CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

“Efecto de la curcumina sobre la
farmacocinética de algunos anti-inflamatorios no

esteroidales”

TESIS

Que presenta

M. en C. Claudia Liliana Zazueta Beltran
Para obtener el grado de
DOCTORA EN CIENCIAS

EN LA ESPECIALIDAD DE

FARMACOLOGIA

Directores de la tesis:
Dr. Gilberto Castafieda Hernandez

Dra. Leticia Cruz Antonio

CIUDAD DE MEXICO FEBRERO, 2017






El presente trabajo de investigacion se desarrollo bajo la direccién del Dr. Gilberto
Castafieda Hernandez y la Dra. Leticia Cruz Antonio. Los experimentos se realizaron en
el Departamento de Farmacologia del Centro de Investigacion de Estudios Avanzados

del Instituto Politécnico nacional, México, Ciudad de México.






DEDICATORIAS

A mi madre, por todo el carifio, esfuerzos
para ser quien soy y el apoyo brindado en
todas las decisiones que he tomado en el

camino.

A mis hermanos por compartir la nifiez juntos

y por estar ahi siempre que lo he necesitado.

A mi esposo Luis Armando y mi hijo lan Armando,
por acompafiarme a lo largo de este viaje, por estar conmigo
en cada etapa y cada momento que los he necesitado, por
apoyarme en todas mis decisiones y por ser ese motor que

me impulsa dia con dia.






AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Cienciay Tecnologia por haberme otorgado una beca (331462)

para realizar mis estudios de posgrado.

Al Dr. Gilberto Castafieda Hernandez por las ensefianzas y contribuciones que ha tenido
en mi formacion académica, asimismo por la gran oportunidad de trabajar en su

laboratorio, el apoyo y el interés brindado en todo momento.

A la Dra. Leticia Cruz Antonio por todo el apoyo y las ensefianzas brindadas a lo largo

de mi formacion académica.

Al Dr. Carlos Martin Cerda Garcia-Rojas y a las Dras. Liliana Favari Perozzi, Claudia
Pérez Cruz y Mireya Lopez Gamboa, por ser parte de la comision revisora de esta tesis,
y por sus comentarios y sugerencias que han ayudado a enriquecerla.

A la QFB. Lourdes Gonzalez Flores por su apoyo técnico en la parte experimental,
asimismo por las contribuciones que ha tenido en mi formacién académica, las
ensefianzas, el carifio y la amistad brindada a lo largo de este proyecto, y todo el apoyo
personal brindado en todo momento, el cual siempre llevare conmigo.

Posdata: no te olvides de mi Lulu, una parte de mi siempre estara por el laboratorio, atte.
la Lili.

A la M. en C. Patricia Gonzalez por su apoyo técnico.

A la secretaria, Verdnica Cadena por la ayuda brindada en el area administrativa durante

mis estudios.

A todos los integrantes del laboratorio 34, Suset, Lorena, Alan Martin y Alan, que han
hecho esta etapa mas llevadera, divertida y enriquecedora, porque de cada uno me llevo

un aprendizaje y una gran amistad.






INDICE

1. INTRODUCCION

1.1 Anti-inflamatorios no esteroidales (AINES)
1.1.1 Clasificacion quimica de los AINEs
1.1.2 Efectos adversos de los AINEs
1.1.3 Mecanismo de accion de los AINEs
1.2 Diclofenaco

1.2.1 Propiedades fisicoquimicas

1.2.2 Absorcion

1.2.3 Acumulacién y distribucién

1.2.4 Metabolismo

1.2.5 Eliminacion

1.3 Acemetacina

1.3.1 Absorcion

1.3.2 Metabolismo

1.3.3 Eliminacién

1.3.4 Efectos adversos de la acemetacina
1.4 Indometacina

1.4.1 Propiedades fisicoquimicas

1.4.2 Absorcion

1.4.3 Acumulacién y distribucién

1.4.4 Metabolismo

1.4.5 Eliminacion

1.5 Naproxeno

1.5.1 Propiedades fisicoquimicas

1.5.2 Absorcion

1.5.3 Distribuciéon y acumulacion

1.5.4 Metabolismo

1.5.5 Eliminacion

1.5.6 Interacciones medicamentosas

O O o0 0 0 9 9 N N NN WD

e e e e e e e e T e T I S S =
B N Y Y S S S e T = R e B e R )



1.5.7 Efectos adversos del naproxeno

1.6 Ketorolaco trometamina

1.6.1 Propiedades fisicoquimicas

1.6.2 Absorcion

1.6.3 Distribucion y acumulacion

1.6.4 Metabolismo

1.6.5 Eliminacion

1.6.6 Interacciones medicamentosas

1.6.7 Efectos adversos del ketorolaco

1.7 Estrategias para el aumento del perfil de seguridad de los AINEs
1.7.1 Derivados del sulfuro de hidrégeno (H2S)
1.7.2 Inhibidores de la bomba de protones (IBPs)
1.7.3 Inhibidores selectivos de la Cox-2 (COXIBS)
1.8 Curcumina

1.8.1 Generalidades

1.8.2 Propiedades fisicoquimicas

1.8.3 Usos

1.8.4 Farmacocinética

1.8.4.1 Absorcion

1.8.4.1.1 Técnicas para incrementar la biodisponibilidad de la curcumina
1.8.4.2 Acumulacion y distribucion de la curcumina
1.8.4.3 Metabolismo

1.8.4.3.1 Efecto de la curcumina en las enzimas del metabolismo
1.8.4.4 Eliminacion

1.8.5 Farmacodinamia

1.8.6 Actividades biologicas

1.8.7 Toxicidad de la curcumina

1.9 Justificacion

1.10 Hipotesis

1.11 Objetivo general

1.11.1 Objetivos particulares

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Animales

II

15
16
16
16
17
17
17
18
18
18
18
19
19
21
21
21
22
22
22
23
25
25
27
30
30
30
34
36
36
37
37
38
38



2.2 Reactivos

2.3 Método analitico cromatografico para la determinacion del diclofenaco
2.3.1 Analisis cromatografico CLAR

2.3.1.1 Principio

2.3.1.2 Condiciones cromatograficas

2.3.1.3 Tratamiento de los animales

2.3.1.4 Soluciones

2.3.1.4.1 Solucion amortiguadora de NaH2PO4.H20 0.01 M, pH 3

2.3.1.4.2 Solucion del naproxeno 0.1 mg/mL (estandar interno)

2.3.1.4.3 Solucion estandar del diclofenaco 5 pg/mL y 50 pg/mL

2.3.1.4.4 Determinacion del diclofenaco en plasma de rata

2.3.1.5 Curva de calibracion del diclofenaco

2.3.1.6 Puntos control del diclofenaco

2.3.1.7 Determinacion del diclofenaco en muestras obtenidas del estudio
farmacocinético

2.3.1.8 Control de calidad

2.3.1.9 Determinacion de los parametros farmacocinéticos

2.3.1.10 Analisis estadistico

2.4 Método analitico cromatografico para la determinacion del naproxeno
2.4.1 Condiciones cromatograficas

2.4.2 Tratamiento de animales

2.4.3 Soluciones

2.4.3.1 Solucion amortiguadora de NaH2PO4 .H20 0.01 M, pH 3

2.4.3.2 Solucion de diclofenaco 0.1 mg/mL (estandar interno)

2.4.3.3 Solucion estandar de naproxeno 5 pg/mL y 50 pg/mL

2.4.3.4 Determinacion del naproxeno en plasma de rata

2.4.4 Curva de calibracion del naproxeno

2.4.5 Puntos control del naproxeno

2.4.6 Determinacion del naproxeno en muestras obtenidas del estudio
farmacocinético

2.4.7 Control de calidad

2.4.8 Determinacion de los parametros farmacocinéticos

2.4.9 Analisis estadistico

38
39
39
39
39
39
40
40
40
40
40
41
41

42
42
42
43
43
43
43
43
43
44
44
44
45

46
46
46

I11



2.5 Método analitico cromatografico para la determinacion de la 47

indometacina y la acemetacina

2.5.1 Condiciones cromatograficas 47
2.5.2 Tratamiento de los animales 47
2.5.3 Soluciones 47
2.5.3.1 Solucion amortiguadora de KH2PO4 0.025 M, pH 6 47
2.5.3.2 Solucion de carbamazepina 16 pg/mL (estandar interno) 48

2.5.3.3 Solucion estandar de acemetacina e indometacina 10 pg/mL y 100 48

pg/mL

2.5.4 Determinacion de la indometacina y la acemetacina en plasma de rata 48
2.5.5 Curva de calibracion de la indometacina y la acemetacina 49
2.5.6 Puntos control de la indometacina y la acemetacina 49

2.5.7 Determinacion de la indometacina y la acemetacina en muestras 50

obtenidas del estudio farmacocinético

2.5.8 Control de calidad 50
2.5.9 Determinacion de los parametros farmacocinéticos 50
2.5.10 Analisis estadistico 50

2.6 Método analitico cromatografico para la determinacion del ketorolaco 51

2.6.1 Condiciones cromatograficas 51
2.6.2 Tratamiento de los animales 51
2.6.3 Soluciones 51
2.6.3.1 Solucion amortiguadora de acetato de sodio 0.075 M, pH 3.3 51
2.6.3.2 Solucion de naproxeno 30 ng/mL (estindar interno) 52
2.6.3.3 Solucion estandar de ketorolaco 5 pg/mL y 100 pg/mL 52
2.6.3.4 Solucion de sulfato de zinc (ZnSO4.7H20) 0.3 M 52
2.6.4 Determinacion del ketorolaco en plasma de rata 52
2.6.5 Curva de calibracion del ketorolaco 53
2.6.6 Puntos control del ketorolaco 53

2.6.7 Determinacion del ketorolaco en muestras obtenidas del estudio 54

farmacocinético

2.6.8 Control de calidad 54
2.6.9 Determinacion de los parametros farmacocinéticos 54
2.6.10 Analisis estadistico 54

IV



2.7 Revalidacion de métodos analiticos

3. RESULTADOS

3.1 Revalidacion del método analitico para la determinacion del diclofenaco
en plasma de rata

3.1.1 Selectividad

3.1.2 Linealidad

3.1.3 Precision y exactitud

3.1.4 Perfil farmacocinético del diclofenaco y el diclofenaco en combinacion
con la curcumina

3.2 Revalidacion del método analitico para la determinacion de la
indometacina en plasma de rata

3.2.1 Selectividad

3.2.2 Linealidad

3.2.3 Precision y exactitud

3.2.4 Perfil farmacocinético de la indometacina y la indometacina en
combinacion con la curcumina

3.3 Revalidacion del método analitico para la determinacion de la
acemetacina en plasma de rata

3.3.1 Selectividad

3.3.2 Linealidad

3.3.3 Precision y exactitud

3.3.4 Perfil farmacocinético de la acemetacina y la acemetacina en
combinacion con la curcumina

3.4 Revalidacion del método analitico para la determinacion del naproxeno
en plasma de rata

3.4.1 Selectividad

3.4.2 Linealidad

3.4.3 Precision y exactitud

3.4.4 Perfil farmacocinético del naproxeno y el naproxeno en combinacion
con la curcumina
3.5 Revalidacion del método analitico para la determinacion del ketorolaco
en plasma de rata

3.5.1 Selectividad

55
58
58

58
60
61
62

64

64
66
67
68

70

70

72

73

74

78

78

80
81

82

84

84



3.5.2 Linealidad 86
3.5.3 Precision y exactitud 87
3.5.4 Perfil farmacocinético del ketorolaco y el ketorolaco en combinacion 88
con la curcumina

3.6 Resumen de los resultados obtenidos de los estudios farmacocinéticos 90

4. DISCUSION 91
5. CONCLUSIONES 99
5.1 CONCLUSION GENERAL 100
6. PERSPECTIVAS 101
7. BIBLIOGRAFIA 102

VI



—

X N kWD

e e e
A W D = O

15.
16.

17.

18.

19.

20.

INDICE DE FIGURAS

Sintesis de las prostaglandinas
Estructura quimica del diclofenaco
Metabolismo del diclofenaco

Estructura quimica de la acemetacina
Metabolismo de la acemetacina
Estructura quimica de la indometacina
Metabolismo de la indometacina
Estructura quimica del naproxeno sodico

Metabolismo del naproxeno

. Estructura quimica del ketotolaco y el ketorolaco trometamina
. Metabolito hidroxilado del ketorolaco

. Estructura quimica de la curcumina

. Metabolismo de la curcumina

. Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su

procesamiento: a) Cromatograma del blanco de sangre, b) Plasma de rata
adicionado con el naproxeno como estandar interno, c) Plasma de rata tratada con
el diclofenaco (10 mg/kg) y la curcumina (30 mg/kg)

Curva de calibracion del diclofenaco en plasma de rata

Concentraciones plasmaticas del diclofenaco (10 mg/kg) y el diclofenaco (10
mg/kg) en combinacion con la curcumina (30 mg/kg) después de una
administracion oral

Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su
procesamiento: a) Cromatograma del blanco del sangre, b) Plasma de rata
adicionado con carbamazepina como estandar interno, c) Respuesta de muestra
de plasma de rata tratada con la indometacina (30 mg/kg), d) Plasma de rata
tratada con la indometacina (30 mg/kg) y la curcumina (30 mg/kg)

Curva de calibracion de la indometacina en plasma de rata

Concentraciones plasmaticas de la indometacina (30 mg/kg) y la indometacina
(30 mg/kg) en combinacion con la curcumina (30 mg/kg) después de una
administracion oral

Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su

procesamiento: a) Cromatograma del blanco de sangre, b) Plasma de rata

VII



21.
22.

23.

24.

25.
26.

27.

28.
29.

adicionado con carbamazepina como estandar interno, ¢) Respuesta de muestra
de plasma de rata tratada con la acemetacina (34.86 mg/kg), d) Plasma de rata
tratada con la acemetacina (34.86 mg/kg) y la curcumina (30 mg/kg)

Curva de calibracion de la acemetacina en plasma de rata.

Concentraciones plasmaticas de la acemetacina (34.86 mg/kg) y la acemetacina
(34.86 mg/kg) en presencia de curcumina (30 mg/kg) después de una
administracion oral.

Concentraciones plasmaticas de la indometacina tras una administracion oral de
acemetacina (34.86 mg/kg) y la indometacina tras una dosis oral de acemetacina
(34.86 mg/kg) en combinacién con la curcumina (30 mg/kg) después de una
administracion oral.

Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su
procesamiento: a) Cromatograma del blanco de sangre, b) Plasma de rata
adicionado con el diclofenaco como estandar interno, ¢) Respuesta de muestra de
plasma de rata tratada con el naproxeno (10 mg/kg), d) Plasma de rata tratada con
el naproxeno (10 mg/kg) y la curcumina (30 mg/kg)

Curva de calibracion del naproxeno en plasma de rata

Concentraciones plasmaticas del naproxeno (10 mg/kg) y el naproxeno (10
mg/kg) en combinacién con la curcumina (30 mg/kg) tras una administracion oral
Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su
procesamiento: a) Cromatograma del blanco de sangre, b) Plasma de rata
adicionado con el naproxeno como estandar interno, c¢) Respuesta de muestra de
plasma de rata tratada con el ketorolaco (5 mg/kg), d) Plasma de rata tratada con
el ketorolaco (5 mg/kg) y la curcumina (30 mg/kg)

Curva de calibracion del ketorolaco en plasma de rata

Concentraciones plasmaticas del ketorolaco (5 mg/kg) vy el ketorolaco (5 mg/kg)

en combinacion con la curcumina (30 mg/kg) tras una administracion oral

VIII



10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

17.
18.

INDICE DE TABLAS

Tratamiento de las muestras para llevar a cabo la curva de calibracion con el
método utilizado para la determinacion del diclofenaco en muestras de rata.
Tratamiento de las muestras para llevar a cabo los puntos de control con el método
utilizado para la determinacion del diclofenaco en muestras de rata.

Tratamiento de las muestras para llevar a cabo la curva de calibracion con el
método utilizado para la determinacion del naproxeno en muestras de rata.
Tratamiento de las muestras para llevar a cabo los puntos de control con el método
utilizado para la determinacion del naproxeno en muestras de rata.

Tratamiento de las muestras para llevar a cabo la curva de calibracion con el
método utilizado para la determinacion de la indometacina y la acemetacina en
muestras de rata.

Tratamiento de las muestras para llevar a cabo los puntos de control con el método
utilizado para la determinacion de la indometacina y la acemetacina en muestras
de rata.

Tratamiento de las muestras para llevar a cabo la curva de calibracion con el
método utilizado para la determinacion del ketorolaco en muestras de rata.
Tratamiento de las muestras para llevar a cabo los puntos de control con el método
utilizado para la determinacion del ketorolaco en muestras de rata.

Tiempos de retencion obtenidos para el naproxeno y el diclofenaco

Precision y exactitud interdia para el método del diclofenaco

Precision y exactitud intradia para el método del diclofenaco

Pardmetros farmacocinéticos del diclofenaco después de una dosis oral de 10
mg/kg o bien diclofenaco (10 mg/kg) en combinacioén con una dosis oral de 30
mg/kg de curcumina en rata

Tiempos de retencion obtenidos para la carbamazepina y la indometacina
Precision y exactitud interdia para el método de la indometacina

Precision y exactitud intradia para el método de la indometacina

Parametros farmacocinéticos de la indometacina después de una dosis oral de 30
mg/kg o bien indometacina (30 mg/kg) en combinacion con una dosis oral de 30
mg/kg de curcumina en rata

Tiempos de retencion de la carbamazepina, la acemetacina y la indometacina

Precision y exactitud interdia para el método de la acemetacina

IX



19.
20.

21.

22.
23.
24.
25.

26.
27.
28.
29.

30.

Precision y exactitud intradia para el método de la acemetacina

Parametros farmacocinéticos de la acemetacina después de una dosis oral de
34.86 mg/kg y de la acemetacina (34.86 mg/kg) en combinacién con una dosis
oral de 30 mg/kg de curcumina en rata

Parametros farmacocinéticos de la indometacina después de una dosis oral de
34.86 mg/kg de la acemetacina y de la indometacina tras una dosis oral de la
acemetacina (34.86 mg/kg) en combinacidon con una dosis oral de 30 mg/kg de
curcumina en rata

Tiempos de retencidon obtenidos para el naproxeno y el diclofenaco

Precision y exactitud interdia para el método del naproxeno

Precision y exactitud intradia para el método del naproxeno

Parametros farmacocinéticos del naproxeno después de una dosis oral de 10
mg/kg de naproxeno y el naproxeno en combinacién con una dosis oral de 30
mg/kg de curcumina en rata

Tiempos de retencion obtenidos para el ketorolaco y el naproxeno

Precision y exactitud interdia para el método del ketorolaco

Precision y exactitud intradia para el método del ketorolaco

Parametros farmacocinéticos del ketorolaco después de una dosis oral de 5 mg/kg
de ketorolaco y el ketorolaco en combinacidon con una dosis oral de 30 mg/kg de
curcumina en rata

Pardmetros farmacocinéticos de algunos antiinflamatorios no esteroidales en

combinacion con una dosis oral de 30 mg/kg de la curcumina, en rata



RESUMEN
Los antiinflamatorios no esteroidales son los medicamentos més utilizados en el mundo,
debido a su eficacia en la reduccion del dolor y la inflamacion, asi como para la
prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades. Los tratamientos prolongados o
cronicos con AINEs, han sido asociados con el riesgo de generar dafio gastrointestinal.
Se ha reportado por la Secretaria de Salud en México que la ingesta de AINESs ocupa el
cuarto lugar dentro de las veinte principales causas de enfermedades gastrointestinales.
Algunos de estos AINEs se encuentran dentro del cuadro basico de medicamentos del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), ya que presentan efectos antiinflamatorio,
analgésico y antipirético. Entre algunos de ellos se encuentran el diclofenaco, la
indometacina, la acemetacina, el naproxeno y el ketorolaco, los cuales se han convertido
en algunos de los AINEs maés utilizados. Sin embargo, existen diversos reportes de dafios
gastricos causados por los AINEs, por lo que se han implementado varias estrategias para
prevenir la gastroenteropatia provocada por este tipo de farmacos, entre las que se
encuentran la combinacion con algunos farmacos anti-acidos o bien el desarrollo de
algunos medicamentos que no generen estos dafios, como es el caso de los COXIBs, sin
embargo, estas estrategias no han sido completamente efectivas. Ante la busqueda de
nuevos tratamientos contra el dolor y la inflamacion, sin provocar dafio a nivel
gastrointestinal o bien el uso de compuestos naturales que ayuden en la proteccion contra
estos tipos de dafios, se ha propuesto a la curcumina como una opcién, ésta presenta
varias actividades bioldgicas entre las cuales se encuentran la proteccion del tracto
gastrointestinal, pero se desconoce si la curcumina tiene la capacidad de modificar la
farmacocinética de estos compuestos al ser administrados en combinacion. El objetivo
de este estudio fue determinar si la farmacocinética del diclofenaco, el naproxeno, la
acemetacina, la indometacina y el ketorolaco es modificada al ser administrados en
conjunto con la curcumina. Se realiz6 la adminstracion de ratas Wistar macho con una
dosis oral de diclofenaco (10 mg/kg), indometacina (30 mg/kg), acemetacina (34.86
mg/kg), naproxeno (10 mg/kg) y ketorolaco (5 mg/kg) y en conjunto con una dosis oral
de curcumina (30 mg/kg). Una vez realizada la administracién, se tomaron muestras de
sangre a diferentes tiempos, dependiendo del farmaco a evaluar, para observar su perfil
farmacocinético completo. Las concentraciones plasmaticas fueron determinadas por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en ingles) previa
revalidacion de los métodos analiticos, se construyeron las curvas de concentracion-

tiempo correspondientes a cada farmaco y se determinaron los parametros

XI



farmacocinéticos. La revalidacion de cada uno de los métodos analiticos a utilizar
correspondientes a cada farmaco a evaluar en plasma de rata (diclofenaco, indometacina,
acemetacina, naproxeno y ketorolaco) mostr6 meétodos analiticos selectivos, lineales,
exactos y precisos. Los resultados obtenidos correspondientes a los estudios
farmacocinéticos del diclofenaco, la indometacina, la acemetacina y el naproxeno, no
evidenciaron una diferencia significativa entre grupos (control y diclofenaco-curcumina,
indometacina-curcumina, acemetacina-curcuminay naproxeno- curcumina) sobre la Cmax
(concentracion maxima), el ABCo.t (area bajo la curva) y el tmax (tiempo al cual se alcanza
la concentracion maxima), lo que indica que la curcumina no interactia con el
diclofenaco, la indometacina, la acemetacina y el naproxeno al ser administrados en
conjunto, mientras que en el estudio farmacocinético del ketorolaco se observé una
diferencia significativa entre los grupos control y ketorolaco-curcumina en la Cmax, €l
AUCo.ty el tmax. L0s resultados obtenidos indican que la farmacocinética del diclofenaco,
la indometacina, la acemetacina y el naproxeno no es modificada al ser administrados en
conjunto con la curcumina, pero la farmacocinética del ketorolaco es modificada al ser

