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1. RESUMEN
Introduccion

El dolor es una experiencia fisica y emocional que tiene una funcidon de alarma y
proteccion del cuerpo, pero bajo ciertas circunstancias, especialmente en condiciones
cronicas pierde su funcién y se convierte en una enfermedad. El dolor crénico disminuye
la calidad de vida de quien lo padece y produce importantes pérdidas econdmicas, por lo

que siempre debe ser tratado.

Los anti-inflamatorios no esteroidales (AINEs) son farmacos ampliamente usados en el
control del dolor, sin embargo producen efectos adversos, resaltando en este sentido las
alteraciones gastrointestinales, que limitan su uso clinico a largo plazo y en algunos
grupos poblacionales. Lo anteriormente expuesto resalta la necesidad de contar con
analgésicos eficaces y seguros a largo plazo, en este contexto, la curcumina se perfila
como una alternativa real, aun cuando sus mecanismos de antinocicepcién no se han

esclarecido por completo y su baja biodisponibilidad oral limita su uso en la clinica.
Material y métodos

Para investigar la participaciéon de la via Oxido nitrico-GMP ciclico-Canales de potasio
dependientes de ATP (ON-GMP. —canales K* atp) en la actividad antinociceptiva de la
curcumina se usaron ratas sometidas a la prueba de formalina al 1%, que permite evaluar
la nocicepcidn generada por un estimulo moderado y continuo resultado de dafo tisular

semejante al dafo clinico.

Por otro lado, también se utilizé el método del isobolograma para conocer el tipo de
interaccidon farmacoldgica en la actividad antinociceptiva entre la curcumina y diversos
AINEs como diclofenaco e indometacina. Finalmente, en otra serie de experimentos se
indagd sobre el impacto de la curcumina en la disminucién del dafio generado a nivel

gastrico e intestinal por los AINEs.




Resultados

En el presente trabajo encontramos que existe una participacién de los canales K* arpen la
actividad analgésica de la curcumina, no asi de la via ON-cGMP; se discuten y proponen
posibles mecanismos de activaciéon de dichos canales. Los resultados isobolograficos
indicaron que la interaccidon farmacolégica nociceptiva entre la curcumina y los AINEs es
de sinergia, lo que permite utilizar dosis mds bajas de AINEs con la subsecuente
disminucion en la presentacion de ulceras gastrointestinales, aumentando la actividad
antinociceptiva. Esta sinergia, también brinda a la curcumina un aumento en su potencia
lo que podria considerarse un enfoque novedoso para resolver la limitante de la baja
biodisponibilidad de este farmaco.

Por ultimo, se demostrd que la curcumina es capaz de disminuir el dafio gastrico generado
por la indometacina pero no por el diclofenaco, mientras que a nivel intestinal la
curcumina nuevamente se muestra mas eficaz para evitar el dafio generado por
indometacina, lo que pone de manifiesto la existencia de mecanismos diferentes en la

generacion de ulceras gastrointestinales por los diversos AINEs.
Conclusiones

En conclusidn el presente trabajo contribuye a dilucidar los mecanismos analgésicos de la

curcumina y pone de manifiesto la conveniencia de su uso en conjunto con AINEs.




2. ABSTRACT
Introduction

Pain is a common experience that has an alarm function and protect the body, but under
certain circumstances the pain loses its function and becomes a disease, especially in
chronic conditions, reducing the quality of life of the sufferer and producing significant
economic losses. The anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are drugs widely used in pain
management, but adverse effects, emphasizing in this regard the gastrointestinal
disorders, limit their long-term and clinical use in some population groups. The need for
safe and effective analgesic long-term has done is to investigate new drugs with those
characteristics, in this context, the curcumin is emerging as a real alternative, however its
mechanisms of antinociception, though it is believed to be multimodal, not yet completely

clarified.
Material and methods

In this paper we use rats in the formalin test 1 %, which allows to evaluate the
nociception generated by a stimulus moderate and continuous result of tissue damage
similar to clinical pain, to investigate the role played by the via ON-cGMP - K * atp channels

in antinociceptive activity of curcumin.

Furthermore, the drug interaction between antinociceptive activity of curcumin and
various NSAIDs such as diclofenac and indomethacin was also investigated. In another
series of experiments we search the impact of curcumin in reducing the gastric and

intestinal damage caused by diclofenac and indomethacin.
Results

The results, while unexpected, are interesting to demonstrate the participation of the
K + ATP channels, but not the way ON-cGMP in the analgesic activity of curcumin, in this

work we discuss and propose possible mechanisms of activation of these channels.




Drug interaction in the antinociceptive activity between NSAIDs and curcumin turned out
to be synergy, allowing use lower doses of NSAIDs with the subsequent reduction in the
presentation of gastrointestinal ulcers, increasing the antinociceptive activity. This sinergy,
also provides an increase in the curcumin potency what could be considered a novel

approach to resolve the limitation of the low bioavailability of this drug.

Finally, we demonstrated that curcumin is able to reduce the gastric damage generated by
indomethacin but not by diclofenac, while at the intestinal level curcumin again shown
more effective to prevent the damage generated by indomethacin, which shows the

existence of different mechanisms in the generation of gastrointestinal ulcers by NSAIDs.
Conclusions

In conclusion, the present study contribute to elucidate mechanisms of curcumin

analgesics and highlights the potential for their use in conjunction with NSAIDs.




3. INTRODUCCION

3.1 Dolor
3.1.1 Generalidades

El dolor, es un mecanismo de alarma mediante el cual el organismo reacciona ante un
estimulo nocivo, retirando la zona expuesta; tiene también una funcion de proteccién al
minimizar el movimiento y contacto de la regién lesionada favoreciendo la recuperacién
(Julius y Basbaum, 2001). La Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP por
sus siglas en inglés) lo define como una experiencia sensorial (componente objetivo) y
emocional (componente subjetivo) desagradable, asociada o no con dafio tisular presente

o potencial, o descrito en términos de tal daio (Kelly et al., 2001).

Pese a que el dolor es necesario para la supervivencia y la conservacion de la integridad
del organismo, algunas veces atenta en contra de la calidad de vida de quien lo padece, en
especial cuando se torna persistente, ya que genera ansiedad, depresién e incapacidad
trascendiendo la esfera individual para convertirse en un problema de salud publica con

importantes implicaciones socio-econdmicas.
3.1.2 Fisiopatologia

La nocicepcion es el proceso neuronal mediante el que se codifican y procesan los
estimulos potencialmente dafiinos a los tejidos (Loeser y Treede, 2008), dicho de otra
forma, es la actividad aferente producida en el sistema nervioso central y periférico por
los estimulos que tienen el potencial para dafiar los tejidos. La nocicepcidn activa diversas
respuestas autonomas que conducen a la experiencia del dolor en los seres vivos que
tienen un sistema nervioso. Los mecanismos que conforman la nocicepciéon son:

transduccidn, conduccidn, transmisidn, proyeccién, percepcién y modulacién.




3.1.2.1 Transduccidn

Es la conversion de los estimulos nocivos (puncién, presidn, gradientes de temperatura,
luz, etc.) en sefiales eléctricas por los nociceptores que se localizan en las terminaciones
nerviosas de las fibras aferentes primarias. Los nociceptores se caracterizan por tener un
umbral de excitacién alto que los distingue de otras fibras nerviosas sensitivas (Woolf,
2004). Ademas, la mayoria de ellos responde a estimulos quimicos, mecdanicos y de
temperatura, por lo que son considerados polimodales (Yunjong et al., 2005).
Recientemente se han identificado plenamente los canales idnicos expresados en las
terminales axonales sensoriales y en el soma, relacionados con la transducciéon de
estimulos nociceptivos a potenciales eléctricos (Tabla 1). Las corrientes idnicas entrantes
o salientes que se generan al activarse los canales iénicos, producen una despolarizacién
de la membrana con el subsecuente incremento en la excitabilidad neuronal (Yunjong et
al., 2005). En condiciones patoldgicas, la inflamacion es capaz de activar varios tipos de

canales iénicos (Yunjong et al., 2005).




Canal ionico

Efecto de la activacion/sensibilidad

Corriente idnica

Na* -Generacion del potencial de accidn. Entrada masiva del ion
-Relacionados con la generacion y mantenimiento del sodio
dolor neuropatico.
Ca%* -Liberacién de neurotransmisores (sustancia P y PRGC) Incremento de las
-Expresion de genes concentraciones
-Despolarizacion neural intracelulares de Ca?*
K* -Estabilizacion de la membrana al producir Corriente de salida de K*
hiperpolarizacion.
RPTV1 Sensibles a capsaicina, calor (> 43 °C), acido, productos de Flujos de entrada de
las prostaglandinas (12-HPETE) cationes no selectivos
RPTV2 Sensibles a calor (> 52°C) Flujos de entrada de
cationes no selectivos
RPTV3 Sensibles a temperaturas medias (31°C). Flujos de entrada de
cationes no selectivos
RPTV4 Sensor de hipotonicidad, temperatura media. Flujos de entrada de
Relevante en nocicepcidn térmica y mecanica cationes no selectivos
RPTM8 Sensor de frio (23-26°C) y de agentes “refrescantes” como Flujos de entrada de
el mentol cationes no selectivos
RPTA1 Sensor de frio (< 17 °C) Flujos de entrada de
Interviene en la mecanotransduccidn cationes no selectivos
CISA Sensible al acido extracelular Flujos de entrada de
cationes no selectivos
P2X Sensible a ATP Flujos de entrada de
Relacionado con dolor neuropatico cationes no selectivos
R-5HT3 Sensible a serotonina Flujos de entrada de

Relacionado con dolor neuropatico

cationes no selectivos

Tabla 1. Canales idnicos expresados en las neuronas sensoriales implicados en la nocicepcion. RPT Receptor
de potencial transitorio ; RPTV Receptor de potencial transitorio relacionado con los receptores vaniloides;
CISA canal idnico sensor de 4cido; P2X receptor purinérgico subtipo X; PRGC Péptido relacionado al gen de la
calcitonina.

Se sabe que algunos nociceptores son capaces de sintetizar, almacenar y liberar

neurotransmisores como la neurocinina A, sustancia P, péptido relacionado con el gen de




la calcitonina (PRGC) y glutamato. Por lo tanto, la sensibilizacion de los nociceptores
proviene en parte del propio nociceptor, fendmeno conocido como inflamacién
neuropatica, que también es capaz de estimular a células no neurales (plaquetas,
neutréfilos, mastocitos, fibroblastos) que se encuentran en el sitio dafiado (Zhang vy
Strong, 2008).

Existe una serie de mediadores quimicos que modulan positivamente la actividad de los

nociceptores (Tabla 2.) conformando la llamada “sopa inflamatoria” (Rang et al., 2004):

Induccion de

Sustancia Fuente Enzima implicada
dolor

Potasio células dafadas - ++

. . triptéfano
Serotonina trombocitos . . ++

hidroxilasa

Bradiquinina kinindgeno (plasma) kalikreina +++
Histamina mastocitos +
ATP células dafadas --- +

e células dafiadas / células 4
inflamatorias

acido araquiddnico

. " ciclooxigenasa +/-
(células danadas) & /

Prostaglandinas

acido araquiddnico

I . /-
(células danadas) Slpeenzanes /

Leucotrienos

. terminaciones libres de
Sustancia P . ) . == +/-
aferencias primarias

terminaciones libres de
PRGC ) N e
aferencias primarias

Tabla 2. Principales sustancias algégenas que estimulan a los nociceptores (Rang et al., 2004)




3.1.2.2 Conduccidn

La conduccién se define como el paso de potenciales de accion de las terminaciones

periféricas a través de los axones hacia los nociceptores centrales terminales en el sistema

nervioso central (Torres-Huerta y Tenopala-Villegas, 2009).

Las fibras aferentes primarias pueden ser de dos tipos (Julius y Basbaum, 2001):

X/
L X4

Fibras Ab: Se hallan ligeramente mielinizadas, 25% del total de estas fibras tienen
la capacidad para transmitir impulsos nociceptivos y lo hacen en un rango de
velocidad de 5-30 m/s. son de mediano diametro (3mm) y en el dolor somatico son
las encargadas del dolor primario, de apariciéon inmediata y bien localizado. Estan

relacionadas a nociceptores mecanicos de alto umbral y los mecanotérmicos.

Fibras C: del total de estas fibras, el 50% estan capacitadas para transmitir
informacidén nociceptiva, son pequefias (1mm), no mielinizadas, y son responsables
del dolor secundario somatico y del dolor visceral de caracteristicas quemantes y
de ubicacion difusa. Su velocidad de transmision es de 0.5 a 2 m/s. Se asocian a
nociceptores denominados polimodales, en virtud que responden a estimulos
nocivos térmicos, eléctricos, mecanicos y/o quimicos. Algunas de estas fibras
estan capacitadas para liberar mediadores como sustancia P, PRGC y neurocinina
A, tanto en las terminaciones periféricas como en las centrales, desempeiiando

una funcién importante en el origen del dolor.

3.1.2.3 Transmision

La transmisidn es la transferencia sinaptica y modulacién del potencial de entrada de una

neurona a otra (Torres-Huerta y Tenopala-Villegas, 2009).

Las fibras aferentes primarias llegan a la médula espinal (Figura 1), que es el punto donde

la informacidon nociceptiva puede tomar dos rumbos: es conducida a los centros




superiores para su interpretacion como dolor o es inhibida por los sistemas descendentes

(Rang et al., 2004).

Mecanorreceptor, —  FIBRAS A-B

Mecanorreceptor
FIBRAS A-6
Nociceptor
Nociceptor
Termorreceptor FIBRAS C
Mecanorreceptor

Figura 1. Terminacién de las fibras aferentes en el asta posterior de la médula espinal (Rang et al., 2004)

Las fibras nociceptoras hacen sinapsis con neuronas que se encuentran en la sustancia gris
de la médula espinal, la cual, se divide en laminas (ldminas de Rexed) de la | a la X, las mas
importantes con respecto a la conduccion de la informacidn nociceptiva son las laminas |,
Iy V que se hallan en el asta dorsal (Woolf, 2004). Las terminales centrales del nociceptor
basicamente expresan los mismos receptores que en la terminal periférica (Basbaum vy
Woolf, 1999). El glutamato juega un papel preponderante como neurotransmisor de la
informacién nociceptiva a nivel central, en general, sus acciones se producen al actuar

sobre cuatro receptores (Rang et al., 2004):

+* N-metil-D-aspartato (NMDA): también sensible a otro aminoacido excitador, el

aspartato, se encuentra a nivel posinaptico y mediante un mecanismo efector de




canal de cationes controlado por ligando con cinética lenta y alta permeabilidad de
Ca?*, generan potenciales postsinapticos excitadores lentos.

** a-amino-3-hidroxi-5-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproionato (AMPA): Ubicados
ampliamente a nivel postsindptico actia mediante un canal de cationes controlado
por ligando. Es de cinética rdpida y se encargan de la transmisién rdpida de la
informacién nociceptiva.

4+ Kainato: Tienen ubicacion tanto presinaptica como postsindptica, aunque no son
tan numerosos. Actian mediante un canal de cationes controlado por ligando de
cinética rapida y baja permeabilidad de Ca?". Generan transmision rapida de la
informacién nociceptiva.

< Metabotropos: Existen tanto a nivel presindptico como postsindptico, su
mecanismo efector es acoplado a proteina G (formacion de trifosfato de inositol y

liberacion de Ca?*. Su accién no es de transmision sino de modulacién sindptica.

