicarbonato, debido a que en la
célula epitelial superficial interactta tanto con el receptor EP4 como con el receptor EP1,
los cuales se encuentran acoplados a proteinas Gs que al ser estimuladas activan a la
adenilatociclasa y por consiguiente se produce AMPc, el cual activa a una proteina
dependiente de AMPc, que es la encargada de fosforilar a otras proteinas que son las
gue regulan la secrecion de moco y bicarbonato (Garner et al., 1984; Chu et al., 1999).
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Figura 4: Patogénesis de la lesion géastrica inducida por los AINEs. El dafio/sangrado que producen
estos farmacos ocurre a través de tres vias fundamentales: inhibicién de la actividad de COX-1, inhibicion
de la actividad de COX-2 y efecto citotoxico directo al epitelio. Modificado de Wallace y Vong, 1998.

1.7.3 Participacion de los neutroéfilos

La evidencia experimental ha demostrado que los neutréfilos participan en la
patogénesis de la gastropatia inducida por AINEs. Como un evento temprano después
de la administracion de dichos farmacos, ocurre una significante adherencia de
leucocitos al endotelio vascular en la microcirculacion gastrica y mesentérica (Kitahora y
Guth, 1987; Asako et al., 1992). Se ha demostrado que este grupo de farmacos, en

particular, la indometacina y aspirina regulan a la alta la expresion de moléculas de
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adhesion en el endotelio vascular de los vasos sanguineos gastricos después de su
administracion (Andrews et al., 1994). Una manera para comprobar la participacion de
neutrofilos en la generacion de dafio gastrico, fue realizar estudios con ratas
neutropénicas, las cuales mostraron una resistencia al dafio gastrico generado por
AINEs (Wallace et al., 1993b).

1.7.4 Papel del 6xido nitrico (NO)

El 6xido nitrico fue descubierto como un factor liberado de las células endoteliales
produciendo relajacion del musculo liso vascular (Robbins et al., 2004). Este gas, es
sintetizado por la enzima sintasa de Oxido nitrico (Por sus siglas en inglés, nitric oxide
synthase: NOS) en la conversion de L-arginina a L-citrulina. Existe evidencia que indica
gue el NO es un mediador crucial que participa en la defensa de la mucosa GI, pero,
paradéjicamente también contribuye a la lesién de la mucosa en varias situaciones. Se
ha reportado que una produccion excesiva de NO en un proceso inflamatorio en la
mucosa gastrica, contribuye a exacerbar la lesion del tejido (Miller y Grisham, 1995),
debido a que se ha descrito que el NO regula de manera enddégena la adhesion de

leucocitos al endotelio (Wallace et al., 2007).

El efecto gastroprotector del NO ha sido ampliamente documentado, este gas media
multiples funciones fisiologicas en el tracto gastrointestinal (TGI) que comparte con las
prostaglandinas, ambos estimulan la secrecion de moco y bicarbonato, elevan el flujo
sanguineo de la mucosa y aceleran la regeneracion de Ulceras (Wallace y Granger,
1996).

Los resultados a nivel experimental y estudios epidemiolégicos en humanos sugieren
gque el NO exbégeno tiene un efecto protector en el tracto gastrointestinal,
especificamente contra el dafio gastrico inducido por los AINEs (Wallace, 2006).
Modelos experimentales han revelado que los AINEs generan dafio gastrointestinal a
través de la inhibicion de las prostaglandinas, generando la disminucion del flujo
sanguineo y la adherencia de leucocitos al endotelio en la microcirculacion gastrica

duodenal y mesentérica (Wallace y Tigley, 1995; Wallace, 1997); cuando las ratas son
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pre-tratadas con sildenafil, un potente inhibidor de la fosfodiesterasa de guanosin
monofostato ciclico (GMPc), este reduce significativamente el dafio gastrico inducido
por la indometacina comparada con los animales no tratados, y esta reduccion es
bloqueada por L-NAME, un inhibidor de la NOS (Santos et al., 2005). Estos ejemplos
ayudan a definir el efecto gastroprotector del NO, sugiriendo que este gas podria
representar una diana terapéutica en desérdenes Gl, ademas del hecho que donadores

de NO podrian ayudar a proteger contra el dafio gastrico inducido por AINEs.

1.8 Prevencidn y tratamiento del dafio gastrico inducido por los AINES

Como se ha descrito en los parrafos anteriores, el uso cronico de los AINEs esta
asociado con un incremento significante de dafio a la mucosa gastroduodenal y
ulceracion (Wilson, 1991). Dichos efectos representan un serio problema de salud
publica, por ello se ha recurrido a la sintesis de antiinflamatorios no esteroideos que
produzcan al minimo dichos efectos, asi también, se ha optado por desarrollar terapias

profilacticas que reduzcan sustancialmente dicha toxicidad.
1.8.1 Inhibidores selectivos de COX-2 (COXIBS)

En 1990, se identifico a la COX-2 como una ciclooxigenasa inducible por estimulos
proinflamatorios y responsable de la sintesis de prostaglandinas durante el dafio tisular
(Seibert et al., 1994). Este acontecimiento llevd a la produccién de antiinflamatorios no
esteroideos, donde la inhibicion selectiva de la COX-2 podria reducir la inflamacién
osteoarticular sin provocar dafio a la mucosa gastrointestinal (Masferrer et al., 1994).
Estos inhibidores selectivos de COX-2 llamados también “coxibs” como el rofecoxib y
celecoxib, fueron lanzados al mercado para reducir la morbilidad y la mortalidad
gastrointestinal asociada con AINEs no selectivos (Zhao y Chen, 2007). En efecto,
estudios endoscoOpicos aleatorizados revelaron que estos inhibidores selectivos
disminuyen significativamente Ulceras gastroduodenales comparadas con los AINES no
selectivos (Rostom et al., 2007); sin embargo, estos farmacos aumentan el riesgo de
infartos al miocardio durante el tratamiento, por lo cual algunos de ellos han sido

retirados del mercado (Cairns, 2007; Spalding et al., 2007).
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1.8.2 Inhibidores de la ATPasa H*/K* (bomba de protones)

Son medicamentos de uso relativamente reciente, derivados del bencimidazol; entre
ellos tenemos al omeprazol, pantoprazol y lanzoprazol. El omeprazol es un profarmaco,
ya que el mismo no interacciona con la bomba de protones, sino que requiere de la
conversion a un compuesto tetraciclico activo por el medio acido existente en el
canaliculo secretor de la célula parietal. Este compuesto reacciona rapidamente
formando uniones disulfuro con los residuos de cisteina de la cadena a del sector
luminal de la ATPasa H*/K* y origina el denominado complejo inhibitorio (Floréz y
Espulgues, 2003), bloqueando de esta manera la secrecién de iones H* y evitando la

produccion de acido clorhidrico.
1.8.3 Antagonistas del receptor Hz2 de histamina

Este grupo de medicamentos fue introducido al mercado en la década de 1970 con el
antecedente de que la histamina enddgena participa en el control fisiolégico de la
secrecion gastrica. Los primeros representantes conservando el anillo imidazdlico de la
histamina fueron: burimamida y cimetidina; posteriormente, dicho anillo quedo sustituido

por un furano (ranitidina) o un tiazol (famotidina) (Brunton y Chabner, 2012).

Farmacol6gicamente, estos antagonistas inhiben de manera competitiva la interaccion
de histamina con los receptores Hz, suprimiendo de esta manera la secrecion de acido
gastrico, mecanismo por el cual resultan utiles en la profilaxis de la Ulcera péptica
ocasionada por dicho acido. Sin embargo, estudios en pacientes han revelado que
estos medicamentos resultan inefectivos en la prevencion del dafio gastroduodenal
ocasionado por AINEs, ya que al comparar cimetidina vs placebo en la prevencion de
dafio gastrico ocasionado por estos antiinflamatorios, la cimetidina no ofrecié un

beneficio comparado con el grupo tratado con placebo (Roth et al., 1987).
1.8.4 Misoprostol

Un enfoque diferente para la proteccion de la mucosa pero centrandose en la
preservacion del efecto gastroprotector de las PGs, es la administracion concomitante

de un AINE con misoprostol, una PGE1 analoga sintética. Aunque este farmaco ha
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demostrado eficacia, su utilidad se encuentra limitada debido a la presencia de efectos
colaterales, principalmente diarreas (Sacco et al., 2007). Aunado a esto, en pacientes
con antecedentes de Ulcera péptica, el misoprostol no tiene ningun efecto protector
significativo contra el riesgo de sangrado (Wallace y Ma, 2001).

1.8.5 AINEs modificados quimicamente

Otra estrategia para limitar el dafio Gl producido por los AINEs convencionales, es la
incorporacion de una molécula quimica con actividad gastroprotectora a la estructura
quimica de dichos farmacos. Este enfoque ha conducido al desarrollo de AINEs

liberadores de oxido nitrico y AINESs liberadores de sulfuro de hidrégeno.
1.8.5.1 AINEs liberadores de 6xido nitrico (Nitro-AINES)

El 6xido nitrico tiene la capacidad de compensar la reduccion del flujo sanguineo de la
mucosa Yy bloquear la adherencia de neutréfilos al endotelio vascular asociado con
AINEs en el tracto gastrointestinal. Basados en estas propiedades, se han propuesto
agentes farmacologicos donadores de NO que ayuden a reducir la toxicidad
gastrointestinal de estos farmacos (Wallace et al., 1994a; Wallace et al., 1994b;
Wallace, 1997).

