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Resumen

La aproximacion multimodal mediante terapias combinadas concebidas con
racionalidad farmacodindmica y farmacocinética ofrecen mayor balance eficacia-
seguridad en el tratamiento farmacologico del dolor cronico. La evaluacion del efecto
antihipernociceptivo del extracto de la corteza del arbol del mango (ECAM) y la
mangiferina (MG) aislada de este, en modelos de dolor persistente y neuropatico
mostré su capacidad para reducir las conductas nociceptivas exclusivamente durante la
fase tonica, efecto que fue incrementado por inhibidores de la via NMDA-NO y mediado
al menos en parte, a través de receptores a2 noradrenérgicos en cooperacion con el
sistema opiode. En el modelo de dafio por constriccion crénica del nervio ciatico,
ambos redujeron la hipernocicepcibn mecénica y previnieron los signos de
degeneracion Walleriana. Se demostrd el bajo potencial de toxicidad en estudios a
dosis Unica y repetidas y la ausencia de genotoxicidad de la MG, ademas de sus
efectos genoprotectores y hepatoprotectores, y la capacidad para modular la expresion
y actividad de algunas de las isoenzimas del sistema del citocromo P450 (CYP1A1/2) y
la glicoproteina P (Pg-p).En consecuencia, se avanzo a etapas clinicas en pacientes
con dolor asociado a zoster que recibieron tratamiento con formulaciones de ECAM, los
gue redujeron sus escalas nociceptivas y disturbios sensoriales. Su combinacion (como



Vimang® tableta 500mg)-metotrexate fue eficaz segun los criterios ACR y redujo la
actividad de la enfermedad (parametros DAS-28) en pacientes con artritis reumatoide.
No se reportaron efectos adversos y se redujo significativamente la medicacion
concomitante. Esta investigacion reporta por primera vez la actividad
antihipernociceptiva del extracto y su xantona mayoritaria en modelos recomendados
para estudiar la actividad de compuestos relacionados con la via NMDA-NO, pivotal en
el proceso de sensibilizacién central que subyace en el dolor crénico, caracteriza la
accion transitoria de la MG sobre los sistemas neurotransmisores de las vias
nociceptivas y sus mecanismos a largo plazo relacionados con los efectos
neuroprotectores. Asi como evidencia la modulaciéon que ejercen sobre isoenzimas
metabdlicas y transportadores, mostrando su potencial aplicacion segura con la
capacidad de interaccionar beneficiosamente con otros compuestos, facilitando la
reduccion de las dosis y en consecuencia sus efectos adversos. Lo cual fue
corroborado, también por primera vez, en estudios clinicos (reportes de casos y
ensayos pilotos en pacientes con dolor crénico neuropatico y/o inflamatorio tratados
con formulaciones de ECAM en combinacion con bajas dosis de antidepresivos
triciclicos, AINEs, metotrexate regulados por estos sistemas. Este trabajo, que permitio
ademas, el desarrollo de la metodologia experimental basica con extension clinica para
los estudios del dolor en nuestro pais, se encuentra respaldado por 18 publicaciones
cientificas en revistas internacionales y 4 tesis de maestrias. Con esta investigacion se
aportan conocimientos sobre el efecto y mecanismos de accién antihipernociceptivo,
evidencias tempranas de eficacia antihiperalgésica y seguridad del ECAM y la MG en el
contexto actual donde la activacidon neuroinmune y el estrés oxidativo constituyen
nuevas dianas en el tratamiento del dolor.