En general, se considera que las terminaciones de las fibras nerviosas del dolor tipo Ad
secretan glutamato a nivel de la médula espinal, generando una conduccién rapida de la
informacién nociceptiva, mientras que las fibras de tipo C, aparte de producir glutamato,
producen también péptidos como el PRGC, sustancia P responsables del dolor tardio
(Guyton y Hall, 2001). Estos neurotransmisores producen una excitaciéon de las neuronas
de segundo orden incrementando el Ca?* intracelular lo que desencadena activacién de la
fosfolipasa A;, SON y diferentes cinasas. Existe evidencia de la presencia constitutiva de la
COX-2 a este nivel, sin embargo su actividad funcional se altera en forma importante por
diferentes eventos sindpticos. Las PGs y el ON son de esta manera formados y liberados,
estos agentes difunden extracelularmente vy facilitan Ila liberacion de mas
neurotransmisores como el glutamato y la sustancia P de las fibras aferentes nociceptivas,
ya sea por una accidn celular directa, como en el caso de ON o mediante interaccidon con

receptores especificos (receptores a prostaglandinas) (Wilcox y Seybold, 1997).




3.1.2.4 Proyeccidn

Después de la integraciéon en el asta dorsal de la médula espinal, la informacidn
nociceptiva se conduce, via las neuronas de proyeccidn, a centros superiores en el
cerebro. Desde el punto de vista neuroanatémico, hay dos tipos de vias ascendentes
(Millan, 1999):

a) Las vias monosindpticas. Se proyectan directamente hacia los centros nerviosos

superiores. Forman parte de este grupo los tractos:

* espinotalamico

* trigeminotaldamico

* espinorreticular

* espinomesencefalico
* espinoparabraquiales

* espinohipotaldmico.

Por su relevancia en la transmisién de impulsos nociceptivos destaca el tracto
espinotalamico y espinohipotalamico. El espinorreticular, probablemente esté involucrado
en los aspectos emocionales del dolor (Millan, 1999).

El tracto espinotalamico se origina a partir de las neuronas medulares de las laminas I, V,
VIl y VIII. Las neuronas que se encuentran en este tracto se dividen en neuronas que se
proyectan hacia el tdlamo lateral, involucradas en los aspectos sensoriales y
discriminativos del dolor y neuronas que se proyectan hacia el tdlamo medial,
relacionadas con las respuestas reflejas autonomas, el estado de excitacidon y aspectos
emocionales del dolor (Millan, 1999).

b) Las vias polisindpticas. La diferencia entre las vias polisinapticas con las monosinapticas
es que tienen una estacién de relevo en su acceso a centros superiores. Las dos rutas
polisindpticas que lo integran son la via espino-cervical, la cual proyecta al nucleo lateral
cervical a nivel de la C2-C3 y la via de la columna dorsal postsindptica, la cual proyecta al

nucleo cuneiforme y gracil de la columna dorsal (Millan, 1999).

——
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3.1.2.5 Percepcidn

La integracién y ulterior proceso del estimulo doloroso, se lleva a cabo en los centros

supraespinales que se encuentran constituidos por (Woolf, 2004):

-Formacién reticular. Mediador en funciones motoras, sensitivas y autondmicas,
involucrado con impulsos de aversion y aspectos afectivo-emocionales del dolor.

-Talamo. Hace conscientes los estimulos cutdneos finos relacionados con dolor.
Importante funcién discriminativa de dolor (diferencia entre quemadura, parestesias y
cambios térmicos). Actla como centro de relevo para los estimulos nociceptivos
aferentes.

-Hipotdlamo. Integra y regula la respuesta neuroenddcrina y del sistema nervioso
auténomo, organiza la respuesta somatica y visceral por la presencia de dolor.

-Sistema limbico. Reacciones de estado animico y emocional.

-Corteza cerebral. Las d4reas somatosensoriales interpretan la informaciéon dolorosa,

importante en la discriminacidn y localizacién del dolor.

La percepcion del dolor es individual y contribuyen aspectos como la experiencia previa,

componentes afectivos, cognitivos y socioculturales.

3.1.2.6 Modulacién

Existen estructuras cerebrales que modulan el paso de la informacidén nociceptiva a nivel
del asta dorsal de la médula espinal a través de las vias descendentes que suprimen la
transmisidn nociceptiva. Las vias descendentes inhibitorias mdas estudiadas son la via
noradrenérgica proveniente del locus coeruleus que genera efectos antinociceptivos a
través de la estimulacién de los receptores adrenérgicos ay, la via serotoninérgica que se
origina del nucleo de rafé magno, desde el cual las neuronas que contienen serotonina y
encefalinas emiten proyecciones a la sustancia gelatinosa del asta posterior donde ejercen
una influencia inhibidora sobre la transmision. Por ultimo, la via dopaminérgica originada
de la sustancia gris compacta y del ndcleo paraventricular del hipotdlamo tiene la

capacidad de generar antinocicepcién estimulando receptores dopaminérgicos D; en la

——
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médula espinal, mientras que la activacion de receptores D1 produce nocicepcion (Loeser
y Melzack, 1999).

Las sustancias mediadoras neuroquimicas implicadas en la modulacién pueden ser
excitatorias al favorecer la transmisién nociceptiva como los neuropéptidos (Sustancia P,
PRGC, neurocinina A) con un inicio de accién lento y efecto mas prolongado y los
neurotransmisores (glutamato y aspartato) caracterizados por un inicio rapido de la accién
y corta duracién. Mientras que dentro de los neuromediadores inhibitorios destacan los
opiaceos enddgenos (encefalina, dinorfina, endorfina), somatostatina, noradrenalina,

serotonina y acido gamma amino butirico (GABA).
Teoria del control de la compuerta

La idea basica plantea que la continuidad del mensaje nociceptivo que debe ser relevado
en el asta dorsal medular, puede ser permitida o interrumpida gracias a la aplicacion
paralela de otros estimulos (no nocivos) , en particular aquellos que logren activar fibras
gruesas de conduccién mas rdpida que las fibras Ad Y C. Ademas, la entrada de aferencias
nociceptivas puede ser igualmente modulada por el aporte de las vias inhibitorias
descendentes. El balance final de todas estas influencias hace posible que las neuronas de
relevo que proyectan en sentido ascendente posean un tono particular de excitabilidad y

gue por ello permitan o no, la transmisién del mensaje nociceptivo.

Las células de la lamina Il del asta posterior (sustancia gelatinosa) son, en su mayor parte
interneuronas inhibitorias cortas que se proyectan a las laminas Il y V y que regulan la
transmisién en la primera sinapsis de la via nociceptiva, entre las fibras aferentes
primarias y las neuronas de transmisién del haz espinotalamico. La teoria de la compuerta
establecida por Melzack y Wall en 1965 propone que las células de la sustancia gelatinosa
responden tanto a la actividad de las fibras aferentes que entran en la médula como a la
actividad de las vias descendentes, asi, las neuronas inhibidoras descendentes o los
impulsos aferentes no nociceptivos activan a las neuronas inhibitorias de la sustancia
gelatinosa, mientras que los impulsos nociceptivos provocan su inhibicidn. Por otro lado,

una actividad persistente de las fibras nociceptivas facilitara la excitacion de las células de

——
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transmisidn por los impulsos tanto nociceptivos como no nociceptivos. La sensibilizacidon
de las terminaciones nerviosas nociceptivas periféricas y la facilitacion central de la
transmisién en el asta posterior y el tdlamo provocan que un estimulo nocivo leve
provoque una respuesta de mayor duracion e intensidad (hiperalgesia), los campos
receptivos aumentan de tal manera que se puede provocar dolor activando areas alejadas
del sitio de dafio (hiperalgesia secundaria) y el umbral de disparo de las neuronas se
reduce de tal manera que los estimulos de baja intensidad ahora provocan dolor (alodinia)

(Dickenson, 2002) (Figura 2).

Vias Neurona de
inhibitorias transmision
descendentes

O Vias aferentes
@ nociceptivas
(C/AS)
Sustancia
@ Gelatinosa ( )

Lo

+

Mecanorreceptores (AB)

Figura 2. Diagrama esquematico del sistema de control de compuerta del dolor (Dickenson, 2002).
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3.1.3 Via 6xido Nitrico-GMPc-Canales de potasio dependientes de ATP ( ON-GMPc-

Kate) y analgesia

3.1.3.1 Canales de potasio y antinocicepcion

Los canales de potasio neuronales generan una salida de este idn, con la consecuente
hiperpolarizacion de la célula y una disminucién en la transmisién del impulso nociceptivo.
En las neuronas, se han identificado cuatro familias de canales de potasio, con diferentes

estructuras, caracteristicas funcionales y sensibilidad farmacoldgica (Ocafia et al., 2004):

+» Dependientes de voltaje (Kvl a Kv12).

+»+» Dependientes de calcio (big, Bk; intermediate, Ik; small Sk).

L)

¢ Rectificacion interna (K1 a Kirz).

+»+ Dos poros.

El canal de potasio Kis, pertenece a la superfamilia de rectificacién interna y es también
llamado canal de potasio sensible a ATP (Kare) ya que la concentracién interna de ATP
genera cierre de los canales (Ocafia et al., 2004). Este canal estd situado en las neuronas

del sistema nervioso central (espinal y supraespinal) y periférico.

Numerosos estudios han demostrado que la apertura de estos canales juega un papel
importante en la antinocicepcién inducida por agonistas de receptores acoplados a
proteinas G como los receptores opioides uy 6, adrenorreceptores a;, receptores GABAg,
muscarinicos M3 adenosina Aj, serotonina 5-HT1a y receptores canabinoides. También se
ha encontrado que estos canales pueden ser abiertos por algunos antiinflamatorios no
esteroidales (AINES), antidepresivos triciclicos y algunos productos naturales (Ocafia et al.,

2004; Ortiz et al., 2002a).

Molecularmente el canal Karp esta conformado por un tetrdmero compuesto de cuatro
subunidades K, rodeado de cuatro subunidades de receptor sulfonilurea (SUR) (Figura
3). La subunidad SUR determina la especificidad y selectividad de los agonistas y
antagonistas de los canales Karp (Liu et al., 2001), su apertura se da por sustancias

enddgenas (neurotransmisores, hormonas y otros mediadores) produciendo un




mecanismo inhibitorio reconocido. Sin embargo también se han reconocido algunos
agentes exdgenos (pinacidil, minoxidil, nicorandil, cromalcalim, etc.) que disminuyen la
excitabilidad celular, debido a la hiperpolarizaciéon de las membranas celulares después de
la apertura de canales de K * (Lawson, 2000). La salida de los iones de K * por la apertura
de los canales es un mecanismo que utilizan las células para mantener o restablecer un
estado de reposo o para atenuar el nivel de los efectos de despolarizacién producido por
las corrientes de excitacion, constituyendo de esta forma, un medio fundamental para la
reversion fisioldgica o la prevencién de la actividad de despolarizacion de la membrana

(Lawson, 2000).

SUR.x Kir6.x
N TMDO TMD1 TMD2

Kir6.x

Figura 3. Estructura molecular de los canales K arr. Estdn compuestos por dos subunidades: una es un
receptor con alta afinidad a las Sulfonilureas (subunidad SUR) con tres dominios transmembrana (TMD) y
dos sitios de union a nucléotidos (NBF). La otra subunidad es un canal de potasio con rectificacion entrante
(subunidad Kirs ). Ambas subunidades se organizan en un octdmero donde cuatro subunidades del canal ki
forman el canal y se asocian a cuatro subunidades del receptor SUR que regulan dicho canal (Lawson 2000).

Otros canales de potasio cuya apertura también se ha vinculado con efectos
antinociceptivos son los canales Kis (a nivel espinal) y los dependientes de calcio Sk y BK

(Ocana et al., 2004; Ortiz et al., 2002a).




3.1.3.2 Via Oxido Nitrico-GMPc-Canales K arp

El 6xido nitrico se sintetiza a partir de L- arginina y O, molecular por la sintasa de éxido
nitrico (SON), existen dos clases de SON: formas inducibles (iSON), y constitutivas (cSON)
las cuales son continuamente producidas e incluyen dos isoformas, una sintetizada por
células endoteliales (eSON), presente también en plaquetas y otra producida por células
neuronales (nSON) (Mayer y Hemmens, 1997). Las formas constitutivas son activadas por
CA%*-Calmodulina y tienden a mediar respuestas celulares a través de receptores celulares
con una respuesta inmediata, mientras que la forma inducida es producida por células
inflamatorias como macrdfagos, neutréfilos y células de Kuppfer , después de su
exposicion a citocinas o lipopolisacdridos bacterianos. La produccién de ON por la iSON
requiere sintesis de nuevas proteinas, lo que se demora un periodo de algunas horas

(Moncada et al., 1991).

El ON es una molécula de sefializacidn clave en los sistemas nervioso, cardiovascular y
cumple una funcién en la defensa del huésped (Moncada et al., 1991). El ON es el
activador enddgeno de la guanilato ciclasa soluble (GCs) que se encuentra inmersa en el
citoplasma, ésta tiene un grupo hemo a donde se une el ON y es considerada el Unico
receptor conocido del ON (Ignarro, 1990). También existe la guanilato ciclasa particulada
(GCp), con siete isoformas distintas identificadas en los mamiferos (GCp-A a la GCp-G), la
cual se encuentra asociada a la membrana plasmatica. Las tres primeras isoformas tienen
ligandos conocidos: diferentes péptidos natriuréticos, enterotoxina termoestable
bacteriana y la guanilina; El resto de las GCp son receptores huérfanos ya que se
desconoce sus ligandos (Lucas et al., 2000).

La funcidon bioquimica que caracteriza a ambas guanilatos ciclasas, es la transformacion de
nucledtidos trifosfato (GTP) en nucledtidos monofosfato ciclicos (GMPc). La via de
transmisidon de sefiales que el GMPc emplea dentro de la célula no esta bien caracterizada
pero se han identificado protein Kinasas dependientes de GMPc (Lohmann et al., 1997) y
canales idnicos operados por GMPc (Zagota y Siegelbaum, 1996).

Los niveles de GMPc se regulan a nivel intracelular por la actuacién de las

fosfodiesterasas, que lo degradan rapidamente. De las siete familias conocidas de




fosfodiesterasas, tres son reguladas alostéricamente por GMPc y una es inhibida por la
unién de GMPc en su centro catalitico (Degerman et al., 1997).

El GMPc genera apertura de canales de potasio sensibles a ATP (Figura 4) con la
subsecuente salida de este ion e hiperpolarizaciéon de la célula. Se conoce también, que
algunos AINES (ketorolaco, diclofenaco y rofecoxib) asi como el opioide morfina inducen

antinocicepcion que involucra la via ON-GMPc (Ocafia et al., 2004).

Guanilato ciclasa
particulada
Oxido

o Guanilato ciclasa
nitrico

Péptido
soluble

natriurético

Figura 4. Via oxido Nitrico-GMPc Canales de potasio dependientes de ATP. Tanto la guanilato ciclasa
particulada, que se halla anclada en la membrana, como la guanilato ciclasa soluble en el citoplasma logran
abrir los canales por incremento en las concentraciones de GMPc .

3.1.4 Clasificacion del dolor

La clasificacién de dolor puede realizarse en base a diferentes caracteristicas (Ito et al.,

2001; Loeser y Melzack, 1999; Woolf et al., 1998).




