=

REVIS

v

CIENCIA

STA DE DIVULGACION CIENTIFICA

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIARTRITICA SOBRE UN

MODELO MURIDO DE UNA MOLECULA ANALOGA A

CURCUMINA

Carrillo Lépez, Maria Isabel (1), Escobedo Martinez, Carolina (2), Guzman Gutiérrez, Silvia Laura

(3), Deveze Alvarez, Martha Alicia (4), Truijillo Valdivia, Alfonso (5), Enriquez Habib, Ral

Guillermo (6)

1 [Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo, Divisién de Ciencias Naturales y Exactas] | [mi.carrillolopez@ugto.mx]
2 [Departamento de Farmacia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de Guanajuato] |

[c.escobedo@ugto.mx]

3 [Catedratica CONACyT. Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Campus México, DF,

Universidad Nacional Auténoma de México] | [saguzmangu@conacyt.mx]

4 [Departamento de Farmacia, Divisién de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de

Guanajuato] | [devezem@hotmail.com]

5 [Departamento de Farmacia, Divisién de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de Guanajuato] |

[trujillo@ugto.mx]
6 [Instituto de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México] | [habib@unam.mx]

Resumen

En el presente estudio se evalu6 el efecto antiartritico de la molécula Diacetilcurcumina (DAC), el cual
es un compuesto analogo a la molécula de Curcumina derivado de la reaccion de acetilacion de ésta
Gltima, la cual es aislada del rizoma de Carcuma longa L. La evaluacién de la actividad antiartritica de
DAC fue evaluada sobre un modelo murido inducido por adyuvante completo de Freund. El compuesto
se administr6 por via oral a las dosis de 20, 40 y 60 mg/kg, ademas del farmaco referencia
Fenilbutazona a la dosis de 80 mg/kg.

Se registré una actividad antiartritica significativa de la DAC en la fase aguda y cronica a las dosis
administradas de 20 y 60 mg/kg, respectivamente, ademas de no observarse desarrollo de lesiones
secundarias asociadas a este modelo farmacolégico.

Abstract

In the present study, we evaluated the antiarthritic effect of the molecule Diacetylcurcumin (DAC), which
is a compound analogous to the Curcumin molecule derived from the acetylation reaction of the latter,
which is isolated from the rhizome of Curcuma longa L. Evaluation of the antiarthritic activity of DAC was
evaluated on a murine model induced by Freund's complete adjuvant. The compound was administered
orally at the doses of 20, 40 and 60 mg/kg, in addition to Phenylbutazone the reference drug to the dose
of 80 mg/kg.

Significant antiarthritic activity of DAC was recorded in the acute and chronic at the administered doses
of 20 and 60 mg/kg, respectively, and no development of secondary lesions associated with this
pharmacological model.
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INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad
autoinmune idiopatica, caracterizada por sinovitis
simétrica en articulaciones grandes y pequefias
gue pueden conducir a dafio articular progresivo e
incapacidad [1]. Se utilizan analgésicos vy
antiinflamatorios, incluyendo los esteroides, para
suprimir los sintomas. Se han propuesto nuevas
terapias, como las dirigidas al factor de necrosis
tumoral alfa (infliximab) o a la terapia anti-CD20
(rituximab), que inhiben el proceso inmunolégico
subyacente. Sin embargo, todos estos farmacos
tienen varios efectos no deseados. Investigaciones
recientes buscan descubrir farmacos
antiinflamatorios de accion prolongada con
minimos efectos secundarios [2]. Se utilizan varios
modelos animales para evaluar compuestos
potencialmente Utiles contra la AR y la eleccién de
un modelo particular depende de las propiedades
inmunoldgicas que se observan en el modelo y su
relacion con la enfermedad humana. Entre los
modelos disponibles esta la artritis inducida por
coldgeno o adyuvante (por ejemplo, adyuvante de
Freund) en roedores, artritis espontanea inducida
por TNF-a o modelos genéticos, como el modelo
animal transgénico. Mientras que ningun modelo
de AR puede considerarse ideal, la artritis de rata
inducida por adyuvante de Freund comparte varios
rasgos con la artritis humana y su sensibilidad
para evaluar agentes antiartriticos fue la base para
su eleccion como modelo para evaluar la actividad
de Diacetilcurcumina, molécula andloga de la
Curcumina (Figura 1).
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Figura 1: Estructura quimica de Curcumina'y
Diacetilcurcumina

Curcuma longa L. es un tipo de especia originaria
de la India derivada de los rizomas de la planta,
tiene una larga historia de uso en la medicina
ayurveda como un tratamiento para las
condiciones inflamatorias. C. longa es un miembro
perenne de la familia Zingiberaceae y se cultiva en
la India y otras partes del sureste de Asia [3]. El
principal componente activo de la curcuma y el
responsable de su color amarillo vibrante es la
curcumina, fue identificada por primera vez en
1910 por Lampe y Milobedzka [4].