administrado en combinacién con la curcumina.
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ABSTRACT
The nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely prescribed for relieve
pain and inflammation, and also for the prevention and treatment of some kind of
diseases. After a long time of use this NSAIDs significantly contribute to generate various
gastrointestinal complications. It has been reported in Mexico by the Secretary of Health
that the intake of NSAIDs ranks fourth in the top twenty causes of gastrointestinal
disease. Some of these NSAIDs are within the basic framework of drugs in the Mexican
Social Security Institute (IMSS), for the anti-inflammatory, analgesic and antipyretic
effects, among them are diclofenac, indomethacin, acemetacin, naproxen and ketorolac,
which have become some of the most commonly used NSAIDs. However, there are
several reports of gastric damage caused by NSAIDs, so several strategies have been
implemented to prevent gastroenteropathy caused by this type of drugs, including the
combination with some anti-acid drugs or development of some drugs that do not cause
such damages, as is the case of COXIBs, however, these strategies have not been
completely effective, so it is important to seek for new treatments against pain and
inflammation, without causing gastric damage or the use of natural compounds that help
to protect the gastrointetinal tract such as curcumin, which has been reported to have
many biological activities including protection of the gastrointestinal tract, but it is not
known if the curcumin has the ability to modify the pharmacokinetics of these
compounds when administered in combination. Therefore, the objective of the current
study was to examine the effect of curcumin in the pharmacokinetics of diclofenac,
naproxen, acemetacin, indomethacin and ketorolac in a concomitant administration.
Wistar rats received an oral single dose of diclofenac (10 mg/kg), indomethacin (30
mg/kg), acemetacin (34.86 mg/kg), naproxen (10 mg/kg) and ketorolac (5 mg/kg) in
presence and absence of curcumin (30 mg/kg). Blood samples were drawn, diclofenac,
indomethacin, acemetacin, naproxen and ketorolac concentrations in plasma were
determined by high-performance liquid chromatography. Plasma concentration-against-
time curves were constructed, and bioavailability parameters (Cmax, tmax and AUCo.t) were
estimated. It was performed the re-validation of each of the analytical methods used to
evaluated the plasma concentration in the rat (diclofenac, indometacin, acemetacin,
naproxen and ketorolac) resulting in a selective, linear, accurate and precise analytical
methods. In the pharmacokinetic study the co-administration of curcumin did not produce
any significant alteration of the bioavailability parameters (Cmax, tmax and AUCo+) of

diclofenac, indomethacin, acemetacin and naproxen, while the results show that the co-
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administration of curcumin with ketorolac produced a significant alteration of the
bioavailability parameters (Cmax, tmax and AUCo.t). In conclusion, curcumin does not
induce a reduction of the bioavailability of diclofenac, indomethacin, acemetacin and
naproxen, last co-administration of curcumin but ketorolac produces a significant
alteration of the bioavailability of this NSAID.
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1. INTRODUCCION

1.1 Anti-inflamatorios no esteroidales (AINES)

Los antiinflamatorios no esteroidales son los medicamentos mas utilizados en el mundo,
debido a su eficacia en la reduccion del dolor y la inflamacion. Son utilizados en el
tratamiento de artritis reumatoide, osteoartritis, espondilitis anquilosante, entre otras
(Fiorucci y col., 2007; Lazzaroni y col., 2007). Se han reportado ventas de hasta 70
millones de délares en Estados Unidos de América (EUA), de 20 millones de délares en
Inglaterra y 10 millones de ddlares en Canada (Tamblyn y col., 1997; Fiorucci y col.,
2007; Leontiadis y col., 2007).

1.1.1 Clasificacion quimica de los AINEs (Goodman & Gilman. Las Bases
Farmacoldgicas de la Terapéutica. 1996. 9na Edicion. México, D.F., México. Editorial

Médica Panamericana).

X/
o

Derivados del 4cido salicilico
e Acido acetil salicilico e Salicilato de sodio
e Diflunisal e Salsalato

e OQlsalazina

¢+ Derivados del p-aminofenol

L)

e Acetaminofen

+¢ Indol y &cidos indenacéticos
e Indometacina e Sulindaco

e FEtodolac e Ketorolaco

% Acidos heteroarilacéticos
e Tolmetin e Sulindaco

e Ketorolaco



< Acidos arilpropionicos

e lbuprofeno e Naproxeno
e Flurbiprofeno e Ketoprofeno
e Fenoprofeno e Oxaprozina

< Acidos antranilicos (femanatos)

e Acido mefenamico e Acido meclofenamico

< Acidos endlicos
e Oxicam: a este grupo pertenece el piroxicam y el tenoxicam

e Pirozalidindionas: fenilbutazona y oxifenbutazon

«+ Alcanonas

e Nabumetona

1.1.2 Efectos adversos de los AINEs
Los tratamientos con AINES no selectivos, se han asociado con el riesgo de generar dafio

gastrointestinal y renal.

Renal: Se ha reportado que algunos antiinflamatorios no esteroidales, causan
toxicidad renal y aproximadamente el 35 % de las personas que presentan toxicidad renal
sufren una falla renal. Esto es debido a que los AINEs actGan a nivel de los tdbulos
distales en el rifion, lo que provoca un incremento anormal de electrolitos (Simon y Evan
Prince, 2016).

Gastrointestinal: El uso de estos compuestos por periodos prolongados genera
dafio gastrico, estos dafios van desde erosiones estomacales y hemorragias de la
submucosa, hasta complicaciones como perforaciones gastrointestinales. A estos tipos de
manifestaciones clinicas se les Ilama cominmente gastroenteropatias inducidas por los
AINEs, las cuales se ha reportado que afectan del 15-20 % de las personas que utilizan

estos medicamentos (Fiorucci y col., 2007).



Se han estimado en Estados Unidos (USA) hasta 107 000 hospitalizaciones y 16 500
muertes, estan relacionadas a complicaciones por el uso cronico de estos medicamentos
(Silverstein y col., 2000), mientras que la Secretaria de Salud en México ha reportado
que la ingesta de AINEs ocupa el cuarto lugar dentro de las veinte principales causas de
enfermedades gastrointestinales tales como Ulceras. En el afio 2003, el Sistema Nacional
de Vigilancia Epidemiologica reportd los casos e incidencias de Ulceras, gastritis y
duodenitis en la poblacion mexicana, en ese afio fueron reportados 1 335.714 casos y una
incidencia de 1281.71 por cada 100 000 habitantes. Para el 2008, se mantuvieron en el
mismo lugar con 1523.116 casos y una incidencia de 1 767.070 por cada 100 000
habitantes (Secretaria de Salud, 2010). Pero en Estados unidos, cada afio ocurren mas de
41,000 hospitalizaciones y 3,300 muertes de los usuarios de AINEs (Griffiny col., 2001).
Asimismo, en el afio 2015 se report6 por el Consejo de Salubridad, que algunos AINES
como el diclofenaco, el naproxeno, la indometacina, la acemetacina y el ketorolaco se
encuentran dentro del cuadro basico de medicamentos del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) (Secretaria de Salud, 2015).

1.1.3 Mecanismo de accion de los AINEs

La patogénesis del dafio gastrointestinal causado por los AINEs se divide en efectos
topicos y sistémicos. En el dafio tdpico la primera linea de proteccién contra acidos es
generada por la secrecién de bicarbonato, para la creacion de un pH neutro en la
superficie epitelial del estémago. El dafio topico causado por los AINEs se da por las
propiedades &cidas de los AINEs, debido a que provocan la disminucion de las
propiedades hidrofébicas del moco gastrico, permitiendo que el acido gastrico y la
pepsina dafien la superficie del epitelio (Shou-Chuan y Chen-Wang, 2007).

El efecto sistémico de los AINEs es mediado por la disminucion de la sintesis de
prostaglandinas, que son sustancias de caracter lipidico derivadas de los acidos grasos
compuestos por 20 carbonos que contienen un anillo de 5 carbonos, son mediadores
importantes en diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos, en varias areas terapéuticas
como inflamacion, dolor, osteoporosis, enfermedades cardiovasculares y asma, entre
otras (Rao y Knaus, 2008). Son producidas en la mucosa gastrica y participan como
mediadores en la defensa de la misma, algunos de los procesos en los que participan son:
aumento de la secrecion de bicarbonato y mucus gastrico en la superficie de las células

epiteliales, y disminucion de la secrecion de acido gastrico, en las respuestas



inflamatorias al estimular las terminales nerviosas del dolor, se ocupan de mantener la
integridad y proliferacion de la mucosa gastrica, al asegurarle un adecuado riego
sanguineo, asi como en la reparacion rapida de lesiones superficiales (Fiorucci y col.,
2007; Rao y Knaus, 2008). Para que la biosintesis de éstas se lleve a cabo, es necesaria
la conversion del &cido araquidonico mediante la participacion de la prostaglandina
endoperoxido sintetasa (PGHS) y este proceso es catalizado por la ciclooxigenasa (COX)
(Figura 1), la cual es una enzima involucrada en la produccion de prostaglandinas. La
COX existe en dos isoformas, la COX-1y la COX-2 (Schmassmann y col., 1998).

La COX-1 se encuentra expresada constitutivamente en varios tejidos u 6rganos como
rifiones, estdmago e intestino (Kamy See, 2000; Dajani e Islam, 2008), bajo condiciones
fisiologicas normales predomina la actividad de la COX-1, la cual sirve para la
produccion de prostaglandinas que son las encargadas de la regulacién de las respuestas
fisiolégicas rapidas como son la regulacion de la homeostasis vascular, las funciones
gastricas, la actividad de plaquetas y las funciones renales. Las concentraciones de esta
enzima son pequefias pero pueden incrementarse de dos a cuatro veces en respuesta a la
estimulacion por hormonas y factores de crecimiento (Kam y See, 2000; Takeuchi y col.,
2003; Dugan y col., 2010).

La COX-2 es una enzima expresada o inducida en una forma constante (constitutiva) por
una gran variedad de estimulos intracelulares y extracelulares, incluyendo
lipopolisacéridos (LPS), interleucina 1 (IL-1), factor de necrosis tumoral (TNF) y factor
de crecimiento epidermal (EGF)- (Wallace y col., 2001; Tanaka y col., 2002). Esta se
encuentra expresada en concentraciones pequefias en el cerebro y el rifion. Se ha
reportado que es la responsable de la inflamacion y su inhibicién ha sido asociada al dafio
gastrointestinal causado por los AINEs (Kam y See, 2000; Takeuchi y col., 2003; Rao y
Knaus, 2008): un aumento dramatico de los niveles de esta enzima incrementa la
produccién de las prostaglandinas pro-inflamatorias (PGs) como la PGE2 y PGEL1 al
generarse un proceso inflamatorio (Rao y Knaus, 2008).

El mecanismo de accion que presentan algunos AINEs, se basa en la inhibicion de la
ciclooxigenasa (COX) (Figura 1), algunos estudios recientes han mostrado que se
requiere la inhibicion de tanto la COX-1 como la COX-2, para generar dafio a nivel

gastrointestinal (Wallace y col., 2001; Tanaka y col., 2002).
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Figura 1. Sintesis de las prostaglandinas (Tanaka y col., 2002).



1.2 Diclofenaco

1.2.1 Propiedades fisicoquimicas

El diclofenaco es un potente antiinflamatorio no esteroidal y analgésico, el cual es
ampliamente utilizado para el tratamiento del dolor en animales y humanos (Wiesenberg-
Boettcher y col., 1991; Bandgar y col., 2011). El diclofenaco, es un compuesto que
presenta una formula molecular C14H11CI2NO2, un peso molecular de 296.15 g/mol
(Figura 2). Se encuentra en forma de cristales, tiene un punto de fusion de 156-158 °C,
un pKa de 4.0 y es un compuesto soluble en agua (Peris-Ribera y col., 1991; HSDB,
2012).

Cl

NH
Cl OH

O

Figura 2. Estructura quimica del diclofenaco.

1.2.2 Absorcion

Después de la administraciéon oral de diclofenaco, éste es absorbido extensamente en
diversas especies como las ratas, los perros, los simios y los humanos (Peris-Ribera y
col., 1991; Davis y Anderson, 1997). Este compuesto puede ser retenido en el estbmago
por horas o dias, lo que ocasiona una demora de la absorcion y un retraso para alcanzar
la Cmax del mismo. Sin embargo, el diclofenaco presenta metabolismo de primer paso,
por lo que la biodisponibilidad oral de este compuesto es limitada a valores que van de
un 50 a 90 % de la dosis administrada (Ledn-Reyes y col., 2009; Hinz y col., 2005; Peris-
Riberay col., 1991). Se une fuertemente a las proteinas plasmaticas (> 99.5 %) y presenta

un volumen de distribucion bajo (0.12 a 0.17 L/kg) (Ledn-Reyes y col., 2009).

1.2.3 Acumulacién y distribucién
Es poca la informacion acerca de la acumulacion y distribucion del diclofenaco en otros
tejidos y fluidos, sin embargo, se han reportado concentraciones altas del mismo en la

bilis, el higado, los rifiones, el corazén y los pulmones, asimismo, este compuesto puede



penetrar facilmente el fluido sinovial y atravesar la barrera placentaria (Ledn-Reyes y
col., 2009; Peris-Riberay col., 1991).

1.2.4 Metabolismo

Este compuesto es metabolizado extensamente por los citocromos P450 (CYP), de los
cuales participan el CYP2C9, CYP2C11, CYP3A4, CYP2B6 y CYP2C19 mediante
reacciones de hidroxilacion. Posterior a una administracion oral de este compuesto se
generan cinco metabolitos, el 4”-hidroxidiclofenaco (M1), el 5 -hidroxidiclofenaco (M2),
el 3"-hidroxidiclofenaco (M3), el 4°,5-hidroxidiclofenaco (M4) y el 3"-hidroxi-4"-
metoxidiclofenaco, en plasma de humanos. Asimismo, estos metabolitos son conjugados
por reacciones de fase dos, mediante la participacion de la UDP-glucuronosiltransferasa,
para ser eliminados (Figura 3) (Wiesenberg-Boettcher y col., 1991; Davis y Anderson,
1997; Masubuchi y col., 2001; den Braver y col., 2016).
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Figura 3. Metabolismo del diclofenaco (den Braver y col., 2016).

1.2.5 Eliminacion
El diclofenaco es eliminado entre un 60 a 70 % a través de la orina, la eliminacién es
rapida en un 90 % debido a que la depuracién del mismo se realiza de 3 a 4 h. Este
compuesto presenta un ty2 de eliminacion de 1.8 h en el hombre (Sallmann, 1986; Davis
y Anderson, 1997).



1.3 Acemetacina

La acemetacina o cido [1-(p-clorbenzoil)-5-metoxi-2-metil-indol-3-acetoxi] acético, es
un antiinflamatorio no esteroidal derivado de la indometacina, el cual posee propiedades
analgésicas y antipiréticas (Guevara-Ldpez, 2004; Li y col., 2005). La acemetacina es un
compuesto que presenta una formula molecular C21H18CINOs y un peso molecular de
415.83 g/mol (Figura 4). Es un polvo fino cristalino de color amarillo, con un punto de
fusion de 150-153 °C; es muy soluble en acetona, acetato de estilo, cloroformo, metanol,

etanol y en éter, mientras que es insoluble en agua (Guevara-L6opez, 2004).

=]

Figura 4. Estructura quimica de la acemetacina.

1.3.1 Absorcion

La acemetacina presenta una union a proteinas plasmaticas de un 97 %, estudios
realizados en humanos indican que la acemetacina administrada oralmente es absorbida
entre un 50-90 %, esta absorcion se da desde el intestino sin sufrir degradacion en el tubo
gastrointestinal (Li y col., 2005).

1.3.2 Metabolismo

La acemetacina es convertida a la indometacina y en otros metabolitos activos 1 h
después de la administracion (Li y col., 2005; Gil-Flores y col., 2010). Algunos estudios
indican que la biotransformacion de la acemetacina a indometacina se da por una reaccién

de esterolisis en el higado para aparecer en la circulacion general (Figura 5) (Dell, 1980).
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Figura 5. Metabolismo de la acemetacina.

1.3.3 Eliminacion
La acemetacina es eliminada en un 40 % en la orina 'y un 60 % en la bilis, y su tiempo de

vida media de eliminacién (t12) de 1 a 2 h (Li y col., 2005).

1.3.4 Efectos adversos de la acemetacina

Tras la administracion de acemetacina se presentan algunos efectos sobre el tracto
gastrointestinal como la incidencia de Ulceras en la zona géstrica y duodenal. Sin
embargo, existen reportes que indican que la incidencia de los efectos causados por la
acemetacina son menores que con la indometacina, ésto en pacientes chinos (Li y col.,
2005), mientras que existen estudios que indican que la acemetacina es bien tolerada por

pacientes mexicanos (Bori Segura y col., 2002).



1.4 Indometacina

1.4.1 Propiedades fisicoquimicas

La indometacina (1-(p-clorobenzoil)-5-metoxi-metilindol-3-4cido acético) es un
medicamento antiinflamatorio no esteroideo, el cual ha estado disponible desde 1960 y
se ha convertido en uno de los AINEs mas utilizados, ya que presenta efectos
antiinflamatorio, analgésico y antipirético (Hucker y col.,1966; Waller, 1983). Es un
compuesto que presenta una formula molecular C19H16CINO4 y un peso molecular de
357.79 g/mol (Figura 6). Se encuentra en forma de cristales, presentando un color
amarillo palido, con un punto de fusién de 155-162 °C y un pKa de 4.5; este compuesto
es soluble en etanol, éter, aceite de ricino y es insoluble en agua; asimismo, es estable en
medios acidos y neutros (HSDB, 2012).
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Figura 6. Estructura quimica de la indometacina.

1.4.2 Absorcion

Se ha reportado que después de la administracion oral de la indometacina, ésta es
absorbida extensamente en diversas especies tales como el mono, el cobayo, la rata, el
conejo, el perros y el humano (Hucker y col.,1966). Tras una administracion oral de la
indometacina se alcanza la concentracion maxima en 0.5 h en rata 'y cerca de las 2 h en
humanos (Flores-Murrieta y col., 1997). Presenta unidn a proteinas plasmaticas entre un
90 a 96.3 % (Mason y McQueen, 1974; Guevara-L06pez, 2004).

1.4.3 Acumulacién y distribucién

En un estudio realizado en ratas Holtzman administradas con una dosis de 10 mg/kg de

indometacina marcada con [**C], se observé que este compuesto tiende a acumularse y
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distribuirse en el higado, los testiculos, la grasa corporal, los rifiones, el intestino delgado,

el cerebro, los pulmones y el corazén (Hucker y col.,1966).

1.4.5 Metabolismo

La indometacina es biotrasformada en el higado a través de reacciones de O-
desmetilacién y N-desacilacion (Figura 7). Se indica que sufre de recirculacion
enterohepédtica. Los metabolitos que son generados no presentan actividad anti-
inflamatoria. EI metabolito: O-desmetilindometacina es eliminado en orina entre un 40-
50 % (Nakajimay col., 1998).
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Figura 7. Metabolismo de la indometacina (Nakajima y col., 1998).

1.4.6 Eliminacién

Se ha observado que después de la administracion de una dosis de 10 mg/kg, la
indometacina es excretada en la rata de un 40 a un 49 % en orina, mientras que por heces
un 5 aun 10 %, esta excrecion varia en cada especie, su ti2 es de 4 h en ratas (Hucker y
col.,1966).
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1.5 Naproxeno sodico

1.5.1 Propiedades fisicoquimicas

El naproxeno [&cido (s)-2-(6-metoxi-2-naftil) propionico] es un potente antiinflamatorio
no esteroideo, con propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas, introducido
en las formas de prescripcién como naprosyn en 1976 y como Aleve en 1994 (Runkel y
col., 1972; Duggan y col., 2010). Es utilizado para el tratamiento de artritis reumatoide,
osteoartritis, dismenorrea, entre otras (Davies y Anderson, 1997; Huntjens y col., 2006).
Es un compuesto que presenta una formula molecular C14H13NaO3z, y un peso molecular
de 252.24 g/mol (Figura 8), se encuentra en forma cristalina y tiene color blanco. Es un
acido débil con un valor de pKa de 4.15 y se une a proteinas plasmaticas en un 98.9-99
%. Es soluble en agua y poco soluble en alcohol (Davies y Anderson 1997; Castafieda-
Hernandez y col., 1995; Toothaker y col., 2000; HSDB, 2012). Se ha determinado que el
naproxeno se acumula, distribuye, metaboliza y excreta en diversas especies tales como

la rata, el perro, el mono, los conejillos de indias y los humanos.

CHj
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Figura 8. Estructura quimica del naproxeno sodico.

1.5.2 Absorcion

El naproxeno se encuentra disponible en dos formas: en forma &cida o basica. La
diferencia entre estas formas es la velocidad de absorcion. El naproxeno sédico es
absorbido répidamente en el tracto gastrointestinal y alcanza su concentracion maxima
plasmética (Cmax) después de 1 h, mientras que el naproxeno en forma acida alcanza su
Cmax a las 2 h (Toothaker y col., 2000; Elsinghorst y col., 2011; Filist y col., 2015).

La absorcion oral de este compuesto se da rapidamente y por completo (Runkel y col.,

1972; Toothaker y col., 2000) y se ha determinado que es reabsorbido extensamente

(Vree y col., 1993). En un estudio realizado por Castafieda-Hernandez y col. (1995), se
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observo que después de la administracion oral de 6 mg/kg de naproxeno a ratas Wistar
macho, se obtuvd una Cmax de 34.6 + 0.42 pg/mL, su tmax de 0.5 h y su ABC de 131 +
5.16 ng.h/mL. Diversos estudios han indicado que la absorcion del naproxeno es afectada
por la ingesta de alimentos causando un retraso en la absorcion de éste, debido al retraso
del vaciamiento géstrico, el cual va asociado a una lenta absorcion géastrica (Davies y
Anderson, 1997).

