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RESUMEN

El estudio de las interacciones farmacoldgicas es de suma importancia, ya que el uso
concomitante de varios tratamientos en la terapéutica es comun. Las interacciones
pueden ser benéficas incrementando los efectos terapéuticos con dosis menores, lo cual
permite reducir la toxicidad de los farmacos empleados, asi como minimizar o retardar la
induccién de la tolerancia a los mismos. Sin embargo, en algunas ocasiones la interaccion
entre varios tratamientos podria ser desfavorable o incluso perjudicial para la salud. En el
presente trabajo se considero el estudio de las interacciones farmacolégicas entre la
curcumina, (principal metabolito secundario de Curcuma longa), el extracto acetdnico de
esta planta y los farmacos antiulcerosos ranitidina y subsalicilato de bismuto,
considerando el gran consumo de la raiz de curcuma y su importancia como uno de los
remedios tradicionales utilizados a nivel mundial para el tratamiento de ulcera péptica. Se
ha reportado que tanto la raiz, los extractos y los curcuminoides aislados ayudan al
tratamiento y recuperacion de este padecimiento. En la actualidad se desconoce el tipo de
interacciones que podrian ocurrir con el uso concomitante de esta raiz, o sus metabolitos,
y farmacos utilizados para el tratamiento de la Ulcera péptica. Ademas, en este estudio se
evalud la interacciéon de las combinaciones multiples entre los curcuminoides, comparadas
contra el extracto de C. longa, para definir si la proporcién de los metabolitos es
importante para mantener la potencia y eficacia del extracto. Para evaluar la
gastroproteccion de todos los tratamientos se utilizé el modelo de ulcera gastrica inducida
con etanol en ratas Wistar. El analisis de todas las interacciones desarrolladas en este
trabajo, se llevd a cabo empleando la ecuacién del indice de combinacién-isobolograma
desarrollada por Chou y Talalay en 1976.

En este trabajo se demostro la actividad gastroprotectora (dosis-dependiente) del extracto
de C. longa y los curcuminoides, siendo mas potentes que los farmacos ranitidina y
subsalicilato de bismuto. El resultado del analisis de las combinaciones binarias
curcumina-ranitidina y extracto-ranitidina (1:1) sugieren una interaccion de tipo subaditiva
cuando la curcumina o el extracto se administra antes que la ranitidina. Sin embargo,
cuando la administracion se invierte, el resultado de la interaccién es aditiva. El estudio
reoldgico demostr6 mucoadhesion por parte del extracto y los tres curcuminoides
principales. Esta mucoadhesion, podria estar involucrada en el mecanismo antagonista
del extracto y la curcumina sobre el efecto de la ranitidina. Ademas, la mucoadhesion
presentada podria sugerir un mecanismo de gastroproteccién adicional para la Curcuma
longa y los curcuminoides. Por otro lado, la administracién del extracto o curcumina con
subsalicilato de bismuto resultd ser de tipo aditiva, en las condiciones evaluadas.
Mediante el andlisis de los espectros de infrarrojo de la mezcla, no se encontré la
formacion de nuevos grupos funcionales, lo que sugiere que no hubo reaccion entre la
curcumina y el farmaco, por lo que la aditividad de los efectos de los tratamientos es
meramente farmacoldgico y no quimico.

Por ofro lado, el extracto presentdé mayor actividad gastroprotectora, que los
curcuminoides individuales, sus combinaciones binarias (1:1) o la combinacion triple
(1:1:1) en la cual las proporciones del extracto fueron cambiadas. Esto sugiere un efecto
sinergista entre los metabolitos presentes en el extracto, ademas de que las proporciones
de los curcuminoides son importantes para mantener su potencia.



ABSTRACT

Studying of pharmacologyc interactions is important because the administration of different
treatments is farly common. This interactions could be beneffic, increasing the therapeutic
effects with less dosification which leads to reduce toxicity of this drugs. However,
sometimes interactions could be unfavorable or even harmful. In this work we considered
the study of pharmacological interactions between curcumin (main metabolite of Curcuma
longa), the acetonic extract of this pplant and the antiulcer drugs ranitidine and bismuth
subsalicylate, considering the wide consummtion of this root around the world and its
importance as one of the herbal remedies most used to treat peptic ulcer.

It have been reported that the root, the extracts and the isolated curcuminoids help in the
treatment and healing of this illness. Nowdays, it is unknown the interactions that could
show with the administration of this root, or its metabolites and antiulcer drugs. In addition,
in this study we evaluated the interactions of multiple combinations between the
curcminoids, compared against the C. longa extract, to stablish if the proportion of the
metabolites is important to keep the effectiveness of the extract. The gastroprotection of all
treatments was evaluated by the ethanol-induced gastric damage using Wistar rats. The
analysis of the interactions was carried out by the combination index-isobologram
equation, developed by Chou and Talalay in 1976.

This work demonstrated the gastroprotective activity (dose-dependent) of the C. longa
extract and the curcuminoids. These were more potent than the ranitidine and the bismuth
subsalicylate. The analysis of binary combinations curcumin-ranitidine or the extract-
ranitidine (1:1) suggest a subadditive interaction, when curcumin or the extract are
administrated before the ranitidine. However, when the administration is inverted, the
interaction in both cases is additive. The rheological study showed mucoadhesion for the
extract and the three main curcuminoids. This mucoadhesion could be involved in the
subadditive mechanism of the extract and the curcumin against ranitidine. In addition, this
mucoadhesion suggests another gastroprotective mechanism for Curcuma longa and
curcuminoids additional to their antioxidant and anti-inflammatory activities. On the other
hand, the administration of the extract or curcumin with bismuth subsalicylate was additive,
under the conditions tested. The infrared analysis did not show new signals or new
functional groups that suggested a chemical interaction between the compounds. So that,
the additivity of the effects of the treatments is pharmacologic.

The extract showed better gastroprotective activity than the single curcuminoids, their
binary combinations or the triple combination (1:1:1) in which the extract proportions were
changed. This suggest a synergistic effect between the extract metabolites, also, that
curcuminoids proportions are important to keep the extract potency.
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INTRODUCCION

La combinacion de varios farmacos es una estrategia comunmente usada en la clinica
para incrementar los efectos terapéuticos con dosis menores, lo cual permite reducir la
toxicidad de los farmacos empleados, asi como minimizar o retardar la induccion de la
resistencia a los mismos. Cuando dos 0 mas compuestos ejercen un mismo efecto y se
encuentran presentes simultaneamente en el organismo o medio, es importante detectar y
caracterizar cualquier tipo de interaccion que potencie o inhiba el efecto que los farmacos
por si solos presentan.

El estudio de las interacciones farmacolégicas es de suma importancia, ya que en la
mayoria de los casos se desconoce si el uso concomitante de varios tratamientos
favorece la disminucion de los signos y sintomas de una enfermedad o retarda la cura de
la misma. En algunos casos estas interacciones pueden ser incluso perjudiciales para la
salud.

La ulcera péptica es una de las tres principales causas de hemorragia del tubo digestivo y
su etiologia es variada. La perforacion se presenta en 2% a 10% de los casos y la
mortalidad general reportada es alrededor de 10%, sin embargo, este porcentaje se eleva
en ancianos hasta 30%. El manejo de las complicaciones de la ulcera péptica genera
gastos importantes a los servicios de salud, ya que en la mayoria de estos casos, se
utilizan recursos de terapia intensiva, apoyo nutricional o incluso intervencién quirargica.
En el 2013 en México las ulceras, gastritis y duodenitis se encontraron en el 4° lugar de
morbilidad con 1'561,717 casos (DGE, 2013).

Curcuma longa ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional hindu desde hace
miles de afnos para tratar diversos padecimientos, tales como infecciones oculares, lepra,
ictericia, infertilidad, problemas estomacales, entre otros. En la actualidad se ha reportado
que tanto la raiz, los extractos y los curcuminoides aislados ayudan a la recuperacion y

tratamiento de ulceras pépticas.

En el presente trabajo se consideré el estudio de las interacciones farmacoldgicas entre
los curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina),
principales metabolitos secundarios de Curcuma longa y farmacos con actividad
antiulcerosa, debido al gran consumo de la raiz de curcuma y a su importancia como uno
de los remedios herbolarios mas utilizados a nivel mundial para el tratamiento de ulcera

péptica.



1. MARCO TEORICO
1.1. Curcumalonga.

La raiz de la curcuma es utilizada como condimento en la cocina internacional, como
cosmético y como remedio herbolario. Es consumida principalmente en los paises de Asia
y Medio Oriente debido a su gran uso en la gastronomia de la regién, es el ingrediente
principal del curry ademas de brindarle el color amarillo caracteristico. EI consumo
promedio en los paises asiaticos se encuentra entre 200-1000 mg/dia 6 160-440

g/persona/afio (Benzie & Wachtel-Galor, 2011).

Durante milenios se ha empleado en la medicina tradicional asiatica (Ayurvédica y China)
para el tratamiento de artritis reumatoide, uveitis crénica, conjuntivitis, cancer de piel,
varicela, heridas cutaneas, infecciones urinarias, como antiparasitario y para
padecimientos hepaticos. Ademas, se ha utilizado para mejorar padecimientos
gastrointestinales como flatulencias, colon irritable, célicos abdominales, dispepsia,
saciedad postprandial, pérdida de apetito, entre otros, debido a sus efectos colerético,
carminativo, antimicrobiano, antiparasitario y antiinflamatorio (Ravindran, et al., 2007;
Benzie & Wachtel-Galor, 2011; Gupta, et al., 2013).

En la actualidad se tiene evidencia cientifica de sus propiedades antioxidantes,
antimutagénicas, antimicrobianas y anticancerigenas. Existen numerosas lineas de
investigacion que avalan la actividad antiinflamatoria de la planta (Benzie & Wachtel-
Galor, 2011). Una propiedad interesante es su capacidad de sanar tejidos danados como

en el caso de las ulceras gastricas y duodenales.

El género Curcuma incluye alrededor de 110 especies distribuidas en el Sur y Sureste de
Asia (Ravindran, et al., 2007). Esta ampliamente distribuida en los tropicos y se le conoce

con diferentes nombres alrededor del mundo (Cuadro 1).

IDIOMA NOMBRE COMUN
Bengali | Haldi, pitras
Cantonés | Wong kewng, yuetkau
Chino | Chiang husang, kiang husang, yuchin
Inglés | Turmeric, Indian saffron
Francés | Curcuma , Saffron de India, sochet des Indes
Alemén | Glbwurzel, kurkuma
ltaliano | Curcuma
Portugués | Acafrao da india
Espafiol | Cdrcuma

Cuadro 1. Nombres comunes de Curcuma longa en diferentes idiomas (Ravindran, et al., 2007).
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India es el mayor productor de curcuma en el mundo y consume cerca del 80% de lo que
se cultiva. Este pais cosecha alrededor de 650,000 toneladas anuales procedentes de
1’610,000 hectareas de siembra (Ravindran, et al., 2007). Se ha considerado que la

curcuma de mejor calidad es la que procede de éste pais (Benzie& Wachtel-Galor, 2011).

Existen al menos 133 especies de Curcuma de importancia industrial, algunas de ellas se
enlistan en el Cuadro 2 (Benzie& Wachtel-Galor, 2011):

ESPECIES IMPORTANTES RELACIONADAS

Curcuma amada (jengibre mango)

Curcuma angustifolia (jengibre alto escondido)

Curcuma aromatica

Curcuma caesia

Curcuma domestica (Emperador abigarrado)

Curcuma longa (Curcuma)

Curcuma sylvatica

Curcuma zedoaria (Curcuma blanca zedoary)

Cuadro 2. Especies importantes de Curcuma (Benzie& Wachtel-Galor, 2011).

La curcuma (Figura 1) es una planta herbacea perenne perteneciente a la familia
Zingiberaceae, la cual es nativa del sur de Asia, crece entre los 20°-30° C en ambientes
humedos y lluviosos, principalmente en las selvas tropicales. La planta individual puede
crecer hasta un metro de altura, posee grandes hojas oblongas, la raiz, de donde se
extrae la curcuma, es tuberosa con piel rugosa y segmentada, mide entre 2.5-7.0 cm de
longitud y 2.5 cm de diametro con pequefas ramificaciones (Benzie& Wachtel-Galor,
2011). La curcuma también tiene un valor ornamental debido a sus llamativas
inflorescencias terminales, posee tres sépalos de 0.8-1.2 cm de largo fusionados, son de
color blanco, los tres pétalos amarillos brillantes se funden en una corola en forma de tubo
de hasta 3 cm de largo, las flores se encuentran envueltas en bracteas largas y muy
coloridas (Ravindran, et al., 2007).



Figura 1. Fotografia de la inflorescencia de Curcuma longa (A). Esquema de las partes de la planta
(B): hoja (1), rizoma o raiz (2), flor (3), bracteas (4) (Ravindran, et al., 2007).

La raiz o rizoma (Figura 2) es una de las partes mas importantes de la planta, ya que de
ella se extraen los curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina y Dbis-
desmetoxicurcumina), a estos metabolitos se atribuyen la mayor parte de los efectos

farmacoldgicos de la curcuma y se han considerado como los principios activos.

La raiz consiste en una parte central llamada “rizoma madre” o bulbo, el cual tiene forma
de pera y de ahi brotan raices secundarias que pueden ser desde 2 a 5, estas
ramificaciones primarias dan lugar a otras secundarias y terciarias (Ravindran, et al.,
2007). Debajo de la piel café, escamosa y segmentada la apariencia del rizoma es
amarilla-dorada.

Figura 2. Raiz o rizoma de Curcuma longa completa y en polvo.



1.2. Fitoquimica de Curcuma longa.

Los compuestos del metabolismo secundario del género Curcuma han sido bien
estudiados, dentro de los principales componentes aislados tenemos difenilheptanoides

(curcuminoides), monoterpenos y sesquiterpenos.

Existe evidencia de que los curcuminoides son unos de los principales componentes a los
cuales se atribuyen los efectos benéficos de la planta. Se han aislado gran variedad de
estos compuestos en las distintas especies de Curcuma, sin embargo no se encuentran
presentes en todas. Los curcuminoides quimicamente hablando son difenilheptanoides,
estan formados por dos anillos fendlicos unidos por una cadena de siete carbonos. La
biosintesis (Figura 3) de los curcuminoides comienza con un intermediario dicétido
formado por una policétidosintasa, seguida de una reaccién de condensacién por una
chalconasintasa, posteriormente se llevan a cabo cierto niumero de reacciones que
permiten la formacion de una gran variedad de estos compuestos (Ravindran, et al.,
2007).

R Condensacion |

E————— N CaA
Ve . LoA Policétido Sintasa H f\
R E (PKS) )

— Intermediario dicétido

HOQ

R" v L\y’ﬁra’DH <» co,
)

CoAH

Acido fenilpropenoico

-

Caurcuming (R=2RF= OMle) e

Figura 3. Biosintesis de curcuminoides (Ravindran, et al., 2007).



La curcumina (CUR), desmetoxicurcumina (DMC) y bis-desmetoxicurcumina (BDMC)
(Figura 4) son curcuminoides que se encuentran distribuidos en gran numero de especies.
La ciclacion de la cadena de siete carbonos forma la ciclocurcumina y soélo ha sido

encontrada en la especie C. longa (Ravindran, et al., 2007).

Curcumina: R =R’ = OMe
Desmetoxicurcumina: R = OMe; R’ = H
Bis-desmetoxicurcumina: R=R’=H

R=0Me; R"=0H; R"=H

(1E,6E)-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-(3,4-dihidroxifenil)-1,6-heptadien-3,5-diona
(0]

Ciclocurcumina

Dihidrocurcumina

Figura 4. Curcuminoides principales del tipo difenilheptanoides de la especie Curcuma longa
(Ravindran, et al., 2007).



Ademas de los difenilheptanoides, se han aislado s6lo dos compuestos con estructura de
difenilpentanoides de C. longa, los cuales poseen una cadena hidrocarbonada de cinco

miembros entre los dos anillos fendlicos (Figura 5).

(1E, 4E)-1,5-Bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,4-pentadien-3-ona: R = R’ = OMe
(1E, 4E)-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-5-(4-hidroxifenil)-1,4-pentadien —3-ona: R =H; R’ = OMe

Figura 5.Curcuminoides principales del tipo difenilpentanoides de la especie Curcuma longa
(Ravindran, et al., 2007).

Dentro de esta misma especie se han encontrado derivados del acido cinamico, asi como

gran variedad de monoterpenos y sesquiterpenos (Figuras 6, 7, 8, 9y 10).