Durante los dltimos 10 afios, una serie de AINEs no selectivos incluyendo la aspirina,
diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno e indometacina han sido acoplados a una estructura
donadora de NO y sus acciones han sido ampliamente exploradas en modelos de
inflamacion y ulceracién Gl (Kleebe y Moore, 2002; Cirino, 2003). Un ejemplo de ello es
la nitro aspirina (NCX-4215); estudios pre-clinicos han revelado que esta no causa dafio
gastrico en la rata y un hecho muy interesante es que exhibe actividad antiplaquetaria
relativa a la aspirina, este efecto ha sido atribuido al efecto inhibitorio del NO en la

adhesion y agregacion plaquetaria (Wallace et al., 1995).
1.8.5.2 AINEs liberadores de sulfuro de hidrégeno

Como se ha mencionado en parrafos anteriores, los AINESs, incluyendo los inhibidores
selectivos de COX-2, estimulan la adherencia de leucocitos al endotelio vascular en la

circulacién mesentérica (Asako et al., 1992; Wallace et al., 1993b). Se ha demostrado
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que este proceso contribuye significativamente a la patogénesis del dafio gastrico
inducido por AINEs debido a la exacerbacion de la respuesta inflamatoria (Wallace et
al., 1991; Wallace et al., 1993b; Wallace et al., 2000). En el tracto gastrointestinal (TGI),
estudios recientes sugieren que el H2S participa en la defensa de la mucosa contra el
dafio causado por los antiinflamatorios no esteroideos (Fiorucci et al., 2005) jugando un
papel importante en la regulacion del flujo sanguineo en la mucosa gastrica, se ha
propuesto que el mecanismo por el cual el H2S ejerce esta propiedad antiinflamatoria
podria deberse a la participacion de los canales de potasio sensibles a ATP (Katp)
(Fiorucci et al., 2006), debido a que se ha demostrado que el H2S reduce la infiltracion
de leucocitos y formacion de edema a través de la activacion de estos canales (Zanardo
et al., 2006).

Recientemente, en un modelo experimental, el diclofenaco liberador de H2S ha
demostrado una reduccién del dafio Gl comparado con el AINE convencional, ademas
de poseer actividad antiinflamatoria similar y supresiéon de la sintesis de PGs (Wallace
et al., 2007). Por lo tanto, estos farmacos tendrian un potencial en la prevenciéon del

dafio gastrico ocasionado por AINESs.

1.9 Canales de potasio sensibles a ATP (Katp)

El descubrimiento de los canales de potasio sensibles a ATP (Katp) fue hecho en 1983
por Noma en células cardiacas, estos canales representan una familia de canales de
K*, que posteriormente, fueron descubiertos en la membrana plasmética de las células
B del pancreas, del musculo esquelético, del musculo liso y del sistema nervioso central
(Noma, 1983; Standen et al.,1989; Ashcroft y Ashcroft, 1990). Poco después, se
encontraron también a nivel de la membrana interna mitocondrial (Inoue et al., 1991).
Ambos tipos de canales tienen la habilidad Unica de acoplar el potencial de membrana
plasmatico (y/o el potencial redox mitocondrial, y/o la liberacién de radicales libres) al
estado metabdlico de la célula (O'Rourke, 2000; Pain et al., 2000). Existen evidencias

de que estos canales son modulados intracelularmente por la relacion ATP/ADP y que
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son blanco terapéutico de un tipo de farmacos denominados sulfonilureas (Ashcroft,
1996).

1.9.1 Estructura molecular de los canales de Katp

El canal de Katp es un complejo proteico octomérico compuesto por dos tipos de
subunidades, una subunidad receptora de sulfonilureas (SUR1, SUR2A, SUR2B) y un
canal de potasio rectificador entrante perteneciente a la familia Ki6x (Kir6.1 o Kir 6.2)
que forma el poro del canal (Inagaki et al., 1995; Ammala et al., 1996; Isomoto et al.,
1996; Shyng y Nichols, 1997). La conformacion de estos canales varia en los diferentes
tejidos que los expresan, por ejemplo: el musculo liso vascular expresa canales de Katp
conformados por Kire2/SUR1 y en musculo cardiaco y esquelético se expresa el canal

compuesto por Kirs.2/SUR2a (figura 5) (Isomoto et al., 1996).

Los receptores SUR son sensores intracelulares de la relacion ATP/ADP que regulan la
actividad de los canales Kir, pertenecen a la familia de las proteinas cassette de unién a
ATP (siglas en inglés ATP-binding cassette:ABC) (Tusnhady et al., 1997), mas
especificamente de la subfamlia ABC (ABC8 para SUR1y ABC9 para SUR2), y poseen
2 dominios de union a ATP, conocidos como NBF1 para ATP y NBF2 para MgATP
(Tusnady et al., 2006) (Figura 5).

Es importante mencionar que el comportamiento del canal es dependiente del 6rgano
donde se localiza, por lo que su activacién y mecanismo de accién varia en cada tipo
celular. En el corazén, por ejemplo, los canales de Katp de los cardiomiocitos estan
usualmente cerrados, se abren bajo condiciones de hipoxia o isquemia, lo que provoca
un acortamiento del potencial de accion y a consecuencia de esto hay una disminucion
de la fuerza de contraccion debido a la falta de disponibilidad de energia. Se cree que
éste es el mecanismo de proteccion mediante el cual la célula se adapta a la falta de
energia y protege sus reservas durante los periodos de flujo sanguineo interrumpido
(Suzuki et al., 2001).

En el pancreas, en contraste, la apertura de los canales de Katp esta regulada por la
concentracion de glucosa en sangre (o que modula el metabolismo energético de estas

células). Durante la hipoglucemia, la concentracibn de ATP intracelular decrece
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aumentando la concentracion de ADP lo que ocasiona el cierre de los canales, esto a
su vez despolariza la membrana y se incrementa la secrecion de insulina, por lo que los
canales de Karp juegan un papel importante en la homeostasis de la glucosa (Gopel et
al., 2000; Aguilar-Bryan et al., 2001).

1.9.2 Farmacologia de los canales de Katp

Los canales de Katp tienen caracteristicas farmacoldgicas particulares. Su probabilidad
de apertura se reduce por la accion de sulfonilureas (glibenclamida) y esta probabilidad
aumenta por la accion de abridores de los canales de K* como el pinacidil y
cromakalim, (Gross et al.,, 1999; Uhde et al.,, 1999) mecanismo dependiente de la
selectividad de estos compuestos por los diferentes tipos de canales (figura 5).
Ademas, los canales de Katp pueden ser modulados por una variedad de compuestos,
en el caso de los nucleétidos citosolicos, estos canales son inhibidos por
concentraciones de ATP intracelular (10-100 uM) en presencia o ausencia de Mg?*.
Asimismo, el ADP, el GTP y el GDP reducen la actividad de los canales de Katp
(Tammaro et al., 2006). Un incremento en el cociente de las concentraciones citosélicas
de ATP/ADP o la adicion de sulfonilureas conduce a una inhibicién de la actividad de
los canales de Katpy por lo tanto, a una despolarizacion de la membrana plasmatica, lo
cual produce la apertura del canal de calcio dependiente de voltaje Cav y un aumento
de la afluencia de Ca?*. Lo que resulta en un incremento del calcio intracelular que
induce o facilita la contraccién en el caso del MLV (Jackson, 2005; Koster et al., 2005) o

la exocitosis de insulina en el caso de las células 3 del pancreas (Koster et al., 2005).

Los abridores de los canales de K* (KCOs; cromacalima y pinacidil) pueden activar los
canales de Katp en una variedad de tejidos vasculares y no vasculares aumentando el
flujo de K* al espacio extracelular produciendo hiperpolarizacion, y una disminucion del
Ca?* intracelular lo que dard como resultado la relajacién del MLV (Kinoshita et al.,
2004). Schwanstecher y colaboradores demostraron en 1998 que el sitio de unién de
los KCOs esta localizado en el receptor SUR, y que un cambio conformacional inducido
por la hidrolisis del ATP en ambos NBFs, probablemente da lugar a un fuerte
incremento en la afinidad de KCOs.
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Figura 5: Conformacion de los canales de Karp. A) Representacion del estado abierto del canal
Kirs.2/SUR2a. Se muestra como el sitio de unién a ATP del canal Kirs.2 esta libre lo cual provoca el estado
abierto. B) Representacion del canal Kirs2/SUR1 en estado cerrado, donde se puede apreciar como el
ATP est4 unido al Kirs.2, lo cual provoca la inactivacion del canal. Asi mismo, se muestra el sitio de unién
de la glibenclamida en el receptor SUR, que de igual forma provoca el cierre del canal. C) Conformacion
de los canales de Kate en los diferentes tejidos que se expresan. A y B Modificado de Babenko et al.,
1999.
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Efecto diferencial de los abridores y bloqueadores de los canales de Katp

sobre los canales de la mitocondria (mitKate) y los del sarcolema (Katp)

Abridores de canales de K* mitKate KaTp
Diazéxido \ a
Nicoradil \ b
Cromacalima \ \
Pinacidil v v
Sulfato de minoxidil \ \
isoflurano \ v
Apricalima V v
MCC-134 X v

Bloqueadores de canales de K*

5-Hidroxidecanoato (5-HD) \ c
Glibenclamida, glipizida \ \
Glimepirida d \
HMR1098 (1883) e \

Tabla 2: Los abridores de canales de K*, diazdxido, nicorandil y el bloqueador 5-HD, han mostrado
selectividad sobre la forma mitocondrial, mientras que la glimepirida y el HMR1098 (1883) son mas
selectivos para los canales de membrana plasmatica. (V) significa que el abridor o bloqueador muestra
actividad sobre la proteina; (x) que el compuesto no mostrd ninglin efecto. En algunos casos la
selectividad depende del tipo de célula y de las condiciones experimentales. a. El diazéxido puede
activar los canales Katp a altas concentraciones o cuando la concentracién de ADP es alta; b. El nicoradil
activa los canales Karp a altas concentraciones; c. El 5-HD inhibe los canales Karp a bajo pH; d. La
glimepirida inhibe los canales Katp, pero no inhibe la cardioproteccion; e. HMR-1883 bloquea los canales
Katp, pero no inhibe el precondicionamiento isquémico. Modificado de O'Rourke, 2004.