Dependiendo de su duracién:

+»+ Dolor agudo: dura de segundos hasta dias, desaparece cuando remite la afeccion
que lo genera, existe una respuesta simpdtica y neuroenddcrina aumentada y
cumple una funcién de alarma e incapacidad funcional que favorece la
recuperacion. Puede tener dos origenes
= Postraumatico
= Perioperatorio
+» Dolor crénico: persiste por meses o afnos, algunos autores consideran que pasa a
ser crénico después de cuatro semanas. Este dolor persiste incluso, después de la
remisién de la patologia que lo generd. La respuesta simpdtica y neuroenddcrina
estan disminuidas, este dolor no cumple ninguna funcidn bioldgica y en él los
factores afectivos emocionales juegan un papel preponderante. Se puede
subdividir en:
» Dolor crénico no maligno: Incluye patologias como osteoartritis, artritis
reumatoide, fibromialgia, dolor lumbar, neuropatias de diferentes origenes
y cefaleas.
= Dolor crénico oncoldgico: Relacionado con procesos neoplasicos, varian en
cuanto a estadio de la enfermedad y tipo de tumor, considerandose mas
dolorosos los que afectan hueso, pancreas y estdmago; los linfomas o

leucemias causan menos dolor.
Dependiendo de su fisiologia:

¢+ Dolor nociceptivo: Se presenta a nivel somatico o visceral.
= Dolor fisiolégico: este dolor se origina por una estimulacién directa de los
receptores del dolor (nociceptores) por el agente nocivo.
= Dolor inflamatorio: es el resultado de una lesién tisular que produce
liberacion y produccién de mediadores quimicos, los cuales estimulan a los
nociceptores.

+»+ Dolor no nociceptivo:

——
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L X4

= Neuropatico: generado por una disfuncidon en el sistema nervioso que
involucra un incremento en la actividad aferente y un deterioro en la
inhibicidon segmentaria. Se presenta en ausencia de dafio tisular
concurrente y puede manifestarse en diferentes grados de intensidad
= Psicogénico: aparece cuando no es posible identificar un mecanismo
nociceptivo o neuropatico pero aparecen suficientes sintomas psicolégicos
que satisfacen los criterios de afeccion somatoforme .
Dolor mixto: coincidencia topografica y cronoldgica de mds de un sindrome

doloroso

Dependiendo de su localizacion:

*
L X4

Dolor somatico: Es producido por la activacion de los nociceptores en piel,
musculos, ligamentos, articulaciones y huesos. Es un dolor bien localizado, y tiene
dos componentes dependiendo de las fibras aferentes estimuladas; un
componente primario que se presenta rapido después de la lesién de cardacter
punzante vy un componente secundario retardado difuso que se encarga del

mantenimiento del estimulo doloroso.

Dolor visceral: esta ocasionado por la activacion de nociceptores mediante
infiltracidn, compresidn, distension, traccidn o isquemia de visceras pélvicas,
abdominales o toracicas. Se trata de un dolor difuso ya que se extiende a zonas
alejadas del érgano lesionado. Es descrito a menudo como profundo y opresivo, se
acompafia frecuentemente por una intensa respuesta refleja motora y autonémica
(nduseas, vomitos, sudoracién, taquicardia y aumento de la presién arterial). A

diferencia del dolor somatico no existe componente primario.

Dependiendo de su presentacion:

X/
°

Dolor continuo: perdura sin periodos de remision.

——
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% Dolor intermitente: aparece y después de un periodo de duracién variable tiene un

intervalo de remisién total para aparecer nuevamente.

DS

% Dolor subintrante: intercala periodos de dolor intenso e intolerable con periodos

de dolor moderado.
3.1.5 Tratamiento farmacoldgico del dolor

3.1.5.1 Generalidades

El alivio del dolor es considerado un derecho humano fundamental; para su correcto
manejo se debe identificar el tipo de dolor y determinar el grado que sufre cada paciente,

con la finalidad de implementar las medidas farmacolégicas y no farmacoldgicas mas

adecuadas.

Los fdrmacos comunmente usados en el manejo del dolor se mencionan en la Figura 5.

Anti-inflamatorios .
) Selectivos COX2
no esteroidales

Agonistas puros
Agonistas
parciales

Analgésicos

Opiaceos

Agonistas-
Antagonistas
Neuromoduladores
(Anticonvulsivos)

Antagonistas de
receptores NMDA
agonistas Alfa-2
adrenérgicos

Anestésicos locales

Figura 5. Opciones farmacoldgicas para el tratamiento del dolor.




3.1.5.2 Anti-inflamatorios No Esteroidales (AINEs)

Los AINEs, constituyen la herramienta clinica mas usada para el control del dolor y la
inflamacién, de hecho, se estima que son los farmacos mds prescritos anualmente a nivel
mundial (Tamblyn et al., 1997).

Los AINEs forman un grupo numeroso de farmacos que comparten acciones terapéuticas y
efectos adversos. No producen depresién respiratoria y no inducen tolerancia ni
dependencia fisica. Su eficacia analgésica es limitada (efecto techo) y no dependiente de
la dosis (el incremento de la dosis puede prolongar el efecto, pero no produce mas
analgesia y aumenta la incidencia de efectos secundarios). Son efectivos para el
tratamiento del dolor leve-moderado, y en algunos casos pueden controlar el dolor
intenso de componente inflamatorio, postquirirgico y cdlico (Rivera-Ordodiiez, 2006). Sus
efectos adversos mas comunes son la ulceracidn gastrica, toxicidad renal,
hepatotoxicidad y mielotoxicidad, se consideran causa importante de hospitalizacion y

muerte (Tamblyn et al., 1997).

3.1.5.2.1 Selectividad de los AINEs

A principios de los noventas, se identificaron dos isoenzimas de la ciclooxigenasa (COX)
gue intervienen en la cascada del acido araquiddnico, precursor de las prostaglandinas. En
ese momento se establecié que la COX-1 era constitutiva en la mayoria de los tejidos y la
COX-2 inducida en la inflamacién, fundamentando la teoria de las prostaglandinas
resultantes de la COX-1 como vigilantes que salvaguardan la integridad de la mucosa
gastrica y el funcionamiento renal, mientras que las prostaglandinas resultantes de la
COX-2 como responsables del dolor y la inflamacién (Vane y Botting, 1998). Este punto de
vista alentd a las compaiiias farmacéuticas a invertir un importante capital y trabajo en
desarrollar farmacos con una alta selectividad para la COX-2, con la esperanza de
encontrar un antiinflamatorio efectivo con alto margen de seguridad que pudiera ser
usado por periodos prolongados y en pacientes sensibles o con alteraciones gastricas y
renales. De esta forma, surgieron los llamados “coxibs” como celecoxib, rofecoxib,

valdecoxib, parecoxib, etoricoxib y lumiracoxib que fueron rapidamente introducidos al




mercado dentro de la medicina humana (Hawkey, 1999; Donnelly y Hawkey 1997). Estos
farmacos bloquean selectivamente la isoenzima COX-2, sin embargo, cada uno lo hace en

diferente proporcion (Coruzzi et al., 2007).

Recientemente se ha demostrado una participacién importante de la COX-1 en la
respuesta inflamatoria y una actividad bioldgica de la COX-2 que contribuye a mantener la
homeostasis del organismo, de hecho entre sus funciones se encuentra una participacién
relevante en la cicatrizacién de Ulceras gastrointestinales (Langenbach et al., 1995;

Morham et al., 1995).

Numerosos estudios han confirmado que los inhibidores selectivos de COX-2 se asocian
con menor riesgo de dafio gastrointestinal en comparacion con los AINES convencionales
(Cryer, 2003), demostrandose que para que ocurra el dafio debe haber un bloqueo
concurrente de la COX-1 y la COX-2, ya que nunca un inhibidor selectivo COX-1 o COX-2
produjo dafio (Wallace et al., 2000). Sin embargo, en ciertos casos el rofecoxib produjo
efectos cardiovasculares adversos, algunas veces mortales (Chin y Commerford, 2007) lo
gue desencadend su retiro del mercado junto con el valdecoxib. Los efectos
cardiovasculares adversos, se explican como una pérdida del equilibrio, al disminuir las
cantidades de tromboxano A; (TXA;) proagregante plaquetario y vasoconstrictor resultado
del efecto de la COX-1 sobre el acido araquidénico y aumentar la prostaglandina |, (PGly),
con efecto antiagregante y vasodilatadora obtenida gracias a la COX-2. De esta forma, el
blogueo selectivo de COX-2 promueve la prevalencia del TXA; sobre la PGl aumentando
el riesgo de trombosis (Bannwarth, 2005).

Por lo expuesto anteriormente, la busqueda de AINEs mds seguros y eficaces para el
control del dolor y la inflamacién continda y se centra en dos posturas (Coruzzi et al.,
2007):

a) Definir nuevas estrategias terapéuticas en el complejo proceso de la inflamacién como
en el caso de los inhibidores duales de la COX y 5- lipooxigenasa (5-LOX) y las lipoxinas

sintéticas.
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b) Modificar los AINES clasicos adicionandoles quimicamente grupos funcionales que al
liberarse ejercen un efecto protector sobre la mucosa gastrica, tal es el caso de los AINES

liberadores de ON y los AINES liberadores de sulfuro de hidrégeno.

3.1.5.2.2. Toxicidad Gastrica-duodenal de los AINEs

Del 1-4% de los pacientes con tratamientos créonicos con AINEs desarrollard ulceracion y
/o sangrado gastroduodenal (Silverstein et al.,, 2000) este porcentaje aumenta en
pacientes con factores de riesgo como historia de Ulceras pépticas, administracién
concomitante de anticoagulantes, glucocorticoides y edad avanzada (Laine et al., 2002).
En un estudio se obtuvo que en los pacientes con factores de riesgo, el uso por seis meses
de AINEs convencionales produjo en un 17.1% Ulceras clinicamente significativas, mientras

que el uso de AINEs selectivos COX; lo hizo en un 16.5% (Scheiman et al., 2006).

Endoscépicamente, las lesiones producidas por los AINEs incluyen hemorragias
subepiteliales, erosiones y Ulceras, habiéndose establecido una frecuencia doble de ulcera

gastrica frente a la de ulcera duodenal (Gay, 2000).

Los mecanismos para el desarrollo de la ulcera son:

a) Mecanismos locales (tdpicos):

-Accidn citotodxica directa (particularmente AINEs de naturaleza acida):

¢ Induccién de lisis osmoética subsecuente a la difusién de AINEs en las células
epiteliles (Schoeny Vender, 1989)

% Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa en las células epiteliales
(Somasundaram et al.,, 1995)

% Reduccién del moco, bicarbonato y disrupcién de la capa de fosfolipidos de
superficie activos en la mucosa gastrica, mediante una actividad independiente
la sintesis de prostaglandinas, haciendo a la mucosa susceptible al acido

luminal (Jaworski et al., 2005)




b)

-Disminucién en el indice de reparacion epitelial por inhibicion de las vias de

sefializacion del factor de crecimiento epidermal (Kajanne et al., 2007).

Los efectos tdpicos se ven favorecidos a nivel intestinal por la recirculacién entero-
hepatica de algunos AINEs que aumentan la exposicion de las células epiteliales.

(Reuter et al., 1997)

Mecanismos sistémicos:

La naturaleza de la accidon toxica sistémica, consecuencia de la administracion de
AINEs se relaciona con la inhibicién temporal que producen en la sintesis de PG. Las
acciones bioldgicas de las PG en el tracto digestivo son (Gay, 2000):

—Incremento de la secreciéon de moco.

—Incremento de produccion de bicarbonato.

—Estimulan la sintesis de fosfolipidos de membrana.

—Estimulan la reparacién celular.

—Estimulan transporte activo.

—Aumentan el flujo sanguineo mucoso.

—Disminucion de la secrecién acida.

—Prevencién de la ruptura de la barrera mucosa.

El estudio histoldgico de las ulceras producidas por indometacina indica que éstas se
localizan fundamentalmente a nivel de la capa mucosa. En los bordes de la lesidn,
concretamente en la submucosa préxima, puede observarse la induccién de la
proteina COX-2, facilmente correlacionable con el infiltrado inflamatorio presente y

gue juega un papel critico en la reparacion de las ulceras (Gay, 2000).

Otros mecanismos sistémicos involucrados en la produccidn de ulceras sangrantes, se
asocian a un bloqueo en la produccién de los tromboxanos, secundario al bloqueo de
la COX1 (Wallace, 2008). También se ha encontrado que los AINEs son capaces de

incrementar la produccion de acido gastrico y que producen una contraccidén gastrica
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gue favorece la aparicion de lesiones, sin conocerse exactamente el mecanismo

exacto (Mersereau et al., 1988).

¢) Mecanismo vascular
Después de la administracion de un AINE, aparecen pequeiias lesiones isquémicas y
dafio endotelial, observandose la formacidon de pequefios “trombos blancos” que
detienen el flujo sanguineo de la microcirculacion y favorecen el desarrollo posterior
de lesiones hemorragicas (Kitahora y Guth, 1987). Algunos estudio soportan la idea de
gue este trombo estaba conformado por el incremento y adhesién de neutréfilos,
(Wallace et al., 1991) sin embargo, determinados autores en estudios experimentales
con ratas, llegaron a la conclusion, que la lesion isquémica es anterior a la infiltracién

de leucocitos, lo que parece es una consecuencia y no una causa. (Gay, 2000).

3.1.5.2.3 Diclofenaco

El diclofenaco es un AINE introducido al mercado en 1973; quimicamente es el acido 2-[2-

{(2,6-diclorofenil) amino } fenil] acético (Figura 6 ).

Cl

NH

Cl OH

Figura 6. Estructura quimica del diclofenaco. (Insel, 1996)

Tiene una constante de acidez de 4 y un coeficiente de particion de 13.4 (Sallman, 1986).
Sufre un metabolismo extenso por conjugacién directa, hidroxilacion aromadtica vy
posterior conjugacion. En ratas se presenta recirculacién enterohepatica que no se ha

reportado en humanos (Peris-Ribera et al., 1991). En ratas, el diclofenaco por via oral se
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absorbe rapidamente y en gran cantidad pero sufre un metabolismo de primer paso que
reduce su biodisponibilidad del 30 al 40% (Willis et al., 1980). El diclofenaco se usa
ampliamente para el tratamiento sintomatico a largo plazo de artritis reumatoide,
osteoartritis y espondilitis anquilosante, aunque también ha mostrado utilidad por breves
lapsos en lesiones musculoesqueléticas agudas, dolor postoperatorio y dismenorrea (Insel,
1996). El diclofenaco ha demostrado poseer multiples mecanismos por los cuales ejercen
su efecto antinociceptivo, como la inhibicién en la sintesis de prostaglandinas en el tejido
dafiado y a nivel del sistema nervioso central (Vane y Botting, 1998; Vanegas, 2002;
Warner et al., 1999). Sin embargo, también se han postulado mecanismos independientes
a las prostaglandinas mediados por las vias de inhibicién descendentes de serotonina,
opioides y otros neurotransmisores que interfieren con la sefial nociceptiva a nivel espinal
(Bjorkman, 1995). Recientemente, se ha reportado que el diclofenaco aumenta la
concentracion de Kinurenato, un antagonista endégeno de los receptores de NMDA , lo
gue previene la actividad pronociceptiva del glutamato a nivel espinal y supraespinal
(Edwars et al., 2000). Otro mecanismo de accidn que muestra el diclofenaco es la
desensibilizacion del nociceptor a través de la via L-arginina-6xido nitrico-GMP ciclico
(Tonussi y Ferreira, 1994) lo que promueve la apertura de los canales de potasio (Ortiz et
al., 2003).