Acido cafeico: R =R’ = OH; R” =
) Acido cinamico: R=R’=R”=H
Acido p-coumarico: R=0H; R"=R” =

OMe
OH

MeO ™ (0] N
HO

Calebina A

Figura 6. Derivados del 4cido cindmico aislados de C. longa (Ravindran, et al., 2007).
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Figura 7.Monoterpenos principales aislados de C. longa (Ravindran, et al., 2007).
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Figura 8.Sesquiterpenos tipo bisabolano aislados de C. longa (Ravindran, et al., 2007).
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Figura 9.Sesquiterpenos tipo curcumano, elemano, germacrano y guayano aislados de C. longa
(Ravindran, et al., 2007).
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Figura 10. Compuestos miscelaneos aislados de C. longa (Ravindran, et al., 2007).
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1.3. Estudios sobre la bioactividad de los curcuminoides (curcumina,

desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina).

La curcumina (77%) es el componente principal del rizoma de esta planta junto con la
desmetoxicurcumina (17%) y bis-desmetoxicurcumina, a los cuales se les ha atribuido las
propiedades antiinflamatorias de la planta (Epstein, et al., 2010). A la curcumina también
se le ha encontrado un efecto sobre la inhibicién del crecimiento celular y anticancerigeno
(el mecanismo de accidon se encuentra relacionado con su efecto antiinflamatorio)
(Jurenka, 2009; Epstein, et al., 2010).

Con base en estudios en animales y cultivos celulares, se ha observado que la curcumina
posee potencial terapéutico en enfermedades como colon irritable, Ulcera péptica,
pancreatitis, artritis y uveitis crénica. Sin embargo, la curcumina posee una depuracion
plasmatica rapida y una baja absorcion por via oral, debido a lo cual sus efectos
sistémicos y sus aplicaciones son limitados, aun asi, esto no excluye su accion local en el

sistema gastrointestinal (Ammon&Wahl, 1990; Jurenka, 2009).

En el Cuadro 3 se muestran algunos estudios sobre la bioactividad de los curcuminoides y

sSu mecanismo de accion.
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Referencia (Autor(es), afio) | Bioactividad Mecanismo de accién Modelo utilizado Extracto o compuesto
encontrada evaluado
(Shang, et al., 2010) Antioxidante Eliminacién de los radicales libres (relacion Cultivocelular Curcumina
estructura-actividad) (sangrehumana)
(Lin, et al., 2000) Anticarcinogenico -Inhibidor de COX/Lipoxigenasa, Xantina- Cultivos celulares. Curcumina

Antiinflamatoria

deshidrogenasa/ oxidasa, iNOS

-Inhibe PKC, Receptor tirosin-cinasa EGF,
IxB cinasa

-Inhibe NF«B y la expresién de c-jun, c-fos,
c-myc y iNOS

Modelo tumoral en
epidermis de raton.

(Sandur, et al., 2007)

Antioxidante
Inhibicién de la
proliferacion celular

-Supresion de TNF-inducido por NFxB
(sugiere actividad de los grupos metoxilo en
los anillos fenolicos)

-No se encontré relacién con niveles de
ROS

Cultivos celulares

Curcumina, bis-
desmetoxicurcumina,
desmetoxicurcumina,
tetrahidrocurcumina

(Midudhula&Mundra, 2010) Antioxidante -Oxidacion de la curcumina por radical Medio Curcumina
sulfato (mecanismo molecular propuesto) acetonitrilo:agua

(Kim, et al., 2007) Antiinflamacion -Bloquea la activacion de TNF-a. y NkB Cultivo celular Curcumina
-Modula STAT 3, p38 y JNK en células
endoteliales

(De Paz-Campos, et al., Antinocicepticién -Involucra la participacion de los canales de | Modelo de Curcumina

2012) K dependientes de ATP Formalina en Ratas

(Davis & Ross, 2008) Inhibicion de la -Modulacién de la expresion de los miRNAs | Microarreglos Curcumina

proliferacion celular
(Diaz-Triste, et al., 2014) Gastroproteccion -Activacion de la via NO/cGMP/KATP, Modelo de dafio Curcumina

incrementando los niveles de éxido nitrico.

gastrico con
indometacina
Medicion de niveles
de NO in vitro

Cuadro 3: Estudios sobre la bioactividad de los curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina)
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Los extractos de varias especies de Curcuma han mostrado un efecto gastroprotector en
modelos de ulcera inducida en ratas. Estos extractos favorecen la recuperacion de la
estructura de la mucosa gastrica dafiada, disminuyendo la produccién de acido y
favoreciendo la expresion de enzimas como la Ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la
superoéxidodismutasa (Kim, et al, 2005; Rahim, et. al., 2014; Rouhollahi, et al., 2014).

Se ha propuesto que tanto la curcumina como los demas curcuminoides son los
metabolitos activos de la planta en el tratamiento de la Ulcera gastrica y duodenal
(Jurenka, 2009; Thavorn, et al., 2014). Recientemente se ha encontrado que la curcumina
posee un efecto antimicrobiano in vivo contra Helicobacter pylori (una de las principales
causas del desarrollo de la ulcera péptica); dentro de los resultados del estudio destaca el
hecho de que esta bacteria fue erradicada en los ratones infectados, asi como sus heridas
se mostraron totalmente recuperadas. Este hecho provee una prueba de la eficacia de la
curcumina en el tratamiento de Ulcera péptica inducida por H. pylori, asi como una

alternativa terapéutica (De, et al., 2009).

También se ha observado que la curcumina acelera el proceso de recuperacion de la
ulcera gastrica inducida con indometacina por restitucion de las fibras de colageno y

estimulacion de la angiogénesis (Sharma, et al., 2012).

Ademas de la curcumina se ha demostrado que los otros curcuminoides poseen actividad
gastroprotectora. El efecto de la bis-desmetoxicurcumina se compard con el de la
curcumina para validar su aplicacion clinica como remedio popular para la uUlcera péptica,
mostrando que la bis-desmetoxicurcumina inhibe la produccién de la Oxido Nitrico-sintasa
inducible (iNOS) sin alterar las cantidades de Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) en
lineas celulares de macréfagos de ratén, mientras que la curcumina inhibe con mayor
potencia la produccién de iINOS, asi como de TNF-a. Ademas, ambos curcuminoides
poseen una potencia similar en la eliminacion de oxido nitrico generado. En la
administracion intraduodenal, la bis-desmetoxicurcumina mostré una inhibicidon de la
secrecion gastrica mayor que la curcumina. La bis-desmetoxicurcumina también mostro
una eficacia curativa y regenerativa de la Ulcera inducida similar a la curcumina
(Mahattanadul, et al., 2009).

En el Cuadro 4 se muestran algunos estudios sobre la actividad gastroprotectora y
algunos efectos encontrados sobre el sistema gastrointestinal de la curcumina y los

curcuminoides, asi como su mecanismo de accion.

13



Referencia
(Autor(es), afio)

Efecto encontrado

Modelo utilizado

Mecanismo de accién reportado

Extracto o compuesto
evaluado

(Tourkey& Karolin, | Proteccion durante | Ayuno por 3 dias. -Disminucion de la hiper-secrecion acida, peroxidos, Curcumina
2009) fase crénica Ratas. mielo-peroxidasa, IL-6 e incidencia apoptotica.
ulcerosa
(De, et al. 2009) Inhibicion del Cultivos in vitro -Inhibidor no competitivo de la shikimato- Curcumina
crecimiento de H. Ratones infectados deshidrogenasa
pylori
(UKil, et al., 2009) Disminucion del Colitis inducida por -Disminuye la infiltracion de neutrdfilos (disminuye Curcumina
dafio en mucosa acido trinitrobencen- | actividad de mielo-peroxidasa) y peroxidacion lipidica
por colitis sulfénico. (Modelo (disminuye la actividad del malonilaldehido), asi como
para IBD) la actividad de la serin-proteasa.
Ratones. -Disminuye niveles de NO y peréxido
(Sharma, et al., Antiulcerosa Ulceracion por -Induce colagenizacién y angiogénesis activando la via | Curcumina
2012) Angiogénesis Indometacina MMP-2 (matriz metaloproteinasa-2), VEGF y
Restitucién de las transformando los niveles de (TGF-f) y mRNA
fibras de colageno
(Swarnakar, et al., | Antiulcerosay Ulceracién por -Regulacion de la MMP-2 y 9 Curcumina
2005) cicatrizante Indometacina -Previene el agotamiento de glutation, la peroxidacion
Ratas lipidica y la oxidacién proteinica
(Camacho- Disminucion de la Colitis cronica -Disminuye actividad de la mielo-peroxidasa (MPO) y Curcumina
Baquero, et al., Colitis ulcerosa (acido TNF-a
2007) trinitrobencen- -Induce la regulacién de la expresién de COX-2 e
sulfénico) iINOS
Ratas -Reduce la activacion de la MAPK p38
-No cambia la actividad de la JNK
(Thompson & Carminativo Review -Incrementa la formacion de bilis y secrecion, provoca | Aceite esencial

Ernst, 2002)

Mejora la digestion
Antiespasmadico

contraccion de la vesicula biliar

Curcumina

Cuadro 4: Estudios sobre los efectos en el sistema digestivo y gastroprotectores de los curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina y bis-

desmetoxicurcumina).
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Referencia Efecto Modelo utilizado Mecanismo de accién reportado Extracto o compuesto
(Autor(es), afio) encontrado evaluado
(Martelli, et al., Disminucion de | Colitis cronica -Agonismo de los receptores vainilloides TRPV1 Curcumina
2007) la colitis ulcerosa (acido
trinitrobencen-
sulfénico)
(Ratones)
(Mahattanadul, et Antiulceroso Ulcera crénica con -La bis-desmetoxicurcumina inhibe iNOS en Curcumina
al., 2009) acido acético macréfagos de ratén, sin mostrar efecto sobre TNF-a, | Bis-desmetoxicurcumina
mientras que la curcumina actua sobre los dos
-Ambos curcuminoides recogen el NO producido
-Bis-desmetoxicurcumina disminuye la excrecion de
acido gastrico
(Chattopadhyay , Antioxidante Ulcera gastrica por -Remueve las especies H202, :OH Curcumina
et al., 2006) indometacina -Previene la inactivacion de la peroxidasa por

Ratas indometacina
(Kim, et al, 2005) Antiulceroso Piloro-ligado -Bloqueo de los receptores de histamina Hz (extracto Extracto acetato de etilo,
(Rata y cultivos de acetato de etilo y etanol) n-butanol, etanol y agua
celulares) -Curcumina no inhibe los receptores Hz de C. longa
Curcumina
(Rahim, et. al., Antiulceroso Ulcera gastrica -Incremento de la secrecion de moco, Prostaglandina Extracto etandlico de las
2014) inducida con etanol E2 y superéxido-dismutasa hojas de

(Ratas)

-Disminucién de malonilaldehido

Curcumaxanthorrhiza

(Rouhollahi, et al.,
2014)

Antiulceroso

Ulcera gastrica
inducida con etanol
(Ratas)

-Aumento de la mucosa gastrica y disminucion de la
secrecion de acido

-Elevacion de la actividad de la superéxido-dismutasa
y el NO

-Disminucion del nivel de malonaldehido

-La inmuno-histoquimica reveld una regulacion a la
baja de la proteina Bax y una regulacién a la alta de la
proteina Hsp70

Extracto hexanico de
Curcumapurpurascens

Cuadro 4 (continuacion): Estudios sobre los efectos en el sistema digestivo y gastroprotectores de los curcuminoides (curcumina,

desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina).
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1.4. Mecanismo de accién molecular de la curcumina.

La mayoria de los efectos de los curcuminoides se encuentran relacionados con su
actividad antiinflamatoria y antioxidante (Figura 11). Este grupo de compuestos posee una
base estructural similar (difenilheptanoides) con caracteristicas fisicas y quimicas en
comun. Los anillos fendlicos se encuentran sustituidos por diferentes grupos dando lugar
a una gran variedad de curcuminoides (Ravindran, et al., 2007; Hatcher, et al., 2008;
Epstein, et al., 2010).

No se ha encontrado una correlacion explicita entre la curcumina y sus analogos con sus
efectos biolégicos. La eficacia de los curcuminoides varia dependiendo del tipo celular,
funcion, sistema y organismo utilizado en el modelo de estudio. En algunos casos se ha
propuesto un efecto sinergista entre la mezcla de estos compuestos, ya que

individualmente ninguno alcanza una potencia maxima (Epstein, et al., 2010).

La seguridad y tolerabilidad de la curcumina ha sido bien establecida, ya que dosis orales
por encima de 12 g/dia no muestran toxicidad en humanos. Sin embargo, la
biodisponibilidad de la curcumina por via oral es baja, acompafiado de una absorcién
intestinal baja, eliminacién rapida y una baja solubilidad en el medio acuoso (Ammon &
Wahl, 1990). Su eliminacion consiste principalmente en derivados glucuronidados vy
sulfatados por la via hepatica (Epstein, et al., 2010). Uno de los principales metabolitos
estudiados es la tetrahidrocurcumina, el cual carece de la hidrofobicidad caracteristica de
la curcumina, éste compuesto no aparece de forma natural en las especies de Curcuma y
posee un efecto antiinflamatorio menor que la curcumina en términos de inhibicion del
Factor Nuclear «-B (NFxB), sin embargo, presenta una potencia antioxidante mayor
(Sandur, et al., 2007; Epstein, et al., 2010).

Después de la ingesta oral, algunos investigadores reportan que las concentraciones en
suero son indetectables en dosis menores a 4 g, sin embargo, algunos conjugados del
metabolismo de la curcumina han sido detectados en plasma en concentraciones
mayores a la curcumina (Vareed, et al., 2008). Algunos otros estudios demuestran la
presencia de curcumina en el tejido colorrectal a dosis orales de 3-6 g, por lo que se
sugiere que el tracto gastrointestinal es un blanco terapéutico importante (Epstein, et al.,
2010).
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En cuanto al mecanismo de accion, se ha encontrado que el NFx-B es uno de los

principales blancos modulados por curcumina, sin embargo existen muchos otros factores

y moléculas de senalizacién que responden a este compuesto (Cuadro 5).

Actividad Biolégica

Blanco molecular

Linea celular utilizada en el estudio

Antiinflamacién

Antioxidante

Pro-apoptética

| NFxB
| COX-2
1 IL-1B, IL-6, IL-8

| TNF-a

| Molécula de adhesién
intercelular-1

| p300 acetil-
transferasa

1 PPARy

| NO sintasa

1 Glutation

1 Hem oxigenasa-1

1 Superdxidodismutasa

| Especies reactivas de
oxigeno
| Bcl-2

lSurvivin

LAkt

| c-myc
|Ornitinadescarboxilasa
1 Bax

1 Caspasas

1 c-Jun, N-terminal
cinasa

Leucemia mieloide, linfoma B No-Hodgkin
(BNHL), riidn embrional, macréfagos de ratén
Endotelio microvascular intestinal, epitelio de
colon, microglia, macréfagos de raton

Epitelio esofagico, cancer de cuello y cabeza,
macréfagos de ratén

Macréfagos de ratén

Endotelio del hibridoma de la vena epitelial
umbilical (HUEVC)

Musculo liso de traquea, cancer cervical,
linfoma de linfoblastos T, linfoma de Burkkit
Cancer de colon, células estrelladas hepaticas
de rata

Macréfagos de ratén

Linfocitos
Hibridoma HUEVC, epitelio renal porcino
Linfocitos

Leucemia promielocitica

BNHL, cancer de colon
Céncer de colon
Leucemia T

BNHL

PML

Céncer de colon

PLM, cancer de colon

Linfocitos T (), cancer de seno (), HEK (}),
cancer de colon (1)

Cuadro 5. Blancos moleculares de la curcumina en estudios celulares (Epstein, et al., 2010).
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Actividad Biolégica Blanco molecular

Linea celular utilizada en el estudio

Anticancer | |Ciclina D1

| Matriz metalo-
proteinasa

| Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF)

| Traductor de Sefial y
Activador de la
Transcripcion (STAT)

| Factor inducible a
hipoxia-1a

| Protein-cinasa C
(PKC)

| Factor de Crecimiento
de Respuesta
Temprana (egr-1)

| Proteina Activadora-1

1 p38, Protein-cinasa
Activada por Mitégeno
(MAPK)

1 p53

Cancer de colon

HUEVC, melanoma, fibrosarcoma, cancer de
seno, mononucleocitos sanguineos, epitelio
intestinal

Carcinoma hepatocelular

Mieloma multiple, linfoma de Hodgkin

Carcinoma hepatocelular
Fibroblastos embrionales de ratén

BNHL, HUEVC, fibroblastos de pulmén

HEK, microglia

Endotelio microvascular intestinal (|),
neutrdfilos (1)

BNHL (), cancer de colon (), timocitos (),
leucemia mieloide (), cancer de seno (1)

Cuadro 5 (continuacion). Blancos moleculares de la curcumina en estudios celulares (Epstein, et

al., 2010).
Senales Estrés Estimulo
inflamatorias oxidativo Pro-neoplastico
| NFxB 1 PPRy
1 COX-2 TROS
I NOS THO-1
| Bel-2 1 Caspasas
|STAT 1 Glutation
IMMP 1Bax
| TNF-a 1 p53
| c-myc ! MAPK

Inflamacion

Figura 11.Mecanismos moleculares de accion de la curcumina y efectos celulares (Epstein, et al.,
2010).

