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Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII
Act. 523 RESPUESTA Folios: 105 __
{4,

Asunto: Radicaciéon No.: 13-153451

Tramite: 11

Evento: 379

Actuacion: 519

Oficio No.: 10831

Referencia: Respuesta Oficio de Fondo

MAURICIO JARAMILLO CAMPUZANO, abogado, identificado con la cédula de
ciudadania No. 80.421.942 de Bogota y con la tarjeta profesional No. 74.555
del Consejo Superior de la Judicatura, en calidad de apoderado del solicitante
LABORATORIOS SENOSIAIN S.A DE C.V., doy respuesta al Oficio No.
10831, de conformidad con el articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de

la Comunidad Andina, y de acuerdo con los siguientes argumentos:

1. Reivindicaciones:

Antes de abordar las objeciones elevadas en el Informe Técnico que se
contesta, me permito aclarar que en este acto se presenta un nuevo
capitulo reivindicatorio, en donde hemos delimitado el alcance de las
reivindicaciones presentadas en la solicitud, tal como se explica a

continuacion:

a) Se ha eliminado la reivindicacion 1, con lo cual toda referencia a un
método de tratamiento ha quedado eliminada del capitulo
reivindicatorio;

b) Se han eliminado las reivindicaciones 3-8;

c) Se modifica la anterior reivindicacion 2 (ahora reivindicacién 1)
sustituyendo el término “combinaciéon” por “composiciéon” y se indica la
proporcion de orlistat y resveratrol que proporciona un efecto técnico
inesperado;

d) Se agrega una nueva reivindicacion 2 que especifica la conformacién de

la composicién reclamada y los diferentes excipientes;
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e) Se modifica la anterior reivindicacion 9 (ahora reivindicacion 3) a fin de
especificar con mayor detalle cada una de las etapas del proceso; y
f) Se modifica la dependencia de las reivindicaciones.

Vale la pena anotar que las enmiendas al capitulo reivindicatorio cumplen a
cabalidad con lo estipulado en el Articulo 34 de la Decisiéon de la Comunidad
Andina de Naciones, ya que estas no implican de ninguna manera una
ampliacion de la proteccién correspondiente a la divulgacién contenida en la
solicitud inicial, ni se pretende proteger materia distinta de la reivindicada
originalmente.

El Examinador sefiala en el numeral 5 del Informe Técnico, que el objeto de las
reivindicaciones 1, 2, 7 y 8 no es patentable de acuerdo con el Art 20 literal
(d) de la Decisién 486 de la Comunidad Andina debido a que el término
“combinacion” abarca la administracion secuencial de los agentes (activos) los
cuales pueden encontrarse en composiciones independientes (reivindicacién 8),
Y que esto se encuentra relacionado con un método de tratamiento, lo cual es
ratificado por la solicitante en la caracterizaciéon de la reivindicacién 1 al
momento de indicar que es para el tratamiento de padecimientos de

sobrepeso, obesidad y problemas de la salud.

Con el animo de superar las objeciones planteadas, mi mandante ha eliminado
del capitulo reivindicatorio cualquier expresiéon relativa a métodos de
tratamiento y “combinacion farmacéutica”. Cabe agregar que Examinador
Unicamente ha objetado las reivindicaciones 1, 2, 7 y 8 como excluidas de
patentabilidad, por lo tanto la materia objeto de las reivindicaciones 3-6, a
saber, una composicién farmacéutica, no debe considerarse como excluida de
patentabilidad. Por lo tanto, mi mandante considera que se las objeciones

elevadas en el numeral 5 del Informe Técnico, han quedado superadas.

2. Titulo:

Con respecto a la objecién elevada por el Examinador en el numeral 6 del

Informe Técnico, sobre la falta de claridad del titulo de la solicitud, mi
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mandante desea modificar el titulo para quedar como: “COMPOSICION
FARMACEUTICA QUE COMPRENDE ORLISTAT Y RESVERATROL".

3. Examen de patentabilidad: Novedad y Actividad Inventiva

El Examinador menciona en el numeral 6 del Informe Técnico, que la
reivindicacién 3 es dependiente de la 1 lo cual no es aceptable toda vez que
pertenecen a clasificaciones diferentes. Al respecto, me permito aclarar que,
puesto que la reivindicacion 3 se ha eliminado y la reivindicacion 1 se ha
modificado para quedar en la categoria de composicion, la objecidn resulta
improcedente.

El Examinador menciona en el numeral 8 que la presente solicitud se
encuentra anticipada por los documentos W02007008548 (en lo sucesivo D1);
US20100196464 (en lo sucesivo D2); y US20060153889 (en lo sucesivo D3).

Asimismo, en el numeral 9 del Informe Técnico el Examinador agrega que la
reivindicacién 3 carece de nivel inventivo a la luz del arte previo arriba citado,
identificando al documento D1 como el estado de [a técnica mas cercano. Este
documento ensefia una composicién farmacéutica que comprende un agente
activador de sirtuina el cual es preferiblemente resveratrol y sugiere la
posibilidad de que la composicion comprenda un agente antiobesidad o

hipolipemiante, proponiendo como una posibilidad al orlistat.

El Examinador menciona, ademas, que la diferencia entre la invencidén definida
en la anterior reivindicacion 3 y la composicion de D1 consiste en que la
anterioridad no presenta un ejemplo especifico que comprenda orlistat y
resveratrol de manera conjunta, concluyendo que esta diferencia no parece
conceder un efecto técnico inesperado o una ventaja a la composicidn
reclamada.

Al respecto, nos permitimos aclarar que la invenciéon reclamada presenta

diversos efectos técnicos inesperados o sorprendentes, a saber, un efecto

3
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sinérgico para reduccion de peso, un efecto sobre la presidn sanguinea y un
efecto sobre las transaminasas hepaticas. Todos estos se explican con detalle

a continuacion.

A. Efecto Sinérgico

El estudio preclinico se realizé en ratas a las cuales se les indujo el estado de
obesidad y posteriormente recibieron diversos tratamientos. El Grupo 3 recibid
solamente orlistat; el Grupo 4 recibié solamente resveratrol; los grupos 5y 6
recibieron la combinacion reclamada orlistat-resveratrol en diferentes
proporciones (1mg/5mg y 1.7mg/10mg, respectivamente). Se evalud la
reduccién de peso a las tres semanas. En la figura 2 de la presente solicitud se
muestran los resultados comparativos, demostrando que la combinacién
orlistat-resveratrol en proporciéon 1.7/10 es eficaz en la reduccién de peso, en
comparacion con la administracion por separado de orlistat y resveratrol.
Existe una menor ganancia de peso (35.03%) con la combinacién 1.7/10 que
con la combinacion 1/5 (40.74%).

El Examinador considera que los resultados presentados por la solicitante no
permiten evidenciar un efecto sinérgico, ya que las figuras 2 y 3 no
representan resultados estadisticamente vdlidos que sustenten dicha
afirmacién. El Examinador agrega que la evaluacion de sinergismo debe
basarse en disefios experimentales, siendo los isobologramas la metodologia
mas utilizada.

El solicitante considera que no se requiere de anélisis isobolografico para
sustentar estos resultados, debiendo ser suficiente la evidencia obtenida del

. estudio preclinico, ofreciendo para ello la siguiente explicacién:

Existen diversos abordajes que se pueden emplear para demostrar la
interaccion positiva (sinergismo o potenciacién) entre dos farmacos (ver Anexo
I, de Chen et al., "The Evaluation of Drug Combinations”, Horizon Precision
Genome Editing).

Un primer abordaje asume que un farmaco teéricamente no activo es capaz de
potenciar o sinergizar el efecto de otro activo en el modelo experimental. Bajo
esa perspectiva, se espera que la presencia del producto “inactivo” desplace a
la izquierda la curva dosis-respuesta del producto activo. Una forma
simplificada de ese abordaje es evaluar a una sola dosis el efecto del producto

activo en ausencia (control) y presencia del producto inactivo; entonces un
4

Gomez Pinzén Zuleta Abogados o MIEMBRO DE
Teléfono: (571) 319 2000 « Fax: (571) 321 0295 ™
Calle 67 # 7-35 011204 Bogoté, Colombia AgGp ! NTTAS,

Cra, 43A # 1-50 Of. 301-303 San Fernando Plaza, Torre Hotel « Teléfono: (574) 444 3815 Medellin, Colombia
www.gpzlegal.com

www.affinitastegal.com



GOMEZ-PINZON ZULETA va

R e

DESDE 1992

resultado significativamente mayor en el efecto de la combinacion se interpreta
como una potenciacién o sinergismo. Los Anexos II y III (Unal et al., Korean ]
Physiol Pharmacol, Vol. 17:417-422, 2013 vy Galeotti et al., J Pharmacol Sci
124, 409-417, 2014) presentan ejemplos de tal abordaje y son publicados en
revistas cientificas de circulacién internacional. Este tipo de abordaje fue el
empleado en la investigacion presente, ya que para el tiempo en que se realizd
no se conocia que el resveratrol por si mismo pudiese tener efecto en la
reduccion de peso, mientras que el orlistat si.

El otro abordaje estd basado en el andlisis isobolografico, que asume que
ambos farmacos son activos, y estd limitado a que las curvas dosis-respuesta
presenten paralelismo, por lo cual no se consider6 apropiado para investigar la
interacciéon entre orlistat y resveratrol.

B. Disminucion de la Presién
Se observa en las figuras 4A a 4C de la presente solicitud que ocurre una
disminucién de la presion arterial de los animales tratados con la combinacidn
orlistat-resveratrol, particularmente la combinacién orlistat 1.7 mg/Kg vy
resveratrol 10 mg/Kg (ver pagina 19, lineas 16-19 de la descripcién). Este
efecto resulta definitivamente sorprendente para una persona versada en la
materia, ya que es sabido que uno de los efectos adversos de orlistat es el
aumento de la presidn sanguinea (ver por ejemplo el documento Yun, J .W. et
al., “Possible anti-obesity therapeutics from nature - A review”,
Phytochemistry, pp. 1625-1641.) En particular, las paginas 1625 y 1626 de
Yun et al. indican que existen dos diferentes tipos de farmacos para tratar la
obesidad, uno de ellos es orlistat y el otro sibutramina, agregando que ambos
farmacos tienen efectos secundarios incluyendo el aumento de la presidn
sanguinea. Con base en esta divulgacidn, la persona versada en la materia
definitivamente no esperaria con una expectativa razonable de éxito el obtener
una composicion que reduzca la presidén sanguinea al incluir orlistat dentro de
la composicién. Sorprendentemente, el efecto indeseable sobre el incremento
de la presion que tiene orlistat se evita cuando se administra una composicién
con orlistat y resveratrol. Cabe aclarar que este efecto inesperado sobre la
presion sanguinea no necesariamente corresponde a un efecto sinérgico o de

potenciacion. De manera que el solicitante considera que no se requiere de

Gomez Pinzdn Zuleta Abogados P MIEMBRO DY
Teléfono: (571) 319 2900 « Fax: (571) 321 0295 o
Calle 67 # 7-35 Of.1204. Bogotd, Colombia A Qw INTTAS,

Cra. 43A # 1-50 Of. 301-303 San Fernando Plaza, Torre Hotel . Teléfono: (574) 444 3815 Medellin, Colombia
www.gpzlegal.com

www.affinitaslegal.com



GOMEZ-PINZON ZULETA £
N s — '

DESDE 1992

analisis isobolografico para sustentar estos resultados, debiendo ser suficiente

la evidencia obtenida del estudio preclinico.

C. Efecto sobre las transaminasas hepaticas
Otro efecto terapéutico inesperado positivo de la composicidon que contiene los
dos principios activos orlistat y resveratrol. En particular, respetuosamente se
solicita al Examinador referirse a la Figura 6 y a la pagina 20 de la descripcién,
en donde se comprueba que una dieta alta en caloria no alterd la actividad de
la transaminasa glutamica oxaloacética (TGO) y la transaminasa glutdmico
pirdvica (TGP), pero los tratamientos si incrementaron los niveles de
transaminasa. Las transaminasas hepaticas constituyen un indicador de efecto
hepatico adverso. La Figura 6 muestra niveles de transaminasa hepatica
elevados para las ratas del Grupo 4 (resveratrol, 10 mg/kg), pero los niveles
de transaminasa fueron menores con la combinacion orlistat-resveratrol en las
dos dosis (1/5 mg/Kg y 1.7/10 mg/Kg). Este efecto benéfico hepatoprotector
de la invencién reclamada es inesperado y definitivamente no podria inferirse
del arte previo. Cabe aclarar que este efecto hepatoprotector inesperado no
necesariamente corresponde a un efecto sinérgico. De manera que el
solicitante considera que no se requiere de andlisis isobolografico para
sustentar estos resultados, debiendo ser suficiente la evidencia obtenida del

estudio preclinico.

En resumen, el solicitante ha demostrado fehacientemente que existe una
menor ganancia de peso (35.03%) con una composicién que contiene la
proporcion orlistat/resveratrol 1.7/10 que con la combinacién 1/5 (40.74%).
La proporcidn de orlistat/resveratrol 1.7/10 también proporciona otros efectos
inesperados (efecto hepatoprotector y disminuciéon de la presion sanguinea).
Las reivindicaciones actuales contienen las caracteristicas técnicas que
permiten lograr los efectos inesperados antes descritos debido a que reclaman

una composicion con la proporcidn orlistat/resveratrol 1.7/10.
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El Examinador aflade que la actividad de orlistat como agente capaz de inhibir
la absorciéon de grasa era ampliamente conocida y que la motivacién para que
la persona versada en la materia seleccionara orlistat como el agente
antiobesidad en combinacién con el resveratrol surge de las ensefianzas
contenidas en D2. A este respecto deseamos aclarar que en el arte previo
existen documentos que sefialan los efectos secundarios adversos del orlistat
(ver Anexo IV, Yun, J .W. et al., “Possible anti-obesity therapeutics from nature
- A review"”, Phytochemistry, pp. 1625-1641). De acuerdo con el documento
Yun et al., el orlistat tiene efectos secundarios peligrosos, incluyendo aumento
de la presiéon sanguinea. Una persona versada en la materia tendria que
considerar no solo los documentos D1 a D3 sino todo el arte previo antes de
disefiar una composiciéon con determinados principios activos. Aunque los
documentos D1 y D2 pudieran motivar a una persona a disefiar una
composicién de orlistat y resveratrol con el objetivo de tratar la obesidad,
también es cierto que la persona versada en la materia esperaria un efecto
adverso sobre la presidon sanguinea por el uso del orlistat. Sin embargo,
sorprendentemente, dicho efecto adverso se ve atenuado por la presencia de
resveratrol.

De manera que existe un indicio importante que nos permite identificar la
existencia de nivel inventivo, que consiste en el hecho de haber superado un
prejuicio técnico anterior. En este caso, la invencién supera el prejuicio técnico
del documento Yun et al., ya que dicho documento llevaria a la persona con

experiencia media en la materia en sentido contrario a la invencion.

Ahora bien, suponiendo que la persona versada en la materia no tomara
importancia a la divulgacién de Yun et al.,, considerando los documentos
citados, probablemente esperaria que la reduccién en la ganancia de peso se
logre con cualquier dosis de la combinacion orlistat-resveratrol, pero en
realidad, solamente la dosis 1.7/10 presenta efecto sinérgico. De hecho, el
incremento en peso con esta dosis no fue significativamente distinto de la
ganancia en peso observada con las ratas bajo una dieta estdndar (dieta
sana). No existe nada en los documentos del arte previo que permita a la
persona versada en la materia a detectar las dosis eficaces para lograr el
efecto técnico en la reduccion de peso.
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Otro indicio de la existencia de nivel inventivo radica en el caracter inesperado
de los resultados obtenidos. Tanto el efecto sobre las transaminasas
hepaticas, como la accién conjunta de ambos farmacos para evitar el
incremento en la presién sanguinea, son efectos que la persona versada eh la
materia no podria elucidar. Un técnico con conocimientos medios en la
materia no estaria en condiciones de prever estos resultados a la luz del arte

previo,

Con respecto a la objecion de nivel inventivo elevada al proceso reclamado, mi
mandante desea emplear el método problema-solucién.

En la descripcién de la solicitud se menciona que los dos principios activos
orlistat y resveratrol implican problemas técnicos ya que el orlistat tiene
consistencia cerosa y funde a temperaturas entre 40 y 44°C mientras que el
resveratrol es un polvo. El bajo punto de fusidn de orlistat complica
considerablemente la elaboracion de una forma farmacéutica oral con los dos
ingredientes, ya que durante el proceso de fabricacibn se alcanzan
temperaturas superiores a los 40°, lo que provoca la fusidon del orlistat. Para
resolver este problema técnico, la presente invencién propone mezclar orlistat
con excipientes seleccionados de derivados de celulosa, celulosa
microcristalina, lactosa y almidén de maiz, calentar la mezcla, extruir dicha
mezcla y formar esferas que comprenden orlistat, para después recubrirlas con
una dispersibn de resveratrol y un polimero seleccionado de

hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona y hidroxipropilcelulosa.

Esta solucion al problema técnico no habia sido antes descrita o sugerida en los
documentos del arte previo. El documento D2 divulga composiciones que
comprenden orlistat en una cantidad de 120 mg y con un tamafio de particula
menor a 250 micras. En los parrafos [0084] 7 [0085] del documento D2 se
menciona que se pueden preparar formas de dosificacion sélidas en forma de
tabletas, minitabletas, capsulas, pildoras, granulos, agregando que los
excipientes pueden incluir diluentes, aglutinantes, desintegrantes, colorantes,
lubricantes, solventes, deslizantes y humectantes. Los pérrafos [0086] a
[0096] proporcionan una lista sumamente extensa de excipientes que pueden

emplearse para formar composiciones, sin embargo no es claro cémo una
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persona versada en la materia podria seleccionar especificamente derivados de
celulosa, celulosa microcristalina, lactosa o almiddén de maiz, para mezclarse

con orlistat y asi formar las esferas de este principio activo.

Por su parte, el documento D3 en el parrafo [0029] sefiala un ejemplo de
particulas con un primer depdsito hidrofilico y un terminado polimérico
hidrofébico. El recubrimiento de la fase II contiene agua, resveratrol, extracto
de levadura y una pluralidad de extractos de productos naturales (extracto de
soya, extracto de semilla de café, etc.). El recubrimiento de resveratrol
divulgado en D3 no contiene un polimero seleccionado de
hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona y hidroxipropilcelulosa. En
ninguna parte del documento D3 se sugiere el uso de estos excipientes para

formar la capa de resveratrol.

En virtud de las nuevas reivindicaciones y lo argumentado arriba se solicita al

Examinador la reconsideracion de sus objeciones.

Notificaciones

Recibiré notificaciones en la secretaria de su Despacho; en mis oficinas de
abogado ubicadas en la Calle 67 No. 7 - 35, oficina 1204, teléfono 3192900,
fax 3210295, Bogotéd D.C., Colombia, o; al correo electrénico
apenaranda@gpzlegal.com.

Atentamente,

MAURICIO JARAMILLO C.
C.C. 80.421.942 de Bogota
T.P. 74.555 del C.S.Jra.

apu

Adjunto: Lo anunciado
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REIVINDICACIONES

1.- Una composicidén farmacéuticaoral,
caracterizada porque comprende de 30mg a 360mg de orlistat,
o sus sales farmacéuticamente aceptables, y de 100mg a
2000mg resveratrol, o) sus sales farmacéuticamente
aceptables, y excipientes farmacéuticamente aceptables, en
donde la proporcidén en peso de orlistat/resveratrol es

igual a 1.7/10.

2. La composicidn farmacéutica de la
reivindicacién 1, caracterizada porque consiste en esferas

formadas por una mezcla de orlistat con excipientes

seleccionados de derivados de celulosa, celulosa .

microcristalina o almidén de maiz, y un recubrimiento sobre
dichas esferas formado por resveratrol y un polimero
seleccionado de hidroxipropilmetilcelulosa,

polivinilpirrolidona y hidroxipropilcelulosa.

3.- Un proceso para preparar una composiciédn
farmacéutica que comprende orlistat, o) sus sales
farmacéuticamente aceptables, y resveratrel, o sus sales
farmacéuticamente aceptables, caracterizado porque

comprende mezclar orlistat con excipientes

K%

)\Q
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farmacéuticamente aceptables seleccionados de derivados de

celulosa, celulosa microcristalina, lactosa y almiddén de

maiz; calentarla mezcla a una temperatura de 50 a 70°C,
extruir la mezcla, formar esferas que comprenden orlistat,
enfriar y recubrir las esferas con una dispersién de
resveratrol 3% un polimero seleccionado de
hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirreclidona \%

hidroxipropilcelulosa.

1



HORIZON
NOTA DE APLICACION
EDICION GENOMICA DE PRECISION

Zhigiang Chen, Suzanne Mead y John Goodall

INTRODUCCION

La combinacién de farmacos para amentar el efecto terapéutico, para reducir la toxicidad y para
minimizar la resistencia a farmacos esta siendo cada vez mas importante en el tratamiento de
céncer y puede ofrecer un resultado favorable para terapia. Sin embargo, existen retos en el
disefio de estudios de combinaciones in vitro que sean no sélo apropiadas para el mecanismo de
accién de los compuestos, sino que puedan cuantificar de forma precisa la interaccion de
farmacos.

En Horizon Discovery, tenemos capacidades internas amplias para llevar a cabo estudios de
combinacién para identificar proporciones de combinaciones de farmacos. Comulnmente
empleamos dos métodos diferentes cuando estudiamos las combinaciones de farmacos in vitro:

e Veces de potenciacion
¢ [ndice de combinacién {Cl).

El método de veces de potenciacién mide el desplazamiento en IC50 para mostrar claramente la
mejora de un efecto de un farmaco por otro farmaco que no tiene efecto por si solo. Sin embargo,
este método no puede ser usado cuando ambos farmacos despliegan citotoxicidad como tnicos
agentes. En este caso el método Cl es més apropiado. Este método permite distinguir
antagonismo, aditividad y sinergismo entre farmacos.

Aqui ilustramos cémo estos dos métodos puede usarse para evaluar combinaciones de farmacos
con mecanismos diferentes. Estos datos ilustran cémo la identificacion de combinaciones
racionales pueden significar mejoras en los efectos de compuestos individuales. La comprensién
de estas interacciones entre farmacos es critica si deseamos mejorar los resultados en el paciente
en la clinica, particularmente en el caso de enfermedades multivariadas complejas tales como el
céncer.

RESULTADOS Y DISCUSION

Método 1: Evaluacién de las Veces de Potenciacion
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La potenciacién del agente citotéxico SN38 por el inhibidor de Chkl UCNOQ1 fue evaluado en
células HT29. Las células HT29 carecen de un punto de revision funcional G1/S debido a la
expresién de mutante p53 (R273H). Por lo tanto, la reparacién del dafio en el ADN recae
solamente en el punto de revision G2/M. La inhibicién de Chkl, una quinasa crucial en la
regulacidn del punto de revision G2/M, sensibiliza a las células HT29 hacia los efectos de agentes
citotoxicos, tales como SN38.

Figura 1. UCNO1 potencia el efecto citotdxico de SN38 en células HT29

Las células HT29 fueron tratadas con SN38 por 72h en presencia o ausencia de UCNO1 2nM, el cual
por si solo no tuvo efecto sobre la viabilidad de las células HT20 (Figura 1). UCNO1 potencia el
efecto citotdxico de SN38 por desplazamiento de IC50 de SN38 20 veces a partir de 160 nM como
un solo agente, a 8nM en presencia de UCNOL.

Método 2: indice de Combinacién

Las células HCT116 reciben tanto a P13ko. (H1047R) como a K-Ras (G13D) activando mutaciones, y
los inhibidores MEK y P13K PD325901 y GDC-0941 respectivamente, causan efectos
antiproliferativos en células como uUnicos agentes (Figura 2). '

Figura 2. Curvas dosis-respuesta de un solo agente de GDC-0941y PD0325901 en células HCT116.

El desarrollo concomitante de estas mutaciones es un mecanismo de resistencia conocido para
estos agentes, debido a que la activacién de una via de crecimiento reduce el requerimiento para
la otra. Al combinar estos farmacos se predice por lo tanto que es beneficioso.

Las células HCT116 fueron tratadas con PD032901 y GDC-0941 ya sea solos 0 en una matriz de
concentraciones combinadas por 72 h, y los efectos antiproliferativos se determinaron. En este
caso, debido a que ambos farmacos son citotoxicos como unicos agentes, el método Cl es
necesario para estudiar el efecto de la combinacién. Los valores CI se calculan usando la ecuacion
posterior y un valor de Cl menor a 1 indica sinergismo, 1 indica aditividad y mayor a 1 indica
antagonismo. ‘

Cl = C(A) / EC50(A) + C(B)/EC50(B)

Donde: C(A} y C(B) son las concentraciones de los farmacos Ay B que en combinacion causan el
50% de inhibjcién. '

v
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EC50(A) y EC50(B) son las concentraciones de farmacos Ay B que individualmente causan el 50%
de inhi.bicién-.v

Los datos CI han sido analizados y desplegados en dos diferentes formas. El primero es una grafica
de Cl-efecto (Figura 3), la cual es una gréafica orientada al efecto y despliega el efecto de la
combinacién a través de un amplio rango de niveles de efecto. El segundo es un isobolograma
(Figura 4) que es una grafica orientada a la dosis que puede generarse por cualquier nivel de
efecto Unico (en este caso, es el 50% de inhibicion).

Figura 3. Gréfica Cl-efecto para PD0325901 y GDC-0941 en células HCT116. Un valor menor a 1
indica sinergismo, 1 indica aditividad y mayor a 1 indica antagonismo.

Figura 4. Isobolograma a concentraciones EC50. La linea punteada une las concentraciones
requeridas como Unicos agentes y muestra el punto en el cual la aditividad ocurriria (es decir
Cl=1).

Ambos diagramas ilustran que PD0325901 y GDC-0941 estén actuando sinérgicamente, con un
valor Cl menor a 1 en todos los niveles del % de inhibicion.

CONCLUSION

Cuando se estudian combinaciones de farmacos es importante escoger el método apropiado
basado en el mecanismo de accién de los farmacos de estudio. Hemos empleado dos ejemplos de
combinaciones para ilustrar los diferentes enfoques que pueden emplearse para describir y
definir el efecto in vitro de la combinacidn de agentes.

Mostramos que cuando un compuesto tiene poco efecto como un lnico agente, como en el caso

de UCNO1, su actividad en combinacién es mejor descrita usando el método de veces de
. potenciacién. En contraste, cuando ambos compuestos muestran actividad como Unicos agentes,
como con PD0325901 y GDC-0941, el enfoque de indice de combinacion debe emplearse para
describir de manera no ambigua el efecto combinatorio de estos agentes. Al aplicar estos
diferentes enfoques puede ayudar en el disefio racional y el desarrollo de combinaciones de
agentes terapéuticos.

SOPORTE HORIZON

Horizon ofrece un amplio rango de Servicios de Ensayo estédndar y disefiados a la medida tanto en
lineas celulares del cancer estandar y lineas celulares isogénicas X-MAN®.
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Los servicios de ensayo disponibles relacionados con esta Nota de Aplicacién incluyen:
Ensayos de crecimiento {2D)
Ensayos de combinacidn

Todas las Lineas Celulares X-MAN® estan disponibles “fuera del mostrador” en términos de
licencia simples y el Desarrollo de Linea Celular a la Medida también esta disponible
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The Evaluation of Drug Combinations
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INTRODUCTION

Combining drugs to increase therapeutic effect, to reduce
toxicity and to minimize drug resistance is becoming
increasingly important in the treatment of cancer and can
offer a favorable outcome for therapy. However,
challenges exist in the design of in vitro combination
studies that are not only appropriate to the mechanism of
action of the compounds, but that can accurately quantify
the drug interaction.

At Horizon Discovery, we have extensive in house
capabilities for carrying out combination studies to identify
ration drug combinations. We commonly employ two
different methods when studying drug combinations in
vitro:

* Fold of potentiation

+ Combination index (Cl).*

The fold of potentiation method measures the shift in IC5,
to clearly show the enhancement of one drug’s effect by
another drug that has no effect alone. However, this
method cannot be used when both drugs display
cytotoxicity as single agents. In this case the Cl method is
more appropriate. This method allows antagonism,
additivity and synergism between drugs to be
distinguished.

Here we illustrate how these two methods can be used to
assess drug combinations with differing mechanisms.
These data illustrate how the identification of rational drug
combinations can significantly enhance the effects of
individual compounds. Understanding these drug

interactions is critical if we wish to improve patient

outcomes in the clinic, particularly in the case of complex
multivariate diseases such as cancer.

RESULTS AND DISCUSSION

Method 1: Assessing Fold of Potentiation

The potentiation of the cytotoxic agent SN38 by the Chkl
inhibitor UCNO1 was evaluated in HT29 cells. HT29 cells
lack a functional G1/S checkpoint due to the expression of
mutant p53 (R273H). Therefore, the repéir of DNA damage
relies solely on the G2/M checkpoint. Inhibition of Chk1, a
kinase crucial in the regulation of the G2/M checkpoint,
sensitizes HT29 cells to the effects of cytotoxic agents, such
as SN382. '
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Figure 1. UCNO1 potentiates the cytotoxic effect of SN38 in
HT29 cells

HT29 cells were treated with SN38 for 72h in the presence
or absence of 3nM UCNO1, which alone has no effect on
HT29 cell viability (Figure 1). UCNO1 potentiates the
cytotoxic effect of SN38 by shifting the ICy, of SN38 20-fold
from 160nM as a single agent, to 8nM in the presence of
UCNO1.