23

&

Cinvestav



EFECTO GASTROPROTECTOR DE CURCUMINA EN EL DANO GASTRICO PRODUCIDO POR INDOMETACINA

Recientemente, se ha demostrado que la activacion de los canales de Karp, estan
involucrados en la defensa de la mucosa gastrica (Peskar et al., 2002; Gomes et al.,
2006). Peskar y colaboradores, 2002 demostraron que el mecanismo gastroprotector de
PGE2, en parte estéa siendo regulado por la activacion de dichos canales. En este
estudio, en un modelo de dafio gastrico con etanol (70%), la administracion de 10
mg/kg p.o de glibenclamida disminuyé de manera significativa el efecto gastroprotector
de la administracion de 75 ng/kg p.o de 16,16-dimetil-PGE2, por su parte, la
cromacalima (agonista de los canales de Katp) en dosis de 0.3mg/kg p.o restaura el
efecto gastroprotector ejercido por 16,16-dimetil-PGE:2 en el dafio gastrico producido
por etanol en la rata, este antagonismo en el efecto entre el bloqueador y activador de
los canales de Katp es una evidencia de la participacion de dichos canales. Los autores
concluyen que las PGs enddgenas activan canales de Katp, proceso que requiere la
participacion de los receptores de PGs, explicAndose este proceso de gastroproteccion.

Por otro lado, Akar y colaboradores en 1999 demostraron que la cromacalima y el
diazoxido (abridores de canales de K*) reducen el dafio gastrico inducido por la
indometacina en un modelo murino, ejerciendo un efecto gastroprotector, mientras que
la glibenclamida (bloqueador de los canales de Katp) disminuye de manera significativa
el efecto gastroprotector producido por los abridores de los canales de K* anteriormente
mencionados. Con esos resultados, los autores sugieren que los canales de Katp
juegan un papel critico en el mantenimiento de la integridad de la mucosa gastrica,
probablemente a través de la regulacion de la funcion de neutréfilos, debido a que, en
dicho trabajo la administracion de cromacalima y de diazéxido disminuyen la adherencia
de neutrofilos en la mucosa gastrica inducida por la indometacina, tomando en cuenta
gue este es uno de los mecanismos principales a través del cual la indometacina

genera dafio gastrico.
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1.10 Curcumina
1.10.1 Generalidades

La Curcuma longa L. o turmérica es un miembro perenne de la familia de la
Zingiberaceae, cultivada en India y en otras partes del sureste de Asia (Ammon y Wahl,
1991). A lo largo de la historia, esta planta ha sido utilizada en la medicina Adyurvérica
como un tratamiento de las condiciones inflamatorias (Allen et al., 1991). La turmérica
contiene turmerina (un péptido soluble en agua), aceites esenciales (turmerones,
atlantones, zingiberone) y  curcuminoides: curcumina  (diferuloilmetano),
demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina (Daube, 1870). La curcumina es la
sustancia causante del color amarillo caracteristico de los rizomas de esta planta y es
uno de los principales ingredientes activos responsables de su actividad biologica

(figura 6).

Inmunosupresor

Antioxidante ‘

AN

Esclerosis multiple

Quimiopreventivo
(piel, higado, colon, estémago)

Reparadortépicoy
efecto cicatrizante

Antiinflamatorio

TR

Cardioprotector

Antiangiogénico
Hepatoprotector

Figura 6: Propiedades medicinales de la curcumina. Modificado de Aggarwal et al., 2006.
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1.10.2 Estructura quimica de la curcumina @

Cinvestav
La curcumina es un polifenol lipofilico cuya estructura quimica es 1,7 bis (4-hidroxi-3-
metoxifenol)-1,6 heptadieno-3,5-diona) (figura 7), la sintesis de este compuesto es bien

conocida y su estructura fue determinada en 1910 (Ammon y Wahl, 1991).

HO OH
OCHs H5CO

Figura 7: Estructura quimica de curcumina. Tomado de Aggarwal et al., 2006.

La curcumina es estable a pH &cido (1-2), sin embargo, esta estabilidad disminuye
conforme al aumento del pH (Tonnesen y Karlsen, 1985). Su elevada lipofilia le permite
una rapida absorcién gastrointestinal por difusion pasiva (Holder et al., 1978). Tras la
administracion de curcumina, esta se biotransforma primero a dihidrocurcumina y
tetrahidrocurcumina, y estos compuestos posteriormente son convertidos a conjugados
monoglucurénidos (Pan et al., 1999), de forma que los principales metabolitos de la

curcumina son los glucorénidos dihidrocurcumina y tetrahidrocurcumina.
1.10.3 Seguridad de la curcumina

Desde la antigiiedad, en Asia, los extractos de Curcuma longa y curcumina han sido
empleados para tratar diferentes condiciones, en las que no se han reportado efectos
adversos; lo cual ha despertado la inquietud de varios investigadores. Se estima que en
la India se consume diariamente 80 a 200 mg de curcumina (Grant y Schneide, 2000).
Informes anecdoéticos sugieren que el consumo en la dieta de 150 mg de curcumina/dia

no produce efectos adversos (Eigner y Scholz, 1999). También, es importante
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mencionar que no se reportaron efectos adversos en el tratamiento durante 3 meses

con 8,000 mg de curcumina al dia, en humanos (Chainani-Wu, 2003).

1.10.4 Propiedades terapéuticas de la curcumina

En las dltimas tres décadas, la curcumina ha sido sujeto de cientos de publicaciones
estudiando sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y quimiopreventivas
principalmente (Shehzad et al., 2010). Se ha demostrado que este polifenol ejerce un
amplio espectro de actividades biologicas a través de la activacion de factores de
transcripcion y vias de sefalizacion (Aggarwal et al., 2007; Goel y Aggarwal, 2010).
Aqui, una breve descripcion de algunos de los mecanismos bioldgicos que se han

descrito:

Uno de los primeros mecanismos biolégicos reportados fue el efecto bacteriostatico y
bactericida contra microorganismos involucrados en la colecistitis (Lutomski et al.,
1974). Afios mas tarde, se reporto la actividad antiinflamatoria, la cual ejerce a través
de la activacion del metabolismo de eicosanoides y a su capacidad para disminuir la
sintesis de citocinas como TNF-a; asi como de algunos factores de transcripcion NF-k3
(Jobin et al., 1999). Varios autores reportan el amplio efecto hepatoprotector, tanto in
vitro como in vivo, en distintos modelos animales (Luper, 1999). Park y colaboradores,
2000 muestran el efecto hepatoprotector de la curcumina en el dafio agudo y
subcroénico inducido por CCls, después de observar que esta disminuye los marcadores

de dafio hepdtico.
1.10.5 Efecto gastroprotector de la curcumina

Otra propiedad reportada por la curcumina y de importancia clinica, es el efecto
gastroprotector que posee. Existe evidencia que los extractos de Curcuma longa
disminuyen la produccion de acido gastrico al bloquear los receptores Hz (Kim et al.,
2005). Munzenmaier y colaboradores, 1997 comprobaron que la curcumina inhibe la
produccion de interleucina 8 (IL-8) inducida por Helicobacter pylori, la cual juega un

importante papel en el desarrollo de gastritis, Ulcera y adenocarcinoma gastrico.
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Recientemente, ha sido publicado que la curcumina ejerce un efecto gastroprotector en
la gastropatia inducida por la indometacina, mejorando la microcirculacion gastrica a
través de la modulacion de TNF-a e ICAM-1 (Thong-Ngam et al., 2012).
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2. ANTECEDENTES

Ha sido mencionado en parrafos anteriores el efecto protector de la curcumina en el
dafio gastrico inducido por la indometacina en la rata (Thong-Ngam et al., 2012), sin
embargo, la investigacién sobre dicho mecanismo ha sido escasa y debido al grave
problema de salud publica que representa la toxicidad generada por los AINEs, hemos
optado por indagar este mecanismo gastroprotector en el dafio gastrico producido por

este farmaco.

Como antecedente directo a este proyecto, De Paz Campos y colaboradores, 2012
demostraron que en el efecto antinociceptivo de la curcumina participan los canales de
Katp. En un modelo de dolor inducido por formalina (1%) mediante la inyeccion plantar,
se cuantificé el comportamiento nociceptivo con el nimero de sacudidas de la pata de
la rata, el pre-tratamiento de 100 mg/kg p.o de la curcumina disminuye de manera
significativa el comportamiento nociceptivo inducido por la formalina, mientras que, la
administracion de 100 pg/kg intraplantar de la glibenclamina disminuye de manera
significativa el efecto antinociceptivo de la curcumina, evidenciando con ello la
participacion de estos canales. Sin embargo, en dicho trabajo los canales de Kartp no
son activados por la via NO/GMPc ya que la administracion de L-NAME u ODQ,
inhibidores de la sintasa de NO y la guanilato ciclasa soluble, respectivamente, no
fueron capaces de revertir el efecto antinociceptivo de la curcumina. Los autores
concluyen que probablemente los canales de Karp estén siendo activados por otra via
de sefializacién independiente, como por ejemplo, la activacion de los receptores

opiodes.