Cancer
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1.5. Relacién entre estructura y actividad antioxidante de la curcumina y sus

analogos.

Se ha descrito como el principal mecanismo de accién de la curcumina y los
curcuminoides la eliminacién de radicales libres, que inducen carcinogénesis y procesos
bioquimicos involucrados en la respuesta inflamatoria. Se han realizado varios estudios
para determinar el sitio mas reactivo de la molécula con los radicales libres (Barzegar,
2012). Es importante tener presente que la estructura molecular de la curcumina exhibe

un equilibrio ceto-enol en solucion (Figura 12).

OMe OMe

B

Figura 12. Estructuras en equilibrio de la curcumina:

A) Dicetonacurcumina, B) Ceto-enolcurcumina (Barzegar, 2012).

Debido a que la curcumina y los curcuminoides poseen una estructura con varios dobles
enlaces conjugados, presentan varios sitios de estabilizacion del radical dependiendo de

la forma dicetona o ceto-enol (Figuras 13 y 14).

Se ha reportado que la eficiencia para inhibir la peroxidacion lipidica varia de 82% en la
curcumina a 24% en la desmetoxicurcumina, por lo que, se ha sugerido que el grupo —OH
en los anillos fendlicos es esencial para la actividad antioxidante y la eliminacion de
radicales libres. En algunos estudios se han reportado energias similares para remover

los hidrogenos tanto de los grupos —OH fendlicos como del —CH. de la estructura
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dicetona, sin embargo los grupos —OH fendlicos son mas labiles (Priyadarsiniet al., 2003;
Barzegar, 2012).

La curcumina es capaz de perder ambos hidrogenos de los grupos —OH fendlicos
consecutivamente, lo que aumenta su capacidad de reducir dos moléculas de radicales
libres. Sin embargo, la pérdida de un hidrogeno en el —CH; central de la dicetona dificulta
la pérdida de otro hidrégeno en la molécula. En el caso de radicales peroxilados (ROO-)
éstos reaccionan facilmente con los —OH fendlicos, por lo que se ha determinado que
éstos grupos funcionales son importantes para la actividad reductora de radicales libres

que tiene la molécula (Barzegar, 2012).

Figura 13. Estructuras resonantes estabilizantes del radical curcumina en la forma dicetona.
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OMe OMe

Figura 14. Estructuras resonantes estabilizantes del radical curcumina en la forma ceto-enol.

La forma ceto-enol de la curcumina es mas estable que la forma dicetona, lo que favorece
encontrar esta forma estructural en solucion. La forma ceto-enol es perfectamente planar
y permite la resonancia con ambos anillos bencénicos. En un estudio realizado por Shen y
Ji en el 2007, se sugiere que el —OH del grupo enol es el hidrogeno mas labil (pKa 8.38-
8.54), siguiendo la desprotonaciéon de la molécula con los —OH de los anillos fendlicos
(pKa 9.30-9.88 y pKa 10.51-10.69).
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Existe una gran variedad de curcuminoides con diferentes efectos y capacidad
antioxidante. Shang y colaboradores en el 2010, compararon la capacidad antioxidante y
para neutralizar radicales libres de la curcumina y estructuras analogas. Se encontré que
los grupos hidroxilo y metoxilo en posicion orto al 4-hidroxilo de los anillos bencénicos
favorecen la neutralizacién de radicales libres, en cambio para los difenilpentanoides y
aquellas estructuras con un anillo en la cadena hidrocarbonada, su actividad se ve
disminuida. Sin embargo, la introduccién de un anillo en la cadena de los compuestos
evaluados, evita principalmente la hemdlisis por peroxidacién. La actividad de la bis-
desmetoxicurcumina para neutralizar radicales libres fue significativamente baja (CI50 >

300 uM), comparada con la curcumina (CI50= 29.9 uM).

El estudio también revela que las estructuras con mayor actividad antihemolitica,
antioxidante y neutralizadora de radicales libres son aquellas que poseen grupos orto-
hidroxifenoxilo, ya que son mas estables debido a su interaccion intramolecular. Otras
moléculas con grupos hidroxilo adyacentes en el anillo bencénico poseen una importante
actividad antioxidante, como los flavonoles y los analogos del resveratrol (Shang, et al.,
2010).
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1.6. Anatomiay fisiologia del estdmago.

El estbmago se encuentra en la parte superior de la cavidad abdominal, es un

ensanchamiento del tubo gastrico mide de 8-11 cm de diametro. El jugo gastrico del

estbmago (2.5 L/dia) favorece la descomposicién de los alimentos y la liberacién de

algunos farmacos. El estdbmago se une con la porcion inferior del eséfago mediante el

esfinter cardias, el cual impide el paso del acido estomacal hacia la parte superior del tubo

gastrico, en la parte inferior se conecta con el duodeno por el esfinter pilérico, el cual

regula el vaciamiento hacia el intestino.

Este 6rgano se divide en tres partes principales, la parte superior llamada fondo, la

porcion media llamada cuerpo que es la porcion mayor de forma alargada, de ahi

prosigue el antro que se une con la porcion pilorica terminando en el esfinter pilérico

(Figura 15).

Eséfago

Cardias .

Orificio  Esfinter Curvatura
Duodeno  Pilorico  pilrico menor /

Piloro

Pliegues gas
del Antro

Figura 15: Anatomia y descripcion grafica de las partes del estbmago.
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El epitelio del estdmago es de tipo columnar en todas las porciones, el cual secreta el jugo
gastrico que se compone en su mayoria por acido clorhidrico (HCI) liberado por las
células oxinticas (células parietales), ademas de proenzimas como la prorrenina y el
pepsindégeno, elaboradas por las células pépticas. Ademas, las células del epitelio
secretan un moco que las cubre y protege del dafio que les pudiera ocasionar el medio en

que se encuentran.

Sobre la superficie de la mucosa se observan poros que corresponden con una glandula
gastrica. La organizacion celular de dichas glandulas permite la comunicacién entre
diferentes tipos celulares, asi como la regulacion de la excrecion de los componentes del

jugo gastrico, principalmente del 4cido clorhidrico.

En la Figura 16 se muestran los diferentes tipos celulares y su funcién dentro de la

glandula gastrica, asi como la organizacion de la pared estomacal.

Poro géstrico 3 \ ) Célula de recubrimiento
) '(:; de la superficie
o Do " 5 {0, R (secreta moco)
Epitelio e / AN
columnar AL 1 1 - (e

o | - ...%.  Céluladel cuello
' 2t (secreta moco)

Ldmina ——— et J"[
propia o 3,

~- A~ Célula parietal
= e :\’ = ’ . ’ .
4 ‘\ (secreta acido clorhidrico
- vy S 1 . ,
e e WL ‘;,;{ - y el factor intrinseco)
, P &
Glandulas e {
gastricas >, 6=
: 5] e Sorene Célula principal
s =¥ N (secreta pepsindgeno
(=== y lipasa gastrica)
% : U - -
/ "f\\"_l PA - 1
» ",J. ’4' '..'\' ‘. y \
SRR ,
S ; \ CélulaG
/= (secreta gastrina)
Muscularis mucosae ———T T T Y ;&
DS  — g b,
Submucosa

Figura 16. Organizacién de la pared estomacal y glandula gastrica.
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1.7. Fisiopatologia de la Ulcera péptica.

La ulcera péptica es uno de los padecimientos mas comunes, se estima que afecta al
10% de la poblacion mundial, alrededor de 19-20% son duodenales y las demas son
gastricas (Vimala y Gricilda-Shoba, 2014). Este padecimiento es una de las tres
principales causas de hemorragia del tubo digestivo. La perforacion se presenta en 2 al
10% de las ulceras pépticas, la mortalidad reportada es alrededor de 10%, sin embargo,
este porcentaje se eleva considerablemente en ancianos (30%) (Secretaria de Salud,
2009). A nivel mundial ocurren 15,000 defunciones al afo por Ulcera péptica (Vimala y
Gricilda-Shoba, 2014).

Se define como Ulcera a una herida abierta en la piel 0 membrana mucosa que se
caracteriza por inflamacion, muerte y pérdida de tejido superficial (Vimala y Gricilda-
Shoba, 2014). Estas pueden existir practicamente en cualquier parte, sin embargo,
aquellas que se encuentran en la cavidad estomacal y duodeno reciben el nombre de
“Ulceras pépticas”, la cual es una lesiébn en la mucosa gastrointestinal (estémago o
duodeno) que se extiende mas alla de la muscularis mucosae y que permanece como
consecuencia de la actividad de la secrecion acida del jugo gastrico. Los principales
factores de riesgo son la edad avanzada, el uso de analgésicos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE’s), presencia de Helicobacter pylori, el estrés, la genética, asi como el

consumo de alcohol y tabaco (Secretaria de Salud, 2009).

El uso de AINE’s causan un numero significante de Ulceras gastricas y duodenales debido
a la inhibiciéon de prostaglandinas junto con la pérdida de los efectos protectores de las
mismas. Se ha observado que en ausencia de AINE’s y gastrinoma, la principal causa de

ulceras pépticas es la infeccion por Helicobacter pylori (Mertz y Walsh, 1991).

A pesar de que la fisiopatologia de las ulceras gastricas y duodenales es similar, existen
ciertas diferencias en ambos grupos. Las Ulceras duodenales son caracteristicas de la
infeccién por H. pylori y duodenitis. En la mayoria de los casos se ha asociado a una
secrecion deficiente de bicarbonato en la superficie de la mucosa o a un incremento
moderado de la secrecion de acido, resultando en dafo tisular, inflamacién y metaplasia
gastrica, la lesion puede ser colonizada por H. pylori impidiendo los procesos de
proteccién o regeneraciéon de la mucosa, dando como resultado una ulceracion. Por otra

parte, las Ulceras gastricas ocurren principalmente por deficiencias en los mecanismos
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defensivos del tejido de la mucosa gastrica, ademas de la presencia de factores que
intervienen en la inflamacion y el incremento moderado de acido y pepsina (Mertz y
Walsh, 1991).

Anteriormente se creia que la hipersecrecion de acido gastrico era una de las principales
causas de este padecimiento, sin embargo, los estudios han demostrado que no existe
una correlacion entre la secrecion de acido y el desarrollo o recurrencia de Ulceras
pépticas, al mismo tiempo que no se ha demostrado un incremento en la acidez del bulbo
duodenal en pacientes con ulcera duodenal, por lo que se ha mostrado mayor interés en
el estudio de los mecanismos de proteccién. La secrecién de bicarbonato crea un
gradiente de pH cercano a la neutralidad (pH 6-7) que protege las células epiteliales del
ambiente acido del lumen (pH 1-2). La regulacién de la secrecion de bicarbonato es un
proceso complejo y es estimulada por acido, prostaglandina E2 (PGE-z), 6xido nitrico (NO),
péptido vasoactivo intestinal (VIP), adenosin monofosfato ciclico (AMPc), y agentes
protectores de la mucosa. Los agentes que inhiben la secrecion de bicarbonato son
atropina, antagonistas muscarinicos, agonistas adrenérgicos alfa, indometacina, acidos
biliares y consumo de tabaco. Ademas del moco y el bicarbonato, existen otros
mecanismos de defensa como la superficie hidrofébica y el rapido recambio celular
(Hegjgaard, et al., 1996).

El acido gastrico facilita la conversién del pepsindégeno en pepsina (enzima proteolitica),
también facilita la absorcion de hierro, calcio, vitamina B+, y ciertos farmacos. La acidez
estomacal, junto con el pepsinégeno y lipasas son una barrera biolégica contra bacterias,
virus y priones causantes de diversas enfermedades (Chu y Schubert, 2013). Los
principales factores que actuan sobre las células parietales (Figura 17) para estimular la
secrecion de acido clorhidrico son: gastrina, acetilcolina, histamina y grelina, mientras que

el principal inhibidor es la somatostatina (Chu y Schubert, 2013).
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Figura 17: Principales factores que estimulan la secrecion de acido clorhidrico en una célula
parietal: histamina (Hist), gastrina (Gast) y acetilcolina (ACh). La somatostatina (SST) es el
inhibidor mas importante al unirse a su receptor (SSTR). (H2: receptor para histamina; CCK2:
receptor para gastrina; M3: receptor para acetilcolina; CFTR: transportador de aniones Cl-; KCNQ1:

canal de iones K*)

Helicobacter pylori puede inducir aumento o disminucion de la secrecion de HCI
dependiendo del curso temporal y sitio de la infeccidon. En el caso de la infeccidon aguda y
la infeccidon crénica de la mucosa oxintica (fondo y cuerpo del estbmago) se produce
hipoclorhidria, mientras que la infeccion cronica de la mucosa pilérica (antro) se encuentra

asociada con hiperacidez (Chu y Schubert, 2013).

Uno de los modelos mas comunes utilizado en ensayos preclinicos, es el dafio gastrico
inducido con etanol en roedores desarrollado por Robert y colaboradores en 1979. El
mecanismo por el cual el etanol es un agente necrosante de la mucosa gastrica involucra
la formacion de especies reactivas de oxigeno, exfoliacion de la superficie epitelial y dafio

microvascular (estasis vascular) (Tarnawski et al., 1988; Kwiecien et al., 2002).
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1.8. Regulacion neuroendocrina de la secreciéon de acido clorhidrico por las células

parietales.

Histamina.

Las células enterocromafines similares (ECL) se encuentran cerca de las células
parietales y secretan cantidades basales de histamina las cuales son incrementadas por
la gastrina, grelina y la acetilcolina. Este tipo de células son las mas abundantes en la
mucosa oxintica (65% en ratas y 30-50% en humanos). La histamina actua sobre los
receptores H, que se encuentran en las células parietales (Chu y Schubert, 2013), los
cuales responden a concentraciones por debajo del umbral requerido para activar el

receptor histaminico vascular (Figura 18).
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Figura 18. Regulaciéon neuroenddcrina de la secrecién de acido clorhidrico. (ACh: acetilcolina;
CGRP: Péptido Relacionado con el Gen de Calcitonina; SST: somatostatina; M3: receptor para

acetilcolina; Hz: receptor para histamina; CCK2R: receptor para gastrina).
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La estimulacion de la secrecion acida de las células parietales por histamina (Figura 17)
involucra la elevacion de los niveles de Ca?* intracelular y la activacién de la Proteincinasa
dependiente de AMPc (PKA), lo que permite la liberacion de protones al medio

extracelular (Ding, et al., 2008).

En las células parietales en reposo, la enzima que se encarga de la liberacién de acido al
medio (H*/K* ATPasa) se encuentra almacenada en compartimentos llamadas
tubulovesiculas (Figura 19), las cuales tienen una baja permeabilidad por iones K*. La
estimulacién de las células parietales provoca que las tubulovesiculas se fusionen con la

membrana apical y se exprese la H*/K* ATPasa (Ding, et al., 2008).

Las sustancias que inhiben la secrecion de histamina incluyen prostaglandinas, el péptido
YY, la galanina y el péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) (Chu y
Schubert, 2013).
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Figura 19: Esquema de una célula parietal no estimulada, mostrando las tubulovesiculas y una

célula parietal estimulada que presenta la bomba H*/K*ATPasa en la superficie membranal.

Gastrina.

La gastrina es una hormona peptidica sintetizada en las células endécrinas de la mucosa
del antro gastrico y duodeno, y se secreta dentro de la sangre portal por las células G
(Figura 18). Los niveles de gastrina en ayuno se encuentran dentro del rango de 30-50
pmol/L, los cuales se incrementan en respuesta a alimentos como carnes, leche,
aminoacidos y péptidos hasta 100-150 pmol/L (Chu y Schubert, 2013).
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Su principal accion es la estimulacion de la secrecion del acido gastrico. Los receptores
para gastrina (CCK2R) se encuentran en la superficie de las células parietales y en las
células ECL induciendo la liberacion de histamina. La gastrina también favorece el

crecimiento y la division celular (Chu y Schubert, 2013).

Existe una via de auto-regulacion local en el antro gastrico, ya que el acido promueve la

liberacion de somatostatina, la cual inhibe la secrecién de gastrina.

La hipergastrinemia provocada por inhibidores de la bomba de protones, gastrinoma y
gastritis atrofica puede promover hiperplasia e hipertrofia en las células ECL, esta
condicion puede favorecer el desarrollo de cancer gastrico. Es importante destacar que al
reducir los niveles plasmaticos de gastrina a la normalidad o utilizar antagonistas de los
receptores CCK2R, la hiperplasia e hipertrofia se detienen, e incluso se puede revertir (en

algunos casos) el desarrollo de cancer (Chu y Schubert, 2013).

El receptor CCK2R induce la expresion de la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2), la cual
juega un papel importante en la recuperacion de las lesiones gastricas (Chueca, et al.,
2012).