1.5.3 Distribucién y acumulacion

En un estudio realizado en ratas Sprague-Dawley, las cuales fueron administradas con
una dosis oral de 3 mg/kg de naproxeno marcado con 3H, observaron que después de las
24 h de la administracion este compuesto se distribuye en el bazo, el corazon, los
pulmones, el higado, los rifiones y el sistema digestivo, asimismo, se determino que el
Vq de este AINEs es aproximadamente igual en diversas especies como la rata, el perro,
los conejillos de india, los monos y los humanos, siendo para aquellos de 0.18 + 0.06,
0.12+0.8,0.12 £ 0.01, 0.10 £ 0.04 y 0.09 £ 0.03 L/kg, respectivamente (Runkel y col.,
1972; Toothaker y col., 2000).

1.5.4 Metabolismo

La biotransfromacion de este compuesto se lleva a cabo por metabolismo hepatico
mediante reacciones de fase I, con la participacion de los CYP450 para generar
metabolitos O-desmetilados, y las isoformas de CYP2C9, y el CYP1A2 y el CYP2C8
contribuyen en pequefia proporcion en la O-desmetilacién del R- y S-naproxeno en
microsomas de higado humano, generando el metabolito principal 6-O-
desmetilnaproxeno (ODMN) (Miners y col., 1996; Tracy y col., 1997; Saifee y col.,
2016), seguido de reacciones de fase Il (acilglucuronidacion), en donde el compuesto
madre y el metabolito son conjugados por las glucuronosiltransferasas UGT1A3 y
UGT2B7 (Figura 9) (Addison y col., 2000; Filist y col., 2015). También se ha reportado
que el naproxeno sufre de recirculacion enterohepatica (Segre y col., 1974; Ansari y col.,
2001).
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Figura 9. Metabolismo del naproxeno.

1.5.5 Eliminacion

En humanos, la eliminacion de este compuesto se da a través de la excrecion renal de los
metabolitos conjugados (95 %) y en pequefias cantidades en forma del compuesto madre,
también se ha reportado que es excretado por las heces (5 %) y existe la posibilidad de
que sea eliminado por la leche materna, su ti2 es de 5.2 h. Sin embargo, no hay estudios
en los que se determine la via de eliminacion biliar (Runkel y col., 1972; Jamali y Stevens,
1983; Castafieda-Hernandez y col., 1995; Davies y Anderson, 1997; Vree y col., 1993;
Saifee y col., 2016).

1.5.6 Interacciones medicamentosas

El naproxeno puede presentar algunas interacciones medicamentosas farmaco-farmaco,
por la administracion concomitante con otras medicamentos, afectando la
farmacocinética del mismo, tal es el caso del diazepam, el probenecid y la cimetidina que
alteran la absorcion y la eliminacion del naproxeno (Runkel y col., 1978; Rao y Rambhau,
1992; Vree y col., 1993). Asimismo, el sucralfato puede retrasar el tmax de naproxeno
pero no la biodisponibilidad del mismo, mientras que la ingesta de algunos antagonistas
del receptor de histamina-H2 (ranitidina y famotidina) no interfieren con el proceso de
absorcion del naproxeno (Caillé y col., 1989; Vree y col., 1993), asimismo se ha
reportado que la farmacocinética del naproxeno no se ve modificada por algunos
compuestos como la difenhidramina clorhidrato y el apixaban (Toothaker y col., 2000;
Frosty col., 2014),

En un estudio realizado por Addison y col. (2000), en el que se realizd la
coadministracion de naproxeno (500 mg) y acido valproico sddico (500 mg), durante 7
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dias en humanos, observaron un aumento en la concentracion plasmatica del naproxeno

(ABCo-12) y una disminucion del 10 % del aclaramiento total de este farmaco.

1.5.7 Efectos adversos del naproxeno

Este compuesto tiene la capacidad de generar algunos efectos adversos entre los que se
encuentran el dafio en el tracto gastrointestinal, aproximadamente del 40 al 60 % de las
personas que utilizan este f&rmaco de manera prolongada desarrollan erosiones gastricas
y 15-30 % desarrollan Ulceras gastricas, asimismo ocasiona dafio renal, y estos efectos
adversos aumentan con la edad (Satterwhite y Boudinot, 1991; Jung y col., 2011). La
ingesta de naproxen también puede presentar algunos efectos menores como nausea,
vomito, diarrea, constipacién, disminucion del apetito y dolor de cabeza (Yilmaz y col.,
2014).
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1.6 Ketorolaco trometamina

1.6.1 Propiedades fisicoquimicas

El  ketorolaco trometamina [(¥) 5-benzoil-2,3-dihidro-1H-pirrolizina-1-acido
carboxilico, 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol] es un potente antiinflamatorio no
esteroideo que presenta propiedades analgésicas, el cual ha demostrado ser efectivo en
animales y en humanos (Mroszczak y col., 1987; Granados-Soto y Flores Murrieta,
1995). Fue uno de los primeros AINEs comercializados en Estados Unidos en 1990, para
uso parental (Vadivelu y col., 2015). Es un compuesto que presenta una formula
molecular C19H24N20s, y un peso molecular de 376.4036 g/mol, presenta un pKa de 3.5,
es soluble en agua y se une a proteinas plasmaticas en un 99% (Figura 10) (Gillis y
Brogden, 1997).

CH,OH
coou-u.u-ni:-cn.ou
CH,OH
Ketorolac tromethamine

(MW. = 376.4)

I

(M.W. = 255.3)

Figura 10. Estructura quimica del ketotolaco y el ketorolaco trometamina.

1.6.2 Absorcion

El ketorolaco ha sido estudiado en diversas especies como la rata, el raton, el conejo, los
chimpancés y en humanos; se ha determinado que este compuesto es absorbido por via
i.v. al 100 % en todas las especies, mientras que por las vias i.m. y p.o. es absorbida en
un 87 % en ratas, en un 72-95 % en ratones por p.o., en un 96 y 97 % en conejos por via
i.m. y p.o., y en humanos en un 99 % por via oral. Se ha reportado que la presencia de
alimentos en el estbmago retrasa la absorcion de este compuesto. La Cmax en la rata, el
raton, el conejo, los chimpancés y el humano tras una administracién oral es de 2.31,
23.6, 3.34,98.8, 28.8 ng/mL, respectivamente (Mroszczak y col., 1987; Jung y col., 1988;
Vadivelu y col., 2015).
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1.6.3 Distribucién y acumulacion

Este compuesto se distribuye en diferentes 6rganos y tejidos, tales como los rifiones, el
higado, los pulmones, el corazon, el musculo, las gonadas, el bazo, el tejido adiposo y el
cerebro, encontrando concentraciones de 16.6, 2.28, 2.64, 1.29, 1.12, 0.84, 1.14, 0.72 y
0.36 ug/g, respectivamente (Mroszczak y col., 1987). Se ha reportado que el V4 que
presenta este compuesto es de 0.11 a 0.25 L/kg en voluntarios sanos (Granados-Soto y
Flores-Muerrieta, 1995).

1.6.4 Metabolismo

El ketorolaco trometamina es metabolizado en el higado a través de la vias de
glucuronidacion y parahidroxilacién, se ha reportado que un 60 % de la dosis
administrada es excretada como ketorolaco, mientras que un 30 % es biotransformado
por las isoformas de CYP2C9 y CYP2C8, para transformarlo en metabolitos polares
mediante reacciones de hidroxilacion y conjugacion con el acido glucuronico y un 12 %
es biotransformado a p-hidroxiketorolaco (Figura 11) (Mroszczak y col., 1987; Catapano,
1996; Vadivelu y col., 2015).

HO
%m
p-Hydroxy ketorolac
(MW. = 271.3)

Figura 11. Metabolito hidroxilado del ketorolaco.

1.6.5 Eliminacién

El 22 % de la dosis administrada del ketorolaco en voluntarios sanos es excretada en la
orina, mientras que solo el 6-8 % de la dosis es recuperada en las heces. Asimismo se ha
reportado que puede ser eliminado en la leche materna. El ty» reportado en humanos es
de 4 a 7 h, mientras que en ratas es de 2.4 h (Mroszczak y col., 1987; Lopez-Mufioz y
col., 1996; Vadivelu y col., 2015).
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1.6.6 Interacciones medicamentosas

Se han reportado riesgos de sangrado gastrointestinal al administrar el ketorolaco con la
warfarina, la heparina, la pentoxifilina y otros AINEs, debido a sinergismo. Asimismo,
se ha reportado que al administrar el probenecid en combinacion con el ketorolaco, se
aumenta el ti» de eliminacion del ketorolaco, esto debido a la disminucion de su
aclaramiento y el volumen de distribucion. Sin embargo, el ketorolaco también causa un
aumento de la toxicidad de algunos fa&rmacos como el litio y el metrotexato, esto debido
a la disminucion del aclaramiento renal de los mismos (Vadivelu y col., 2015).

Se han propuesto mecanismos de accion que se encuentran asociados a la potencia y
eficacia del ketorolaco entre los que se encuentran los efectos modulatorios de los
receptores de opioides y la estimulacion de la liberacion de 6xido nitrico (Pérez-Urizar y
col., 2000; Galan-Herrera y col., 2008).

1.6.7 Efectos adversos del ketorolaco

El ketorolaco provoca dafio en el tracto gastrointestinal, el cual va desde la irritacion de
la mucosa géstrica hasta ulceracion o hemorragia. Asimismo, se ha reportado que del 7
al 13 % de los pacientes que utilizan este medicamento presentan diarrea, nausea y dolor
gastrointestinal, del 1 al 3 % presentan vémito, constipacion, flatulencias y anorexia o

aumento del apetitito en el 1 % de los pacientes (Gillis y Brogden, 1997).

1.7 Estrategias para el aumento del perfil de seguridad de los AINEs

En la ultima década se han establecido algunas estrategias para aumentar el perfil de
seguridad de los AINEs, entre las cuales se encuentran el desarrollo de inhibidores
selectivos de la COX-2, los llamados COXIBS, los inhibidores de la bomba de protones,
la generacion de una tercera clase de AINEs: los derivados del sulfuro de hidrogeno
(H2S), los cuales explotan los efectos protectores del H.S en la mucosa gastrica y los
antagonistas a receptores de histamina (H2) (Wallace y col., 2001; Shou-Chuan y Chen-
Wang, 2007; Fiorucci y col., 2007).

1.7.1 Derivados del sulfuro de hidrégeno (H2S)

El H2S es un mediador gaseoso endogeno, el cual participa como mediador de diversos
procesos fisiologicos. Estos aumentan la resistencia del estomago al dafio causado por
algunas sustancias y es producido por la mucosa gastrica, se ha reportado que genera la

estimulacidn para la secrecion de bicarbonato en el estémago y el duodeno, reduciendo
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el dafio causado por el acido gastrico (Gemici y col., 2015). Algunos estudios preclinicos
han reportado que la administracion de los donadores de H>S pueden prevenir la
disminucion del flujo sanguineo inducida por los AINEs, también suprimen la adherencia
de leucocitos al endotelio vascular y reducen la extravasacion de leucocitos, asi como la
reduccion de la formacion de edema. Estos efectos son mediados por la activacion de los
canales de potasio (K+ ATP) (Fiorucci y col., 2007; Wallace, 2007).

1.7.2 Inhibidores de la bomba de protones (IBPs)

Los inhibidores de la bomba de protones (IBPs) son los medicamentos mas prescritos
para el tratamiento relacionado con la secrecién de acido, debido a que combinan su alta
eficacia con su baja toxicidad (Wallace, 2000). Estos fueron introducidos en el mercado
en los 80s (omeprazol, esomeprazol, lansoprazol, pantoprazol y rabeprazol), debido a que
son los inhibidores méas potentes de la produccion de acido gastrico, esto mediante el
bloqueo de la H+, K+-ATPasa, la cual es la enzima responsable en el paso final para la
secrecion de &cido clorhidrico en las células parentales. Estos son utilizados para el
tratamiento de la Ulcera gastrica, Ulceras duodenales, reflujo esoféagico, lesiones
provocadas por el uso de AINEs, asi como la erradicacién de Helicobacter pylori
(Blandizzi y col., 2005; Zhang y col., 2013). Representan el 80 % de las prescripciones
realizadas en el Reino Unido. En la literatura los tratamientos con IBPs, son mejores que
los tratamientos con los antagonistas de receptores a histamina (H2) (Pozzoli y col.,
2007). Sin embargo, existen reportes que indican que el uso cronico de los IBPs, puede
causar algunos efectos adversos como deficiencia de vitamina B12, fracturas,
hipocalcemia, susceptibilidad a la neumonia, enteritis infecciosa, interacciones
medicamentosas, entre otras (Sanchez-Cuén y col., 2012). Wallace y col. (2011)
reportaron que el uso prolongado de IBPs, puede causar disbiosis intestinal, provocando

un incremento del nimero de bacterias en el intestino.

1.7.3 Inhibidores selectivos de la COX-2 (COXIBs)

Los inhibidores selectivos de la COX-2 o COXIBS, pertenecen a una subclase de los
antiinflamatorios no esteroidales (AINES), los cuales fueron disefiados para disminuir la
incidencia de eventos a nivel del tracto gastrointestinal y para la inhibicion especifica de
las prostaglandinas inflamatorias dependientes de COX-2, sin tener ningun efecto sobre
la COX-1. Tres de estos medicamentos como el celecoxib, rofecoxib y valdecoxib, fueron

aprobados para su uso por la FDA, mientras que un cuarto (eterocoxib) fue aprobado por
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la Autoridad Regulatoria Europea. Estos fueron introducidos en el mercado rapidamente
y tuvieron un gran éxito, reportando ventas de hasta 10 billones de délares en el 2001,
debido a que son mejor tolerados por el tracto gastrointestinal que los AINES y generan
una disminucion de los efectos en el tracto gastrointestinal. Existen estudios que indican
que la incidencia de dafio gastrico es menor en comparacion con los AINEs tradicionales
(Bombardier, 2000; Bombardier, 2002; Fitzgerald, 2004; Coruzzi y col., 2007). Sin
embargo, Mujkherjee y col. en 2001 reportaron que los inhibidores selectivos de la COX-
2, presentaban un mayor riesgo de generar efectos adversos a nivel cardiovascular, esto
en comparacion con los AINEs tradicionales, lo que causo que algunos de estos COXIBs
como el rofecoxib (Vioxx) salieran del mercado (Reddy y Roy, 2013). Este efecto a nivel
cardiovascular es debido a que la actividad de la COX-1 esta relacionada con la sintesis
de tromboxano A2(TXA2), principalmente en las plaquetas, mientras que COX-2 media
la sintesis de prostaciclina en las células endoteliales macrovasculares. La prostaciclina
causa relajacion de las células musculares lisas vasculares y causa vasodilatacion, ademas
tiene actividad antiplaquetaria, por lo que la inhibicion selectiva de la COX-2 podria
romper el equilibrio en la fisiologia de la homeostasis, 10 que provocaria una disminucién
relativa de la produccion de prostaciclina, mientras que la produccion de TXA2 quedaria
inalterada. Este desequilibrio inclina la balanza y favorece la agregacion plaquetaria,

incrementando el riesgo de trombosis y eventos vasculares (Oscanoa-Espinoza, 2015).

No obstante han sido implementadas varias estrategias para disminuir el dafio a nivel
gastrointestinal causado por los AINES, siguen existiendo reportes sobre este dafio, lo
que indica que las estrategias implementadas no han funcionado como se esperaba, por
lo cual es importante la basqueda de nuevas estrategias experimentales que ayuden a
disminuir el uso de los AINEs tradicionales o bien que puedan darse en combinacion con
otros compuestos para disminuir el dafio gastrico causado por los AINEs. Se ha reportado
que el uso de compuestos naturales administrados en combinacion con algunos
medicamentos provoca un aumento del efecto esperado o bien protegen del dafo causado

a nivel gastrointestinal.

A lo largo de la historia, los seres humanos han utilizados productos de plantas naturales
para varios propositos, los cuales han coevolucionado a lo largo de la vida (Goel y col.,
2008). El papel que juegan los productos naturales en el ser humano no pueden ser

subestimados, debido a que se ha estimado que un 80 % de individuos en paises en
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desarrollo depende de productos naturales para satisfacer sus necesidades de atencion
médica. Productos naturales (plantas o hierbas) que contienen flavonoides poseen
propiedades antioxidantes, tienen la capacidad de neutralizar radicales libres y actGan
como gastroprotectores, por lo que el uso de estos compuestos naturales ayudara en la
disminucion del dafio gastrico causado por algunos medicamentos (Simon y Evan Prince,
2016). Uno de estos compuestos naturales es la curcumina, la cual presenta diversos

efectos, entre algunos de ellos como gastroprotector, enteroprotector, y antiinflamatorio.

1.8 Curcumina

1.8.1 Generalidades

La curcumina (diferuloylmetano), es un polifenol y un principio activo de la hierba
perenne Curcuma longa (cominmente conocida como circuma). Fue aislada por primera
vez en 1815 por Vogel y su estructura quimica fue confirmada por Lampe y Milobedezka
en 1910 (Shehzad y col., 2010). La fraccion del pigmento amarillo de la circuma contiene
curcominoides, los cuales presentan una semejanza quimica con el ingrediente principal,
curcumina. Los componentes de la curcumina comercial son curcumina (~77 %),

curcumina Il (~17 %) y curcumina 11 (~3 %) (Goel y col., 2008; Gupta y col., 2012).

1.8.2 Propiedades fisicoquimicas

La curcumina es un compuesto con formula molecular C21H200s, y un peso molecular de
368.37 g/mol (Figura 12). Es un solido de color amarillo-naranja inodoro con un punto
de fusion de 170-185 °C, es insoluble en agua y éter, pero se disuelve facilmente en
etanol, dimetilsulfoxido, acido acético y acetona, asimismo, es sensible a la luz y estable
a pH acidos e inestable a pH béasico y neutro (Pfeiffer y col., 2003; Goel y col., 2008;
Esatbeyoglu y col., 2012).
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Figura 12. Estructura quimica de la curcumina.

1.8.3 Usos

La curcumina se encuentra en el mercado de diferentes paises como USA, India, Japén,
Corea, Tailandia, Vietnam, Filipinas, China, Turquia, Nepal y Pakistan, y es utilizada
como un producto comestible, cosmético y medicinal. Como especia se utiliza en los
alimentos para dar sabor y color (Prasad y col., 2014). También es utilizada como un
agente colorante en queso, mantequilla y otros alimentos. En la medicina popular es
utilizada en preparaciones terapéuticas, tales como en el tratamiento de varias
enfermedades respiratorias (asma, hiperactividad bronquial y alergias), en dafio causado
al higado, reumatismo, heridas de diabéticos y sinusitis (Goel y col., 2008). La curcumina
ha sido reconocida como generalmente segura por la FDA (Chainani-Wu, 2003),
mientras que el comité de expertos en aditivos para comidas (JECFA), recomendd en
2004 una ingesta diaria de curcumina de 0-3 mg/kg (Cheng y col., 2001; Sharmay col.,
2004). Se ha reportado que la ingesta diaria de curcumina en la India es de 60-100 mg
por habitante, mientras que en Nepal la ingesta maxima de este compuesto es de 50 mg
por habitante (Esatbeyoglu y col., 2012). En México, se reporto en el Diario Oficial de la
Federacion (DOF), que el limite maximo de uso de la curcumina como colorante en

algunos alimentos es de 50 y 100 mg/kg, en dulces a base de leche y helados, entre otros.

1.8.4 Farmacocinética

1.8.4.1 Absorcion

La curcumina es un compuesto lipofilico, sin embargo, es absorbida muy poco por via
oral, pero puede ser detectada facilmente en el tracto gastrointestinal (Pan y col., 1998;
Prasad y col., 2014). A partir de la administracion por via oral en ratas (2 mg/kg y 1 g/kg)
se ha calculado un ty, absorcion de 0.31 + 0.07, una Cmax de 258.64 ng/mL, alcanzando su
tmax @ las 1.72 h y un area bajo la curva (ABCo-m) de 1.32 ng*mL/h y un ABCo-t~de 1.68

ug mL/h, mientras que en humanos, la administracion de la misma dosis no permitié que
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se calcularan dichos parametros (Shoba y col., 1998; Maiti y col., 2007; Gupta y Dixit,
2011).

Algunos estudios realizados en ratas como el reportado en 1978, por Wahlstrom y
Blennow, en el cual utilizaron ratas Sprague-Dawley que fueron administradas con una
dosis de 1 mg/kg de curcumina, observaron que la curcumina fue absorbida muy poco en
el intestino. Cuando la curcumina fue administrada a dosis de 2 mg/kg a ratas, se detecto
en el suero una concentracion de 1.35 + 0.23 pg/mL a las 0.83 h, mientras que en humanos
con una misma dosis solo se han observado concentraciones de curcumina en suero en
cantidades trazas de 0.006 + 0.005 pug/mL (Shoba y col., 1998).

Otros estudios realizados en humanos, indican que las concentraciones de curcumina en
plasma son muy pequefias, alrededor de 1 a 2 h después de una administracion oral, lo
cual confirma la baja biodisponibilidad de la misma, ya que se ha reportado una
biodisponibilidad de 1 % (Yang y col., 2007; Anand y col., 2008; Prasad y col., 2014).
Al contrario de los resultados encontrados en estudios en roedores, algunos estudios en
humanos en los que se utilizaron dosis de 3.6 y 4-8 g de curcumina por via oral, se
observaron niveles plasmaticos de curcumina de 11.1 nmol y 0.41-1.75 uM, 1 h después

de la dosificacion, respectivamente (Anand y col., 2008).

1.8.4.1.1 Técnicas para incrementar la biodisponibilidad de la curcumina

Debido a la poca absorcién y biodisponibilidad que presenta la curcumina, en roedores y
humanos, varios grupos de investigacion han implementado diversas técnicas para
incrementar la biodisponibilidad de la misma, tales como el uso de pimienta,
nanoparticulas, formulaciones con complejos de fosfolipidos y encapsulacion de

liposomas, entre otras.

Pimienta: en diversos estudios preclinicos y clinicos se ha demostrado que al
utilizar pimienta en combinacion con curcumina se produce un incremento significativo
en la biodisponibilidad de la misma. Sin embargo, la pimienta también actia como un
inhibidor de la glucuronidacién hepatica e intestinal (Shoba y col, 1998; Antony y col.,
2008; Li y col., 2015). Cuando es realizada la combinacion de pimienta con curcumina,
el tiempo de vida media de la curcumina y su aclaramiento son disminuidos
significativamente, lo que lleva a un incremento de la bidisponibilidad de hasta 154 % en
ratas, mientras que en humanos, se da un incremento de la biodisponibilidad de hasta un
2000 % (Shoba y col, 1998; Anand y col., 2008). Ryu y col. (2006), observaron que
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después de una dosis de 2 g de curcumina en combinacion con 5 mg de pimienta en

voluntarios sanos, se presentaba un aumento de la absorcion de la curcumina.