Method 2: Combination Index

HCT116 cells harbor both PI3Ka (H1047R) and K-Ras
(G13D) activating mutations and the MEK and PI3K
inhibitors PD0325901 and GDC-0941 respectively, cause
anti-proliferative effects in cells as single agents (Figure 2).
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Figure 2. Single agent dose-response curves of GDC-0941
and PD0325901 in HCT116 cells A
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Concomitant development of these mutations is a known
resistance mechanism to these agents, because activation
of one growth pathway reduces the requirement for the
other. Combining these drugs is therefore predicted to be
beneficial3.

HCT116 cells were treated with PD0325901 and GDC-0941
either alone or in a matrix of combined concentrations for
72h, and the anti-proliferative effects determined. In this
instance, because both drugs are cytotoxic as single agents,
the Cl method is required to study the combination effect.
Cl values are calculated using the equation below and a Cl
value of less than 1 indicates synergy, 1 indicates additivity
and greater than 1 indicates antagonism.

C(A) + C(B)
ECs,(A) ECs,(B)

Where:
* C{A) and C(B) are the concentrations of drug A and B that
in combination cause 50% inhibition

* EC;4(A) and EC;4(B) are the concentrations of drug A and
B that individually cause 50% inhibition

The CI data has been analyzed and displayed in two
different ways. The first is as a Cl-effect plot (Figure 3),
which is an effect-orientated graphic and displays the
combination effect across a wide range of effect levels.
The second is as an isobologram (Figure 4), which is a dose-
orientated graphic that can be generated for any single
effect level (in this case, it is 50% inhibition).
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Figure 3. Ct-effect plot for PD0325901 and GDC-0941 in HCT116
cells. A Civalue of less than 1 indicates synergy, 1 indicates
additivity and greater than 1 indicates antagonism.
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Figure 4. Isobologram at EC,, concentrations. The dashed line

joins the concentrations required as single agents and shows the
point at which additivity would occur {i.e. Cl = 1).

Both diagrams illustrate that PD0325901 and GDC-0941
are acting synergistically, with a Cl value less than 1 at all
levels of % inhibition.

CONCLUSION

When studying drug combinations it is important to choose
the appropriate method based on the mechanism of action
of the test drugs. We have used two example combinations
to illustrate the different approaches that can be employed
to describe and define the in vitro effect of combining
agents.

We show that when a compound has little effect as a single
agent, as in the case of UCNOQ1, its activity in combination is
best described using the fold of potentiation method. By
contrast, when both compounds show single agent activity,
as with PD0325901 and GDC-0941, the combination index
approach must be employed to unambiguously describe
the combinatorial effect of these agents. Applying these
different approaches can aid the rational design and
development of combinations of therapeutic agents.

HORIZON SUPPORT

Horizon offers a broad range of standard and custom-
designed Assay Services in both standard cancer cell lines
and X-MAN™ isogenic cell lines.

Available assay services relating to this Application Note
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Growth assays (2D)
Combination assays

All X-MAN™ Cell Lines are available ‘off the shelf’ on
simple licensing terms and Custom Cell Line Development
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PHYTOCHEMISTRY
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Revisién
Posibles terapéuticas antiobesidad — Una revisién
Jong Won Yun*

Departamento de Biotecnologia, Universidad de Daegu, Kyungsan, Kyungbuk 712-714, Republica
de Corea

RESUMEN

La obesidad estd asociada con muchas enfermedades, particularmente diabetes, hipertension,
osteoartritis y enfermedades del corazén. La incidencia de la obesidad se ha incrementado a una
velocidad alarmante en afios recientes, convirtiéndose en un problema de salud mundial, con
costos incalculables. Dos diferentes farmacos para el tratamiento de obesidad estén actualmente
en el mercado: orlistat, que reduce la absorcién de grasa intestinal via la inhibicion de la lipasa
pancredtica; y sibutramina, un anoréctico o supresor del apetito. Ambos farmacos tienen efectos
secundarios adversos, incluyendo aumento de la presion, boca seca, constipacién, dolor de cabeza
e insomnio. Por esta razén, una amplia variedad de materiales naturales han sido explorados en
su potencial de tratamiento de la obesidad. Estos son principalmente productos complejos que
tienen diversos componentes con diferentes caracteristicas quimicas y farmacoldgicas. Esta
revisién intenté sondear la literatura que cubre productos naturales con actividad antiobesidad y
revisar datos cientificos, incluyendo metodologias experimentales, componentes activos, y
mecanismos de accién en contra de la obesidad

© 2010 Elsevier Ltd. Todos los derechos reservados.
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Abreviaturas: AAC, acetil-CoA carboxilasa; AMPK, quinasa proteica activada por adenosin 5'-
monofosfato; BAT, tejido de adipocitos café; C/EBP, proteina de unién mejoradora de CCAAT; CNS,
sistema nervioso central; CPT, carnitin palmitoil-transferasa-1; DHA, dcido docosahexaenoico; ECG,
(-)-epicatin-3-galato; EGG, (-)-epigalocate3quina; EGCG, (-)-epigalocatequin-3-galato; EPA, acido
eicosapentaenoico; ERK, quinasas reguladas por sefiales extracelulares; FA, acido graso; GLUT,
transportador de glucosa; GPDH, glicerol-3-fosfato desidrogenasa; HMG-CoA, 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A; HFD, dieta alta en grasas; 5-HT, 5-hidroxitriptamina; IC50, la
concentracion inhibitoria maxima media (con trioleina como sustrato de lipasa); MAPK, quinasa de
proteina activada por mitégeno; MCH, hormona concentradora de melanina; PPAR, receptor
activado por proleferador de peroxisoma; PUFA, acidos grasos poliinsaturados; RQ, cociente
respiratorio; TG, triglicérido; TNF, factor de necrosis tumoral; UCP, proteina no acoplada; WAT,
tejido de adipocitos blancos.

1. Introduccién

En una escala global, la obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas y es un principal
contribuyente en la carga global de enfermedad crénica y discapacidad. Actualmente, mas de un
billén de adultos en todo el mundo tienen sobrepeso y al menos 300 millones de ellos son
clinicamente obesos (OMS, 2009).

Dos diferentes tipos de farmacos para tratar la obesidad estan actualmente disponibles en
el mercado (Chaput et al., 2007). Uno de estos es orlistat {Xenical), que reduce la absorcién de
grasa intestinal a través de la inhibicién de la lipasa pancredtica (Ballinger y Peikin, 2002; Drew et
al., 2007; Hutton y Fergusson, 2004; Thurairajah et al., 2005). El otro es sibutramina (Reductil) que
es un anoréctico, o supresor del apetito(Lean, 2001; Poston y Foreyt, 2004; Tziomalos et al., 2009).
Ambos farmacos tienen efectos secundarios, incluyendo aumento de la presidn sanguinea, boca
seca, constipacién, dolor de cabeza e insomnio (de Simone y D’Addeo, 2008; Karamadoukis et al.,
2009; Slovacek et al., 2008; Thurairajah et al., 2005). Una variedad de férmacos antiobesidad
estan actualmente en desarrollo clinico, incluyendo férmacos de actuacién centralizada (por
ejemplo, radafaxina y oleoil-estrona), farmacos dirigidos a la sefiales de saciedad periférica
episédica (por ejemplo rimonabant y APD256), farmacos que bloquean la absorcién de grasa (por
ejemplo cetilistat y AOD6304), y fragmentos de hormona de crecimiento humana (Halford, 2006;
Meinikova y Wages, 2006).

Actualmente, debido a la insatisfaccion y altos costos y efectos secundarios
potencialmente peligrosos, el potencial de los materiales naturales para tratar obesidad esta
siendo explorado, y esto puede ser una excelente estrategia alternativa para desarrollar fairmacos
futuros seguros, efectivos antiobesidad (Mayer et al., 2009; Nakayama et al., 2007; Park et al.,
2005). Una pluralidad de productos naturales, incluyendo extractos crudos y compuestos aislados
de plantas, pueden inducir la reduccion de peso corporal y prevenir la obesidad inducida por dieta.
Por lo tanto, han sido usados ampliamente para reducir la obesidad. {(Han et al., 20058; Moro y
Basile, 2000; Rayalam et al, 2008) enfocados en la regulacién del ciclo de vida de adipocitos. Sin
embargo, estas revisiones no proporcionan actualizaciones de la literatura respecto a varios
productos naturales con efecto antiobesidad.
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Por lo tanto, en esta revisién, hemos sondeado productos naturales con potencial
antiobesidad y revisado datos cientificos incluyendo metodologias experimentales, componentes
activos, y mecanismos de accién en contra de la obesidad. Un grupo de evidencia en crecimiento
indica que los productos naturales que tienen efectos antiobesidad pueden agruparse en cinco
categorias basado en sus mecanismos: estos producen (1) absorcién disminuida de lipidos, (2)
ingesta energética disminuida, (3) gasto aumentado de energia, (4) diferenciacién y proliferacion
preadipocitaria disminuida, o (5) lipogénesis disminuida y lipdlisis aumentada. Por tanto, en esta
revisién, hemos abordado los compuestos naturales que poseen actividad antiobesidad
abordandolos por categorizacién por estos mecanismos.

2. Materiales naturales para tratamiento de obesidad
2.1 Efecto inhibitorio de lipasas

Entre los tratamientos para la obesidad, uno de las estrategias mdas promisorias en el
esfuerzo para reducir la entrada de energia a través de mecanismos gastrointestinales sin alterar
los mecanismos centrales es el desarrollo de inhibidores de absorcion y digestion de nutrientes
(Birari y Bhutani, 2007). La grasa dietética no es directamente absorbida por el intestino a menos
que la grasa haya sido sujeta a la accién de la lipasa pancredtica. Por lo tanto, la lipasa pancreatica
es uno de los mecanismos mas estudiados para determinar la eficacia potencial de productos
naturales como agentes antiobesidad. (Birari y Bhutani, 2007).

La lipasa pancredtica es una enzima clave en la absorcién de triacilglicerol dietético,
hidrolizando triacilgliceroles a monoacilgliceroles y &cidos grasos. Sélo pocas sustancias
interactdan directamente con las lipasas. Un ejemplo es tetrahidrolipstatina (orlistat) un derivado
de la lipasa natural producida de Streptomyces toxytricini (Ballinger y Peikin, 2002). Los
mecanismos de inhibicidn de la lipasa de orlistat actian a través de enlaces covalente para la
serina del sitio activo de la lipasa (Hadvary, et al., 1099, 1991; Tsujita et al., 2006). Aunque este
inhibidor de fa lipasa pancredtica estd clinicamente autorizado para el tratamiento de la obesidad,
orlistat tiene efectos gastrointestinales desagradables (Karamadoukis et al. ,2009; Thurairajah et
al., 2005). Estos efectos secundarios resultan del modo de accién de orlistat e incluyen manchas
oleosas, evacuaciones liquidas, urgencia fecal o incontinencia, flatulencia y dolor abdominal
(Chaput et al., 2007). Por tanto los investigadores estdn rastreando nuevos inhibidores derivados
de plantas u otra fuente natural, que carezcan de algunos de estos efectos secundarios
desagradables (Birari y Bhutani, 2007).

Los productos naturales proporcionan un grupo vasto de inhibidores de la lipasa
pancredtica con potencial para ser desarrollados en productos clinicos. Birari y Bhutani, 2007
revisaron varios extractos y metabolitos secundarios, derivados de plantas y microorganismos, que
tienen actividad inhibitoria de lipasa pancreatica. Los programas de desarrollo de farmacos
deberian enfocarse en estos extractos y metabolitos.

Una amplia variedad de plantas poseen efectos inhibitorios de lipasa pancredtica,
incluyendo Panax japonicus (Han et al., 2005b), Platycodi radix (Han et al., 2000), Salacia reticulata
(Kishino et al., 2006), Nelumbo nucifera (Ono et al., 2006), y asi sucesivamente (ver Tabla 1 para
detalles).  Estos fitoqu(micos inhibitorios de la lipasa pancreatica incluyen principalmente
saponinas, polifenoles, flavonoides y cafeina (Kim y Kang, 2005; Han et al., 2006; Moreno e:t al;
2006; Shimoda et al., 2006). S
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Diversos carbohidratos también poseen efectos inhibitorios de la lipasa pancreatica (Takao
et al., 2006). Por ejemplo, cuando los investigadores alimentaron animales experimentales con
dieta alta en grasas que contenia 7-15% de quitina/quitosano, la excrecion de grasa en las heces se
incrementd, resultando en peso corporal reducido (Han et al., 20052). Sin embargo, los efectos de
estos carbohidratos sobre la reducciéon del peso corporal en animales y humanos son
controvertidos. (Bondioloti et al., 2007; Gades y Stern, 2003, 2005; Galaher et al., 2002; Han et al.,
19992; Hayashi e Ito, 2006). Hemos descubierto recientemente una reduccién de peso corporal
distinta en ratones ob/ob alimentadas con oligosacéridos de quitosano; el andlisis de proteomas
del plasma de ratdn antes y después de los tratamientos sugiere acciones moleculares de los
oligosacaridos de quitosano (Kumar et al., 2009). La expresion de muchos genes se altera
significativamente durante el efecto antiobesidad en respuesta al oligosacarido de quitosano en la
dieta (Kumar et al, 2009).

Muchos metabolitos de microorganismos, incluyendo lipstatina de Streptomyces
toxytricini (Weibel et al., 1987), panciclinas de Streptomyces sp NR0619 (Mutoh et al, 1994;
Yoshinari et al., 1994), valilactona y ebelactonas de Streptomyces albolongus (Kitahara et al, 1987;
Umezawa et al., 1980), esterastina de Streptomyces lavendulae (Umezawa et al, 1978),
caulerpenina de Caulerpa taxifolia (Tomoda et al., 2002), vibralactona de Boreostereum virans (Liu
et al, 2006) y perciquinina de Basidiomycete stereum complicatum (Bitou et al., 1999) también
poseen actividad inhibitoria de la lipasa pancredtica. Mas aUn, ciertos cuerpos frutales o micelios
de macrohongos poseen actividad inhibitoria de la lipasa (Ahn et al., 2007b, Slanc et al., 2004).

Tabla 1. Compuestos biomateriales antiobesidad que muestran inhibicién de la lipasa pancreatica

Fuente Componente activo | Métodos Actividad Referencias
experimentales | principal
(dosis  tratada,
sujetos, duracién
del tratamiento)
Juniperus Extracto crudo de | Actividad 1C50=2004 y 21.9 | Kim y Kang
communis etanol/agua inhibitoria de la | pg/ml, (2005)
(corteza) y lipasa respectivamente
IHlicium pancreatica
religiosum
{madera)
Panax japonicus | Chikusetsusaponinas | 3%, ICR ratones | 22% disminucion | Han et  al,,
(rizomas) con HFD, 9 |de ganancia de | (2005b)

semanas

peso corporal

Platycodi radix

70 mg/kg, SD en
ratones con HFD,
4 semanas

13% de
disminucién en
ganancia de peso
corporal

Zhao et al
(2005), Zhao vy
Kim (2004), Han
et al (2002) Xu
et al (2005)

Platycodi radix

Saponinas
platicodinas
Extracto crudo

5%, ICR en
ratones con HFD,

12% de
disminucién en

Han et al (2000).

EY

acuoso/extracto
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etandlico (saponina) | 8 semanas ganancia de peso
: _ corporal
Acanthopanax 10.6% de &cido | 800 mg/kgm ICR | 54% de | Lei et al. (2007);
senticosus elagico en ratones con | disminucién en [ Han et  al
(corteza de tallo) HFD, 5 semanas | ganancia de peso | (2000)
corporal '
Tea sinensis (té | Extracto acuoso | 5%, ICR en | 10% de | Han et af (2000)
oolong) crudo (cafeina) ratones con HFD, | disminucién en
10 semanas ganancia de peso
corporal
Cassia Proantocianidina Actividad 1C50=0.11 Yamamoto et al
mimosoides inhibitoria de | mg/ml; 60% de | (2000)
lipasa disminucion  en

pancreatica;
2.5%, SD en
ratas con HFD,

ganancia de peso
corporal

semanas
Kochia scoparia | Extracto crudo | 3%, ICR en| 19% de | Han et al (2000)
(frutos) acuoso (saponinas) | ratones con HFD, | disminucién en
9 semanas ganancia de peso
corporal
Afromomum Extracto crudo | 2 mg/ml, | 90%, 40% de | Ekanem et al
meleguetta, etandlico actividad inhibicién de | (2007)
Spilanthes inhibitoria de | lipasa,
acmella lipasa respectivamente
pancreatica
Salacia reticulate | Extracto crudo | 0.5%, SD en|27% de | Kishino et al
(mezclada con | acuoso ratas con HFD, 8 | disminuciéon en | (2006)
ciclodextrina) semanas ganancia de peso
corporal
Thea sinensis | Saponina 0.5%, ICR en|17% de | Han et al
(hoja) ratones con HFD, | disminucién en | (1999b, 2001)
11 semanas ganhancia de peso
corporal
Nelumbo Extracto crudo | 5%, ICR en | 28% de | Ono et al (2006)
nucifera (hoja) etandlico ratones con HFD, | disminucién en
5 semanas ganancia de peso
corporal
Trigonella Extracto crudo | 0.3%, ddY en| 14% de | Handa et al
foenum etandlico ratones obesos, | disminucién en | (2005)
graecum L 22 dias ganancia de peso
(semilla) corporal
Salix matsudana | Polifenol (PP) 5% PP, ratas | 20% de | Han et al
(hoja) Wistar King con | disminucién en | (2003a,b)
; HFD, 9 semanas | ganancia de peso .
<o - corporal &
| Glucdsido 5%, ratas de | 19% de ’
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flavonoide cepa ICR con | disminucién en | (2003b)
HFD, 9 semanas | ganancia de peso
corporal
Vitis vinifera Extracto crudo | 1 mg/ml, 373-L1 | Efecto inhibitorio | Moreno et al
etandlico adipocito, 8 dias | sobre la | (2003)
actividad de |la
ez 3 lipasa = 80%
Eriochloavillosa | Extracto . crudo | 0.2 mg/ml, | Efecto inhibitorio | Sharma™ et al
metandlico actividad sobre fa | (2005)
inhibitoria de | actividad de la
lipasa lipasa = 83%
pancreatica
Orixa japonica Extracto crudo | 0.2 mg/ml, | Efecto inhibitorio | Sharma et al
metandlico actividad sobre la | {2005)
inhibitoria de | actividad de la | -
lipasa lipasa = 81%
pancreadtica
Salvia officinalis | Extracto metandlico | Actividad IC50= 36 pg/ml | Ninomiya et al
. (hoja) (&cido carndsico) inhibitoria de (2004)
lipasa
pancreética
Setaria italic Extracto crudo | 0.2 mg/ml, | Efecto inhibitorio | Sharma et al
metandlico actividad sobre la | (2005)
inhibitoria  de | actividad de la
lipasa lipasa = 80%
pancreatica
Scabiosa Saponinas Actividad Maxima Zheng et al
tschilensis Grun. | triterpenoides inhibitoria de | actividad:  casi | (2004)
lipasa del 100% con
pancredtica prosapogenina
1B {1mg/ml)
Acanthopanax Saponinas de tipo | 0.5%, ICR en | 40% de | Yoshizumi et al
sessiliflorous lupano ratones con HFD, | disminucion en | {2006)
4 semanas ganancia de peso
corporal
Aesculus Escina Actividad IC50= 14 pg/ml | Kimura et al
turbinate inhibitoria - de | con escina llb (2006)
(semilla) lipasa
pancreatica
Cyclocarya Extracto acuoso | Actividad IC50=9.1 pg/ml | Kurihara et al
paliurus (Batal) | crudo inhibitoria de {(2003)
ljinskaja lipasa
pancreatica
Cassia nomame | Dimeros de flavano | Actividad IC50= 5.5 upM | Hatano et al
inhibitoria de | con (25)-3',4'7- | (1997) .
lipasa trihidroxiflavan- | =~ -

pancreatica

(4a-8)-catequina




oligosacéridos
Y fh

con HFD, 12

disminucién de

Gardenia Crocina, crocetina Actividad IC50= 2.1 mg/m! | Lee et al (2005),
jasminoides inhibitoria de | con crocetina; Sheng et al
(fructus) lipasa 25% de | (2006)
pancreatica disminuciéon  de
50 mg/kg/d, | ganancia de peso
ratones corporal con
hiperlipidémiicos | crocina
inducidos  por
Triton WR-1339
5 semanas
Dioscorea Extracto metandlico | 5%, SD en ratas, | IC50= 5-10 | Kwon et al
nipponica crudo con HFD, 8| pg/ml, 37% de | (2003)
semanas disminucién de
ganancia de peso
corporal
Coffea Cafeina, 4cido | 0.5%, ddy | 157% de | Shimoda et al.
canephora clorogénico, 4cido | ratones con | disminucién de | (2006)
neoclorogénico, dieta estdndar, | ganancia de peso
acidos 14 dias corporal
feruloquinicos
Péptido g-polilisina 0.4%, ratones | 29% de | Tsujita et al
C57BL/6 con | disminucién de | (2006)
HFD, 60 dias ganancia de peso
corporal
Glycyrrhiza Licochalcona A Actividad IC50 = 35 mg/ml, | Won et al
uralensis inhibitoria de | Ki=11.2 ug/ml (2007)
lipasa
pancreatica
Quitosano No especificado 3 g/dia, adultos | 22% de | Kaats et al
humanos con | disminucién de { (2006)
sobrepeso, 8 | ganancia de peso
semanas corporal
MW 125-145 KD 2%, Ratas | 9% de | Bondiolotti et al
Wistar, 4 | disminucién de | (2007)
semanas ganancia de peso
corporal
MW 46 KDa 300 mg/kg, ratas | 14% de | Sumiyoshi y
C57BL/6J  con | disminucion de | Kimura (2006)
HFD, 10 semanas | ganancia de peso
corporal
Quitosano- Quitosano (80%), | 15%, ratones ICR | 143% de | Han et al
quitina quitina (20%) con HFD, 9| disminucién de | (1999a), Gades
semanas ganancia de peso | y Stern (2003,
corporal 2005), Gallaher
e . et al. (2002)
Maqpo- 1%, ratones ICR | 40% de | Takao 'gg"al.

o

(2006)

-t
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semanas triglicéridos
hepaticos, no
hay cambios de
peso corporal -
Levano 10%, ratas SD | 160% de | Kang -et al
' con HFD, 4| disminucién de | (2006)
semanas ganancia de peso
corporal
Hongo, Extracto de micelios |2 mg/ml  de | Efecto inhibitorio | Slanc ~ et al.
Laetiporus extracto fungico, | sobre la | (2004)
sulphureus actividad de | actividad de la
lipasa lipasa = 83%
Hongo, Tylopilus | Extracto de micelios |2 mg/ml de | Efecto inhibitorio | Slanc et al.
felleus extracto fungico, | sobre la | (2004)
actividad de | actividad de la
lipasa lipasa = 96%
Hongo, Extracto de micelios | 2 mg/ml de | Efecto inhibitorio { Slanc et  al.
Hygrocybe extracto fungico, | sobre la | (2004)
conica actividad de | actividad de la
lipasa lipasa =97%
Basidiomiceto, Vibralactona Actividad 1C50=0.14 ug/ml | Weibel t al.
Boreoseterum inhibitoria de (1987)
vibrans lipasa Hochuli et al.
pancreatica (1987)
Streptomyces Lipstatina Actividad 1C50=0.4 mM Liu et al. (2006)
toxytricini inhibitoria de
lipasa
pancreatica
Streptomyces Panclicinas Actividad (C50=0.89 uM Mutch et al.
sp. NRO619 inhibitoria de (1994),
lipasa Yoshinari et al.
: pancreatica (1994)
Actinomycetes Valilactona Actividad IC50=  0.00014 | Kitahara et al.
sp. MG147-CF2 inhibitoria de | uM (1987)
lipasa
pancreatica
Esterastina Actividad 1C50=0.2 ug/ml | Umezawa et al.
inhibitoria de (1978)
lipasa
pancredtica
Ebelactona B Actividad IC50= 0.001 | Umezawa et al.
inhibitoria de | ug/ml (1980)
lipasa
pancredtica
Ebelactona A Actividad 1C50= 0.003 | Umezawa et al.
inhibitoria  de | ug/ml (1980)

| lipasa




pancreatica

Citrus unshiu Hesperidina Actividad IC50=0.32 ug/ml | Kawaguchi et al.
1 inhibitoria de (1997)
lipasa
pancreatica e
Caulerpenyne Actividad IC50=2 mM Tomoda et al.
inhibitoria  de | (2002)
lipasa i '

pancredtica

* mg/kg indica una dosis (mg) basada en el peso corporal experimental del animal (kg) y % se
refiere a la proporcién de la dieta.

® £l autor recalculé los valores con un asterisco (*) a partir de los datos originales (mostrados como
figuras) en cada referencia.

° Datos a partir de la primera referencia citada.

Algunos de los materiales mas ampliamente usados entre las fuentes naturales de
inhibidores de lipasa pancreatica son los diferentes tipos de té (por ejemplo, verde, oolong vy
negro). Un tipo significativamente diferente de polifenoles (por ejemplo, L-epicatequina, ECG,
EGG y EGCG), aisladas de hojas de té, mostraron fuerte actividad inhibitorioa contra la lipasa
pancredtica (Han et al, 1999b, Thielecke y Boschmann, 2009). Estos polifenoles requieren
entidades de galoilo dentro de sus estructuras quimicas y/o polimerizacion de sus flavan-3-oles
para inhibicion de lipasa pancredtica mejorada.

En su busqueda de inhibidores de lipasa pancreatica Bitou et al, (1999) evaluaron 54 algas
marinas, interesantemente, casi todas mostraron actividad inhibitoria de lipasa, ya sea extractos
de metanol o etilacetato (ver Tabla 1 de Bitou et al., 1999).

En reportes, el valor IC50 de orlistat, un inhibidor de lipasa clinicamente aprobado, es 0.75
microgramos /mililitro. Puesto que los extractos crudos incluyen no solo sustancias activas, sino
componentes no activos, las potencias inhibitorias de extractos crudos de plantas y otras fuentes
naturales son significativamente débiles (Kim y Kang, 2005).

Numerosos compuestos naturales y decocciones preparadas de plantas se parecen a
orlistat, en que inhiben las reacciones de la lipasa gastrointestinal. No obstante, sus mecanismos
inhibitorios difieren de orlistat; algunos son inhibidores de reacciones reversibles, mientras que
otros, como orlistat, son inhibidores irreversibles {Tsujita et al., 2006; Birari y Bhutani, 2007). Los
inhibidores irreversibles . interactiian con la lipasa y la inactivan al formar un intermediario
covalente estable (Bitou et al., 1999). '

2.2 Efecto supresor en la ingesta de alimento

La regulacidn de peso corporal a través del control de apetito es un evento multifactorial
que resulta de interrelaciones hormonales y neuroldgicas. Una linea de evidencia indica que la
serotinina, la histamina y la dopamina, y sus actividades receptoras asociadas, estdn asociadas
cercanamente con la regulacion de la saciedad. Estos receptores pueden habilitar a -os
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investigadores para dirigir mejor sus investigaciones sobre farmacos que tratan la obesidad a
través de reduccién de entrada de energia (Chantre y Lairon, 2002).

Los agentes que actlan a través de los sistemas de péptidos de la saciedad periférica que

* alteran los diversos niveles del CNS de los neuropéptidos hipotaldmicos, o que alteran los niveles

-cIaVe de [e}] Aeurotransmisores monoamina del apetito def CNS, pueden ser candidatos adecuados

f para farmacos que suprimen el apetito (Halford y Blundell, 2000; Wynne et al., 2005).

Cualquier cambio que el supresor potencial del apetito induzca, debera ser considerado en
términos de: (1) la experiencia psicoldgica y expresion conductual del apetito, (2) la fisiologfa
periférica y el metabolismo; y (3) el funcionamiento de las vias neurales del CNS (Halford y
Blundell, 2000). En general, los supresores naturales del apetito son suplementos dietéticos que
ayudan en el control del apetito. Los mecanismos de accién de la supresidon del apetito
comunmente afectan los centros del control de hambre en el cerebro, resultando en una
sensacion de saciedad. Sin embargo, en animales y humanos, la secrecién de grelina en el
estémago puede aumentar con la disminucidn de ingesta de alimento, estimulando la ingesta de
alimento. Por tanto, en antagonismo de grelina puede disminuir o entorpecer el apetito
aumentado que puede ocurrir con alimentacion disminuida, y asi, puede ser un tratamiento
potencial adyuvante para la obesidad (Bays, 2004). El antagonismo del receptor de MCH puede
proporcionar también un objetivo importante para tratamiento de obesidad a través de la
regulacién del apetito.