Recientemente, la activacion de los canales de Karp ha sido descrita en
gastroproteccion, Medeiros y colaboradores, 2008 reportaron que sildenafil protege del
dafo gastrico inducido por etanol en un mecanismo que involucra la via NO/GMPc/
Kartp. La administracion de L-NAME (3 mg/kg i.p), un inhibidor de la sintasa de éxido
nitrico, ODQ (10 mg/kg i.p), inhibidor de la enzima guanilato ciclasa y glibenclamida
(0.1, 0.3, 3 mg/kg i.p), bloqueador de los canales de Katp, revierten de manera
significativa el efecto protector inducido por 1 mg/kg p.o de sildenafil. De la misma

manera, esta via de gastroproteccion fue descrita en el efecto protector de
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carbenoxolona en el dafio gastrico inducido por etanol, la administracion de L-NAME
(70 mg/kg i.p), ODQ (10 mg/kg i.p) y glibenclamida (1 mg/kg i.p), disminuyeron el efecto
gastroprotector de 30 mg/kg p.o de carbenoxolona. En este estudio, carbenoxolona
restablecié los niveles de NO en el tejido gastrico que disminuyen con la administracién
de etanol (Chavez Pifa et al., 2011). En ambos trabajos se discute que tanto sildenafil
como carbenoxolona protegen del dafio gastrico inducido por etanol en un proceso
dependiente del NO, este gas estimula a la enzima guanilato ciclasa soluble en las
células del masculo liso produciéndose GMPc, y este aumento de GMPc promueve la
activacion de canales de Karp en la microcirculacion gastrica, lo que favorece el
aumento del flujo sanguineo y la secrecién de moco y bicarbonato contribuyendo a la

gastroproteccion.

De acuerdo a estos antecedentes proponemos que el mecanismo gastroprotector de
curcumina sea dependiente de la produccion de NO en tejido gastrico y que este gas
regule la apertura de los canales de Karp, facilitando de esa manera la relajacion del

musculo liso en el tracto gastrointestinal llevando a la citoproteccion local.
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3. JUSTIFICACION

% Han sido diversas las estrategias utilizadas para disminuir los efectos adversos
de los AINES; sin embargo, dichos efectos a la fecha siguen siendo un problema
de salud publica, por lo cual, se ha recurrido a la investigaciéon de la medicina

tradicional para adyuvar a los tratamientos ya existentes en el mercado.

« Por otro lado, se ha identificado el efecto gastroprotector de la curcumina en el
dafio géstrico producido por la indometacina, sin embargo, es necesario
determinar los mediadores que estan participando en el mecanismo

gastroprotector para un mayor entendimiento de éste.
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4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el mecanismo por el cual la curcumina esta ejerciendo su efecto

gastroprotector en el dafio gastrico inducido por indometacina en la rata.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto gastroprotector de la curcumina en el dafio gastrico generado

por la administracion oral de la indometacina en la rata.

2. Cuantificar los niveles de PGE2 en tejido gastrico de rata en el efecto

gastroprotector de la curcumina.

3. Caracterizar la participacion de los canales de Katp en el efecto gastroprotector

de la curcumina.

4. Identificar la participacién del 6xido nitrico en el efecto gastroprotector de la

curcumina.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Manejo de animales

Los experimentos se realizaron con ratas hembra de la cepa Wistar de 8 semanas de
edad y con un peso de 180-230 g, adquiridos en el bioterio del Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV). Los animales
fueron acondicionados en un ciclo de luz-oscuridad de 12 x 12 horas a temperatura
ambiente, proveyéndoles de agua y alimento ad libitum durante dicho
acondicionamiento. Se sometieron al ayuno de 18-20 h antes de la realizacion del
experimento correspondiente. Los roedores fueron tratados de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana para el cuidado de los animales (NOM-062-Z00-1999). Después de la
administracion de los farmacos, los animales fueron sacrificados en una camara de
COo..

5.2 Farmacos y reactivos

Los farmacos fueron preparados minutos antes de realizar los experimentos y fueron
administrados por via oral e intraperitonial cuando asi se requeria. La indometacina
(99% de pureza), el omeprazol (98% de pureza), la curcumina (80% de pureza), la
glibenclamida (99% de pureza), la NC-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME 98% de
pureza), la carboximetilcelulosa (CMC), el cloruro de sodio (NaCl), el hidroxido de sodio
(NaOH), la sulfanilamida, la N-(1-naftil)-etilendiamina dihidrocloruro, fueron adquiridos
de Sigma Aldrich S.A de C.V.

El kit de ELISA utilizado para medir el nivel de PGE:2 en el tejido gastrico (No. 514010) y
el kit colorimétrico de nitritos y nitratos (No. 78001) fueron obtenidos de Cayman

Chemical.
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5.3 Modelo de dafio gastrico

Las lesiones producidas por la indometacina fueron determinadas siguiendo el método
descrito por Wallace et al., (2000). Los animales de experimentacion recibieron agua ad
libitum y fueron sometidas a ayuno de 18-20 h, posterior a este tiempo recibieron la
indometacina por via oral (p.0.); tres horas después, los animales fueron sacrificados en
una camara de COz2, debido a que en este periodo de tiempo se genera el maximo de
lesion (Souza et al., 2008). El estbmago es removido y se abrid por la curvatura mayor.
Con una regla se midi6 el area de lesion y se determiné la suma de las lesiones del
corpus de cada animal, esta suma representa el grado de dafio gastrico reportado en
mm?2. El porcentaje de gastroproteccion (% GP) fue calculado de acuerdo a la siguiente
ecuacion: % de Gastroproteccion = (IUC-IUT) x 100/IUC, donde IUC es el indice de
Ulcera del grupo testigo y IUT es el indice de Ulcera de los animales tratados (Navarrete
et al., 2005).

5.4 Lesiones gastricas inducidas por indometacina en un modelo de dafio crénico

Las ratas se dividieron en 4 grupos (n=5), las cuales recibieron diariamente el vehiculo
(NaHCO3), o bien, las dosis de indometacina (0.5, 3 y 5 mg/kg p.o, 0.1ml/100g)
durante una y tres semanas; los animales se mantuvieron en ayuno de 20 h antes de la
ultima administracion del farmaco (Diagrama 1); después del ultimo dia de tratamiento,
fueron sacrificadas en una cadmara de CO2. La evaluacion del dafo gastrico fue

determinado de acuerdo al método descrito en el punto 5.3

5.5 Lesiones gastricas inducidas por indometacina en un modelo de dafio agudo

Las ratas fueron sometidas a un ayuno previo de 20 h y distribuidas de forma aleatoria
(n=6). Recibieron la administracion oral de indometacina a dosis de 3, 10 y 30 mg/kg
p.0o en un volumen de 0.1ml/100g. Tres horas después de la administracion fueron
sacrificadas en una cdmara de CO: (Diagrama 2). Se determind el dafio géastrico de

acuerdo al método descrito en el punto 5.3
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5.6 Evaluacién del efecto gastroprotector de la curcumina en el modelo de dafio

agudo generado por indometacina

Para evaluar el papel gastroprotector de la curcumina, las ratas sometidas a un ayuno
previo de 20 h y distribuidas aleatoriamente (n=5-9), recibieron un pre-tratamiento de 30
mg/kg p.o de curcumina disuelta en carboximetilcelulosa (CMC) 30 minutos antes de la
administracion de 30 mg/kg p.o de indometacina. Tres h posterior a ello, las ratas se
sacrificaron en una camara de CO2. El dafio gastrico fue determinado como se
describe en el punto 5.3. El % de gastroproteccion se determiné de acuerdo a lo
descrito por Navarrete (2005). El grupo testigo recibié los vehiculos de los farmacos
(CMC al 0.5% y NaHCOs al 0.5%) en el mismo volumen (0.1 ml/100g) y via de
administracion; el grupo testigo de curcumina recibi6 CMC al 0.5% (0.4ml/100g) e

indometacina a la dosis anteriormente mencionada (Diagrama 3).

La dosis de curcumina fue seleccionada de estudios previos realizados por De Paz

Campos, cuyo trabajo esta en proceso de publicacion.

5.7 Cuantificacion de los niveles de PGE:2 en tejido gastrico de rata en el efecto

gastroprotector de curcumina

El tejido gastrico de las ratas tratadas con la curcumina y la indometacina se
depositaron en un tubo eppendorf conteniendo 1 ml de buffer de fosfatos (10 mmol/L,
pH: 7.4). El tejido fue cortado con unas tijeras durante 30 segundos dentro del mismo
tubo, a continuacién se colocé en un bafio de agua a 37 C° durante 20 minutos;
posteriormente  se centrifugd a 12 000 rpm durante 1 minuto, se separé el
sobrenadante y se coloco en un tubo eppendorf de la misma capacidad y se guardé a
-70 °C. La determinacion de PGE: se realiz0 a través de un kit de ELISA
(Prostaglandin Ez EIA Kit-Monoclonal Cayman Chemical).
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5.8 Determinacion de prostaglandina E2 (PGE2)

La cuantificacion de PGE: se realizo por medio de un kit de ELISA (Cayman Chemical).
El kit se basa en la competencia de PGE2 que se va a cuantificar con el trazador (AchE)
por la union al anticuerpo monoclonal para PGE2. Debido a que la concentracion del
trazador para PGE: es constante y la de PGEz varia, la cantidad de PGE2 que se une al
anticuerpo monoclonal sera inversamente proporcional a la concentracion de PGE:2 en
el pozo. El complejo anticuerpo-PGE: (libre o al trazador) se une al anticuerpo policlonal
de cabra que ha sido previamente unido al pozo. El plato del kit se lava para eliminar
algun reactivo no unido y después se adiciona el reactivo de Ellman’s, el cual contiene
el sustrato para la acetilcolinesterasa (AChE). El producto de la reaccion enziméatica da
como resultado una coloracion amarilla la cual se absorbe fuertemente a 412 nm. La
intensidad del color es determinada espectofotométricamente y es proporcional a la
cantidad de trazador-PGE:2 unido al pozo, el cual es inversamente proporcional a la
cantidad de PGE: libre presente en el pozo durante la incubacién y por lo tanto, a la

cantidad de PGE2 en cada muestra estudiada.