Complejos de Fosfolipidos: Diversos estudios han indicado que el uso de este
tipo de complejos aumenta la eficacia terapéutica de algunas moléculas que presentan
poca absorcion (Maiti y col., 2007). Marczylo y col. (2007), observaron que al
administrar ratas Wistar macho con una dosis oral de 340 mg/kg de curcumina y 340
mg/kg de curcumina formulada con fosfatidilcolina (Meriva), se presentaba un
incremento de la biodisponibilidad de la curcumina formulada con fosfatidilcolina
(Meriva) en comparacion con curcumina libre. Se ha reportado, que después de la
administracion de una dosis de 200 mg/kg de curcumina formulada con fosfolipidos, se
presentd un aumento de Cmax Y tmax, Mientras que el aclaramiento presentd una
disminucion, esto en comparacion con la administracion de 200 mg/kg de curcumina libre
(Maiti y col., 2007).

Liposomas: Estos son considerados biolégicamente seguros, biocompatibles y
protegen a la droga de estimulos externos. Asimismo, son excelentes sistemas de
liberacion de los farmacos, debido a que pueden llevar tanto moléculas hidrofilicas como
hidrofobicas (Yallapu y col., 2012). Existen reportes, sobre la evaluacion pre-clinica de
la curcumina liposomal, donde se ha observado que posee actividad antitumoral y
antioxidante, en ratones (Ruby y col., 1995; Gal y col., 2007). En algunos estudios
preclinicos in vivo, como el realizado por Anand y col. (2008), se demostré que la
curcumina liposomal posee una mejor biodisponibilidad y eficacia que la curcumina

libre.

Nanoparticulas: Ha sido reportado recientemente el uso de la tecnologia de
nanoparticulas para incrementar la biodisponibilidad de la curcumina, la cual es conocida
COMO nanocurcumina, esta presenta una actividad in vitro similar a la curcumina en lineas
celulares de pancreas (Anand y col., 2008; Yallapu y col 2012). Tsai y col. (2011),
observaron que después de la administracion de dosis orales de 1 y 50 mg/kg de la
nanoformulacion (PLGA) de la curcuminay la curcumina libre en ratas Sprague-Dawley,
se presentd un aumento de la biodisponibilidad de la nanoformulacién (PLGA) de

curcumina hasta 22 veces mas en comparacion con curcumina libre.
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1.8.4.2 Acumulacién y distribucion de la curcumina

La curcumina tiende a acumularse en rifiones, el higado y la grasa corporal (Wahlstréom
y Blennow, 1978; Ravindrath y Chandrasekhara, 1980), y se distribuye en el intestino, el
higado, los rifiones y el estbmago. Sin embargo, se ha reportado que la acumulacion
preferencial de ésta se da en el intestino, el colon y el higado (Rajasekaran, 2011). En un
estudio realizado en ratones BALB/c hembras, a las cuales se les administré una dosis
de 100 mg/kg por via i.p., se observé que la curcumina se distribuyé ampliamente en el
plasma, el higado, los rifiones, el bazo, el cerebro y el intestino 1 h después de la
administracion, los valores obtenidos fueron de 0.60 + 0.03, 26.90 + 2.58, 7.51 + 0.08,
26.06 £1.06,0.41+£0.01y 117 + 6.86 ug/g de tejido, respectivamente (Pan y col., 1998).
Asimismo, en un estudio realizado por Pan y col. (1998), en el cual administraron dosis
de 0.1g/kg por via i.p. en ratdn, observaron que la curcumina se acumulaba en el intestino
en concentraciones de 117 pg/g una hora después de la administracion, en higado y
rifiones fueron determinadas concentraciones de 26.9 y 7.5 pg/g, respectivamente,
mientras que en cerebro solo se encontraron trazas de curcumina (0.4ug/g). Otro estudio
realizado por Garceay col. (2004), en el cual determinaron la concentracion de curcumina
en tejidos normales y de tejidos de pacientes con cancer de colon, que recibieron dosis
de 3600 mg de curcumina por via oral, las concentraciones determinadas en dichos tejidos

fueron de 12.7 £ 5.7 y 7.7 £ 1.8 nmol/g, respectivamente.

1.8.4.3 Metabolismo

El metabolismo de la curcumina en humanos es muy poco estudiado, mientras que en
animales, la ruta ha sido establecida. En ratas, la curcumina es rapidamente metabolizada,
esta biotransformacion puede ocurrir durante la absorcion a través del intestino
(Ravindrath y Chandrasekhara, 1980; Pan y col., 1998), ya que este compuesto es
reducido y conjugado dentro del tracto gastrointestinal, asi como en el higado, dando
como resultado concentraciones bajas del compuesto madre, el cual es detectado en el
sistema hepatico (Figura 13) (Prasad y col., 2014). Se ha reportado que la curcumina no
es metabolizada por el citocromo P450, debido a que no se han detectado productos
hidroxilados o desmetilados, después de una incubacion con microsomas hepaticos de

rata (Irving y col., 2011; Metzler y col., 2013).

Después de la administracion de curcumina por via oral, esta es absorbida y sufre una

reaccion metabdlica de O-conjugacién pasando a curcumina glucuronidada y a sulfato de
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cuarcuma, asimismo, sufre una bio-reduccion a tetrahidrocurcumina, hexahidrocurcumina
y hexahidrocurcuminol en ratas y ratones in vivo, asi como en suspensiones de
hepatocitos de rata y humanos (Figura 13) (Ireson y col., 2002; Anand y col., 2008). La
glucuronidacion es la principal via de conjugacion, encontrdndose como metabolito
mayoritario al hexahidrocurcuminol glucuronidado, este ha sido detectado en varios
fluidos, drganos y células (Metzler y col., 2013). Sin embargo, también se han
determinado metabolitos sulfatados en plasma de rata tratada con curcumina por via oral
(Asai y Miyazawa, 2000; Sharma y col., 2001). Esta biotransformacidn es catalizada por
la UGT1AL hepética, la UGT1A8 y 1A10 intestinal (Metzler y col., 2013). Otros
estudios como el realizado por Usta y col. (2007) reportaron que la curcumina también
es conjugada con glutation (GSH), esta conjugacién fue demostrada en incubaciones con
la glutation S-transferasa intestinal humana. Sin embargo, los conjugados fueron muy
inestables y se descomponian rapidamente y no existen reportes hasta el momento de la

deteccidn de conjugados con glutation.

Algunos estudios indican que los metabolitos de la curcumina son menos activos que el
compuesto madre u original, pero algunos reportes indican que algunos metabolitos de la
misma poseen actividad antiinflamatoria o antioxidante y analgésica. ElI metabolito
tetrahidrocurcumina (THC) posee un efecto antioxidante y cardioprotector similar al de
la curcumina, asimismo, este metabolito posee la capacidad de eliminar radicales libres
(Okada y col., 2001; Anand y col., 2008; Wu y col., 2014). Se sabe que el metabolito
THC disminuye la hepatotoxicidad generada después de la administracion en
combinacion de eritromicina y una dosis oral de 80 mg/kg de THC, en ratones durante
15 dias (Pari y Murugan., 2004; Murugan y Pari, 2005). Pero se ha reportado que la
desmetoxicurcumina y bidesmetoxicurcumina son inhibidores de la COX-2 y de la
expresion del gen iINOS (Ramsewak y col., 2000), sin embargo, se ha reportado que la
curcumina es mas potente al inhibir la COX-2 y de la expresion del gen iNOS en
comparacion con la bidesmetoxicurcumina (Lantz y col., 2005).
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Figura 13. Metabolismo de la curcumina (Anand y col., 2008).

1.8.4.3.1 Efecto de la curcumina en las enzimas del metabolismo

Existen diversos estudios in vitro y en modelos animales, en los que se ha observado que
la curcumina actia como inhibidor de varias enzimas encargadas del metabolismo de
farmacos, entre ellas varias isoformas del CYP450, sulfonotransferasa (SULT) y UDP-
glucuronosiltransferasas (Oetari y col., 1996; Appiah-Opong y col., 2007). Tambien, se
ha reportado que la curcumina actia como inhibidor de algunos trasportadores como
glicoproteina P (P-gp) in vitro (Hou y col., 2008; Ampasavate y col., 2010).

Los citocromos P450 son una superfamilia de hemoproteinas involucradas en el
metabolismo oxidativo, peroxidativo y reductivo de diversos componentes estructurales
incluyendo esteroides enddgenos, acidos grasos, retinoides, acidos biliares, aminas
biogénicas y leucotrienos. Son las enzimas principales que se encargan del metabolismo
de xenobidticos, entre los que se incluyen farmacos y contaminantes ambientales.
Asimismo, son responsables de la activacion de compuestos carcinogénicos (Gonzalez

y Lee, 1996), éstas son enzimas que juegan un papel muy importante en el metabolismo
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y la biodisponibiliad oral de varios farmacos (van Waterschoot y Schinkel, 2011). Los
CYPs involucrados en el metabolismo de xenobioticos son expresados mayoritariamente
en el higado pero niveles bajos de algunas isoformas de CYP son encontrados en tejidos
extrahepaticos como en el tracto gastrointestinal, el pulman, el rifion, la piel y algunos en
el sistema nervioso central (Gonzélez y Lee, 1996). Se localizan principalmente en el
reticulo endoplasmico liso y en menor proporciéon en la mitocondria, el citosol y la
membrana plasmaética (Chang y col., 1999; Graham y Lake, 2008).

Las familias de CYP encargadas del metabolismo de farmacos son las familias CYP1, 2
y 3 (Seliskar y Rozman, 2007). Al llevarse a cabo la biotransformacion de sustratos
enddgenos y exdgenos se generan compuestos polares que pueden ser excretados del
organismo O bien actuar como sustratos para las enzimas de fase Il, por lo que la
inhibicion o induccion de algunas isoformas de CYP450, sulfonotransferasa (SULT),
UDP-glucuronosiltransferasas y P-gp, ocasionada por la curcumina, puede generar
interacciones de farmaco-farmaco y farmaco-compuestos naturales, causando el aumento
o disminucion de la biodisponibilidad de medicamentos, y estas interacciones pueden
causar reacciones adversas o bien fallas terapéuticas (Bamba y col., 2011; Cho y col.,
2012). En algunos estudios in vitro, se observo que la curcumina inhibié diversas
isoformas del CYP450 como CYP1Al, CYP1A2, CYP2B1/2B2 (Oetari y col., 1996;
Thapliyal y Maru, 2001; Wu y col., 2006; Appiah-Opong y col., 2007; Bamba y col.,
2011), CYP3A4, CYP2C9 (Wang y col., 2015) y CYP2B6 (Appiah-Opong y col., 2007),
mientras que en estudios in vivo, como el realizado por Zhang y col. (2008) en el cual
utilizaron ratas, administradas con curcumina en combinacion con el midazolam,
observaron un incremento de las concentraciones plasmaticas del midazolam, el cual es
un sustrato del metabolismo de CYP3A. Estas isoformas son muy importates ya que se
ha reportado que la isoforma CYP3A4 es la enzima mas abundante encargada del
metabolismo de mas del 50 % de los farmacos disponibles en el mercado y las isoformas
CYP1Al, CYP3A4 y CYP2C9, son las encargadas del 80 % de la actividad metabolica
total en el higado (Zhou, 2008).

Algunas de las enzimas de fase |1, que participan en el metabolismo de farmacos, también
son afectadas por la curcumina, ya que existen diversos reportes que indican que la
curcumina actia como inhibidor de la glucuronidacion del acido micofenolico, la
bilirrubina, la capsaicina y el 1-naftol, en lineas celulares de cancer de colon humano
(células LS180 y Caco-2) y en células COS-1 transfectadas con UGT1A1 (Basu y col.,
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2003, 2004a,b; Naganuma y col., 2006). Volak y col. (2008), reportaron que también la
curcumina posee la capacidad de inhibir a la UGT y a la SULT, debido a la inhibicién
del 90 % de la glucuronidacion del acetaminofén en células LS180, mientras que Vietri
y col. (2003), observo que la curcumina posee la capacidad de inhibir la sulfatacion de 4-

nitrofenol, en el citosol de higado humano.

Adicionalmente, al metabolismo de fase | y fase Il, varios f&rmacos estan sujetos al
trasporte activo de la célula, a través de trasportadores, los cuales forman parte importante
del sistema de destoxificacion y limitan la absorcion de algunos farmacos (van
Waterschoot y Schinkel, 2011; Kusuharay col., 2012). Se sabe que la glicoproteina P (P-
gp), proteina resistente al cancer de mama (BCRP) y proteina de resistencia multiple
(MRP1), son los principales transportadores de la familia de los trasportadores ABC
(Szakéacs y col., 2006). Recientemente se sabe que la curcumina inhibe la funcién de estos
transportadores (Chearwae y col., 2004; Chearwae y col., 2005; Chearwae y col., 2006),
principalmente del transportador glicoproteina P (P-gp) (Ampasavate y col., 2010). La P-
gp, existe en la membrana plasmatica de varios 6rganos o tejidos normales, como el
cerebro, el higado, los rifiones y el intestino, participando en la eliminacion de farmacos
0 xenobioticos, y de forma importante en la regulacion de la absorcion de xenobi6ticos.
La modulacion de la funcion de este transportador por compuestos naturales, puede
modificar la farmacocinética de algunos xenobi6ticos (Gatmaitan y Arias, 1993; Perloff
y col., 2001; Jodoin y col., 2002; Ampasavate y col., 2010), causando interaciones
alimento-farmaco. Un estudio realizado por Zhang y col. (2007), demostré que la
curcumina modula la expresion de la P-gp, en diversos érganos de las ratas y también
afecta el perfil farmacocinético del perolal celiprolol, un sustrato de la P-gp. Hou y col.
(2008) determinaron que el tratamiento con curcumina en la linea celular Caco-2, inhibe
la expresion de P-gp, mientras que Zhang y col. (2008), observaron que la curcumina
posee mayor actividad inhibitoria de P-gp, en comparacion con otros compuestos

naturales, en la linea celular Caco-2.

1.8.4.4 Eliminacion
La curcumina es excretada a traves de las heces, mientras que cantidades muy pequefias
de la misma es excretada en la orina y bilis (Wahlstrom y Blennow, 1978; Prasad y col.,

2014). En algunos estudios realizados en diferentes cepas de ratas, las cuales fueron
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administradas con dosis de 1 y 400 mg/kg de curcumina por via oral, se observé una
eliminacion de un 67 a 87 % y un 40 % de la dosis administrada en heces mientras que
la excrecion en orina de metabolitos glucuronidados y sulfatados, fue escasa o nula. Sin
embargo, en algunos estudios realizados en humanos se ha observado que la excrecion
renal de la misma es muy pequefia aun cuando se incrementan las dosis de curcumina por
via oral (Wahlstrom y Blennow, 1978; Sharma y col., 2004). Asimismo, se ha detectado
que un 10 % de la dosis administrada fue excretada por la bilis (Wahlstrom y Blennow,
1978; Ravindranath y Chandrasekhara, 1980). Hoehle y col. (2006) encontraron que los
principales metabolitos excretados en la bilis de rata son la tetrahidrocurcumina
glucuronidada (THC) y la hexahidrocurcumina (HHC). A partir de la administracion por
via oral en ratas (2 mg/kg, 500 mg/kg y 1 g/kg) se calcularon algunos parametros
farmacocinéticos de la curcumina tales como el ty, eliminacion €l cual fue de 1.7 £ 0.5, 44.5
+ 75y 145 £ 0.25 h, respectivamente. Asimismo, se determin6 la constante de
eliminacion (Keliminacion) de 0.48 h y un aclaramiento (Cl) de 92.26 L/h (Maiti y col., 2007;
Anand y col., 2008).

1.8.5 Farmacodinamia

La dosis letal 50 (DLso) de la curcumina es de 2 a mas de 10 g/kg en ratones y 5 a méas
de 10 g/kg para ratas, mientras que su NOAEL es de 250 a 320 mg/kg por dia (EFSA-
EFSA, 2010; Esatbeyoglu y col., 2012).

1.8.6 Actividades biologicas

La curcumina es una molécula altamente pleiotropica, debido a que ha sido asociada con
la union o inhibicion de varias moléculas blanco. Se ha descrito que participa en la
supresion de la inflamacidn, la tumorogénesis y la diabetes; asimismo, presenta efectos
terapéuticos en los sistemas cardiovascular, pulmonar y neuroldgico. Este compuesto
puede funcionar indirectamente como un antioxidante, al inhibir la actividad inflamatoria
de algunas enzimas o al aumentar la sintesis de glutation (Rajasekaran, 2011). Este
compuesto también presenta la capacidad de interactuar con algunas proteinas como la
albimina, la glicoproteina-P, la ATPasa, la MRP1y la MRP2, los iones como Zn?*, Cu?*
y Fe?*, los factores de transcripcion, los receptores de factores de crecimiento, las
citocinas, los genes involucrados en apoptosis y la proliferacion, asi como otras varias
enzimas (Goel y col., 2008; Basnet y Skalko-Basnet, 2011; Rajasekaran, 2011).
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Se ha reportado en la literatura que la curcumina posee varias actividades biologicas y
diversas aplicaciones medicinales. Los estudios preclinicos en modelos de roedores,
muestran que la curcumina inhibe o disminuye una gran variedad de carcindgenos en el
cancer de colon, duodeno, es6fago, estomago, higado, seno, prostata y leucemia. Ademas
se sabe que la curcumina posee la capacidad de inhibir la proliferacion celular de varios
tipos de cancer in vitro que incluyen células de cancer de prostata, vejiga, corazon,

pancreas, ovario, rifion y cerebro (Goel y col., 2008).

Existen estudios acerca del efecto analgésico y antiinflamatorio de la curcumina, asi

como efectos diversos en diversos organos.

Efecto analgésico. La curcumina es un agente analgésico, debido a que algunos
estudios demuestran que la curcumina reduce el dolor y la fatiga, en pacientes con
laparoscopias (Agarwal y col., 2011; Kapoor, 2012). Algunos reportes en animales, han
confimado la eficiencia de la curcumina en el alivio del dolor, debido a que se ha visto
que la administracion sistémica de la curcumina genera antinocicepcién en modelos
animales con dolor neuropatico (Zhuy col., 2014), como el realizado por De Paz-Campos
y col. (2012), en el que observaron un efecto antinociceptivo con dosis de 10 y 100 mg/kg
de curcumina administrada a ratas tratadas previamente con formalina al 1% via
intraplantar, para provocar dolor. Asimismo, los mismos autores, en 2014, observaron
que a dosis de 31 y 100 mg/kg de curcumin en ratas macho adultas, se presentaba un
efecto significativo de antinocicepcion. Di Pierro y col. (2013), observaron que la
curcumina (Meriva) presentaba un efecto analgésico similar al efecto producido por el
acetaminofeén, al realizar un estudio en 15 pacientes con dolor neuropatico, osteoartritis,
dolor muscular, entre otros, los cuales fueron divididos en dos grupos, al primer grupo se
les dieron tabletas de 1 g de acetaminofén y al segundo grupo una dosis de 400 mg de

Meriva (complejo de curcumina con lecitina).

Este efecto antinociceptivo de la curcumina observado ha sido asociado a la supresion de
TNF-a, a la activacion del sistema descendente de monoaminas, a la inactivacion de
TRPV1Yy alaactivacion de los canales de potasio (Katp), sin embargo, el mecanismo de
accion de antinocicepcién de la curcumina no ha sido bien determinado (Sharma y col.,
2006; Leamy y col., 2011; Zhao y col., 2012; De Paz-Campos y col., 2014).

31



Efecto antiinflamatorio. La curcumina modula la respuesta antiinflamatoria
mediante la regulacion de la actividad de la COX-2, las lipooxigenasas y las enzimas
aumentadas de la sintetasa de Oxido nitrico (iNOS), se inhibe la produccién de las
citocinas, del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la inhibicion de NF-kB, las
interleucinas (IL-1, 2, 6, 8 y 12), asi como la migracion de proteinas inhibitorias. Se ha
observado también que la curcumina protege del dafio peroxidativo en las biomembranas,
la peroxidacion de lipidos es una reaccion mediada por los radicales libres, lo que lleva
al dafio de las membranas celulares y la inhibicion de la peroxidacion causada por la
curcumina (Jurenka, 2009; Rajasekaran, 2011; Heeba y col., 2014). Existen diversos
estudios, como el realizado por Chandran y Goel (2012), en el que observaron que la
curcumina posee un potente efecto antiinflamatorio, similar al del diclofenaco, esto en
pacientes con artritis reumatoide, al ser tratados con dosis de 500 mg/kg de curcumina y
dosis de 50 mg/kg de diclofenaco.

Efecto intestinal. La curcumina presenta actividad antiespasmadica, incrementa
la actividad de la lipasa, la sucrasa y la maltasa intestinal. Asimismo, se ha reportado que
posee un efecto enteroprotector (Chattopadhyay y col., 2004; Kumar y col., 2010; Kumar
y col., 2012). Existen diversos estudios en los que se ha reportado que la curcumina, actia
como enteroprotector, sobre el dafio causado por la indometacina (Sivalingam y col.,
2007; Sharmay col., 2012; Thong-Ngam y col., 2012; Morsy y col., 2013). Un estudio
realizado en ratas administradas con dosis de 50, 100 y 300 mg/kg por via oral en
combinacion con dosis de 20 mg/kg de indometacina, se observd que la curcumina

protejio del dafio intestinal causado por indometacina (Menozzi y col., 2009).

Efecto hepatico. La curcumina proteje al higado de una gran variedad de
compuestos toxicos como la d-galactosamina, el perdxido, el acetaminofen y el
tetracloruro de carbono, esto en cultivos de hepatocitos de rata (Reyes-Gordillo y col.,
2008). Asimismo, se ha reportado en estudios in vitro e in vivo, que la curcumina participa
en la proteccion de los hepatocitos mediante la inhibicion de la produccion de oOxido
nitrico (NO) y TNF-a, en células de kuffer activadas con LPS (Shapiro y col., 2006; Vera-
Ramirez y col., 2009). Somanawat y col. (2013), observaron que tras la administracion

de una dosis de 400 mg/kg de paracetamol en combinacion con una dosis de 200 mg/kg
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de curcumina, se presentaba un efecto hepatoprotector al dafio causado por paracetamol.
El efecto hepatoprotector que presenta la curcumina es debido a sus propiedads
antioxidantes y a su habilidad de disminuir la formacion de citocinas proinflamatorias, y
a la atenuacion del estrés oxidativo hepatico, entre otras (Fu y col., 2008; Naik y col.,
2011; Nagpal y Sood, 2013; Palipoch y col., 2014).