La sibutramina es el primer farmaco nuevo para tratar obesidad a través de supresién del
apetito, que fue aprobado por la FDA dentro de los ultimos 30 afios (Tziomnalos et al., 2009). Su
mecanismo principal causa un incremento en la sensacién de saciedad al controlar la
noradrenalina, serotionina, 5-hidroxitriptamina y dopamina (Lean, 2001; Poston y Foreyt, 2004).
Sin embargo, la sibutramina tiene un efecto conocido adverso, incluyendo boca seca, constipacidn
e insomnio (Chaput et al, 2007).

Un claro ejemplo de supresor natural del apetito es Hoodia gordonii, una planta sin hojas,
espinosa y suculenta en algunos condados de Africa del Sur (van Heerden, 2008). A pesar de su
popularidad, no existe informacién clinica suficiente de H. gordonii para probar su eficacia. Sin
embargo, el consenso actual es que H. gordonii regula el apetito y puede reducir
significativamente la ingesta caldrica e impulsar la pérdida de peso (Lee y Balick, 2007; MacLean y
Luo, 2004; van Heerden et al., 2007; van Heerden, 2008). Existe actualmente mds de 20 patentes
internacionales sobre compuestos que se originan de H. gordonii y muchas preparaciones
comerciales que contienen hoodia estdn disponibles comercialmente (van Heerden, 2008). Sin
embargo, no existe alguna confirmacién de que estas preparaciones realmente contengan hoodia.
Un problema comin y notable con la comercializacién de boténicos es que los productos
comercialmente disponibles frecuentemente carecen del boténico o del agente activo.

El 4cido (-)-hidroxicitrico (HCA) natural preparado de Garcinia cambosia, es otro supresor
potencial natural del apetito. Actuaimente estd disponible bbajo los nombres HCA-SX y Super
CitriMax ® Ohia et al, 2002; Life Extension Vitamin Supplies and Life Extension Institute, Inc., Place
Scottsdale, AZ, EEUU). Este fitoquimico actta incrementando la liberacién/disponibilidad de 5-

hidroxitriptamina y/o serotonina; la dltima es un neurotransmisor implicado en la regulacién del:

comportamiento alimenticio y control del apetito (Ohia et al., 2002). Otro supresor del -épétitgj



natural similar en el mercado es CQR-300, un extracto de Cissus quadrangularis (Oben et al., 2007;
Wellcrops International, LLC, San Francisco, CA, EEUU).

En reportes, otros extractos vegetales y suplementos herbolarios incluyen el ginseng rojo '

de Corea {(Kim et al., 2005), Camellia sinensis (Kao et al., 2000; Moon et al, 2007; Dulloo et al.,

. 2000; Nagao et al., 2005; Wolfram et al., 2006), Caralluma fimbriata /Kuriyan et al., 2007), ephedra ':

(Fleming, 2007), Citrus aurantium {Klontz et al., 2006), Phaseolus vulgaris (Baintner et al., 2003);
Celleno et al., 2007), Phaseolus Vulgaris {Baintner et al., 2003); Celleno et al, 2007), Robinia
psudoaccacia (Baintner et al, 2004) y aceite de girasol (Ferrer-Lorente et al., 2007; Remesar et al.,
2000); Romero et al., 2007; Salas et al, 2007), poseen propiedades supresoras del apetito. Aunque
fa investigacion ha identificado diversos constituyentes activos en estas sustancias con capacidad
supresora de alimento (por ejemplo, glicdsidos, saponina y flavonoides), las vias en las cuales
trabajan para suprimir el apetito no estén claras; se cree que aumentan la sefializacién en la
funcién de sensacion de energia en el hipotadlamo basal.

Los mecanismos endégenos de regulacion del apetito por estos materiales dependen del
tipo de planta. Por ejemplo, el extracto de H. gordonii incrementd el contenido de ATP en las
neuronas del hipotdlamo que regulan la ingesta de alimento en el cerebro de rata (McLean y Luo,
2004) (Tabla 2). Como es bien sabido, el metabolismo central de la glucosa suprime la ingesta de
alimento, regulada por el sistema de sefialiaciéon de la AMPK/malonil-CoA hipotaldmica (Lane y
Cha, 2009). La administracién central de glucosa aumenta la malonil-CoA hipotaldamica, disminuye
la expresion de neuropéptidos orexigénicos, y suprime la ingesta de alimento. La fructosa
administrada centralmente provoca alimentacién, a través de la via de sefializacion de la
AMPK/malonil-CoA. Por tanto, se las decocciones preparadas de fuentes naturales que contienen
niveles de fructosa excesivamente altos pueden suprimir la via de sefializacién de la
AMPK/malonil-CoA, por lo tanto ejerciendo efecto orexigénico (Cha et al., 2008; Lane y Cha, 2009).

Muchos otros supresores naturales del apetito regulan la expresién reducida de
neuropéptido hipotaldmico Y (NPY) o niveles de leptina sérica {Kim et al., 2005; Weigle, 2003). Por
ejemplo, Kim et al (2005) probaron que en obesidad inducida por HFD en ratas, una saponina
cruda del ginseng coreano regulaba eficazmente los niveles de leptina y la expresién de NPY en el
hipotdlamo de la rata.

Algunos investigadores han encontrado que la suplementacién con ciertas grasas
dietéticas {por ejemplo &cido linoleico conjugado, dcido ldurico, y salatrim) tienen efectos
supresores en la ingesta de energia. Sin embargo, sus efectos sobre la reduccién de peso corporal
no fueron significativos (Feltrin et al., 2008; Kamhuis et al., 2003; Sorensen et al., 2008). Los
efectos gastrointestinales de los lipidos dependen de las longitudes de acilo de los 4cidos grasos.
Los acidos grasos de mas de 12 dtomos de carbono desaceleran el vaciado gastrico, modulan la
secrecion de hormona gastrointestinal y suprimen la ingesta de energia (Feltrin et al., 2008).



Tabla 2. Biomateriales antiobesidad que muestran actividad en la represién del apetito

Componente

| Actividad

Fuente Métodos Referencias
activo experimentales ? (dosis | principal b
tratada, sujetos,
duracion del
tratamiento)
Panax ginseng | Saponinas crudas | 200 mg/kg, ratas SD | 37% de | Kim et al
(rafz) con HFD, 3 semanas disminucién en | (2005)

la ganancia de
peso corporal

Garcina Acido (-}- | 254 nmol HCA/kg de | 8% disminucién | Saito et al,
cambogia hidroxicitrico ratas Zucker obesas, 92 | de ganancia de | (2005),
(HCA) dias peso corporal Heymsfield et
al. (1998),
Ohia et al
{(2002)
Camelia (-)-epigalo- (1) 82 mg/kg ratas SD | (1) 53% de|Kao et al
sinensis (hoja) | catequin calato | (7 dias) disminucién en | (2000}, Moon
(EGCG) (2) 81 mg/kg ratas | ganancia de peso | et al. {2007),
Zucker esbeltas (8 dias) | corporal Dulloo et al.
(3) 92 mg/kg obesas | (2) 32% de | (1999), Nagao
ratas Zucker (4 dias) disminucién en | et al. (2005),
ganancia de peso | Wolfram et al.
corporal {2006)
(3) 11% de
disminuciéon en
ganancia de peso
corporal
Carulluma Extracto crudo | 1 g/dia, hombres vy |2.5% de | Kuriyan et al
fimbriata etandlico mujeres indios adultos | disminucion en | (2007)
(cactus) {glucdsidos  de | con sobrepeso, 60 dias | ganancia de peso
pregnano)) corporal
Coix Extracto crudo | 500 mg/kg, ratas SD | 36% de | Kim et al
lachrymajobi acuoso con HFD, 4 semanas disminucion en | (2004b)
var. Mayneum ganancia de peso
(Semilla) corporal
Hoodia Glucésido Inyeccidn 40-60% de | Maclean y
gordonii y M. | esteroidal intracerebroventricular, | reduccién en fa | Luo  (2004),
pilifera (P57AS3) 24 horas ingesta de | van hereden
: alimento (2008), Lee y
Balick (2007)
No especificado | Oleoil-estrona 4.4 pmol/g/dia, ratas | 30% de | Remesar et al

Zucker esbeltas con
HFD, 12 dias

disminucién en
ganancia de peso
“corporal '

(2000), Salas
et al. (2007),
Ferrer< ™ "

Larente et al.



(2007), |

Romero et al
(2007)
Phaseolus Lectinas 100 mg/kg, ratas | 8.25 veces* | Baintner et al
'\'/,ulnga.(i‘_sx‘ Loy Harlan-Wistar, 16 h disminucién en | (2000)
Robinia . ... ingesta de| -
pseudoaccacia | - . - N aliment
Pinus koraiensis | Acidos grasos de | 3 g, mujeres obesas, 4h | 60% de | Pasman et al
(nuez de pino) | nuex de pino incremento  en | (2008),
secrecién de | Hughes et al.
colecistoquinina- | (2008)

8 (hormona de la
saciedad)

? mg/kg indica una dosis (mg) basada en el peso corporal experimental del animal (kg) y % se
refiere a la proporcién de la dieta.

b £l autor recalculd los valores con un asterisco (*) a partir de los datos originales (mostrados como
figuras) en cada referencia.

¢ Datos a partir de la primera referencia citada.

Tabla 3. Biomateriales antiobesidad que promueven el gasto de energia

Fuente Componente | Métodos Actividad Mecanismo | Referencias °
activo experimentales® principal ® de accidn
(dosis tratada,
sujetos,  duracion
del tratamiento)
Pinellia Extracto crudo | 400 mg/kg, ratas | Ligera Expresion Kim et al
ternata acuoso Zucker obesas, 6 | disminucién de  UCP1 | (2006d)
semanas en la ganancia | incrementa
de peso | daenBATy
corporal PPARy en
(datos no | WAT
mostrados)
Nelumbo Extracto crudo | 1%, Ratpmes A/J | 15% de | Activacion | Ohkoshi et
nucifera etandlico con HFD, 12 | disminucion de receptor | al. (2007)
(hoja) (flavonoide) semanas en la ganancia | beta-
de peso | adrenérgic
corporal 0
Camelia EGCG 300 mg/d, hombres | 8% de | Disminu- Boschmann y
sinensis obesos, 2 dias disminucién cidn en RQ | Thielecke
en RQ (2007),
Chantre y
Lairon
(2002), .
Boschmann'y |
Thielecke " *

30



(2009)
Panax Extracto crudo | 150 mg/kg, ratones | 13% de | Gasto de | Atele et al
ginseng etandlico ob/ob, 12 dias disminucién energia vy | (2002)
{mora) en  ganancia | temperatur
' de peso | a corporal.|
corporal incremen- | -
N O tada i
Glycine - - | Beta- 23.7% de beta- | 10% de | Aceleracién | Ishihara et al
max (frijol | conglicinina, conglicinina y | disminucién de  beta- | (2003)
de soya) glicinina 21.9% de glicinina, | en  ganancia | oxidacion,
(globulinas) ratones obesos KK- | de peso | supresién
AY, 4 semanas corporal de sintesis
de  acido
graso
Undaria Fucoxantina 2%, KK-AY con dieta | 17% de | Expresion Maeda et al.
pinnatifida de frijol de soya, 4 | disminucion UCP1 en | (2005,
(alga semanas en ganancia | WAT 2007a,b)
marina) de peso
corporal
No Triglicéridos Dieta que contiene | 1.3% de | Gasto de | St-Onge et al.
especificad | de caedna | 64.7% MCT, 24 | reduccién en | energia (2003a,b), St-
o} media (MCT) hombres obesos, 28 | ganancia  de | incremen- | Onge y Jones
dias peso corporal | tada (2002),
Papamandjar
is et al
(1998),
Bourque et
al. (2003},
Geliebter et
al. (1983)
Aceite de | EPAy DHA Ratones C57BL/6 J | 58% de | Sobrerregul | Tsuboyama-
pescado con 60% de dieta | disminucién acién  de | Kasacka et
de aceite de | en la ganancia | UCP2  en | al. (1999)
pescado que | de peso | higado
contiene 7% de EPA | corporal

y 24% de DHA, 5
meses

* mg/kg indica una dosis (mg) basada en el peso corporal experimental del animal (kg) y % se
refiere a la proporcién de la dieta.

b 4 . . ..
El autor recalculd los valores con un asterisco (*) a partir de los datos originales (mostrados como

figuras) en cada referencia.

¢ Datos a partir de la primera referencia citada.

* 2.3 Efectos Estimulantes sobre gasto de energia



Evidencia abundante indica que muchos modelos de roedor sobre obesidad muestran
gastos energéticos reducidos, que contribuyen a desarrollar obesidad, mientras que el papel de
gasto de energia reducido en la promocién de la obesidad humana es mucho menos claro. Una

_excesiva adiposidad resulta de un desbalance en la homeostasis energética, en la cual las .

consecuencias de ingesta de alimento excesiva no estan balanceadas con el gasto de energl’a

aumentada (Flatt, 2007; Redinger, 2009). El gasto de energla tiene muchos componentes Puede !

' separarse en unavariedad de diferentes categorias. El esquema mas S|mple divide el gasto de

energia en tres categorias: (1) actividad fisica; (2) gasto energético obligatorio; y (3} termogénesis
adaptativa.

Para regular el peso corporal y el gasto energético, el BAT de mamiferos estalece fa
termogénesis no tamblorosa a través de disipacion de exceso de energia como calor (Cannon y
Nedergaard, 2004). BAT juega un papel importante en el control de la obesidad al controlar el
balance de energia. El jugador clave en este proceso es UCP1, que descarga el gradiente de
protones generado en fosforilacién oxidativa, disipando asi energia como calor. Asi, la
investigacién de sustancias que sobrerregulan la expresion del gen UCP1 puede ser una estrategia
notable para lograr el control de obesidad a través de gasto de energia aumentada (Kumar et al.,,
1999). Un anélogo de UCP1, UCP3, es tambén un potente agente antiobesidad potencial, ya que
regula la termogénesis regulada por la hormona tiroidea, antagonistas adrenérgicos beta 3, y/o
leptina en algunos érganos Gong et al., 1997). Un ejemplo es el extracto etandlico de Solanum
tuberosum, que activa la expresién de UCP3 en BAT y el higado y reduce significativamente el peso
de lipidos en ratas alimentadas con HFD /Yoon et al., 2008).

BAT puede ser reclutado bajo ciertas condiciones. Por ejemplo estudios anteriores han
descrito remodelar WAT maduro en células ricas en mitocondria con alta capacidad para
oxidacion de &acidos grasos (Cinti, 2002; Mercader et al., 2006). Diversos agentes que se
encuentran naturalmente, incluyendo dcidos grasos n-3 poliinsaturados y fucoxantina, que es de
origen marino, estimulan la termogénesis en BAT y promueven depdsitos de WAT in vivo ante la
adquisicién de caracteristicas de BAT en roedores (Cabrero et al., 2001; Orci et al., 2004; Flachs et
al., 2005; Maeda et al., 2007a). Asi, encontrar compuestos naturales que puedan reclutar BAT
dentro de WAT puede ser una estrategia Util para el tratamiento de obesidad.

Diversos compuestos naturales han sido propuestos como tratamiento para pérdida de
peso a través del gasto de energia incrementado, incluyendo la cafeina (Dulloo, 1993; RAcotta et
al., 1994) y capsaicina (Kawada, et al., 1986; Rayalam et al., 2008). Sin embargo, los investigadores
atribuyen muchos de estos efectos putativos sobre el gasto de energia al té verde y su extracto,
donde las catequinas, tales como EGC y EGCG, han recibido atencién importante (Wolfram et al,,
2006; Moon et al, 2007). Diversas lineas de evidencia sugieren que EGCG también estimula la
termogénesis a través de la inhibicion de catecol O-metiltransferasa involucrada en la degradacién
de norepinefrina (Borchardt y Huber, 1975; Boschmann y Thielecke, 2007; Chante y Lairon, 2002;
Rayalam et al., 2008; Thielecke y Boschmann, 2009). Extractos de Pinellia térnate (Kim et al.,
2006d) y Panax ginseng {mora) (Attele et al., 2002) también muestran actividad para incrementar
gasto de energia {Tabla 3).

El Extracto etandlico de llex paraguanens15 mejord la obesidad inducida por HFD a través

de la oxidacion beta mejorada de dcidos grasos, ‘incrementando la activacién de ANIPK en tepdo’

adlppso visceral y posteriormente reduciendo la actididad ACC (Pang et al., 2008). La AMPK act:va )

fosforlla (inactiva) a ACC y disminuye los mveles de malonil-CoA intraceiutar, que es el sustrato de



sintesis de 4cidos grasos. Al mismo tiempo, la malonil-CoA inhibe la CPT-1, la enzima limitante de
la velocidad en la oxidacion de acidos grados por la mitocondria. De acuerdo con esto, estos
procesos llevan a la promocion de oxidacién de cidos grasos (Pang et al., 2008).
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Fuente Componente activo | Métodos Actividad Referencias*
e experimentales® | principal® -
(dosis de
tratamiento, .
sujetos, duracién
del tratamiento)
Garcina (-)-acido 4 yg/ml, 3T3-L1 | 35%eb Kim et al.
cambogia hidroxicitrico (HCA) | adipocito, 8 dias | disminucién de (2004a)
la acumulacién
de lipidos
Pinus densiflora | Extracto acuoso 10 g/kg ratas SD | 12% de Jeony Kim
crudo con HFD, 6 disminucién en (2006)
semanas la ganancia de
peso corporal
Cortidis rhizome | Berberina 5 mg/kg ratones | 13% de Lee etal.
db/bd, 26 dias disminucién en {(2006b), Huang
el cuerpo et al. (2006a),
corporal Hu y Davies
(2009)
No especificado | Esculetina 200-800 uM, (1) 200 uM, la Yang et al.
(producto de 3T3-L1 adipocito, | apoptosis del 2006a
Sigma) 48 h preadipocito
(2) 800 uMm,
inhibicion de
adipogénesis
Glycine max Genisteina 100 uM 3T3-L1 Inhibicion de la Harmony
{producto de adipocito, 48 h diferenciacion Harp’(2001),
GIBCO) preadipocitaria Harmon et al.
por 60% {(2002), Zhang et
al. (2009), Kim
et al. (2006b),
Naaz et al.
(2003),
Kandulska et al.
(1999),
Szkudelska et al.
(2000)
No especificado | Naringenina 100 pM, 3T3-L1 | Inhibicién de la Harmon y Harp
{producto de adipocito, 48 h diferenciacién (2001)
GIBCO) de
preadipocitaria
' por -40%
No gspecificado | Quercetina 250 uM, 3T3-L1 | Inhibiciéndela | HsuyYan ,
(productode adipocito 48 h. | diferenciacién | (2006) -
Siafa) de

preadipocitaria
por 71.5%,

]




Chile (Capsicum) | Capsaicina 3T3-L1 adipocito, | (1) inhibicion de | Hsuy Yen
72 h, poblacidn ICs= | (2007)

45 uM

(2) Porcentaje

de apoptosis:
e ey 26.7%a250 uM | . .
Aglid profufida | Minerales Dureza 1000, 27% disminucién | Hwang et al.
de mar (principalmente Ca | 3T3-L1adipocito | enla (2,.009_5)‘. .

S y Mg) 72h acumulacién de

lipidos

Oligosacéridos MW 1-3 kDa 3T3-L1 adipocito | 90% disminucién | Cho et al.

Chitosan 72 h enla (2008), Rahman
acumulacién de | et al. (2008a,b),
lipidos Kim et al.

(2006¢)

Kochujang (pasta | No identificado 1mg/ml, 3T3-L1 | 70-75% Ahn et al.

de pimiento rojo adipocito, 24h disminucién en (2006)

fermentado) factores de
transcripcién
adipogénica
Aceite de acido 200 pM, 3T3-L1 | 90% aumento en | Kim et al. {1999,
pescado docosahexaenoico adipocito, 4h la lipdlisis 2006), Parrish
et al. (1990),
Flachs et al.
(2005)
Aceite de perilla | Rico en acido a- 12% grasa 94% disminucion | Okuno et al.
(producto de linolénico alimenticia, ratas | enla (1997)

Ajinomoto. Co.
Japon)

SD, 12 semanas

acumulacion de
TG

Aceite de palma

y-tocotrienol

24 pM, 373-L1

48% disminucion

Uto-Kondo et

adipocito, 21 dias | enla al. (2009)
acumulacion de
TG
Sterol (producto | B-sitosterol 16 uM, 3T3-L1 65% disminucién | Awad et al.
de Sigma) adipocito, 72 h enla (2000)
diferenciacién
preadipocitaria
Scutellaria Balcaleina 100 uM, 3T3-L1 1.86-vezenla Cha et al. (2006)
belcalensia adipocito, 48h disminucion de
{producto de la acumulacidn
Sigma) de lipidos
Logerstroemia Extracto de agua 0.1-0.25 extracto | No hay Liu et al. (2001,

Speciosa L (hoja
de platano)

caliente (acido
ténico)

{20 mg/! acido
tanico), 3T3-L1
adipocito, 48h

diferenciacién

2005), Bai et al.
(2008), Klein et
al. (2007)

Undaria
pinnalifida (alga

Fucoxantina

15 uM, 3T3-L1
adipocito, 120h

Inhibicién de la
diferenciacién

Maeda et al.

(2006)



café)

preadipocitaria
por 70%

Acidos linoléicos
conjugados (CLA)

trans-10, cis-12 CLA

100 pM, 373-L1
adipocito, 3 dias

36% disminucién
enla
acumulacion de
TG

Evans et al.
(2000), Joseph
et al. (2009)

Camelia sinesis

(-) epigalocatecina

20 pM, 3T3-L1

Inhibicién de

Ku et al. (2009),

(té verde) galato adipocito, 48 h diferenciacién Lee et al.
preadipocitaria (2008b), Sakurai
por 7-veces* et al. (2009)
Lithospermum Shikonina 20 uM, 373-11 Inhibicidn de Lee etal.
erythrortizon adipocito, 48h diferenciacién (2009a)
preadipocitaria
1Cso= 1.1 uM
Panax gingseng Ginsenosidas 40 pM, 3T3-L1 40% disminucidn | Hwang et al.

adipocito, 6 dias

enla
acumulacion de
TG con
ginsenosidas Rg3

(2009c), Park et
al. (2008b), Kim
et al (20093,¢)

Alga café Fucoldan 100 uM, 3T3-L1 | inhibicién de la Kim et al.
adipocito, 24 h diferenciacién (2009b)
preadipocitaria
por 33%
Zizyphus jujuba Extracto de fraccion | 50 uM, 3T3-1L1 Inhibicién de Kubota et al.
(fruta) de cloroformo adipocito 24 h actividad GPDH | (2009)
por 80%
Silybum Silibinina 30 uM, 2 dias 60% disminucién | Ka et al. (2009)
marianum enla
acumulacion de
TG
Compuestos Genesteina (G), 50 UM G, 100 92% disminucion | Park et al.
naturales quercentina (Q), MMQ, 100 pMR, | enla (2008a)
combinados resveratrol (R) 373-L1 adipocito, | acumulacién de
3 dias lipidos
Ajo Ajoeno 100 pM, 3T3-L1 | Inhibicidén de Ambati et al
adipocito, 24h diferenciacién (2009)
preadipocitaria
por 86%
Humulus Xantohumol 75 uM, 3T3-L1 Inhibicién de la Yang et al.
Hupulus adipocito, 24 h diferenciacion (2007), Mendes
preadipocitaria et al. (2008)
por 51%
Langerstroemia Ellagitannis 0.04-0.5 mg/ml, | Inhibicién de la Bai et al. (2008)

speciosa (hoja)

3T3-L1 adipocito
24h

diferenciacion
preadipocitaria
por max. 100%

Extracto metandlico

75 ug extracto,

inhibicion de la

Ascqphyllum

-1

Uto-Kondo et - -

Cb e



nodosum acuoso 3T3-L1 adipocito, | actividad GPDH | al. (2009)
8 dias por 20%

Espino amaritlo Isorhamnetina 50 M, 3T3-L1 2.75 veces Lee etal.
adipocito, 3 dias | disminuidoenla | (2009b)

acumulacion de
TG

No especificado

Acido retindico

10 uv,
preadipocitarios
porcinos
cultivados, 24 h

Inhibicion de la
actividad de
GPDH por 80%

Suryawan y Hu,
1997

Levadura roja de
arroz

fermentada por
Monoscus ruber

No identificado

2 mg/ml, 3T3-L1
adipocito, 8dias

86% disminucion
enla
acumulacion de
TG

Jeonetal.
(2004)

Woasabia
japonica (hoja)

No identificado

667 pg/ml, 3T3-
L1 adipocito,
6dias

Inhibicidn de la
actividad de
GPDH por 36%

Ogawa et al.
(2009)

Coriolus (-)-Ternatina 1.3 puM, 373-11 87% disminucién | Ito et al. (2009)
versicolor adipocito, 9 dias | enla
{cuerpo de fruta acumulacion de
de hongo) TG
Cordyceps Extracto de micelial | 0.2%, 3T3-L1 93.7% Shimada et al.
militaris adipocito, 12 dias | disminucién en (2008)

la acumulacién

de lipidos
Ipomoea batatas | Esporamina 0.5 mg/ml, 3T3- | Inhibicién dela | Xiong et al.
{raiz) t1 adipocito, 5 diferenciacion (2009)

dias

preadipocitaria

por 84%
Rosmarinus Acido carndsico 0-10 uM, 3T3-L1 | Inhibicién de Takahashi et al.
officinalies adipocito, 2 dias | diferenciacion (2009)
preadipocitaria:
ICso= 0.86 uM
Curcuma ionga Curcumina 50 uM, 3T73-11 2-4 veces Lee etal.
adipocito, 8 dias | disminucién en (2009c), Ejaz et
la acumulacidén al. (2009),
de TG Miller et al
(2008), Wang et
al (2009)

Linum
usitatissimum
(semilla de lino)

()

Secoisolariciresinol

0.15 pM, 3T3-1L1
adipocito, 14 dias

Casi 100%
disminucion en
la acumulacidn
de TG

Torminaga et al
(2009)

Hibiscus
sa bqariffa

Extracto de flor

100 pg/mi, 3T3-
L1 adipocito, 4
dias

50% disminucion
enla
acumulacién de
TG

Kim et al. (2003)




Solanum
tuberasum

Extracto etandlico

0-200 pg/ml,

3T3-L1 adipocito,

24h

Inhibicidn de la
diferenciacion
preadipocitaria:
1Cso= 46.2 pg/ml

Yoon et al.
(2008)

{soflavona de
soya

FI

o

Genisteina

200 pM, 3T3-L1
adipocito

90% inhibicién
de

diferenciacién -

adipocitaria,
43% disminucidén
en la viabilidad
adipocito celular

Hwang etal..
(20055 . .

Undaria
pinnatifida

Neoxantina

20 uM, 373-L1
adipocito

64% reduccidn
enla
acumulacion de
lipidos, 40%
reduccion enla
actividad de
GPDH

Okada et al.
(2008)

Commiphora
mukul

Cis-guggulesterona

200 puM, 3T3-L1
adipocito, 24h

90% disminucion
en
diferenciacién
adipocito

Yang et al.
(2008a)

Rehmannia
glutinosa

Extracto etandlico
crudo

1 mg/mi, 3T3-L1
adipocito, 48h

2-veces
disminucién en
diferenciacién
de adipocito

Hang et al.
(2008)

Eriobatita
japonica

Acido corosélico

45 uM, 3T3-11
adipocito

4,17 veces
disminucion en
diferenciacién
adipocito

Zongy Zhao
(2007)

Irvingia
gabonesis
{(semilla)

Extracto

250 puM, 3T3-L1
adipocito, 72 h

81% disminucidn
enla
acumulacion de
TG

Oben et al.
(2008)

® mg/kg indica una dosis {mg) basada en el peso corporal experimental del animal (kg) y % se
refiere a la proporcién de la dieta.
® El autor recalculd los valores con un asterisco (*) a partir de los datos originales (mostrados como
figuras) en cada referencia.
¢ Datos a partir de la primera referencia citada

2.4 Efecto inhibitorio sobre la diferenciacién de adipocitos

Los adipocitos juegan un papel central en el mantenimiento de homeostasis de Ilpldos y

balance de energia, "al almacenar triglicéridos y liberar acidos grasos libres en respuesta a

demandas cambiantes de energia. Puesto que el crecimiento del tejido de adupocntos puede ser
debldo tanto, @' hlperplaSIa como hipertrofia de adipocitos, diversos estudios que evaluan
materlales antlobesldad se han enfocado en procesos de proliferacién y dlferen‘
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adipocitos (Kim et al., 2006a). En esta busqueda, las células pre-adipocitarias 3T3-L1 son
actualmente usadas como modelo in vitro para el estudio de la obesidad, ya que dichas células
acumulan triglicéridos al diferenciarse en el cultivo (Cowhert et al., 1999; Green y Kehinde, 1975).
Esto se debe a la expresién de genes especificos para adipocitos, tales como PPARy y C/EBPa (Wu
et al, 1999; Lefterova y Lazar, 200). Por esta razdn los productos naturales que especnﬂcamente se
dm ")a fa inhibicién de adipogénesis han sido considerados prometedores con respecto asu-:
potenual para el tratamiento de obesidad. Sin embargo, la investigaci6n actual sugiére que la:
inhibiciéh de adipogénesis o expansién de tejido adiposo no es saludable, llevando a diabetes tipo
2 y otras enfermedades metabdlicas como aterosclerosis (Lefterova y Lazar, 2009).