El diclofenaco produce efectos adversos en el 20% de los pacientes siendo los efectos
gastrointestinales los mas habituales, produce hemorragia, Ulcera o perforacion de la
pared intestinal. En humanos con el uso crénico se observa un incremento moderado de
la aminotransferasa en plasma que suele ser reversible y sélo en contadas ocasiones se
acompanan de manifestaciones clinicas de hepatopatia. Otras respuestas adversas
reportadas son erupciones cutdneas, reacciones alérgicas, edema y trastornos de la

funcién renal (Insel, 1996).




3.1.5.2.4 indometacina

Su nombre quimico es 1H-Indol-3-4cido acetico,1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1-(p-

Clorobenzoil)-5-metoxi-2-metilindol-3-acido acético (Figura 7)
H,CO
Cl

HO |
CH,

Figura 7. Estructura quimica de la indometacina.

La indometacina se absorbe de manera rapida (tmax = 2 horas) y casi completa (90%) en 4
horas por via oral, y se une en un 90% a las proteinas del plasma sanguineo. Presenta un
importante fendmeno de recirculacién enterohepatica, lo que explica la variabilidad de su
vida media plasmatica (1-6 horas). Por via rectal la absorcidn es igualmente rapida, pero
se evita el primer paso hepatico. El metabolismo hepdtico incluye O-desmetilacién (50%),
N-desacilacién y conjugacion con 4cido glucurénico (10%). El 10-20% se elimina sin
metabolizar por secrecidén tubular activa. Se distribuye por todo el organismo y en el
liquido sinovial alcanza concentraciones similares a las del plasma sanguineo en 5 horas.
Es considerado un AINE “puro” cuyo mecanismo de accidn es Unicamente a través del
blogueo de la sintesis de prostaglandinas mediante el bloqueo de las isoenzimas COX -1y
COX-2 de la ciclooxigenasa a nivel central como periférico (Vane y Botting, 1998; Warner
et al., 1999). Se considera 20 veces mas potente que el acido acetil salicilico para inhibir la
sintesis de prostaglandinas. También desacopla la fosforilacién oxidativa e inhibe Ia
agregacion plaquetaria con el subsecuente aumento en el tiempo de sangrado (Takeuchi,
2012).

Esta indicada para neuralgia del trigémino, dolor e inflamacion moderada a intensa en las
enfermedades reumaticas y otros procesos de inflamacidon osteoarticular, gota aguda,

dismenorrea, cierre del conducto arterioso y como tocolitico (Abramovici, 2012).




3.2 Curcumina

El turmérico o curcuma (Cdrcuma longa) es una planta herbacea que se cultiva en
regiones tropicales de Asia (Ammon y Walh, 1991). El rizoma o raiz de esta planta
contiene ciertos compuestos denominados curcuminoides como la demetoxicurcumina, la
ciclocurcumina, bisdemetoxicurcumina y el mas abundante de ellos, la curcumina
(diferulioilmetano) (Srinivas et al., 1992). Este polifenol es insoluble en agua e inestable a
pH bdsico (se transforma a feruloilmetano y acido feldrico). Tiene una biodisposicion oral
baja elimindndose un 40-60% por las heces, ya que sufre un importante metabolismo de
primer paso Yy degradacion intestinal mediante glucuronidacién y sulfatacién, lo que
explica su baja biodisponibilidad después de la administracidon oral (1%). La absorcién
puede ser en su forma natural como curcumina o como sus metabolitos dihidrocurcumina
y tetrahidrocurcumina resultantes de la biotransformacién por reduccién que se lleva a
cabo en el higado y el intestino, estos metabolitos han demostrado contener algunas
propiedades antiinflamatorias. Posteriormente, la curcumina y sus metabolitos se
biotransforman a conjugados monoglucurénicos que son excretados por via renal (Pan et
al., 1999).

En ratas después de una administracion oral de curcumina (500 mg/kg) la concentracién
maxima (Cmax) fue de 0.06% 0.01 pug/mL y el tiempo para alcanzar dicha concentracién
maxima (Tmax) fue de 41.7+ 5.4 min. La vida media de eliminacién (t1/2, beta) fue de
28.1 + 5.6 horas (Sharma et al., 2007). Quimicamente la curcumina es una dicetona-B enol

con dos fenoles metoxilados (figura 8).
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FIGURA 8. Estructura quimica de la Curcumina y otros Curcuminoides (Mesa et al., 2000).

La curcumina ha sido utilizada como especia en el curry, como colorante alimenticio y
como remedio medicinal. En la medicina tradicional hindu se usa en el tratamiento de
desdrdenes biliares, tos, anorexia, desérdenes hepaticos, Ulceras por presion en pacientes
diabéticos, reumatismo y sinusitis; aplicdAndose a través de diferentes vias de
administracion como son oral, tépica e inhalada (Chainani-Wu, 2003). En la medicina
tradicional China el principal uso es para tratar enfermedades relacionadas con dolores

abdominales e ictericia (Ammon y Walh, 1991).

Actualmente, se desarrollan numerosos estudios que han destacado las propiedades
farmacoldgicas de la curcumina como antiinflamatorio, (Chainani-Wu, 2003; Kohli et al.,
2005) antioxidante, inmunomodulador (Mesa et al., 2000), antineoplasico (Aggarwal y
Harikumar, 2009) hipolipidémico, antiviral, antiprotozoarico, antifungico y antibacteriano
(Kohli et al., 2005). Debido a este amplio espectro de actividad, el uso de la curcumina ha

sido exitoso en el tratamiento experimental de algunas enfermedades como carcinoma




epidermoide, carcinoma de colon, neoplasias hepaticas, varios tipos de neoplasias de
mama, leucemia de células T y B, psoriasis, esclerodermia, cicatrizacién de heridas,
regeneracion muscular después de un trauma, diabetes tipo Il, artritis reumatoide,
esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad inflamatoria intestinal, fibrosis
quistica, salmonelosis, giardiasis, prevencién de infartos miocardicos, ateroesclerosis,

lesiones hepaticas (hepatoprotector), entre otras (Shishodia et al., 2005).

La actividad antinociceptiva de la curcumina se demostrd en ensayos de inmersidn de la
cola y plato caliente en modelos de dolor neuropatico en ratones diabéticos (Sharma et
al., 2006) , también fue eficaz en un modelo de hiperalgesia por dolor orofacial inducido
por formalina en ratas (Mittal et al., 2009) y en un modelo de nocicepcidn visceral
inducido por acido acético en ratas (Tajik et al., 2008) lo que demuestra que la curcumina
es capaz de producir antinocicepcion en distintas condiciones patolégicas de dolor,
incluyendo dolor inflamatorio y neuropdtico. Recientemente, también se demostrd su
efecto antihiperalgésico en un modelo de dolor posoperatorio en la rata (Zhu et al., 2014)
y se establecié un efecto preventivo para disminuir la hiperalgesia mecanica provocada
por dafio neuropatico inducido en la rata (Jeon et al., 2013). En adicidn, un estudio
controlado usando la curcumina en pacientes con osteartritis demostré una reduccién en
el dolor y un mejoramiento en el movimiento después de ocho meses de tratamiento al

mismo tiempo que reducian los marcadores séricos de inflamacién (Sahbaie et al., 2014).

Los blancos moleculares de la actividad antiinflamatoria de la curcumina, entre los cuales
se encuentran la inhibicién de factores de transcripcion (NF-k), de citocinas inflamatorias
(IL-1, IL-2, IL-5, IL6, IL-8, IL-12, TNF-a), de enzimas (Cox2, Lox, iSON) y de moléculas de
adhesion (Aggarwal et al., 2007) podrian explicar su actividad antinociceptiva. No
obstante, recientemente se identific6 que el antagonismo del receptor de potencial
transitorio vaniloide 1 (TRPV1) por la curcumina produce un efecto antihiperalgésico
(Yeon et al., 2010) y otro reporte asocia la actividad antinociceptiva de la curcumina a la

inhibicidn de los astrocitos y la via de sefalizacion extracelular regulada por quinasa (ERK)



http://jdr.sagepub.com/content/89/2/170.long#ref-21
http://jdr.sagepub.com/content/89/2/170.long#ref-21

en el asta dorsal de la médula espinal en un modelo de dolor crénico inducido por

constriccidon en la rata (Ji et al., 2013).

Una de las caracteristicas mas interesantes de la curcumina es la ausencia de efectos
adversos graves a dosis terapéuticas, reportandose soélo irritacion gastrica (Cheng et al.,
2001). En general, la curcumina ha sido catalogada como “reconocida generalmente como
segura” por la Food and Drug Administration de los Estados Unidos de Norteamérica
(Chainani-Wu, 2003).

Se estima que en la India el consumo diario promedio por habitante oscila entre los 60-
100 mg/kg de peso corporal (Chainani-Wu, 2003), sin que la poblacidon manifieste efectos
no deseados. Estudios clinicos de fase | indican que el humano puede tolerar dosis tan
altas como 8 g/dia durante tres meses sin efectos colaterales adversos (Cheng et al.,
2001).

El extracto del turmérico y la curcumina han sido probados con la prueba de Ames,
demostrando que no son mutagénicos, sin embargo, existe un reporte de embriotoxicidad
y teratogenicidad en embriones de pez cebra (Wu et al., 2007). No se recomienda en
pacientes con colelitiasis porque genera contraccion de la vesicula biliar (Rasyid y Lelo,

1999).
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4. JUSTIFICACION

El dolor es considerado un problema de salud publica a nivel mundial que reduce la
calidad de vida de quien lo padece y ocasiona importantes repercusiones econdmicas y
sociales, sin embargo, no existe hasta la fecha un tratamiento que brinde eficacia y
seguridad a largo plazo. Los Anti-inflamatorios no esteroidales son ampliamente
prescritos y utilizados, no obstante, presentan efectos adversos frecuentemente,
representando las alteraciones gastrointestinales una limitante para su uso en algunos
grupos de enfermos y generando un riesgo potencial con el empleo crénico. De esta
manera, resulta evidente la necesidad de buscar alternativas seguras, eficaces y de facil
disponibilidad, dentro de este contexto la curcumina, constituye una opcién prometedora
al existir gran variedad de estudios que resaltan su actividad, anti-inflamatoria y
antioxidante a la par de carecer de efectos adversos relevantes, aunque sus propiedades

analgésicas permanecen sin ser dilucidadas por completo.

Los estudios han mostrado que la principal limitante de la curcumina es su baja
biodisponibilidad, por lo que se han establecido diferentes estrategias farmacéuticas para
aumentarla, la interaccidon sinérgica con otros farmacos analgésicos es un enfoque

diferente para aumentar la potencia de la curcumina.

5. HIPOTESIS

+* La combinacién de curcumina y antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) produce
una potencializacidn en el efecto antinociceptivo, al mismo tiempo que disminuye
la severidad de las lesiones gastricas y entéricas.

+* La curcumina posee un mecanismo de accién analgésico que involucra la via ON-

GMPc-Canales Katp
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6. OBJETIVOS

6. 1. Objetivo general

X/
L X4

Determinar el tipo de interaccién farmacoldgica en la actividad antinociceptiva y

seguridad gastrointestinal de la combinacién entre curcumina y AINEs

6.2. Objetivos particulares

*
L X4

X/
°

Establecer la participacion de la via ON-GMPc-Kate en la actividad antinociceptiva
sistémica de la curcumina mediante el uso de un inhibidor selectivo de la sintasa
de 6xido nitrico (L-NAME), un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble (ODQ) y un
blogueador de los canales de potasio sensibles a ATP (glibenclamida) en la prueba

de formalina al 1%, en la rata.

Categorizar la interaccion farmacoldgica en la actividad antinociceptiva de la
curcumina con diclofenaco y curcumina con indometacina, mediante el método del

isobolografico.

Determinar si la curcumina disminuye el dafio gastrico y entérico generado por los

AINEs
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Wistar hembras de 6 a 8 semanas de edad y un peso de 180 a 200 g. Los
animales se mantuvieron en cajas con libre acceso al agua y un ayuno de alimento de 18 a
20 horas, excepto para la evaluacion del dafo intestinal que fueron alimentados a libre
acceso. Los ciclos de luz-oscuridad fueron de 12 x 12 horas a temperatura ambiente.
Todos los experimentos se realizaron siguiendo los lineamientos éticos para la
investigacion del dolor en animales de experimentaciéon (Zimmermann, 1983) y en
cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana “Especificaciones Técnicas para el Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio”’NOM-062-Z00-1999 vy atendiendo el “Programa

Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del CINVESTAV”.

7.2 Farmacos y reactivos

El diclofenaco fue donado por Novartis Farmacéutica, México D.F., y se disolvié en
solucidn salina fisiolégica (NaCl 0.9%). La curcumina, indometacina, glibenclamida, NG-L-
nitroarginina metil ester (L-LNAME) y el 1 H-(1,2,4)-oxadiazol- (4,2-a) quinoxalin-1-ona
(0DQ) fueron comprados a Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA). La curcumina fue
suspendida en carboximetilcelulosa (CMC) al 0.5%, la indometacina en bicarbonato, la
glibenclamida se disolvid en la siguiente proporcién: 15% bicarbonato al 1%, 65% de agua
destilada y 20% de dimetilsulféxido (DMSO) puro, el L-NAME fue disuelto en solucion
salina fisiolégica y el ODQ en DMSO 20%. La formalina se preparé a partir del

formaldehido al 37% diluido en solucion salina al 0.9% hasta alcanzar el 0.37%.
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7.3 Equipo

7.3.1 Modelo de la formalina

Cilindros transparentes de acrilico de 20 cm de didmetro por 40 cm de altura.
Dos espejos de 40 por 40 cm para cada cilindro.

Crondémetro.

Termdmetro.

Calentador ambiental.

Jeringas y agujas.

N oo u k~ w N oE

Canula para sondeo orogastrico

7.3.2 Modelo de daiio gastrico y entérico

. Regla.
. Lampara.

1
2
3. Tijeras.
4. Lupa
5. Navaja de bisturi
6. Tijeras

7.4 Diseio Experimental

7.4.1 Evaluacion de la actividad antinociceptiva de la curcumina

La antinocicepcion fue determinada utilizando la prueba modificada de formalina al 1%
Dubuisson y Dennis (1977). Las ratas fueron colocadas 30 minutos antes de la realizacién

del experimento en cdmaras de observacidn de plexiglass transparentes para permitir su

adaptacion, posteriormente se les administro via subcutanea 50 microlitos de formalina al
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1% en la superficie dorsal de la extremidad pélvica derecha. Los animales fueron
regresados a las camaras y se colocaron espejos detras de cada una de éstas para facilitar
la observacién del comportamiento nociceptivo, el cual fue cuantificado como el nimero
de sacudidas de la extremidad inyectada durante periodos de un minuto, cada cinco
minutos a lo largo de una hora después de la inyeccion (Wheeler-Aceto y Cowan, 1991;
Aguirre-Bafiuelos y Granados-Soto, 2000) (Figura 9). Las sacudidas fueron caracterizadas
como un movimiento rapido de flexion o retirada en la extremidad inyectada. Al finalizar
el experimento los animales fueron sacrificados en camaras de CO».