Efecto cardiovascular. La curcumina actia como cardioprotector, se ha
observado que la curcumina disminuye los niveles de colesterol y triglicéridos, también
inhibe la agregacion plaquetaria y disminuye la lipoperoxidacion lipidica (Soni y Kuttan,
1992; Nagpal y Sood, 2013; Imbaby y col., 2014). Se ha reportado en un estudio in vitro
e in vivo, realizado por Naik y col. (2011), que el efecto cardioprotector de la curcumina

puede ser correlacionado con la actividad antioxidante de la misma.

Efecto renal. Tras un pretratamiento con curcumina, disminuyo el aumento de la
creatinina sérica en rifion, causado por el dafio renal (Shoskes, 1998). Asimismo, Bayrak
y col. (2008) observaron que la curcumina protege los rifiones de algun dafio, a través de
efectos antioxidantes, esto después de la administracién de una dosis de 200 mg/kg de
curcumina a ratas con dafio renal. En otro estudio realizado, con la co-administracion de
una dosis 200 mg/kg de gentamicina, que es un compuesto que puede causar
nefrotoxicidad y una dosis de 200 mg/kg de curcumina, en ratas Wistar macho, se observé
que la curcumina es un candidato para la prevencion de dafio renal causado por la
gentamicina (Farombi y Ekor, 2006). De igual forma, se observé que al administrar dosis
de 60 mg/kg de curcumina en combinacion con dosis de 5 mg/kg de cisplatino, la
proteccion de la nefrotoxicidad ocasionada por cisplatino (Kuhad y col., 2007).

Efecto géstrico. El efecto gastroprotector de la curcumina ha sido indicado por
varios autores. Diaz-Triste y col. (2014) mostré un efecto gastroprotector significativo
ante el dafio gastrico ocasionado por indometacina tras la combinacion de una dosis de
30 mg/kg de indometacina con 30 mg/kg de curcumina en ratas. Este efecto ha sido
asociado con la activacion de la via de sefializacion dependiente del éxido nitrico (NO-
cGMP-Katp) ¥ a un incremento de la actividad de la catalasa y la superdxido dismutasa,
debido a que existen reportes que indican que la curcumina aumenta significativamente
los niveles gastricos de NO, activando la via de NO-cGMP-Katr (Morsy y ElI-Moselhy,
2013; Diaz-Triste y col., 2014). Un estudio clinico de fase 1l realizado en Tailandia por
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Prucksunand y col. (2001), evaluaron la seguridad y la eficacia del uso de la curcumina
en 45 pacientes con Ulcera péptica, la dosis utilizada fue de dos capsulas de 300 mg de
curcumina al dia, por via oral, durante 4 semanas, lo que observaron fue que después de
las cuatro semanas de tratamiento, 12 de los pacientes no presentaban Ulceras. Asimismo,
se ha reportado que la curcumina actta como gastroprotector. Este efecto gatroprotector,
también fue observado al administrar dosis de 10, 50 y 100 mg/kg de curcumina en
conjunto con dosis de 80 mg/kg de naproxeno durante 3 dias (Kimy col., 2016). De igual
forma, este efecto de la curcumina fue observado en un estudio realizado en ratas
administradas con dosis de 200 mg/kg de curcumina y 20 mg/kg de acido acetilsalicilico
por via oral (Haider y col., 2013). Este efecto gastroprotector ha sido asociado a la
inhibicion de la curcumina de la IL-8, la producida por el Helicobacter pylori, a la
actividad antagonica que presenta la curcumina por los receptores de histamina (H2), los
cuales se encuentran en células parentales y a la capaciad antioxidante de la curcumina
ya que posee la capacidad de neutralizar radicales libres e inhibir la peroxidacion lipidica
(Kimy col., 2005; Irving y col., 2011).

1.8.7 Toxicidad de la curcumina

En un estudio realizado en ratas machos y hembras F344 administradas a diferentes
concentraciones de la curcumina en el alimento (0, 0.1, 0.5, 1.0 hasta 2.5 %), durante 13
semanas, observaron que la curcumina no causé un cambio en el peso corporal, la
mortalidad y la histopatologia (WHO, 1980).

Se ha reportado en la literatura que la administracion de una dosis de 500 mg/kg/d de
curcumina durante 3 meses a ratas hembras y machos albinas, no indujé una diferencia
significativa en los parametros hematolégicos en peso relativo y en la histopatologia del
higado y el rifidn (WHO, 1980). En otras especies de animales como el cobayo, el perro,
el cerdo y el mono, administradas con dosis que van desde 300 hasta 2500 mg/kg, no
presentaron efectos adversos en ninguno de los parametros observados como en el peso
relativo del higado y del rifidn. Se ha observado que la curcumina se encuentra exenta de
efectos adversos a 8 g/dia/tres meses y 12g/dia/cuatro meses, después de una dosis oral
de 200 mg/kg en voluntarios sanos, mientras que una dosis de 0.9-3.6 g/dia por 1-4 meses,

puede llegar a causar nausea y diarrea (WHO,1980; Esatbeyoglu y col., 2012).
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1.9 Justificacion

Los AINEs son los farmacos mas prescritos anualmente en el mundo, debido a su eficacia
en la reduccion del dolor y la inflamacion. Debido a su extenso uso en México hay una
gran incidencia de enfermedades gastrointestinales causadas por la ingesta de estos
farmacos. No obstante, se han implementado varias estrategias para prevenir la
gastroenteropatia provocada por los AINEs, entre las que se encuentran el uso de algunos
farmacos antiacidos o bien el desarrollo de algunos medicamentos como es el caso de los
COXIBs (los cuales no causan dafio a nivel gastrointestinal pero si a nivel
cardiovascular), éstas no han sido efectivas completamente, por lo que es importante la
busqueda de nuevos tratamientos contra el dolor y la inflamacién, sin provocar dafio en
el tracto gastrointestinal o bien el uso de compuestos naturales que ayuden a la proteccién
contra estos tipos de dafos. Tal es el caso de la curcumina, compuesto de origen natural
reconocida como segura por la FDA, utilizada en paises como la India y que presenta
varias actividades bioldgicas, entre las cuales se encuentran la proteccion del tracto
gastrointestinal cuando es utilizada con algunos AINEs, pero se desconoce si la
curcumina tiene la capacidad de modificar la farmacocinética de estos compuestos al ser
administrados en conjunto y llevar a afectar su capacidad como farmacos anti-
inflamatorios y analgésicos, hecho que hace relevante estudiar el efecto que posee la

curcumina sobre la farmacocinética de algunos AINEs.

1.10 Hipotesis
La combinacion de algunos antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) como el
diclofenaco, el naproxeno, la acemetacina, la indometacina y el ketorolaco con

curcumina no genera una modificacion de la farmacocinética de estos AINEs.
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1.11 Objetivo general

Determinar si la farmacocinética del diclofenaco, el naproxeno, la acemetacina, la

indometacina y el ketorolaco es modificada al ser administrados en conjunto con la

curcumina.

1.11.1 Objetivos particulares

Determinar si la farmacocinética del diclofenaco es modificada al ser

administrado en conjunto con curcumina.

Determinar si la farmacocinética del naproxeno es modificada al ser administrado

en conjunto con curcumina.

Determinar si la farmacocinética de la acemetacina es modificada al ser

administrada en conjunto con curcumina.

Determinar si la farmacocinética de la indometacina es modificada al ser

administrada en conjunto con curcumina.

Determinar si la farmacocinética del ketorolaco es modificada al ser administrado

en conjunto con curcumina.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas (peso de 200-250 g) que fueron proporcionadas
por la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL)
del Cinvestav-IPN. Los animales se colocaron en jaulas de acero inoxidable, 2 grupos de
8 animales con libre acceso al agua y un ayuno de 15 h (Formulab Diet 5008, Purina
Feeds, Inc., St. Louis, MO, USA), con un ciclo de luz-oscuridad regulada de 12 h y una
humedad relativa del 50 %, cada rata fue utilizada solo en un experimento y sacrificada
al finalizar el mismo, utilizando una cdmara de COa,. El protocolo fue aprobado por el

Comit¢ Institucional de Cuidado y Uso Animal (nimero de aprobacion 0169-15).

2.2 Reactivos

De Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO), carboximetilcelulosa, curcumina (C7727),
indometacina (I-8280), diclofenaco sodico (D6899), acemetacina (A1674), naproxeno
sodico (M1275), ketorolaco (PHR1140).

De J.T. Baker (Xalostoc, Edo. De M¢xico): sulfato de zinc 7-hidrato (ZnSOs.7H>0),
acido clorhidrico (HCI), fosfato de potasio monobasico (NaH2PO4. H>0), fosfato de sodio
monobasico monohidratado (NaH2PO4.H>0), 4acido acético glacial (CH;COOH), acetato

de sodio anhidro (CH;COONa).

De Merck (Darmstadt, Alemania): hidroxido de sodio (NaOH), cloruro de sodio (NaCl),
metanol (MeOH) grado HPLC.

El agua para la preparacion de soluciones se obtuvo del sistema de agua Milli Q

(Continental Waters Systems, El paso, TX, USA).

De Hycel México (México, D.F): heparina sodica.

Todos los reactivos fueron grado analitico o del més alto grado de pureza disponible.
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2.3 Método analitico cromatografico para la determinacion del diclofenaco (Ledn-
Reyes y col., 2009)

2.3.1 Analisis cromatografico CLAR

2.3.1.1 Principio

La cromatografia de liquidos es una técnica de separacion fisica de los componentes de
una mezcla debido a la distribucion entre dos fases: una fase movil y una fase
estacionaria. La tasa de migracion de un componente es inversamente proporcional a su
coeficiente de distribucion entre las dos fases; es decir, los componentes con una
distribucion grande en la fase estacionaria se moveran mas lentamente que aquellos que
presenten una distribucion pequefia, logrando asi la separacion de los analitos presentes
en la muestra en estudio. La identificacion y cuantificacion de los compuestos se realizara
en base a su tiempo de retencion, el uso de compuestos de referencia y sus propiedades

fisicoquimicas para su deteccion (Hamilton y Sewell, 1982).

2.3.1.2 Condiciones cromatograficas

Se empled un cromatografo de liquidos marca Hitachi, equipado con un detector de
arreglo de diodos L-2400, una bomba L-2130, la longitud de onda utilizada para el
andlisis fue de 275 nm junto con una columna Xterra C18 (4.6 x 100 mm ID, tamafio de
particula 3.5 um, Waters Assoc., Milford MA, USA) ademas de un flujo de 1.2 mL/min,
una presion de 2040 + 100 psi y una fase movil metanol(MeOH)-fosfato de sodio
monohidratado (NaH2PO4.H20 ) (51:49 v/v).

2.3.1.3 Tratamiento de los animales

Para caracterizar el perfil farmacocinético del diclofenaco y del diclofenaco en
combinacion con la curcumina, se realizo la canulacion de la arteria caudal a las ratas
Wistar macho a utilizar. La poblacioén de animales fue dividida en dos grupos de estudio,
el primer grupo fue administrad6 por via oral con una dosis de 10 mg/kg de diclofenaco
disuelto en agua y al segundo grupo se le administr6 una dosis de 30 mg/kg de curcumina
suspendida en carboximetilcelulosa al 0.5 %, 30 min después les fue administrada una
dosis de 10 mg/kg de diclofenaco. Después de recibir la dosis de diclofenaco en ambos
grupos se realizo la recoleccion de muestras de sangre (200 pL), a diferentes tiempos de
muestreo los cuales fueron de 0, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480 min, posteriormente

estas muestras de sangre fueron procesadas para la obtencion del plasma.
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2.3.1.4 Soluciones

2.3.1.4.1 Solucion amortiguadora de NaH2PO4.H20 0.01 M, pH 3. Se pesaron 1.378
g de fosfato de sodio monohidratado (NaH2PO4.H20), el cual se disolvié en 500 mL de
agua Milli Q, se ajusté el pH a 3 con HCI 0.01 M y se llevé a un volumen final de 1 L

en un matraz aforado (PYREX). Esta solucion se conservo en refrigeracion.

2.3.1.4.2 Solucion de naproxeno 0.1 mg/mL (estandar interno)

Se pesaron 0.001 gy se llevo a un aforé de 10 mL con agua Milli Q.

2.3.1.4.3 Solucion estandar del diclofenaco 5 pg/mL y 50 pg/mL

Se partio de una solucion madre con una concentracion de 0.1 mg/L: se pesaron 0.001 g
y se llevo a un aforo de 10 mL con agua Milli Q; de esta solucién se tomaron 0.5 mL y
se aford a un volumen final de 10 mL con agua Milli Q, para obtener una concentracion
de 5 pg /mL; asimismo, de la solucién de 0.1 mg/mL se tomaron 5 mL y se afor6 a un

volumen de 10 mL con agua milli Q, para obtener una concentracion de 50 pg/mL.

2.3.1.4.4 Determinacion del diclofenaco en plasma de rata

La preparacion de las muestras se realizd utilizando tubos Eppendorf de 1500 puL y en
ellos fueron adicionados los volimenes de las soluciones indicadas en la tabla 1 y 2 para
alcanzar un intervalo de concentracion de diclofenado de 0.11 a 12 pg/mL y los puntos

control establecidos en el método, respectivamente.
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2.3.1.5 Curva de calibracién del diclofenaco

Tabla 1. Tratamiento de las muestras, para llevar a cabo la curva de calibracion con el método utilizado

para la determinacidn del diclofenaco en muestras de rata.

C1 0.1 100 20 - 25puL 855
C2 0.3 100 60 - 25 uL 815
C3 1 100 - 20 25 uL 855
C4 3 100 - 60 25puL 815
C5 5 100 - 100 25 uL 775
Cé6 12 100 - 240 25puL 635

Nota: para las curvas de sistema (solucion) se agregé 100 pL de agua.

2.3.1.6 Puntos control del diclofenaco

Tabla 2. Tratamiento de las muestras, para llevar a cabo los puntos de control con el método utilizado para

la determinacion del diclofenaco en muestras de rata.
M1 0.2 100 40 - 25puL 835
M1 0.2 100 40 - 25uL 835
M2 2 100 - 40 25 uL 835
M2 2 100 - 40 25puL 835

7.5 100 - 150 25 uL 725

M3
M3 7.5 100 - 150 25 uL 725

Nota: para los puntos control de sistema (solucion) se agreg6 100 pL. de agua.

Una vez que se obtuvieron los tubos Eppendorf con el volumen adecuado de cada una de

las soluciones de acuerdo a como se muestra en las tablas se realiz6 lo siguiente:

Se agit6 en el vortex-genie 2 durante 1.5 min
Se centrifugd a 14000 rpm durante 10 min
Se separd el sobrenadante

Se inyectd 60 pL del sobrenadante al sistema cromatografico.
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2.3.1.7 Determinacion del diclofenaco en muestras obtenidas del estudio
farmacocinético.

La preparacion de las muestras se realizo de la siguiente manera: en un tubo Eppendorf
de 1500 pL se agregaron 100 puL de plasma de rata, 25 puL de estandar interno (naproxeno)
y se llevo a un volumen final de 1000 uL. con metanol. Posteriormente, se agitaron las
muestras durante 1 min y se centrifugaron a 16000 rpm durante 15 min a 24 °C, el
sobrenadante fue separado y se inyectaron 60 pL del mismo al equipo de CLAR para su

analisis.

2.3.1.8 Control de calidad.

La respuesta del sistema analitico se evalu6 al inyectar un blanco de solventes para
determinar la limpieza de la columna y también al inyectar la mezcla de estdndares para
confirmar los analitos de interés. En base a los resultados obtenidos se determino el

coeficiente de variacion para el diclofenco y el naproxeno, el cual fue menor del 15%.

2.3.1.9 Determinacion de parametros farmacocinéticos.
Se realiz6 un andlisis no compartamental a partir de los cursos temporales concentracion
plasmatica vs tiempo para determinar los pardmetros farmacocinéticos del diclofenaco:

Cmax, ABCo y el tmax .

2.3.1.10 Analisis estadistico

Se realizo6 el analisis estadistico de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos para el
grupo de ratas con tratamiento (diclofenaco en combinacion con la curcumina), y las ratas
control (diclofenaco), utilizando una t de Student, donde se considerdé como diferencia

significativa una p<0.05, utilizando un paquete estadistico GraphPad Prism 5.
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2.4 Método analitico cromatografico para la determinacion del naproxeno

(Catafieda-Hernandez y col., 1995)

2.4.1 Condiciones cromatograficas

Se empled un cromatografo de liquidos marca Hitachi, equipado con un detector de
arreglo de diodos 1410, una bomba 1110, la longitud de onda utilizada para el andlisis
fue de 275 nm junto con una columna ZORBAX Eclipse XDB C18 (4.6 x 100 mm ID,
tamafio de particula 3.5 um, Agilent Technologies, Inc., USA), ademas de un flujo de 1.2
mL/min y una presion de 1830 + 30 psi y una fase movil metanol(MeOH)-fosfato de
sodio monohidratado (NaH2PO4.H2O ) (79:21 v/v).

2.4.2 Tratamiento de los animales

Para caracterizar el perfil farmacocinético del naproxeno y del naproxeno en
combinacion con la curcumina. Se utilizaron ratas Wistar macho a las cuales se les canuld
la arteria caudal, la poblacion de animales fue dividida en dos grupos de estudio, el primer
grupo se le administro, por via oral, una dosis de 10 mg/kg de naproxeno disuelto en agua
y al segundo grupo se le administr6 una dosis de 30 mg/kg de curcumina suspendida en
carboximetilcelulosa al 0.5 %, 30 min después les fue administrada una dosis de 10 mg/kg
de naproxeno. Después de recibir la dosis de naproxeno en ambos grupos se realizo la
recoleccion de muestras de sangre (200 pL), a diferentes tiempos de muestreo, los cuales
fueron de 0, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480 min, posteriormente estas muestras

fueron procesadas para obtener el plasma.

2.4.3 Soluciones

2.4.3.1 Solucion amortiguadora de NaH2PO4.H20 0.01 M, pH 3: Se pesaron 1.378 g
de fosfato de sodio monohidratado (NaH2PO4 .H20) que se disolvié en 500 mL de agua
Milli Q, se ajusto el pH a 3 con HC1 0.01 M y se llevé a un volumen final de 1 L en un

matraz aforado (PYREX). Esta solucion se conservo en refrigeracion.

2.4.3.2 Solucion de diclofenaco 0.1 mg/mL (estandar interno)

Se pesaron 0.001 g y se llevo a un aforo de 10 mL con agua Milli Q.
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2.4.3.3 Solucion estandar de naproxeno 5 pg/mL y 50 pg/mL

Se partio de una solucion madre con una concentracion de 0.1 mg/L: se pesaron 0.001 g
y se llevo a un aforo de 10 mL con agua Milli Q; de esta solucion se tomaron 0.5 mL y
se aforo a un volumen final de 10 mL con agua Milli Q, para obtener una concentracion
de 5 pg/mL; asimismo, de la solucion de 0.1 mg/mL se tomaron 5 ml y se afor6 a un

volumen de 10 mL con agua milli Q , para obtener una concentraciéon de 50 pg/mL.

2.4.3.4 Determinacion del naproxeno en plasma de rata

La preparacion de las muestras se realizaron utilizando tubos Eppendorf de 1500 pL y en
ellos fueron adicionados los volimenes de las soluciones indicadas en la tabla 3 y 4 para
alcanzar un intervalo de concentracion del diclofenaco de 0.11 a 12 pg/mL y los puntos

control establecidos en el método, respectivamente.

2.4.4 Curva de calibracion del naproxeno

Tabla 3. Tratamiento de las muestras, para llevar a cabo la curva de calibracion con el método utilizado

para la determinacién de naproxeno en muestras de rata.

C1 0.1 100 20 = 25uL 855
C2 0.3 100 60 - 25 uL 815
C3 1 100 = 20 25l 855
C4 3 100 - 60 25l 815
C5 5 100 = 100 25uL 775
Ccé6 12 100 - 240 25l 635

Nota: para las curvas de sistema (solucion) se agreg6 100 uL de agua.
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2.4.5 Puntos control del naproxeno

Tabla 4. Tratamiento de las muestras, para llevar a cabo los puntos de control con el método utilizado para

la determinaci6n del naproxeno en muestras de rata.

M1 0.2 100 40 - 25 uL 835
M1 0.2 100 40 - 25 1L 835
M2 2 100 - 40 25 UL 835
M2 2 100 - 40 25 uL 835
M3 7.5 100 - 150 25 uL 725
M3 7.5 100 - 150 25 uL 725

Nota: para los puntos control de sistema (solucion) se agregd 100 pL de agua.

Una vez que se obtuvieron los Eppendorf con el volumen adecuado de cada una de las
soluciones de acuerdo a como se muestra en las tablas se realizé lo siguiente:

. Se agitd en el vortex-genie 2 durante 1.5 min

. Se centrifugd a 14000 rpm durante 10 min

. Se separ6 el sobrenadante

. Se inyectd 60 pL del sobrenadante al sistema cromatografico.

2.4.6 Determinacion del naproxeno en muestras obtenidas del estudio
farmacocinético.

La preparacion de las muestras se realizo de la siguiente manera: en un tubo Eppendorf
de 1500 pL se agregaron 100 pL de plasma de rata, 25 pL de estdndar interno
(diclofenaco) y se llevo aun volumen final de 1000 pL con metanol. Posteriormente, se
agitaron las muestras durante 1 min y se centrifugaron a 16000 rpm durante 15 min a 24
°C, el sobrenadante fue separado y se inyectaron 60 pL del mismo al equipo de CLAR

para su analisis.
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2.4.7 Control de calidad

La respuesta del sistema analitico se evalud al inyectar un blanco de solventes para
determinar la limpieza de la columna y también al inyectar la mezcla de estandares para
confirmar los analitos de interés. En base a los resultados obtenidos se determino el

coeficiente de variacion para el diclofenco y el naproxeno, el cual fue menor del 15 %.