Los &cidos grasos, especialmente poliinsaturados (PUFA) actdan como moléculas
transductoras de sefial en la diferenciacion de adipocitos. En el tejido de adipocitos, los acidos
grasos saturados y monoinsaturados son mas facilmente acilados en triglicéridos que los PUFA
(Awad et al., 2000; Evans et al, 2000; Okuno et al., 1997). Reportes recientes han demostrado otro
mecanismo interesante, en el extracto del macrohongo micelios de Cordyceps militaris, que
suprime la diferenciacién de adipocitos 3T3-L1 a través de activacion del receptor de hidrocarburo
arilo (Shimada et al., 2008). La Tabla 4 enlista la variedad amplia de productos naturales que
inhiben proliferacién de pre-adipocitos y/o el efecto apoptético.

Ademas de mostrar actividad inhibitoria contra diferenciacién de adipocitos, diversos
compuestos naturales han mostrado efectos apoptéticos en preadipocitos en maduracién. Por
ejemplo, algunos fitoquimicos, como esculetina, resveratrol, quercetina, genisteina, EGCG,
capsaicina y acidos linoleicos conjungados indujeron apoptosis de pre-adipocitos 3T3-L1 en
maduracion a través de la supresion de fosforilacidn ERK1/2, activacion de la via mitocondrial,
activacion de AMPK o actividad anti-oxidante Hargrave et al., 2002; Hwang et al., 2005; Hsu y Yen
2006; Yang et al, 2006a, 2008b). Asi, el inducir apopotosis en adipocitos maduros puede ser
importante para tratar la obesidad con compuestos que ocurren naturalmente.,

El ciclo celular estd estrechamente asociado con crecimimiento y proliferacién de
adipocitos y por eso es un factor importante a considerar al enfocarse en productos naturales anti-
obesidad. Evidencia reciente ha indicado que ciertos compuestos fendlicos lievan a arrestar el
ciclo celular en la fase G1 durante la diferenciacién de adipocitos 3T3-L1 {ver revisién de Hsu y Yen
(2008)). Reportes recientes han mostrado que los compuestos fendlicos también inducen
eficientemente la apoptosis en adipocitos 3T3-L1 a través del incremento sinérgico de la expresién
en diversos factores proapotéticos (Hwang et al., 2005; Lin et al., 2005). Un tratamiento
combinado de ajoeno y acido linoleico conjugado, incrementd la apoptosis en adipocitos 3T3-L1
maduros a través del aumento sinérgico de la expresién en diversos factores proapotéticos
(Rayalam et al, 2008). La sirtuina 1 es otra molécula objetivo para tratamiento de obesidad. La
adipogénesis disminuida debido a resveratrol correlaciond con la expresion incrementada de
situina 1, que promueve la movilizacidn de grasa al reprimir PPARY (Picard et al., 2004; Rayalam et
al., 2008).

Tabla 5. Biomateriales antiobesidad que promueven el metabolismo de lipidos

Fuente Componente | Métodos i Actividad Mecanismo | Refefencias ©
activo - experimentales® principal ® de accién T
LT (dosis tratada,




sujetos,  duracién
del tratamiento)
Salacia Mangiferin 900 mg/kg, ratas | 40% de | Activador Rong et al.
oblonga ZDF, 28 dias disminucién PPARO (2006d)
(raiz) en la | hepatico
proporcién de
peso higado/
cuerpo
llex Extracto crudo | 0.24%, Ratas SD | 11% de | Subregulaci | Pang et al.
paraguarie | acuoso con HFD, 60 dias disminucidn on de | (2008)
nsis en la ganancia | genes de
de peso | tejido
corporal adiposo
Mezcla de | Extracto crudo | 0.2%, Ratones | 7% de | Activador Lee et al
Morus acuoso C57BL/6) con HFD, | disminucidn PPARa. (2008a)
alba, 12 semanas en la ganancia | hepatico
Melissa de peso
officinalis, corporal
Artemisia
capilaris
(hoja)
Cortidis Berberina 5 mg/kg, ratones | 13% de | Activacion | Lee et al.
rhizoma db/db, 26 dias disminucién de AMPK (2006b),
en  ganancia Huang et al.
de peso (20064)
corporal
Nelumbo Extracto crudo | 1%, ratones A/J con | 15% de | Activacién | Ohkoshi et al
nucifera etandlico HFD, 12 semanas disminucién de receptor | (2007)
(hoja) (flavonoide) en ganancia | beta-
de peso | adrenérgic
corporal o}
Curcuma Curcumina 1%, ratones ob/ob | 7% de | Reversion Weisberg et
longa L. con HFD, 4 semanas | disminucion de al. (2008),
en  ganancia | desarreglos | Manjunatha
de peso | metabdlico |y Srinivasan
corporal s e | (2007)
inflamatori
0s
| Curcuminoide | 0.2%, ratas SD con | 11% de | Alteracio- Asai y
3 HFD, 2 semanas disminucion nes en el | Miyazawa
en  ganancia | metabolism | (2001)
de peso | o de &cido
corporal graso
Eucommia | Extracto crudo | 1%, ratones db/db | No hay datos Subregula- | Park et al.
ulmoides etandlico con HFD, 6 semanas cién de | (2006a)
(hoja) enzimas R
o, . . lipogénicas
Arachis Extracto crudo | 1%, ratas Wistar | 12% de | Inhibicién
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hypogaea | etandlico con HFD, 12 | disminucion de (2006)
(corteza) semanas en  ganancia | absorcién
de peso | de grasas,
corporal activacion
. de '
o |5 metabolism
ol 1 | o de lipidos
Coix - Extracto crudo | 500 mg/kg, ratas SD | 36%* de | Modulacié | Kim " et al.
lachrymajo | acuoso con HFD, 4 semanas | disminucion n de | (2004a)
bi var. en la ganancia | leptina vy
Mayeun de peso | TNF-a
(semilla) corporal
Salacia Extracto 125 mg/kg, ratas | 7% de | Inhibicién Yoshikawa et
reticulate acuoso Zucker obesas, 27 | disminucion de enzimas | al. (2002)
(raiz) {compuestos | dias en ganancia | que
polifendlicos) de peso | metaboliza
corporal n lipidos vy
estimula-
cion de
lipdlisis
Glycyrrhiza | Aceite de licor | 2%, LFO, ratones | 30% de | Actividad Nakagawa et
glabra L. | de flavonoide | obesos KK-AY, 4 | disminucidn agonista al (2004)
(raiz) (LFO) semanas en ganancia | PPARgamm
de peso | a
corporal
Diospyros | Extracto crudo | 5%, ratas SD con | 11% de | Modulacié | Lee et al
kaki {hoja) | metandlico HFD, 6 semanas disminucién n de | (2006a)
en la ganancia | leptina vy
de peso | enzimas
corporal lipogénicas
Morus alba | Extracto crudo | 0.5%, ratones | 7% de | Actividad Park et al
(hoja) acuoso db/db, 12 semanas | disminucién agonista (2005)
en ganancia | PPARs
de peso
corporal
Panax Extracto crudo | 0.5%, ratones | 8% de | Actividad Park et al.
ginseng acuoso db/db, 12 semanas | disminucion agonista (2005)
en ganancia | PPARs
de peso
corporal
Lagerstroe | Extracto crudo | 0.5%, ratones | 3% de | Actividad Park et al
mia acuoso db/db, 12 semanas | disminucién agonista {(2005)
speciosa L en ganancia | PPARs
(hqja) - de peso
0 corporal _
Z,‘e'gn"r‘f\iays Maiz de color | PCC 1.1%, ratones | 21%* de | Activacién | Tsuda et al.
| morado(PCC) | C57BL/6) con HFD, | disminucién | de AMPK | (2003, 2004);
(antocianinas) | 12 semanas en  ganancia Kong et al,

(u
v
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de peso (2003)
corporal
Glycyrriza | Extracto crudo | 0.2%, ratones | 22% de | Actividad Mae et al
uralensis etandlico C57BL/6) con HFD, | disminucién agonista (2003)
(flavonoides) | 4 semanas en ganancia | PPARgamm
""" de peso |d 7 Y
T ' - : corporal '
Evodia Extracto crudo | 0.02%, ratas SD con | 23% de | Actividad Kobayashi et
Rutaecarpa | etandlico HFD, 21 dias disminucion agonista de | al (2001)
(fruto) (evodiamine) .en  ganancia | receptor
de peso | vainilloide
corporal
Aralia Aralox 150 mg/d AM vy | 4% de | Estimulacié | Abivod et al
mandshuri 150/d mg, EC, 32 | disminucién n de lipasa | (2006)
ca (AM) y mujeres, 15| en ganancia | sensible a
Engelhardti semanas de peso | hormona
a corporal
chrysolepis
(EC)
Commipho | E- y Z- | 4.5 g/d, 40 | Reducciéon en | Antagonis- | Urizar y
ra mukul guggulsterone | pacientes, 16 | niveles de | ta de | Moore
semanas colesterol vy | receptor de | (2003),
glicéridos en | acido biliar | Verma y
22, 'y 27%, | receptor X | Bordia (1988)
respectivamen | farnesoide
te
Rhynchosia | Tripéptido 10 mg/mi, | IC50=  0.014 | Activacién | Kim et al
volubilis (lle-GIn-Asn) adipocito 3T3-L1 8 | mg proteina | de AMPK (2007)
(frijol  de dias /ml
soya
negro)
No se | Ginsenosido 40 um, adipocito | 40%* de | Actividad Hwang et al.
especifica | Rg3 3T3-11 reduccién en | agonista (2009c¢),
la acumulacion | PPAR
de TG gamma
Frijol  de | Genisteina+L- | 0.2% genisteina + | 254% Actividad Yang et al
soya carnitina 0.5%  L-carnitina, | disminucion agonista (2006h)
(isoflavona de | ratones C57BL/6J | en la ganancia | PPARs
soya) con HFD 12 | de peso
semanas corporal
Coffea Cafeina, acido | 0.5% ratones ddy | 157% de | Inhibicién | Shimoda et
canephora | clorogénico, con dieta estdndar, | disminucion de al. (2006)
acido 14 dias en la ganancia | absorcién
' | neoclorogéni- de . peso | de grasa,
co,  dcidos corporal activacion
] feuloquinico;- de
A metabolism

o de grasa




Frijol  de | Beta- 23.7% Beta- | 10% Aceleracién | Moriyama et
soya conglicinina, conglicinina -y | disminucién de beta | al (2004)
glicinina 21.9% glicinina, | en la ganancia | oxidacién, |-
(globulinas) ratones obesos KK- | de peso | supresién
AY, 4 semanas corporal de sintesis
de dacidos
grasos
Aceite de | Acido 1 g/kg, ratas Wistar | 9%* de | Subregula- | Pérez-
pescado eicosapentaen | con dieta de | disminucién cion de | Matute et al.
oico  (acido | cafeteria, 5 | en la ganancia | PPAR (2007)
graso n-3 | semanas de peso | gamma,
poliinsatu- corporal apoptosis
rado) en WAT
Fitoguim- Resveratrol R25+ Q25 uM 69% de | Subregula- | Yang et al.
icos (R) (R100 + Q100 nM), | disminucién cién de | (2008b, Ahn
Quercetina adipocito 3T3-L1, 6 | en la | PPAR et al.
Q) dias acumulacién gamma vy | (20072))
de lipidos C/EBP alfa,
(R25 + Q25 | apoptosis
uM), 74%
disminucién
en viabilidad
de adipocitos
(R100 + Q100
nM)
Glycine Gentiseina 200 nM, adipocitos | 90% de | Activaciéon | Hwang et al
max (soya) 3T3-L1 inhibicién de | de (2005)
isoflavona diferenciacién | AMPK/apo
de adipocitos | ptosis de
adipocitos
Fitoquim- | Cafeina + | CASL (250 mg, 6 g, | 5.4% de | Inhibicién Murosaki et
icos arginina +12 g 15 g/kg) | disminucién de al. (2007)
isoflavonas de | ratones KK con | en la ganancia | lipogénesis
soya + L-| HFD, 3semanas de peso | en el
carnitina corporal higado
(CASL)
Rubus 4-(4- 2% RK, ratones ICR | 17%* de | Lipdlisis Morimoto et
idaeus hydroxyfenil) | con HFD, 10 | disminucion incrementa | al (2005)
(fram- butan-2-ona semanas en la ganancia | da
buesa) (RK) de peso
corporal
Agua Minerales Agua profunda de | 7% de | Activacion | Hwang et al
profunda (principalmen | mar de dureza | disminucién de GLUT vy | (2005)
de mar te Cay Mg) 1000, ratones | en  ganancia | AMPK
ob/ob, 84 dias de peso
corporal
Quitosano | No se | 3 g/dia, adultos | 22% de | Disminu- | Kaats et al.
‘ especifica humanos con | disminucion cin  en|(2006) .. :




sobrepeso, 8 | en 1a ganancia | absorcion
semanas de peso | de grasas
corporal
Quitosano | MW 125-145 | 2%, ratas Wistar, 4] 9% de | Disminu- Bondiolotti
oligosa- kD semanas disminucion cién en | etal. {2007)
caridos |’ en la ganancia | absorcién
U de peso | de grasas
; : corporal T
MW 3-5 kD 200 mg/kg ratones | 12% de | Subregula- | Kumar et al.
ob/ob, 28 dias disminucién cién de | (2009)
en la ganancia | genes
de peso | relacionado
corporal S con
obesidad
Palatinosa 55.7% palatinosa, | 237% de | Actividad Matsuo et al
23.9% dextrina | disminucidén agonista {(2005)
ramificada, ratas SD | en la ganancia | PPARs
con mordida | de peso
estandar, 8 | corporal
semanas
Levano 10% ratas SD con | 160% de | Actividad Kang et al
HFD, 4 semanas disminucién agonista {2006)
en ganancia | PPAR alfa
de " peso
corporal
No Oleoiletano- 5 mg/kg, ratas | 3.6%* de | Actividad Guzman et al
especificad | lamida Wistar con HFD, 2 | disminucién agonista (2004), Fu et
0 semanas en cambio de | PPAR alfa al. (2005)
peso corporal
No Acido finoleico | 200 uM  PCLA, | 80% de | Actividad Moon et al
especificad | conjugado adipocitos  3T3-L1, | incremento en | agonista (2006)
o] PEGilado 72h lipdlisis PPAR
(PCLA) corporal gamma
No Acido linoleico | 1.5% CLA, ratones | 52%* de | Inhibicién Liu et al
especificad | conjugado C57B/6 con HFD, 6 | disminucién de (2007) , Lin
o (CLA) semanas en ganancia | captacién et al. (2001),
de peso | enadiposo |Li et al
corporal (2008a), lei
et al. (204),
Wang y Jones
(2004)
Solanum Extracto crudo | 200 mg/kg, ratas | 5%* de | Subregula- | Yoon et al
tuberosum | etandlico SD, 4 semanas disminucién cioén de | (2008)
en ganancia | P38, MAPK
de peso |y
corporal sobreregu-
lacién  de

uces 7




Momordic | Extractocrudo { 0.2 mg/ml, pre-| 61% de | Captacion Roffey et al
a charantia | etanélico adipocitos 3T3-11 incremento en | de glucosa | (2007)
captacion de | mejorada y
glucosa  con | secrecién -
05 nM de|de
insulina y 75% | adiponecti
de incremento | na
en secrecion

de

adiponectina
Toona Extractocrudo | 0.1 mg/ml, pre- | 156% de | Actividad Hsu et al
sinensis etandlico | adipocitos 3T3-L1, | incremento en | lipolitica (2003)
(hoja) 6h liberacion de

glicerol
Cinnamoni | Canela 0.6 mg/ml, pre-|3.1 veces | Actividad Sheng et al
cassiae adipocitos 3T3-11, 5 | incremento en | agonistica (2008)
(hoja) dias nhiveles de | de  PPAR

PPAR gamma gamma

® mg/kg indica una dosis (mg) basada en el peso corporal experimental del animal (kg) y % se
refiere a la proporcion de la dieta.

® El autor recalcul6 los valores con un asterisco (*) a partir de los datos originales (mostrados como
figuras) en cada referencia.

‘ Datos a partir de la primera referencia citada.

2.5 Efecto regulatorio sobre el metabolismo de lipidos

El objetivo farmacolégico de 1a lipdlisis puede visualizarse de dos formas diferentes. La
primera estrategia conlleva estimular la hidrélisis de triglicéridos con el fin de disminuir
almacenamiento de grasa, combatiendo asi la obesidad. Esta opcidn requiere la oxidacién
asociada de los acidos grasos recientemente liberados y llevé al desarrollo de agonistas B3-
adrenérgicos (Langin, 2006). Sin embargo, considerando que una lipdlisis excesiva contribuye a
niveles de acidos grasos elevados en la circulacion y desarrollo de dislipidemia, {como se observa
en el sindrome metabdlico), una obstruccién de tal liberacion de acidos grasos puede ser de
interés terapéutico {Langin, 2006). Algunos ejemplos de compuestos naturales involucrados en la
activacion de receptor beta-adrenérgico son varios flavonoides en las hojas de Nelumbo nucifera
(NN). A través de esta via, la suplementacion dietética con extracto de NN resulté en supresion
significativa de ganancia de peso corporal en ratones A/) alimentados con HFD (Ohkoshi et al,,
2007).

PPARyY es un factor de transcripcién predominantemente expresado en tejido adiposo, y
activa la diferenciacién de adipositos in vivo e in vitro (Cornelius et al., 1994). Cuando el PPARy se
sobreexpresa, comienza la induccidon de preadipocito 3T3-L1. Esto sugiere que la supresién de
PPARy bloquea la adipogénesis y la lipogénesis (Kefterova y Lazar, 2009). Asi, el agonismo de

PPARy lleva a la disminucién de anormalidades lipidicas en pacientes con dislipidemia. HaIIazgos a
partir de dlversos estudlos en roedores han demostrado que los agonistas PPARy pueden mejorar'
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la resistencia a insulina, asi como la dislipidemia. Concomitantemente, los modelos de
enfermedad en roedor han demostrado que los agonistas de PPARYy previnieron la adiposidad
incrementada y el peso corporal sin una reduccién de ingesta de alimento (Kersten 2002).
Similarmente, la activacion de PPARa. reguld la expresion de genes que regulan la oxidacion de
lipidos. Un extracto acuoso de raiz de Salacia oblonga (componente activo principal, magniferina)
ha demostrado propiedades activadoras de PPARa, que después mejoraron la esteatosis
hiperlipidémica y hepatica en un modelo animal de obesidad genética (Huang et al., 2006b).
Ademas, una mezcla de tres extractos mejord el metabolismo de lipidos al incrementar los niveles
de ARNm hepatico de PPARq, la enzima objetivo responsable de la oxidacién beta de acidos grasos
(Lee et al., 2008a).

La AMPK es una enzima encontrada en numerosos tejidos a través del cuerpo. Se ha
caracterizado como un interruptor maestro metabdlico que regula las actividades de diversas
proteinas objetivo que controlan el metabolismo. El papel de la AMPK en el musculo esquelético
ejercitado ha sido estudiado ampliamente. En términos amplios, la activacién de AMPK en el
masculo esquelético parece incrementar el transporte de glucosa {Hayashi et al., 2000) y oxidacién
de 4cido graso (Winder y Hardie, 1999; Ruderman et al., 1999). Uno de los objetivos mejor
caracterizados de activacion por AMPK en el musculo esquelético es ACC. Los fosforilatos
activados por AMPK inhiben esta accién (Saha y Ruderman 2003). El ACC en cambio cataliza
sintesis de malonil CoA, un inhibidor potente de CPT-1, que controla la entrada de dcidos grasos
en la mitocondria. Ahi, los dcidos grasos pueden ser oxidados o convertidos a cuerpos cetdnicos
{(en el higado) para uso como combustible en otros drganos (Flier, 2004). Asi, el resultado neto de
esta cadena de eventos es que un incremento en la AMPK muscular lleva a un incremento en CPT-
1 y en la oxidacién de édcidos grasos. La tabla 5 resume los diversos activadores de AMPK
naturales que han sido encontrados.

Tomoda et al. (2002) contribuyeron al descubrimiento de metabolitos microbianos
novedosos que muestran actividad inhibitoria en contra del metabolismo de lipidos,
particularmente aquellos que afectan las vias metabdlicas de acidos grasos y colesterol. Ellos
descubrieron numerosos compuestos, incluendo cerulenina, thiotetromicina, clorogentisilquinina
y los boverolides, piripiropenos, terpendoles y ferroverdinas {Tomoda et al.,, 2002). Estos
compuestos funcionan como inhibidores de la sintasa de acidos grasos (cerulenina) inhibidores de
acil-CoA sintasa (triacsina C), e inhibidores de HMG-CoA sintasa (himglusina).

La actividad del té oolong es un buen ejemplo de otro mecanismo antiobesidad. La
cafeina, uno de los principales componentes bioactivos del té oolong, posee una carga positiva y
un drea hidrofébica como la adrenalina. El mecanismo de la cafeina de accidn lipolitica puede
deberse a su unidn a grupos fosfato de fosfolipidos y las interacciones subsecuentes entre la lipasa
y las porciones de triglicéridos de gotas de lipido, favoreciendo la lipdlisis (Han et al., 1999b).

Tabla 6. Otros Biomateriales antiobesidad cuyos mecanismos no estan identificados

Fuente Componente Métodos Actividad Referencias ¢
activo experimentales ? (dosis | principal ®
tratada, sujetos, .
‘duracion’ " del .
tratamiento)




Hibiscus Antocianina 120 wmg/kg, ratones | 10% de | Alarcon-
sabdariffa crudas ob/MSG 60 dias disminucién en | Aguilar et al.
la ganancia de | (2007)
peso corporal
Panax ginseng | Extracto crudo | 150 mg/kg, ratones | 11% disminucion | Dey et al,
{thora) ' etandlico ob/ob, 12 dias ‘de ganancia .di'.e (2003)
Coren ‘ C peso corporal o
Trigonella Extracto  crudo | 350 mg/kg, ratones con | 14%* Handa et al
foenum etandlico HFD, 22 dias disminucién de | (2005)
graecum ganancia de peso
(semitia) corporal
Acantopanax Extracto crudo | 500  mg/kg, ratas | 4%* de|Cha et al
senticosus acuoso C57BL/6) con HFD, 12 | disminucién en | (2004), Park
(corteza de semanas ganancia de peso | et al (2006b)
tallo) corporal
Ginseng Extracto crudo | 500 mg/kg, ratas ICR | 16% de|Yun et al
etandlico con HFD, 8 semanas disminucién en | (2004)
ganancia de peso
corporal
Cissus Extracto Dos dosis diarias (514 | 23% de | Oben et al

quadrangularis

estandarizado
(fitosteroles)

mg cada uno), personas
obesas, 8 semanas

disminucidén en
ganancia de peso

(2006, 2007)

corporal
Panax Extracto crudo | 0.6 mi/kg (jugo), | 250% de | Xie et al
quinguefolium | acuoso ratones ob/ob, 10 dias | disminucién en | (2007)
L. {mora) {(ginsendsidos) ganancia de peso
corporal
Eucommia Extracto crudo | 10 mg/ml, adipocitos | 1/12 de | Lee et al
ulmoides (hoja) | acuoso hMSC, 7 dias disminucién en | {2004)
acumulacién de
TG
Aislado de | No se especifica | 41.1%, ratones | 20% de | Aoyama et al.
protein de soya amarillos KK con dieta | disminucién en | (2000)
(SPh) restringida de energia, | ganancia de peso
4 semanas corporal
Pigmento Astaxantina 30 mg/kg, ratones ddy | 15%* de | Ikeuchi et al.
carotenoides con HFD, 60 dias disminucion en | (2007)
ganancia de peso
corporal
Hongos Isaria sinclairii 41.1%, ratones Zucker | 17% de | Ahn et al
(fa/fa), 17 semanas disminucién en | (2007b)

acumulacion de
TG

® mg/kg indica una dosis (mg) basada en el peso corporal experimental del animal (kg) y % se

refiere a la proporcién de la dieta.

R

47



® El autor recalculd los valores con un asterisco (*) a partir de los datos originales (mostrados como
figuras) en cada referencia.
“ Datos a partir de la primera referencia citada.

56 Efectd combinado para tratamiento de la obesidad

Como se menciond anteriormente, muchos productos naturales muestran actividades
antiobesidad en diversos mecanismos. Probablemente el alcance recomendado para investigar
tratamientos para obesidad en forma mas eficiente y lograr efectos sinérgicos de productos
naturales deberia ser buscar tratamientos usando multiples productos o productos que tengan
actividades mdltiples (Rayalam et al., 2008).

Algunos biomateriales naturaies que poseen actividades antiobesidad multifuncional han
sido descubiertos. El té verde y la Garcina cambogia son buenos ejemplos. Los investigadores
originalmente encontraron que el té verde posee actividad antioxidante mas alta que actividad
antiobesidad, debido a su alta concentracidn de catequinas, incluyendo epicatequina, ECG y EGCG.
Investigacién posterior probé ta actividad antiobesidad de catequinas resultado de las acciones
combinadas de reduccién de apetito, mayor actividad lipolitica y gasto de energia, y menos
actividad lipogénica y diferenciacion de adipocitos (Boschmann y Thielecke, 2007; Chantre y
Lairon, 2002; Dulloo et al., 1999; Hsu y Yen, 2006; Kao et al., 2000; Lin y Lin-Shiau, 2006; Moon et
al., 2007; Nagao et al, 2005; Thielecke y Boschmann, 2009; Wolfram et al., 2006). G. Cambogia es
ampliamente conocida por su actividad anticbesidad {Heymsfield et al., 1998; Kim et al., 2004a).
Su extracto comercialmente disponible se deriva de la fruta seca del arbol de G. cambogia, que
crece en los bosques del sur de India y Sureste asiatico. Su principal ingrediente activo es el dcido
(-)-hidroxicitrico (Kim et al., 2006a). G. cambogia previene el metabolismo de carbohidrados en
grasas al inhibir la lipogénesis, quemando exceso de grasas y suprimiendo el apetito (Kim et al.,
2004a).

El extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa (que contiene principalmente antocianinas) ha
exhibido muchos mecanismos potenciales antiobesidad, incluyendo efectos antihiperglucémicos,
reduccidon de nivel de colesterol plasmatico, inhibiciéon de la lipasa pancredtica y gastrica,
estimulacion de termogénesis, inhibicion de acumulacién de gotas de lipido en células grasas (sin
afectar la conversion adiposa), e inhibicidn de la sintasa de acidos grasos (Alarcon-Aguilar et al,,
2007). El extracto de G. cambogia (componente activo, dcido hidroxicitrico) también ha
desplegado efectos antiobesidad multifuncionales. La investigacion ha mostrado que inhibe la
diferenciacién de adipocitos, reduce la sintesis de acidos grados, lipogénesis y acumulacion de
grasa apididimal a través de la reduccién de la actividad de la ATP-citrato liasa, y suprime el
apetito (Kim et al., 2004a; Saito et al., 2005). Ha estado en el mercado por 10 afios si ningln
efecto adverso (Ohia et al., 2002; Saito et al., 2005).

El extracto de granada (componentes activos, acido elagico y acido tanico) también tiene
efectos antiobesidad duales, en cuanto a que inhibe la actividad de la lipasa pancreatica y suprime
la ingesta energética. Su efecto sobre la ingesta energética fue similar a la sibutramina, pero con
un diferente mecanismo (Lei et al., 2007). En ratas obesas, la suplementacién con extracto acuoso
de Pinellia ternate indujo termogénesis incrementada en BAT (es decir, expresion de UCP1
ingrementada) y oxidacion de écido graso (PPAR alfa activado) en WAT (Kim et al., 2006d). Los
extractos de té verde pqmbiéq ejercen actividades antiobesidad en dos formas: por inhibjcigr. de’la
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lipasa y estimulaciéon de termogénesis (Chantre y Lairon, 2002). El extracto de cdscara de
cacahuate (Arachis hypogaea) contribuye a inhibir la absorcidon de grasas en el tracto digestivo,
activando el metabolismo de lipidos en el higado, y reduciendo la lipdlisis de adipocitos (Moreno
et al., 2006). La hoja de Nelumbo nucifera posee miuiltiples actividades antiobesidad, incluyendo
inhibicién de absorcidn de lipidos y carbohidratos y aceleracién del metabolismo de lipidos y gasto
de energia (Ono et al., 2006). La cetona de frambuesa ejerce efecto antiobesidad a través de
incrementar la lipdlisis inducida por norepinefrina en WAT e incrementar la termogénesis en BAT
(Morimoto et al., 2005). Un estudio encontré que una hierba de la India, Salacia, tiene objetivos
de reduccién de obesidad mdltiples tanto por la modulacién de la transcripcién de gen lipogénico
mediado por PPARa y sefializacion del receptor de angiotensina li tipo 1 y también inhibiendo la
lipasa pancredtica y la alfa-glucosidasa (Li et al., 2008b). Diversos acidos grasos poliinsaturados
también muestran combinaciones de acciones antiobesidad, incluyendo sobrerregulacién de
biogénesis mitocondrial, induccién de beta-oxidacion, y supresién de lipogénesis de adipocitos
(Flachs et al., 2005). Tomados juntos, las terapias de combinacién empleando productos naturales
que pueden dirigirse a diferentes genes de obesidad y/o diferentes etapas del ciclo de vida de
adipocitos, pueden probar beneficios en el tratamiento de la obesidad.