Acetilcolina.

La acetilcolina (ACh) es secretada por las neuronas post-ganglionares del nervio vago y
estimula los receptores muscarinicos M3 que se encuentran en la superficie de las células
parietales y ECL, promoviendo la liberacion de protones al medio gastrico (Figura 18).
También estimula a los receptores M2 y M4 que inhiben la secrecion de somatostatina
(Chu y Schubert, 2013).

Grelina.

La grelina es liberada por las células Gr que se encuentran en la porcién basal de las
glandulas gastricas cercanas a las células ECL para facilitar la secrecién de histamina
inducida por grelina. Esta hormona también estimula la ingesta de alimento y el
vaciamiento gastrico, por lo que sus concentraciones son altas durante el ayuno y

disminuyen después de comer (Chu y Schubert, 2013).

La secrecion de grelina esta regulada a la alza por glucagon y norepinefrina, mientras que
la infeccion por H. pylori, colesistoquinina, urocortina 1, glucosa, insulina, glutamina,
somatostatina e interferon-y disminuyen las concentraciones de la hormona (Chu y
Schubert, 2013).
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Somatostatina.

Es el principal inhibidor de la secrecién de acido, es liberada por las células D y células
oxinticas, éstas ultimas se encuentran anatémica y funcionalmente acopladas a las
células ECL vy parietales inhibiendo directamente sus secreciones. Las células D del antro
estan anatémica y funcionalmente acopladas a células G (Figura 18). El acido gastrico
aumenta los niveles de somatostatina, la cual inhibe la secreciéon de gastrina y grelina
(Chu y Schubert, 2013).

La estimulacién de las neuronas sensibles a CGRP (Péptido Relacionado con el Gen de
Calcitonina) favorece la secrecion de esta hormona. Se ha observado que la infeccion
cronica por H. pylori disminuye la concentracion de somatostatina en el antro y la

infeccién aguda incrementa los niveles de la misma (Chu y Schubert, 2013).
Secretina.

Existe evidencia que la infeccion por H. pylori causa deficiencia de esta hormona,
permitiendo el desarrollo de Ulceras pépticas. La secretina es liberada por las células S de
las criptas duodenales (Figura 18) en respuesta al acido gastrico que entra en el duodeno,

estimulando la produccién de bicarbonato (Love, 2008).
1.9. Farmacos gastroprotectores y antiulcerosos.

Dentro de los farmacos mas utilizados que se encuentran en la terapéutica para ulcera
péptica encontramos las sustancias protectoras de la mucosa gastrica, los antagonistas
de los receptores de histamina H y los inhibidores de la bomba de protones, estos ultimos

enfocados en la disminucién de la produccién de acido gastrico.

Sustancias protectoras de la mucosa gastrica.

Las propiedades protectoras de los compuestos de subcitrato de bismuto coloidal se
conocen desde varias décadas atras, el principal mecanismo de accion asociado con este
tipo de farmacos es la propiedad de crear una barrera protectora que recubre la mucosa

gastrica, permitiendo su recuperacion (Konturek, et al., 1988).

En un modelo de ulcera gastrica inducida con etanol, se ha encontrado que estos
compuestos estimulan la produccion de PGE2, la cual es dosis dependiente (Hall y van

den Hoven, 1987). Ademas, el subcitrato de bismuto coloidal acelera la recuperaciéon de
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ulceraciones croénicas, favoreciendo la acumulacién y unién del EGF a su receptor en la

zona danada (Konturek, et al., 1988).

Antagonistas de los receptores de histamina H».

Los antagonistas de los receptores H, como la cimetidina y la ranitidina, interfieren con la
secrecién gastrica inhibiendo competitivamente estos receptores en las células parietales
de la mucosa gastrica, ademas de disminuir la secrecion de pepsina (Tuskey y Peura,
2013). Estos farmacos ejercen una notable movilizacion de Prostaglandina 12 (PGI2)

endogena, la cual es una sustancia de citoproteccion adaptativa (Balint, 1998).

La absorcion de estos farmacos se reduce con la administracion concomitante de
antiacidos. El uso de antagonistas H, puede suprimir la produccién de acido de un 37-
68% durante 24 horas. Ademas de disminuir el riesgo de desarrollar ulceraciones

asociadas con el uso de AINE’s (Tuskey y Peura, 2013).

Se ha observado que la tolerancia a los antagonistas de los receptores de histamina se
presenta después de 7 dias de terapia. Sin embargo, una de las principales ventajas de
estos farmacos es su flexibilidad en la dosificacion debido a su seguridad (Tuskey vy
Peura, 2013).

Inhibidores de la bomba de protones (H*/K*ATPasa).

Los benzimidazoles (como el omeprazol) han demostrado ser potentes inhibidores de la

bomba de protones disminuyendo la formacion de acido (Lorentzon, et al., 1985).

El mecanismo de accion de estos farmacos es a través de la unién covalente a la enzima
H*/K* ATPasa. Es importante mencionar que estos compuestos son bases débiles, y se
acumulan en el espacio acidificado del estdmago, lo cual transforma a estas moléculas en
un metabolito protonado activo que difunde hacia las cisteinas expuestas de la enzima,
donde se une (Wallmark, et al.; 1984; Shin, et al., 2009).

Los inhibidores de la bomba de protones poseen una mayor supresion de la secrecién de
HCI que los antagonistas de los receptores Hz. Sin embargo, el uso prolongado de estos
farmacos se encuentra asociado con efectos adversos como neumonia o diarreas
infecciosas (Barletta&Sclar, 2014), ademas de disminuir la secrecion de somatostatina,
favoreciendo asi el incremento de la liberacién de gastrina e induciendo hipergastrinemia

(Chu y Schubert, 2013). Ademas de generar disbiosis, que se presenta como un
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desbalance de las poblaciones microbianas benéficas en el tracto gastrointestinal, debido
al cambio de pH (Wallace et al., 2011).

1.10. Analisis isobologréfico.

El uso de varios farmacos es utilizado en la terapéutica de una enfermedad o en caso de
tener varios padecimientos conjuntos. En el caso de los remedios herbolarios se sabe que
existen diferentes metabolitos que ejercen un efecto en el organismo, debido a la gran
variedad de blancos moleculares y mecanismos de accidon que interactian en conjunto

para el tratamiento eficaz de algun padecimiento.
Las interacciones favorables entre farmacos tienen los siguientes objetivos (Chou, 2006):

¢ Incrementar la eficacia del efecto terapéutico.

¢ Disminuir la dosis pero incrementando o manteniendo la eficacia, evitando efectos
téxicos.

e Minimizar o reducir el desarrollo de la resistencia farmacoldgica.

e Proporcionar sinergismo selectivo hacia cierto blanco.

Se pueden establecer tres tipos de relaciones entre farmacos: sinergismo
(superaditividad), antagonismo (subaditividad) y aditividad. Las combinaciones que
alcanzan un efecto predecible basado en las potencias individuales de cada farmaco
poseen una relacién de tipo aditiva; por definicion, el sinergismo presenta un efecto mayor

al aditivo, y el antagonismo un efecto menor (Tallarida, 2007).

Para realizar el estudio de las interacciones farmacolégicas es necesario que las dos
sustancias a probar tengan el mismo efecto farmacoldgico, esto significa que
independientemente del (los) mecanismo(s) de accion, ambos compuestos,

desencadenen la misma respuesta en la unidad experimental (Tallarida, 2007).

El isobolograma es una representacion grafica de las dosis efectivas equivalentes (DEx)
de ambos farmacos, unidos por una recta (isobola) llamada también linea de aditividad.
En la mayoria de los casos, la dosis efectiva utilizada para el analisis isobolografico es la
dosis efectiva 50 (DE50), pero se puede utilizar cualquier nivel de efecto. En este caso, se
decidié utilizar la dosis mediana (Dm), la cual se define como la dosis requerida para
afectar el 50% del sistema. En la grafica se colocan los puntos de las combinaciones de
ambas sustancias que corresponderia con un efecto igual al de los farmacos individuales.

Cuando estos puntos obtenidos experimentalmente caen dentro de la linea de aditividad

33



se dice que la interaccién es de tipo aditiva. Si los puntos experimentales se encuentran
por debajo de la isobola, se dice que el tipo de interaccion es superaditiva o sinergista; si
por el contrario, los puntos se observan por encima, se dice que la interaccion entre
ambas sustancias es subaditiva (Tallarida, 2007). Para determinar si existe diferencia
significativa estadistica entre la distancia de los puntos a la isobola, se aplica una prueba
de t-student. Cabe destacar que en el caso de farmacos con una potencia relativa
constante las isobolas son de tipo lineal (Figura 20), sin embargo cuando la potencia es
variable o el efecto maximo no es el mismo se observan isobolas no lineales en vez de
una simple linea recta (Tallarida, 2006; Tallarida 2012). Por lo que es importante
considerar el numero de Hill de las curvas dosis-respuesta de cada uno de los farmacos

individuales para determinar el tipo de isobolograma (Figura 21).

Ecuacion de la isobola lineal:

Dosis B i

'E-l_
. A B_i_l

0 i L i

Dosis A 'qf
Donde:
Ai= Dosis del farmaco A que produce un efecto determinado.
Bi= Dosis del farmaco B que produce un efecto determinado.
a= Fraccion de la dosis de A en la combinacion.

b= Fraccion de la dosis de B en la combinacion.

Figura 20. Isobolograma lineal para farmacos con radio de potencia constante (Tallarida, 2006).
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Ecuaciones para isobolas no lineales
simétricas por encima y debajo de la linea
de aditividad:

D a

b b=D 1 \my/m,
: m; Dm, )
. b =D Dm,
o2 (Dml)ml/mz
a

Figura 21. Isobolas de aditividad para un efecto igual al 50% de dos agonistas completos con

potencia variable (Tallarida 2006).

Donde:

m1= Numero de Hill de la curva dosis-respuesta del farmaco A.

m>= Numero de Hill de la curva dosis-respuesta del farmaco B.

Dm;= Dosis mediana del farmaco A.

Dmy= Dosis mediana del farmaco B.

D: y Do= Dosis del farmaco A y B en la combinacion, respectivamente.

Los puntos experimentales por debajo de S se consideran interacciones superaditivas o
sinergistas, los puntos por encima de T se consideran interacciones subaditivas. Los puntos que se
encuentren dentro del area de ambas isobolas se consideran como una relacion aditiva, sin

interaccion.
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1.11. Ecuacién del indice de combinacién (IC)-isobolograma (método Chou-Talalay).

La ecuacion del indice de combinacion (IC)-isobolograma, conjunta las ecuaciones de
Michaelis-Menten, Hill, Henderson-Hasselbalch y Scatchard, la cual provee una definicion
cuantitativa del efecto aditivo (IC = 1), sinergismo (IC< 1) y subaditividad (Cl > 1) en la
combinacion de farmacos (Chou, 2006). Las caracteristicas de esta metodologia son su
definicion cuantitativa, simplicidad y flexibilidad, asi como su eficiencia y economia (Chou,
2010).

Este modelo considera las curvas dosis-efecto de cada compuesto y sus combinaciones
en multiples concentraciones diluidas utilizando la ecuacion del efecto mediana.

= o)

fu \Dm
Donde D es la dosis, Dm es la dosis efecto mediana (Dm), la cual corresponde a la dosis
requerida para afectar el 50% del sistema, fa es la fraccion afectada por la dosis D y fu es
la fraccién no afectada por la dosis D, por lo que fu = 1-fa. El valor de “m” indica la forma

de la grafica siendo m=1 para una hipérbola, m>1 para una sigmoide y m<1 para una

grafica de tipo sigmoide-planar (Chou, 2006).

La determinacion del indice de combinacion (IC) para dos farmacos se calcula a partir de

la siguiente ecuacion:

_ D) D)2 _ (D)4 (D),
IC = (Dx)4 + (Dx), a (Dm)l[%]l/"h + (Dm)z[ll_‘%]ﬂmz

Donde los valores de IC <1; =1; >1 indican sinergismo, aditividad y subaditividad,
respectivamente. En el denominador, Dy es la dosis de cada farmaco solo para lograr un
porcentaje de efecto determinado; (D); + (D). simboliza la dosis de farmaco en

combinacion que ejerce el porcentaje de efecto determinado (Chou, 2006).

36



Asi pues, la ecuacion general para calcular el IC de varios farmacos en combinacion

seria:

n(IC), = Zn - Zn Oedi {[D]i/Z?[D]}

O om0 o)

Para lo cual "(IC)x es el indice de combinacién para n farmacos, al x% de efecto; (Dx)1-n
es la suma de las dosis de los farmacos que ejercen el x% de efecto en combinacion;
{[D]y=M[D]} es la proporcionalidad de la dosis de cada uno de los farmacos en
combinacion; (Dm){fay)i/[1-(fax)]}"™ es la dosis de cada farmaco individual que ejerce el
x% de efecto (Figura 22) (Chou, 2006).

20r
Para D1+D2+...(P:Q:---) para un radio constante de combinaciones)
1.51
b\ Subaditividad
4 _ Efecto
IC 0 v  aditivo

Combinacidn actual
«— Dato experimental Sinergismo

¥
05f :}‘.\

Simulacion por computadora
0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Fa

Figura 22. Grafica del indice de combinacién (IC) vs la fraccion afectada (Fa) y determinacion de

sinergismo, aditividad o subaditividad (IC <1; =1; >1).
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1.12. Célculo del indice de la Reduccién de la Dosis (IRD).

El indice de reduccién de la dosis (Chou, 2006), indica las veces que puede ser reducida
la dosis de cada farmaco en una combinacion de tipo superaditiva. El calculo del IRD es
importante, ya que permite disminuir efectos téxicos inherentes a la dosis, sin reducir los
efectos farmacologicos.

f .
(Dm)[= 1™

(D);

(IRD); =

Donde IRD es el indice de reduccion de la dosis, Dm es la dosis del efecto mediana de
cada farmaco individual, D corresponde a la dosis de la combinacion de los farmacos que
ejercen el x% de efecto, fa es la fraccidon afectada por la dosis D, m representa la
sigmoicidad de la curva dosis-efecto (m= 1 hipérbola; m> 1 sigmoidal; m< 1 sigmoidal

negativa).

(©)
' D2
¥_ ~— Curvade ajuste

IRD 2 | 4/%

Datos Experimentales
Dosis Reduccidn Favorable de la Combinacion

T

Dosis Reduccion No Favorable

! ! | | | | l |

| |
0 0.5 1.0
Fa

Figura 23. Grafica del indice de reduccion de la dosis (IRD) vs la fraccién afectada (Fa); IRD<1

Dosis Reduccion no favorable, IRD>1 Dosis Reduccion favorable (Chou, 2006).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El padecimiento de ulcera péptica (gastrica y duodenal) es comun dentro de la poblacion
a nivel mundial, dentro de los tratamientos para aliviar dicha enfermedad se encuentra el
uso de diversos remedios herbolarios como la raiz de Curcuma longa. Esta planta es
ampliamente utilizada a nivel mundial y en la actualidad se desconoce el tipo de
interacciones que podrian ocurrir con el uso concomitante de la raiz y otros farmacos
utilizados para el tratamiento de la uUlcera péptica. Es por ello que en este trabajo se
realizé un estudio sobre las interacciones de la curcumina, principal metabolito de la
Curcuma longa, con los farmacos subsalicilato de bismuto y ranitidina, asi como con el
extracto acetonico de la raiz de curcuma. Ademas se realizé el estudio de la interaccion
entre los principales curcuminoides del extracto, para evaluar si la variacién de las
proporciones de estos metabolitos en el extracto tiene algun efecto sobre la
gastroproteccion. Se utilizd el modelo de ulcera gastrica inducida con etanol en ratas,
analizando las combinaciones pareadas y multiples de los curcuminoides y los farmacos

antiulcerosos, aplicando la ecuacién del indice de combinacién (IC)-isobolograma.

3. HIPOTESIS

e La curcumina o el extracto de Curcuma longa en combinacién con los farmacos
antiulcerosos ranitidina y subsalicilato de bismuto presentardan una interaccién
farmacodinamica de tipo superaditiva (sinergista) de su efecto gastroprotector, en un
modelo de dafio gastrico inducido con etanol en rata Wistar. Adicionalmente, entre los
tres  principales curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina y bis-
desmetoxicurcumina), se presentara una interaccion de tipo superaditiva de su

actividad gastroprotectora en el mismo modelo biolégico.
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4. OBJETIVO:

Determinar la interaccion farmacodinamica gastroprotectora de la curcumina o el extracto
de Curcuma longa con los farmacos antiulcerosos ranitidina y subsalicilato de bismuto, en
el modelo de dano gastrico inducido con etanol. Asi como la interaccion entre los
principales curcuminoides curcumina, desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina,

empleando el mismo modelo biolégico.