2.4.8 Determinacion de los parametros farmacocinéticos
Se realiz6 un analisis no compartamental a partir de los cursos temporales concentracion
plasmatica vs tiempo de naproxeno para determinar los parametros farmacocinéticos:

Cmax, ABCo y el tmax.

2.4.9 Analisis estadistico

Se realizo el andlisis estadistico de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos para el
grupo de ratas con tratamiento (naproxeno en combinacidn con la curcumina), y las ratas
control (naproxeno), utilizando una t de Student, donde se considerd diferencia

significativa una p<0.05, utilizando un paquete estadistico GraphPad Prism 5.
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2.5 Método analitico cromatografico para la determinacion de la indometacina y la

acemetacina (Chavez-Pifia y col., 2007)

2.5.1 Condiciones Cromatograficas

Se empled un cromatografo de liquidos marca Waters 486, equipado con un detector de
arreglo de diodos, un integrador Varian 4270, una bomba Spectra System P2000, la
longitud de onda utilizada para el analisis fue de 260 nm junto con una columna Xterra
C18 (4.6 x 100 mm ID, tamafio de particula 3.5 um, Waters Assoc., Milford MA, USA),
ademas de un flujo de 1.2 mL/min y una presion de 1830 £ 30 psi y fase movil
metanol(MeOH)-fosfato de potasio (KH2PO4) (60:40 v/v). Los tiempos de retencion de
la carbamazepina, la indometacina y la acemetacina fueron de 2.30, 4.25 y 5.10 min,

respectivamente.

2.5.2 Tratamiento de los animales

Para caracterizar el perfil farmacocinético de la indometacina y la acemetacina en
combinacion con la curcumina. Se utilizaron ratas Wistar macho a las cuales se les canuld
la arteria caudal, la poblacion de animales fue dividida en cuatro grupos de estudio, al
primer grupo se le administré por via oral una dosis de 30 mg/kg de indometacina
suspendida en carboximetilcelulosa al 0.5 % y al segundo grupo se le administré una
dosis de 30 mg/kg de curcumina suspendida en carboximetilcelulosa al 0.5 % y 30 min
después les fue administrada una dosis de 30 mg/kg de indometacina. El grupo tres fue
administrado por via oral con una dosis de 34.86 mg/kg de acemetacina suspendida en
carboximetilcelulosa al 0.5 % y al cuarto grupo se le administré una dosis de 30 mg/kg
de curcumina suspendida en carboximetilcelulosa al 0.5 % y 30 min después les fue
administrada una dosis de 34.86 mg/kg de acemetacina. Después de recibir la dosis de
indometacina y acemetacina en ambos grupos se realizd la recoleccion de muestras de
sangre (200 pl), a diferentes tiempos de muestreo, los cuales fueron de 0, 5, 10, 15, 20,
30, 45, 60, 120, 240, 480, 600, 1440, 1620, 1800 min, posteriormente estas muestras

fueron procesadas para la obtencion del plasma.
2.5.3 Soluciones

2.5.3.1 Solucion amortiguadora de KH2PO4 0.025 M, pH 6. Se pesaron 3.402 g de

fosfato de potasio (KH2PO4) y se disolvié en 500 mL de agua desionizada, se ajusto el
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pH a 6 con NaOH 0.01 M y se llevo a un volumen final de 1 L en un matraz aforado. Esta

solucion se conservo en refrigeracion.

2.5.3.2 Solucion de carbamazepina 16 pg/mL (estandar interno). Se pesaron 0.01 g
de carbamazepina la cual se disolvi6 en 25 mL de fase moévil obteniendo una
concentracion final de 0.4 mg/mL tomar 2 mL de la solucion de concentracién de 0.4
mg/mL y se afor6 a 50 mL con fase moévil, obteniendo una concentracion final de 16

pug/mL.

2.5.3.3 Solucion estandar de acemetacina e indometacina 10 pg/mL y 100 pg/mL. Se
pesaron 0.005 g de acemetacina y 0.005 g de indometacina, se disolvieron ambos en 5
mL de etanol, obteniéndose una concentracion de 1 mg/mL. Se tomaron 5 mL y se afor6
a 50 mL con fase movil preparada obteniendo una concentracion de 100 pg/mL.
Posteriormente, se tomaron 5 mL de la solucidon de concentracion de 100 pg/mL y se

aford a 50 mL con fase movil obteniendo una concentracion final de 10 pg/mL.

2.5.4 Determinacion de la indometacina y la acemetacina en plasma de rata

La preparacion de las muestras se realizaron utilizando tubos Eppendorf de 1500 pL y en
ellos fueron adicionados los volimenes de las soluciones indicadas en la tabla 5 y 6 para
alcanzar un intervalo de concentracion de la indometacina y la acemetacina de 0.10 a 8

pg/mL y los puntos control establecidos en el método, respectivamente.
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2.5.5 Curva de calibracion de la indometacina y la acemetacina

Tabla 5. Tratamiento de las muestras, para llevar a cabo la curva de calibracion con el método utilizado

para la determinacidn de la indometacina y la acemetacina en muestras de rata.

C1 0.1 100 10 = 75 uL 815
C2 0.5 100 50 - 75 L 775
C3 1 100 100 - 75 uL 725
C4 2 100 - 20 75 L 805
C5 4 100 - 40 75 uL 785
cé 8 100 - 80 75 L 745

Nota: para las curvas de sistema (solucion) se agreg6 100 uL de MeOH.

2.5.6 Puntos control de la indometacina y la acemetacina

Tabla 6. Tratamiento de las muestras, para llevar a cabo los puntos de control con el método utilizado para

la determinacion de la indometacina y la acemetacina en muestras de rata.
M1 0.3 100 30 - 75 uL 795
M1 0.3 100 30 - 75 uL 795
M2 1.5 100 150 - 75 uL 675
M2 1.5 100 150 - 75 L 675
M3 6 100 - 60 75 uL 765
M3 6 100 - 60 75 pL 765

Nota: para los puntos control del sistema se agregd 100 uL. de MeOH.

Una vez que se obtuvieron los Eppendorf con el volumen adecuado de cada una de las

soluciones de acuerdo a como se muestra en las tablas se realizé lo siguiente:

. Se agit6 en el vortex-genie 2 durante 1.5 min
. Se centrifugd a 14000 rpm durante 10 min
. Se separ6 el sobrenadante
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. Se inyectd 60 pL del sobrenadante al sistema cromatografico.

2.5.7 Determinacion de la indometacina y la acemetacina en muestras obtenidas del
estudio farmacocinético.

La preparacion de las muestras se realizé de la siguiente manera: en un tubo Eppendorf
de 1500 pL se agregaron 100 pL de plasma de rata, 25 pL de estandar interno
(carbamazepina) y se llevé a un volumen final de 1000 pL con metanol. Posteriormente,
se agitaron las muestras durante 1 min y se centrifugaron a 16000 rpm durante 15 min a
24 °C, el sobrenadante fue separado y se inyectaron 60 puL del mismo al equipo de CLAR

para su posterior analisis.

2.5.8 Control de calidad

La respuesta del sistema analitico se evalu6 al inyectar un blanco de solventes para
determinar la limpieza de la columna y también al inyectar la mezcla de estdndares para
confirmar los analitos de interés. En base a los resultados obtenidos se determiné el
coeficiente de variacion para la indometacina, la acemetacina y la carbamazepina, el cual

fue menor del 15 %.

2.5.9 Determinacion de los parametros farmacocinéticos

Se realiz6 un andlisis no compartamental a partir de los cursos temporales concentracion
plasmatica vs tiempo de indometacina y acemetacina, asi como la indometacina y
acemetacina en combinacion con la curcumina para determinar los parametros

farmacocinéticos: Cmax, ABCo-t y el tmax.

2.5.10 Analisis estadistico

Se realizo el andlisis estadistico de los parametros farmacocinéticos obtenidos para el
grupo de ratas con tratamiento (indometacina o acemetacina en combinacion con la
curcumina), y las ratas control (indometacina o acemetacina sin curcumina), utilizando
una t de Student, donde se consideré como diferencia significativa una p<0.05, utilizando

un paquete estadistico GraphPad Prism 5.
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2.6 Método analitico cromatografico para la determinacion del ketorolaco (Rivera-

Espinosa y col., 2003)

2.6.1 Condiciones cromatograficas

Se empled un cromatografo de liquidos marca Hitachi, equipado con un detector de
arreglo de diodos 1410, una bomba 1110, la longitud de onda utilizada para el andlisis
fue de 275 nm junto con una columna ZORBAX Eclipse XDB C18 (4.6 x 100 mm ID,
tamafio de particula 3.5 um, Agilent Technologies, Inc., USA) a un flujo de 0.8 mL/min
y una presion de 2230 £3 0 psi y una fase movil metanol(MeOH)-acetato de sodio anhidro

(CH3COONa) (65:35 v/v), con un tiempo de corrida de 5 min.

2.6.2 Tratamiento de los animales

Para caracterizar el perfil farmacocinético del ketorolaco y el ketorolaco en combinacion
con la curcumina, los animales utilizados fueron ratas Wistar macho a las cuales se les
canuld la arteria caudal, la poblacién de animales fue dividida en dos grupos de estudio,
el primer grupo se le administrd por via oral una dosis de 5 mg/kg de ketorolaco disuelto
en agua y al segundo grupo se le administro6 una dosis de 30 mg/kg de curcumina
suspendida en carboximetilcelulosa al 0.5 % y 30 min después se le administr6 una dosis
de 5 mg/kg de ketorolaco. Después de recibir la dosis de ketorolaco en ambos grupos se
realizo la recoleccion de muestras de sangre (200 pl), a diferentes tiempos de muestreo
los cuales fueron de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 480, 1440 min,

posteriormente estas muestras fueron procesadas para obtener el plasma.

2.6.3 Soluciones

2.6.3.1 Solucion amortiguadora de acetato de sodio 0.075 M, pH 3.3: Se pesaron 6.152
g de acetato de sodio anhidro (CH3COONa), el cual se disolvio en 500 mL de agua Milli
Q, se ajusto el pH a 3.3 con acido acético glacial y se llevé a un volumen final de 1 L en

un matraz aforado (PYREX). Esta solucion se conservo en refrigeracion.
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2.6.3.2 Solucion de naproxeno 30 ug/mL (estandar interno)
Se pesaron 5 mg de naproxeno y se disolvieron en 5 mL de fase movil, se realizd una
dilucién tomando 600 pL de la solucion anterior y se llevé a un aforo de 20 mL con fase

movil.

2.6.3.3 Solucion estandar de ketorolaco 5 ng/mL y 100 pg/mL

Se partié de una solucion madre con una concentracion de 0.1 mg/L: se pesaron 0.0001
gy se llevo a un aforo de 10 mL con agua Milli Q; de esta solucion se tomaron 0.5 mL y
se aford a un volumen final de 10 mL con agua Milli Q, para obtener una concentracion
de 5 pg/mL; asimismo, de la solucion de 0.1 mg/mL se tomaron 5 mL y se aforé a un

volumen de 10 mL con agua milli Q, para obtener una concentracion de 50 pg/mL.

2.6.3.4 Solucion de sulfato de zinc (ZnSO4.7H20) 0.3 M
Se pesaron 8.62 g de sulfato de zinc (ZnSO4.7H20) y se llevd a un aforo de 100 mL con
agua Milli Q.

2.6.4 Determinacion del ketorolaco en plasma de rata

La preparacion de las muestras se realizaron utilizando tubos Eppendorf de 1500 pL y en
ellos fueron adicionados los volimenes de las soluciones indicadas en la tabla 7 y 8 para
alcanzar un intervalo de concentracion del ketorolaco de 0.10 a 10 pg/mL y los puntos

control establecidos en el método, respectivamente.
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2.6.5 Curva de calibracién del ketorolaco

Tabla 7. Tratamiento de las muestras, para llevar a cabo la curva de calibracion con el método utilizado

para la determinacidn del ketorolaco en muestras de rata.

C1 0.1 100 20 - 100 pL 780
C2 0.3 100 60 - 100 pL 740
C3 1 100 = 10 100 pL 790
C4 3 100 - 30 100 pL 770
C5 5 100 - 50 100 pL 750
Ceé 10 100 - 100 100 pL 700

Nota: para las curvas de sistema (solucion) se agregaron 100 pL de agua.

2.6.6 Puntos control del ketorolaco

Tabla 8. Tratamiento de las muestras, para llevar a cabo los puntos de control con el método utilizado para

la determinacion del ketorolaco en muestras de rata.

M1 0.2 100 40 - 100 uL 760
M1 0.2 100 40 - 100 pL 760
M2 2 100 : 20 100 uL 780
M2 2 100 - 20 100 uL 780
M3 7.5 100 : 75 100 uL 725
M3 7.5 100 - 75 100 uL 725

Nota: para los puntos control de sistema (solucion) se agregaron 100 pL de agua.

Una vez que se obtuvieron los Eppendorf con el volumen adecuado de cada una de las

soluciones de acuerdo a como se muestra en las tablas se realiz6 lo siguiente:

Se agit6 en el vortex-genie 2 durante 1.5 min

Se centrifugd a 14000 rpm durante 10 min

Se separo el sobrenadante

Se inyecto 60 uL del sobrenadante al sistema cromatografico.
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2.6.7 Determinacion del Kketorolaco en muestras obtenidas del estudio
farmacocinético.

La preparacion de las muestras se realizaron de la siguiente manera: en un tubo Eppendorf
de 1500 pL se agregaron 100 pL de plasma de rata, 25 pL. de estandar interno (naproxeno)
y se llevo a un volumen final de 1000 uLL. con metanol. Posteriormente, se agitaron las
muestras durante 1 min y fueron centrifugadas a 16000 rpm durante 15 min a 24 °C, el
sobrenadante fue separado y se inyectaron 60 pL del mismo al equipo de CLAR para su

posterior analisis.

2.6.8 Control de calidad

La respuesta del sistema analitico se evalu6 al inyectar un blanco de solventes para
determinar la limpieza de la columna y también al inyectar la mezcla de estdndares para
confirmar los analitos de interés. En base a los resultados obtenidos se determino el

coeficiente de variacion del ketorolaco y el naproxeno, el cual fue menor del 15 %.

2.6.9 Determinacion de los parametros farmacocinéticos
Se realiz6 un andlisis no compartimental a partir de los cursos temporales concentracion
plasmatica vs tiempo de ketorolaco y ketorolaco en combinacion con curcumina para

determinar los pardmetros farmacocinéticos: Cmax, ABCo-t y €l tmax.

2.6.10 Analisis estadistico

Se realizo el andlisis estadistico de los parametros farmacocinéticos obtenidos para el
grupo de ratas con tratamiento (ketorolaco en combinacion con la curcumina), y las ratas
control (ketorolaco), utilizando una t de Student, donde se considerdé como diferencia

significativa una p<0.05, utilizando un paquete estadistico GraphPad Prism 5.
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2.7 Revalidacion de métodos analiticos

La validacion de un método o métodos analiticos se realizd de acuerdo a lo establecido
en la NOM-177-SSA1-2013, que establece que la validacion es la evidencia experimental
documentada de que un procedimiento cumple con el propdsito para el que fue disefnado.

Esta validacion incluy6 los siguientes parametros:

Curva de calibracion: se realiz6 de acuerdo a las concentraciones plasmaticas
alcanzadas por el firmaco después de su administracion, por ejemplo la Cmax (para
determinar los puntos mas altos de la curva) y valores esperados en la fase de absorcion
y eliminacion.

Se trabajo con diferentes curvas de calibracion, una para cada método analitico utilizado:

Diclofenaco: La curva de calibracion dentro de un intervalo de 0.1- 12 pg /mL.
Naproxeno: La curva de calibracion dentro de un intervalo de 0.1- 12 pg /mL.
Indometacina y acemetacina: La curva de calibracion dentro de un intervalo de 0.1- 8
pg /mkL.

Ketorolaco: La curva de calibracion dentro de un intervalo de 0.1- 10 pg /mL.

Se obtuvo la relacion de alturas o areas entre una respuesta medida por el pico de cada
farmaco (diclofenaco, indometacina, acemetacina y ketorolaco) y la respuesta del

estandar interno.

Selectividad: Para determinar la selectividad de los métodos analiticos utilizados se
realizo el andlisis de muestras blanco de la matriz biologica proveniente de por lo menos
seis ratas, y se evalud el método contra posibles interferencias (p. e€j. metabolitos,
productos de degradacion del compuesto de interés y cualquier otro farmaco
administrado de manera concomitante), debido a que no deben existir interferencias en

la cuantificacion del compuesto por analizar.
Este parametro se determind cuidando que a los tiempos en los cuales aparecen los

analitos de interés, no interfiera ningun otro pico atribuido a productos endéogenos de la

matriz bioldgica.
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Linealidad: Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para

obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del

compuesto en la muestra.

Linealidad del sistema: Se corrieron tres curvas de calibracion de soluciones
estandares en el intervalo de trabajo durante 3 dias y se determin6 el promedio de
las curvas tomando en consideracion tanto el coeficiente de correlacion (1), el

coeficiente de determinacion (12 y el intercepto (b).

Linealidad del método: Para analizar la linealidad del método, se obtuvo el
promedio de 9 curvas de calibracion, realizadas durante 3 dias. Los criterios que
fueron considerados para la linealidad del método fueron el coeficiente de
correlacion (r), el coeficiente de determinacion (¥ y el intercepto (b), estos
parametros fueron obtenidos del ajuste de la curva de calibracion por medio de

una regresion lineal de minimos cuadrados.

Precision: Es el grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales

cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea del producto, se evalué como repetibilidad y reproducibilidad.

1. Repetibilidad: Es la precisién de un método analitico que expresa la variacion

dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes

realizadas en las mismas condiciones.

Para determinar la repetibilidad se realiz6 el analisis en un mismo dia por
triplicado, un minimo de tres concentraciones conocidas: baja, media y alta de los
compuestos por analizar en la matriz bioldgica. Estas concentraciones fueron
diferentes a las de la curva de calibracion, pero deben estar dentro del intervalo.

El coeficiente de variacion no debe ser mayor que el 15 %.
Reproduciblidad intralaboratorio: Es la precision de un método analitico que

expresa la variacion obtenida entre determinaciones independientes realizadas en

el mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis, tales como dias,
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equipo, columnas o analistas.

Para determinar la reproducibilidad interlaboratorio se realiz6 el analisis por
triplicado durante tres dias, un minimo de tres concentraciones conocidas: baja,
media y alta de los compuestos por analizar en la matriz bioldgica. Estas
concentraciones deben ser diferentes a las de la curva de calibracion, pero deben

incluirse en el intervalo.

Para los dos casos se determind el coeficiente de variacion que se obtuvo por
medio de la desviacion estandar entre la media. El criterio de aceptacion fue un

coeficiente de variacién menor a 15 %.

Exactitud: Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de

referencia.

Para determinar la exactitud del o los métodos a utilizar se obtuvé el valor promedio de
las determinaciones en cada nivel de concentracion de los datos de repetibilidad y
reproducibilidad que deben estar dentro del +15 % del valor nominal de la concentracion.
Como concepto de exactitud se considerd el porcentaje de recobro, el cual define la
concentracion promedio en relacion con la concentracion tedrica de las soluciones

estandares, consideradas como el 100 %.
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3. RESULTADOS
3.1 Revalidacion del método analitico para la determinacion del diclofenaco en
plasma de rata.

3.1.1 Selectividad

En la figura 14 se muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar muestras de plasma
de rata con el farmaco de interés (diclofenaco) después de ser procesadas. En los
cromatogramas no se observo alguna interferencia enddgena proveniente de la matriz
bioldgica utilizada o por el tratamiento que se le did, lo que indica que el método
cromatografico fue selectivo para la determinacion del diclofenaco en plasma de rata.

Los tiempos de retencion del diclofenaco y el estdndar interno empleado se indican en la

tabla 9.

Tabla 9. Tiempos de retencion obtenidos para el naproxeno y el diclofenaco.

Compuesto Tiempo de retencion (min)
Naproxeno 2.0
Diclofenaco 3.5
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Figura 14. Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su
procesamiento: a) Cromatograma del blanco de sangre, b) Plasma de rata adicionado con
el naproxeno como estandar interno (E.I), c) Plasma de rata tratada con el diclofenaco

(10 mg/kg) y la curcumina (30 mg/kg).
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3.1.2 Linealidad

La representacion grafica de la curva de calibracion para el diclofenaco se muestra en la
figura 15. La proporcionalidad obtenida entre el intervalo de concentracion (0.1 a 8
pug/mL) respuesta obtenida (relacion de areas) y el valor del coeficiente de determinacion

=0.9999, indican que el método para la determinacion del diclofenaco en plasma de rata

es lineal.
Diclofenaco
7 .
g6
—
%5
(3}
4
[+}]
': 3 - y =0.4983x + 0.0714
g, R=0.9999
5]
(1}
21
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentracion ( pg/mL)

Figura 15. Curva de calibracion del diclofenaco en plasma de rata. Cada punto representa

el promedio de 8 determinaciones + DS.
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3.1.3 Precision y exactitud
Los resultados obtenidos de la precision intradia y la exactitud para el método del
diclofenaco se muestran en la tabla 10, mientras que los resultados observados de la

precision y la exactitud interdia se muestran en la tabla 11.

Tabla 10. Precision y exactitud interdia para el método del diclofenaco.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
tedrica experimental (%) interdia
(ng /mL) (ng /mL) (% CV)

0.2 0.18 £0.005 90.0 5.14

2.0 1.92 £ 0.085 96.0 7.75

7.5 741 +£0.271 98.0 6.36

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias + DS.

Tabla 11. Precision y exactitud intradia para el método del diclofenaco.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
tedrica experimental (%) intradia
(ng /mL) (ng /mL) (% CV)

0.2 0.175 £0.067 87.77 6.36

2.0 1.999 + 0.091 99.98 3.22

7.5 7.677 +0.343 102.36 2.96

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias + DS.
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3.1.4 Perfil farmacocinético del diclofenaco y el diclofenaco en combinacion con la
curcumina.

En la figura 16 se muestran los cursos temporales de las concentraciones plasmaticas
promedio de diclofenaco después de una administracion de una dosis oral de 10 mg/kg
(grupo control) y una dosis oral de 10 mg/kg de diclofenaco y 30 mg/kg de curcumina en
ratas. Los resultados no indican una diferencia entre los grupos (tabla 12) debido a que
no se observaron cambios significativos (p>0.05) en la Cmax, ABCo.t y/0 el tmax, 10 que

revela que la curcumina no interactiaa con el diclofenaco al ser administrados en conjunto.