Para determinar la actividad antinociceptiva de la curcumina, ésta fue preparada e
inmediatamente administrada mediante sonda gastrica a diferentes grupos de ratas, se
usaron dosis de 3.1, 10, 31 y 100 mg/kg de peso corporal, una hora antes de la inyeccién
de formalina. El grupo control recibié unicamente el vehiculo (CMC 0.5%) una hora antes
de la formalina. La administracién de la curcumina o vehiculo fue hecha en un volumen

constante de 1 ml para cada rata.

Wistar hembras

6-8 semanas Camaras de observacion
180-200g d transparentes por 30 min.

Ayuno de 18-20horas

Inyeccion de
Formalina 1%
(50ul) en el dorso
de la pata derecha
trasera.

Se valoré el nimero
de sacudidas en
1min ¢/5 min durante
una hora.

Figura 9. Administracién de curcumina en la prueba de la Formalina al 1%




7.4.2 Participacion de la via ON-GMPc-Katp en la actividad antinociceptiva de la

curcumina.

Para conocer la participacion de la via ON-GMPc-canales Karp en la actividad
antinociceptiva de la curcumina, se realizd lo siguiente: 50 minutos después de recibir por
sonda gastrica 100 mg/kg de curcumina o vehiculo, las ratas fueron inyectadas en la
superficie dorsal de la extremidad pélvica derecha con L-NAME, un inhibidor de la sintasa
de ON (Rees et al., 1990), a dosis de 10, 30 y 100 ug/pata, en otro grupo se inyecté ODQ,
un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble sensible a ON (Moro et al., 1996), a dosis de 10,
30 y 100 pg/pata y en el ultimo grupo se administré glibenclamida, bloqueador especifico
de los canales K arp (Edwards y Weston, 1993) a dosis de 10, 30 y 100 pg/pata. Diez
minutos después de esta inyeccién, es decir, una hora después de la administracion de la
curcumina, se inyecté la formalina al 1% en la misma extremidad. La formalina, los
inhibidores y el bloqueador fueron inyectados en un volumen constante de 50 ul, (Figura

10)

Las dosis y los farmacos fueron seleccionados basandonos en reportes previos (Ocafia et
al., 1990; Ortiz et al., 2003; Rodrigues y Duarte, 2000; Soares y Duarte, 2001; Soares et al.,

2000) y en experimentos piloto realizados en el laboratorio.
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Guanilato ciclasa
particulada

Oxido G i1ato cicl
nitrico uanilato ciclasa Péptido

soluble natriurético

Figura 10. Nivel de interrupcién de la via ON-GMPc-Kare por L-NAME (inhibidor de la sintasa de ON), ODQ
(Inhibidor de la guanilatociclasa soluble sensible a ON) y glibenclamida (bloqueador especifico de los canales
Katp).

7.4.3 Determinacion de la interaccion farmacolégica de la actividad

antinociceptiva entre curcumina y AINEs.

Se determind el tipo de interaccién farmacoldgica en la actividad antinociceptiva entre la
curcumina y el diclofenaco y entre curcumina e indometacina mediante el método

isobolografico.

En primer lugar, se utilizaron diferentes grupos de animales (n=6) para caracterizar 3
diferentes curvas dosis-efecto (indometacina, diclofenaco y curcumina) mediante la
prueba de formalina al 1%. La indometacina se administré a dosis de 1, 3.1, 10 y 31 mg/kg,
p.o. 1 hora antes de formalina. La curcumina se administré una hora antes de la formalina

a dosis de 3.1, 10, 31, y 100 mg/kg, p.o. y el diclofenaco se administré 20 minutos antes a




dosis de 1, 3.1, 10 y 31 mg/kg, p.o. Los horarios y dosis anteriores fueron establecidos
tomando en cuenta estudios previos en el laboratorio.

A partir de las curvas dosis-efecto de los farmacos individuales y mediante regresion lineal
se obtuvo la dosis que produce un 30% de efecto antinociceptivo (DEsg) para cada
farmaco, en base a éstas, se establecieron las dosis efectivas tedricas 30 (DE3qT) de las

diferentes combinaciones:

DE3oT =DE3p curcumina/2 + DEsg diclofenaco o indometacina/2

Asimismo, se establecieron las diferentes dosis para cada farmaco en las combinaciones

curcumina-diclofenaco y curcumina-indometacina segin el método de andlisis

isobologréfico (Tallarida y Raffa, 1996):

Combinacion

Curcumina+AINEs

DE3p+DE3g

DE30+DE3g
2

DE30+DE3g
4

DE3p+DE3g
8

DE3p+DE3g
16

Tabla 3. Calculo para la obtencion de las diferentes dosis de los farmacos a usar en las combinaciones. Las
dosis se obtienen sumando las dosis efectivas 30 (DEso) de ambos farmacos y dividiéndolas en una
progresién geométrica de razon 1/2

Posteriormente, se obtuvieron las curvas dosis-efecto antinociceptivo de las mezclas de

curcumina con diclofenaco y curcumina con indometacina. Mediante regresién lineal se
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calcula la DE3p de cada mezcla, a este valor se le conoce como DE3g experimental (DEsgE)

(Figura 11).
A.Curcumina B. AINEs
100 100
c c
10 : DE,, (A) + DE ,,(B)
2 g -
g 50 DE30 8 50 DE30
v
ES 2 0
R

—_

DE,, (A) +DE ,,(B) 00
2

c ]
\o .%
DE; (A) +DE 5, (B) 'O 3
4 g ‘5850 D E30 E
— o
DE,(A)+DE,(B) L2 o
8 E &
O
DE;, (A) +DE 4 (B) O °
16 Concentracion

Figura 11. Método para establecer el tipo de interacciéon farmacolégica entre dos farmacos. DEszoT: dosis
efectiva 30 tedrica; DEsoE dosis efectiva 30 experimental.

Al contar con ambos valores, la DE3oE y la DE3oT, se realizd una comparaciéon estadistica
entre estos puntos mediante una prueba t-Student para encontrar el tipo de interaccidn

farmacoldgica existente en las combinaciones:

— SiDE3gE<DE3xT Potenciacion
— SiDE3xgE=DE3 T Adicion

— SiDEsoE>DE3xT Antagonismo




Para describir la magnitud de la interaccion, se calculd el valor del indice de interaccion (y)
que es una medida cuantitativa de la interacciéon entre dos farmacos y se obtiene con la
siguiente ecuacion:

y =DE experimental
DE tedrica

El indice de interaccion describe la DE3so E como una fraccion de la DE3o T. Valores de y igual
o cercanos a 1 indican interaccién aditiva, valores mas grandes que 1 implican una

interaccidon antagdnica y valores menores que 1 sefialan una sinergia.

Por dultimo la interaccion se representa graficamente con la elaboracion de los

isobologramas correspondientes (Figura 12).

DE 34
< Antagonismo
= ®
= Ao
o] ® .."“/O'C.)”?
U . y
x Potenciacion
=)
@]

AINE DE .,

Figura 12. Isobolograma. Muestra graficamente el tipo de interaccion farmacoldgica entre dos farmacos.

7.4.4 Establecimiento de la actividad gastroprotectora de la curcumina.

7.4.4.1 Determinacion de los efectos gastricos generados por diferentes dosis de

curcumina, indometacina, diclofenaco y sus combinaciones.

Para determinar el grado de dafio gastrico generado por los diferentes farmacos y sus
combinaciones se utilizd el método propuesto por Wallace et al., 2000. El cual consiste en

administrar el farmaco a animales con 18-20 horas de ayuno, tres horas después
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sacrificarlos mediante camara de CO;, ya que después de este periodo es cuando se
genera el grado maximo de lesidon y los mecanismos de reepitelizacion aun no han
iniciado. Posteriormente se remueve el estdmago y se incide siguiendo la curvatura
menor, para exponer la mucosa estomacal y determinar mediante observaciéon
macroscopica la extensidén de las lesiones hemorragicas en milimetros, la suma de éstas
indicard el grado de dafio en cada estémago. Este procedimiento se aplicd para
caracterizar el dafio generado a diferentes dosis de curcumina (3.1, 10, 31 y 100 mg/kg),
indometacina (1, 3.1, 10 y 31 mg/kg), diclofenaco (1, 3.1, 10 y 31 mg/kg); Las mismas
ratas utilizadas en la determinacidn de la DE3p E se utilizaron para conocer el impacto a

nivel gastrico de las combinaciones de farmacos (Tabla 4).

7.4.4.2 Determinacion de la actividad gastroprotectora de la curcumina contra el

dafio generado por indometacina y diclofenaco

Para conocer si la curcumina tiene un efecto de proteccidon de la mucosa gastrica contra

los anti-inflamatorios no esteroidales se realizd el siguiente experimento:

Se usaron dosis fijas de 50 mg de indometacina o diclofenaco junto con dosis crecientes
de curcumina en ratas con ayuno de 18-20 horas, se realizd el sacrificio de los animales
tres horas después y se evalué macroscdpicamente el dafio en la mucosa gastrica,
representado por lesiones hemorragicas, punctatas y lineales, obteniendo un promedio de

lesiones en milimetros por cada grupo.

7.4.5 Establecimiento de la actividad enteroprotectora de la curcumina

Para realizar estos estudios se ocupd una modificacion del modelo de Treinen-Moslen
(Ramirez-Alcantara et al., 2005). Este modelo, consiste en la administracion, mediante
sondeo orogastrico, de 50 mg/kg de indometacina o diclofenaco a ratas mantenidas bajo

alimentacion a libre acceso, al mismo tiempo y por la misma via se suministraron
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diferentes dosis de curcumina (30, 100 y 300 mg/kg). Pasadas 24 horas se sacrificaron a
los animales y se extrajo el intestino delgado, el cual es abierto longitudinalmente a
través del borde antimesentérico y enjuagado con solucién PBS fria, posteriormente, es
fijado en formol al 10% durante 24 horas, pasadas las cuales se evalda y cuantifica el
numero de Ulceras estratificando el intestino delgado en cinco porciones de la misma

longitud (15 cm aproximadamente) (Figura 13).

6 o 5

Aparato digestivo de la rata

Figura 13. Estratificacion del intestino delgado de la rata para su analisis. La porcién 12 corresponde al
duodeno, la 22, 32 y 4* al yeyuno, mientras que la porcion 52 es el ileon.

7.5 Analisis de datos

Los resultados se presentan como la media % error estandar (ee) de grupos de 6 animales.
El curso temporal de las respuestas nociceptivas resultantes de la administracion de los
farmacos individuales y sus combinaciones se expresa mediante las sacudidas en funcién
del tiempo. Las areas bajo las curvas resultantes (ABC) se calcularon utilizando la regla de
los trapezoides. EI ABC se calculé para las dos fases de la prueba de formalina y el
porcentaje de antinocicepcion para cada fase fue calculado de acuerdo a la siguiente
ecuacién (Ortiz y Castafieda-Herndndez., 2008):[(ABC vehiculo-ABC post-farmaco)/ABC vehiculo]X
100.




Las curvas dosis respuesta se construyeron utilizando una regresion lineal de minimos

cuadrados.

Para comparar la diferencia entre tratamientos se utilizé un analisis de varianza seguido
de una prueba de Tukey’s. Se considerd una diferencia con significancia estadistica cuando

p< 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 Actividad antinociceptiva de la curcumina

La inyeccidén local de formalina al 1% produjo un comportamiento tipico de sacudidas de
tipo bifasico. La administracién oral de la curcumina redujo significativamente el
comportamiento nociceptivo, caracterizado por las sacudidas de la extremidad, después

de la administracion de la formalina Unicamente en la segunda fase de la prueba (Fig.14).

Fase 1
1501
125 T T
5 —
g 1004
0
(SN}
mS 754
< T
>S5
@
@ 507
254
0_
3.1 10 31 100
CURCUMINA (mg/kg)
Fase 2
7004
. T
= .
=
(@) _‘g T *
[ai]
<3 -
=
Q
[55]
2
31 10 31 100

CURCUMINA (mglkg)

Figura 14. Efecto antinociceptivo de la curcumina en la prueba de formalina al 1%. Los datos estan
expresados como el area bajo el nimero de sacudidas contra la curva del tiempo (AUC), correspondiente a
la primera fase (panel superior) y segunda fase (panel inferior) de la prueba de formalina. Las barras indican
el promedio + e.e. de seis ratas. *Diferencia significativa con respecto del vehiculo (p< 0.05) segun fué
determinado por un analisis de varianza seguido de una prueba de Tukey’s.
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8.2 Participacion de la via ON-GMPc-Karp en la actividad antinociceptiva de la curcumina

8.2.1 Efecto de la administracion de L-NAME en la actividad antinociceptiva de la

curcumina

La administracion en la superficie dorsal de la extremidad pélvica derecha, del inhibidor de
la SON, L-NAME, a diferentes dosis no produjo alteraciones en el efecto antinociceptivo de
la curcumina en la segunda fase del modelo de formalina. La curcumina se administré
previamente por via oral a una dosis constante de 100 mg/kg. La administracién de L-

NAME (100 pg/pata) en ausencia de curcumina tampoco tuvo ningun efecto (Figura 15).

ABC

10 30 100
F———— L-NAME (ug) ————

———— CURCUMNA 100 mg/kg—1

VEH

Figura 15. Efecto de la administracién de L-NAME sobre el efecto antinociceptivo de la curcumina. Los datos
estdn expresados como el adrea bajo el nimero de sacudidas contra la curva del tiempo (ABC),
correspondiente a la segunda fase de la prueba de formalina. Las barras indican el promedio * e.e. de seis
ratas. *Diferencia significativa con respecto del vehiculo (p< 0.05), segin fue determinado por un andlisis de
varianza seguido de una prueba de Tukey’s.
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8.2.2 Efecto de la administracion de ODQ en la actividad antinociceptiva de la

curcumina

La administracion en la superficie dorsal de la extremidad pélvica derecha, del inhibidor de
la guanilato ciclasa soluble, ODQ, a diferentes dosis tampoco produjo alteraciones en el
efecto antinociceptivo de la curcumina en la segunda fase del modelo de formalina. La
curcumina se administré previamente por via oral a una dosis constante de 100 mg/kg. La

administracién de ODQ (100 pg/pata) en ausencia de curcumina no tuvo ningun efecto

(Figura 16).

ABC
(Sacudidas-min)
ot 8
it e

[IY
o
L

o
1

VEH 100 10 3 100
F————0DQ (ng) ————

—— CURCUMINA 100 mglkg______

Figura 16. Efecto de la administracion de ODQ sobre el efecto antinociceptivo de la curcumina. Los datos
estdn expresados como el area bajo el nimero de sacudidas contra la curva del tiempo (ABC),
correspondiente a la segunda fase de la prueba de formalina. Las barras indican el promedio + e.e. de seis

ratas. *Diferencia significativa con respecto del vehiculo (p< 0.05), segun fué determinado por un anélisis de
varianza seguido de una prueba de Tukey’s.
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8.2.3 Efecto de la administracion de glibenclamida en la actividad antinociceptiva

de la curcumina

La administracién en la superficie dorsal de la extremidad pélvica derecha, del bloqueador
de los canales de potasio sensibles a ATP, glibenclamida, revirtid el efecto antinociceptivo
de la curcumina, cuando se utilizé a dosis de 30 y 100 pg/pata, en la segunda fase del
modelo de formalina. La curcumina se administrd previamente por via oral a una dosis
constante de 100 mg/kg. La administracién de glibenclamida (100 ug/pata) en ausencia

de curcumina no tuvo ningun efecto (Figura 17).