4.1. Objetivos secundarios:

e Aislar y caracterizar a los curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina y bis-

desmetoxicurcumina) de la raiz seca de Curcuma longa.

e Determinar el efecto gastroprotector de los curcuminoides aislados de Curcuma
longa y el extracto aceténico, en un modelo de ulcera gastrica inducida con etanol

en rata y calcular la dosis mediana (Dm) de cada tratamiento.

e Determinar e identificar la composicion relativa de los curcuminoides presentes en
el extracto de Curcuma longa por cromatografia de liquidos acoplado a

espectrometria de masas.

e Determinar las interacciones fisico-quimicas entre la curcumina y los farmacos
antiulcerosos (subsalicilato de bismuto y ranitidina) mediante analisis

espectrométricos y espectrofotométricos.

e Evaluar la interaccion de la curcumina o el extracto con los farmacos antiulcerosos
(subsalicilato de bismuto y ranitidina) mediante el analisis de las combinaciones

multiples, aplicando la ecuacion del indice de combinacion (Cl)-isobolograma.

e Evaluar la interacciéon de los curcuminoides principales en diferentes proporciones
al extracto, mediante el andlisis de las combinaciones multiples, aplicando la

ecuacion del indice de combinacion (Cl)-isobolograma.
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5. METODOLOGIA.
5.1. Procedimientos generales.

La identificacion de la curcumina, desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina
(Ravindran, et al., 2007; Mahattanadula, et al., 2009; Thavorn, et al., 2014) se realiz6 por

medio de Espectrometria de Masas (EM) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los espectros de masas (EM) de los tres curcuminoides (energia de ionizacién 70eV), se
obtuvieron mediante un espectrometro Hewlett-Packard modelo 5890. ElI modo de
introduccion de la muestra fue directa y la ionizacién por electro espray positivo (ESI+).
Los espectros de RMN fueron obtenidos usando un espectrometro Varian modelo Unity
Plus 400 a 125 MHz ("*C) y 400 MHz ('H), usando tetrametilsilano (TMS) como estandar

interno. Los compuestos fueron disueltos en metanol deuterado (CDsOD).
5.2. Material vegetal y farmacos.

La Curcuma longa fue amablemente donada por Laboratorios MIXIM S. A. de C. V., como
raiz seca y molida que se utiliza como materia prima para la elaboracién de productos
comerciales. Los curcuminoides se aislaron en cantidades suficientes para la realizacién

de las pruebas bioldgicas.

Los farmacos con actividad antiulcerosa: sales de bismuto (Hall & van den Hoven, 1987;
Konturek et al., 1998) y ranitidina (Tuskey y Peura, 2013) fueron obtenidos en Sigma-
Aldrich®.

5.3. Aislamiento y purificacion de los curcuminoides.

Tres kilogramos de raiz seca molida de Curcuma longa se colocaron en extraccion por
Soxhlet con acetona por 6 horas para obtener el extracto de la planta, del cual se aislaron
los curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina) por
cromatografia en columna de lecho abierto, fase normal con silica gel 60 (0.063-0.200
mm, MERCK®). La elucion de la columna se realizé con hexano, cloroformo:hexano (1:1),
cloroformo:hexano (8:2), cloroformo, cloroformo:metanol (99.5:0.5), cloroformo:metanol
(99:1), cloroformo:metanol (98:2), cloroformo:metanol (97:3), los curcuminoides
comenzaron a separarse en las fracciones eluidas con cloroformo, el seguimiento de la

separacion se realizé mediante cromatografia en capa fina.
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Para la purificacion y cristalizacién de cada uno de los curcuminoides, se disolvieron las
fracciones con alto contenido de cada compuesto en la minima cantidad de metanol
caliente (60° C) y agregando un volumen 10 veces mayor de hexano a -20° C,
posteriormente se coloca a 4°C por 24 horas, los cristales formados se separan por
filtracion y se lavan con hexano frio (-20° C). La identificacion de las moléculas se llevo a

cabo por EM y RMN (ver anexos 1 al 9).
5.4. Composicion relativa de curcuminoides del extracto de C. longa.

La identificacidon de los tres curcuminoides principales y la determinacion de su proporcion
relativa, en el extracto de C. longa, se llevo a cabo mediante un analisis por
Cromatografia de Liquidos de alta Resolucién acoplado a Espectrometria de Masas
(CLAR/EM, Agilent® HPLC Serie 1200 / Agilent® ESI espectrometro de masas Triple Quad
LC/MS 6410), utilizando una columna Fase Reversa ZORBAX Extended-C18 (150 x 4.6
mm d.i.; 5 ym, Agilent®) a una temperatura de 25°C. El gradiente de elucién comenzd con
una proporcion 50:50 de acido formico 0.1% en agua: acetonitrilo, cambiando
gradualmente a una proporcién 5:95 en un tiempo de 22 min. La velocidad de flujo 0.5
mL/min. El tipo de ionizacion fue por Electrospray (ESI) negativo a una temperatura de

350° C, un flujo de 8 L/min y un voltaje capilar de 4 kV.

Antes de inyectar la muestra, se diluyeron 5 mg del extracto en metanol (0.9 mL) con
acido férmico 0.1% (0.1 mL), posteriormente la muestra fue sonicada por 10 min y
centrifugada a 22 000 g por 10 minutos. Para facilitar la inyeccion, 200 pyL de la muestra

ya procesada fueron diluidos en acido férmico acuoso (0.1%): acetonitrilo (80:20).
5.5. Preparacién de las suspensiones.

Con el objetivo de facilitar la administracién oral de los curcuminoides y del extracto, se
prepararon suspensiones de cada uno de los tratamientos como se describe a

continuacion.

Se colocaron 100 mg de cada uno de los tratamientos con 0.25 mL de Tween 80, 0.25 mL
de Span 20 y 1 mL de agua destilada, en agitacién constante durante 30 min utilizando un
homogeneizador (ULTRATURAX®) a 338.2 g. Posteriormente, se agregd agua destilada a
una velocidad de 0.5 mL/min hasta completar un volumen final de 10 mL, manteniendo
constante la agitacion durante 90 min adicionales. El tamario de particula (~570 a 740 nm)
fue medido con un Zetasizer ZEN ZS 3600 (Malvern Panalytical Co., UK). Las

suspensiones fueron almacenadas a temperatura ambiente, alejadas de la luz.
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5.6. Animales de experimentacion.

Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso entre 200 a 250 g obtenidas de Envigo
México. Los animales se mantuvieron a una temperatura constante de 22 + 2 °C y
sometidas a ciclos de 12 horas de luz con libre acceso a comida y agua electropura® (no

acidulada) (Velazquez-Moyado et al., 2015).

Todos los experimentos en los que se involucrd el uso de animales de laboratorio se
realizaron siguiendo los lineamientos especificados en la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999 (Especificaciones Tecnicas para la Produccién, Cuidado y uso de
Animales de Laboratorio) y de acuerdo a las reglas internacionales de cuidado y uso de
animales de laboratorio. Se sometié el protocolo de investigacién para la aprobacion y
autorizacion bioética del Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Facultad de Quimica, obteniendo la aprobaciéon con el oficio niumero
CICUAL/147/16, 2016 (ver anexo 10).

5.7. Modelo de ulcera géastricainducida con etanol en rata.

Las ratas se mantuvieron en un ayuno de 14 horas, en jaulas con piso de malla para
evitar la ingesta de heces y/o aserrin. Posteriormente se administré6 con ayuda de una
canula metalica, un volumen de 1mL de etanol absoluto en la cavidad gastrica, al término
de 2 horas se sacrifico la rata por asfixia en camara de COg, para extraer el estbmago el
cual se abre por la curvatura mayor y se lava con solucion salina; posteriormente es fijado
con 10 mL p-formaldehido al 4% (Veldazquez-Moyado, et al., 2015). Se midi6 el area de
dafio en mm? de cada lesién con la ayuda de un microscopio digital Celestron 44302-A y

el programa Image J (Rasband, 1997-2014).
5.8. Determinacidn del efecto gastroprotector.

Para evaluar el efecto gastroprotector, los tratamientos con los compuestos puros se
administraron 30 minutos antes de inducir el dano gastrico con etanol como se describid
anteriormente. En todos los experimentos se incluyd un lote control que es tratado con el
vehiculo empleado para administrar los compuestos y farmacos de prueba (Velazquez-
Moyado, et al., 2015).

Se empled un minimo de 6 animales por dosis de farmaco para la construccion de las
curvas dosis-efecto y el calculo de la dos mediana (Dm), la cual se define como la dosis

requerida para afectar el 50% del sistema.
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Se utilizé un analisis de varianza de una via para verificar si existe diferencia significativa

entre las dosis administradas y el control en cada uno de los farmacos empleados.
5.9. Andlisis isobolografico normalizado.

El analisis de las interacciones binarias se realizo6 empleando el isobolograma
normalizado, el cual, como se menciond en los antecedentes, es una representacion
grafica de las dosis equivalentes de dos farmacos para un efecto determinado; en este
estudio se evalué la Dm para cada farmaco en la combinacién. La normalizacion del
isobolograma se llevo a cabo graficando la razén de la dosis empleada para cada farmaco
entre su propia Dm en cada uno de los ejes (D1/Dm; para el farmaco 1 y D2/Dm; para el

farmaco 2). Para ello, se calculé la aditividad matematicamente con la siguiente ecuacion:

®, ©,
om), T om),

Asi mismo, el area de aditividad se calcul6 con las siguientes ecuaciones:

_ Di—a m /m — _ Dm,
b — sz (—Dml) 1 2 y b D2 (%)ml/mz
La Dm tedrica (DmTEO) y Dm experimental (DmEXP) de las combinaciones binarias en el
analisis isobolografico fueron comparadas por medio de la prueba de Mann-Whitney, para

establecer la diferencia estadistica significativa.

5.10. Andlisis de las combinaciones multiples aplicando la ecuacién del indice de

combinacién (IC)-isobolograma (método Chou-Talalay).

Se realizé el calculo del indice de combinacién para los tres metabolitos y farmacos
utilizados en el estudio, empleando la férmula descrita por Chou-Talalay (2006) para

combinaciones multiples.

n(IC)y = Z - Z (D’“)l'”{[D]i/z’f[D]}

R T

Donde n(IC)x es el indice de combinacién para n farmacos, al x% de efecto; (Dx)1-n es la
suma de las dosis de los farmacos que ejercen el x% de efecto en combinacion;
{[D]y=M[D]} es la proporcionalidad de la dosis de cada uno de los farmacos en

combinacion; (Dm){fax)i/[1-(fax)]}"™ es la dosis de cada farmaco individual que ejerce el
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x% de efecto, para determinar si existe sinergismo(Cl<1), aditividad (Cl=1) o
subaditividad(Cl >1) (Chou, 2006).
Las combinaciones probadas en proporcion 1:1 con respecto a la dosis mediana
calculada fueron:

e Extracto - Ranitidina

e Curcumina - Ranitidina

e Extracto - Subsalicilato de Bismuto

e Curcumina - Subsalicilato de Bismuto

e Curcumina - Desmetoxicurcumina

e Curcumina - Bis-desmetoxicurcumina

e Curcumina - Desmetoxicurcumina - Bis-desmetoxicurcumina (1:1:1)

e Extracto (3.7:1:10, CUR:DMC:BDMC)

La dosis mediana calculada para cada uno de los farmacos fue utilizada para preparar las
combinaciones. En la Tabla 1 se muestra el disefo para las combinaciones binarias (1:1),
asi mismo en la Tabla 2, se muestra el disefio para la combinacion triple 1:1:1, CUR-
DMC-BDMC.

Farmaco 1

0 0.25x(Dm)1  0.5x(Dm)1  (Dm)1  2x(Dm)1  4x(Dm)1

0 Control
(fa)o (fa) (fa) (fa) (fa) (fa)
0.25x(Dm)2  (fa)2 (fa)1,2
Fé”gaco 0.5x(Dm)2  (fa)z (fa)r.2
(DmM)z2 (fa)z (fa)1,2
2x(Dm):  (fa): (fa)i2
4x(Dm)2 (fa)2 (fa)1.2

Tabla 1. Disefio experimental de las combinaciones binarias (1:1). Dm = dosis mediana del

farmaco 1 o 2 en la combinacién; fa= fraccion afectada por el tratamiento.
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Farmaco 1 Farmaco 2 Farmaco 3
0 0 0 Control
0.25x(Dm)1 0.25x(Dm). 0.25x(Dm)s3 (fa)i 23
0.5x(Dm)1 0.5x(Dm): 0.5x(Dm)s (fa)i 23
(Dm); (Dm): (Dm)s (fa)123
2x(Dm); 2x(Dm); 2x(Dm)s3 (fa)1,2,3
4x(Dm); 4x(Dm), 4x(Dm)3 (fa)1,2,3

Tabla 2. Disefio experimental para la combinacion triple CUR-DMC-BDMC (1:1:1). Dm = dosis

mediana del farmaco 1 o 2 en la combinacion; fa= fraccion afectada por el tratamiento
5.11. Célculo del indice de la Reduccion de la Dosis (IRD).

Se realizé el calculo del indice de reduccion de la dosis, segun el método matematico
propuesto por Chou (2006):

f .
(D) [ 1™

(D);

Donde IRD es el indice de reduccion de la dosis, Dm es la dosis del efecto mediana de

(IRD); =

cada farmaco individual, D corresponde a la dosis de la combinacion de los farmacos que
ejercen el x% de efecto, fa es la fraccidon afectada por la dosis D, m representa la

sigmoicidad de la curva dosis-efecto.

5.12. Evaluacion de la mucoadhesion.

La evaluacion de la mucoadhesion de las suspensiones de los curcuminoides y del
extracto se realizd empleando un método reoldgico, reportado por Hagerstrom et al.
(2000). Esta metodologia se basa en la diferencia entre el mdodulo elastico (G') y el
viscoso (G") de las muestras. Los pardametros de sinergismo (AG' y AG") se determinaron
por las siguientes ecuaciones:

AG' = G'mix — (G'sus + G'muc)
AG" = G"mix = (G"sus + G muc)

Dénde G'sus y G"sus representan el modulo elastico y viscoso de la suspension
individual, G'muc y G"muc son el médulo elastico y viscoso de la mucina, G'mix y G"mix

representan los parametros de la mezcla de mucina con cada una de las suspensiones.
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Los valores de AG' y AG" positivos indican una interaccion entre los componentes de la
muestra y por lo tanto de mucoadhesion. Los parametros de sinergismo reoldgico fueron

comparados por debajo del punto de inflexién a 2.5, 5y 10 rad/s.

La mucina empleada fue de estdmago porcino (tipo lll) Sigma Aldrich® (donada por la
Dra. Josefa Bernad), la cual se dispersé con agitacion magnética suave durante 14 h a
temperatura ambiente en un medio gastrico simulado (solucién acuosa de HCL, pH 1.6).
La dispersion de mucina se mezclé con cada una de las suspensiones para producir una
concentracion final de 5% (p/p) de mucina y 3% (p/p) de suspension. La mezcla se
mantuvo con agitacién magnética por 30 min previos a su evaluacion. Cada una de las
suspensiones individuales se evalué en el medio gastrico simulado, asi como la
dispersién de mucina sola. Todas las mediciones reoldgicas se realizaron en un redmetro
de esfuerzo controlado TA Instruments Discovery HR3® con una geometria de cilindros
concéntricos (21,96 mm de diametro exterior, 20,38 mm de diametro interno, 59,90 mm de
altura y 500 um de espacio). Los componentes individuales y las mezclas de sistema de
mucina se caracterizaron bajo flujo de cizallamiento constante en el rango de 1 a 1000 s,
y bajo flujo oscilatorio en el régimen visco-elastico lineal a 37.0 £ 1° C (bafio de agua

circulante Cole Parmer Polystat y Peltier AR-G2).
5.13. Analisis histolégico.

Una porcion representativa de cada uno de los estdmagos tratados fueron almacenados a
4° C en paraformaldehido (4%, pH 7.4) para su posterior analisis microscépico. El tejido
fue deshidratado con bafios de alcoholes, disminuyendo sucesivamente su polaridad
(formaldehido 10%, etanol 80, 96, 100%, xilol:parafina 50:50), hasta embeber en parafina.
Se cortaron secciones de 5 um, las cuales fuero montadas en portaobjetos y tefiidas con
hematoxilina-eosina para su examinacion microscépica (Olympus BX51 acoplado a una

camara de alta resolucién Olympus Q-Color 5).
5.14. Anédlisis estadistico.

La diferencia estadistica entre la Dm tedrica (DmTEO) y la Dm experimental (Dmexp)fue
establecida con base en el resultado de la prueba Mann-Whitney, p < 0.05. La diferencia
estadistica entre los tratamientos y el control ulcerado, fue determinada por un analisis de

varianza (ANADEVA) seguido de una prueba post hoc de Dunnett.
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6. RESULTADOS.
6.1 Aislamiento e identificacion de curcuminoides.