Tabla 12. Pardmetros farmacocinéticos del diclofenaco después de una dosis oral de 10 mg/kg
o bien diclofenaco (10 mg/kg) con una dosis oral de 30 mg/kg de curcumina en rata.

Tratamiento G T ABC.¢

(ng/mL) (min) (ug min/ mL)
Diclofenaco 5.91 +1.55 16.88 + 4.00 470.33 +161.74
Curcumina + 481 +1.60 8.13+1.73 493.29 +91.19
Diclofenaco

Los resultados de Cmax, tmax and ABC estan dados por la media + SEM (n=8), de seis
repeticiones para cada rata. La comparacion de los pardmetros de biodisponibilidad
observados entre el diclofenaco y el diclofenaco en combinacién con curcumina fueron
realizados utilizando la prueba de #- Student.
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Figura 16. Concentraciones plasmaticas del diclofenaco (10 mg/kg) y el
diclofenaco (10 mg/kg) en combinacién con la curcumina (30 mg/kg) después de
una administracion oral. Los datos son expresados como el promedio de la media

+ SEM. n=8 ratas por grupo.
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3.2 Revalidacion del método analitico para la determinacion de la indometacina en

el plasma de rata.

3.2.1 Selectividad

En la figura 17 se muestran los cromatogramas obtenidos de las muestras de plasma de
rata después de ser procesadas. En los cromatogramas no se observaron interferencias
endogenas provenientes de la matriz bioldgica utilizada o por el tratamiento que se le di6
a la muestra que estuvieran cercanas al tiempo de retencion de los analitos de interés. Los
tiempos de retencidon para cada uno de los analitos de interés se muestran en la tabla 13.
Esto indica que el método cromatografico implementado es selectivo para la

determinacion de la indometacina en plasma de rata.

Tabla 13. Tiempos de retencion obtenidos para la carbamazepina y la indometacina.

Compuesto Tiempo de retencion (min)
Carbamazepina 2.04
Indometacina 3.80

63



3.80

2.04

2.04

2.04

|

a) b) ) d)

Figura 17. Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su

procesamiento: a) Cromatograma de blanco del sangre, b) Plasma de rata adicionado con
carbamazepina como estandar interno (E.I), ¢) Respuesta de muestra de plasma de rata

tratada con indometacina (30 mg/kg), d) Plasma de rata tratada con indometacina (30

mg/kg) y la curcumina (30 mg/kg).
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3.2.2 Linealidad

La figura 18 muestra la curva de calibracion de la indometacina, donde se puede observar
que presenta una linealidad en el intervalo de concentracion de 0.1 a 8 ug/mL con un
r=0.9999. Estos resultados indican que el método para la determinacion de la

indometacina en plasma de rata es lineal.

Indometacina
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y =0.8242x - 0.0228
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Concentracion ( pg/mL)

Figura 18. Curva de calibracion de la indometacina en plasma de rata. Cada punto

representa el promedio de 8 determinaciones + DS.
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3.2.3 Precision y exactitud

Los resultados obtenidos de la precision intradia y la exactitud para el método de la
indometacina se muestran en la tabla 14, mientras que los resultados observados de la
precision y la exactitud interdia se muestran en la tabla 15. Para ambos casos se cumplen
los criterios de aceptacion requeridos y por lo tanto se consider6 que el método analitico

en el estudio fue preciso y exacto.

Tabla 14. Precision y exactitud interdia para el método de la indometacina.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
tedrica experimental (%) interdia
(ng/mL) (ng/mL) (% CV)

0.3 0.317 £0.004 105.0 5.51

1.5 1.480 + 0.005 98.0 1.75

6.0 5.950 £ 0.056 99.0 3.31

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias + DS.

Tabla 15. Precision y exactitud intradia para el método de la indometacina.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
teorica experimental (%) intradia
(ng/mL) (ng/mL) (% CV)

0.3 0.324 + 0.004 108.0 2.40

1.5 1.472 +0.011 98.1 1.29

6.0 5.985+0.163 99.7 4.73

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias = DS.
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3.2.4 Perfil farmacocinético de la indometacina y la indometacina en combinacion

con la curcumina.

La figura 19 muestra los cursos temporales de las concentraciones plasmaticas promedio
de la indometacina después de una administracion oral de 30 mg/kg de indometacina
(grupo control) y una dosis oral de 30 mg/kg de indometacina y 30 mg/kg de curcumina.
Los parametros farmacocinéticos para cada grupo se presentan en la tabla 16. En los
resultados obtenidos no se detectd una diferencia entre grupos, debido a que no se
observaron cambios significativos (p>0.05) en la Cmax, ABCo-t y el tmax, l0o que indica

que la curcumina no interactia con la indometacina al ser administradas en conjunto.

Tabla 16. Parametros farmacocinéticos de la indometacina después de una dosis oral de 30
mg/kg o bien indometacina (30 mg/kg) en combinacion con una dosis oral de 30 mg/kg de
curcumina en rata.

Tratamiento Chrz {rm ABC.¢

(ug/mL) (min) (g min/ mL)
Indometacina 54.84 +6.90 72.85 + 12.43 44986 + 7034.93
Curcumina + 48.49 + 5.61 208.12 + 52.35%* 56722.07 = 5429.88
indometacina

Los resultados de Cmax, tmax and ABC estan dados por la media + SEM (n= 8), de seis
repeticiones para cada rata. Comparaciones de los pardmetros de biodisponibilidad
observados para la indometacina y la indometacina en combinacién con la curcumina fueron
realizadas utilizando la prueba de - Student.
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Figura 19. Concentraciones plasmaticas de la indometacina (30 mg/kg) y la
indometacina (30 mg/kg) en combinacion con la curcumina (30 mg/kg) después
de una administracion oral. Los datos son expresados como el promedio de la

media = SEM. n=8 ratas por grupo.
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3.3 Revalidacion del método analitico para determinacion de la acemetacina en

plasma de rata.

3.3.1 Selectividad

En la figura 20 se muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar muestras de plasma
de rata después de ser procesadas. En los cromatogramas no se observaron interferencias
endogenas provenientes de la matriz bioldgica utilizada o por el tratamiento que se le di6.
Los tiempos de retencion obtenidos para cada uno de los analitos de interés se muestran

en la tabla 17.

Estos resultados indican que el método cromatografico implementado es selectivo para

la determinacion de la acemetacina en plasma de rata.

Tabla 17. Tiempos de retencion obtenidos para la carbamazepina, la acemetacina y la

indometacina.
Compuesto Tiempo de retencion (min)
Carbamazepina 2.04
Indometacina 3.80
Acemetacina 4.90
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Figura 20. Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su
procesamiento: a) Cromatograma del blanco de sangre, b) Plasma de rata adicionado con
carbamazepina como estandar interno (E.I), ¢) Respuesta de muestra de plasma de rata
tratada con acemetacina (34.86 mg/kg), d) Plasma de rata tratada con acemetacina (34.86

mg/kg) y la curcumina (30 mg/kg).
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3.3.2 Linealidad

En la figura 21 se muestra la curva de calibracion para la acemetacina, la cual fue lineal
en un intervalo de concentraciéon de 0.1 a 8 pg/mL. Se obtuvo un r=0.9999. Estos
resultados nos indican que el método para la determinacion de la indometacina en plasma

de rata es lineal.

Acemetacina
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Figura 21. Curva de calibracion de la acemetacina en plasma de rata. Cada punto

representa el promedio de 8 determinaciones + DS.
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3.3.3 Precision y exactitud
Los resultados obtenidos de la precision intradia y la exactitud para el método de la
acemetacina se muestran en la tabla 18, mientras que los resultados observados de la

precision y la exactitud interdia se muestran en la tabla 19.

Tabla 18. Precision y exactitud interdia para el método de la acemetacina.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
tedrica experimental (%) interdia
(ng/mL) (ng/mL) (% CV)

0.3 0311 +£0.014 103.74 7.93

1.5 1.428 +0.004 95.20 0.59

6.0 5.977 £ 0.066 99.62 1.92

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias + DS.

Tabla 19. Precision y exactitud intradia para el método de la acemetacina.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
tedrica experimental (%) intradia
(ng/mL) (ng/mL) (% CV)

0.3 0.315 +0.009 105.31 5.12

1.5 1.421 £0.021 94.79 2.57

6.0 5.880+0.115 98.01 3.41

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias + DS.
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3.3.4 Perfil farmacocinético de la acemetacina y la acemetacina en combinacion con

la curcumina.

En la figura 22 se muestran los cursos temporales de las concentraciones plasmaticas
promedio después de una administracion de una dosis oral de 34.86 mg/kg de
acemetacina (grupo control) y la combinacién de una dosis oral de 34.86 mg/kg de
acemetacina y 30 mg/kg de curcumina en ratas. Los resultados obtenidos muestran que
no se presentaron diferencia entre grupos, debido a que no se observaron cambios
significativos (p>0.05) en la Cmax, ABCo.t y el tmax, indicando que la curcumina no
interactia con la acemetacina al ser administrados en conjunto. Los pardmetros
farmacocinéticos de la acemetacina y la acemetacina administrada con curcumina se

encuentran en la tabla 20.

Tabla 20. Parametros farmacocinéticos de la acemetacina después de una dosis oral de 34.86
mg/kg y la acemetacina (34.86 mg/kg) en combinacion con una dosis oral de 30 mg/kg de

curcumina en rata.

Tratamiento Gz {rm AUC

(ug/mL) (min) (ug min/ mL)
Acemetacina 7.02+7.34 48.12+12.92 43428 +£102.27
Curcumina + 8.14 £2.66 26.87 £16.70 373.16 + 87.88
acemetacina

Los resultados de Cmax, tmax Yy AUC estan dados por la media + SEM (n=8), de seis
repeticiones para cada rata. Comparaciones de los pardmetros de biodisponibilidad
observados para la acemetacina y la acemetacina en combinacion con curcumina fueron

realizadas utilizando la prueba de - Student.

73



-@- Acemetacina (34.86 mg/kg)
-l Acem + Cur (34.86:30 mg/mL)

Concentracion (ug/mL)

0 100 200 300

Tiempo (min)

Figura 22. Concentraciones plasmaticas de la acemetacina (34.86 mg/kg) y la
acemetacina (34.86 mg/kg) en presencia de curcumina (30 mg/kg) después de una
administracién oral. Los datos son expresados como el promedio de la media +

SEM. n=8 ratas por grupo.
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El perfil farmacocinético y los parametros derivados de éste para la indometacina,
metabolito activo de la acemetacina se muestran en la figura 23 y tabla 21,
respectivamente. Los resultados farmacocinéticos obtenidos de la indometacina formada
a partir de la administracion de la acemetacina, no presentaron diferencia entre grupos,
debido a que no se observaron cambios significativos (p>0.05) en la Cnax, AUCo+y el
tmax, 10 que indica que la curcumina no interfiere en el metabolismo de la acemetacina al

ser administradas en conjunto (tabla 21).

Tabla 21. Parametros farmacocinéticos de la indometacina después de una dosis oral de 34.86
mg/kg de la acemetacina y de la indometacina tras dosis oral de la acemetacina (34.86 mg/kg)
en combinacion con una dosis oral de 30 mg/kg de curcumina en rata.

Tratamiento Crsen fmax ABCo

(ug/mL) (min) (ug min/ mL)
Indometacina 63.84 +6.24 217.5+74.30 51623.42 +2964.12
Curcumina + 59.05 +3.93 110.62 +£20.38 47206.34 + 2895.55
Indometacina

Los resultados de Crmax, tmax y ABC estan dados por la media + SE (n=8), de seis repeticiones
para cada rata. Comparaciones de los parametros de biodisponibilidad observados para la
indometacina e indometacina en combinacién con la curcumina fueron realizadas utilizando
la prueba de #- Student.
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Figura 23. Concentraciones plasmaticas de la indometacina tras una
administracion oral de acemetacina (34.86 mg/kg) y la indometacina tras una
dosis oral de acemetacina (34.86 mg/kg) en combinacion con la curcumina (30
mg/kg) después de una administracion oral. Los datos son expresados como el
promedio de la media = SEM. n=8 ratas, por grupo.
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3.4 Revalidacion del método analitico para la determinacion del naproxeno en

plasma de rata.

3.4.1 Selectividad

Los cromatogramas obtenidos al inyectar muestras de plasma de rata después de ser
procesadas para determinar la selectividad del método analitico para determinar
naproxeno se muestran en la figura 24. En los cromatogramas, no se observaron
interferencias endogenas provenientes de la matriz bioldgica utilizada o por el

tratamiento que se le di6 (tabla 22), indicando la selectividad del método empleado.

Tabla 22. Tiempos de retencion obtenidos para el naproxeno y el diclofenaco.

Compuesto Tiempo de retencion (min)
Naproxeno 2.20
Diclofenaco (E.I) 3.60
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Figura 24. Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su
procesamiento: a) Cromatograma del blanco de sangre, b) Plasma de rata adicionado con
el diclofenaco como estandar interno (E.I), ¢) Respuesta de muestra de plasma de rata
tratada con el naproxeno (10 mg/kg), d) Plasma de rata tratada con el naproxeno (10

mg/kg) y la curcumina (30 mg/kg).
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3.4.2 Linealidad
Se muestra en la figura 25 la curva de calibracion para el naproxeno, la cual fue lineal en
un intervalo de concentracion de 0.1 a 12 pg/mL. Se obtuvo un r=0.9998. Estos resultados

indican que el método para la determinacion del naproxeno en plasma de rata es lineal.

Naproxeno

N w .4>
(6] w ul B u
| | | | |

y=0.3077x + 0.0134
R=0.9998

Relacién de areas (I/El)

0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentracion (pg /mL)

Figura 25. Curva de calibracion del naproxeno en plasma de rata. Cada punto representa

el promedio de 8 determinaciones + DS.
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3.4.3 Precision y exactitud
Los resultados obtenidos de la precision intradia y la exactitud para el método del
naproxeno se muestran en la tabla 23, mientras que los resultados observados de la

precision y la exactitud interdia se muestran en la tabla 24.

Tabla 23. Precision y exactitud interdia para el método del naproxeno.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
tedrica experimental (%) interdia
(ng/mL) (ng/mL) (% CV)

0.2 0.200 £+ 0.006 100.28 5.65

2.0 2.042 +0.011 102.12 0.98

7.5 7.570 £0.123 100.94 2.81

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias + DS.

Tabla 24. Precision y exactitud intradia para el método del naproxeno.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
tedrica experimental (%) intradia
(ng/mL) (ng/mL) (% CV)

0.2 0.197 £0.002 99.56 2.60

2.0 2.019+£0.010 100.95 0.88

7.5 7.490 + 0.035 99.87 0.81

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias + DS.
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3.4.4 Perfil farmacocinético del naproxeno y la combinacion del naproxeno con la

curcumina.

En la figura 26 se muestran los cursos temporales de las concentraciones plasmaticas
promedio después de la administracion de una dosis oral de 10 mg/kg del naproxeno
(grupo control) y la combinacion de una dosis oral de 10 mg/kg de naproxeno y 30 mg/kg
de curcumina en ratas. Los resultados obtenidos para los parametros farmacocinéticos
(tabla 24) no presentaron diferencia entre grupos, debido a que no se observaron cambios
significativos (p>0.05) en la Cmax, ABCo+ y el tmax, lo que indica que la curcumina no

interactiia con el naproxeno al ser administrados en conjunto.

Tabla 24. Parametros farmacocinéticos del naproxeno después de una dosis oral de 10
mg/kg de naproxeno y el naproxeno en combinacidon con una dosis oral de 30 mg/kg de
curcumina en rata.

Tratamiento Cimax tmax ABCo-t
(ug/mL) (min) (ug min/ mL)
Naproxeno 2491 +£2.25 47.5+6.2 7786.77 £579.24
Curcumina + 22.41 +1.60 31.87+6.61 6375.76 = 313.80
Naproxeno

Los resultados de Cmax, tmax y ABC estan dados por la media + SEM (n= 8), de seis
repeticiones para cada rata. Comparaciones de los pardmetros de biodisponibilidad
observados para naproxeno y naproxeno en combinacion con la curcumina fueron realizadas
utilizando la prueba de #- Student.
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Figura 26. Concentraciones plasmaticas del naproxeno (10 mg/kg) y el naproxeno
(10 mg/kg) en combinacion con la curcumina (30 mg/kg) tras una administracion
oral. Los datos son expresados como el promedio de la media + SEM. n=8 ratas

por grupo.
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3.5 Revalidacion del método analitico para la determinacion del ketorolaco en

plasma de rata.

3.5.1 Selectividad

En la figura 27 se muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar muestras de plasma
de rata con ketorolaco después de ser procesadas. En los cromatogramas no se observo
alguna interferencia endogena proveniente de la matriz bioldgica utilizada o por el
tratamiento que se le dio, lo que indica que el método cromatografico es selectivo para
la determinacion de ketorolaco en plasma de rata. Los tiempos de retencion para el

ketorolaco y el naproxeno utilizado como estadndar interno se presentan en la tabla 25.

Tabla 25. Tiempos de retencion obtenidos para el ketorolaco y el naproxeno.

Compuesto Tiempo de retencion (min)
Ketorolaco 2.60
Naproxeno (E.I) 3.70
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Figura 27. Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después de su
procesamiento: a) Cromatograma del blanco de sangre, b) Plasma de rata adicionado con
el naproxeno como estandar interno (E.I), ¢) Respuesta de muestra de plasma de rata
tratada con el ketorolaco (5 mg/kg), d) Plasma de rata tratada con el ketorolaco (5 mg/kg)
y la curcumina (30 mg/kg).
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3.5.2 Linealidad

La representacion grafica de la curva de calibracion para el ketoroloco se muestra en la
figura 28. La proporcionalidad obtenida entre el intervalo de concentracion (0.1 a 10
ug/mL), respuesta obtenida (relacion de areas) y el valor del coeficiente de determinacion
r=0.9998, indican que el método para la cuantificacion del ketorolaco en plasma de rata

es lineal.

Ketorolaco

y=0.2171x +0.123

Relacidn de éreas (I/El
[ER
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R=0.9998
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0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (ug /mL)

Figura 28. Curva de calibracion del ketorolaco en plasma de rata. Cada punto representa

el promedio de 8 determinaciones + DS.
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3.5.3 Precision y exactitud
Los resultados obtenidos de la precision intradia y la exactitud para el método del
ketorolaco se muestran en la tabla 27, mientras que los resultados observados de la

precision y la exactitud interdia se muestran en la tabla 28.

Tabla 27. Precision y exactitud interdia para el método del ketorolaco.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
tedrica experimental (%) interdia
(ng/mL) (ng/mL) (% CV)

0.2 0.201 £ 0.006 100.68 10.52

2.0 2.005+0.011 100.27 7.90

7.5 7.850+£0.123 104.67 4.30

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias + DS.

Tabla 28. Precision y exactitud intradia para el método del ketorolaco.

Concentracion Concentracion Exactitud Precision
tedrica experimental (%) intradia
(ng/mL) (ng/mL) (% CV)

0.2 0.221 £ 0.006 110.56 5.21

2.0 2.106 +0.055 105.31 4.62

7.5 7.775 £ 0.035 104.93 7.77

Las concentraciones experimentales son el promedio de nueve determinaciones

realizadas en diferentes dias + DS.
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3.5.4 Perfil farmacocinético del ketorolaco y el ketorolaco en combinacion con

curcumina.

La figura 29 muestra los cursos temporales de las concentraciones plasmaticas promedio
de ketorolaco después de una administracion de una dosis oral de 5 mg/kg (grupo control)
y la combinacién de una dosis oral de 5 mg/kg de ketorolaco y 30 mg/kg de curcumina
en ratas. Los resultados obtenidos muestran que no se presentaron diferencia significativa
entre grupos (p>0.05) en la Cmax y el tmax, mientras que en el ABCo.x se presentd un
aumento significativo (tabla 29), lo que indica que la curcumina pudiera estar

interactuando con el ketorolaco al ser administrados en conjunto.

Tabla 29. Parametros farmacocinéticos del ketorolaco después de una dosis oral de 5 mg/kg
de ketorolaco y el ketorolaco en combinacidon con una dosis oral de 30 mg/kg de curcumina
en rata.

Tratamiento Gl {5 ABCo
(ng/mL) (min) (ug min/ mL)
Ketorolaco 20.76 + 3.59 30.62 +6.50 3080.92 + 462.94
Curcumina + 25.98 + 3.33 33.57+8.14 4995 + 516.40*
Ketorolaco

Los resultados de Cmax, tmax Yy ABC estan dados por la media £ SEM (n= 8), de seis
repeticiones para cada rata. Comparaciones de los parametros de biodisponibilidad
observados para el ketorolaco y el ketorolaco en combinacion con la curcumina fueron
realizadas utilizando la prueba de ¢- Student.
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Figura 29. Concentraciones plasmaticas del ketorolaco (5 mg/kg) y el ketorolaco
(5 mg/kg) en combinacion con la curcumina (30 mg/kg) tras una administracion
oral. Los datos son expresados como el promedio de la media + SEM. n=8 ratas

por grupo.
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3.6 Resumen de los resultados obtenidos de los estudios farmacocinéticos.

Tabla 30. Parametros farmacocinéticos de algunos antiinflamatorios no esteroidales en
combinacion con una dosis oral de 30 mg/kg de la curcumina, en rata.