5.9 Efecto gastroprotector de omeprazol en el modelo de dafio gastrico inducido

por indometacina

Las ratas distribuidas de forma aleatoria (n=5-9) fueron sometidas a un ayuno previo de
20 h, al término de este tiempo recibieron un pre-tratamiento de omeprazol a la dosis de
30 mg/kg p.o disuelto en solucion salina al 0.9%. La induccién y determinacion del dafio
gastrico fue realizado 30 minutos mas tarde como se describié en el punto 5.3. El grupo
testigo recibié Unicamente los vehiculos de ambos farmacos (solucion salina al 0.9% y
NaHCOs al 0.5%) en el mismo volumen (0.1ml/100g) y via de administracion (Diagrama
4).

5.10 Participacion de los canales de potasio sensibles a ATP (Katp) en el efecto

gastroprotector de la curcumina

Para determinar la participacion de los canales de Katp en el efecto gastroprotector de
la curcumina, se administré la glibenclamida a la dosis de 1 mg/kg disuelta en NaOH

0.05 M i.p, 30 minutos antes de la administracion de la curcumina (30 mg/kg p.o.). La
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induccion y determinacion del dafio gastrico fue realizado 30 minutos mas tarde como
se describio en el punto 5.3. El grupo testigo fue tratado de la siguiente manera: NaOH
0.05 M i.p, CMC al 0.5% e indometacina p.o (Diagrama 5).

La dosis de glibenclamida fue seleccionada de estudios previos realizados por Medeiros
y colaboradores en 2008.

5.11 Participacion del 6xido nitrico (NO) en el efecto gastroprotector de la

curcumina

Para identificar la participacion de NO en el efecto gastroprotector de la curcumina, las
ratas (n=4-7) recibieron un pre-tratamiento de L-NAME, a la dosis de 70 mg/kg i.p
disuelta en solucién salina al 0.9%, 30 minutos después se administro la curcumina p.o
a la dosis mencionada en el punto 5.6 y 30 minutos mas tarde se administrd6 30 mg/kg
p.o de la indometacina. Las lesiones gastricas fueron determinadas como se describe
en el punto 5.3 (Diagrama 6). El grupo testigo recibié: solucion salina al 0.9% i.p, CMC

al 0.5% e indometacina p.o (Diagrama 6).

La dosis de L-NAME fue seleccionada de estudios realizados por Chavez Pifia y

colaboradores en 2011.

5.12 Cuantificacion de los niveles de 6xido nitrico en el tejido gastrico de rata en

el efecto gastroprotector de la curcumina

Se corta la region del corpus del estbmago de cada animal que recibi6é tratamiento de
acuerdo al punto 2.11, dicho tejido se pes6 y se colocd en un tubo eppendorf
conteniendo 1 ml de buffer de fosfatos (10 mmol/L, pH 7.4). El tejido se corté durante 30
segundos dentro del mismo tubo y después se colocd en un bafio de agua a 37°C
durante 20 min. Las muestras se centrifugaron durante 1 min a 9,000 rpm obteniendo
de esta manera el sobrenadante, el cual se coloco en un segundo tubo eppendorf de la

misma capacidad, el cual se guardo a -70 °C para su posterior analisis.
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5.13 Determinacion de los niveles de nitritos y nitratos

Los niveles de Oxido nitrico se midieron por la reaccién de Griess. Debido a que el NO
tiene una vida media corta (t12=4 s), su determinacion se realizé con la medicion de
nitritos (NOz2), un producto final de su metabolismo, el cual proporciona una correlacion

directa de la cantidad de NO en cierto tejido.

El método se basa en un proceso de dos pasos simples. En el primer paso el nitrato es
convertido a nitrito por la enzima nitrato reductasa, en el segundo paso, el nitrito
reacciona con el reactivo de Griess (reactivo 1. 1% de sulfanilamida en &cido fosférico
al 5%; reactivo 2: N-naftil etilendiamino al 2%) y al final de la reaccién se produce un
compuesto “azo” color purpura, la absorbancia de este compuesto se midi6 a una
longitud de onda de 540 nm mediante un método espectrofotométrico. Este cromoforo
“azo” determina con precisién la concentracion de nitrito como marcador de o6xido

nitrico.

5.14 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realizé por medio de un analisis de varianza
de una via (ANOVA) seguido de una prueba de Student-Newman-Keuls mediante el
programa computacional GraphPad Prisma, version 4.0. Se consideraron valores

estadisticamente significativos aquellos que presentaron una p<0.05.
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Ratas hembra Wistar
(180-220g)

Wehiculo Indometacina Indometacina Indometacina
MaHCOs al 0.5% 0.5 mgfkeg p.o. 3 mg/kg p.o. 5 mg/kg p.o.
horasdespués

Sacrificio de las animales en una camara de COz

Remocion del estomago v se abre
por la curvatura mayor

Se mide el area de las lesiones y se
determina el grado de dafo gastrico

Diagrama 1: Lesiones géstricas inducidas por la indometacina durante una y tres semanas en un modelo

de dafio crénico.
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Ratas hembra Wistar
(180-220g)

Wehiculo Indometacina Indometacina Indometacina

MaHCOs al 0.5% 3 mg/kg p.o. 10 mg/kg p.o. 30 mg/ke p.o.

)

pras despues

[ Sacrificio de los animales en una camara de CO3 ]

Remacion del estdmago vy se abre
por la curvatura mayaor

Se mide el drea de las lesiones v se

determina el grado de dafio gastrico

Diagrama 2: Lesiones gastricas inducidas por la indometacina en un modelo de dafio agudo.
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Vehiculo Curcuming Vehiculo Curcuming
CIAC 0.5% 30 mg/ke p.o CMC 0.5% 30 mg/ke p.o

=

¥ ¥ L

Vehiculo Vehiculo Indometacing Indometacing
MaHCO: al 0.5% MaHC0=al 0.5% 30 mg/kg p.o 30 mg/kg p.o

|

[[ Sacrificio de los animales en una camara de C0; D

l

Remocion del estomago v 5& abre

por la curvatura mayor

Se mide el area de las lesiones y se
determina el grado de dafio gastrico

Diagrama 3: Evaluacion del efecto gastroprotector de la curcumina en el dafio gastrico generado por la

administracion oral de la indometacina.
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¥ ¥ hJ ¥
Vehiculo Omeprazol Vehiculo Curcumina
550.9% 30 mg/keg p.o 5.50.9% 30 mg/kg p.o

e
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Vehiculo Wehiculo Indometacing Indometacina
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e

==

[[ Sacrificio de los animales en una camara de C0; ]]

l

Remocion del estomago vy se abre

por la curvatura mayor

Se mide el area de las |esiones y se
determina el grado de dafio gastrico

Diagrama 4: Evaluacion del efecto gastroprotector del omeprazol en el dafio gastrico producido por la

administracion oral de la indometacina.

42



EFECTO GASTROPROTECTOR DE CURCUMINA EN EL DANO GASTRICO PRODUCIDO POR INDOMETACINA

&

Cinvestav

Ratas hembra Wistar
(180-220z)

l

Wehiculo
M=0H 005/

—

Glibenclamida
1mg/kgip

==
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Se mide el area de las lesiones y se
determina el grado de dafio gastrico

Diagrama 5: Participacion de los canales de Kare en el efecto gastroprotector de la curcumina.
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Diagrama 6: Participacién del éxido nitrico en el efecto gastroprotector de la curcumina.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto de la indometacina en el tejido gastrico de la rata durante la

administracién crénica

Para poder justificar el modelo agudo de dafio géstrico con la indometacina contra el
modelo cronico producido por dicho farmaco en un modelo animal de acuerdo a la
correlacion de dafio a nivel clinico, primeramente determinamos el dafio crénico
administrando un intervalo de dosis de 0.5 a 5 mg/kg p.o del farmaco durante unay tres
semanas. La indometacina produce lesiones hemorragicas en el cuerpo del estomago
dependiente de la dosis, dichas lesiones son generadas de manera lineal sobre los
pliegues de la mucosa. La dosis de 5 mg/kg produce lesiones estadisticamente
significativas con respecto al vehiculo durante una semana (3.50 = 0.28 vs. 0.00 + 0.00
mm?) como se observa en la figura 8a y esta diferencia significativa se produce durante
la administracion de 3 y 5 mg/kg de peso durante 3 semanas (figura 8b). En los
estbmagos lesionados se observé una mucosa congestiva de aspecto hiperémico, asi

como una disminucién en el niumero de pliegues en el tejido gastrico.