600+
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(Sacudidas-min)
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VEH 100 10 30 100
F————GLIBENCLAMIDA (ug) ——

F————CURCUMINA100 mg/kg—————

Figura 17. Efecto de la administracion de glibenclamida en la actividad antinociceptiva de la curcumina. Los
datos estan expresados como el drea bajo el numero de sacudidas contra la curva del tiempo (ABC),
correspondiente a la segunda fase de la prueba de formalina. Las barras indican el promedio + e.e. de seis
ratas. *Diferencia significativa con respecto del vehiculo (p< 0.05) y # diferencia significativa (p< 0.05) con
respecto a la curcumina, segin fué determinado por un analisis de varianza seguido de una prueba de
Tukey's.




8.3 Interaccion farmacolégica en la actividad antinociceptiva entre curcumina y AINEs
8.3.1 Curvas dosis-efecto de curcumina, diclofenaco e indometacina

La inyeccién de formalina al 1% en la superficie dorsal de la extremidad pélvica derecha,
produjo el comportamiento bifasico tipico para esta prueba, la administracion oral previa
de diclofenaco, indometacina y curcumina disminuyeron el comportamiento nociceptivo,
caracterizado por sacudidas de la pata, Unicamente en la segunda fase. La administracion

de los farmacos no modifico la actividad motora ni a los reflejos pineal y corneal.

A partir del nimero de sacudidas se obtuvo el porcentaje de antinocicepcion que
produjeron los farmacos, con respecto al grupo control (VEH) utilizando la siguiente

férmula:

% Antinocicepcion =| X de sacudidas sin farmaco-2 desacudidas con farmaco |* 100

Y sacudidas sin farmaco

Con estos datos se construyeron las curvas dosis-efecto antinociceptivo (Figura 18) y
mediante una regresién lineal se obtuvieron los valores DE3y de los farmacos

administrados individualmente, las cuales fueron:

DEso diclofenaco= 19.8 mg/kg (e.e 4.5 mg/kg)
DEso indometacina= 6.2 mg/kg (e.e 1.3 mg/kg)

DEso curcumina= 18.6 mg/kg (e.e 2.0 mg/kg)
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Figura 18. Curvas dosis-efecto antinociceptivo del diclofenaco (panel superior), indometacina (Panel
intermedio) y curcumina (panel inferior) en la prueba de formalina al 1% correspondiente a la segunda fase
de la prueba. Las barras indican el promedio * S.E. de seis ratas. *Diferencia significativa con respecto del
vehiculo (p< 0.05) segln lo determinado por un analisis de varianza seguido de una prueba de Tukey’s.

8.3.2 Establecimiento de la dosis efectiva tedrica 30 (DE3o T)




Una vez establecidas la DEsg para los farmacos individuales se procedié a establecer la

DEs3o T de las combinaciones:

e DE3oT curcumina- diclofenaco:

DE3oT= DE3g curcumina + DEsg diclofenaco
2 2

DE3oT=18.6 +19.8 =19.2
2 2

DE30T Curcumina-diclofenaco =19.2 mg/kg (+ e.e 2.4 mg/kg)

= DE3oT curcumina-Indometacina:

DE3oT= DE3g curcumina + DE3g indometacina
2 2

DE3T=18.6 +6.2 =12.4
2 2

DesoT curcumina-indometacina=12.4 mg/kg (+ e.e 1.2 mg/kg)

8.3.3 Efecto antinociceptivo de las combinaciones curcumina-diclofenaco y

curcumina-indometacina.

Basandonos en los valores de la DEs3o de los farmacos individuales, se disenaron las
combinaciones  curcumina-diclofenaco 'y curcumina-indometacina manteniendo

proporciones constantes de los dos farmacos en cada combinacion (Tabla 4).




COMBINACION CURCUMINA EN LA | DICLOFENACO EN LA | DOSIS TOTAL DE LA
COMBINACION (mg/kg) COMBINACION (mg/kg) COMBINACION (mg/kg)
DE3o+DE3g 18.6 19.8 38.4
DE30+DE30 9.3 9.90 19.2
2
DE30+DE30 4.65 4.95 9.6
4
DE3o+DE3o 2.3 2.48 4.8
8
DE3o+DE3g 1.16 1.24 2.4
16
COMBINACION CURCUMINA EN LA | INDOMETACINA EN LA | DOSIS TOTAL DE LA
COMBINACION (mg/kg) | COMBINACION (mg/kg) COMBINACION (mg/kg)
DE3o+DE3g 18.6 6.2 24.8
DE3p+DE3g 9.3 3.1 12.4
2
DE3o+DE3o 4.65 1.55 6.2
4
DE3o+DE3g 2.3 0.78 3.1
8
DE3p+DE3g 1.16 0.39 1.55
16

Tabla 4. Dosis utilizadas en las combinaciones curcumina-diclofenaco (panel superior) y curcumina
indometacina (Panel inferior).

——




La administracion de las combinaciones redujo el comportamiento nociceptivo
Unicamente en la segunda fase de la prueba de formalina. Se realizé la curva dosis-efecto

antinociceptivo de ambas combinaciones. (Figura 19)

60.12%
70- 70 .
52.24%
0,
o] 523%% 0. T
*
il ;
504 40.61% 50 34.71%
5 . 2
a 2.609 Q
5 0. T i 60% g 401
S 8
g L 0. 18.47%
= 30+ E .
< 15.25% 2
£ = 0. T 12.16%
1 *
L 7.63%
104
10' —I—
-

VEH 248 124 6.2 3.1 155

VEH 384 19.2 9.6 4.8 2.4
Curcumina-Indometacina (mg/kg)

Curcumina-diclofenaco (mg/kg)

Figura 19. Curvas dosis-efecto antinociceptivo de las combinacidnes de AINEs y curcumina. La combinacién
curcumina-diclofenaco (derecha) y la combinacién curumina- indometacina (izquierda) en la segunda fase
de la prueba de formalina al 1%. Las barras indican el promedio + e.e. de seis ratas. *Diferencia significativa
con respecto del vehiculo (p< 0.05) segun lo determinado por un andlisis de varianza seguido de una prueba
de Tukey’s. v.-vehiculo; DE.- combinacién de dosis efectiva 30; DE2.-combinacion de dosis efectiva 30 entre
dos; DE4.-combinacién de dosis efectiva 30 entre cuatro; DE8.-combinacion de dosis efectiva 30 entre §;
DE16.- combinacion de dosis efectiva 30 entre dieciséis.

8.3.4 Establecimiento de la dosis efectiva experimental 30 (DE3oE)

Con estos datos y mediante una regresion lineal se obtuvieron los valores DE3p E de las

combinaciones, las cuales fueron:

DE3oE curcumina con diclofenaco= 9.8 mg/kg (e.e. + 0.7 mg/kg)

DE3oE curcumina con indometacina= 4.6 mg/kg (e.e. £ 0.5 mg/kg)
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8.3.5 indice de interaccion

Al contar con las DE3o Ty DE3o E es posible obtener el indice de interaccién (Tabla 5):

Combinacion de farmacos DE30T DE30E Indice de interaccion
(mg/kg) (mg/kg)

curcumina-diclofenaco 19.2 9.8 0.51 (e.e. 0.08)

curcumina-Indometacina 12.4 4.6 0.37 (e.e. 0.05)

Tabla 5. indice de interaccién en las combinaciones Curcumina-diclofenaco y Curcumina-Indometacina

El indice de interaccién en ambas combinaciones es menor que 1, lo que demuestra una
interaccion farmacoldgica de sinergia en la actividad nociceptiva, mds evidente en la

combinacidon curcumina-indometacina.

8.3.6 Isobologramas de la interaccion antinociceptiva entre las combinaciones

curcumina-diclofenaco y curcumina-indometacina

La representaciéon de la interaccidn entre curcumina-diclofenaco y curcumina-
indometacina se puede observar claramente en los isobologramas (Figura 20), en ambos
casos el punto experimental cae por debajo de la linea de aditividad o isobola, indicando

la presencia de una interaccion sinérgica.
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Figura 20. Isobologramas de la interaccién farmacoldgica en la actividad antinociceptiva de las
combinaciones curcumin-diclofenaco (Arriba) y curcumina-Indometacina (Abajo). Los valores de DEzo
individual para AINEs y curcumina son graficados en los ejes x-y respectivamente. La linea recta que conecta
ambas DEso contiene todas las posibles combinaciones que producen una sumacidn entre estos farmacos.
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8.3.7 Curva dosis-efecto antinociceptivo normalizada de AINEs, curcumina y sus

combinaciones

En la curva normalizada dosis efecto antinociceptivo de la curcumina, diclofenaco,
indometacina y sus combinaciones es posible observar un aumento en la eficacia de los
AINEs y el aumento en la potencia de la curcumina dentro de las combinaciones con

respecto a la administracién individual de los farmacos (Figura 21).
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Figura 21. Curva dosis-efecto antinociceptivo (%) normalizada de los AINEs, la Curcumina y sus
combinaciones. Cada punto representa la media de 6 ratas.

8.4 Seguridad gastrica de la curcumina

8.4.1 Efecto gastrico generado por curcumina, diclofenaco e indometacina

La curcumina, diclofenaco e indometacina fueron administrados a dosis crecientes por via
oral en ratas con 18-20 horas de ayuno, tres horas posterior a la administracién se realizd
el sacrificio y extraccién de los estémagos. Se contabilizé el dafio en milimetros (mm). En

las graficas es posible observar que la generacion del dafio es dosis dependiente en ambos
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AINEs empezando a mostrar diferencia con respecto del vehiculo a partir de 10 mg/kg, se
considerd no sobrepasar la dosis de 31 mg/kg en los AINEs por la severidad de las lesiones,

mientras que la curcumina no produjo ningun dafio incluso a dosis altas (100 mg/kg)

(Figura 22).
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Figura 22. Dafio gastrico generado por diclofenaco (arriba), indometacina (en medio) y curcumina (abajo).
Las barras indican el promedio + e.e. de seis ratas. *Diferencia significativa con respecto del vehiculo (p<
0.05), segln lo determinado por un andlisis de varianza seguido de una prueba de Tukey'’s.
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8.4.2 Daio gastrico generado en las combinaciones curcumina-diclofenaco y
curcumina-indometacina

Las combinaciones curcumina-diclofenaco y curcumina-indometacina utilizadas fueron la
mismas establecidas para determinar la DE3o E de la interaccién antinociceptiva (Tabla 4).
Los resultados muestran que solo la dosis mas alta de la combinaciéon curcumina-
diclofenaco produjo dafo estadisticamente significativo, mientras que hay una ausencia

de dafio en las combinaciones curcumina-indometacina en todas las dosis utilizadas

(Figura 23).
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Figura 23. Dafio gastrico generado por las combinaciones curcumna-diclofenaco (arriba) y curcumina-
indometacina (abajo). Las combinaciones fueron administrados por via oral y tres horas después
examinados los estdmagos. Se contabilizé el dafio en milimetros (mm). Las barras indican el promedio * e.e
de seis ratas. *Diferencia significativa con respecto del vehiculo (p< 0.05), segin lo determinado por un
analisis de varianza seguido de una prueba de Tukey’s.
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8.4.3 Actividad gastroprotectora de la curcumina contra el dafno generado por

diclofenaco e indometacina

Se usaron dosis fijas de diclofenaco e indometacina (50 mg/kg) con dosis crecientes de
curcumina. Las gréficas obtenidas demuestran que el dafio gastrico producido por el
diclofenaco se presentd en la misma magnitud aun en presencia de curcumina, en cambio,
las lesiones disminuyeron en forma significativa cuando se utilizd indometacina con

curcumina a partir de la dosis de 18.6 mg/kg (Figura 24).
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Figura 24. Actividad gastroprotectora de la curcumina contra el dafio generado por diclofenaco (arriba) e
indometacina (abajo). Los datos estan expresados como el drea de dafio determinada en milimetros (mm)
tres horas después de la administracion. Las barras indican el promedio + e.e. de seis ratas. *Diferencia
significativa con respecto del grupo sin curcumina (p< 0.05).




8.4.4 Curva dosis-efecto deletéreo normalizada de AINEs, curcumina y sus

combinaciones

En la curva normalizada dosis efecto deletéreo en la mucosa gastrica de la curcumina,
diclofenaco, indometacina y sus combinaciones es posible observar que el AINE mas
agresivo para la mucosa gastrica es la indometacina, sin embargo, la combinacion
curcumina-indometacina es la que genera menos dano. Destaca también la ausencia de

dafio gastrico de la curcumina (Figura 25).
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Figura 25. Curva Dosis-efecto deletéreo en la mucosa gastrica (extension en mm.) normalizada, de los AINEs,
la curcumina y sus combinaciones.
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8.5 Seguridad entérica de la curcumina

8.5.1 Distribucion del dafno generado por diclofenaco e indometacina en el

intestino delgado

La administracion de indometacina produjo mayor cantidad de ulceras que el diclofenaco
a la misma dosis (50 mg/kg). Se observé también que en el caso del diclofenaco el nimero
de ulceras va incrementando de la primera a la cuarta porcién para disminuir en la quinta
porcidn del intestino delgado, mientras que en la indometacina el maximo aumenta se

logra en la tercera porcién para descender en la cuarta y quinta (Figura 26).
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8.5.2 Efecto enteroprotector de la curcumina contra diclofenaco e indometacina
La curcumina fue capaz de reducir el dafio entérico de los AINEs, administrados a dosis
fijas de 50 mg/kg, en forma estadisticamente significativa a una dosis 300 mg/kg en el

caso del diclofenaco y a partir de los 100 mg/kg en el caso de la indometacina (Figura 26)
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Figura 27. Actividad enteroprotectora de la Curcumina contra el dafio generado por diclofenaco (arriba) e
indometacina (abajo). La curcumina fue usada en dosis crecientes (30, 100, 300 mg/kg) en presencia de
dosis fijas (50 mg/kg) de diclofenaco e Indometacina por via oral. Los datos estan expresados como el drea
de dafio determinada en milimetros (mm) 24 horas después de la administracién. Las barras indican el
promedio * e.e. de seis ratas. *Diferencia significativa con respecto al grupo sin curcumina (p< 0.05).




9. Discusion

9.1 Actividad antinociceptiva de la curcumina y participacion de la via

ON-GMPc-Katp

En el presente estudio no se observé efecto antinociceptivo de la curcumina en la primera
fase de la prueba de formalina al 1%, en donde el dolor es generado por una estimulacién
directa de la formalina a las fibras C de los nociceptores aferentes primarios (Tjolsen et al.,
1992). Esta fase es inhibida farmacoldgicamente con anestésicos locales y analgésicos

opioides (Le Bars et al., 2001)

El efecto antinociceptivo de la curcumina se demostré en la segunda fase de la prueba, lo
que coincide con otros estudios (Lee et al., 2013; Mittal et al., 2009) esta fase esta
relacionada con una sensibilizacion central (Le Bars et al., 2001). Las dosis de 3.1y 10
mg/kg no evidenciaron ninglin cambio con respecto al grupo control cuando, lo que se
podria relacionar con la pobre absorciéon de la curcumina en el tracto digestivo y en
consecuencia la baja biodisponibilidad que presenta cuando se administra por via oral
(Anand et al., 2007), sin embargo, las dosis de 31 y 100 mg mostraron una disminucién
estadisticamente significativa del comportamiento relacionado con el dolor, lo que se

relaciona con actividad antinociceptiva.