La molécula de Curcumina presenta en su
estructura dos grupos OH reactivos, que permiten
la introduccién de grupos farmacdéforos en su
estructura y de esta forma variar o potenciar su
actividad farmacoldgica [5]; los grupos acetilo
cuando se unen a ciertas moléculas organicas, les
imparten una efecto farmacoldgico aumentado
para cruzar la barrera hematoencefalica, haciendo
gue este sea més intenso y se incremente su
actividad a una dosis dada, ejemplificando lo
anterior en la industria farmacéutica el
antiinflamatorio natural &cido salicilico se somete a
una reaccién de acetilacion para convertirlo en
acido acetilsalicilico, el cual es mas efectivo que el
primero mencionado [6], por lo cual constituyen
una materia prima asequible de produccién
nacional con gran interés para la industria
farmacéutica.

Mientras que la curcumina ha sido atribuida a
numerosas actividades farmacoldgicas, incluyendo
las propiedades antioxidantes [7] y antimicrobianas
[8], este trabajo se focalizO6 en los efectos
antiinflamatorios y antiartriticos de su molécula
analoga: Diacetilcurcumina (DAC), producto
obtenido de la reaccion de acetilacion de la
curcumina.

En el presente trabajo se evalud el efecto anti-
artritico del compuesto DAC en un modelo murido
de artritis inducida por adyuvante de Freund. El
compuesto se administré oralmente a las dosis de
20, 40 y 60 mg/kg; ademéas de utilizar
fenilbutazona (80 mg/kg) como farmaco
referencia.

Hasta ahora no se encuentra reportado en la
literatura alguna investigacion sobre las
propiedades antiartriticas de DAC realizadas sobre
un modelo muarido de artritis, so6lo entre los
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estudios recientes sobre DAC esta la evaluacion
de la actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus [10]; evaluaciéon de
actividad anti-cancerigena [11] y su actividad
preventiva en dafio citotoxico y neuronal en
complejos con Manganeso [12].

MATERIALES Y METODOS
Compuesto

El compuesto Diacetilcurcumina (DAC) fue
obtenido mediante reaccién de acetilacion de la
molécula de Curcumina, utlizando anhidrido
acético en presencia de piridina como catalizador.

Vehiculo

Para administrar los compuestos tanto DAC como
Fenilbutazona se utilizé como vehiculo aceite de
maiz (0.1 ml/100 g), y DMSO al 5 % respecto al
volumen total de aceite para cada una de las
dosis.

Animales

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo
con los estandares éticos para la investigacion
experimental del dolor en animales de la Norma
Oficial Mexicana para el cuidado y manejo de
animales (NOM-062-Z0O0-1999). Se utilizaron
ratas macho Wistar consanguineas (250-300 @)
estas fueron obtenidas del Bioterio de Ciencias
Naturales y Exactas de la Universidad de
Guanajuato. Los animales se alojaron en 5 grupos:
Vehiculo, DAC 20, DAC 40, DAC 60 vy
Fenilbutazona 80 mg/kg, de tres ratas cada grupo.
Al término del experimento (25 dias), todos los
animales fueron sacrificados por sobredosis de
anestésico y diseccionados para almacenar sus
organos (estomago, higado, rifiones, pulmones) en
solucion de formaldehido al 10%, para su analisis
posterior.

Actividad anti-inflamatoria

El estado artritico se indujo mediante inyeccion
intradérmica plantar (a través de una aguja de
calibre 20) en la pata trasera derecha de 0,05 ml
de adyuvante de Freund completo (Sigma Aldrich).
Este método, descrito por Newbould (1963) [15],
ha sido ampliamente utilizado para detectar
posibles farmacos anti-inflamatorios con actividad
antiartritica. Entre los diversos tipos de adyuvantes

disponibles, el mas comunmente utilizado en
animales de experimentacién es el adyuvante de
Freund completo  (CFA), que  contiene
micobacterias muertas, usualmente
Mycobacterium bovis BCG a una concentracion de
1 mg/ml o menos [16].

El grado de edema se evalué por el método de
desplazamiento  volumétrico,  utilizando  un
pletismémetro digital PAN LAB. El desplazamiento
de volumen se registré 24 h antes ademas 8 y 24
h después de la inyeccion de CFA. Para completar
la evaluacion de la actividad en la induccién de
artritis, las variaciones de volumen en la pata
trasera se registraron diariamente hasta por 25
dias después de la inyeccion. La fenilbutazona
(farmaco de referencia, Sigma Aldrich, 80 mg/kg) y
la muestra de Diacetilcurcumina (en una dosis de
20, 40 y 60 mg/kg) se administraron via oral antes
de la inyeccién de CFA y diariamente durante 14
dias después. También se estuvo pendiente de la
aparicién o progresion de lesiones secundarias en
animales de ensayo.