Finalmente, la Tabla 6 enlista otros productos naturales antiobesidad cuyos mecanismos
de accién no estan definidos aun.

3. Conclusiones

El tratamiento farmacoldgico antiobesidad debe administrarse sélo cuando se considera
seguro y efectivo para el sujeto obeso. Durante treinta afios, pocos farmacos para el tratamiento
de la obesidad han sido desarrollados o aprobados. Sélo dos farmacos se encuentran disponibles
actualmente vy algunos fairmacos han sido retirados del mercado debido a efectos secundarios
serios. La sibutramina y el orlistat pueden causar pérdida de peso de hasta el 10% cuando se usan
en combinacién con terapia dietética, conductual y de ejercicio. Existe la necesidad de farmacos
antiobesidad que tengan mayor efectividad, que sean mejor tolerados. En el futuro, la exploracién
activa de muchas fuentes naturales puede proporcionar esperanza para nuevos desarrollos
basados en un entendimiento creciente de los mecanismos fisiolégicos altamente redundantes y
complejos involucrados en la regulacién del contenido de grasa corporal. Idealmente, tal
exploracidn e investigacion llevara a tratamientos mas seguros y mas eficaces para la obesidad.
Cabe destacar que la FDA de los Estados Unidos es particularmente sensible a temas antiobesidad.
Ademas, cualquier medicina antiobesidad que entra al mercado se convierte inmediatamente en
objeto de abuso y sobredosis.
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health problem, with incalculable social costs. Two different obesity-treatment drugs are currently on
the market: orlistat, which reduces intestinal fat absorption via inhibiting pancreatic lipase; and sibutc-
amine, an anorectic or appetite suppressant. Both drugs have hazardous side-effects, including increased
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1. Introduction

On a global scale, obesity has reached epidemic proportions and
is a major contributor to the global burden of chronic disease and
disability. Currently, more than one billion adults worldwide are
overweight and at least 300 million of them are clinically obese
{WHO, 2009).

Two different types of obesity-treatment drugs are currently
available on the market (Chaput et al,, 2007), One of these is orli-
stat (Xenical), which reduces intestinal fat absorption through
inhibition of pancreatic lipase (Ballinger and Peikin, 2002; Drew
et al, 2007; Hutton and Fergusson, 2004; Thurairajah et al,
2005). The other is sibutramine (Reductil), which is an anorectic,
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or appetite suppressant (Lean, 2001; Poston and Foreyt, 2004;
Tziomalos et al., 2009), Both drugs have side-effects, including in-
creased blood pressure, dry mouth, constipation, headache, and
insomnia (de Simone and D'Addeo, 2008; Karamadoulds et al.,
2009; Slovacek et al,, 2008: Thurairajah et al, 2005). A number
of anti-obesity drugs are currently undergoing clinical develop-
ment, including centrally-acting drugs (e.g. radafaxine and
oleoyl-estrone), drugs targeting peripheral episodic satiety signals
(e.g. rimonabant and APD356), drugs blocking fat absorption (e.g.
cetilistat and AOD9604), and human growth hormone fragments
(Halford, 2006: Melnikova and Wages, 2006).

At present, because of dissatisfaction with high costs and poten-
tially hazardous side-effects, the potential of natural products for
treating obesity is under exploration, and this may be an excellent
alternative strategy for developing future effective, safe anti-
obesity drugs (Mayer et al,, 2009; Nakayama et al, 2007; Park
et al., 2005), A variety of natural products, including crude extracts
and isolated compounds from plants, can induce body weight
reduction and prevent diet-induced obesity. Therefore, they have
been widely used in treating obesity (Han et al, 2005a; Moro
and Basile, 2000; Rayalam et al., 2008).

A wealth of information indicates numerous bioactive compo-
nents from nature are potentially useful in obesity treatments, A
good example of such is the polyphenols. These show strong
anti-obesity activity and include apigenin, genistein, and the cate-
chins {Rayalam et al, 2008, Thielecke and Boschmann, 2009;
Wolfram et al., 2006).

To date, despite the appearance of several excellent reviews of
anti-obesity agents in the literature, no reviews have focused on
summarizing real, natural-product data on anti-obesity activity,
active compound types, and mechanisms of action. In 2000, Moro
and Basile reviewed the use of certain well-known medicinal
plants that had claimed to be useful in treating obesity (Moro
and Basile, 2000). Five years later, Han et al,, 2005a reviewed the
anti-obesity effects of natural products from more diverse sources.
More recently, the review of anti-obesity phytochemicals by
Rayalam et al. (2008) focused on adipocyte life cycle regulation.
However, these reviews do not provide updates from the literature
regarding various natural products that have anti-obesity effects,

Therefore, in this review, we surveyed natural products with
anti-obesity potential and reviewed the scientific data, including
experimental methodologies, active components, and mechanisms
of action against obesity. A growing body of evidence indicates that
natural products having anti-obesity effects can be arranged into
five categories based on their distinct mechanisms; they produce
(1) decreased lipid absorption, (2) decreased energy intake, (3)
increased energy expenditure, (4) decreased pre-adipacyte differen-
tiation and proliferation, or (5) decreased lipogenesis and increased
lipotysis. Therefore, in this review, we addressed naturally-
occurring compounds possessing anti-obesity activity addressed
by categorizing them per these mechanisms.

2. Natural materjals for treatment of abesity
2.1. Lipase inhibitory effect

Among treatments for obesity, one of the most promising strat-
egies in the effort to reduce energy intake through gastrointestinal
mechanisms, without altering the central mechanisms, is the
development of nutrient digestion and absorption inhibitors (Birari
and Bhutani, 2007). Dietary fat is not directly absorbed by the
intestine unless the fat has been subjected to the action of pancre-
atic lipase. Therefore, pancreatic lipase is one of the most widely
studied mechanisms for determining natural products’ potential
efficacy as anti-obesity agents (Birari and Bhutani, 2007).

Pancreatic lipase is a key enzyme in dietary trlacylglycerol
absorption, hydrolyzing triacylglycerols to monoacylglycerols and
fatty acids. Only a few substances interact directly with the lipases
themselves. One example is tetrahydrolipstatin (orlistat), a deriva-
tive of the naturally-occurring lipase inhibitor produced from
Streptomyces toxytricini (Ballinger and Peikin, 2002), Orlistat's
lipase inhibition mechanism acts through a covalent bond to the
lipase’s active site serine (Hadvdry et al, 1988, 1991; Tsujita
et al,, 2006), Although this pancreatic lipase inhibitor is clinically
approved for obesity treatment, orlistat has certain unpleasant gas-
trointestinal side-effects (Karamadoukis et al., 2009; Thurairajah
et al, 2005). These side-effects result from orlistat's mode of
action and include oily spotting, liquid stools, fecal urgency or
incontinence, flatulence, and abdominal cramping (Chaput et al.,
2007). Therefore, researchers are screening novel inhibitors, de-
rived from plants or other natural sources, that lack some of these
unpleasant side-effects (Birari and Bhutani, 2007).

Natural products provide a vast pool of pancreatic lipase inhib-
itors with potential for being developed into clinical products,
Birari and Bhutani, 2007 reviewed various extracts and secondary
metabolites, derived from plants and microorganisms, that have
pancreatic lipase inhibitory activity. Drug development programs
should focus on these extracts and metabolites.

A wide variety of plants possess pancreatic lipase inhibitary ef-
fects, including Panax jeponicus {Han et al,, 2005b), Platycodi radix
(Han et al., 2000), Salacia reticulata (Kishino et al., 2006), Nelumbo
nucifera {Ono et al,, 2006), and so on (see Table 1 for details), These
pancreatic lipase inhibitory phytochemicals include mainly sapo-
nins, polyphenols, flavonoids, and caffeine (Kim and Kang, 2005;
Han et al., 2006; Moreno et al., 2006; Shimoda et al., 20086).

Several carbohydrates also passess pancreatic lipase inhibitory
effects (Takao et al, 2006). For example, when researchers fed
experimental animals a high-fat diet containing 7-15% chitin/
chitosan, fat excretion in the feces increased, resulting in reduced
body weights (Han et al,, 2005a). However, the effects these carbo-
hydrates have on body weight reduction in animals and humans
are controversial {Bondiolotti et al., 2007: Gades and Stern, 2003,
2005; Gallaher et al, 2002; Han et al, 1999a; Hayashi and lto,
2002; Ho et al., 2001; Kaats et al., 2006; Sumiyoshi and Kiraura,
2006). We recently found a distinct body weight reduction in ob/
ob mice fed on chitosan oligosaccharides; protcome analysis
of mouse plasma before and after these treatments suggested
chitosan oligosaccharide’s molecular actions (Kumar et al., 2009).
The expression of many genes is altered significantly during the
anti-obesity effect, in response to the chitosan oligosaccharide in
the diet (Kumar et al., 2008).

Many metabolites from microorganisms, including lipstatin
from Streptomyces toxytricini (Weibel et at., 1987), panclicins from
Streptomyces sp. NRO619 (Mutoh et al. 1994 Yoshinari et al.,
1994), valilactone and ebelactones from Streptomyces albolongus
(Kitahara et al,, 1987; Umezawa et al., 1980), esterastin from Strep-
tomyces lavenduloe (Umezawa et al, 1978), caulerpenyne from
Caulerpa taxifolia (Tomada et al., 2002}, vibralactone from Boreo-
stereum virans (Liu et al,, 2006), and percyquinin from Basidiomy-
cete stereum complicatum (Bitou et al, 1993) also possess
pancreatic lipase inhibitory activity. Moreover, certain fruiting
bodies or mycelia of macrofungi reportedly possess lipase inhibi~
tory activity (Ahn et al., 2007b; Slanc et al., 2004).

Some of the most widely-studied materials among the many
natural sources of pancreatic lipase inhibitors are the different
types of tea (e.g. green, oolong, and black tea). A significantly dif-
ferent type of polyphenols (e.g. r-epicatechin, ECG, EGG, and
EGCG), isolated from tea leaves, showed strong inhibitery activity
against pancreatic lipase (Haa et al, 1993b; Lin and Lin-Shiay,
2006; Nakai et al. 2005; Thielecke and Boschmann, 2009),
These polyphenols require gafloyl moieties within their chemical
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structures and/or polymerization of their flavan-3-ols for enhance-
med pancreatic lipase inhibition (Nakai et al,, 2005),

In their scarch for a pancreatic lipase inhibitor Bitou et al
{1999) screened 54 marine algac. Interestingly, almost all algacs
showed lipase inhibitory activity, in either methanol or cthyl ace-
tate extracts (see Table 1 of Bitou et al., 1999).

Reportedly, the 1Cs; value of orlistat, a clinically-approved li-
pase inhibitor, is 0.75 pg/ml. Because crude extracts include, nol
only active substances, but also non-active components, the inhib-
itory potencies of crude extracts from plants and other natural
sources are significantly weaker than that of orlistat (Kim and
Kang, 2005),

Numerous natural compounds and decections prepared from
plants rescimble orlistat, in that they inhibit gastrointestinal lipase
reactions. However, their inhibitory mechanisms differ from arli-
stat’s; some are reversible reaction inhibitors, whereas others, like
orlistat, are irreversible Inhibitars (Tsujita et al, 2006; Rirari and
Bhutani, 2007). Irreversible inhibitars interact with lipase and
inactivate it through [ornation of a stable covalent intermediate
{Bitou et al, 1999),

2.2. Suppressive effect on food inteke

Body weight regulation through appetite control is a multifac-
torial event resulting from newrelogical and hormonal interrela-
tionships. A line of evidence indicates that serotonin, histamine,
dopamine, and their associated receptor activitics are closely asso-
ciated with satiety regulation. These receptors may enable
researchers to better target their searches for drugs that treat obes-
ity through encrgy intake reduction (Chantre and Lairon, 2002).

Agents that act via peripheral satiely peptide systems, alter
the various hypothalamic neuropeptides” CNS levels, or alter the
key CNS appetite monoamine neuratransmitters’ levels may be

suitable candidates for drugs that will suppress appetite (Halford
and Blundell, 2000; Wynne et al,, 2005).

Any changes a potential appetite suppressant induces should be
considered in terms of: (1) the psychological experience and
behaviaral expression of appetite, (2) metabolism and peripheral
physiology, and {3) the CNS neural pathways' functioning (Halford
and Blundell, 2000). In general, natural appetite suppressants are
dietary supplements that aid in appetite control. Appetite suppres-
sant mechanisms of action typically affect hunger control centers
in the brain, resulting in a sense of [ullness. However, in animals
and humans, ghrelin secretion in the stomach may increase with
decreased food intake, stimulating increased intake, Therefore,
glirelin antagonism may decrease or blunt the increased appetite
that potentially occurs with decreased feeding, and, thus, may he
a potential adjunctive treatment {or obesity {Bays, 2004). MCH
receptor artagonism may also prove an important target for obes-
ity treatent through appetite regulation,

Sibutramine is the first new drug for treating obesity via appe-
tite suppression to be approved by the FDA within the past
30 years (Tziomalos et al., 2009). Its main mechanism causes an in-
crease in the feeling of satiety hy controlling noradrenalin, seroto-
nin, 5-hydroxytyptamine, and dopamine {Lean, 2001; Poston and
Foreyt, 2004). However, sibutramine has some known adverse ef-
fects, including dry mouth, constipation, and insomnia (Chaput
et al, 2007,

One clear example of a natural appetite suppressant is Hoodia
gordonil, a leaftess, spiny. succulent plant growing in some South
African countaries (van Heerden, 2008). Despite its popularity.
there is insufficient clinical information on . gordonii to prove
its cfficacy. However, the consensus now is that H. gordonii regu-
lates appetite and can significantly reduce calory Intake and boost
weight loss {Lee and Balick, 2007; Maclean and Luo. 2004; van
Heverden et al., 2807 van Heerden, 2008). There are cumrently mare
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than 20 international patents on compounds odginating in H.
gordonii, and many hoodia-containing commercial preparations
are available on the market (van Heerden, 2008). However, there
has been no confirmation that these preparations actually contain
hoodia. A cummon and noteworthy problem with the commercial-
ization of botanicals is that commercially-available products often
lack botanical or active ingredients,

Matural (- )}-hydroxyeitric acid (HCA), prepared from Garcinie
cambosia, is another patential natural appetite suppressant. Cur-
rently, it is commercial available under the names HCA-SX and
Super CitriMax™ (Ohia et al., 2002; Life Extension Vitamin Sup-
plies and Life Extension Institute, Inc., Place Scolsdale, AZ, USA).

This phytuchemical acts by increasing the releasefavaitability of

5-hydroxytryptamine andfor serotonin: the latter is a neurolrans-
mitter implicated in the regulation of cating behavior and appetite
control (Ohia et al., 2002). Another similar natural appelite sug-
pressant available on the market is CQR-300. an extroct of Cissus
quadrangularis {Oben et al, 2007; WellCrops International, LLC,
San Frandsco, CA, USA),

Reportedly, other plant extracts and herbal supplements,
including Korcan red ginseng (Kim et al, 2005), Camellia sinensis
(Kao et al., 2000; Moon et al, 2007; Dulioo et al, 1999; Nagao
et al., 2005 Wolframn et al, 2006), Cerefluma fimbriata (Kuriyan
et al., 2007), ephedra (Fleming, 2007), Citrus aurantium (Klontz
et al. 2006), Phoseolys vulgaris (Baintner et al, 2003; Celleno
et al,, 2007), Robinia pscudooccucia (Baintner et ak, 2003), and sun-
flower oil (Ferrer-Lorente et al., 2007; Remesar et ai, 2000; Romere
ci al,, 2007; Salas et al,, 2007), pussess appetite-suppressive prop-
crties, Although research has identified several active constituents
in these substances possessing appetite-suppressive capabilities
(e.g. plycosides, saponin, and flavonoids), the ways in which they
work to suppress appetite ace unclear; they are thought Lo amplify
signaling in the basal liypothalamus's energy-sensing function.

The endogenous mechanisms of appetite regulation by these
materials depend oun the plant type, For example, H. gordonit
extract increased ATP content in the hypothalamic neurons
regnlating food inrake in the rat brain (Maclean and Luo, 2004)

Tahle 2
Anti- obwty biematerials s‘mm--lng mp: ..t-_xrcp'rss:or‘ m:‘nr;

(Table 2), As is well known, central metabolism of glucose
suppresses food intake, mediated by the hypothalamic AMPK{
malonyl-CoA signaling system {Lanc and Cha, 2008). Central
administration of glucose increases hypothalamic malonyl-Coé,
decreases orexigenic ncuropeptide expression, and suppresses
food intake, Centrally-administered fructose provokes feeding,
via the AMPKfmalonyl-CoA signaling pathway, Thus, decoctions
prepared from natural sources containing excessively high fructose
levels may suppress the hypothalamic alonyl-Cof signaling
pathway, thereby exerting an orexigenic effect (Cha ct al., 2008;
Lane and Cha, 20049),

Many other natural appetite suppressants mediate the reduced
expression of hypothalamic neuropeptide Y {NPY) or serum leptin
levels (Kim et al., 2005; Weigle, 2003). For instance, Kim et al,
{2005) proved that, in HFD-induced obesity inrats, a crude saponin
of Korean ginseng effectively regulated serum leptin and NPY
expression in the tat hypothalamus,

Some investigators have found that supplementation with cer-

“tain dietary fats {e.g. conjugated linoleic acid, lauric acid, and sala-

trim} had suppressive effects on energy intake, However, their
effects on body weight reduction were not significant {Feltrin
et al., 2008: Kamphuis et al., 2003; Sorensen et al, 2008}, Fat’s gas-
trointestinal effecls depend on fatty acid acyl lengths. Fatty acids
with over 12 carbon atems slow gastric emptying, modulate gas-
trointestinal hormene secretion, and suppress energy intake {Fel-
trin et al.. 2008).

2.3. Stimulatory effects on energy expenditure

Abundant evidence indicates many rodent models of obesity
show reduced energy expenditures, which contribute to the devel-
opmnent of obesity, whereas the rale of redured energy expenditure
in the promotion of human obesity is much less clear. Excessive
adiposity results from an imbalance in energy homeostasis, in
which the consequences of excessive foxd intake are not balanced
by increased energy expenditure (Flatt, 2007; Redinger, 2009).
Lnergy expenditure has many components, [t can be separated into
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a number of different categories, The simplest scheme divides
energy expenditure into theee categories: (1) physical activity,
(2) obligatory encrgy expenditure, and {3} adaptive thermogenesis.

To regulate body weight and energy expenditure, mammalian
BAT establishes non-shivering thermogenesis through dissipation
of excess energy as heat {Cannon and Nedergaard, 2004), BAT plays
an important role in obesity control by controlling encrgy balance,
The key player in this process is UCP1, which discharges the proton
aradient generated in oxidative phespharylation, thereby dissipat-
ing energy as heat, Thus, searching for substances that vpregulate
UCP1 gene expression may be a worthy strategy for achieving
obesity control through increased energy c¢xpenditure {Kumar
ct al., 1999). One analogue of UCP1, UCP3, is also a potentially po-
tent anti-obesity agent, because (t mediates the thermogenesis
regulated by the thyroid hormone, pa-adrenergic agonists, andfor
leptin in some organs (Gong et al.. 1997). An example is the etha-
nolic extract of Selanum tuberosum, which activated the expression
of UCP3 in BAT and the liver and significantly reduced Fat weight in
HFD-fed rats (Yoon ¢t al,, 2008),

BAT can be recruited under certain conditions. For example, ear-
lier studies have described remodeling mature WAT into mito-
chondria-rich cells with a high capacity for fatty acid oxidation
(Cint, 2002; Mercader et al, 2006). Several naturaily occurving
agents. including n-3 polyunsaturated fatty acids and fucoxanthin,
which is of marine arigio, stimulate thermogenesis in BAT and pro-
mote WAT deposits ir vive acquisition of BAT features in rodents
{Cabrero e al,, 2001; Orci et al., 2004; Flachs et al., 2005; Maeda
et al., 2007a). Thus, finding natural compounds that can recruit
BAT within WAT may be a useful obesity treatment strategy.

Nurnerous naturally-occurring compounds have been proposed
as treatments for weizht loss via eahanced energy expenditure,
including caffelne {Dulloo, 1993; Kacotia et al., 1994} and capsaicin
(Kawada et al., 19806; Rayalam et al.. 2008). However, researchers
attribute most of such putative effects on energy expenditure fo
green Lea and its extract, where the catechins, such as EGC and

ECCG, have received tremendous altention (Wolfram et al., 2006:
Moon et al., 2007), Several lines of evidence suggest EGCG also
stimulates thermogenesis through inhibition of the catechol O-
methyltransferase involved in degradation of norepinephrine
{Borchardt and Huber, 1975; Boschmann and Thielecke, 2007;
Chantre and Lairon, 2002; Rayalam et al, 2008: Thielecke and
Boschmann, 2009). Extracts of Pinellia ternate {Kim et al., 2006Gd)
and Panax ginseng {berry) (Attele et al. 2002) also show activity
for increasing energy expenditure (Table 3).

The ethanolic extract of llex paraguariensis ameoliorated HFD-
induced obesity through enhanced p-oxidation of fatty acids,
increasing AMPIC activation in visceral adipose rissue and subse-
quently reducing ACC activity {(Pang et al., 2008). Activated AMPK
phosphorylates (inactivates) ACC and lowers levels of intracellular
malonyl-CoA, which is the fatly acid synthesis substrate. At the
same time, maloayl-CoA inhibits CPT-1, the rate-limiting enzyme
in mitochondrial fatty acid oxidation. Accordingly, these processes
lead to the promotion of farty acid oxidation (Pang et al., 2008).

2.4. Inhibitory effect vn adipocyte differentiation

Adipocytes play a central role in the maintenance of lipid
homeostasis and encrgy balance, by storing triglycerides and
releasing Iree fatty acids in response to changing energy demands.
Because adipacyte tissue growth can be due w both hyperplasia
and hypertrophy of adipocytes, several studies screening for anti-
obesity materials have focused on the processes of adipocyte pro-
liferation and differentiation (Kim et al., 2006a). In this search,
373-L1 pre-adipocytes cells are currently used as an in vitro maodel
for the study of obesity, because such cells accumulate triglycer-
ides upon dilferentiating in culture (Cowherd et al. 1999: Green
and Kehinde, 1975). This is duc to the expression of adipocyte-
specific genes, such as PPARy and CJEBPa {Wu er al, 1999:
Lefterova and Lazar, 2009). For this reason, natural products that
specifically larget adipogenesis inhibition had been cansidered
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promising with regard ta their potential in treatment of obesity,
However, current research suggests that inhibiting adipogenesis
or adipase tissue expansion is unhealthy, leading to rype 2 diabetes
and other metabolic diseases, such as atherosclerosis (Lefterova
and Lazar, 2009),

Fatty acids, particularly polyunsaturated fatty acids (PUFA), act
as signal transducing molecules in adipocyte differentiation. [n adi-
pocyte tissue, saturated and monounsaturated fatty acids are more
readily acylated into triglycerides than PUFA are {Awad et al.
2000; Fvans et al., 2000; Okuno et al, 1997). Thus, PUFA play a
central role in suppressing fatty acid synthesis and regulating adi-
pucyte differentiation Lthrough suppression of late-phase adipocyte
differentiation {(Madsen et al, 2005; Okuno et al, 1997). Recent
reports have demonstrated another interesting mechanism, in
exteact of macrofungus Cordyceps milftaris mycelia, which sup-
pressed 3T3-11 adipocyte differentiation through activation of
the aryl hydrocarbon receptor (Shimada et al, 2008). Table 4 lists
the wide variety of natural products found to inhibit pre-adipocyte
proliferation and/for the apoptotic effect.

In additlon te showing inbibitory activity against adipocyte
differentiation, several naturally-occurring compounds have dis-
played apoptotic effects en maturing pre-adipocytes. For example,
some phytochemicals, such as esculetin, resveratrol, quercetin, gen-
istein, FGCG, capsaicin, and conjugated linoleic acids induced apop-
tosis of maturing 313-11 pre-adipocytes through suppression of
ERK1/2 phospharylation, activation of the mitochondrial pathway,
AMPK activation, or anti-oxidant activity (Hargrave et al, 2002;
Hwang et al, 2005; Msu and Yen, 2006, Yang et al,, 2006a, 2008b),
Thus, inducing apoplasis in macture adipocytes may be important
for treating obesity with naturally-occurring compounds.

The cell cycle is closely associated with adipocyte growth
and proliferation and is thus an important factor to consider in

targeting anti-obesity natural products, Recent evidence has
indicated that cerntain phenolic compounds lead ta cell cycle arest
at the G, phase during 3T3-L1 adipocyte differentiation {see review
by Hsu and Yen (2008)). Recent repocts have shown that phenolic
cormnpounds also efficiently induce apoptosis in 3T3-L1 adipocytes
through AMPK activation (Hwang er al, 2005; Lin et al,, 2005).
A combined treatment, of ajoene and conjugated linoleic acid,
enhanced apoptosis in mature 373-L1 adipocytes through a
synergistic increase of expression in several proapototic factors
{Rayalarn et al. 2008). Sirtuin 1 is another target molecule for
anti-obesity treatment. Decreased adipogenesis due to resveratrol
correlated with increased expression of Sirtuin1, which promotes
fat mobilization by repressing PPARy (Picard et al, 2004; Rayalam
etal., 2008),

2.5, Regulatory effect on {ipid metabolism

The pharmacological targeting of lipelysis can be envisaged in
two differcnt weays, The first strategy entails stimulating triglycer-
ide hydrolysis in order to diminish fat stores, thereby combating
obesity, This option requires the associated oxidation of the newly
released fatty acids and led to the development of the fy-adrenergic
agonists {Langin, 2006). However, cansidering that excessive lipol-
ysis contributes to high circulating fatty acid levels and develop-
ment of dyslipidemia {as seen in metabolic syndrome). a blockade
of such a fatty acid release may be of therapeutic interest {Langin,
2006), Some examples of the natural compounds involved in
p-adrenergic receplor aclivation are the various flavonoids in the
leaves of Nelumbo nuciferu (NN). Through this pathway, NN extract
dietary supplementation resulted in significant suppression of body
weight gain in Aj] mice fed a HED {Ohkoshi et al., 2007).
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Table 5 (continued)

Mérimata'et al: (2005) 5

| Mwang B 21.(20090)

* The mgfkg indicates a dose (mg) based on Lie experirental animal’s body weight (lg), and% refers to proportion of the diet

b The author recaleulated values with an asterisk {*) from the ardpinal data (shown as fgures) in each referenze.

¢ Data from the first reference cited.

PPARY is a transcription factor predoinantly expressed in adi-
pose tissue, and it activates adipocyte differentiation both in vivo
and in vitro (Cornelius et al,, 1994). When PPARy {s overexpressed,
3T3-L1 pre-adipocyte induction buegins, This suggests that PPARy
suppression blocks adipogenesis and lipogenesis (Lefterova and
Lazar, 2008). Thus, PPARy agonism leads to the amelioration of
lipid abnormalities in dyslipidemic patieats. Findings {rom a num-
ber of radent studies have demonstrated that PPARy agonists can
improve insulin resistance, as well as dyslipidemia. Concomitantly,
rodent disease models have demonstrated that PPARy agunists
prevented increased adiposity and body weight without any reduc-
tion in food intake (Kersten, 2002). Similarly, PPARc aclivation
mediated the expressiont of genes that regulate lipid oxidation.
Aqueous extract of Salacia oblonga root (active main component,
magniferin) has demonstrated PPARw activatar properties, which
then improved pastprandizl hyperlipidermic and hepatic steatosis
in a genetic-obesity animal model (Huang et al., 2006b). Addition-
ally, a mixture of three herbal extracts improvesd lipid metabolisi
by increasing hepatic mRMA levels of PPAR. the target eazyme
responsible for fatty acid f-oxidation {Lee et al., 2008a).

AMPK is an enzyme found in numerous tissies throughout the
body. It has heen characterized as 4 metabolic master switch that
regulates the activities of a number of target proteins controlling
metabolism. The role of AMPK in the exercising skeletal muscle
has been studied extensively. In broad terms, AMPK activation in
skeletal muscle appears to increase glucase transport {Hayashi
el al, 2000) and fatty acid oxidation {Winder and Hardie, 1999;
Rudennan et al., 1999). One of the most well-characterized AMPK
activation targets in skeletal muscle is ACC. Activated AMPK phos-
phorylates ACC, inhibiting its action {Saha and Ruderman, 2003).
ACC in turn catalyzes synthesis of malonyl-CoA, a polent inhibitor
of CI'I-1, which controls the falty acids” entry into the mitochon-
dria. There, the fatty acids can be oxidized or converted to ketone
bodies {in the liver) for use as fuel in other organs ([lier, 2004,
Thus, the net resule of this chain of events is that an increase in
muscle AMPK leads to an increase in CPT-1 and in fatty acid oxida-
tion, Table 5 summarizes the many natural AMPK activators that
have been found,

Tomoda et al. {2002) contributed to the discovery of novel
microbial metabolites showing inhibilory activity against lipid
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metabolism, particularly those affecting fatty acid and cholesterol
metabolic pathways. They discovercd numerous compounds,
including cerulenin, thiotetromycin, chlorogentisylquinone, and
the beauverolides. pyripyropenes, terpendoles, and ferroverdins
(Tomoda et al, 2002). These compounds function as fatty acid syn-
thase inhibitors (cerulenin), acyl-CoA synthetase inhibitors {triac-
sin €). and HMG-CpA synthase inhibitors (hymeglusin).