Comunicacion Corta

Estudios recientes han reconocido que el dolor crénico con componente neuropatico
afecta a 8% de la poblacién general'. Innumerables condiciones pueden cursar con
dolor neuropético (DN) como las enfermedades autoinmunes, metabdlicas, vasculares,
infecciones, el traumay en el cancer puede ser desencadenado por la invasién tumoral
a estructuras nerviosas, su terapéutica o sindromes paraneoplésicos.
Desafortunadamente el DN es resistente a la mayoria de los farmacos analgésicos
disponibles y los que se utilizan especificamente para su tratamiento
(anticonvulsivantes, antidepresivos triciclicos, anestésicos locales, antagonistas de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) no poseen una efectividad clinica relevante
mayor de 50% 2. Los progresos en su terapéutica solo son validos, si esta se dirige,
mas que a la etiologia, a los mecanismos de produccién del dolor®. Este se considera
un sintoma de neurodegeneracion, por lo que se ha sugerido el papel de la
neuroproteccién como una estrategia racional novedosa®’. En consecuencia, la
activacion neuroinmune y el estrés oxidativo proponen nuevas dianas para su
intervencion terapéutica®. Los multiples mecanismos neurales concurrentes de la
modulacién del dolor sugieren la idoneidad de una aproximacion multimodal en su
tratamiento. Las terapias combinadas a dosis bajas concebidas con racionalidad
farmacodinamica y farmacocinética ofrecen un mayor balance eficacia-seguridad en el
tratamiento farmacologico del dolor cronico sobre la base del estudio de interacciones y
seguridad de los farmacos a asociar ya sean de fuentes sintéticas o naturales®. En



estas condiciones la mayoria de los esquemas de tratamiento son a largo plazo por lo
gue el estudio del potencial toxicologico y de interacciones farmacologicas de estos
productos es primordial y requerido por las entidades regulatorias para avanzar a la
fase clinica de los productos y/o combinaciones novedosas.

La mangiferina (MG), es una glucosilxantona (2-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetra-hidroxi-
9H-xanten-9-ona) que constituye el compuesto mayoritario (15-20%) del extracto
acuoso de la corteza del arbol del mango[(Mangifera indica L.) ECAM]’. Esta planta es
ampliamente utilizada en la medicina tradicional ya que posee multiples actividades
biolégicas’*°.Durante afios se ha trabajado por autores cubanos y amplia colaboracién
internacional, incluido el equipo de trabajo de investigacion que avala los resultados
gue se presentan, en la investigacion-desarrollo de este producto natural y su
componente bioactivo fundamental. No obstante, los estudios basicos iniciales sobre la
actividad analgésica del ECAM la vincularon esencialmente con su actividad
antiinflamatoria™ dadas las acciones moduladoras del extracto sobre cascadas de
sefalizacion molecular comunes a ambos procesos. Sin embargo algunos hallazgos
clinicos y la respuesta en pruebas algesimétricas tonicas sugerian que las acciones
antihiperalgésicas del extracto, podrian ser mediadas por su efecto transitoriodirecto
sobre las vias nociceptivas. Por otra parte, su molécula mayoritaria, probablemente
implicada, habfa sido estudiada muy escasamente en este sentido*. Sobre la base de
estos antecedentes el presente trabajo se dirigi6 a determinar la actividad
antihipernociceptiva del ECAM y la MG en modelos de dolor patoldgicoy caracterizar su
mecanismo de accibn, a partir de la implementacién por primera vez en nuestro pais,
de modelos experimentales de dolor clinico. Asimismo, se propuso profundizar en los
estudios de seguridad con el propdsito de introducir las formulaciones Vimang® en la
terapia multimodal analgésica de pacientes con dolor crénico.

La via de senalizacion NFk-Binduce la transcripcion de genes implicados en la
expresion de mediadores y enzimas relacionadas con la inflamacién, el dolor, el estrés
oxidativo y la plasticidad sinaptica’. Muchas de las acciones del ECAM y la MG han
sido atribuidas a la inhibicion que ejercen sobre esta sefializacién, ademas la MG
muestra efectos neuroprotectores en modelos de excitotoxicidad inducida por
glutamato y disminuye el influjo de Ca2+ mediado por este neurotransmisor a traves de
los receptores NMDA™'* También, esta xantona posee capacidad para limitar la
activacion microglialin vitro™>. Estas evidencias sugerian su potencialidad para modular
algunos de los blancos moleculares implicados en los mecanismos del dolor
neuropatico, especialmente la sensibilizacion central, a través de sus efectos a largo
plazo mediados principalmente por cambios transcripcionales. Esta hipotesis fue
generada por nuestro grupo (Garrido-Suéarez et al., 2010) y constituyé el punto de
partida de nuestras investigaciones y la de otros autores en torno al mecanismo de
accién analgésico de la xantona®?*’.