Las diferencias entre los grupos control vy
tratamiento se analizaron mediante la prueba de
Tukey. Un valor de p inferior a 0,05 se consider6
estadisticamente significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad anti-inflamatoria

La inyeccion de CFA en la pata trasera causo
inflamacion, que alcanzé su méximo en las
primeras 8 h. posteriormente, la inflamacion
disminuy6 lentamente hasta el dia 3 para los
grupos del vehiculo, DAC 20 y 40 mg/kg, y para el
dia 4 en el caso de los grupos DAC 60 mg/kg y
Fenilbutazona, se presenté un aumento después
del dia 5, posteriormente se observé otra
disminucién en el dia 10-11, posteriormente se
observo un ligero aumento después de este dia y
se mostraron los registros de inflamacion
sostenidas hasta el final del experimento. No se
observaron lesiones secundarias (Figura 2)
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diferencias significativas de este grupo con DAC
60 mg/kg y Fenilbutazona en el dia 4, y en los dias
12 y 13 Jdnicamente con el grupo de
Fenilbutazona; para el grupo de DAC 40 mg/kg se
encontré diferencia significativa comparado con el
grupo de Fenilbutazona para los dias 11y 13 y la
inflamacion a partir del dia 7 se mantuvo hasta el
final del experimento; para el grupo de DAC 60
mg/kg se observd un efecto favorable de

Figura 2: Estado de la pata trasera derecha de tres ratas en desinflamacion, obteniendo lecturas muy similares
cuestion al dia 1 después del tratamiento profilactico. (1) a las del grupo de Fenilbutazona (farmaco
Vehiculo, (2) Fenilbutazona 80 mglkg, (3) DAC 60 mg/kg referencia), se observo diferencia significativa en

el dia 4 con el grupo de DAC 20 mg/kg; para el
L grupo Fenilbutazona se observaron valores
Dosificacién. inferiores en las mediciones en comparacién con
el resto de los grupos, sin embargo para los dias
23, 24 y 25 se observd un ligero aumento en la
inflamacion, probablemente debido al desarrollo de
tolerancia, teniendo un impacto en el efecto para
este grupo. En general y con el andlisis estadistico
realizado puede observarse un efecto agudo en la
inflamacion con el tratamiento de DAC a la dosis
de 20 mg/kg y un efecto cronico a la dosis de DAC
60 mg/kg. (Figura 4).

Cada dosis evaluada del compuesto de DAC y de
Fenilbutazona fue administrada diariamente
durante 14 dias. La primera dosis se administrd
media hora después de la inyeccién de CFA en la
almohadilla de la pata posterior derecha [15]. Las
mediciones registradas con el pletismometro digital
a las 8 y 24 horas no mostraron diferencia
significativa. (Figura 3).

Los resultados del analisis gréafico y estadistico de 100
los datos de cada grupo durante los 25 dias del J, _ *m\ .
experimento, registraron para el grupo control oo ol [ )

(administracion s6lo de vehiculo y DMSO al 5%),
un maximo de inflamacion en el dia 7, continuando
con un aumento sostenido en el resto del
experimento; para el grupo de DAC 20 mg/kg se
observaron lecturas superiores al grupo control
durante la mayoria de los dias, teniendo un
méaximo de inflamacion en el dia 13, se observaron
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1.07 Figura 4: Mediciones con pletismometro de los 25 dias del

experimento, grupos: Fenilbutazona (80 mg/kg) DAC (20, 40 y 60
mgl/kg) en la fase de inflamacion inducida por CFA a largo plazo

Desplazamiento de volumen

057 en la pata trasera del modelo murido (Rata Wistar). Cada punto
en el curso del tiempo muestra la media de 3 mediciones. Los
datos se analizaron mediante ANOVA seguido de la prueba de

0.07 Tukey P<0.05
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OV 9" 9O ¢ QT 9" 9" ¢ El compuesto Diacetilcurcumina molécula analoga
8 h. 24 h. de Curcumina tiene un efecto potencial como
agente antiartritico. Este estudio contribuye a
Figura 3: Mediciones de desplazamiento de volumen después proporcionar datos farmacologicos sobre una

de la administracion via oral de fenilbutazona (80 mg / kg) y de
Diacetilcurcumina DAC (20, 40 y 60 mg / kg) Cada barra muestra
la media de 3 lecturas £ EEM. Los datos se analizaron mediante
ANOVA seguido de la prueba de Tukey. P< 0.05.
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molécula semisintética con posible actividad
antiartritica y que de manera indirecta respalda el
uso tradicional de Cdrcuma longa L. utilizada para
condiciones inflamatorias. Se identificaron las
dosis a las cuales el compuesto tiene mayores
efectos, por lo cual se podria partir de estos datos
para evaluar su actividad a otras diferentes dosis
en estudios posteriores e identificar de manera
mas precisa el efecto anti-artritico.
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