The activity of oolong tea is a good example of another anti-
obesity mechanism. Caffcine, une of the major bicactive comn-
ponents in golong tea, possesses both a positive charge and a
hydrophobic area like that of adrenaline. Caffeine’s inechanism of
lipalytic action might be due to its binding to the phospholipid
phosphate groups and the subsequent intecactions between the
lipase and triglyceride portions of lipiel draplets, eliciting lipolysis
{Han et al.. 1999b).

2.6. Combined effect for abesity treatment

As mentioned abave, many natural preducts show anti-abesity
activities of varying mechanisms. Perhaps the recomimended ap-
proach to researching more efficient obesity treatments and
achieving the synergistic effects of natural products should be to
seak treatments using multiple products or products having multi-
ple activities {Rayalam et al., 2008).

Some natural biomaterials possessing multi-functional anti-
obesily activitics have been discovercd. Green tea and Garcina
cambagia are good examples, Researchers originally found green
tea possessed higher anti-oxidant aclivity than anti-obesity
activity, owing Lo its high concetration of catechins, including epi-
catechin, ECG, and EGCG. Subsequent research proved the anti-
obesity activity of catechins resulted from the combined actions
of appelile reduction, greater lipolytic activity and energy expendi-
ture, and less lipogenic activity and adipocyte differentiation
(Boschmann and Thielecke, 2007: Chantre and Lairon, 2002; Dulloo
et al,, 1999; Hsu and Yen, 2006; Kao ct al,, 2000; Lin and Lin-Shiau,
2006; Moon er af., 2007; Nagao et al, 2005; Thielecke and
Boschman, 2009; Wolfram ot al., 2006). G. cambogia is widely
known for its anti-obesity activity (Heymsfhield et al., 1998; Kim

Table 6
Other anti-obesity biomaterials, whase mechanisms are unicentitied.

et al., 2004a), lis commercially-available extract is derived from
the dried fruit of the G. cambogia tree, which grows in the forests
of South India and Southeast Asia. [ts main aclive ingredient is
(—)-hydroxycitric acid (Kim et al., 2004a). G. camhagia prevents
the metabolism of carbohydrates into fats by inhibiting lipogene-
sis, burning excess fats, and suppressing appetite (Kim et al,
2004a).

The aqueous exiract of Hibiscus sabdariffa (containing mainly
anthocyanins) has exhibited many potential anti-obesity mecha-
nisms, including anti-hyperglycemic clfects, plasma cholesterol
level reduction, gastric and pancreatic lipase inhibition, thermo-
genesis stimulation, inhibition of lipid droplet accumulation in
fat cells {withoul affecting adipose conversion), and fatty acid syn-
thase inhibition (Alarcon-Aguilar ef al,, 2007). G. cumbogia exiract
{active component, hydroxycitric acid) has alse displayed multi-
functional anti-obesity effects. Research has shown that it inhibits
adipocyte differentiation, reduces fatty acid synthesis, lipogenesis,
and apididymal fat accnmulation through reducing ATP-citrate
lyase activity, and suppresses appetite (Kim et al. 2004a; Saito
et al., 2005). It has been on the market over 10 years with no ad-
verse side-effects (Ohia et al, 2002; Saito et al, 2005).

Polnegranate extract {active components, ellagic acid aud tannic
acid} alse has dual anti-ebesity etfects, in that it inhibits pancreatic
lipase activity and suppresses cnergy intake, Its effect on energy in-
take was similar lo sibutramine, bul with a different mechanism
{Lei e al, 2007), In obese rats, supplementation with aqueocus ex-
tract of Pinellia ternate induced increased thermogenesis in BAT
{(i.e., increased UCPI expression) and fatty acid oxidation {activated
PPARc) in WAT (Kim et al, 2006d). Green tea extracts also exert
anti-ohesity activities in two ways: lipase inhibition and thermo-
genesis stimulation {Chantre and Lairon, 2002). Peanut {Arachis
hypogaca) shell extract contribute to inhibiting fat absorption in
the digestive tract, activating lipid metabolism in the liver, and
teducing adipocyte lipolysis (Moreno et al., 2006). The Nelumbo
nucifera leal possesses multiple anti-obesity activities, including
inhibition of lipid and carbohydrate absorption and acceleration
of lipid metabolism and encrgy expenditure {Ono et al, 2006).
Raspberry ketone exerts its anti-obesity effect wia increasing

; i Active o
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norepinephrine-induced lipolysis in WAT and enhancing thermo-
genesis in BAT (Morimoto et al,, 2005). One study found an Indian
herh, Salacia mel multiple obesity-reduction targets by both modu-
lating PPARu-mediated lipogenic gene transcription and angioten-
sion 1l Lype 1 receptor signaling and alse inhibiting a-glucosidase
and pancreatic lipase (Li et al, 2008b), Several polyunsaturated
fatty acids also show combinations of anti-obesity actions, Includ-
ing upregulation of mitochondrial biogenesis, induction of f-axida-
tion, and suppression of adipocyte lipogenesis (Flachs et al., 2005),
Taken together, combination therapies employing natural products
that target different obesity genes andfor different stages of the adi-
pocyte life cycle might prove beneficial in treating obesity,

Finally, Table 6 lists other natural anti-obesity products whose
mechanisms of action are yer unidentified.

3. Conclusions

Anti-obesity phannacological treatment should be adminis-
tered only when considered safe and effective for obese subject.
Over the past 30 years, few obesity-treatment drugs have been
developed or approved. Only two drugs are currently available,
and some drugs have been withdrawn from the matket due to seri-
ous side-effects. Sibutramine and orlistat may cause weight loss of
up to 10% when used in combination with dictacy, behavioral, and
exercise therapy. The need exists for anti-obesity drugs having
areater elfectiveness, which are berter tolerated. In the future,
the active exploration of many natural sources may provide hope
jor new developments bascd on a growing understanding of the
complex and highly redundant physiclogical mechanisms involved
in body fat content regulation. ideally, such exploration and re-
search will lead to a safer and more effective pharmacological
treatment for obesity. It is also worth noting that the United States’
FDA is particularly sensitive to anti-obesity claims, Further-
more, any anti-obesity medicine entering the marker becomes
immediately subject to abuse and overdose,
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Dosis inefectivas de Dexmedetomidina Potencializa la Antinocicepcion Inducida por
morfina y fentanilo en el Modelo de Dolor Agudo

Mumin Unal’, Sinan Gursoy’, Ahmet Altun?, Cevdet Duger”, Iclal Ozdemir Kol', Kenan Kaygusuz?,
lhsan Bagcivan?, and Caner Mimaroglu®

Departmentos de * Anestesiologia, ? Farmacaclogia, Escuela de Medicina de la Universidad de
Cumbhuriyet, Sivas 58140, Turquia

E! objetivo de este estudio fue evaluar la potenciacidn sinérgica efecto de dosis no efectivas de
dexmedetemidina en la antinocicepcidn inducida por morfina y fentanilo en el modelo de dolor
agudo in ratas. Setenta ratas albino Wistar fueron separadas en 7 grupos. Los datos para los
grupos control y falso positive fueron registrados. La dosis no efectiva de dexmedetomidina fue
investigada y se encontré que fue de 3 pg/kg. A cada grupo se le administraron los siguientes
medicamentos: 3 mg/kg de morfina (intraperitoneal) al Grupo 3, 5 pg/kg fentanilo
(intraperitoneal) al Grupc 4, dexmedetomidina 3 pg/kg (subcutaneamente) al Grupo 5,
dexmedetomidina 3 pg/kg (subcutdnea)+3 mg/kg morfina (intraperitoneal) al Grupo 6 vy
finalmente 3 pg/kg de dexmedetomidina {subcutanea)+5pug/kg fentanilo (intraperitoneal) al Grupo
7. Justo antes de la aplicacién y 15, 30, 60, 80 y 120 min después de la administracién del
medicamento, dos mediciones de pruebas de latigazo de cola (TF) y placa caliente {HP) fueron
llevados a cabo. Los promedios de las mediciones fueron registrados. Latencias de TF y HP fuercon
los  principales resultados. El efecto analgésico de las combinaciones con
dexmedetomidina+morfina (Grupo 6) v dexmedetomidina+fentanilo (Grupo 7), comparados con el
efecto analgésico de morfina sola y fentanilo solo fue significativamente mas alto a 15, 30, 60 y 90
minutos después de la administracidn. En este estudio, la dexmedetomidina en dosis no efectivas,
cuando se combind con marfina y fentanilo, potencid los efectos de la morfina y fentanilo.

Palabras clave: Dolor agudo, Dexmedetomidina, Fentanilo, Morfina, Potenciacidn

INTRODUCCION

Hoy en dia, los farmacos usados en el tratamiento of dolor pueden dividirse en dos grupos
farmacoldgicos: no-opioides {adyuvantes) u opioides [1-3]. Puesto que los opioides mas comunes
usados como analgésicos tienen efectos secundarios como dependencia y tolerancia, asi como
depresidn respiratoria y constipacién, mientras que los farmacos no-esteroideos anti-inflamatorios
(NSAID) tienen serios efectos secundarios gastrointestinales y también causan dafio al rifién
[1,4,5], los investigadores estan trabajando activamente para desarrollar nuevos farmacos



adyuvantes. Los beneficios terapéuticos de farmacos auxiliares pueden resumirse como sigue:
contribuyen a la formacion de un analgésico fuerte asi como dar la oportunidad para reducir la
dosis de farmacos principales; en particular, reducen la frecuencia de efectos secundariocs de
opioides tales como nausea, vomito, constipacién, prurito, sedacion, y depresion respiratoria [6].
De acuerdo con esto, un enfoque alternativo a la mono-terapia que puede ser Gtil en el
tratamiento de dolor es combinar opioides con analgésicos adyuvantes o con otros farmacos que,
por su propia cuenta, no tienen efectividad analgésica perc no obstante amplifican los efectos del
opioide, requiriendo asf una dosis menor del opioide y reduciendo sus efectos laterales [6].

La dexmedetomidina es un agonista de3 a2-adrenoceptor fuerte y altamente selectivo que posee
un amplio espectro de propiedades farmacolégicas. Los agonistas a2-adrenérgicos proporcionan
sedacion, ansidlisis, e hipnosis asf como analgesia propiedades simpatoliticas. En afios recientes, la
dexmedetomidina ha conseguido un importante lugar en investigaciones, asl como en el
tratamiento de dolor, porque tiene efectos analgésicos comparables a opicides pero no muestra
los efectos segundarios de los opioides, como dependencia y tolerancia. Este mecanismo del
efecto del farmaco, que se ha reportado que actla a través de receptores opioidérgicos,
noradrenérgicos y serotonérgicos, no estd completamente aclarado ([7,8]. Se has aceptado
ampliamente que la co-administracién de agonistas del receptor a2-adrenérgico u agonistas del
receptor | produce efectos sinérgicos antinociceptivos en dosis clinicamente efectivas. No
obstante, nuestro estudio es un novedoso estudio que difiere de otros estudios en que usa dosis
no efectivas de dexmedetomidina para lograr un efecto de potenciacion.

ABREVIATURAS: NSAID, farmacos anti-inflamatorios no-esteroidales; i.p, intraperitonealmente;
s.c, subcutdaneamente; TF, latigazo de la cola; TFL, latencias del latigazo de la cola; HP, placa
caliente.

En este estudio hemos intentado evaluar la potenciacion sinérgica de dexmedetomidina en dosis
no efectivas sobre la anti-nocicepcion inducida por morfina v fentanilo en un modelo de dolor
agudo que hicimos a través del método del latigazo de cola de la rata y el método de la placa
caliente.

METODQS

Animuales

Se usaron ratas adultas macho Wistar albinas pesando 200~220 g (n= 70) para los experimentos.
Los animales fueron alimentados con una dieta estandar de laboratorio y agua ad libitum y fueron
mantenidos a 22+2°C con un ciclo de luz/oscuridad de 12-h. Los animales fueron aclimatados a
las condiciones del laboratorio antes de la prueba. Todos los experimentos fueron llevados a cabo
en ciego entre 10:00 y 15:00 h (n=10 en cada grupo experimental). La aprobacién ética para este
estudio (No: 215) fue provisto por el Comité de Etica Animal de la Universidad de Cumhuriyet el
30 de septiembre de 2010,

Preparacién y administracion de férmacos




Sulfato de morfina (Hospital de [a Universidad de Cumhuriyet, Turquia), fentanilo (Fentanilo
citrato®, 50 mg/ml, Abbott, EEUU)} y dexmedetomidina HCI (Precedex®, 200 ug/2 ml, Meditera,
Turquia) fueron disueltos en solucién salina. Los farmacos fueron preparados inmediatamente
antes de su uso; la morfina y el fentanilo fueron inyectados intraperitonealmente (i.p.) v la
dexmedetomidina fue inyectada subcutdneamente (s.c.) en un volumen de 10 ml/kg.

Evaluacién de antinocicepcion del dolor agudo
1. Prueba del latigazo de cola

La respuesta nociceptiva de la prueba del latigazo de la cola de rata (TF) es usualmente atribuido a
mecanismos centrales en el nivel espinal [9,10]. Un dispositivo estandardizado TF {(May TF 0703
Unidad de latigazo de cola, Commat, Turgquia) fue usado para evaluar la nocicepcion térmica. La
fuente de calor radiante fue enfocada en la porcién distal de la cola a 3 ¢cm después de la
administracion de los farmacos de estudio o el vehiculo. Después de la administracion del
vehiculo o compuesto, las latencias del latigazo de cola {TFL) fueron obtenidas. La intensidad
infrarroja fue ajustada de modo que la TFL basal ocurrié a 2.840.4. Los animales con una TFL de
linea base debajo de 2.4 o arriba de 3.2 s fueron excluidos de pruebas adicionales. La latencia de
corte fue establecida a 15 s en evitar el dafio de tejido. Cualquier animal que no respondieran
después de 15 s fue excluido de estudios. Las mediciones linea base fueron desarrollados dos
veces antes de la administracion de morfina (3 mg/kg), fentanilo (5 pg/kg), v dexmedetomidina {5
pg/kg), mientras que otras mediciones fueron llevadas veces a 15, 30, 60, 90, 120 min después
administracidn y valores de mediciones fueron registrados para cada tiempo de punto.

2. Prueba de la placa caliente

La respuesta sobre la placa caliente (HP) es generalmente un resultado a partir de una
combinacion de los mecanismos central y periférico [10]. En esta prueba, los animales fueron
colocadas individualmente en una placa caliente (Placa Caliente de Eddy) con la temperatura
ajustada a 55+1°C. La latencia a la primera sefial de la lamida de pata o respuesta de salto para
evitar el calor fue tomado como un indice del umbral de dolor; el tiempo de corte fue de 30 s con
el fin de evitar dafio a las patas de las ratas. Las pruebas HP fueron desarrolladas inmediatamente
después de la prueba del latigazo de cola fue completado.

Protocolos experimentales

Los animales fueron aleatoriamente divididos 7 grupos coma control, placebo, dexmedetomidina,
mortfina, fentanilo, dexmedetomidina+morfina, y dexmedetomidina+fentanilo. A los animales en
el grupeo control no se les dic medicamento. A los animales en el grupo placebo se les dio 1 ml de
solucién salina i.p. Los animales del grupc de dexmedetomidina fueron inyectaddos con 5 pg/kg
s.c. de dexmedetomidina, la cual fue determinada como una dosis no efectiva por las pruebas
preliminares dosis-respuesta en nuestro estudio (Fig. 1). Tres mg/kg i.p. de morfina fue la dosis
gue usamos para animales en el grupo de la morfina. A los animales en el grupo de fentanilo se
les dio una dosis de 5 pg/kg i.p. que indicamos como dosis equivalente a morfina en nuestro



estudio. En el grupo dexmedetomidina+morfina, dexmedetomidina 5 pg/kg s.c. y morfina 3 mg/kg
i.p. fueron wusadas. Los animales del grupo dexmedetomidina+fentanilo recibieron
dexmedetomidina 5 pg/kg s.c. y fentanilo 5 pg/kg i.p. Las pruebas TF y HP fueron llevada a cabo a
la linea base (antes de la administracién del farmaco) y a 15, 30, 60, 90 y 120 min después de la
administracion como modelo de dolor agudo en ratas (n=10 en cada grupo). La prueba de
desempefio de barra giratoria fue usada para evaluar los efectos secundarios de los farmacos por
coordinacion locomotriz de las ratas que recibieron firmacos o solucién salina. El aparato
(COMMAT Ltd., Ankara, Turquia) consistié en tres compartimientos separados y una barra
giratoria con un didmetro de 7 cm. Las ratas fueron entrenadas previamente en el aparato de
barra giratoria por 3 dias y después fueron evaluados sobre la barra acelerada, en Ia cual la
velocidad del perno se increment6 de 4 a 40 rpm por un periodo 5 min. En el dia del experimento,
cada rata fue evaluada tres veces a intervalos de 5 min y el promedio de las responses fue
registrado como valores de linea base. Entonces las ratas fueron inyectadas—dependiendo del
grupo al cual fueron asignadas —con solucién salina, dexmedetomidina 5 pg/ kg, morfina 3 mg/kg,
fentanilo 5 mg/kg, dexmedetomidina+morfina, o dexmedetomidina+fentanilo y fueron probados a
los 15 y 30 min después de las inyecciones. Los resultados se expresaron como el tiempo de
resistencia en la barra giratoria (Fig. 2) [11].

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos son expresados como la media+SEM (error estandar de la media). El
efecto de antinocicepcion fue medido. Los grupos fueron comparados estadisticamente usando
los modelos generales lineales de dos vias ANOVA seguidos por la prueba de Tukey y la prueba t
cuando fuera apropiado. p<<0.05 fue considerado significativo.

Fig. 1. Latencias de latigazo de cola con diferentes dosis de dexmedatomidina. *p<0.05 cuando se
compara con otras dosis. **p<0.05 cuando se compara con otras dosis.

Fig. 2. Tiempe de permanencia en la barra giratoria.

Fig. 4. latencias de latigazo de cola de los grupos placebo, dexmedetomidina, morfina y
dexmedetomidina+morfina. *p<0.05 cuando el grupo morfina es comparado con otros grupos,
**p<<0.05 cuando el grupo dexmedetomidina+morfina es comparado con el grupo morfina y
otros groupos.

Fig. 3. Latencias de latigazo de cola de los grupos control y placeho.

Fig. 5. Latencias de latigazo de cola de los grupos placebo, dexmedetomidina, fentanilo vy
dexmedetomidina+fentanilo. *p<<0.05 cuando el grupo morfina es comparado con otros grupos,
**p<0.05 cuando el grupo dexmedetomidina+ fentanilo es comparado con el grupo fentanilo y

otros grupos.

Fig. 6. Latencias de placa caliente de los grupos control y placebo.



Fig. 7. Latencias de placa caliente de los grupos placebo, dexmedetomidina, morfina y
dexmedetomidina+marfina. *p<0.05 cuando el grupo morfina es comparado con otros grupos,
**p<0.05 cuando el grupo dexmedetomidina+ morfina es comparado con el grupo morfina y
otros grupos.

Fig.' 8. Latencias de placa caliente de los grupos placebo, dexmedetomidina, fentanilo y
dexmedetomidina+fentanilo. *p<0.05 cuando el grupo morfina es comparado con otros grupos,
**p<0.05 cuando el grupo dexmedetomidina+ fentanilo es comparado con el grupo fentanilo y
otros grupaos.

RESULTADOS

Los resultados de la prueba TF de administracion intraperitoneal y subcutdnea de solucién salina
en el grupo placebo no mostraron diferencia significativa, cuando se compararon con los valores
del grupo control (Fig. 3), mientras que las latencias TF del grupo de dexmedetomidina
comparados con el grupo control grupo no mostraron diferencia estadisticamente significativa en
ningin momento. La morfina sola dio un efecto analgésico estadisticamente significativo que
comenzo en el minuto 30 (min} después de la administracion (p<<0.05). Las latencias TF a los 60
min alcanzaron el maximo, y después gradualmente disminuyeron vy, a los 120 min, disminuyeron
al nivel del grupo control. La aplicacién de morfina sola causé latencias TF incrementadas que
comenzarcn a los 30 min, pero el efecto de la combinacién sobre la dosis de
dexmedetomidina+morfina comenzé a los 15 min. Ademas, cuando las latencias TF de los grupos
de la combinacion dexmedetomidina+morfina y de morfina sola fueron comparados, las latencias
TF de la combinacion fueron significativamente mas altas que el efecto de morfina sola a los 15,
30, 60 y 90 min {p<0.05) (Fig. 4). El fentanilo solo dio lugar a un efecto significativo analgésico
después de 15 min (p<0.05). Este efecto alcanzd su méximo al minuto 60, entonces gradualmente
disminuyé vy, para el minuto 90, habia disminuido al nivel del grupo control. La combinacidn
dexmedetomidina y fentanilo fue paralela a fentanilo solo; produjo analgesia significativa a los 15
min. Este efecto a los 60 min alcanzoé el maximo y después gradualmente disminuyd hasta que, por
los 90 min, habfa alcanzado el nivel del grupo control. Las latencias TF de la combinacién fueron
estadisticamente mayores que fentanilo solo a 15, 30 y 60 min (p<0.05) (Fig. 5).

Los resultados de la prueba HP de administracion intraperitoneal y subcutdnea de solucidn salina
en el grupo placebo no mostraron diferencia significativa, cuando se compararon con los valores
del grupo control (Fig. 6). Cuando las latencias HP del grupo de dexmedetomidina fueron
comparados con el grupo control, no se encontrd diferencia significativa en ningin momento.
Tanto el fentanilo como la morfina proporcionaron analgesia significativa empezando en el minuto
15; este efecto alcanzé su nivel maximo a los 60 min, y después disminuyd. A los 120 min, aunque
las latencias HP disminuyeron, no fueron todavia a los niveles del grupo control (p< 0.05). Cuando
la latencia HP del grupo de dexmedetomidina fue comparade con el grupo control, una diferencia
significativa en ninglin momento fue observada. La morfina indujo analgesia significativa que
comenzd a los 15 min. Este efecto a los 60 min alcanzd su maximo vy, después de eso, disminuyd. A
los 120 min, aunque las latencias de la placa caliente habfan disminuido, no llegaron todavia a los
niveles del grupo control. La combinacién dexmedetomidina+morfina proporcioné analgesia
significativa comenzando en el minuto 15 y esto fue paralelo a la aplicacién de fentanilo solo



{p<0.05). Este efecto, a los 60 min, alcanzd su maximo vy, después de eso, disminuyd. Las
latencias de retiro de la combinacion fueron estadisticamente mayores que la morfina sola a los
15, 30, 60, y 90 min (p<<0.05) (Fig. 7). La cambinacion dexmedetomidina+fentanilo, desde los 15
min, proparcioné analgesia significativa y fue paralela a la aplicacion de fentanilo solo. Este efecto
alcanzo su nivel méximo a los 60 min vy disminuyd gradualmente a partir de ese punto. Las
latencias de retiro de la combinacion fueron mayores que el efecto de fentanilo solo
estadisticamente significativas a los 15, 30, 60, y 90 min (p<<0.05) {Fig. 8).

DISCUSION

Demostramos en nuestro estudio que la dexmedetomidina en dosis efectivas tuvo un efecto de
potentiacidn sobre los opioides. Ha sido bien conocido que los agonistas del receptor a2-
adrenérgico tienen un efecto sinérgico en opioides. Sin embargo, nuestro estudio es un estudio
novedoso con una dosis no efectiva de dexmedetomidina vy difiere de otros estudios en que
muestra la capacidad de dosis efectivas de agonistas del receptor aZ2-adrenérgico para
incrementar la potencia de los opioides.

A pesar de los fuertes efectos de los analgésicos opioides, su uso estd limitado debido a efectos
secundarios significativos tales como depresion respiratoria y tolerancia. Puesto que los opioides
tienen tales desventajas e investigaciones posteriores han mostrado que una variedad de
receptores distintos de los mecanismos de opiocides sen capaces de inducir analgesia en la médula
espinal, que estd localizada en el sistema nervioso central, los autores han sido forzados a
investigar farmacos alternativos tales como los agonistas del receptor 2. Un estudio
electrofisiclogico mostrd que los recepteres de opioide vy los aZ2-adrenoceptores pueden
interactuar en la modulacién de transmisién nociceptiva en la columna espinal de la rata [12]. Es
bien sabido que la estimulacion del receptor a2 de la columna espinal juega un gran papel en el
nivel de analgesia [8,13]. Paalzow [14] detectd por primera vez que la implementacidn sistematica
de clonidina causé un efecto analgésico; desde entonces, este tema ha llevado a diversas
investigaciones [15,16]. En estos estudios, un agonista del receptor a2 de la clase del imidazol
clonidina fue usado principalmente debido a que es mas facil de proporcionar {17,18]. La
selectividad de la dexmedetomidina a receptores a2 (especialmente del subtipo a2A) lleva a una
mas efectiva sedacion y analgesia [19].

Es un hecho conocido que los agonistas del adrenoreceptor a2 utilizan receptores de opioide,
Ossipov et al. [20] investigaron los efectos anti-nociceptivos de la morfina y dosis subanalgésicas
de clonidina en roedores al aplicar el medicamento intratecalmente. Encontrarcn una
potenciacidén significativa en la prueba TF. Finalmente, chservaron que los efectos del opioide
regresaron después de que se inyectd naloxona. Su estudio probd que los agonistas del a2-
adrengreceptor utilizan receptores opicides. En nuestro estudio se expuso a través de una prueba
TF, que a los niveles espinales también potencializa los efectos antinociceptivos. Sin embargo, no
debe olvidarse que los a2 agonistas estudiados estaban en dosis no efectivas por si solas. Meert y
De Kock [21] estudiaron las propiedades analgésicas en ratas, especificamente la potenciacién del
efecto de los agonistas de a2-adrenoreceptor en opioides como fentanilo. Encontraron que los
agoinstas a2 que fueron probados pueden potenciar el efecto analgésico de opioides, pero no
tuvieron efecto real antinociceptivo en los reflejos espinales. Slingsby et al. [22] estudiaron los
efectos antinociceptivos de dexmedetomidina con buprenorfina combinadas y en forma aislada,



en gatos. Después de todas las aplicaciones farmacéuticas, los gatos fueron prohados con una
prueba de umbral nociceptivo térmico. A la dosis de 20 pg/kg en dexmedetomidina, un pequefio
efecto analgésico fue observado. Krzysztof et al. [23] crearon dolor en ratas con formalina
intraplantar y administraron morfina y morfina+clonidina a las ratas, y después los probaron por
TF. En este estudio, los resultados esperados fuercn que la combinacion sera significativamente
mads efectiva que la morfina; Slingsby et al. Vieron que la combinacién morfina+clonidina era mase
efectiva que la morfina a dosis bajas pero no a dosis altas. En nuestro estudio, la dosis de
dexmedetomidina usada no era una dosis efectiva; sin embargo, cuando se hubo combinado con
opioides, el efecto analgésico fue potenciado significativamente. Existen diversos estudios que
usaron dosis efectivas de agonistas «2 como una combinacidon con opioides, y presentaron
resultados similares. Puke y Wiesenfeld-Hallin [24] crearon dolor experimental neuropatico en
ratas y después administraron intratecalmente morfina, morfina+clonidina, y mor
phine+clonidine+ dexmedetomidina a las ratas. Por 21 dias después de la administracion del
farmaco, buscaron auto-amputacién de dedos y ufias. Encontraron que la morfina sola fue mas
efectiva al tratar el dolor neuropético, y que la combinacién de morfina con agonistas a2 fue mas
util y efectiva en tratar el dolor crdnico. Guneli et al. [25] examinaron los efectos antinociceptivos
de tramadol v dexmedetomidina, que fueron inyectados intraperitonealmente a ratas en las
cuales el habia sido generado dolor agudo y neuropatico. Encontraron que la combinacién de dosis
inyectadas intraperitonealmente fueron mas efectivas que dosis solas y que las latencias HP y TF
fueron significativamente mas altas. En este estudio encontraron que el efecto antinociceptivo
sinérgico de tramadol y dexmedetomidina en baja dosis fue muy fuerte y que no hubo un efecto
de sedacién. Sin embargo, el efecto analgésico de la combinacion significativamente
incrementada. Gunes et al. [26]) compararon la analgesia de pacientes controlados preparados con
morfina+ dexmedetomidina y prepararon con morfina scla en pacientes que sufrieron una
laminectomia. Ellos ajustaran la bomba de morfina a la mitad en 64 pacientes y una bomba que
contenia morfina+dexmedetomidina a la otra mitad. El consumo de morfina se redujo 30% en los
pacientes del grupo de la combinacién. Ellos indicaron que la dexmedetomidina mostrd un efecto
sinérgico con morfina. En la préctica clinica, el efecto analgésico de dexmedetomidina ha sido
investigado en estudios respecto al efecto de reducir el usc de opioides [8). En voluntarios sanos,
un estudio controlado por placebo, doble ciego fue llevado a cabo, en el cual el dolor de pecho
isquémico fue evaluado; se observé que dosis i.v. de 0.25, 0.5 v 1 pg/kg de dexmedetomidina
mostraren un efecto similar con 2 pg/kg de fentanilo [27]. De manera similar, una sola dosis
precperatoria de dexmedetomidina redujo los requerimientos analgésicos intra-operativos y
postoperativos de los opioides [27]. En un estudio en pacientes con ventilacién mecanica después
de cirugia que compararon dexmedetomidina con placeho, se encontré que la dexmedetomidina
disminuyé el requerimiento de morfina mas que el placebo [28]. En estos estudios clinicos se
encontré que la administracion de dexmedetomidina perioperativa ayudd a reducir los
requerimientos analgésicos intra-operativos y postoperativos de opioide y no-opicide. A pesar de
ello, el efecto sedante de dexmedetomidina restringe su uso como un analgésico sistémico [29].