6.2 Efecto de la indometacina en el tejido géastrico de la rata durante la

administracion aguda

Para inducir el dafio agudo con la indometacina se utilizaron dosis de 3,10 y 30 mg/kg
administrados p.o. En el modelo agudo, la indometacina produce lesiones hemorragicas
en el cuerpo del esttmago de manera dependiente de la dosis; el estbmago presenta
una mucosa hiperémica sin congestion y los pliegues en el tejido gastrico son mas
pronunciados. La dosis de 30 mg/kg produce mayor area de lesibn comparada con el
vehiculo (figura 9), de acuerdo con este resultado se decidi¢ utilizar la dosis de 30
mg/kg para evaluar el efecto gastroprotector de la curcumina. Es importante indicar que
la dosis anteriormente mencionada ya ha sido reportada en la literatura para inducir

dafio gastrico (Al Moutaery, 2003).
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Figura 8: Cuantificacion del dafio gastrico. a) administracion cronica de la indometacina (p.o) durante 1 semana. b)
administracion crénica de la indometacina (p.o) durante 3 semanas. Los datos son expresados como la media de
cada grupo = error estandar. *P<0.05 vs. vehiculo. n=5 ratas por grupo.
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Figura 9: Cuantificacion del dafio gastrico en la administracion aguda de 3, 10 y 30 mg/kg (p.o) de indometacina. Los
datos son expresados como la media de cada grupo * el error estandar. *P<0.05 vs. vehiculo. n= 6 ratas por grupo.
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6.3 Evaluacién del efecto gastroprotector de la curcumina en el modelo de dafio

agudo generado por laindometacina en la rata

Se ha reportado recientemente que la curcumina tiene un efecto gastroprotector en la
gastropatia inducida por la indometacina en la rata (Thong-Ngam et al., 2012). En este
trabajo demostramos dicho efecto gastroprotector administrando un pre-tratamiento de
30 mg/kg (p.o) de curcumina en el dafio gastrico producido por una dosis de 30 mg/kg
(p.0) de indometacina (figura 10), la indometacina produjo lesiones extensas y
puntuales en los pliegues del estbmago como podemos observar en la figura 11c, estas
lesiones son estadisticamente significativas con respecto al testigo (28.22 + 4.11 vs.
0.00 + 0.00 mm?); sin embargo el pre-tratamiento con curcumina disminuye de manera
significativa el rea de lesiones gastricas (8.42 + 2.68 mm?) (figura 11 d). Los vehiculos
de los farmacos asi como la curcumina sola no producen dafio gastrico (figura 11a-b).
Adicionalmente a estos resultados, en la tabla 3 podemos observar que la curcumina
reduce el dafio a nivel macroscépico generado por la indometacina, produciendo un
70.13% de gastroproteccibn comparado con el grupo de dafio con el AINE. Las

fotografias mostradas en la figura 11 fueron tomadas con una camara digital.
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Figura 10: Efecto gastroprotector de 30 mg/kg (p.0) de curcumina en el modelo de dafio géstrico inducido por
indometacina. Los datos son expresados como la media de cada grupo = el error estandar. *P<0.05 vs. el grupo
testigo #P<0.05 vs. vehiculo+indometacina. n=5-9 ratas por grupo.
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(g —

Figura 11: Andlisis macroscoépico de la mucosa gastrica de ratas que recibieron un tratamiento con indometacina y
en ratas que recibieron o no un pre-tratamiento con curcumina. a) los animales tratados con vehiculo (NaHCOs3 al
0.5% y CMC al 0.5%) mostraron una morfologia normal, b) animales tratados con curcumina (30 mg/kg, p.o)
muestran una morfologia gastrica similar a la administracion de vehiculos, ¢) la administracion de indometacina (30
mg/kg, p.0) produce lesiones hemorragicas, d) el pre-tratamiento de curcumina (30 mg/kg, p.0) muestra disminucion
de las lesiones gastricas producidas por la indometacina. n=5-9 ratas por grupo.
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6.4 Niveles de PGE: en el tejido gastrico de rata en el efecto gastroprotector de la

curcumina.

Ha sido ampliamente reportado que el dafio gastrico que producen los AINEs se
correlaciona con la inhibicion de la sintesis de PGs. Con el objetivo de identificar si el
efecto gastroprotector de la curcumina podria deberse a la participacion de PGs,
cuantificamos bioquimicamente los niveles de PGE:z en el tejido gastrico de rata. Los
resultados mostrados en la tabla 3 indican que la indometacina (inhibidor no selectivo
de COX) disminuye de manera significativa los niveles basales de PGs de 44.85 + 7.11
a 9.40 £ 1.41 ng/g de tejido, esta disminucion se mantiene cuando se da el pre-
tratamiento con la curcumina (6.32 = 0.86 ng/g), es decir, la curcumina no logra

restaurar los niveles de PGs que genera la inhibicién con indometacina.

Testigo 44,84 +7.11
Curcumina + vehiculo 26.42 + 5.45*
Vehiculo + indometacina 9.40 + 1.13*
Curcumina + indometacina 6.32 £ 0.86*"

Tabla 3: Cuantificacion bioquimica de los niveles de PGE:z en el tejido gastrico de rata. Los datos son expresados
como la media de cada grupo + el error estandar. *P<0.05 vs. el grupo testigo. #P<0.05 vs. curcumina + vehiculo. n=
5-9 muestras por grupo.

6.5 Comparacion del efecto gastroprotector de la curcumina con respecto al
efecto gastroprotector de omeprazol, un inhibidor de la bomba de protones

Se comparoé el efecto gastroprotector generado por la curcumina contra el omeprazol,
un farmaco inhibidor de la bomba de protones mas utilizado en la prevencién del dafio

gastrico generado por AINEs, los resultados revelan que ambos efectos son
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equiparables. En la figura 12 se muestra que estos farmacos disminuyen de manera
significativa el area de lesiones gastricas producida por la indometacina, mientras que
en la tabla 4 se indica el porcentaje de gastroproteccién generado por la curcumina y el
omeprazol, (70.13% vs. 73.42%, respectivamente).
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Testigo  Vehiculo Curcumina  Vehiculo Omeprazol

Indometacina 30 mg/kg (p.o)

Figura 12: Evaluacién del efecto gastroprotector de la curcumina (30 mg/kg, p.0) comparado con el efecto
gastroprotector del omeprazol (30 mg/kg, p.o) en el modelo de dafio gastrico inducido por la indometacina. Los datos
son expresados como la media de cada grupo * el error estandar. **P<0.05 vs. su respectivo vehiculo+indometacina.
n= 5-9 ratas por grupo.

Testigo 100
Vehiculo+indometacina 0
Curcumina+indometacina 70.13*
Omeprazol+indometacina 73.42*

Tabla 4: Efecto gastroprotector producido por 30 mg/kg p.o de curcumina y 30 mg/kg p.o de omeprazol en el dafio
gastrico producido por la indometacina. *P<0.05 vs. vehiculo+indometacina. n= 5-9 ratas por grupo.

% de gastroproteccion = (IUC-IUT) x 100/IUC, donde IUC es el indice de Ulcera del grupo testigo (mm?) y IUT es el
indice de Ulcera (mm?) de los animales tratados.
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6.6 Participacion de los canales de Katp en el efecto gastroprotector de la
curcumina

Recientemente, se ha descrito que los canales de Karp participan en la
gastroproteccién, mecanismo mediado por la accion de oxido nitrico (Medeiros et al.,
2008; Chavez-Pifia et al., 2011). En el presente estudio, con la finalidad de identificar si
estos canales participan en el efecto gastroprotector de la curcumina, se administré un
pre-tratamiento con glibenclamida (GBC), un bloqueador farmacologico de estos
canales antes de la administracion de la curcumina. Los resultados mostrados en la
figura 13 indican que la curcumina tiene un efecto gastroprotector en el dafio gastrico
producido por la indometacina (9.85 + 2.89 vs. 32.20 + 5.59 mm?) y que la GBC
disminuye significativamente el efecto gastroprotector de la curcumina (25.45 + 4.74 vs.
9.85 + 2.89 mm?).

€7
g 40-
2 a
= # N\
S 304 - \
(%2}
(]
€ '
2 20- :
k4 * :
S 104 | '
&
< : \
C ] 1 1 1 I
Testigo GBC Vehiculo Curcumina GBC+Curcumina GBC
Indometacina 30 mg/kg (p.o)

Figura 13: La glibenclamida (blogueador de los canales de Karp) disminuye el efecto gastroprotector de la
curcumina, indicando la participacion de los canales de Kare en dicho efecto gastroprotector. Los datos son
expresados como la media de cada grupo + el error estandar. *P<0.05 vs. vehiculo+indometacina. #P<0.05 vs.
curcuminatindometacina. n=5-10 ratas por grupo.
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6.7 Participacion del 6xido nitrico (NO) en el efecto gastroprotector de la

curcumina

Se ha descrito que el 6xido nitrico es un mediador de la defensa de la mucosa gastrica
al participar en la regulacion del flujo sanguineo, asi como la secrecién de moco y
bicarbonato, factores que mantienen la integridad de la mucosa (Wallace y Granger,

1996).

En este trabajo, con el propoésito de identificar si el 6xido nitrico participa en el efecto
gastroprotector de la curcumina, decidimos inhibir la sintesis de este mediador gaseoso
con L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil éster), un inhibidor competitivo de la sintasa de
oxido nitrico. En la figura 14 se muestra que la curcumina disminuye de manera
significativa el area de lesiones gastricas producidas por la indometacina (12.4 + 0.9 vs.
30.17 + 3.80 mm?), sin embargo, L-NAME reduce la gastroproteccién inducida por la

curcumina (22.0 + 3.8 mm?).
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Figura 14: L-NAME (inhibidor de la sintasa de oxido nitrico) disminuye de manera significativa el efecto

gastroprotector de la curcumina. Los datos son expresados como la media de cada grupo + el error estandar.
*P<0.05 vs. vehiculo+indometacina. #P<0.05 vs. curcumina+indometacina. n= 4-7 ratas por grupo.
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6.8 Cuantificacion de los niveles de nitritos en el efecto gastroprotector de la @
curcumina Cinvestav

Con el objetivo de correlacionar la inhibicién del 6xido nitrico con la disminucién del
efecto gastroprotector de la curcumina, decidimos medir los niveles de nitritos
endogenos (indicador de NO) en el tejido gastrico de rata por medio de una reaccion de
Griess. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: la indometacina redujo de
manera significativa los niveles basales de nitritos (57.41 + 3.07 vs. 86.46 + 6.99 uM/qg),
mientras que la curcumina aumentd los niveles de nitritos disminuidos por la
indometacina. (74.88 + 6.26 vs. 57.41 + 3.07 uM/q).
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Figura 15: Niveles de nitritos en el tejido gastrico de rata (uUM/g de tejido) en ratas tratadas con indometacina, L-
NAME y curcumina. Los datos son expresados como la media de cada grupo * el error estandar. *P<0.05 vs.
vehiculo+indometacina. #P<0.05 vs. curcumina+indometacina. n= 4-7 ratas por grupo.
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7. DISCUSION

Actualmente, existe el reconocimiento del empleo de fuentes naturales de
medicamentos que ofrecen beneficios y representan una terapia alternativa o preventiva
para determinadas enfermedades, justificado en la mayoria de los casos por razones
econOmicas y disminucién de los efectos téxicos producidos por medicamentos con
sustancias quimicas puras. La curcumina, un polifenol extraido de la planta Curcuma
longa o turmérica, ha demostrado a través del tiempo inocuidad y eficacia en la
practica de la medicina tradicional (Aggarwal y Sun, 2009), por lo cual ha despertado el
interés de investigadores por demostrar e indagar sus acciones farmacologicas.