A partir de 1.5 kg de raiz seca molida de Curcuma longa, se lograron aislar e identificar
6.68 g de curcumina, 321.23 mg de desmetoxicurcumina y 448.89 mg de bis-

desmetoxicurcumina (Figura 24).

El ibn molecular de los espectros de masas de la curcumina, desmetoxicurcumina y bis-
desmetoxicurcumina muestran una m/z de 368, 338 y 308 respectivamente, lo que
concuerda con su masa molecular. El fragmento mayoritario del espectro de la curcumina
mostré una m/z de 177, el cual corresponde con la mitad de la molécula (ver anexo 3). En
el caso de la desmetoxicurcumina, los fragmentos mas abundantes fueron m/z 177 (mitad
de la molécula con metoxilo) y m/z 147 (mitad de la molécula sin metoxilo) (ver anexo 6),
asi pues, para la bis-desmetoxicurcumina el fragmento mayoritario corresponde con la
mitad de la molécula (m/z 147) (ver anexo 9). Los datos observados en los espectros de

masas de las tres moléculas coinciden con lo reportado en la literatura (Cao, et al., 2014).

A continuacion se describen los desplazamientos y constantes de acoplamiento

correspondientes a los espectros de RMN de los tres curcuminoides.

Curcumina: R =R’ = OMe
Desmetoxicurcumina: R = OMe; R’ =H
Bis-desmetoxicurcumina: R=R’=H

Figura 24. Estructura de los tres curcuminoides aislados e identificados.

Curcumina (Ver anexo 1y 2): '"H NMR (400 MHz, CDsOD, 8): 7.6 (d, J=15.8 Hz, H-1/7);
7.24 (s, H-9/15); 7.14 (d, J=8.3 Hz, H-13/19); 6.85 (d, J=8.2 Hz, H-12/18); 6.66 (d, J=15.8
Hz, H-2/6); 5.99 (s, H-4 forma ceto-enol); 4.59 (s, H-4 forma diceto); 3.94 (s, OMe-10/6),
3C NMR (125 Hz, CD3s0OD, §): 182.53 (C-3); 182.58 (C-5); 148.24 (C-11/17); 147.18 (C-
10/16); 139.88 (C-1/7); 126.35 (C-8/14); 121.86 (C-13/19); 120.02 (C-2/6); 114.33 (C-
12/18); 109.51 (C-9/15); 99.73 (C-4); 54.22 (OMe-10/16).
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Desmetoxicurcumina (Ver anexo 4 y 5): 'H RMN (400 MHz, CDs0D) &: 7.59 (dt, J=15.9,
2.5 Hz, H-1/7); 7.50 (td, J=5.6, 2.7 H-9/13); 7.23 (d, J=4.7 Hz, H-15); 7.13 (dd, J=8.2, 2.5
Hz, H-19); 6.84 (dd, J=8.5, 2.2 Hz, H-10/12/18); 6.63 (m, H-2/6); 5.97 (m, H-4 forma ceto-
enol); 4.59 (s, H-4 forma diceto); 3.93 (d, J=2.5 Hz OMe-18), *C NMR (125 Hz, CDsOD,
3): 184.68 (C-3/5); 161.09 (C-16); 150.47 (C-17); 149.92 (C-11); 142 (C-1/7); 131.14 (C-
9/13); 128.60-128.01 (C-8/14); 124.1 (C-19); 122.26-122.0 (C-2/6); 116.7 (C-12/10/18);
111.75 (C-15); 101.95 (C-4); 56.46 (OMe-18).

Bis-desmetoxicurcumina (Ver anexo 7 y 8): '"H RMN (400 MHz, CDs0D, §): 7.60 (d, J=15.9
Hz,H-1/7); 7.52 (m, H-9/13/15/19); 6.82 (m, H-10/12/16/18); 6.62 (d, J=15.8 Hz, H-2/6);
5.97 (s, H-4 forma ceto-enol), C NMR (125 Hz, CDs;OD, 3§): 184.8 (C-3/5); 161.05 (C-
11/17); 141.85 (C-1/7); 131.13 (C-8/14); 128.01 (C-2/6); 121.98 (C-12/10/16/18); 116.89
(C-9/13/15/19); 101.73 (C-4).

6.2. Composicion relativa de curcuminoides en el extracto de C. longa.

Para realizar el analisis de la interaccién de los curcuminoides presentes en el extracto,
fue preciso conocer las cantidades relativas de dichos compuestos. Mediante el analisis
CLAR/EM se logro identificar la presencia de los tres curcuminoides principales en el
extracto (Figuras 25 a 28). Las proporciones relativas se muestran en la Tabla 3,

considerando las areas bajo la curva del cromatograma (tres repeticiones):

x10 2 |- BPC Scan OT707_4A.d CUR
1 1

0.8+
BDMC

0.6 DM
0.4

0.2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Figura 25. Cromatograma del extracto de C. longa, obtenido por extraccién en Soxhlet con
acetona, para determinar la composicion relativa de los curcuminoides (BDMC: bis-
desmetoxicurcumina; DMC: desmetoxicurcumina; CUR: curcumina).
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x10 2 |- Scan (7.0-7.3 min, 74 seans) OT707_4A d
1 L} LEPE

0.81

0.61 187

307

0.4 1

0.21

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 40
Counts (%) ve. Massao-Charge (mfz)
Figura 26. Espectro de masas del pico observado a 7.0-7.3 min, en el cual el pico base
corresponde con la masa molecular de la bis-desmetoxicurcumina m/z 307 (M-H). Modo de
ionizacion, ESI negativo.

x10 2 |-Scan (7 4-7.7 min. 67 scans) OT707_4A d
1 119 217

0.8 337

o8 143
173

134] |55 ‘
ol — . - 0k Jaloys k1. ¥ . . 0 0 . . . W ..
0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 40

Counts (%) vs. Mass-to-Chamge (miz)

Figura 27. Espectro de masas del pico observado a 7.4-7.7 min, en el cual el pico base
corresponde con la masa molecular de la desmetoxicurcumina m/z 337 (M-H). Modo de ionizacion,
ESI negativo.

102 |- Sean (7.7-8.1 min, B7 =cans) OT707_4Ad

0.81

0.61 143 217

0.4

0.21 134
I 158
| ke
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 40
Counts (%) vs. Masswo-Charge (miz)

Figura 28. Espectro de masas del pico observado a 7.7-8.1 min, en el cual el pico base
corresponde con la masa molecular de la curcumina m/z 367 (M-H). Modo de ionizacién, ESI
negativo.
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Tabla 3. Proporciones relativas de los tres principales curcuminoides en el extracto de C. longa,
obtenido por extraccion en Soxhlet con acetona. *El tipo de ionizacién fue ESI negativo (M-H)-.

Tiempo de lon Area
c inoid retencion  molecular relativa
Bis-desmetoxicurcumina (BDMC) 71 307 32.3+0.57
Desmetoxicurcumina (DMC) 7.5 337 21.4+0.86
Curcumina (CUR) 7.9 367 46.3+0.98

Los porcentajes calculados para cada uno de los curcuminoides expresados en fraccion
de la dosis del extracto son 0.463 para curcumina, 0.214 para desmetoxicurcumina y
0.323 para bis-desmetoxicurcumina. Esta fraccion (p) puede ser calculada con respecto a
las dosis con la siguiente expresion matematica, donde D4, D2 y Ds son las dosis

individuales para cada uno de los curcuminoides en la dosis total del extracto.

Dy

P=D.+ D, +D,

Esta fraccion (p) fue usada para calcular la proporcién de la dosis mediana (Pom) para

cada curcuminoide dentro del extracto:

Donde Dm es la dosis mediana de cada curcuminoide individual y p es la fraccion de este

curcuminoide dentro del extracto.

La proporcion Ppny calculada para cada curcuminoide fue 0.4653 para curcumina, 0.1271
para desmetoxicurcumina y 1.2936 para bis-desmetoxicurcumina. Cada una de las
proporciones (Ppm) fue dividida por el valor menor, en este caso 0.1271. Por lo que las
proporciones de los curcuminoides en el extracto fueron 3.7:1:10 (CUR:DMC:BDMC), de

acuerdo a cada una de las dosis medianas de los curcuminoides.
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6.3. Efecto del disolvente y proceso de extraccién en la composicién relativa de

curcuminoides en el extracto.

Se realizé un analisis comparativo de la composicion relativa de diferentes extractos de C.

longa. Los cuales se prepararon por sonicacion en contacto con el disolvente (metanol,

etanol o acetona) por 30 min, y se analizaron con el procedimiento anteriormente descrito

(Figura 29). Los porcentajes relativos de cada curcuminoide en cada uno de los métodos

de extraccion empleados se muestran en la Tabla 4.

A x10 2 |- BPC Scan OT707_4Ad
1

0.8
0.6
0.4+

0.2

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Figura 29. Cromatogramas comparativos de los diferentes extractos. A: acetdnico por Soxhlet; B:
acetonico por sonicacion; C: metandlico por sonicacion; D: etandlico por sonicacion.
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Tabla 4. Proporcion relativa de los tres curcuminoides (%) utilizando diferentes métodos de

extraccion.

Proporcion con
totales (%)

respecto a curcuminoides

16n
o T.r.(min) ~ molec. Ext. Acetona Ext. Acetona Ext. Ext.
Curcuminoide (m/z) . ) .
Soxhlet Sonicacién Metanolico Etandlico
Sonicacion Sonicacion
BDMC 71 6.6 307 32.3+2057% 31.32099% 304+1.03% 33.9+x087%
DMC 75 6.9 337 214+086% 21.820.70% 227+0.82% 232+x042%
CUR 79 73 367 46.3+098% 435+087% 445+070% 46.4+£0.89%

BDMC= bis-desmetoxicurcumina, DMC= desmetoxicurcumina, CUR= curcumina. T.r.= tiempo de

retencion. 16n molec= idn molecular. Ext= extracto.
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6.4. Determinacion de la Dosis mediana (Dm) y el efecto gastroprotector del

extracto, la curcuminay los farmacos antiulcerosos.

El calculo de la Dm y valor de m, se determin6 mediante el ajuste de la curva dosis-
respuesta a la Ecuacién del Efecto-mediana de la Ley de Accion de Masas, descrita por
Chou (2006):

log (j:—i) = mlog(D) — mlog(Dm)

Donde fa es la fraccion afectada por el tratamiento, fu es la fraccion no afectada es decir
(1-fa), m es la pendiente de la grafica, D es la dosis del farmaco para obtener fa y Dm es
la dosis mediana. Todos los tratamientos (curcumina, extracto y farmacos antiulcerosos)
presentaron un efecto gastroprotector contra las lesiones ocasionadas por etanol absoluto
(Figura 30). Los datos calculados de las Dm para cada tratamiento se muestran en la
Tabla 5.

Log [fa/(1-fa)]

Log Dosis

Figura 30. Curvas de ajuste de la Ecuacién del Efecto-mediana para el calculo de Dm de los
diferentes tratamientos: extracto (O), curcumina (@), ranitidina (A) y subsalicilato de bismuto ()
(Chou, 2006). Cada punto representa la mediana de 6 repeticiones.
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Tabla 5. Dosis mediana (Dm) y valor de m (pendiente) para cada tratamiento, utilizando el ajuste
de la Ecuacion del Efecto-mediana de la Ley de Accion de Masas (Chou, 2006).

Farmaco Dm m
(mg/kg)

Extracto 0.004 0.21

Curcumina 0.996 0.38

Ranitidina 17.4 0.61

S. Bismuto 11.5 1.49

6.5. Evaluacion de las interacciones farmacologicas.

6.5.1. Combinaciones de ranitidina con curcumina o el extracto.

La Dm calculada para las combinaciones curcumina-ranitidina y extracto-ranitidina (31.79
mg/kg y 31.11 mg/kg, respectivamente) es mayor que la Dm de los farmacos individuales
(curcumina: 0.99 mg/kg; extracto: 0.004 mg/kg; ranitidina: 17.4 mg/kg); cuando la

curcumina y el extracto son administrados antes que la ranitidina.

El analisis isobolografico (Figura 31) muestra una interaccion de tipo subaditiva para
ambas combinaciones, debido a que las Dm experimentales son mayores que las Dm
tedricas, mostrando diferencia significativa. Este resultado es congruente con el analisis

realizado calculando el indice de combinacion (Figura 32).
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Figura 31. Isobolograma normalizado de la combinacién extracto-ranitidina (A) y curcumina-
ranitidina (B). Los puntos de la Dm experimental (A) (31.11 mgkg y 31.79 mglkg,
respectivamente) fueron comparados contra la Dm tedrica (A) (8.79 mg/kg y 9.19 mg/kg,
respectivamente).” Diferencia estadistica significativa (p < 0.05) aplicando una prueba Mann-
Withney. Las lineas punteadas delimitan la zona de aditividad.
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Figura 32. Curva del indice de combinacién (IC) vs la fraccién afectada (fa) de las combinaciones
extracto-ranitidina (A) y curcumina-ranitidina (B) en una proporciéon 1:1. La linea discontinua (--)
representa el comportamiento teérico de la combinacién. Los valores de IC indican subaditividad,
aditividad o superaditividad cuando IC>1, IC=1 o IC<1, respectivamente. Cada punto representa la
media + EEM de 4 a 6 repeticiones.
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6.5.2. Combinaciones de subsalicilato de bismuto con curcumina o el extracto.

El valor de la Dm para la combinaciéon curcumina-s. de bismuto fue de 8.02 mg/kg,
mientras que para la combinacion del extracto con s. de bismuto fue de 6.35 mg/kg. El
analisis isobolografico (Figura 33) indica una interaccion de tipo aditiva para ambas
combinaciones a la Dosis mediana evaluada, ya que la Dm experimental (8.02 mg/kg y
6.35 mg/kg, respectivamente) cae dentro del area de aditividad. Asi mismo en la curva del
IC vs fa (Figura 34) se observa una interaccion de tipo aditiva para fa > 0.5, lo cual

concuerda con lo observado en el isobolograma.

1.0 1.0

Extracto
D,/Dm,
Curcumina
D,/Dm,

0.54 0.51

0.0+

0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 1.5

S.de Bismuto S.de Bismuto
D,/Dm, D,/Dm,

Figura 33. Isobolograma normalizado de la combinacion extracto-s. de bismuto (A) y curcumina-s
de bismuto (B). Los puntos de la Dm experimental (A) (6.35 mg/kg y 8.02 mg/kg, respectivamente)
fueron comparados contra la Dm tedrica (A) (5.75 mg/kg y 6.24 mg/kg, respectivamente).*
Diferencia estadistica significativa (p < 0.05) aplicando una prueba Mann-Withney. Las lineas
punteadas delimitan la zona de aditividad.
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Figura 34. Curva del indice de combinacién (IC) vs la fracciéon afectada (fa) de las combinaciones
extracto-s. de bismuto (A) y curcumina-s. de bismuto (B) en una proporciéon 1:1. La linea
discontinua (--) representa el comportamiento tedrico de la combinacion. Los valores de IC indican
subaditividad, aditividad o superaditividad cuando IC>1, IC=1 o IC<1, respectivamente. Cada punto
representa la media £ EEM de 4 a 6 repeticiones.

6.6. Determinacién de la Dosis mediana (Dm) y efecto gastroprotector del extracto y
los curcuminoides individuales.

El calculo de la Dm para el extracto y cada uno de los curcuminoides se llevé a cabo
aplicando la Ecuacion del Efecto-mediana de la Ley de Accién de Masas, descrita
anteriormente (Chou, 2006). Todos los tratamientos presentaron un efecto gastroprotector
dosis dependiente contra las lesiones ocasionadas por etanol absoluto (Figura 35). Los

datos calculados para la Dm de cada tratamiento se muestran en la Tabla 6.

Log [fa/(1l-fa)]

Log Dosis (mg/kg)

Figura 35. Curvas de ajuste de la Ecuacion del Efecto-mediana para el calculo de Dm de los
diferentes tratamientos: extracto (O), curcumina (@), desmetoxicurcumina (M) y bis-
desmetoxicurcumina (A) (Chou, 2006). Cada punto representa la media de 4 a 6 repeticiones.

58



Farmaco Dm m

(mg/kg)
Extracto 0.004 0.21
Curcumina 0.996 0.38
Desmetoxicurcumina 1.68 0.83
Bis-desmetoxicurcumina 0.25 0.52

Tabla 6. Dosis mediana (Dm) y valor de m (pendiente) para cada tratamiento, utilizando el ajuste
de la Ecuacion del Efecto-mediana de la Ley de Accién de Masas (Chou, 2006).