Tratamientos

Diclofenaco
(10 mg/kg)

Diclofenaco + Curcumina
(10 mg/kg + 30 mg/kg)

Indometacina
(30 mg/kg)

Indometacina + Curcumina
(30 mg/kg + 30 mg/kg)

Acemetacina
(34.86 mg/kg)

Acemetacina + Curcumina
(34.86 mg/kg + 30 mg/kg)

Naproxeno
(10 mg/kg)

Naproxeno + Curcumina
(10 mg/kg + 30 mg/kg)

Ketorolaco
(5 mg/kg)

Ketorolaco + Curcumina
(5 mg/kg + 30 mg/kg)

ABC (pg/mL)

470.33 + 161.74

493.29+£91.19

44986.04 £ 7034.74

56722.07 + 5429.88

434.28 £ 102.27

373.16 = 87.88

7786.77 + 579.24

6375.76 £313.80

3080.92 + 462.94

4995 + 516.40*

Cmax (ng/mL)

591+1.55

4.81 +1.60

54.84 + 6.90

48.49 £ 5.61

7.02 £7.34

8.14+2.66

2491 £2.25

22.41 £1.60

20.76 £3.59

25.98 +£3.33

tmax (min)

16.88 +4.00

8.13+£1.73

72.82 +£12.43

208.42 + 52.35%*

48.12 £12.92

26.87 £16.70

47.5+6.2

31.87+£6.61

30.62 + 6.50

33.57£8.14

Los resultados de Cmax, tmax Y ABC estan dados por la media + SEM (n=8), de seis

repeticiones para cada rata. Las comparaciones de los pardmetros de biodisponibilidad

observados para cada antiinflamatorio no esteroidal en combinacién con la curcumina

fueron realizados utilizando la prueba de - Student.
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4. DISCUSION

Los antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) son ampliamente utilizados en todo el
mundo para el tratamiento del dolor, la inflamacién y la fiebre (Laine y col., 2006; Morsy
and El-Moselhy, 2013; Diaz-Triste y col., 2014). Sin embargo, su uso esta limitado, por
los efectos adversos que estos ocasionan, los cuales estdn asociados a la inhibicion de
diversos procesos fisiologicos como la inhibicion de las COXs y a la inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos (Wallace, 1997; Bamba y
col.,1998; Thong-Ngam y col., 2012; Diaz-Triste y col., 2014). En Meéxico, el Consejo
de Salubridad General en 2015, ha reportado que una gran variedad de AINEs se
encuentran dentro del cuadro basico de medicamentos del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), algunos de estos son: diclofenaco, acemetacina, indometacina, naproxeno
y ketorolaco. Debido al dafio que ocasionan los AINEs a la mucosa gastrica, se han
implementado diversas estrategias para disminuir los efectos adversos a nivel
gatrointestinal, sin embargo éstas no han sido del todo satisfactorias (Fiorucci y col.,
2007; Suleyman y col., 2010; Tuskey y Peura, 2013). Una de las estrategias que es
considerada actualmente es el uso de productos naturales. Se reporta que
aproximadamente entre un 14-31% de los pacientes utilizan para sus tratamientos,
medicamentos alopaticos en combinacién con algunos productos naturales (Volak y col.,
2008; Liuy col., 2013). Sin embargo, al realizar la combinacion de cualquier tratamiento
con productos naturales, debe considerarse que tal combinacion sea segura y eficaz al no
generar interacciones medicamentos-compuestos naturales (Zhang y col., 2007; Liu y
col., 2013). La curcumina es un compuesto de origen natural que posee diversas
actividades bioldgicas y se ha reportado que es utilizada para el tratamiento de una gran
variedad de enfermedades, entre las cuales actla como gastroprotectora ante el dafio
causado por algunos AINEs (indometacina, naproxeno, aspirina) (Murathanun y col.,
2008; Morsy and El-Moselhy, 2013; Diaz-Triste y col., 2014). Sin embargo, existen
diversos estudios en los que se indica que la curcumina modifica la farmacocinética de
diversos farmacos al ser administrados en combinacion, tales como el celiprolol y
midazolam (Zhang y col., 2007), norfloxacino (Pavithra y col., 2009), Docetaxel (Yany
col., 2010), etopdsido oral (Lee y col., 2011), losartan (Liu y col., 2012), tamoxifen (Cho
y col., 2012), warfarina y clodigrel (Liu y col., 2013), en rata. La escasa informacion
acerca de la influencia de la curcumina sobre la farmacocinética de farmacos

antiinflamatorios no esteroidales, llevo a plantear el estudio del efecto de la curcumina
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sobre la farmacocinética de algunos AINEs comdnmente usados en la poblacion
mexicana (diclofenaco, acemetacina, indometacina, naproxeno y ketorolaco) al ser

administrados en combinacion usando un modelo animal en ratas Wistar macho.

En virtud a que los métodos analiticos que se apliquen para producir datos de
cuantificacion de farmacos en matriz bioldgica en todo estudio farmacocinético deben
ser apropiados y confiables, se realizd la revalidacion de todos los métodos analiticos
para la determinacion del diclofenaco, la indometacina, la acemetacina, el naproxeno y
el ketorolaco en plasma de rata; los resultados evidenciaron que todos los métodos
fueron: a) selectivos al mostrarse la ausencia de picos cromatograficos que pudieran
interpretarse como interferencias de componentes propios de la matriz u otros farmacos
presentes en la muestra (curcumina o estandar interno) cuando se compararon lo
cromatogramas con el farmaco de interés; b) lineales, dado que la respuesta obtenida
(relacion de areas) fue directamente proporcional a la concentracion de los analitos de
interés, lo cual fue demostrado por los coeficientes de correlacion y determinacién
obtenidos y c) exactos y precisos, dado que los ensayos realizados para estos parametros
condujeron a obtener coeficientes de variacion y los valores de porcentaje de recobro
dentro de los criterios de aceptacién requeridos por la normatividad establecidos en la
NOM-177-SSA-2013 (CV< 15%, recobro de 85-115% del valor nominal) (Catafieda-
Hernandez y col., 1995; Rivera-Espinosay col., 2003; Ledn-Reyes y col., 2009; Chavez-
Pifia y col., 2007).

Los estudios farmacocinéticos indican la concentracion del farmaco en el organismo, a
diferentes tiempos después de su administracion ya sea por via oral o extravascular,
mostrando el proceso de absorcion, distribucion y eliminacion del compuesto
administrado. En la préctica clinica, la absorcion de un farmaco se expresa en funcion de
dos parametros la concentracion maxima (Cmax), la cual depende de las dosis
administrada, y el tiempo necesario para que alcance la concentracion maxima (tmax), asi
como el area bajo la curva (ABC), la cual esta relacionada con la cantidad de farmaco

gue accede inalterada a la circulacion sistémica (Wang y col., 2016).

En este estudio, se observo que la curcumina no afecta la farmacocinética del diclofenaco,
cuando éste se administra oralmente (10 mg/kg) y 30 minutos después de ser

administrada la curcumina (100 mg/kg). El diclofenaco es un AINE, utilizado para el
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tratamiento del dolor y la inflamacion, sin embargo, se sabe que ocasiona dafio a nivel
gastrico. Diversos reportes en la literatura indican que la biodisponibilidad del
diclofenaco puede o no ser afectada por algunos compuestos naturales al ser
administrados en conjunto. Por ejemplo, Navarrete y col. (2005) reportaron que la
administracion concomitante del diclofenaco y el producto natural Cuachalalate a dosis
de 300 mg/kg, modifico algunos parametros farmacocinéticos del diclofenaco como es el
area bajo la curva (ABC) y la concentracion méaxima (Cmax). En tanto Yasuda y col.
(2015) reportaron que al administrar sesamo en combinacién con dosis Unica de 10 mg/kg
de diclofenaco y durante 3 dias, no observaron ningn cambio en la farmacocinética del
mismo. También hay reportes que indican que la biodisponibilidad del diclofenaco puede
ser disminuida por una gran variedad de farmacos entre los cuales se encuentran el
colestipol, la colestiramina y la aspirina (All-Balla y col., 1994; Todd y Sorkin, 1988), y
puede incrementarse por otros farmaco tales como el diosmin y por la inhibicion de la
isoforma de CYP2C9 (Rajnarayana y col., 2007), que como se sabe el diclofenaco es
metabolizado por dicha isoforma de CYP450 (Appiah-Opong y col., 2007).

Estudios in vitro, han demostrado que la curcuminay algunos de sus metabolitos, inhiben
diversas isoformas de CYPs, entre los cuales se encuentran el CYP2C9 (Appiah-Opong
y col., 2007). Un estudio realizado en microsomas hepéticos de rata mostré que la
curcumina, altera el metabolismo del diclofenaco que es mediado por el CYP2C9 (Wang
y col., 2015). Sin embargo, se desconoce el efecto de la curcumina sobre la isoforma de
CYP2C11, la cual se ha reportado que también participa en la formacion de los
metabolitos hidroxilados del diclofenaco en microsomas hepaticos de rata, esta isoforma
puede comprender el 50% del total de CYP en microsomas hepaticos de ratas (Pampori
y Shapiro, 1994; Masubichi y col., 2001; Yasuda y col., 2015). Los resultados del
presente trabajo muestran que la curcumina no afecta la biodisponibilidad del diclofenaco
in vivo, no soportando lo reportado por Wang y col., en 2015, explicado en parte por el
esquema de tratamiento utilizado es este estudio, el cual fue un esquema agudo y
posiblemente insuficiente para evidenciar este hecho, o bien que no obstante el
tratamiento agudo con la curcumina puede estar inhibiendo a la isoforma de CYP2C9,
pero no a la isoforma de CYP2CL11, la cual puede continuar con el metabolismo del
diclofenaco para que este sea excretado del organismo, lo que estos resultados sugieren
es que curcumina podria ser utilizada en tratamientos agudos con diclofenaco para

disminuir el dafio gastrico ocasionado por el mismo.
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Ante reportes recientes en la literatura sobre el efecto gastroprotector de la curcumina
contra el dafio ocasionado por indometacina (Diaz-Triste y col., 2014; Chattopadhyay y
col., 2006; Menozzi y col., 2009; Morsy y col., 2013), el conocimiento de que la
indometacina es metabolizada por las isoformas de CYP2C9 (Nakajima y col., 1998) y
la existencia de evidencia sobre alteraciones farmacocinéticas de diversos farmacos
atribuidas a la curcumina por la inhibicion de diversas isoformas de CYP450, entre ellas
la isoforma de CYP2C9 y UDP-glucuronosiltransferasas, que participan en el
metabolismo de diversos farmacos (Kimy col., 2015; Volak y col., 2008; Appiah-Opong
y col., 2007; Zhang y col; 2008), son hechos adicionales que motivaron la eleccion de la
indometacina como otro de los AINEs a evaluar en este estudio.

Un ejemplo de alteracion farmacocinética atribuida a la presencia de curcumina es el
reporte de Devi y col. (2015), en el cual observaron un aumento pequefio pero
significativo del volumen de distribucion de la glibenclamida, después de la
administracion de una dosis de 50 mg/kg de curcumina una vez al dia durante 2 meses,
atribuyendo este hecho al efecto inhibitorio que ejerce la curcumina sobre el CYP3A4
presente en las células intestinales y hepéticas, en el proceso del metabolismo. En este
estudio se observd que la presencia de curcumina no alter6 los parametros
farmacocinéticos de velocidad y cantidad de farmaco en el organismo mostrados como:
Cmax Y ABCo. de la indometacina, sugieriendo que el proceso de metabolismo de
indometacina, puede no estar afectado, al no mostrarse un incremento en la cantidad de
farmaco en el organismo por inhibicion de alguna de las isoformas del CYP450
necesarias para tal fin. La administracién concomitante de curcumina e indometacina
provocé una prolongacion de tmax, 10 cual puede ser explicada por una disminucion de la
motilidad intestinal, ya que existen reportes que indican que la curcumina disminuye la
motilidad intestinal y puede retrasar la absorcion de los farmacos (Kumar y col., 2012),
no obstante lo anterior, debe considerarse que la indometacina es un acido débil, lo que
indica que el vaciamiento gastrico no es un determinante critico de la tasa de absorcion

de este farmaco (Parsons y col., 1977).

Otro de los AINEs evaluados en este estudio es el carboximetilester de la indometacina,
conocido como acemetacina, la cual una vez biotransformada da lugar a la formacion de
indometacina. Estudios clinicos de este AINE han mostrado una aceptable eficacia
terapéutica y mejor tolerancia gastrica, la cual ha sido comparable con la indometacina

(Bori Segura y col., 2002; Guevara y col., 2004; Li y col., 2005). La evaluacion
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curcurmina—acemetacina en el presente estudio resultd en que una dosis de 30 mg/kg de
curcumina no modifico la farmacocinética de la acemetacina (34.86 mg/kg) ni de su
metabolito activo (indometacina), al ser administrados en combinacién por via oral. Se
ha reportado en la literatura que la curcumina posee la capacidad de inhibir el
metabolismo presistéemico de algunos farmacos (Zhang y col., 2007) y asi poder
disminuir la conversién de un profarmaco, a su metabolito activo, obteniendo una menor
biodisponibilidad del mismo. Asi como existen reportes del efecto de la curcumina sobre
el metabolismo de diversos farmacos, debida a la disminucion de la expresion de algunas
enzimas, producidas en administraciones repetidas de curcumina (Volak y col., 2013),
existen otros reportes que indican que la administracion de una dosis Unica de curcumina
no causa alteracion en el aclaramiento de diversos farmacos coadministrados (Kimy col.,
2015; Volak y col., 2013) pudiendo estar los resultados obtenidos para acemetacina en
nuestro estudio dentro de este grupo de reportes. Conociendo que el metabolismo de la
acemetacina se da rapidamente a su metabolito activo: indometacina por via hepatica
predominantemente y que en nuestro estudio, los resultados obtenidos no muestren una
alteracion en los parametros farmacocinéticos de la acemetacina incluyendo el
aclarameinto en ausencia o presencia de la curcumina, lo que sugiere que el proceso
metabolico de la acemetacina no es afectada por la curcumina. Esta aseveracion es
congruente con los datos obtenidos de la biodisponibilidad de su metabolito activo. El
hecho de que la biodisponibilidad de la indometacina obtenida después de una
administracion de acemetacina haya sido similar en ausenciay presencia de la curcumina,
lleva a sugerir que la dosis utilizada de curcumina, no posee efectos significativos en el
efecto de primer paso (via principal del metabolismo de la acemetacina) para impedir el
metabolismo de la acemetacina y bajo el conocimiento que la acemetacina se reporta
como un farmaco de alta extraccion hepatica, es decir dependiente de flujo hepatico para
ser metabolizado a indometacina, también se puede sugerir que el flujo hepético
necesario para el metabolismo de acemetacina no esta alterado cuando existe una

administracion aguda de curcumina.

El naproxeno es un AINE ampliamente utilizado para el tratamiento del dolor y la
inflamacion, es otro de los farmacos estudiados en este proyecto. El naproxeno sufre una
biotransformacion a través de las isoformas de CYP2C9, CYP2C8 y CYP1A2. Existen
reportes que indican que la farmacocinética del naproxeno se modificada al ser

administrado en combinacion con otro medicamentos como el diazepam, el probenecid,
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el &cido valproico y la cimetidina (Runkel y col., 1978; Rao y Rambhau, 1992; Vree y
col., 1993; Addison y col., 2000), mientras que otros medicamentos como la ranitidina,
la famotidina y el apixaban no modifican la farmacocinética del mismo (Caillé y col.,
1989; Frost y col., 2014). Al igual que en el caso de la indometacina, se sabe que la
curcumina protege contra el dafio gastrico causado por el naproxeno (Murathanun y col.,
2008). Sin embargo, se desconoce si una interaccion farmacocinética naproxeno-
curcumina pudiera estar involucrada en esta observacion. Si se considera que la
combinacion del naproxeno con algunos productos naturales puede ocasionar
interacciones medicamentosas por sinergismo, como en el caso de la combinacion del
naproxeno con citricos (Ortiz y col., 2010), asi como el estudio por Balap y col. (2016)
quienes observaron que la combinacion del naproxeno con la planta medicinal
Andrographis paniculata (Nees) a dosis repetidas, generaba modificaciones en los
pardmetros farmacocinéticos de Cmax, tmax Y ABC, atribuidas a la inhibicion de isoformas
del CYP450 involucradas en el metabolismo del naproxeno, por parte de la planta
medicinal. En nuestro estudio se observd que la farmacocinética del naproxeno no fue
modificada cuando éste se administrd en combinacién con la curcumina en las dosis
estudiadas, lo que sugiere que la curcumina y algunos de sus metabolitos que inhiben
diversas isoformas de CYPs tal como el CYP2C9, pudieran no tener un efecto
significativo suficiente para evidenciar un cambio bajo el disefio propuesto en la
evaluacion naproxeno-curcumina, orientando la evidencia a que la proteccion de
curcumina contra el dafio gastrico causado por naproxeno (Murathanun y col., 2008),

puede ser atribuido a un mecanismo farmacodindmico y no a un efecto farmacocinético.

Otro de los AINEs estudiado en este trabajo fue el ketorolaco, un farmaco ampliamente
utilizado para el tratamiento del dolor moderado a severo, éste es metabolizado en un
30% por el CYP2C9 y 2C8 y el 70 % restante por reacciones de glucuronidacion
(Mroszczak y col., 1987; Catapano, 1996; Vadivelu y col., 2015). Hay reportes que
indican que la combinacion del ketorolaco con otros medicamentos modifica la
farmacocinética del mismo causando interacciones medicamentosas por sinergismo para
la warfarina, la heparina, la cafeina, la pentoxifilina y la modificacion de la
farmacocinética de otros farmacos como el litio y el metrotexato (ludin y col., 2012;
Vadivelu y col., 2015). Se ha reportado que al administrar ketorolaco con vitamina B, se
observo una reaccidn de sinergismo, en el efecto analgésico del ketorolaco. A diferencia

de los resultados observados con el diclofenaco, el naproxeno, la indometacina y la

95



acemetacina evaluados en combinacion con curcumina, en la evaluacion curcumina—
ketorolaco, se observo que la curcumina aumentd la concentracion plasmatica del
ketorolaco, cuando una dosis 5 mg/kg del mismo fue administrada en combinacién con
una dosis de 30 mg/kg de curcumina. El efecto observado, podria explicarse por el hecho
de que la curcumina puede estar actuando como inhibidor de las enzimas de metabolismo
de fase Il del ketorolaco provocando el aumento del ABC observado, debido a que se ha
reportado que la curcumina acta como inhibidor de la glucuronidacion por inhibicion de
la UGT y la SULT (Naganumay col., 2006; Volak y col., 2008), especificamente a la
UGT1AL, invitro (Basuy col., 2003, Vietri y col., 2003). Aun cuando no existen reportes
especificos que indiquen que el metabolismo del Kketorolaco estd involucrada esta
enzima, esta situacion es posible, si se considera que el ketorolaco es metabolizado en
un 70 %, por reacciones de fase Il, y lo restante por CYP2C8 y CYP2C9. No se sugiere
la inhibicidn de la participacion de la isoformas del CYP450 por parte de la curcumina
para explicar el aumento en el ABCo.t observado, debido a que el diclofenaco, la
indometacina y el naproxeno, son metabolizados por las mismas isoformas y a diferencia
con el ketorolaco no observamos un cambio en su farmacocinética al ser administrados
en combinacion con la curcumina. Otra posible explicacion, es que la curcumina esta
afectando el sistema de transpotadores metabolizadores de farmacos en el intestino
delgado, se considera que las enzimas y los transportadores metabolizadores de farmacos
forman un sistema esencial de desintoxicacion en el intestino delgado y limitan la
absorcion de compuestos xenobiéticos, incluidos los farmacos en la circulacion (van
Leeuwen y col., 2012; Kusuhara y col., 2012) y que recientemente, se ha reportado en la
literatura que la curcumina posee la capacidad de inhibicién de diversos transportadores
pertenecientes a la familia ABC, entre ellos P-gp, BCRP, MRP1, MRP2, MRP5,
OATP1B1y OATP1B3 (Versantvoort y col., 1993; Chearwae y col., 2004; Zhang y col.,
2004; Chearwae y col., 2005; Chearwae y col., 2006; Li y col., 2016). Ejemplo de lo
anterior es el estudio realizado por Shukla y col. (2009) quienes reportaron que la
curcumina causé un incremento de la concentracion de sulfasalacina, atribuido a la
inhibicidn de la actividad del transportador ABCG2/BCRP, en ratones. De forma similar,
Kusuhara y col. (2012) observaron que la curcumina acta como un inhibidor in vivo del
transportador BCRP, en pacientes sanos. No obstante lo anterior, no existen datos que
indiquen que la curcumina actua inhibiendo al transportador PDR5 o bien de forma
especifica al UGT1A1, encargada del metabolismo del ketorolaco. Por tal motivo, es

importante la realizacion de otros estudios, para determinar porque la curcumina no
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afecta la farmacocinética de AINEs tales como el diclofenaco, la indometacina, la
acemetacina y el naproxeno, mientras que la farmacocinética del ketorolaco es

modificada.

97



5. CONCLUSIONES

» Los métodos analiticos para la determinacion de: la indometacina, la acemetacina,

el diclofenaco, el naproxeno y el ketorolaco en plasma de rata fueron:

v’ Selectivos

v’ Lineales

v' Precisos: Repetibles y reproducibles
v Exactos

> La farmacocinética del diclofenaco no fue modificada al ser administrado en

combinacion con la curcumina por via oral.

» Los parametros farmacocinéticos de la indometacina no fueron modificados al ser

administrada en combinacion con la curcumina por via oral.

> La farmacocinética de la acemetacina no fue afectada al ser administrada en

combinacion con la curcumina por via oral.

» La curcumina no afect6 la farmacocinética del naproxeno al ser administrados en

combinacion por via oral.

» La farmacocinética del ketorolaco si fue afectada al ser administrada en

combinacion con la curcumina.
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5.1 CONCLUSION GENERAL

A pesar de que la curcumina ha sido considerada como inocua y de que existen varios
reportes en la literatura que nos indican que la curcumina afecta la farmacocinética
de una gran variedad de compuestos en un tratamiento cronico, en nuestro trabajo el
tratamiento agudo realizado con la combinacion del diclofenaco, la indometacina, la
acemetacina y el naproxeno en combinacidén con la curcumina, mostrd que no se
presentaron cambios en la farmacocinética de los mismos, sin embargo, el tratamiento
agudo de la combinacién del ketorolaco con la curcumina, presentd un cambio en la
farmacocinética del mismo, lo que indica que la curcumina puede estar afectando a
algunos AINEs en tratamientos agudos, por lo que se debe tener precauciéon con el

uso de ambos compuestos en combinacion.
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6. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de la curcumina sobre la farmacocinetica de la indometacina,
acemetacina, diclofenaco, naproxeno y ketorolaco en plasma de rata en

tratamiento cronico.

Evaluar el efecto de la curcumina sobre la farmacocinética de la indometacina,
acemetacina, diclofenaco, naproxeno y ketorolaco en humanos en tratamientos

agudos.

Evaluar el efecto de la curcumina sobre la farmacocinética de la indometacina,
acemetacina, diclofenaco, naproxeno y ketorolaco en humanos en tratamientos

crénicos.
Evaluar el efecto de la curcumina sobre las enzimas de fase Il que participan en
el metabolismo de la indometacina, acemetacina, diclofenaco, naproxeno y

ketorolaco.

Evaluar el efecto de la curcumina sobre los transportadores encargados del

transporte de la indometacina, acemetacina, diclofenaco, naproxeno y ketorolaco.
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