El efecto antinociceptivo de la curcumina mostrado a 100 mg/kg fue blogqueado en
forma dosis dependiente con la inyeccidn previa local de glibenclamida, un bloqueador
especifico de los canales K arp sin efecto en los canales de potasio dependientes de Ca%* o
de voltaje (Amoroso et al., 1990; Davies et al., 1991; Edwards and Weston, 1993), a dosis
de 30 y 100 pg, sugiriendo la activacidon de los canales K arp en la actividad antinociceptiva
de la curcumina. Cabe mencionar que el uso de la glibenclamida sola no modificd el

comportamiento de sacudidas con respecto a los grupos controles, esta falta de efecto es




consistente con estudios anteriores en la prueba de formalina (Ortiz et al., 2003) y excluye

la posibilidad de que genere algun efecto nociceptivo.

La curcumina (100 mg/kg) mantuvo su disminucion en el comportamiento nociceptivo de
las ratas aun después de la inyeccion previa de ODQ, inhibidor de la guanilato ciclasa
soluble (GCs), o L-NAME, inhibidor de la sintasa de Oxido nitrico, lo que demuestra
farmacoldgicamente que ni el dxido nitrico ni la guanilato ciclasa soluble intervienen en la
actividad antinociceptiva de la curcumina.

Estos datos analizados en conjunto evidencian que la via ON-GMPc-canales K atp no estd
involucrada en la antinocicepcién que provee la curcumina, sin embargo, seialan la

participaciéon de los canales K arp .

Se puede hipotetizar acerca de los probables mecanismos por los cuales puede llevarse a
cabo la activacidon de los canales K atp sin involucrar la via NO-GMPc, una alternativa
consiste en la activacion, por parte de la curcumina de la guanilato ciclasa particulada
(GCp) que cataliza la sintesis del GMPc y éste a su vez modula directa o indirectamente
varios canales idnicos, entre los que se encuentran los canales K atp (Kourie y Rive, 1999).
En este sentido, el comportamiento mostrado por la curcumina en estos experimentos es
similar al mostrado por el péptido natriurético auricular (PNA), un ligando de la guanilato
ciclasa particulada, en un estudio desarrollado en la prueba de formalina en donde el PNA
generd disminucién de la conducta nociceptiva y dicho efecto fue bloqueado por la
glibenclamida y no por el L-NAME (Ortiz et al., 2002b).

Otra opcion es que la curcumina pueda actuar estimulando a receptores acoplados a
proteinas G que abren los canales Karp induciendo antinocicepcidén, entre los que se
encuentran receptores opioides pu, adrenorreceptores a-2, receptores 5HT 1a, receptores
de adenosina Al y receptores muscarinicos M, (Ocafia et al., 2004). Apoyando esta teoria,
un estudio revela que el sistema monoamina descendente (asociado a receptores 5HTia)

estd involucrado en la actividad antinociceptiva de la curcumina en un modelo de dolor
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neuropatico y revela la participaciéon de receptores opiodes delta y Mu como blancos
intermedios (Zhao et al., 2012).

Por ultimo se mencionara que existen algunas sustancias capaces de interactuar
directamente con los canales Katp, para generar su apertura, tal es el caso del pinacidil,
diazoxido y cromakalim, los cuales tienen especificidad por algunos canales Karp

(Campbell y Welch, 2001; ) (Tabla 6).

Farmaco Canal Katp cardiaco | Canal Karp musculo | Canal Kate
liso vascular pancreatico

Pinacidil Abre Abre Abre, baja potencia

Cromakalim Abre Abre Sin efecto

Diazoxido Sin efecto Abre, baja potencia | Abre

Tabla 6. Farmacos que interactian directamente con los canales Karp generando su apertura.

Esta especificidad se debe a que se han encontrado diversas variedades de canales Karp
con diferencias en la subunidad SUR (Aguilar-Bryant et al., 1998) (Tabla 7), por lo que
resultaria interesante estudiar si la curcumina interactua directamente con el tipo de canal
de potasio que se encuentra en sistema nervioso y las implicaciones que puede tener
sobre otros canales de la misma familia debido al amplio papel que desempeian y a su

ubicuidad dentro del organismo.

Tipo de canal Localizacién

K. 6.2+ SUR1 Pancreas

K. 6.2+SUR2A Corazon

K. 6.1+SUR2B Musculo liso vascular

K . 6.2+SUR2B

K , 6.2c26

K . 6.2C26+SUR1

Tabla 7. Variedades identificadas de canales Kir 6 también denominados Karp, y su localizaciéon dentro del
organismo




En este sentido cabe destacar que hay mdultiples investigaciones que sefialan que la
curcumina es un potente bloqueador de los canales Kv, reduciendo las corrientes de salida
en las células musculares lisas de la arteria coronaria del conejo (HongDa et al., 2013) y de
células T Jurkat (Shin et al., 2011). Asi mismo, inhiben el canal KV 1.3 en células T efectoras
de memoria (Lian et al., 2013) y bloquean los canales Kv 11.1 en células de lineas THP-1
(Banderali et al.,, 2011) y en células HEK293 (Choi et al., 2013). Los estudios no han
establecido claramente los mecanismos inhibitorios sobre los canales Kv, pero se sugiere
que actuan de forma directa sobre éstos (Choi et al., 2013; HongDa et al., 2013; Lian et al.,
2013). Por otra parte la curcumina ha demostrado abrir los canales de potasio en la arteria
ruminal de cabras, induciendo una vasorelajacion producida, al menos en parte, por una
activacion directa sobre la guanilato ciclasa soluble (sGC) (Dash y Parija,2013). Dado los
diversos efectos regulatorios de la curcumina en multiples blancos, no debe sorprender
que la curcumina participe en diferentes vias produciendo diferentes acciones fisioldgicas
de los canales de potasio (Zhang et al., 2014).

Con el presente estudio, se establece que la curcumina podria tener un mecanismo
antinociceptivo multifactorial conformado por sus actividades antiinflamatorias,
antioxidantes y su capacidad para abrir los canales Kare, ademas provee las bases para

nuevos estudios que demuestren mediante qué mecanismos lo hacen.

9.2 Interaccion entre curcumina y AINEs

La interaccién demostrada de sinergia en la actividad antinociceptiva de la curcumina y el
diclofenaco es mencionada también en el modelo de dolor orofacial inducido por
formalina en la rata, donde se encontré un efecto antinociceptivo del diclofenaco usado
en combinacidn con curcumina a dosis subterapéuticas (Mittal et al ., 2009). Sin embargo,

los mecanismos por los cudles es generada dicha sinergia permanecen sin establecerse.

Se ha encontrado que el sinergismo entre algunos AINES como diclofenaco, ketoprofeno,

meloxicam, metamizol, paracetamol y piroxicam con morfina, se debe a la inhibicidon de




diversas vias de transmisién del dolor, independientes al bloqueo de prostaglandinas
(Miranda et al., 2004). Lo que es mas, en la prueba de la formalina la disminucién en la
nocicepciéon generada por los opioides y algunos AINES como el metamizol y el
diclofenaco, se debe en parte a la activacidn de la via éxido nitrico-GMP ciclico-canales de
potasio (Aguirre-Bafiuelos y Granados-Soto, 1999); de la misma forma otros estudios
refuerzan el hecho de que la combinacién de indometacina, que no activa la via, con
codeina produjo Unicamente una interaccion aditiva (Arredondo-Garza et al., 2007).

Este estudio pone de manifiesto que la sinergia entre la curcumina y los AINEs es, al
menos en parte, generada por la actividad bloqueadora de prostaglandinas por parte de
los AINES, ya que la presencia de sinergia aparecié con el diclofenaco (diversos
mecanismos de accién antinociceptiva) y con la indometacina (bloqueador puro de
prostaglandinas como mecanismo antinociceptivo), al respecto existe un reporte que
menciona a la curcumina como capaz de potencializar la actividad anti-inflamatoria de
inhibidores de la ciclooxigenasa aspirina y rofecoxib en el modelo de granuloma (Nandal
et al., 2009) sin embargo, otro estudio demuestra que la curcumina sola es mas eficaz que
la combinacién de curcumina-diclofenaco para controlar el dolor crénico producido por

osteartritis pacientes (Chandrany Goel, 2012).

Esta sinergia, si bien requiere ser completamente clarificada resulta muy conveniente para
la aplicacion clinica ya que logra aumentar la eficacia de los AINEs usados en forma
aislada, al mismo tiempo que aumenta la potencia de la curcumina (Figura 21). Si
consideramos que dentro las limitantes del uso de la curcumina se encuentra su baja
biodisponibilidad que ha motivado diversos estudios para aumentarla, implementando
estrategias como el uso con coadyuvantes (piperina), curcumina liposomal ,nanoparticulas
de curcumina, analogos estructurales de la curcumina, complejo curcumina-fosfolipido
entre otros (Anand et al., 2007), el uso sinérgico con AINEs podria ser estudiado como un

método novedoso de librar esta dificultad.
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Por otro lado la combinacién de ambos farmacos permite el uso de dosis menores de
ambos componentes lo que reduce en gran medida la formacién de lesiones gdstricas

generadas por los AINEs sin sacrificar eficacia analgésica (Tabla 8).

Log. dosis | Antinocicepcidon | Lesion gastrica

% (mm)
Curcumina 1.49 37.8 0.7
Diclofenaco 1.49 31.9 31.3
Indometacina 1 35.1 16.5
Curcumina + 0.8 34.71 0.8

Indometacina

Curcumina + 1 32.6 1.7

Diclofenaco

Tabla 8. Comparativo entre dosis, grados de antinocicepcion y dafo gdstrico generados por los AINEs, la
Curcumina y sus combinaciones. Notese que la combinacion Curcumina Indometacina guarda la mejor
proporcion entre dosis, efecto antinociceptivo y dafo generado .

La mayoria de autores atribuyen propiedades gastroprotectoras a la curcumina a través de
mecanismos como la inhibicién de IL-8 producida por Helicobacter pylori que juega un
papel importante en el desarrollo de ulceras y gastritis (Foryst-Ludwig et al., 2004),
incremento en la secrecién de mucina (Rafatullah et al., 1990), disminuciéon en la
produccién de acido gastrico al bloquear receptores de histamina H; (Kim et al., 2005),
regulacién a la baja de la expresién de las metaloproteinasas de matriz 9y 2 (Swarnakar et
al., 2005), asi como la prevencion en la actividad de la peroxidasa lo que disminuye la
produccién de radicales libres; sin embargo, otros autores reportan actividad ulcerogénica
por disminucion en la secrecién de mucina y aumento en la secreciéon de acido gastrico

y/o pepsina (Gupta et al., 1980).




En el presente estudio demostramos que la curcumina tiene un efecto gastroprotector
contra el dafo generado por la indometacina lo que concuerda con otros reportes de
proteccidn por curcumina contra indometacina a nivel gastrico (Thong-Nagam et al., 2012;
Sharma et al., 2012; Chattopadhyay et al., 2006; Swarnakar et al., 2005) y de intestino
delgado (Menozzi et al., 2009. Sivalingam et al., 2008) pero falla al generar proteccion
contra diclofenaco sédico a nivel gastricoy muestra menos potencia a nivel entérico.

Este hecho pone de manifiesto que, aunque se espera que ambos farmacos compartan el
mecanismo de inhibicién de las prostaglandinas para generar daio gastroentérico, existen
mecanismos que pueden llevarse a cabo en diferente grado o incluso ser particulares para
los diferentes AINEs. En este sentido, se encontré que los metabolitos glucurdnidos del
diclofenaco se unen mediante enlaces covalentes (aduccion) a macromoléculas como las
proteinas (Hoffmann et al., 2000). Estos complejos denominados “aductos” juegan un
papel importante en la generacién de Ulceras intestinales sin haberse esclarecido
completamente su mecanismo de lesidn (Atchison et al., 2000), mientras que para la
indometacina se ha establecido un dafio a través de multiples mecanismos como lesion a
la microvasculatura (Takeuchi et al., 1990), dafio a la matriz extracelular aumentando la
actividad de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) y disminuyendo la MMP-2
(Swarnakar et al., 2005), desbalance del dxido nitrico, generacién de radicales libres de
oxigeno y apoptosis (Souza et al., 2004; Piotrowsky et al., 1999; Fuji et al., 2000 ),
peroxidacion lipidica de la membrana, oxidaciéon de la proteina y disminucion de la

actividad de la glutatién peroxidasa gastrica (Chattopadhyay et al., 2006 ).

En lo que respecta al daho intestinal, la distribucion de la lesién provocada por
indometacina fue mayor en la tercera porcién del intestino y por el diclofenaco en la
cuarto porcion, lo que anatdmicamente corresponde al yeyuno, siendo casi inexistente en
el duodeno (primera porciéon) y muy baja a nivel de ileon (quinta porcién). Esta
informacién concuerda con hallazgos encontrados por otros autores (Ramirez-Alcantara et

al., 2005).




Si bien todos los reportes concuerdan en la eficacia de la curcumina para disminuir las
lesiones generadas por la indometacina a nivel gastrico y entérico, el mecanismo por el
cual lo hacen no esta del todo esclarecido y existe informacion opuesta. Algunos autores
seflalan a las propiedades antioxidantes de la curcumina como responsables en la
prevencion del dano al inactivar las peroxidasas y barrer los radicales libres
(Chattopadhyay et al., 2006), disminuir el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial
(Sivalingam et al., 2008) o inhibir la transcripcién del factor Nuclear KB con la subsecuente
disminucion en la expresién de ICAM-1, FNT- a, iNOS, IL-1B moléculas que favorecen la
adhesién y agregacién de neutréfilos y por ende la producciéon de especies libres de
oxigeno (Thong-Nagam et al.,, 2012). En contraste en otro articulo los autores no
encuentran una disminucién en la mieloperoxidasa ni en la peroxidacién lipidica
generadas por la indometacina, por lo que concluyen que la actividad anti-inflamatoria y
antioxidante no es la responsable de los efectos benéficos de la curcumina (Menozzi et al.,
2009). Otros autores atribuyen la regulacion en la expresion y actividad de la
metaloproteinasa de matriz dos (MPP2) y MPP9 como las responsables de la prevencién y
recuperacién de las ulceras gdstricas inducidas por indometacina (Swarnakar et al., 2005),
lo que concuerda con lo encontrado en otro trabajo, donde el aumento en la expresién
de MPP-2, TGF-B vy el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) promueve la
angiogénesis y restauracidon de las fibras de coldageno danadas por la indometacina

contribuyendo a la curacion de la ulcera (Sivalingam et al., 2008).

El presente trabajo es el primero en demostrar que el efecto gastroprotector de la
curcumina no se presenta con el diclofenaco y se presenta en forma menos potente en el
intestino delgado en comparacién con la indometacia, lo que abre nuevas perspectivas de

analisis y estudio.




10. Conclusiones

10.1 Conclusion General

= El presente trabajo brinda evidencias del beneficio de la combinacién entre
curcumina y AINEs, produciendo una sinergia en la actividad antinociceptiva, lo
que permite a su vez reduccién en las dosis de AINEs y disminucién del dafio
gastroentérico, a la vez que incremeta la potencia de la curcumina favoreciendo su

administracion.
10.2 Conclusiones Particulares

* La Combinacién curcumina-indometacina resulté mds ventajosa que Ia
combinaciéon curcumina- diclofenaco al producir menor dafo gastrico y mayor

efecto antinociceptivo.

= El mecanismo antinociceptivo de la curcumina no estd revelado por completo,
pero en este trabajo se demostrd que involucra a los canales Katp, sin intervencién

de la via ON-GMPc-Katp.

= la capacidad de la curcumina para generar proteccién gastrica y entérica es

distinta entre diclofenaco e indometacina.