Se estudio por primera vez el efecto de dosis repetidas del ECAM (125-500mg/kg, p.o.)
y MG (12,5-50mg/kg, p.o.) sobre las conductas nocidefensivas (lamido/mordedura y
retiradas) en la prueba de la formalina, pero a alta concentracién (5%), condicién
necesaria para la liberacion espinal de glutamato y la activacién microglial*®. El



suministro cronico de ECAM redujo ambas conductas exclusivamente durante la fase I,
elemento que sugiere la capacidad del extracto para modular estados dolorosos
persistentes y patoldgicos, mas que el dolor agudo nociceptivo. El efecto fue
homogéneo sobre las dos conductas en las que se implican diferentes circuitos
neuralessugiriendo que la mezcla de compuestos del extracto no muestra acciones
diferenciales sobre sus posibles dianas a nivel periférico, medular y supramedular en
las vias nociceptivas.La administracion cronica de MG reproduce los efectos del ECAM
sobre la fase Il, lo que sugiere la importancia de su producto mayoritario en el efecto.
ECAM también redujo la hipernocicepcion mecénica secundaria a largo plazo inducida
por la formalina en la region opuesta de la pata a los 7 dias de su administracion,
proceso dependiente de la activacion microglial espinal. La combinacién de ECAM con
acido ascorbico produce un reforzamiento significativo de la reduccion del nimero de
retiradas en la fase Il, sugiriendo que mecanismos antioxidantes pueden estar
involucrados, al menos en parte en este efecto. Este constituye el primer reporte de la
actividad antihipernociceptiva del ECAM y la MG en la prueba a las concentraciones
recomendadas para estudiar los compuestos relacionados con la via NMDA-Oxido
nitrico (NO) (Garrido-Suarez et al., 2014a).

La administracién de un inhibidor no selectivo de la éxido nitrico sintasa (NOS) y un
antagonista no competitivo de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), potenciaron
el efecto analgésico de la MG, en la fase ténica de la prueba de la formalina 5%.
Ademas al administrar L-arginina, sustrato de la enzima NOS, el efecto fue revertido.
Estas evidencias experimentales avalan el hecho de que podria existir algun tipo de
interaccion favorable entre la MG y compuestos cuyo mecanismo de accion estén
relacionados con la inhibicion de la via glutamato-NMDA-NO también reportado por
primera vez por nuestro grupo (Garrido-Suarez et al. 2014b).

Para dilucidar un posible efecto directo de la MG sobre la regulacion de las vias
nociceptivas, se evalué la contribucion de los sistemas neurotransmisores opioide,
noradrenérgico y serotoninérgico sobre la analgesia inducida por la xantona
administrada por via intraperitonial. La naloxona, un antagonista no selectivo de
receptores opiodes, revirtié parcialmente el efecto de la MG sobre la fase Il y se reporta
por primera vez que los efectos antihipernociceptivos de la MG en esta prueba podrian
estar mediados, al menos en parte, por los receptores a2noradrenérgicos con la
participacion de loslocalizados en el corddn espinal. Se sugiere una cooperaciéon entre
ambos sistemas relevantes en el circuito modulador descendente del dolor. Las
acciones de la MG sobre el sistema nociceptivo pudieran ser sinérgicas y/o aditivas a
diferentes niveles de las vias ya que no se puede descartar la participacion de los
receptores a2noradrenérgicos periféricos. Existe una interaccion reciproca entre el NO
y los receptores a2noradrenérgicos sobre la inhibicién del dolor en el cuerno dorsal
espinal (CDE), contrariamente a lo esperado, la administracion del inhibidor no
selectivo NOSpor via intratecal no revirtio el efecto de la MG en correspondencia con la
reversion causada por el antagonista selectivo aZ2noradrenérgico sino que disminuyo
aun mas las conductas nociceptivas registradas. Este resultado controversial puede ser
explicado por el papel dual del NO en el CDE™. El efecto de la MG fue independiente
de los receptores 5-HT2 similar a lo reportado por otros autores®’. Este constituye el



primer reporte deun mecanismo analgésico noradrenérgico para la MG (Garrido-Suarez
et al., 2014b).