Finalmente, concluimos que las dosis no efectivas de dexmedetomidina, la cual es un agonista o2,
potencian los efectos antinociceptivos de la morfina v del fentanilo cuando la dexmedetomidina

estd combinada con estos opioides.
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Ineffective Doses of Dexmedetomidine Potentiates the Antinoci-
ception Induced by Morphine and Fentanyl in Acute Pain Model

Mumin Unal', Sinan Gursoy', Ahmet Altun®, Cevdet Duger', Iclal Ozdemir Kol', Kenan Kaygusuz', lhsan
Bagcivan®, and Caner Mimarcglu'

Departments of TAnesthesiology, *Pharmacology, Cumburiyel Universily School of Medicine, Sivas 58140, Turkey

The aim of this study was to evaluate the synergisiic potentiation cifect of ineffective doses of
dexmedetomidine on antinociception induced by morphine and fentanyl in aeute pain model in rats.
Seventy albino Wistar rats were scparated into 7 groups. Data for the control and sham groups were
recorded, The ineffective dose of dexmedetomidine was investigated and found to be 3 x pg/kg. Each
group was adminisiered the following medications: 3 mp/kg morphine (intraperitoneal) to Group 3,
5 p kg fentanyl (intraperitoncal) to Group 4, dexmedetomidine 3 4 gflkyg (subentancously) to Group
5, dexmedetomidine 3 # kg (subcutaneous)+3 mglkg morphine (intraperitoneal) to Group 6 and finally ‘

I
|

3 #pgikg dexmedetomidine (subeutancous)yts g gflg fentanyl (intraperitoneal) to Group 7. Just before
the application and 135, 30, 60, 90 and 120 min afller the adminisiration of medieation, two mea-
surements of tail flick (T} and hot plate (HP) tests were performed. The averages of the measurements
were recorded. TF and HP latencies were the main outcomes, The analgesic effect of the combinations
with dexmedetomidine+morphine (Group 6) and dexmedetomidinet+fentanyl (Group 7), compared to the
analgesic effect of morphine alone and fentanyl alone was significantly higher at 15, 30, 60 and 90
minutes after administration. In this study, dexmedetomidine in ineffective doses, when combined with

morphine and fentanyl, potentiates the effects of both morphine and fentanyl

Key Words: Acute pain, Dexmedetomidine, Fentanyl, Morphine, Potentintion

INTRODUCTION

Nowadays, the drugs used in treatment of pain can be
divided into twe pharmacological groups: non-opicids (adju-
vants) and opioids [1-3]. Because the most common opiocids
used as analgesics have side effects like dependence and
tolerance, as well as respiratory depression and consti-
pation, while non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)
have serious gastrointestinal side effects and also cause
kidney damage [1,4,5], researchers are actively working to
develop new adjuvant drugs, Therapeutic benefits of auxil-
tary drugs can be summarized as follows: they contribute
to the formation of a strong analgesic as well as give the
opportunity to reduce the dosage of major drugs; in partic-
ular, they reduce the frequency of opioid side effects such
as nausea, vomiting, constipation, pruritus, sedation, and
respivatory depression [6]. According to this, an alternative
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approach to mono-therapy that may be useful in the treat-
ment of pain is to combine opioids with adjuvant analgesics
or with other drugs that, on their own, do nol have an-

algesic effectiveness but nevertheless amplify the effects of

the opioid, thus requiring a smaller dose of the opioid and
reducing its side effects [G].

Dexmedetomidine is o strong and highly selective o 2.
adrenoceptor agonist which has a wide speetrum of phar-
macological properties. « 2-adrenergic agonists provide se-
dation, anxiclysis, and hypnosis as well as analgesia and
sympatholytic properties. In recent years, dexmedetom-
dine has attained an important place in rescarches, as well
as in the treatment of pain, because it has analgesic cflects
comparable to opioids but does not show the side effects
of opioids, like depenidence and tolerance. This drugs effect
mechanism, which is reported as acting through opioider-
gic, noradrencrgic, and serotonergic receptors, is not com-
pletely clarified [7,8]. 1t has Deen widely aceepted that
co-administration of & 2-adrenergic receplor agonists and
s receptor agonists produces synergistic antineciceptive ef-
fects in clinically effective doses. However, our study is a
novel study that differs from other studies in that it uses
ineftective doses of dexmedetomidine to achieve a polentia-
tion effect.

In this study we aimed to evaluate the synergistic po-

ABBREVIATIONS: NSAID, non-stevaidal antimflammatory drugs;
i.p, intraperitoneally; s.e, subcutaneously, TF, wil ek, TIL, tail
fick latencies; HP, hot plate.
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tentiation of dexmedetomidine in ineffective doses on anti-
nociception induced by morphine and fentanyl in an acute
pain model which we made through a rat tail-flick and hot
plate method.,

METHODS
Animoals

Adult male Wistar albino rats weighing 200~220 ¢ (n=
70} were used for the experiments. The animals were fod
a standard laboratory diet and water ad libitum and were
kept at 2242°C with a 12-h light/dark cyele. Animals were
acclimatized to laboratory conditions before the test. All ex-
periments were carried out blindly between 10:00 and 15:00
h (n=10 in each experimental group). Sthieal approval lor
this study (No: 215) was provided by the Animal Ethical
Committee of Cumhuriyet University on 30 September
2010.

Drug preparation and administration

Morphine sulfate (Cumhuriyvet University Hospital, Tur-
key), fentanyl (Fentanyl citrate®, 50 miml, Abbott, TJSA)
and dexmedetomiding HCI (Precedex”™, 200 «g/2 ml, Medi-
tera, Turkey) were dissolved in saline. Drugs were prepared
immediately prior to use; morphine and fentanyl were in-
jected intraperitoneally (.p.) and dexmedetomidine was in-
jected subcutaneously (s.c.) in a velume of 10 mlikg.

Assessment of antinociception to aciute pain

1. Tail-flick test

The nociceptive response to the tail-flick (TF) test is vsu-
ally attributed to central mechanisms at the spinal level
[9,10]. A standardized TF device (May TF 0703 Tail-flick
Unit, Commat, Turkey) was used to evaluate thermal noei-
ception. The radiant heat source was focused on the distal
portion of the tail at 3 cm after administration of the vehicle
or study drugs. Following vehicle or compound admin-
istration, tail-lick latencies (TTL) were obtained, The infra-
red intensity was adjusted so that basal TIL occurred at
2.840.4. Animals with a baseline TFL below 2.4 or above
3.2 s were excluded from further testing, The cutoff latency
wag get at 15 § Lo avoid tissue dumage. Any animal not
responding after 15 s was excluded from the study. Baseline
measurements were performed twice before the admin-
istration of morphine {3 mpgfkg), lentanyl (5 wgfky), and
dexmedetomiding (5 srgfkg), while and other measure-
menls were performed twice at 15, 30, 60, 90, 120 min after
administration and mean measurcment values were re-
corded for each time point,

2. Hot-plate test

The response on the hot-plate (HP) is generally a result
from a combination of central and peripheral mechanisms
[10]. In this test, animals were individually placed on a hot
plate (Eddy's Hot-Plate) with the temperature adjusted to
55£1°C. The latency to the first sign of paw licking or jump
response to avoid the heal was taken as an index of the
pain threshold; the eut-off time was 30 s in order to avoid
damage to the rats’ paws. HP tests were performed immedi-
ately after the tail flick test was completed.

Experimental protocols

Animals were randomly divided 7 groups as control,
sham, dexmedetomidine, morphine, fentanyl, dexmedeto-
midine+morphine, and dexmedetomidinetfentanyl. Ani-
mals in the control group were given no medication. Ani-
mals in the sham group were given 1 ml ip, of saline.
Dexmedetomidine group animals were injected 5 s pgfkg s.c.
dexmedetomidine, which was determined to be an inef
fective stand-alone dose by the preliminary dose-response
tests in our study (Fig. 1). Three mg/kg i.p. morphine was
the dose we used for animals in the morphine group,
Animals in the fentanyl group were piven a 5 reglkg ip.
dose that we indicated as an equivalent dose to morphine
m our study. In the dexmedetomidine+morphine group,
dexmedetomidine 5 wglkg s.c. and morphine 3 mgkg i.p.
were used. Dexmedetomidinet{entanyl group animals were
given dexmedetomidine § #g'kg s.c. and fentanyl 5 pglke
Lp. TI" and HP tests were performed at baseline (before
drug administration) and at 15, 30, 60, 90 and 120 min
after administration as a model of acute pain in rats (n=10
in each group). The rota rod performance test was used to
evaluate the side effects of drugs by locomotor coordination
of rats that received drugs or saline. The apparatus
(COMMAT Ltd., Ankara, Turkey) consisted of three sepa-
rate compartments and a rotating rod with a diameter of
7 em. The rats were pre-trained on the rota rod apparatus
for 3 days and then tesied on the accelerating rod, in which
the speed of the spindle was increased from 4 Lo 40 rpm
over a period of 5 min. On the experiment day, cach rat
was tested for three times at 5 min intervals and the aver-
age of the responses was recorded as baseline values, Then
the rats were injected with—depending on the group to
which they were assigned —saline, dexmedetomidine 5 pgf
kg, morphine 3 mglkg, fentanyl 5 mgllyg, dexmedetomi-
dine+morphine, or dexmedetomidine+fentanyl and tested
at 15 and 30 min afler injections. Results are expressed
as the endurance time on the rota rod (Fig 2) [11].

Statistical analysis

The results obtained are expressed as meantSEM (stan-
dard crror of mean). The effect of antinociception was
measured. Groups were compared statistically using gen-
cral linear models of two way ANOVA followed by Tukey
test and ¢ test when appropriate, p<0.05 was considered
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Fig, 1. Tail flick latencies of different dexmedetomidine doses, *p
<0.06 when compared to clher doses, **p<0.05 when compared
to other doses,
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Fig. 3. Tail flick latencies of contrel and sham groups.

15+
-8 Sham

= N -+ Demmedetomiding
% 104 i -o- Morphing
Z -4- Dex + Morphine
=
2
3 5
E

3 T T T T T T

Time (min)

Fig. 4. Tail flick latencies of sham, dexmedetomidine, morphine and
dexmedetomidinetmorphine groups. *p<005 when morphine
group compared to other groups, **p-<0.05 when dexmedeto-
midine+morphine group compared to morphine group and other
groups,

significant.

RESULTS

TF test results of intraperitoneal and subcutaneous ad-
ministration of saline in the sham group showed no sig-
nificant difference, when compared with control group val-
ues (IMig. 3), while the TF latencies of the dexmedetomidine
group compared with the control group showed no sig-
nificant difference statistically at any time. Morphine alone
vielded a statistically significant analgesic effect starting
from the 30 minute (min) after administration (p<0.05).
TI latencies at the 60 min reached the maximum, and then

Time [min}

Fig. 5. Tail flick lotencies of sham, dexmedetomidine, fentanyl and
dexmedetomidine +fentanyl groups. *p<0.05 when morphine group
compared to other groups, **p<0.05 when dexmedetomidined:
fentanyl group compared to fentanyl group and oiher Eroups,
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Fig. 6. Hot plate Jatencies of control and sham groups.

gradually decreased and, at the 120 min, had decreased to
the level of the control group. Application of morphine alone
caused increased TI latencies that started at the 30 min,
but the combination effect of the dexmedetomidine+mor-
phine dosage started at the 15 min. Purthermore, when the
TF latencies of the dexmedetomidine+morphine combina-
tion and the morphine-only groups were compared, the TF
latencies of the combination were found to be significantly
higher than the effect of morphine only at the 15, 30, 60
and 90 min {(p<0.05) (Fig. 4). Fentanyl alone gave rise to
a significant analgesic effect after the 15 min (p<0.05),
This effect reached ils maximum at the 60" min, then grad-
ually decreased and, by the 90 min, had decreased to the
level of the control group. The dexmedetomidine and fen-
tanyl combination was parallel to fentanyl alone: it pro-
duced significant analgesia at the 15 min. This effect at
the 60 min reached the maximum, and then gradually de-
creased until, by the 90 min, it had reached the level of
the control group. TT latencies of the combination were
statistically greater than fentanyl alone at 15, 30 and GO
min {(p<0.05) {Fig. 5).

HI' test resulls of intraperitoncal and subcutaneous ad-
ministration of saline in the sham group showed no sig-
nificant difference, when compared with contrel group val-
ues {Fig. G). When HP latencies of the dexmedetomidine
group were compared with the control group, no significant
difference was found at any time. Both fentanyl and mor-
phine provided significant analgesia starting from the 15
min; this effect reached its maximum level at the 60 min,
and then it decreased. At the 120 min, although HP laten-
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Fig. 7. Hot plate latencies of sham, dexmedetomidine, morphine and
dexmedetomidine-tmorphine groups, *p<0.05 when morphine Froup
compared o other groups, **p<0.05 when dexmedelomidine+
morphine group compared to morphine group and other Eroups,

cies decreased, they were not yel at control group levels
{(p<0.05). When the HP latency of the dexmedetomidine
group was compared with the control group, a significant
difference was not found at any time. Morphine induced
significant analgesia that began at the 15 min. This effect
at the G0 min reached its maximum and, after that,
decreased. At the 120 min, although hot plate latencies had
deereased, they were not yet at the levels of the control
group. Dexmedetomidine+morphine combination provided
significant analgesia starting at the 15 min and it was par-
allel to the application of fentany] alone (p<0.05). This ef-
feet, at the 60 min, reached its maximum and, after that,
decreased. Withdrawal lateneies of the combination were
statistically greater than morphine alone at the 15, 30, 60,
and 90 min (p<0.05) (Fig. 7). Dexmedetomidingifentanyl
combination, from the 15 min, provided significant an-
algesia and it was parallel to the application of fentanyl
alone. This effect reached its maximum level at the 60 min
and it deereased gradually from that point. The withdrawal
latencies of the combination were greater than the effeet
of fentanyl alone statistically signifieant at the 15, 30, 60,
and 90 min (p<0.05) (I'ig. 8).

DISCUSSION

We showed in our study that dexmedetomidine in in-
effective doses had a potentiation effect on opioids. It has
been well known that « 2-adrenergic receptor agonists have
a synergistic effect on opioids. However, our study is a novel
study with an ineffective dose of dexmedetomidine and dif-
fers from other studies in that it shows the ability of in-
effective doses of « 2-adrenergic receptor agonists Lo in-
crease the potentiality of opioids.

Despite the strong analgesic cffects of opioid analgesics,
their use is limited due to significant side effects such as
respiratory depression and tolerance. Since opioids have
such disadvantages and after research has shown that a
variety of receptors other than opioid mechanisms are able
to induce analgesia in the medulla spinalis, which is Ioeated
in the central nervous system, the authors have been forced
to research alternative drugs such as e 2 receplor agonists.
An clectrophysiological study showed that o 2-adrenocep-
tors and opiate receptors can interact in the modulation
of nociceptive transmission in rat spinal cord [12]. [t is well
known that &2 receptor stimulation of the spinal cord
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Fig. 8. Hot plate latencies of sham, dexmedetomidine, fentany] and
dexmedetomidine Hentanyl groups. *p < 0.05 when morphine Eroup
compared Lo other groups, **p<0.05 when dexmedetomidinet
fantanyl group compared to fentanyl group and other groups.

plays a big role in the level of analgesia [8,13]. Paalzow
[14] detected for the first time that systematic imple-
mentation of clonidine caused an analgesic effect; since
then, this subject has led to several researches [15,16]. In
these studies, an « 2 receptor agonist from imidazole-class
clonidine was used mostly due to its being casier Lo supply
[17,18]. The selectivity of dexmedetomidine to @ 2 receplors
tespecially the « 2A subtype) leads to more effective seda-
tion and analgesia [19].

It is a known fact that e 2-.adrencrcceptor agonists utilize
opioid receptors. Ossipov el al. [20] investigated the anti-
nociceptive cffects of morphine and subanalgesic doses of
cloniding on rodents by applying the medication intra-
thecally. They found a significant potentiation in the TF
test. Finally, they observed that the opioid effects roturned
after naloxone was injected. Their study proved that a 2-
adrenoreceptor agonists utilize opicid receptors.

In our study it was exposed through a TF tesl, which
al spinal levels also potentiated the antinoeiceptive effects,
However, it should not be forgotten that the tested « 2 ago-
nists were an ineffective stand-alone dose. Meert and De
Kock [21] studied rat analgesic propertics, specifically the
potentiation eflect of & 2-adrenoreceptor agonists on opioids
like fentanyl. They found that the «2 agonists that were
tested may potentiate the analgesic effect of opioids, but
had no real anti-naciceptive effect on spinal reflexes.

Slingsby et al. [22] studied the antinociceptive effects of
dexmedetomidine with buprenorphine together and alone
on cats, After all pharmaceutical applications, the cats test-
ed with a thermal nociceptive threshold test. At the dose
of 20 ug/kg im dexmedetomidine, a small analgesic effect
was seen. Krzysatof et al. [23] ercated pain in rats with
intraplantar formalin, administered morphine and mor-
phinetelonidine to the rats, and then tested them by TI.
In this study, the expected result was that the combination
will be significantly more effective than morphine; Slingsby
et al. saw the morphine+elonidine combination was more
effective than morphine at low doses but not at high doses,
In our study, the dexmedetomidine dose used was not an
effective dose; however, when it had been combined with
opioids, the analgesic effect was significantly potentiated.

There are several studies which used effective dose @ 2
agonists as a combination with opioids, and presented sim-
ilar results. Puke and Wiesenfeld-Hallin [24] created ex-
perimental newropathic pain in rats and then intrathecally
administered moerphine, morphine+clonidine, and mor-
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phinetclonidine+ dexmedetomidine to the rats, For 21 days
after drug administration, they looked for auto-amputation
of tees and nails. They found that morphine alone was most
cflective in treating neuropathic pain, and that combination
of morphine with @ 2 agonisis was more useful and effective
in treating chronic pain. Guneli et al. [25] examined the
antinociceptive effects of tramadol and dexmedetomidine
that were injected intraperitonecally to rats in whom acute
and neuropathie pain had been generated. They found that
the combination doses injected intraperitoneally were more
effective than stand-alone doses and that HP and TT' laten-
cies were significantly higher. In this study they found that
the antinociceptive synergistic effect of tramadel and
low-dose dexmedetomidine was very strong and there was
no sedation effect. However, the analgesic effect of the com-
bination significantly increased. Gunes et al. [26] compared
patient- controlled analgesia prepared with morphine+ dex-
medetomidine and prepared with morphine alone in pa-
tients who underwent a laminectomy. They fitted a mor-
phine pump to the half of the 64 patients and a pump con-
taining morphine+dexmedetomidine (o the other half,
Morphine consumption was reduced 30% in the combina-
tion group patients. They indicated that dexmedetomidine
showed a synergistic effect with morphine,

In clinmieal practice, the analgesic effect of dexmedetomi-
dine has been investigated in studies regarding the effect
of reducing the use of opioids [8]. In healthy volunteers,
a double-blind, placebo-controlled study was conducted in
which ischemic chest pain was evaluated; it was scen that
0.25, 0.5 and 1 xglkg IV dose of dexmedetomidine showed
a similar effect with 2 xp/kg fentanyl [27). Likewise, a sin-
gle preoperative dose of dexmedetomidine reduced intra-
operative and postoperative opioid analgesic requirements
[27]. In a study on patients with mechanical ventilation af-
ter surgery that compared dexmedetomidine with placebo,
it was found that dexmedetomidine decreased the require-
ment for morphine more than did the placcho [28]. In these
clinical studies it was found that administration of peri-
operative dexmedetomidine helped to reduce hoth intra-
operative and postoperative opioid and non-opioid analgesic
requirements. Despite that, the sedative effect of dexmede-
tomidine resiricts ils use as a systemie analgesic [29).

Finally, we conclude that ineffective doses of dexmedeto-
midine, which is an @2 agonist, potentiate the antino-
ciceptive effects of morphine and fentanyl when dexmedeto-
midine is combined with these opioids.
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Resumen: Nuestro objetivo fue comhinar el uso de morfina con inhibidores clinicamente
disponibles de la proteinquinasa C (PKC), Finalmente potenciando la analgesia por morfina en
humanos. Las pruebas térmicas fueron realizadas en roedores y humanos a los que previamente
se les administré morfina en forma acuda o crénica combinada o no con dosis en aumento del
bloqueador de PKD Hierba de San Juan (SIW) o su principal componente hipericina. La
fosforilacion de la subunidad y de la enzima PKC fue evaluada por transferencia Western en la
materia gris periacueductal (PAG) de roedores que recibieron la coadministracién de morfina e
hipericina y fue prevenido en PAG de roedor por la SJW o coadministracién de hipericina con
morfina, induciendo una potenciacidén de analgesia de morfina en el dolor térmico. La calificacion
de la evaluacién del delor en voluntarios sanos fue disminuida en un 40% cuando se coadministro
la morfina con SIW en una dosis muy por debajo de aquellas usadas para obtener efectos
antidepresivos o analgesicos en roedores y humanos. El efecto de potenciacion de SIW/hipericina
durd en el tiempo vy preservé la analgesia de morfina en ratones tolerantes. Nuestros hallazgos
indican que, en la practica clinica, SIW puede reducir la dosis de morfina obteniendo el mismo
efecto analgésico. Por lo tanto, la SJW y uno de sus principales componentes, hipericina, parecen
ser ideales para potenciar la analgesia inducida por morfina.

Palabras clave: morfina, Hierba de San Juan, proteinquinasa C, nocicepcion térmica



Introduccién

La morfina actualmente constituye la piedra angular de la terapia para dolor de moderado a
severo de muchas etiologias. A pesar de la alta potencia analgésica del alcaloide, el numero de
efectos secundarios bien conocidos que limitan su uso es igualmente importante. Uno de los
aspectos mas controvertidos se relaciona con incertidumbre acerca de adaptaciones a uso cronico,
lo cual incluye dudas sobre la tolerancia, hiperaigesia, y dependencia, limitando asi el potencial de
la morfina. La tolerancia a la morfina es un fendmeno farmacolégico caracterizado por un
desplazamiento de la curva dosis—respuesta a la derecha con una dosis efectiva mayor al 50%. La
practica convencional de la terapia de opioides en presencia de eficacia analgésica en disminucion
se basa en la escalacion de dosis con el fin de restaurar el efecto analgésico. Asi, han sido
propuestos diversos enfoques que comban otros fadrmacos con opicides para incrementar su
potencia y por ende reducir la dosis de opioide. Uno de estos consiste en administrar un farmaco
adyuvante con efectos sinérgicos analgésicos con el fin de minimizar la dosis de opioide mientras
se mantienen niveles aceptables de analgesia en combinacién con farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, anticonvulsivos, o bloqueadores del canal de sodio con opioides (1, 2). La
administracion de agonistas o2 (3), 5-HT7 (4), NMDA (5), o antagonistas ¢ (6) puede potenciar la
analgesia de la morfina. Sin embargo, los ensayos clinicos a veces han encontrado resultados
contradictorios y este enfoque puede tener algunas implicaciones clinicas adverscs (7). La co-
administracion de antagonistas del receptor de NMDA tales como ketamina result en la
atenuacion del efecto cronico del opioide en animales, aunque los ensayos clinicos dieron
resultados mixtos (7, 8).

Pudimos demostrar previamente en ratas que el bloqueo de la proteinguinasa C (PCK) potencia la
analgesia de morfina (9). En estos experimentos, la subrregulation de la subunidad vy de PKC
(PKCy) podria inducir una potenciacién dramdtica en el efecto analgésico inducido por morfina, la
cual fue observable en el momento mds proximo y durd mas tiempo. Con estas indicaciones en
mente, hemos enfocado nuestra atencidén en la hipericina y pseudohipericina como agentes
potenciadores de la analgesia de morfina (Patente Italiana RM2006A00016). Estos compuestos
han sido aislados de plantas de la familia hypericum. Hypericum perforatum, cominmente
conocida como Hierba de San Juan (SJW), ha sido usado por siglos como planta medicinal.
Dioscorides, el médico mas importante de la antigua Grecia, asi como Plinio en Roma y Hipdcrates,
administraban la hierba en el tratamiento de varias enfermedades. En medicina tradicional, la SIW
ha sido siempre usada en el tratamiento de heridas, enfermedades del rifién y pulmdn vy en lo que
ahora llamamos depresion. Aungue estudios farmacolégicos sobre la SIW se han enfocado en su
actividad antidepresiva en depresion moderada, algunos estudios han documentado que el
compuesto puede actuar como bloqueador de PKC (10), competitivamente uniéndose al dominio
regulatorio de PKC (11). En el presente estudio hemos examinado el efecto potenciador del
extracto seco de la SJW y sus constituyentes activos en el efecto analgésico inducido por morfina
en roedores con el objetivo de establecer la dosis y después trasladar los resultados en humanos.
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Materiales y Métodos
Animales

Se utilizaron ratones macho suizos albinos y ratas de la granja de reproduccidén de Morini {San
Polo d’Enza, Italia). Diez ratones y cuatro ratas fueron alojados en cada jaula, la cual fue colocada
en el cuarto experimental 24 h antes de la prueba para aclimatacién. Los animales fueron
alimentados con dieta estandar de laboratorio y agua corriente ad libitum y mantenidos a 23°C £
1°C con un ciclo de 12-h luz/oscuridad. Todos los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo
con la Directiva de Consejo de las Comunidades Europeas del 24 de noviembre de 15986
(86/609/EEC). Todos los estudios involucrando animales estdn reportados de conformidad con las
guias ARRIVE para experimentos que involucran animales (12). Un total de 170 animales fueron
usados en estos experimentos. Con el fin de reducir lo mas posible el nimero de animales usados,
los criterios de tamafio de muestra con respecto a la significancia estadistica fueron seguidos
como se establece en Feinstein {13). Los animales fueron investigados por observadores
mantenidos sin Informacion de los tratamientos de los animales.

Protocolo de estudio en voluntarios sanos

El estudio de protocolo fue aprobado por el comité de ética institucional y las autoridades de salud
apropiadas del Servicio de Salud Nacional ltaliana y fue dirigido de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki de 1964 y las Buenas Gufas de la Practica Clinica. Ocho voluntarios macho sanos
asintomaticos entre las edades de 25 vy 35 anos fueron reclutados entre el staff. Ellos reportaron
gque no consumian drogas. Ademas, se les pidié a los sujetos que no hicieran ejercicio fisico v
evitaran consumir cafeina, alcohol, o nicotina en los dias del experimento. Todos los sujetos
informaron su consentimiento antes del comienzo del estudio. Antes de involucrarse en el
estudio, a los participantes les fueron proporcionados panfletos de informacién que explican el
procedimiento. Posibles riesgos tales como riesgos después de la inmersion, la garantia sobre el
anonimato, y la posibilidad de detener la participacion en el estudio, fueron mencionados.

A los voluntarios sanos se les dio una solucion de morfina oral {10 mg/5 ml) {Oramorph; MOLTENI
& C. F.LLI ALITTI SpA, Florencia, Italia} in presencia o ausencia de tabletas de SJW (300 mg) que
contienen 0.3% de hipericina {Quiens; Mario Antonetto Farmaceutici, Torino; AIC No. 034870028).
La dosis de SIW administrada a los voluntarios se obtuvo de acuerdo a un estudio en roedores y se
normalizé a kg considerando un individuo que pesa 70 kg.

Procedimiento de inmersion

Una sesion consistié de la inmersion gradual del brazo dominante en agua caliente no nociva
circulante (46°C).La temperatura del agua se mantuvo a 46°C usando un termostato y fue
constantemente monitoreada con un termometro digital. La temperatura del agua de 46°C se
selecciond especificamente de acuerdo con el estudio de Staud et al. (14). Los sujetos, después de
un periodo de aclimatacién en el cuarto de prueba, se les pidié sumergir el antebrazo incluyendo
el codo de su brazo en agua circulante nociceptiva caliente por 2 min y para medir la intensidad y
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displacer de dolor percibido cada 30 s durante ese tiempo. El dolor percibido fue medido con una
calificacién entre 0, indicando no dolor en lo absolute, y 100 como dolor intolerable. Se administro
la morfina 30 min antes de comenzar el proceso de inmersion de acuerdo a los estudios de
farmacocinética/farmacodinamia de la morfina después de administracion oral (15). La SJW fue
administrada 60 min después de la morfina.