6.7. Evaluacion de lainteraccion entre los curcuminoides.

6.7.1. Evaluacion del extracto de C. longa.

La Dm calculada para el extracto (0.004 mg/kg) fue menor que para los curcuminoides
individuales (curcumina: 0.99 mg/kg; desmetoxicurcumina 1.68 mg/kg; bis-
desmetoxicurcumina: 0.25 mg/kg). De acuerdo con el andlisis de combinaciones multiples
llevado a cabo mediante el calculo del ClI, los curcuminoides presentes en el extracto en
una proporcién 3.7:1:10 (para curcumina, desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina;
ver la seccion Materiales y métodos) con respecto a sus Dm calculadas individuales,
presentaron una interacciéon de tipo superaditiva para todas las fracciones afectadas
(Figura 36). Se calculé el indice de reduccion de la dosis para cada uno de los

curcuminoides en el extracto (Figura 37).
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Figura 36. Curva del indice de combinacién (IC) vs la fraccion afectada (fa) del extracto de C.
longa. La linea discontinua (--) representa el comportamiento tedrico. Los valores de IC indican
subaditividad, aditividad o superaditividad cuando IC>1, IC=1 o IC<1, respectivamente. Cada punto

representa la media £ EEM de 4 a 6 repeticiones.
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Figura 37. Grafica del indice de reduccion de la dosis (IRD) calculada para la curcumina (@), DMC
(W) y BDMC (A) en el Extracto de C. longa. Cada punto representa la media + EEM de 4 a 6

repeticiones.

6.7.2. Combinacién Curcumina-Desmetoxicurcumina-Bis-desmetoxicurcumina (1:1:1).

Se evalud la interaccion de los tres curcuminoides en una proporcion 1:1:1 con respecto a
su Dm individual, para determinar si la variacion de las proporciones influye en el efecto

gastroprotector del extracto. La Dm calculada (2.54 mg/kg) de la combinacion triple (1:1:1)
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fue mayor que para el extracto (0.004 mg/kg), incluso que la de los curcuminoides
individuales (Figura 38).

0.04

Log [fa/(1-fa)]

Combinacion Dm (mg/kg) m

CUR-DMC-BDMC 2.54 0.88

r T T T 1
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

Log Dosis

Figura 38. Curva de ajuste de la Ecuacién del Efecto-mediana de la Ley de Accion de Masas para

el calculo de Dm de la combinacion triple CUR-DMC-BDMC. Cada punto representa la media de 4
a 6 repeticiones.

La curva del indice de combinacion (Figura 39) indica que la combinacién triple (1:1:1)
presenta una interaccion de tipo subaditiva para fa< 0.8.

201
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Figura 39. Curva del indice de combinacién (IC) vs la fraccion afectada (fa) de CUR-DMC-BDMC
(1:1:1). La linea discontinua (--) representa el comportamiento tedrico de la combinacion. Los
valores de IC indican subaditividad, aditividad o superaditividad cuando IC>1, IC=1 o IC<1,
respectivamente. Cada punto representa la media £+ EEM de 4 a 6 repeticiones.

6.7.3. Combinacién Curcumina-Desmetoxicurcumina y Curcumina-Bis-

desmetoxicurcumina (1:1).

Con el objetivo de determinar la sinergia que existe entre los tres curcuminoides dentro

del extracto, se evaluaron las combinaciones binarias curcumina-desmetoxicurcumina y
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curcumina-bis-desmetoxicurcumina, ambas a una proporcion 1:1 con respecto a sus Dm
individuales, encontrando que las Dm calculadas para ambas combinaciones son
mayores que para el extracto o los curcuminoides individuales (Figura 40). En ambos
casos el andlisis tanto isobolografico (Figura 41) como el calculo de CI (Figura 42),

sugiere una interaccion de tipo subaditiva.

Log [fa/(1-fa)]
Log [fa/(1-fa)]

-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 T T T
Log Dosis (Curcumina-DMC) -1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
A B Log Dosis (Curcumina-BDMC)

Figura 40. A: Curva de ajuste de la Ecuacién del Efecto-mediana de la Ley de Accién de Masas
para el calculo de Dm de la combinacion CUR-DMC (Dm: 10.05mg/kg). B: Curva de ajuste de la
Ecuacién del Efecto-mediana de la Ley de Accion de Masas para el calculo de Dm de la
combinacion CUR-BDMC (Dm: 1.58 mg/kg). Cada punto representa la media de 4 a 6 repeticiones.
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Figura 41. A: Isobolograma normalizado de la combinacion Curcumina-DMC (1:1). La Dm
experimental (10.05 mg/kg) calculada para la combinacion (M) fue comparada contra la Dm tedrica
(1.34 mg/kg) (O). B: Isobolograma normalizado de la combinacién Curcumina-BDMC (1:1). La Dm
experimental (1.58 mg/kg) calculada para la combinacién (®) fue comparada contra la Dm tedrica
(0.62 mg/kg) (O).*Diferencia estadistica significativa (p < 0.05) aplicando una prueba Mann-
Withney.
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Figura 42. A: Curva del indice de combinacion (IC) vs la fraccion afectada (fa) de CUR-DMC en
una proporcion 1:1. B: Curva del indice de combinacion (IC) vs la fraccion afectada (fa) de CUR-
BDMC en una proporcién 1:1. La linea discontinua (--) representa el comportamiento teérico de la
combinacion. Los valores de IC indican subaditividad, aditividad o superaditividad cuando IC > 1,
IC =10IC <1, respectivamente. Cada punto representa la media + EEM de 4 a 6 repeticiones.

6.8. Andlisis histolégico del tratamiento con los curcuminoides y el extracto.

En la Figura 43 se muestran los cortes representativos de los estdmagos tratados con

curcumina, desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina, previo a la induccién del dafio
con etanol.

Asi mismo, en la Figura 44 se observan los cortes representativos del tratamiento con el
extracto y la combinacion triple 1:1:1 (CUR-DMC-BDMC), comparados contra un control

no ulcerado y un estobmago que presenta necrosis y desprendimiento de la mucosa.
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Figura 43. Cortes histolégicos de la cavidad gastrica (aumento 10x). En la fila superior se muestra la integridad de la mucosa de un estémago
control no ulcerado (A), el dafio a la mucosa de un estdmago ulcerado (B), comparados con los estémagos tratados con curcumina a la dosis de
1mg/kg y 10 mg/kg (C y D, respectivamente). En la fila inferior se encuentran los estdmagos tratados con demetoxicurcumina 1mg/kg y 10 mg/kg
(E y F, respectivamente), y bis-desmetoxicurcumina a 1mg/kg y 10 mg/kg (G y H, respectivamente). MM= muscularis mucosae. Las flechas
indican necrosis y pérdida de la mucosa.
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Figura 44. Cortes histologicos de la cavidad gastrica (aumento 10x) de un estémago control no
ulcerado (A) versus un estémago ulcerado (B). Las imagenes C y D muestran una porcién de los
estébmagos tratados con el extracto (10 mg/kg) y la combinacion triple 1:1:1 (CUR-DMC-BDMC,
11.68 mg/kg), respectivamente. M= mucosae (mucosa), MM= muscularis mucosae. Las flechas
indican necrosis y pérdida de la mucosa.
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7. DISCUSION.

El analisis por CLAR/EM de la composicion relativa de los curcuminoides presentes en el
extracto de Curcuma longa se mantiene constante independientemente de utilizar etanol,
acetona o metanol para su extraccion (Figura 29). Asi mismo, en el caso de la extraccién
por Soxhlet con acetona y por sonicacion, ambos extractos resultaron contener
proporciones similares de curcuminoides (Tabla 4). Este resultado es de suma
importancia, ya que se puede optimizar la obtencion del extracto reduciendo tiempo y

costos.

Como se muestra en la Figura 30, tanto el extracto, la curcumina y los farmacos, ranitidina
y subsalicilato de bismuto, presentaron un efecto gastroprotector dosis dependiente que

previno el dafo inducido con etanol en ratas.

El mecanismo por el cual el etanol es un agente necrosante de la mucosa gastrica
involucra la formacién de especies reactivas de oxigeno, las cuales pueden ser
neutralizadas por los curcuminoides, debido a su importante actividad antioxidante
descrita anteriormente (Kwiecien et al., 2002). Asi pues, se sugiere que el mecanismo
antiinflamatorio y antioxidante del extracto y la curcumina esta involucrado en el efecto

gastroprotector presentado en este estudio (Epstein et al. 2010).

Por otro lado, se sabe que la ranitidina es un antagonista de los receptores de histamina
H2, y su actividad se encuentra relacionada con la disminucién de la actividad gastrica
(Tuskey y Peura, 2013). En el caso del subsalicilato de bismuto, su principal mecanismo
de accion es crear una barrera protectora sobre la mucosa gastrica, asi como favorecer la

secrecién de bicarbonato y moco (Tanaka et al., 1997; Bagchi et al., 1998).

Los resultados de este estudio muestran que el extracto y la curcumina son los agentes
gastroprotectores mas potentes en el modelo de induccion de dafo con etanol, en

comparacion con la ranitidina y el subsalicilato de bismuto.

Como se menciond anteriormente, el efecto gastroprotector de la curcumina involucra
diferentes mecanismos de accion, principalmente como antioxidante y antiinflamatorio, ya
que regula mediadores importantes como la sintasa inducible de 6xido nitrico (iNOS), el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor nuclear kappa-B (NF-«B) (REF). Kim y
colaboradores (2005) reportaron que el extracto de acetato de etilo de C. longa disminuye
la liberacion de acido gastrico, debido a un efecto antagonista de los receptores de

histamina Hz, un efecto similar al de la ranitidina. Sin embargo, en este mismo estudio se
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reportdé que la curcumina no posee dicho efecto antagonista de los receptores de
histamina (Kim et al., 2005). Por lo que, el estudio de la interaccion entre el extracto de
curcuma, asi como de su principal metabolito, curcumina, en coadministracién con
ranitidina es de suma importancia, para establecer si existe una interaccién favorable o

no.

El anadlisis de las interacciones se llevd a cabo mediante el calculo del indice de
combinacion y la construccion de los isobologramas correspondientes. En ambos analisis
se pudo evidenciar un efecto subaditivo cuando el extracto o la curcumina son
administrados alrededor de 5 min antes que la ranitidina en una combinacién 1:1 con
respecto a su dosis mediana (Figuras 31 y 32). El analisis isobolografico demuestra que la
DmEXP para la combinacién con el extracto o la curcumina (31.11 y 31.79 mg/kg,
respectivamente) fue significativamente (p<0.05) mayor en las Figuras 31A y 31B al valor
tedrico (DmTEO: 8.70 y 9.19 mg/kg).

Para evaluar si existi6 alguna interaccidon quimica entre ambas moléculas en las
condiciones del estémago, se realizé un analisis utilizando CLAR/EM, la presencia de
sefales distintas a la curcumina o ranitidina en el cromatograma sugeririan una reaccion
entre ambas moléculas. Los espectros de masas se emplearon para la identificacion de

los compuestos en la mezcla.

Los compuestos curcumina y ranitidina se colocaron en contacto a cantidades iguales
(3mg), en una solucién acuosa de acido clorhidrico [0.1M], pH 1 por dos horas. Al finalizar
el periodo de contacto se realizé una dilucion de la muestra 1:10 en metanol, para facilitar
la solubilidad de la curcumina y la inyeccion en el equipo. Las condiciones del analisis

fueron iguales a las descritas anteriormente para el extracto.

El cromatograma de la muestra y los espectros de masas, se muestran en la Figura 45.
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Figura 45. A: cromatograma de la combinaciéon curcumina-ranitidina. B: espectro de masas del
pico observado a 1.8-2.6 min, en el cual el pico base corresponde con la masa molecular de la
ranitidina m/z 313 (M-H)-. C: espectro de masas del pico observado a 7.0-7.5 min, en el cual el pico
base corresponde con la masa molecular de la curcumina m/z 367 (M-H)~. Modo de ionizacion, ESI
negativo

Dentro de los resultados, no se encontraron nuevas sefiales en el cromatograma de la
mezcla, lo cual sugiere que no hubo interaccién quimica entre las moléculas. Por lo que el
mecanismo antagonista que presentan el extracto y la curcumina frente al efecto

gastroprotector de la ranitidina, no esta relacionado con una interaccién entre las
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En ambos casos, cuando el extracto o la curcumina se administraron antes que la
ranitidina, el efecto presentado fue subaditivo. Cabe destacar que cuando se disecaron
los estdmagos tratados, se observé que la curcumina y el extracto formaban una capa
amarilla sobre la mucosa gastrica. Por lo que se decidié evaluar si la curcumina, el
extracto y los demas curcuminoides poseian propiedades mucoadhesivas. La
mucoadhesion podria explicar el efecto subaditivo de la curcumina y el extracto sobre la
ranitidina, ya que esta capa formada sobre la mucosa gastrica retardaria la absorcion de

la ranitidina y por lo tanto su efecto gastroprotector.

Es por ello, que se decidio realizar la evaluacion de la mucoadhesion de las suspensiones
empleadas en la administracién del extracto y los tres curcuminoides, mediante un
método reoldgico. Las condiciones empleadas para el analisis se describen en la

metodologia.

Para comenzar el estudio, las diferentes suspensiones se caracterizaron a diferente

temperatura (25° y 37° C) y pH 1.6, simulando las condiciones gastricas.

En las curvas de flujo de cizalla simple (Figura 46) se observé un comportamiento no
newtoniano del tipo adelgazante al flujop a 37.0 £+ 1° C, pH 1.6, para todas las
suspensiones. Se determind el efecto de la temperatura, donde en todos los casos su
viscosidad disminuyé al aumentar la temperatura de 25° a 37° C, sin embargo, su
estructura permanece estable con dicha variacion. Por otro lado, en las curvas de flujo
oscilatorio, el moédulo viscoso (G') predomina en el comportamiento de las mezclas a
estas condiciones. En la Figura 38 se muestran los graficos mecanicos de flujo oscilatorio
de baja amplitud de deformacién (y < 5%), donde se sigue la evolucion de los modulos G'
y G" con respecto al flujo, y se observa que en todos los cursos el modulo G">G',
demostrando un comportamiento “pseudo-solido” para todas las mezclas. En la Figura 48
se puede observar que todas las mezclas mostraron valores de AG' y AG" positivos, lo
cual indica un sinergismo reolégico. Este sinergismo indica que existe una interaccion
entre los componentes de la mezcla, lo que sugiere mucoadhesion (Hagerstrom et al.,
2000). En la mezcla del extracto-mucina, G” fue mayor que G’ con una meseta
independiente a la frecuencia, lo cual ha sido relacionado previamente con la
mucoadhesion (Garcia-Guzman et al., 2018). La mezcla de mucina con curcumina o bis-
desmetoxicurcumina (Figura 47A y 47D) presentan un mayor comportamiento “pseudo-
s6lido”, lo cual indica mayor interaccion entre sus componentes y por lo tanto, sugiriendo

mayor mucoadhesion en comparacion con el extracto y la desmetoxicurcumina, los cuales
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también presentan esta caracteristica. Los valores de sinergismo mayores se observaron

a frecuencias altas, es decir a tiempos cortos de estudio (Figura 48). Todas las

suspensiones evaluadas (el extracto, la curcumina, la desmetoxicurcumina y la bis-

desmetoxicurcumina) presentaron mucoadhesién bajo las condiciones del estudio (Figura

48).
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Figura 46. Graficos de la prueba de cizalla simple para las diferentes suspensiones, curcumina (A),
extracto (B), desmetoxicurcumina (C) y bis-desmetoxicurcumina (D) a 25° C y 37° C.
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Figura 47. Graficos comparativos de G' y G" de mucina sola dispersa, y cada una de las mezclas
de curcuminoides con mucina (A: curcumina; B: extracto de C. longa; C: desmetoxicurcumina; D:
bis-desmetoxicurcumina).
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Figura 48. Sinergismo de los parametros de sinergismo reolégico AG' (A) y AG" (B) de los
diferentes sistemas a distintas frecuencias angulares (2.5, 5, 10 rad/s).

Con intencion de evaluar si la mucoadhesion presentada por la curcumina y el extracto se
encontraba relacionada con el mecanismo antagonista, se decidioé invertir el orden de
administracion. Siendo la ranitidina administrada 15 min previos al extracto o la

curcumina, para permitir su absorcion.

En la Figura 49 se muestra el isobolograma normalizado de la combinacién, donde se
puede apreciar que la Dm experimental (7.66 mg/kg) cae dentro del area de aditividad y
no existe diferencia significativa con respecto a la Dm tedrica (9.19 mg/kg). Esto sugiere
que el mecanismo antagonista del extracto o la curcumina, se encuentra relacionado con

la mucoadhesion determinada por el método reoldgico.
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Figura 49. Isobolograma normalizado de la combinacion (A) ranitidina-extracto y (B) ranitidina-
curcumina. Los puntos de la Dm experimental (A) (7.49 mg/kg y 7.66 mg/kg, respectivamente)
fueron comparados contra la Dm tedrica (A) (8.79 mg/kg y 9.19 mg/kg, respectivamente).”
Diferencia estadistica significativa (p < 0.05) aplicando una prueba Mann-Withney. Las lineas
punteadas delimitan la zona de aditividad.
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Los resultados de este estudio sugieren que, ademas de los mecanismos de accion
reportados para C. longa y los curcuminoides, como agentes antioxidantes y
antiinflamatorios, su mucoadesion podria considerarse como un mecanismo de barrera

fisica relacionado con el alivio de heridas cutaneas y ulceras gastricas.