Otro resultado interesante emerge del primer acercamiento al estudio del efecto
antihipernociceptivo del ECAM y la MG en el modelo de dafio por constriccién cronica
del nervio ciatico (CCI), un modelo crénico de dolor neuropético®®. El ECAM (500mg/kg,
p.0.) suministrado a dosis repetidas durante 8 dias a partir del dia 9 post-cirugia a ratas
mononeuropaticas redujo las escalas nociceptivas, incremento6 la latencia de retirada
de la pata en la prueba del plato caliente unilateral de manera similar a la pregabalina y
atenud la degeneracion Walleriana. La administracion sistémica de la MG previno la
aparicion de mecano-hipernocicepcion en la pata ipsilateral durante el periodo del pico
de mayor severidad a los 7 y 14 dias, asi como los cambios histopatologicos asociados
a la degeneracion Walleriana en el modelo. Este proceso esté estrechamente vinculado
con el desarrollo de dolor neuropatico post-CCl, donde la neuroinflamacion es
protagdnica. Por otra parte, se ha reportado apoptosis neuronal en una pequefa
subpoblacion de células en el CDE tras la induccién de CCI, muchas de ellas con
funcion inhibitoria, cuya pérdida contribuye a la hipersensibilidad dolorosa (272). La
muerte neuronal puede ser causada por excitotoxicidad glutamatérgica en adicion al
estrés nitroxidativo en estas condiciones®>. La MG favorece la viabilidad celular de
células PC12 expuestas glutamato que media la muerte neuronal también involucrada
en el dolor neuropatico. Constituyen los primeros reportes de actividad
antihiperalgésica del ECAM y la MG en un modelo de dolor neuropatico vinculados al
efecto neuroprotector(Garrido-Suarez et al., 2014c; Garrido-Suarez et al., 2014b).

Sin embargo, resulta imprescindible cuando se obtiene una nueva molécula o producto
con elevado potencial terapéutico antes de su introduccion en la clinica conocer acerca
de su toxicidad y seguridad farmacolégica. De ahi, que para profundizar en la
seguridad de la MG se ejecutaron los estudios propuestos por las agencias nacionales
e internacionales para investigar los efectos toxicos de un nuevo producto.Asi, los
resultados de los estudios de toxicidad aguda y subaguda realizados por via oral en
roedores demostraron el bajo potencial toxico del ECAM y de la MG bajo nuestras
condiciones experimentales. En el ensayo de Ames mediante las cepas TA 1535, TA
1537, TA 1538, TA 98 y TA 100, en presencia y ausencia de activacion metabdlica,
evidenciaron que el producto no indujo efecto mutagénico hasta 5 000 ug/placa, limite
maximo de evaluacién propuesto para este ensayo, lo que fue corroborado en el
ensayo de SOS Cromotest en E. coli. Los efectos sobre el dafio primario al ADN se
evaluaron mediante la conduccién del ensayo Cometa. Los resultados obtenidos
demostraron que la MG a diferencia del ECAM, no indujo dafio primario al ADN. El
estudio de los efectossobre la induccion de MN en linfocitos humanos demostro que ni
la MG ni el ECAM son citotéxicos, ni clastogénicos hasta dosis de 2000 mg/mL en
ratones NMRI de ambos sexos. A diferencia de ello, se observé una actividad
antimutageénica frente al dafio inducido por diferentes agentes carcinbgenos en
humanos, cualidad también favorable en un farmaco analgésico para proteger del dafio
al ADN que induce el dolor crénico. Esta bateria de pruebas permitidemostrar por
primera vez que la MG no es un compuesto toxico, mutagénico, ni genotoxico,
comportandose como un producto seguro bajo nuestras condiciones experimentales



(Rodeiro et al., 2006, 2012, 2014). La MG ademas, exhibe efectos citoprotectores sobre
diferentes extirpes celulares ante el dafio inducido por toxinas que también implican al
estrés oxidativo y desregulacién de las concentraciones intracelulares de Ca+2en su
mecanismo de dafio (Rodeiro et al., 2008, 2012; Tolosa et al., 2013), mecanismos
ventajosos en condiciones de disfuncion mitocondrial como ocurre en las neuropatias
periféricas®.