= E|l presente estudio sienta las bases para establecer nuevos estudios que
respondan a diferentes interrogantes sobre la combinacién entre curcumina-
AINEs, por ejemplo, conocimiento exacto de los mecanismos de accidn
involucrados en la sinergia, el uso de esta combinacion en el dolor crénico, en el
dolor neuropatico, la interaccion con otros AINEs y farmacos relacionados

(paracetamol), entre otras.
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Background:

It has been reported that curcumin, the main active compound of Curcuma longa, also known as turmeric,
exhibits antinociceptive properties. The aim of this study was to examine the participation of ATP-sensitive
potassium channels (Kxrp channels) and, in particular, that of the L-arginine-nitric oxide-cyclic GMP-Kxrp
channel pathway, in the antinociceptive effect of curcumin.

Methods:

Pain was induced by the intraplantar injection of 1% formalin in the right hind paw of Wistar rats.
Formalin-induced flinching behavior was interpreted as an expression of nociception. The antinociceptive effect
of oral curcumin was explored in the presence and absence of local pretreatment with L-NAME, an inhibitor
of nitric oxide synthase, ODQ, an inhibitor of soluble guanylyl cyclase, and glibenclamide, a blocker of Kxrp
channels.

Results:

Oral curcumin produced a dose-dependent antinociceptive effect in the 1% formalin test. Curcumin-induced
antinociception was not altered by local L-NAME or ODQ, but was significantly impaired by glibenclamide.

Conclusions:

Our results confirm that curcumin is an effective antinociceptive agent. Curcumin-induced antinociception
appears to involve the participation of Kxrp channels at the peripheral level, as local injection of glibenclamide
prevented its effect. Activation of Kyrp channels, however, does not occur by activation of the L-arginine-nitric
oxide-cGMP- Kyrp channel pathway. (Korean J Pain 2012; 25: 221-227)
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INTRODUCTION

Curcumin is the main compound obtained from the
rhizoma of Curcuma longa, also known as turmeric [1].
Curcumin displays a vibrant yellow color and thus is widely
used as an additive in Indian food [2]. Curcuma longa has
been used in Asian traditional medicine in the treatment
of a variety of inflammatory disorders [3]. Furthermore,
it has also been reported that curcumin exhibits antitumor,
antioxidant, and antimicrobial activities [4]. It has been
observed that curcumin is well tolerated after long—term
use and at high doses [3,5]. However, adequately designed
clinical studies specifically addressing curcumin safety are
still lacking [6].

There is evidence that curcumin also appears to be an
effective analgesic agent [7]. It has recently been reported
that curcumin reduces pain and fatigue in patients under—
going laparoscopic cholecystectomy [8]. Animal studies
have confirmed the efficacy of curcumin in pain relief.
Systemic administration of curcumin induces significant
antinociception in experimental models of neuropathic pain
[9,10], acetic acid-induced visceral nociception [11], cap—
saicin—induced thermal hyperalgesia [12], and the formal—
in—induced orofacial pain test [13]. Several mechanisms of
action have been proposed for the antinociceptive effects
of curcumin, including suppression of brain nitrite and
TNFa levels [9], activation of the descending monoamine
system [10], blockade of TRPVI activation [12], and de—
sensitization of TRPAI [14]. These hypotheses notwith—
standing, however, the mechanism of antinociceptive ac—
tion of curcumin has not yet been fully elucidated.

It has been reported that activation of ATP-sensitive
potassium channels (Karp channels) antagonizes noci—
ceptive responses evoked by noxious stimuli, dampening
the hyperexcitability of the nociceptors [15]. There is evi—
dence that the opening of Kap channels participates in the
analgesic effect of the non—steroidal anti-inflammatory
drugs ketorolac [16] and diclofenac [17, 18], but not in that
of indomethacin [17]. There is dlso evidence that Kump
channels play a role in the analgesic effect of a variety
of agents such as morphine [19], clonidine [20] and 5-HTI
agonists [21], atrial natriuretic peptide (ANP) [17], and pre—
gabalin [22]. Therefore, it appears that the opening of Karp
channels is a common mechanism of antinociception,

There are several intracellular pathways that lead to

the opening of Kxrp channels and to andlgesia. Nitric oxide

KJP

donors, such as sodium nitroprusside, activate the soluble
form of guanylyl cyclase, resulting in the synthesis of cy—
clic GMP (cGMP), which in turn results in the opening of
Karp channels and analgesia [23]. Ketorolac [16] and diclofe—
nac [17] are able to produce antinociception by activation of
the L—arginine—nitric oxide—cGMP— Ky channel pathway.
On the other hand, ANP activates the particulate form of
guanylyl cyclase [24], resulting in ¢cGMP synthesis, which
leads to K channel opening and antinociception [17].
There is also evidence that compounds that are able to di—
rectly open Kyp channels, such as cromakalim [25] and pi—
nacidil [17], result in pain relief. It is therefore possible that
Karp channels are involved in the antinociceptive effect of
curcumin, Hence, the purpose of this study was to examine
whether Kxp channel opening, and, in particular, the acti—
vation of the L—arginine—nitric oxide—cGMP— Kurp channel
pathway, is involved in curcumin—induced pain—relief.

MATERIALS AND METHODS

1. Animals

Female Wistar rats aged 8-9 weeks (weight range
200-220 g) from our own breeding facilities were used in
this study [17,18]. The animals had free access to drinking
water and were fasted for 18-20 hours before experiments,
Efforts were made to minimize animal suffering and to re—
duce the number of animals used. Rats were used one time
only. At the end of the experiments, the rats were sacri—
ficed in a CO, chamber, All experiments followed the Guide—
lines on Ethical Standards for Investigation of Experimental
Pain in Animals [26] and the protocol was approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee (Center for
Research and Advanced Studies of the National Polytechnic
Institute, Mexico, DF).

2. Drugs

Curcumin, N°-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME),
1H~1,2,4]oxadiazolo[4,3~a]quinoxaline=1-one (ODQ) and
glibenclamide were purchased from Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Curcumin was suspended in carboxyme—
thylcellulose (0.5% CMC). Glibenclamide and ODQ were
dissolved in 20% dimethyl sulfoxide and L-NAME in iso—
tonic saline,

3. Measurement of antinociceptive activity

Antinociception was assessed using the formalin test.
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Rats were placed in open Plexiglas observation chambers
for 30 min. to allow them to accommodate to their sur—
roundings; they were then removed for formalin admini—
stration, Fifty microliters of diluted formalin (1%) were in—
jected subcutaneously into the dorsal surface of the right
hind paw with a 30—gauge needle. Animals were then re—
turned to the chambers and nociceptive behavior was ob—
served immediately after formalin injection, Mirrors were
placed behind each chamber to enable unhindered ob—
servation of the formalin—injected paw. Nociceptive be—
havior was quantified as the numbers of flinches of the
injected paw during 1 min, periods every 5 min. for up to
60 min. after injection [25—28]. Flinching was readily iden—
tified and characterized as a rapid and brief withdrawal or
flexing of the injected paw. Formalin—induced flinching
behavior is biphasic [17,27-29]. The initial acute phase
(0-10 min.) is followed by a relatively short quiescent peri—
od, which is then followed by a prolonged tonic response
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(15-60 min,). At the end of the experiment, the animals

were sacrificed in a CO; chamber,

4. Study design

Rats received vehicle or increasing oral doses of cur—
cumin (3.1-100 mg/kg) by gavage 60 min, before formalin
injection, In order to examine the participation of the NO—
cGMP—Kurp channel pathway in the antinociceptive effect of
oral curcumin, rats were pretreated locally with L-NAME,
an inhibitor of nitric oxide synthase, ODQ, an inhibitor of
soluble guanylyl cyclase, or glibenclamide, a blocker of Kyrp
channels [17,28,29]. Blockers dissolved in a volume of 50 pl
were injected in the paw that was to be injured 10 min,

before the insult, as described previously [17].

5. Data andlysis and statistics
All results are presented as mean * SEM., Curves were
made by plotting the number of flinches against time, The

AUC (Flinches-min)

Curcumin (mg/kg)

Fig. 1. (A) Flinching behavior observed after the intra-
plantar injection of 1% formalin in the right hind paw of
Wistar rats in absence (black symbols) of in presence
(open symbols) of 100 mg/kg oral curcumin. (B) Area
under the number of flinches-against-time curve of the
second phase of the formalin test observed in Wistar rats
in presence of increasing doses of oral curcumin. (C)
Percent of antinociception observed in the second phase of
the formalin test in presence of increasing doses of oral
curcumin. Data are presented as mean = SEM of six
animals. *Denotes a statistically significant difference (P <
0.05) with respect to the effect observed in absence of
curcumin.
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area under the number of flinches against time curves
(AUC) was calculated by the trapezoidal rule [17,28-30].
AUC was caleulated for the two phases of the assay, and
the percent of antinociception for each phase was calcu—

lated according to the following equation [30]:

Percent of antinociception = [(AUCvehicle — AUCpost compound)/
AUCvehicle] x 100,

Analysis of variance followed by Tukey’s test was used
to compare the differences between treatments. Differences
were considered statistically significant when P < 0,05,

RESULTS

Local injection of 1% formalin produced a typical bi—
phasic flinching behavior, The first phase was charac—
terized by an immediate increase in flinching followed by
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a gradual decrease, to reach near—zero values after 10
min. A second flinching phase then occurred, being ob—
served from 15 min, to 60 min. Oral curcumin admin—
istration did not have any significant effect on formal—
in—induced nociception during phase 1, but significantly re—
duced flinching during phase 2 (Fig. 1A). Therefore, only
data from phase 2 were submitted for further analysis.
Curcumin produced a dose—dependent reduction in the AUC
of phase 2 (Fig. 1B). The effect of curcumin on the second
phase of the formalin test can also be expressed as a
dose—dependent increase in the percent of antinociception
(Fig. 1C).

In an additional experimental series, it was observed
that pretreatment with local injection of L-NAME or ODQ
did not produce any significant change in oral curcu—
min—induced antinociception (Figs. 2A and 2B), while pre—
treatment with glibenclamide resulted in a dose—dependent
reduction in the antinociceptive effect of 100 mg/kg oral

% Antinociception

10 30 100
0oDQ (ug/paw)

Fig. 2. Antinociceptive effect of 100 mg/kg oral curcumin
in the second phase of the formalin test in Wistar rats
submitted to local pretreatment with increasing doses of
L-NAME (A), ODQ (B) and glibenclamide (C). Data are
presented as mean = SEM of six animals. *Denotes a
statistically significant difference (P < 0.05) with respect
to the effect observed in absence of glibenclamide.
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curcumin (Fig. 2C).

DISCUSSION

Curcumin, the main active ingredient of turmeric, ex—
hibits several pharmacological actions [1-5]. It has been
documented that curcumin exhibits a significant anti—
nociceptive effect in a variety of experimental pain models
[9-13]. Moreover, it has recently been reported that curcu—
min is effective in postsurgical pain [8] and therefore ex—
hibits true potential as an analgesic agent in clinical prac—
tice [7]. Several mechanisms have been proposed to ex—
plain the antinociceptive effect of curcumin, including sup—
pression of brain nitrite and TNFa levels [9], activation of
the descending monoamine system [10], blockade of TRPV1
activation [12], and desensitization of TRPAI [14]. However,
the exact mechanism of action remains controversial [12].
Moreover, it is possible that the overall antinociceptive
effect of curcumin involves multiple mechanisms of action,
as is the case for several analgesic agents, such as diclo—
fenac [31].

It is now well documented that the opening of Karp
channels plays a role in the antinociceptive effect of a
number of agents, including ketorolac [16], diclofenac
[17,18], morphine [19], clonidine [20], 5~HTI agonists [21],
ANP [17], and pregabalin [22]. It is known that activation
of Karp channels antagonizes nociceptive responses evoked
by noxious stimuli, dampening the hyperexcitability of the
nociceptors [15]. However, Kurp channel opening is not a
universal mechanism of antinociception, Several agents,
such as indomethacin [17], acemetacin [32], and kappa
opioid receptor agonists [33] induce a significant anti—
nociceptive effect which does not involve the participation
of Karp channels. In this study, we demonstrate that the
activation of Kxrp channels is involved in the antinociceptive
effect of curcumin.

Karp channels can be activated by several pathways,
Compounds that directly open the channels, such as diaz—
oxide [34], pinacidil [17], and cromakalim [33] produce a
significant antinociceptive effect, Karp channel opening al—
S0 oceurs as a consequence of activation of Gi/o proteins,
as is the case for p— and §—opioid agonists [33]. Moreover,
an increase in intracellular ¢cGMP also results in Kxrp chan—
nel opening and analgesia. This is observed after admin—
istration of dibutyryl-cGMP [34,35] or by activation of
c¢GMP—generating pathways, ANP, which directly activates
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the particulate form of guanylyl cyclase, results in sig—
nificant antinociception [17]. It is also well documented that
activation of the L-arginine—nitric oxide—cGMP—Kurp
channel pathway results in antinociception. Administration
of nitric oxide donors, such as sodium nitroprusside [23],
induces a significant antinociceptive effect. Kxrp channel
opening and antinociception is also induced by hydrogen
sulfide [36].

Local administration of L-NAME, ODQ, or glibencla—
mide does not induce any significant alteration in formal—
in—induced nociception, suggesting that these compounds
are devoid of any pro— or antinociceptive effects by them—
selves, dlthough they can interfere with the antinociceptive
action of several drugs [17,18,29]. In the present study, we
observed that glibenclamide, but not L-NAME or ODQ, im—
pairs the antinociceptive effect of oral curcumin, These re—
sults suggest that activation of Kxrp channels, but not by
the L—arginine—nitric oxide—cGMP— Kxrp channel pathway,
is involved in the antinociceptive effect of curcumin, Hence,
curcumin may be directly stimulating Karp channels, acti—
vating Gi/o proteins, stimulating the particulate form of
guanylyl cyclase, or acting through the hydrogen sulfide—
Karp channel pathway. Further research is needed to fully
elucidate this issue.

The local injection of glibenclamide in the same site
as the formalin insult was able to significantly reduce the
antinociceptive effect of oral curcumin. There is evidence
that glibenclamide is able to block drug—induced anti—
nociception after local and spinal administration [17,29],
but also after systemic administration [18]. Hence, our re—
sults provide evidence that curcumin—induced antinoci—
ception involves the participation of Kxp channels at the
peripheral level, although additional systemic mechanisms
of action may also be involved.

Recently, Han and coworkers reported that intrathecal
administration of curcumin produces antinociception in the
formalin test [37], demonstrating that this agent is also
able to produce antinociception by central mechanisms,
There is evidence that curcumin is able to pass through
the blood—brain barrier [38]. Therefore, it is likely that the
overall antinociceptive effect of curcumin after systemic
administration involves both peripheral and central actions,
as is the case for non—steroidal anti-inflammatory drugs
and opioids [31]. Furthermore, for several agents, such as
diclofenac [28] and lumiracoxib [29], we have shown that

both the peripheral and central actions include the partic—
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ipation of Kxrp channels,

In summary, the present results confirm that curcumin

is an effective antinociceptive agent. Our data provide evi—

dence for the participation of peripheral mechanisms, in—

cluding Kxrp channel opening, in addition to other mecha—

nisms of action. The complete elucidation of the mecha—

nisms of action of the antinociceptive effect of curcumin

will certainly bolster its potential as an analgesic agent in

clinical practice.
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