Es muy probable que la barrera fisica formada por el extracto y la curcumina, cuando
interactian con la mucina, es la responsable de la subaditividad del efecto de la ranitidina.
Estos resultados son de gran relevancia para los pacientes que consumen curcuma como
suplemento alimenticio o medicina alternativa para el tratamiento de Ulcera péptica u otras
enfermedades, por lo que se recomienda que la administracion de los farmacos sean al
menos 15 min antes del consumo de curcuma, para evitar la disminucion en la absorcién

de los mismos.

Como se menciond en los antecedentes, algunos estudios reportan la presencia de
curcumina en el tracto gastrointestinal (Epstein et al., 2010), lo cual permite su interaccién
con algunas de las principales proteinas de transporte. Al respecto, se sabe que tanto el
extracto como la curcumina modula algunas de las proteinas de transporte ABC (ATP-
binding cassette, por sus siglas en inglés), pudiendo afectar la absorcién de algunos
medicamentos (Adiwidjaja et al., 2017; Bahramsoltani et al., 2017). Ademas, modula la
expresion de la familia de citocromos P450 (CYP450) en intestino, higado y rifidn,
modificando el metabolismo de varios farmacos (Zhang et al., 2007; Bahramsoltani et al.,
2017). Sin embargo, éste es el primer estudio en el cual se evidencia la interaccion de la
curcumina y los otros curcuminoides con la mucina, proponiendo la mucoadhesion como
un mecanismo de interaccion adicional, que podria afectar la absorcién de farmacos

administrados concomitantemente.

Por otra parte, la coadministracion del extracto o la curcumina con el subsalicilato de
bismuto (en una proporcioén 1:1 con respecto a su dosis mediana) no mostré interaccion
farmacologica (Figuras 33A y 33B). La DmEXP de las combinaciones no presenté
diferencia estadistica con respecto a la DmTeo. El analisis del indice de combinacion
muestra un comportamiento dual para ambas combinaciones, mientras que para fa < 0.5
presenta un efecto subaditivo para fa = 0.5 muestra un efecto aditivo (Figuras 34A y 34B).
Este comportamiento del indice de combinacion indica que las dosis mayores a la dosis
mediana son adecuadas para la coadministracién del extracto o curcumina con
subsalicilato de bismuto. Sin embargo, se debe de tener precaucion con aquellas dosis

por debajo de la dosis mediana.
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El estudio de la interaccion quimica entre la curcumina y el subsalicilato de bismuto, en

las condiciones del estomago, se llevo a cabo mediante Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

para la identificacion de nuevos grupos funcionales en caso de una posible reaccion.
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continua azul).

El analisis de los espectros no indica la formacion de nuevos grupos funcionales en la
combinacion (Figura 50). Por lo que el efecto aditivo presentado sdélo puede relacionarse
con la sumatoria de los efectos farmacoldgicos de los tratamientos. Son necesarios
estudios posteriores para aclarar el mecanismo por el cual se presenta subaditividad a
dosis menores a la dosis mediana.

Se ha sugerido que parte del mecanismo molecular de las sales de bismuto son la
induccién de prostaglandinas y la secrecién de bicarbonato (Tanaka et al., 1997), lo cual
podria verse involucrado en el comportamiento de la curva del indice de combinacion. Por
otro lado, el efecto aditivo observado a la dosis mediana, podria estar relacionado con el
principal mecanismo de accién de las sales de bismuto, el cual es cubrir la Ulcera para

facilitar su pronta recuperacion y evitar mayor dafo (Tanaka et al., 1997). Asi mismo,

74



como ya se menciono anteriormente, tanto el extracto como la curcumina presentaron
mucoadhesion, la cual puede facilitar el alivio de las Ulceras gastricas. En este caso,
ambos tratamientos comparten un mismo mecanismo de accién, por lo que al ser

combinados se puede observar la aditividad de los efectos de ambos tratamientos.

Es comun encontrar en los mercados diferentes remedios herbolarios a la venta como
extractos crudos o como la simple droga cruda sin tratamiento previo mas que el secado.
En algunas ocasiones se pueden encontrar incluso mezclas de plantas. Esto ha cambiado
la idea de que sdlo existe un componente activo responsable del efecto terapéutico de
una planta, ya que los estudios recientes han demostrado que varios metabolitos pueden
actuar de manera sinergista (Williamson, 2001). Este hecho podria explicar por qué los
extractos son eficaces a pesar de las bajas concentraciones de los metabolitos, o por qué
en algunas ocasiones un extracto pierde su eficacia al ser fraccionado (Williamson, 2001;
Efferth y Koch, 2011). Ademas, varios estudios indican una mejor eficacia de los extractos
que los compuestos aislados (Williams et al., 2003; Mishra et al., 2010; Ye et al., 2010;
Batarseh et al., 2017; Chithambo et al., 2017; Nicasio-Torres et al., 2017). El incremento
de la actividad bioldgica mostrada por los extractos es atribuido a la sinergia entre los
componentes. Sin embargo, son muy pocos los estudios que demuestran
experimentalmente la sinergia de los metabolitos individuales, utilizando modelos
matematicos como el indice de combinacion y el isobolograma. Ademas, son menos los
estudios que abordan la influencia de las proporciones de estos metabolitos en la eficacia

terapéutica.

La eficacia de los extractos recae en la gran variedad de metabolitos presentes, los cuales
poseen diferentes blancos de accion, resultando en una eficacia mayor que los
compuestos individuales (Gilbert y Alves, 2003; Efferth y Koch, 2011).

Cabe destacar que tanto el extracto y los tres curcuminoides principales poseen eficacia
comprobada de gastroproteccion en diferentes modelos de induccion de ulcera (Kim et al.,
2005; Mahattanadul et al., 2009; Rahim et al., 2014; Rouhollahi et al., 2014; Sharma et al.,
2012). Sin embargo, no existe evidencia previa que demuestre la sinergia de los

metabolitos individuales contenidos en el extracto.

Los resultados de este estudio muestran que tanto el tratamiento con los curcuminoides
individuales y con el extracto, presentan eficacia dosis-dependiente contra el dafio
gastrico inducido con etanol en ratas (Figura 35). Como se mencioné anteriormente, esto
puede relacionarse con la actividad antioxidante de los curcuminoides, el cual es su
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principal mecanismo de accion (Epstein et al., 2010). En este caso, el extracto aceténico
de C. longa mostré una mayor potencia (Dm 0.004 mg/kg) que los curcuminoides
individuales (CUR Dm 0.99 mg/kg; DMC Dm 1.68 mg/kg; BDMC Dm 0.25 mg/kg; Figura

35), debido a un posible sinergismo entre sus metabolitos.

Antes de preparar las combinaciones de los curcuminoides para su analisis de
interaccion, fue preciso determinar la proporcion relativa a la cual se encontraban éstos en
el extracto mediante CLAR/EM. En dicho analisis se encontré a la curcumina en un 46.3
0.98%, la desmetoxicurcumina en 21.4 + 0.86% y la bis-desmetoxicurcumina en 32.3 +
0.57% (Figuras 25 a 28). A partir de estos porcentajes, se calculd la proporcion de cada
curcuminoide dentro del extracto con respecto a su dosis mediana. La proporcion
calculada fue: 3.7 veces la Dm de la curcumina, 1 Dm de desmetoxicurcumina y 10 veces
la Dm de bis-desmetoxicurcumina (3.7:1:10, CUR:DMC:BDMC).

Como se menciond anteriormente, el extracto presentd mayor potencia que los
curcuminoides individuales, por lo que se decidid evaluar las combinaciones binarias
curcumina-desmetoxicurcumina y curcumina-bis-desmetoxicurcumina (CUR-DMC y CUR-
BDMC, respectivamente) en una proporcion 1:1 con respecto a su Dm, para evaluar si la
ausencia de uno de los curcuminoides afecta la actividad gastroprotectora. Las curvas de
los isobologramas normalizados de ambas combinaciones (Figuras 41A y 41B) indican
una interaccion de tipo subaditiva, debido a que la DmEXP es mayor estadisticamente que
la DmTEO. Las curvas del indice de combinacion corroboran los resultados de los
isobologramas en ambos casos. El indice de combinacion es mayor a 1 para las fa < 0.9,
lo que indica que para casi todas las dosis probadas la interaccion es subaditiva en
ambas combinaciones (Figuras 40A y 40B). Estos resultados sugieren que es necesaria la
presencia de los tres curcuminoides para proteger la mucosa gastrica frente al dano
inducido con etanol.

Como se menciond con anterioridad, es bien conocido que los extractos crudos en
ocasiones muestran mayor actividad que sus metabolitos aislados (Gilbert y Alves, 2003).
Es importante considerar que una enfermedad o condicion de salud adversa, involucra
diversos factores y mediadores moleculares que a su vez se vuelven blancos de accién
para la terapéutica. Las interacciones sinérgicas entre los metabolitos de una planta son
debidas a los multiples blancos moleculares que poseen (Williamson, 2001; Efferth y
Koch, 2011).
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A pesar de las similitudes estructurales de los curcuminoides, algunos reportes sugieren
ciertas diferencias en su mecanismo gastroprotector. Se sabe que la curcumina favorece
la recuperacion de la ulcera gastrica a partir de la estimulacion de la angiogénesis y
restitucion de fibras de colageno (Sharma et al., 2012), ademas de modular varios de los
mediadores antiinflamatorios y actuar como neutralizador de radicales libres (Epstein et al,
2010). Mahattanadul y colaboradores (2009) reportaron que la bis-desmetoxicurcumina
mostré una actividad regenerativa similar a la curcumina, este metabolito también
presentd una mayor inhibicion de la secrecion gastrica que la curcumina. No existe
evidencia acerca del tratamiento para ulcera gastrica con desmetoxicurcumina o de su
mecanismo de accion, sin embargo se sabe que es capaz de modular el NF-xB, el cual
esta involucrado con la respuesta inflamatoria (Sandur et al. 2007). Kim y colaboradores
(2005) reportaron que el extracto de acetato de etilo de C. longa previene el dafio gastrico
en ratas en el modelo de ligadura del piloro, debido a la disminucién de la secrecién
gastrica por antagonismo de los receptores de histamina Hz, similar al mecanismo de la
ranitidina; sin embargo, en este mismo estudio se reporté que la curcumina no antagoniza
dichos receptores. La actividad hacia diferentes blancos moleculares que poseen los
curcuminoides podria explicar el efecto gastroprotector sinergista observado por el

extracto de C. longa.

Cuando se evalud la combinacion triple de curcuminoides a una proporcion fija 1:1:1 con
respecto a su dosis mediana, se observd un efecto subaditivo, el cual difiere de los
resultados observados para el extracto, donde la proporciéon de los curcuminoides fue
3.7:1:10 (CUR:DMC:BDMC). La Dm calculada (2.54 mg/kg) fue mayor que para el
extracto o los curcuminoides individuales (Figura 38). La curva del indice de combinacion
para el extracto (Figura 36), demuestra que los componentes en el extracto tienen una
interaccion sinergista a todos los niveles de fa con valores menores a 1. Mientras que, los
valores calculados para la combinacién 1:1:1 fueron mayores a 1 para fa <0.9, indicando
una interaccion de tipo subaditiva (Figura 39). Debido a que todas las dosis del extracto
presentan una interaccion sinergista, el indice de reduccion de la dosis fue calculado, para
cada curcuminoide dentro del extracto. Indicando una reduccion de la dosis favorable para

cada curcuminoide a todos los niveles de fa evaluados (Figura 37).

Otro punto importante a considerar, es que en el extracto se encuentran otros
componentes en menor proporcion, diferentes a los curcuminoides principales, que
podrian estar actuando como coadyuvantes del efecto gastroprotector. Existe evidencia

previa de la presencia de acido cafeico y acido cinamico en el extracto de Curcuma longa
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(Ravindran, et al., 2007). Se ha reportado que estos metabolitos poseen actividad
antiinflamatoria y como neutralizadores de especies reactivas de oxigeno (Khan, et al.,
2016; de Cassia da Silveira et al., 2014), ademas de que se ha demostrado el efecto
gastroprotector del acido cinamico (Jung, et al., 2011). Sin embargo, estos dos
componentes no fueron detectados en el extracto acetonico con el que se trabajoé en este
estudio. Aun asi, se debe tener en cuenta la presencia de otros componentes en el

extracto que podrian estar involucrados en el sinergismo observado.

El analisis histolégico muestra que el extracto y la combinacién CUR-DMC-BDMC 1:1:1
son efectivas contra el dafo inducido por etanol a las dosis mas altas evaluadas (Figura
44), comparadas contra un control ulcerado. Sin embargo, la combinacion triple 1:1:1 fue
menos potente que el extracto, ademas de observarse que la integridad de la mucosa se
conserva mejor en el estomago tratado con el extracto, ya que posee mayor similitud al

control sano (Figura 44).

Los resultados de este trabajo sugieren que la presencia de los tres curcuminoides es
necesaria para mantener una gastroproteccion eficaz. Sin embargo, la proporcion a la
cual se encuentran los tres curcuminoides principales tiene una mayor influencia y este
parametro sugiere ser de mayor importancia para el efecto gastroprotector que la

presencia de los tres compuestos.

78



8. CONCLUSIONES.

o El extracto de C. longa y los curcuminoides presentaron actividad gastroprotectora
dosis dependiente, siendo mas potentes que los farmacos de venta libre, en el
modelo de dafio gastrico inducido con etanol.

e La interaccion del extracto o la curcumina en combinacion con ranitidina fue de
tipo subaditiva, cuando la administraciéon de la curcumina o el extracto es antes
que la ranitidina. Los resultados del estudio reoldgico sugieren que la
mucoadhesion presentada, podria estar involucrada en el mecanismo subaditivo
del extracto y la curcumina con el efecto de la ranitidina.

¢ La mucoadhesion presentada podria sugerir otro mecanismo de gastroproteccion,
ademas de los ya conocidos (anti-inflamatorio y antioxidante) para la Curcuma
longa y los curcuminoides.

e La administracion del extracto o curcumina con subsalicilato de bismuto resulté ser
de tipo aditiva, en las condiciones evaluadas. Por lo que, la aditividad de los
efectos de los tratamientos es farmacoldgica.

e El extracto presentd mayor actividad gastroprotectora, que los curcuminoides
individuales, sus combinaciones binarias o la combinacion triple (1:1:1), en el
modelo de dafio con etanol, lo que sugiere que las proporciones de los

curcuminoides en el extracto son importantes para mantener su potencia.
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Perspectivas

o Evaluar el perfil farmacocinético de la ranitidina administrada después de la
curcumina o el extracto, para demostrar si a mucoadhesion de éstos afecta los
parametros farmacocinéticos y la biodisponibilidad del farmaco antiulceroso.

o Determinar el tipo de interaccion farmacodinamica sobre el efecto gastroprotector
de los principales curcuminoides evaluando diferentes proporciones a las del
extracto.

e Evaluar la capacidad de recuperacion por el extracto o los curcuminoides,
posteriores al dafio gastrico inducido.

o Evaluar el efecto gastroprotector de otros curcuminoides (tetrahidrocurcumina) y

su combinacion con farmacos antiulcerosos.
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Anexo 2. Espectro de RMN '3C de la curcumina (125 MHz, CD3OD).
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Anexo 3. Espectro de masas de la curcumina. Principales fragmentos (m/z= [M+H]*). Modo de ionizacién: impacto electrénico.

91



2814-1H_AOANSY FHETNONNRE B 2 a 8
P - - + < s o - 650
2814 S e | |
USAT UNAM . - 600
17.Junio.2015 ipm 3 m F! g
Dr. Andres Navarrete/ Jose Balderas =
AQANSS / Metanol d4 - - 550
1H / 400 MHz B
400MR "
MMB " - 500
" - 450
) - 400
ENED EED EE I
R TN Y A A T | 350
300
- 250
200
- 150
- 100
H4 (ceto-enol) || H4 (dicetonia) 50
| |
A JL A Ao U A .
T
5 e 3
— (=N ] o o ™
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 95 90 85 80 75 70 65 6.0 0 35 30 25 20 1.5 1.0 05 00

5.0
f1 (ppm)

Anexo 4. Espertro de RMN "H de la desmetoxicurcumina (400 MHz, CDsOD)
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Anexo 5. Espectro de RMN '3C de la desmetoxicurcumina (125 MHz, CD3OD).
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Anexo 6. Espectro de masas de la desmetoxicurcumina. Principales fragmentos (m/z= [M+H]*). Modo de ionizacioén: impacto electronico.
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Anexo 9. Espectro de masas de la bis-desmetoxicurcumina. Principales fragmentos (m/z= [M+H]*). Modo de ionizacién: impacto electronico.
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