Por otra parte, se demostré que la MGinhibe la funcion catalitica de al menos 4
isoenzimas del sistema P450 involucradas en el metabolismo de los xenobioticos en el
hombre: CYP1A1/2, 2E1 y CYP3A. Esta hipotesis fue reforzada en otra serie de
experimentos donde se demostr6 que la MG protegié del dafio inducido por la
ciclosporina en células de rifion (HK-2), toxico que es metabolizado por las enzimas del
P450 y eliminado a través del sistema de la glicoproteina P(Chieli et al. 2009; Rodeiro
et al., 2012; Rodeiro et al., 2008; Chieli et al., 2010; Rodeiroet al., 2012). También se
evaluaron los efectos de la MGsobre la funcion de la Pg-p. Este transportador
intracelular posee un importante papel en la exclusion de numerosos compuestos
toxicos de las células y es responsable en gran medida de la resistencia a la respuesta
a farmacos, como el metotrexate (MTX). La MGfue capaz de modular la funcién y
expresion de la P-gp(Rodeiro et al., 2008, 2012; Chieli et al., 2010). Estos resultados
constituyeron los primeros reportes acerca de la modulacion de los sistemas de
transporte y eliminacion de los compuestos extrafios en el organismo por ECAM y MG
y permitieron avanzar a etapas clinicas en pacientes con dolor asociado a zoster:
neuralgia herpética aguda (n=12), subaguda (n=6) y post-herpética establecida (n=6)
gue recibieron tratamiento con formulaciones de ECAM (Vimang tabletas 300mg,
Laboratorios Oriente, Santiago de Cuba). Los pacientes con herpes zoster agudo
recibieron dosis de 1800 mg/dia del extracto en asociacion con bajas dosis de
amitriptilina (10-25 mg/dia). Ademas, se utilizd su disolucién 2% en compresas como
tratamiento topico de las lesiones durante 30 dias. El promedio de las puntuaciones
diarias de dolor (PPDD) se redujo con respecto a sus valores basales desde la semana
1, ningun paciente evolucion6 hacia la neuralgia post-herpética (NPH) (Garrido-Suarez
et al., 2011a). Los pacientes con dolor asociado a zoster recibieron similar tratamiento
pero durante 120 dias en asociacion con la aplicacion tépica de la crema Vimang 1,2%
sobre los dermatomas afectados. Se observé disminucién significativa del PPDD y de
otros disturbios sensoriales (area e intensidad de alodinia dindmica, intensidad de
alodinia térmica y frecuencia del dolor paroxistico guemante con respecto a partir de la
semana 4 de tratamiento. En ambos estudios no se reportaron efectos adversos y se
redujo significativamente la medicacién concomitante (Garrido-Suarez et al., 2011b).
Ademas, se reclutaron 20 pacientes con artritis reumatoide (AR) activa en tratamiento
durante 1 afno con MTX 12,5mg/semana asociado a AINEs y/o prednisona (5-
10mg/dia), los que fueron aleatorizados e incluidos en el grupo estudio (n=10) que
recibié la suplementacion con Vimang (900mg/dia) o el control que recibié el
tratamiento habitual precedente (n=10) durante 180 dias. Exclusivamente los pacientes
del grupo MTX-Vimang redujeron los pardmetros de la escala de actividad de la
enfermedad-28 (DAS 28) con respecto a los valores basales a partir de los 90 dias de
tratamiento y obtuvieron ACR (80 %) como evidencia temprana de su posible eficacia,
100% de los pacientes suspendieron la administracion de AINEs y 70% erradicaron los



efectos adversos gastrointestinales secundarios a su tratamiento precedente.
Aproximadamente 30% de pacientes reumaticos no respondena la monoterapia con
MTX y 10-30% presentan efectos adversos que conducen a la suspension del
tratamiento. La cualidad de la MG para inhibir a su transportador (P-gp) constituye la
racionalidad de esta combinacién y se soporta clinicamente en el incremento de la
eficacia del MTX y la posibilidad de utilizar dosis menoresque disminuyan sus
toxicidades (Lopez-Mantecdn et al., 2014). Estos estudios reportan por primera vez
evidencias clinicas que soportan la seguridad de las formulaciones Vimang y sus
interacciones con otros farmacos.

Esta investigacion se corresponde con los Lineamientos 131 y 158 de la Politica
Econdmica y Social del Partido y la Revolucion sobre el desarrollo de resultados en las
Ciencias Naturales y en la Medicina Natural y Tradicional

Como parte de la produccion cientifica derivada de estas investigaciones se desarrollan
4 Tesis de Maestria.
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