El presente trabajo describe el efecto gastroprotector de la curcumina contra el dafo
gastrico ocasionado por la indometacina en la rata, demostrando el mecanismo

involucrado.

Se decidio utilizar el modelo de dafio gastrico con indometacina por dos razones muy

importantes:

1. La indometacina es un AINE ampliamente usado a nivel clinico en el tratamiento
del dolor, la fiebre y la inflamacion. De acuerdo con los reportes realizados por la
Secretaria de Salud de nuestro pais en 2009, la indometacina se encuentra
dentro de la guia de la practica clinica para el diagnostico y tratamiento de la
artritis reumatoide en el adulto, siendo uno de los principales farmacos utilizados
en el tratamiento farmacolégico de esta enfermedad; sin embargo, la principal
limitaciébn de su uso son los serios efectos adversos Gl que produce, como:
erosiones, Ulceras y sangrado gastrico (Alsaif, 2004).

2. A nivel experimental, ha sido demostrado que este farmaco produce mayor
toxicidad gastrica en comparacion con otros AINEs (Takeuchi et al., 2005); Por
su parte, Yamada y colaboradores en 1993 evidenciaron que la administracion
aguda por via subcutanea con una dosis de 7.5 mg/kg de indometacina en ratas
Sprague-Dawley produjo inflamacién y dlceras en la mucosa gastrointestinal, y
existe un engrosamiento del intestino delgado y del mesenterio, adherencias y

obstrucciones e inflamacion granulomatosa transmural, estas lesiones comparten
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caracteristicas, clinicas, histoldgicas y patofisioldgicas con la enfermedad de
Crohn, correlacionando a nivel clinico la inflamacion gastroentérica que se
produce en aproximadamente el 70% de los pacientes que reciben una terapia
durante 6 meses con AINEs e incluso esta inflamacion intestinal persiste hasta

16 meses después de la interrupcion del tratamiento.

En el modelo experimental de dafio gastrico con la indometacina, las dosis mas
utilizadas por varios autores es de 30 mg/kg p.o, en la cual se ha evaluado el efecto
gastroprotector de diversos compuestos (Bhargava et al., 1973; Al Moutaery, 2003;
Gurbuz y Yesilada, 2007), en este trabajo se emple6 esta dosis para evaluar el efecto

gastroprotector de la curcumina.

Como fue descrito en los resultados, la curcumina protegié a nivel macroscépico el
dafio gastrico inducido por la indometacina, estos resultados se suman a lo reportado
por Thong-Ngam y colaboradores en 2012, en ese trabajo la curcumina disminuyo de
manera significativa los niveles de ICAM-1 y TNF-a en suero, lo que llevd a una
disminucién de la inflamacion y de la adhesion de los leucocitos al endotelio, procesos
inducidos por la administracion de la indometacina. La evidencia experimental sugiere
gue el dafio géastrico que produce la indometacina, en parte, es un proceso dependiente
de neutrdfilos (leucocito polimorfonuclear) en el que hay un incremento significativo en
la adhesién de neutréfilos al endotelio vascular, mecanismo dependiente de la
expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 que se expresa en el endotelio, esta
molécula juega un papel importante en la reaccion inflamatoria y promueve la
migracion transendotelial de los leucocitos a los sitios de inflamacion; por lo tanto, en
ese estudio, la curcumina previno el dafio gastrico inducido por la indometacina al
mejorar la microcirculacion gastrica. A diferencia de nuestros resultados, la curcumina
previene el dafio gastrico inducido por la indometacina de manera dependiente de la
participacion del NO y los canales de Karp, estos Ultimos producen relajacion de la
células del muasculo liso vascular, lo que sugiere que existe un aumento del flujo
sanguineo en el tracto gastrointestinal que conduce a una adecuada perfusién vascular,
permitiendo una rapida restitucién del epitelio superficial dafiado por la indometacina,

tomando en consideracion que este ultimo farmaco disminuye el flujo sanguineo
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gastrico (componente de la defensa de la mucosa gastrica que es alterado después de

la administracion de los AINES).

Por otro lado, la evidencia experimental demuestra que las lesiones gastricas inducidas
por la indometacina son causadas por una disminucion de la sintesis de PGs (Kushima
et al., 2007), estos eicosanoides son producidos en respuesta a varios mecanismos
extrinsecos y se conoce que su efecto gastroprotector se debe a la regulacion de
factores que participan en la defensa de la mucosa gastrica (Motilva et al., 2005) como:
regulacion de la secrecion de moco y bicarbonato, mantenimiento del flujo sanguineo
mucosal, ademas de inhibir la adherencia de leucocitos al endotelio (Atay et al., 2000),
existiendo una correlacion entre el tiempo y la dosis de los AINEs para suprimir dicha
sintesis (Whittle, 1981; Lanza, 1989). Estudios realizados por Wallace y McKnight en
1990, demostraron que la disminucion de la sintesis de prostaglandinas ocurre en un
intervalo de tiempo de 15-60 min después de la administracion i.p de dosis de 5 mg/kg
de indometacina y de 10 mg/kg de naproxeno en ratas, tiempo necesario en el que se
van desarrollando las lesiones gastricas, observandose mayor area de lesion formada a

las 3 h después de la administracion de la indometacina (Souza et al., 2008).

Debido a que la inhibicion de la sintesis de PGs es uno de los mecanismos de mayor
importancia en la gastropatia inducida por la indometacina, este hecho llevo a pensar
que posiblemente las PGs estaban participando en el efecto gastroprotector de la
curcumina. Nuestros resultados confirman que el mecanismo de dafio gastrico
producido por la indometacina es debido a la inhibicion de la sintesis de PGE: en el
tejido gastrico. Los niveles de PGE: determinados en el tejido gastrico después de la
administracion de 30 mg/kg p.o de indometacina (9.40+1.13 ng/g) son similares a los
valores reportados por Pineda-Pefia y colaboradores en 2012, cuyos valores son de
6.0620.6 ng/g después de la administracién de la misma dosis y via de administracion
de este farmaco. Nuestros resultados también son equivalentes a los datos publicados
por Santos y colaboradores en 2005, en donde la administracion de 20 mg/kg p.o de
indometacina en la rata produce un 70% de inhibicion del nivel de PGE: en el tejido
gastrico, mientras que en este trabajo la indometacina produjo un 80% de inhibicién de

PGE: en el tejido gastrico de la rata comparado con el grupo testigo.
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Sin embargo, el mecanismo gastroprotector de la curcumina no esta relacionado con el
mantenimiento del nivel de PGE: en el tejido gastrico, debido a que la administracion de
la curcumina sola disminuye de manera significativa dichos niveles, este evento se
confirma ya que al pre-tratar a las ratas con curcumina, esta Ultima no es capaz de
revertir la disminucion de PGs suprimidas por la indometacina. En la literatura no
existen reportes del nivel de PGs en el estbmago después de la administracion de la
curcumina, pero este resultado en parte podria explicarse de acuerdo con estudios que
demuestran que la curcumina inhibe a nivel transcripcional, la expresion de COX-2
reduciendo la produccion de prostanoides en las células epiteliales gastricas (Jagetia y
Aggarwa, 2007), dicho evento ocurre a través de la inhibicién de la activacion del factor
nuclear NF-kB, el cual es necesario para la expresion de la COX-2, las citocinas pro-
inflamatorias y los factores tumorales, este mecanismo esta mediado por la supresion
de la activacion de la cinasa de IkBa, la cual es esencial para la activacion del factor
nuclear (Plummer et al.,, 1999). Con estos resultados, se sugiere que la curcumina
posiblemente esté inhibiendo la sintesis de PGE2 que se produce por la accion de
COX-2, mientras que COX-1 se encontraria libre para producir PGs de manera
constitutiva en el estobmago, este hecho podria explicar que la curcumina sola
disminuyé en un 58% el nivel de PGE2, de tal manera que, la enzima COX-1 se
encuentra expresada constitutivamente en tejido gastrico, mientras que la COX-2 se
expresa en respuesta a estimulos inflamatorios y que es necesaria la inhibicién de
ambas isoformas para producir dafio, se podria atribuir a este hecho, el que la

curcumina por si sola no produjo dafio gastrico.

Por otro lado, como fue mencionado anteriormente, la curcumina no restaura los niveles
de PGs que disminuye la indometacina, lo que indica que el mecanismo gastroprotector

de la curcumina es independiente de la participacion de PGE:2 en el tejido gastrico.

En nuestro proposito por elucidar el efecto gastroprotector de la curcumina en el dafio
gastrico producido por la indometacina, se plante6 la idea de la intervencion de los
canales de Katp, bajo la hipotesis que después de la administracion de los AINEs,
inicialmente existe un deterioro bioguimico en el desacoplamiento de la fosforilacién

oxidativa y/o la inhibicién del transporte de electrones de la cadena respiratoria, lo que
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resulta en una disminucién del ADP. Sobre la base de la histologia, la contraccion
muscular de la submucosa produce una disminucion del flujo sanguineo gastrico
(Rainsford, 1983), y la oclusién microvascular (Anthony, et al., 1995) entre los primeros
estadios tempranos de la generacion de lesiones, lo que da pie a la infiltracion de
neutrofilos (Somasundaram, et a.l, 1995), ademas de que existe una hiperacidez e

hipercontractilidad trayendo consigo una susceptibilidad al dafio gastrico.

Por otro lado, la participacion de los canales de Katp en el efecto antinociceptivo de la
curcumina ha sido descrita recientemente (De Paz-Campos et al., 2012), antecedente
que llevd a pensar que posiblemente estos canales podrian estar participando en el
efecto gastroprotector de la curcumina, afiadiendo el hecho que investigaciones
recientes han descrito la activacion de estos canales en la gastroproteccion (Peskar et
al., 2002; Gomes et al., 2006). Ademas de ello, diversos autores han demostrado una
disminucién significativa del dafio gastrico producida por algunos abridores de canales
de Katp, como: cromakalim (Goswami et al., 1997), diazéxido (Toroudi et al., 1999) y
nicorandil (Patel et al., 2001).

Toroudi y colaboradores en 1999, al dar un pre-tratamiento con diazéxido con dosis de
5, 15 y 45 mg/kg i.p y posteriormente inducir el dafio géastrico con 30 mg/kg de
indometacina s.c, demuestran que el diaz6xido de manera dependiente de la dosis
previene el dafio gastrico producido por la indometacina. Por el contrario, el pre-
tratamiento de la glibenclamida con dosis de 2 y 6 mg/kg i.p, aumenta de manera
significativa el dafio gastrico producido por la indometacina. Estos autores concluyen
que los canales de Katp juegan un papel importante en la fisiopatologia de las Ulceras
gastricas a través de una accion periférica en el flujo sanguineo en la mucosa y

submucosa del estbmago.

En el musculo liso vascular (MLV), los canales de Karp desempefian un papel
importante en la regulacion del tono muscular y la vasorelajacion en condiciones de
hipoxia (Miura et al., 2003). En este estudio, el pre-tratamiento con glibenclamida, un
bloqueador de canales de Karp disminuyd0 de manera significativa el efecto
gastroprotector de la curcumina; este resultado evidencia la participacion de estos

canales en dicho efecto gastroprotector. En la literatura ha sido documentado que la
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adicion de sulfonilureas (glibenclamida o glipizida) conduce a una inhibicion de la
actividad de los canales Kartp y por lo tanto, a una despolarizacion de la membrana
plasmatica, lo cual produce la apertura del canal de calcio dependiente de voltaje (Cav)
y un aumento de la afluencia de Ca?*, lo que resulta en un incremento del calcio
intracelular que facilita la contraccion del MLV. Por el contrario, la apertura de estos
canales produce una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica provocando el cierre
de canales de Cav y con ello una disminucién de Ca?* intracelular y facilitando la
relajacion del MLV (Gollasch et al., 1996; Jackson, 2005). La importancia de la
activacion de los canales Katp en el musculo liso Gl se debe a que dicha activacion
genera un aumento del flujo sanguineo, por lo tanto, una adecuada perfusion vascular
permitiendo una rapida restitucion del epitelio superficial dafiado, contribuyendo de esta
manera a la gastroproteccion, mecanismo que explicaria el efecto gastroprotector de la

curcumina.

Se ha demostrado que el NO y GMPc pueden activar diferentes tipos de canales de K*,
entre ellos canales de Karp (Archer et al., 1994; Bolotina et al., 1994; Carrier et al.,
1997). Polte y colaboradores, 1997 reportaron que la via NO/GMPc protege a las
células endoteliales contra el dafio celular en varios tejidos; Santos y colaboradores,
2005 demostraron que el sildenafil, via activacion de mecanismos dependientes de NO,
previno la gastropatia inducida por la indometacina a través de la reduccion de la
adherencia de los leucocitos al endotelio y manteniendo el flujo sanguineo en la
mucosa gastrica. Por su parte, Medeiros y colaboradores, 2008 profundizaron en el
mecanismo gastropotector de sildenafil, y reportaron la participaciéon de la via
NO/GMPc/Katp. De la misma manera, la activacion de este mecanismo fue descrita en
el efecto gastroprotector de la carbenoxolona un farmaco antiinflamatorio y antiulceroso
(Chavez Pifia et al., 2011).

En este trabajo, la administracion previa de L-NAME, un inhibidor de la sintasa de 6xido
nitrico reduce de manera significativa el efecto gastroprotector de la curcumina, este
efecto se correlaciona con los niveles de nitritos (como un indicador de NO) en el tejido

gastrico.
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Ademas, nuestros resultados demostraron una reduccion marcada de los niveles de
nitritos en el grupo tratado con indometacina, resultados consistentes con lo que
reportaron Polat y colaboradores en 2010, en el que tras la administracion de 25 mg/kg
p.o de indometacina, este farmaco disminuye de 60 a 20 uM/g los niveles de nitritos en
el tejido gastrico, mientras que en nuestro trabajo, la indometacina redujo los niveles de
nitritos de 87+6.9 a 57+3.07 uM/g de tejido. Este resultado se atribuye a la capacidad
de la indometacina para regular a la alta la expresion de endotelina-1, lo que conduce a
una disminucion de la produccion de NO en la mucosa gastrica (Slomiany y Slomiany,
2000).

Por otra parte, los niveles de nitritos se incrementaron en las ratas pre-tratadas con
curcumina sin sobrepasar los niveles basales de nitritos (74.846.2 vs. 87+6.9 uM/g de
tejido) en el tejido gastrico. Este hecho es relevante, ya que descarta la posibilidad de
gue un aumento de los nitritos en la sangre de como resultado que el NO produzca
dafio a otro nivel como en el sistema cardiovascular; ya que este mediador gaseoso
regula procesos fisiolégicos tales como el control de la presion arterial ejerciendo un
efecto hipotensor, sin embargo, a pesar de que la presion arterial no fue determinada
en las ratas tratadas, la curcumina no produciria este efecto adverso debido a que el

aumento de los niveles de nitritos son similares a los valores basales.

El efecto de la curcumina sobre la produccién del NO en nuestros resultados
contrarrestan con los resultados reportados por De Paz Campos y colaboradores, 2012
debido a que en ese trabajo el L-NAME no revierte el efecto antinociceptivo de la
curcumina en el modelo de dolor inducido por la formalina a diferencia de que en este

trabajo el L-NAME revierte el efecto gastroprotector de la curcumina.

De acuerdo a los resultados, se sugiere la participacion de la via NO-Katp en el
mecanismo protector de la curcumina, este hallazgo lleva a proponer la participacion de
la via NO-GMPc- Katp en este mecanismo de gastroproteccion, debido a que el NO
activa a la enzima guanilato ciclasa soluble (CGs) incrementando con ello los niveles de
GMPc en varios tejidos describiéndose que este Ultimo segundo mensajero promueve

la activacion de los canales de Kate (Medeiros et al., 2008).
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También, existe la posibilidad de la participacion del H2S en la modulacién de la
apertura de los canales de Kartp, debido a que este mediador gaseoso comparte
funciones vasodilatadoras con el NO (Wang, 2002), ademas que estudios recientes han
mostrado que el H2S participa en el mantenimiento de la integridad de la mucosay en la

regulacion del flujo sanguineo (Fiorucci et al., 2006).

Con los resultados obtenidos en esta investigacion, se concluye lo siguiente:

8. CONCLUSIONES

1. La curcumina ejerce un efecto gastroprotector significativo en el dafio gastrico
producido por la indometacina en la rata.

2. El mecanismo gastroprotector de la curcumina es independiente de la sintesis de
las PGs en el tejido géstrico. Este efecto no parece estar mediado por una
interferencia con el efecto inhibidor de la COX por parte de la indometacina,
debido a que la curcumina no restaura los niveles de PGs tras la administracion

de la indometacina.
3. Los canales de Katp participan en el efecto gastroprotector de la curcumina.

4. La sintesis de 6xido nitrico estd involucrada en el efecto gastroprotector de la
curcumina, lo que sugiere la participacion de la via NO-GMPc-Kartp.
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9. PERSPECTIVAS

Nuestros resultados sugieren la participacion de la via NO-Katp en el mecanismo
gastroprotector de la curcumina. Sin embargo, no se puede descartar la participacion de

otros mecanismos como son:

1. La participacion de Hz2S en el efecto gastroprotector de la curcumina, debido a

gue dicho mediador gaseoso participa en la activacion de los canales de Kartp.

2. Es probable una accién directa de la curcumina sobre la activacion del canal de

KaTp.

3. La curcumina podria activar la enzima guanilato ciclasa particulada que se
encuentra en la membrana celular, evento que lleve a la sefalizacion de los

segundos mensajeros y la activacion de los canales de Kartp.

4. La activacion de los receptores involucrando la participacion de las proteinas G

gue abren los canales de Katr.

5. La disminucion de la secrecion del acido clorhidrico por interferencia con la

histamina, colecistoquinina y acetilcolina.

6. La curcumina podria inhibir la bomba de protones produciendo una disminucién

directa de la secrecion acida.
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