Administracidn de farmaco a roedores

Los animales fueron aleatoriamente asignados a grupos de tratamiento. El extracto seco de la SJW
que contenfa 0.32% del total de hipericina (Indena Research Laboratories, Milan, Italia),
hiperforina, hiperosido, quercetinay amentoflavona (Sigma, Milan, ltalia) fueron disueltos en 1%
de solucién de carboximetilcelulosa inmediatamente antes de wusar y administrar por
administracion oral. Las dosis de hipericina {0.016 mg/kg), hiperforina (0.21 mg/kg), quercetina
(0.0415 mg/kg), amentoflavona (0.0029 mg/kg), e hiperdsido (0.3175 mg/kg) aproximado a la
cantidad de cada componente presente en una 5 preparacion de mg/kg de extracto seco de SIW.
La SIW v los componentes se administraron 60 min antes de la morfina {(morfina clorhidrato;
SALARS, Como, ltalia) de acuerdo a un protocolo previamente establecido {22). La morfina se
administré subcutdnea a los roedores a una dosis de 5y 7 mg/kg. La hipericina {0.15 mg por ratén)
y calfostina C fueron administrados intracerebroventricularmente (i.c.v.) inmediatamente antes
morfina. Se les administré a las ratas materia gris intra—periacueductal (PAG) como se reporté
previamente (16) con hipericina (0.4 mg por rata). El bloqueador PKC de calfostina C (Calbiochem,
Milan, Italia) se disolvid en 0.5% DMSO y se usé a 0.2 mg por ratén. Los vehiculos usados para
dissolver los farmacos fueron probados para determinar la ausencia de cualquier efecto en el
umbral de dolor en comparacion con ratones control y tratados con salina.

Toferancia nociceptiva a la morfing

La tolerancia de la morfina fue inducida en ratones con un esquema de 4-dia. Los animales
recibieron 2 inyecciones diarias de morfina alas 10:00 am y 8:00 pm. Las dosis individuales fueron
10 mg/kg subcutanea en el dia 1, 15 mg/kg subcutanea en el dia 2, 20 mg/kg subcutanea en el dia
3, v 30 mg/ke subcutdnea en el dia 4 de acuerdo a un esquema validado previamente (17).

Placa caliente

Las ratas fueron cclocadas dentro de un contenedor de acero inoxidable, el cual fue ajustado
termostdticamente a 52.5°C + 0.1°C en un baflo de agua de precision de KW Mechanical
Warkshop, Siena, Italia. Usamos una temperatura mds baja (52.5°C en lugar de 54°C) para revelar
potencial, alteraciones sutiles que pudieran ocurrir en nocicepcidn térmica basal. Los tiempos de
reaccidn(s) fueron medidos con un crondmetro antes y después de la administracion de los
compuestos investigados. El punto terminal usado fue la lamida de las patas trasera o frontal. Fue
adoptado un tiempo arbitrario de corte de 60 s.
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Las muestras de PAG de los ratones fueron homogenizados en un amortiguador de
homogenizacion que contienen 25 miM Tris-HCl (pH 7.5), 25 mM NaCl, 5 mM EGTA, 2.5 mM EDTA,
2 mM NaPP, 4 mM PNFF, 1 mM Na3v04, 1 mM PMSF, 20 mg/ml leupeptina, 50 mg/ml aprotinina,
and 0.1% SDS. El homogenado fue centrifugade a 9,000 x g por 15 min a 4°C, y la baja velocidad
del pellet fue descartado. La concentracion de proteina fue cuantificada usando el método de
Bradford {kit de ensayo de proteina; Bio-Rad Laboratories, Milan, Italia). Los homogenados de
membrana (10 mg) fueron separados en SDS-PAGE al 10% vy transferidos sobre membranas de
nitrocelulosa (80 min a 120 V) usando procedimientos estandar. Las membranas fueron
blogqueadas en PBST (PBS conteniendo 0.1% Tween) conteniendo 5% de leche seca descremada
por 120 min. Después de los lavados, las transferencias fueron incubadas toda la noche a 4°C con
anticuerpos especificas contra PKCy fosforilada en Thr514 (pPKCy, dilucion 1:1000) (Biosource,
Camarillo, CA, EEUU); b-actina {dilucion 1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EEUU).
Después de ser lavada con PBS conteniendo 0.1% Tween, la membrana de nitrocelulosa fue
incubada con antisuero secundario conjugado de peroxidasa de cabra anti-ratén rabano picante
(1:10,000) y se dejé por 1 h a temperatura ambiente. Las transferencias fueron entonces
extensivamente lavadas de acuerdo con la instruccién del fabricante y desarrolladas usando un
sistema de deteccion por quimioluminescencia (Pierce, Milan, Italia). El tiempo de exposicion vy
desarrollo usado fue estandardizado por todas las transferencias. Las mediciones de densidad
Optica fueron desarrolladas mediante la division de la intensidad de las bandas por la intensidad
de la proteina protectora [3-actina, usada como control de carga. A las mediciones en muestras
control les fue asignado un valor relativo de 100%.

Fig. 1. Dosis bajas de SJW incrementaron la antinocicepcion de morfina en la prueba de la placa
caliente. La actividad antinociceptiva de la morfina [A: F(2,135)49.19, P < 0.0001] v la SIW [B:
F(2,179)27.67, P < 0.0001]; la diferencia significativa se presenta como la diferencia desde el grupo
de salina en el punto de tiempo correspondiente: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, comparado
con el grupo tratado. En el panel C, una dosis inefectiva de la SIW (1 mg/kg) hizo efectiva una dosis
de morfina {2 mg/kg) libre de propiedades antinociceptivas [F(1,90)41.97, P < 0.0001] e
incrementd la antinocicepcidn inducida por una dosis efectiva de morfina (5 mg/kg) [D:
F(1,90)42.78, P < 0.0001]. Un desplazamiento a la izquierda de la curva dosis-respuesta de
morfina por una dosis muy baja de la SJW se muestra en el panel E [F{1,99)141.30, P < 0.0001]. La
curva dosis—respuesta del efecto potenciador de morfina en la SJW esta representado en el panael
F [F(3,144)662.30, P < 0.0001]. La prueba nociceptiva en los paneles E y F fue desarrollado 30 min
después de la administracion de morfina. La comparacién post hocen C—F: *P < 0.05, **P < 0.01,
*¥*%p < 0,001 vs. el grupo tratado con morfina correspondiente.

Fig. 2. Intensidades de dolor reportadas en sujetos tratados con morfina co-administrados con la
SIW. La calificaciéon principal media a partir de la evaluacidn repetida de respuesta nociceptiva
fueron reportadaos para cada voluntario sano evaluado con respecto a un tratamiento diferente
(no tratamiento, morfina, cotratamiento de morfina/SIW). ANOVA de una via para medidas
repetidas dio un efecto principal significativo para el tratamiento de morfina con la SIW
comparado con la morfina sola en la disminucidn de la calificacion nociceptiva [F(2, 24)21.7, P <
0.0001].
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Fig. 3. Efecto de la administracién oral de los components de la SIW en la antinocicepcidn de la
morfina. En las pruebas de la placa caliente [A: F(5,59)3.18, P < 0.0001] v en la placa fria [B:
F(5,59)6.99, P < 0.0001] , Ia hipericina (HYP} mostro un perfil potenciador similar a la SIW. Por el
contrario, la quercetina (QUER), el hiperdsido (HYS), y la hiperforina (HYF} estuvieron libres de
cualquier efecto. La evaluacion nociceptiva fue desarrollada 30 min después de la inyecciaon de
maorfina. Prueba Post hoc Tukey: *P < 0.001, comparada con rateones tratados con salina °P < 0.001
vs. Grupo tratado con morfina en el punto de tiempo correspondiente.

Fig. 4. Efecto potenciador de hipericina inyectada i.c.v. sobre antinocicepcién de morfina. A:
administracidn i.c.v. de hipericina (hyp, 0.15 mg por ratdn} hizo que la dosis de morfina inefectiva
fuera antinociceptiva (2 mg/kg) [F(3,180)27.98, P < 0.001]. Comparacidn post hoc: *P < 0.05, **P <
0.01 vs. grupe tratado con morfina en el punte temporal correspondiente. B, C: hipericina i.c.v.
potencié la antinocicepcién inducida por morfina a una dosis de 5 mg/kg [F(3,180)11.6, P < 0.001]
y 7 mg/kg [F{4,225)103.8, P < 0.001]. La comparacion post hoc: *P < 0.05, **P < 0.01 vs. salina; °P <
0.05, °°P < 0.01 vs. grupo tratado con morfina en el punto temporal correspondiente. D: hipericina
scla estuvo libre de cualquier efecto en el umbral de dolor del raton.

Fig. 5. Efecto de la hipericina en la marfina indujo la fosforilacién de PKCy. Los experimentos de
transferencia Western desarrcllados en el drea PAG mostraron que la hipericina intra-PAG (hyp,
0.4 mg) previno la fosforilacién incrementada de PKCy inducida por administracién de morfina i.p.
(morph) a dosis de 5 mg/kg (A). La comparacidn post hoc: ***P < 0.001 vs. grupo tratado con
salina, °°°P < 0.001 vs. Grupo tratado con morfina. En el panel B, la hipericina intra-PAG v la
calfostina C (CC) potenciaron la antinocicepcion térmica inducida por morfina [F(3,180)29.4, P <
0.001]. La comparacion post hoc *P < 0.05, **P < 0,01, ***P < 0,001 vs. grupo tratado con
morfina en el punto de tiempo correspondiente.

Fig. 6. El efecto de hipericina en el efecto antinociceptive cronico de morfina en la prueba de la
placa caliente. A) Curso temporal de efecto anti-nociceptivo de administracidn repetida de
morfina administrada dos veces al dia [F(1,72)446.37, P < 0.0001]. La prueba nociceptiva fue
desarrollada 30 min después de cada inyeccion. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs, grupo tratado con
salina; °P < 0.05, *°P < 0.01 vs. efecto de morfina en el dia 1. Efecto en el curso temporal de la
combinacién morfina-salina y morfina-hipericina en el dia 5 (B) y se muestra para cada uno de los
5 difas (en el tiempo 30 min) en animales que han recibido tratamiento crénico con estos fairmacos
[F(2,108)119.74, P < 0.0001]. La diferencia significativa de morfina en el mismo punto de tiempo:
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001; morph = morfina, hyp = hipericina.

Andlisis estadisticos

Todos los resultados experimentales son dados como la media + S.E.M. Anélisis de varianza de una
via y de dos vias, seguidos, respectivamente, por la prueba de Tukey y Bonferroni post hoc, fueron
usados para el andlisis estadistico,

Resultados

Estud_r'o de la dosis de SI\W en roedores



En la prueba de la placa caliente en los ratones, la morfina mostré propiedades antinociceptivas
empezando por la dosis de 5 mg/kg, mientras que las dosis mas bajas no fueron efectivas. El
efecto antinociceptivo de la morfina alcanzé su maximo a los 30 min después de la administracion
de morfing, y los umbrales nociceptivos térmicos regresaron a los valores de linea base 60 min
después de la inyeccién del farmaco (Fig. 1A). La morfina provocd una respuesta antinociceptiva
bico a los 30 min después de la inyeccién del farmaco, y los umbrales nociceptivos térmicos
regresaron a los valores de la linea base a los 60 min después de la inyeccion del farmaco (Fig. 1A).
La SJW fue dotada también con propiedades antinociceptivas. La administracidn oral de una dosis
de 10 mg/kg de la SJW incrementd el umbral de dolor 60 min después de la inyeccidn, con un pico
a los 90 min, y todavia fue significativa después de 120 min. Las dosis mas bajas fueron estuvieron
desprovistas de cualquier efecto (Fig. 1B). La coinyeccian de morfina con una dosis inefectiva de
SIW (1 mg/kg) potencid la actividad antinociceptiva de la morfina. La SIW incrementd los valores
de latencia de lamida después de la administracidon de una dosis inefectiva de morfina (2 mg/kg)
(Fig. 1C) y potencio el efecto antinociceptivo inducido por la morfina a 5 mg/kg (Fig. 1D). La
respuesta de la combinacidn de la morfina con SIW permanecié elevada significativamente por
encima de la producida por la morfina sola hasta el final del periodo de prueba. Un
desplazamiento a la izquierda de la curva dosis—respuesta de la morfina fue observado después de
la co-administracién con una dosis baja de la SIW, drasticamente reducienda la dosis de morfina
necesaria para alcanzar el efecto maximo antinociceptivo (Fig. 1E}). Los experimentos dosis—
respuesta mostraron que las dosis mas hajas de la SIW (0.03 mg/kg) no fueron capaces de
modificar la antinocicepcidon de la morfina v que no se detectd mas actividad potenciadora al
incrementar la cancentracion de la SIW (5 mg/kg) {Fig. 1F).

La cc-administracion de morfina v la SIW no alteréd la coordinacién motriz y la movilidad
espontanea {datos no mostrados).

Pruebas en Humanos

Ocho voluntarios sanos sumergieron su antebrazo en agua caliente circulante nociceptiva por 2
min y valoraron la intensidad vy displacer del dolor percibido. La principal intensidad de dolar de
todas las calificaciones, registrada cada 30 s durante 2 min de inmersidn del brazo, se muestra en
la Fig. 2 para cada sujeto después de la administracion de morfina en presencia o ausencia de la
SIW a dosis baja. La calificacion fue evaluada en diferentes dias para la linea base, tratamiento
con morfina sola y coadministracién de morfina con la SIW. Un andlisis de potencia post hoc se
llevé a cabo para las diferencias significativas en calificaciones de dolor. La calificacion total media
de intensidad de dolor fue significativamente diferente entre morfina sola y coadministracién de
morfina con la SIW lo que indica una mejor calificacion cuando a los sujetos sanos se les
administré morfina en presencia de la SIW.



involucramiento diferencial de los componentes de la SIW en la potenciacion de la eficacia
analgésica de morfina

Investigamos los efectos preducidos por algunos de los componentes principales de este farmaco
vegetal administrado en una concentracion correspondiente al contexto presente en una
preparacion de 5mg/kg de la SIW. La administracion de hipericina aumenté el efecto de la
morfina con un perfil similar a la SJW (Fig. 3A). Por el contrario, la administracion de flavongides
guercetina, hiperésido o hiperforina estuvo libre de cualquier efecto (Fig. 3A). La
coadministracion de morfina con hipericina e hiperdsido no modificd la potenciacion
antinacicpetiva inducida por morfina con hipericina sola (Fig. 2: A,B).

Potenciacion de antinocicepcicn térmica aguda de morfina por el componente hipericina de fa SIW

La coadministracidn intracerebroventricular de hipericina a ratones provocd que una dosis no
efectiva de morfina fuera antinociceptiva (2mg/kg, Fig. 4A) y mejord la antincicepcidn térmica
inducida por morfina a dosis antinociceptivas de 5 mg/kg (Fig. 4B) v 7 mg/kg (Fig. 4C) en la prueba
de la placa caliente. La hipericina sola estuvo libre de cualquier efecto (Fig. 4D),

La SIW y la hipericina afectan la fosforilacion de PKC

Conducimos experimentos de transferencia Western ex vivo en el area PAG para detectar como la
coadministraciéon de morfina con el componente de la SJW hipericina afecta la expresion de la
isoforma PKC principalmente involucrado en la potenciacién de morfina. La fosforilacion de PKCy
fue incrementada en PAG de rata a 30 min después de administracidn i.p. (interaperitoneal) de
morfina (5mg/kg). La coadministracion de hipericina intra-PAG con morfina revirtieron
completamente la sobreexpresion de pPKCy en PAG de rata (Fig. 5A). Un resultado similar podria
obtenerse al inyectar calfostina C, un bloqueador selective de PKC, en PAG de rata (Fig. 5A). La
inyeccion intra-PAG de hipericina combinada con morfina a 5 mg/kg produjo una respuesta
antinociceptiva térmica muy por encima de la producida por el alcaloide solo (Fig. 5B). La
coadministracion de calfostina C intra-PAG potencid la antinocicepcion de morfina con un perfil
antinociceptivo similar a la de hipericina (Fig. 5B). CCy SJW solas no indujeron algin cambio en la
fosfarilacién de PKCy (datos no mostrados).

Efecto de a SIW sobre la tolerancia crénica o la morfina

Las respuestas antinociceptivas producidas por dosis incrementadas de morfina, administradas
dos veces al dia por cuatro dfas, en la prueba de la placa caliente se muestran en la figura 64). La
administracion de morfina en el dia 1 produjo un efecto antinociceptivo méximo, pero inyecciones
diarjas sucesivas de morfina resultaron en una pérdida progresiva de la respuesta antinocicerﬁiva



inducida por el farmaco, el cual se aproximé al valor de la linea base en el dia 4. La administracidn
diaria de hipericina sola produjo una respuesta comparable con la producida por salina (datos no
mostrados). La figura 6B ilustra el curso temporal de la respuesta antinociceptiva en el dia 5.
Como se muestra, la merfina ne produjo alglin efecto antinociceptivo significativo en comparaciédn
con el grupo control tratado con solucién salina.  En contraste agudo, la respuesta a la
combinacién hipericina-morfina pudo mantener el efecto antinociceptivo de la morfina como se
muestra en los valores de latencia de lamida comparable a aquellos obtenidos por administracion
aguda de morfina.

Discusién

Nuestros hallazgos muestran que la SJW incrementa el efecto antinociceptivo de la morfina en
animales sin tratamiento vy tolerantes a la morfina. Como un modelo experimental para medir el
umbral algogénico, escogimos la prueba de la placa caliente que produce dolor sin inflamacidn. La
nocicepcion fue evaluada considerando el tiempo de reaccidn del animal hacia un estimulo
térmico. Un incremento significativo de los valores de latencia de lamida podrian ser observados
después de la coadministracidn de morfina con una dosis baja de SJW en ratones sometidos a esta
prueba, drésticamente reduciendo la dosis de morfina necesaria para alcanzar el efecto
antinociceptivo maximo. Cuando la dosis baja de SIW fue coadministrada con tratamiento
repetido con morfina, la respuesta antinociceptiva a la morfina no fue modificada en animales
tolerantes, estableciendo que la SIW podria disminuir el requerimiento de opioide en los animales
gue exhiben tolerancia crénica nociceptiva al alcaloide. Estos resultados podrian ser trasladados a
humanos. Consistente con los requisitos éticos y por tanto limitado a administracidn aguda, la
SJW fue coadministrada con la dosis analgésica de morfina a una muestra pequefia de vountarios
sanos a la misma dosis baja usada en experimentos con animales. La eficacia de la inhibicidn del
dolor fue evaluada por estimulo con calor, y los resultados mostraron que la eficacia fue
significativamente incrementada cuando los sujetos sanos fueron tratados con morfina en
presencia de la SIW comparado con la morfina sola. Estos resultados indican que en la prictica
clinica, la SIW podria reducir la dosis de morfina mientras se obtiene el mismo efecto analgésico.

El extracto seco de la SJW contiene numerosos componentes activos (18). Los efectos producidos
por los principales constituyentes fueron investigados con el fin de identificar el componente
responsable de la potenciacion de la antinccicepcion de la morfina. Las dosis usadas fueron
estimadas con base en los porcentajes de cada constituyente solo usualmente presente en la dosis
de SJW administrada en nuestros experimentos. Entre los numerosos componentes de la SIW
solamente la hipericina purificada incrementé la antinocicepcién de la morfina en ambos modelos
animales de nocicepcién aguda térmica y en tolerancia nociceptiva con una eficacia en el curso de
tiempo similar a [a de la SIW. Por el contrario, la hipericina sola estuvo libre de algin efecto.
Hemos reportado aqui la actividad potenciadora de la morfina por parte de la hipericina,
sugiriéndola como el componente de la SJW que es responsable de la potenciacidn analgésica de
la morfina,



De manera notablee, en nuestros experimentos, dosis relativamente bajas de la SJw
significativamente potenciaron el efecto analgésico de la morfina en roedores y humanos. Ha
sido reportado que las drogas antidepresivas triciclicas poseen eficacia clinica en el tratamiento de
estados de dolor cronico tales como analgésico adyuvante. Sin embargo, no seria racional que la
SIW incremente el efecto analgésico de la morfina al tener efecto antidepresive debido a que las
dosis usadas en estos experimentos no podrian ser suficientes para ejercer accion antidepresiva
en ambos roedores y humanos (19). A la SJW también se le han asignado propiedades
antinociceptivas en modelos animales (20). El efecto potenciador mostrado por esta medicina
herbal no fue secundario a su actividad antinociceptiva, ya que el incremento en el efecto
analgésico de la morfina fue producido a dosis libres de cualquier capacidad de modular el umbral
de dolor en roedores.

Se ha reportado que la SIW incrementa la actividad de la enzima citocromo P450 (CYP3A4) (21).
Diversos reportes han documentado niveles disminuidos de sustratos de CYP3A4 en
sangre/plasma, tales como indinavir v ciclosporina A, en pacientes que toman de manera
concomitante la SIW, finalmente reduciendo el efecto del firmaco considerablemente. En un
estudio previo, las concentraciones de morfina en plasma y cerebro después de inyeccion s.c. de
morfina en ratones previamente tratados con la SJW no fueron significativamente diferentes de
aquellas en los ratones tratados con morfina sin este firmaco herbal (22}. Por lo tanto, se puede
excluir que la SIW podria alterar la farmacodinamia de la morfina.

Entre la familia de PKC, el isotipo gamma de PKC (PKCy} es tnico entre los miembros de la familia
de PKC cldsica en su distribucidn neuronal exclusiva en el SNC y parece ser la isoforma con un
papel prominente en la modulacién de la percepcién del dolor (23). En nuestras investigaciones
previas, hemos podido mostrar que la subregulacion de PKCy podria potenciar la analgesia de
morfina (9). En los presentes experimentos, la administracién de morfina a ratones indujo la
fosforilacién de PKCy en PAG, un &rea critica del cerebro en el procesamiento de sefiales de dolor y
un sitio de accién primaria de muchos compuestos analgésicos (24). Cuando el componente
principal de la SIW hipericina fue inyectado directamente en el PAG de ratas a las que se les
administré morfina, la fosforilacién de PKCy fue evitada en esta &rea cerebral y la respuesta
antinociceptiva térmica fue mejorada, apoyando adicionamente que la PGA estd directamente
implicada en la potenciacién de morfina inducida por la SJW a través de la activacidn de PKCy. La
SIW ha mostrado jugar también el papel de un inhibidor de PKC especifico como se demostrd
previamente de acuerdo con ensayos de enzimas desarrollados en el cerebro de rata (10} v un
estudio previo en células cultivadas apoyé la idea de que la SIW podria unirse competitivamente
para el dominio regulatorio de PKC {11). Es por tanto concebible que la SIW juega este papel en la
potenciacion de la morfina.

Los opioides, y particularmente la morfina, son considerados como el “estandar de oro” para el
manejo de dolor. Sin embargo, diversos efectos secundarios severos asociados con dosis de
morfina repetida y/o en incremento, incluyendo constipacion, sedacién, depresion respiratoria y
ndusea, representan inconvenientes considerables para su uso. Tan lejos como podemos discutir
en términas éticos, farmacoldgicos y estudios clinicos, la morfina permanece como la mas eficaz y
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eficiente (en términos costo-efectivos) para la terapia de dolor en pacientes con cancer y terapia
paliativa en general. Sin embargo, esta todavia vivo el sentido de ansiedad en pacientes acerca de
los efectos de morfina que previenen el acceso adecuado al tratamiento del dolor, Entre las
principales razones de esta supervivencia no confiable, la primera es el miedo del fendmeno de
habituacion, un riesgo que de acuerdo a la literatura permanece por debajo del 0.01%, pero asusta
tanto a pacientes como también a veces a los profesionales. De otro modo, es por tanto un caso
tipico de confianza plena que hace posible escoger una cura natural herbal porgue uno piensa gue
lo que es natural es siempre bueno. La Organizacidn Mundial de la Salud ha estimado que el 80%
de las personas en las naciones desarrolladas conffa en la medicina herbal para algo del cuidado
de su salud. El complemento con morfina con una sustancia natural como la SJW puede inducir un
mejor cumplimiento en pacientes sometidos a terapia paliativa,

La eficacia de opioides disminuida durante el curso de la terapia con opioides ha sido considerada
como un signo de tolerancia farmacoldgica a los opioides. De ese modo, la escalacién de la dosis
de opioides es un enfoque légico para restaurar la efectividad de la analgesia de opioides,
Nuestros experimentos ofrecen una razén para esperar que esta practica pueda ser revisitada
usando morfina en combinacién con la SIW y su componente hipericina como una perspectiva
terapéutica mds segura para disminuir los requerimientos de opioides.
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Abstract.  Owr purpose was lo cambine the use of morphine with clinically available inhibitors
of protein kinase C (PKC), finally potentiating morphine analgesia in humans. Thermal tests
were performed in rodents and humans previously administered with acute or chronic morphine
combined or not with increasing doses of the PKC-blocker St. John’s Wort (SJW) or its main
component hypericin. Phosphorylation of the y subunit of PKC enzyme was assayed by western
blotting in the periaqueductal grey matter (PAG) from rodents co-administered with morphine
and hypericin and was prevented in rodent PAG by SIW or hypericin co-administration with
morphine, inducing a potentiation of morphine analgesia in thermal pain. The score of pain
assessment in healthy volunteers were decreased by 40% when morphine was co-administered
with SJW at a dose largely below those used to obtain an antidepressant or analgesic effect in both
rodents and humans. The SJW/hypericin potentiating effect lasted in time and preserved morphine
analgesia in tolerant mice, Our findings indicate that, in clinical practice, SJW could reduce
the dose of morphine obtaining the same analgesic cffect. Therefore, SIW and one of its main
components, hypericin, appear ideal to potentiate morphine-induced analgesia.
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Introduction to restore analgesic effect. Thus, several approaches

combining other drugs with opioids to increase their

Morphine currently constitutes the cornerstone therapy
for moderate-to-severe pain of many ctiologics. Despite
the high analgesic potency of the alkaloid, the number
of well-known side effects that limit its use are equally
important. One of the more controversial aspects relates
to uncertaintics about adaptations to chronic use, which
include concerns over tolerance, hyperalgesia, and
dependence, thus limiting morphine clinical potential.
Morphine tolerance is a pharmacological phenomenon
characterized by a shift of the dose—response curve to the
right with a larger 50% effective dose. The conventional
practice ol opioid therapy in the presence of diminishing
analgesic efficacy is based on dose-escalation in order
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potency and thus reduce the opioid doses, have been
proposed. One of these is to administer an adjuvant drug
with synergistic analgesic effects in order to minimize
the dosc of the opioid while maintaining acceptable
levels of analgesia as combination of non-steroidal anti-
inflammatory drugs, anticonvulsants, or sodium-channel
blockers with opioids (1, 2). The administration of a2
(3), 5-HT; (4) agonists, NMDA (5), or o antagonists (6)
can potentiate morphine analgesia. However, clinical
trials have sometimes found contradictory results and
this approach may have some adverse clinical implica-
tions (7). Co-administration of NMDA-receptor antago-
nists such as ketamine resulted in the attenuation of
the chronic opioid effect in animals, although clinical
trials gave mixed results (7, 8).

We could previously demaonstrate in rats that blockade
of protein kinase C (PKC) potentiates morphine analge-
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sia (9). In these experiments, the downregulation of the y
subunit of PKC (PKCy} could induce a dramatic potentia-
tion in morphine induced analgesic effect, which was
observable at the carlier time and lasted longer. With
these indications in mind, we have focused our attention
on hypericin and pseudohypericin as potentiating agents
of morphine analgesia (Italian Patent RM2006A00016).
These compounds have been isolated from plants of the
hypericum family. Hypericum perforatum, commonly
called St. John’s Wort (SJW), has been used for centuries
as a medicinal plant. Dioscorides, the physician most
important in ancient Greece, as well as Pliny in Rome
and Hippocrates, were administering the herb in the
treatment of many discascs. In folk medicine, SJW has
always been used in the treatment of wounds, Kidney,
and lung diseases and in what we now call depression.
Although pharmacological studies on SJW have focused
on its antidepressant activity in mild depression, some
studies have documented that the compound can act
as PKC blocker (10), competitively binding to the
regulatory domain of PKC (11). In the present study
we examine the potentialing effect of SIW dried extract
and its active constituents on the morphine-induced
analgesic effect in rodents with the aim 1o establish the
dose and then translate the results to humans.

Materials and Methods

Animals

Adult male Swiss albino mice and rats from the Morini
(San Polo d’Enza, Italy) breeding larm were used. Ten
mice and four rats were housed per cage, which were
placed in the experimental room 24 h before the test
for acclimatization. The animals were fed a standard
laboratory diet and tap waler ad libitum and kept at
23°C & 1°C with a 12-h light/dark cycle. All experiments
were carried out in accordance with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986
(86/609/ELEC). All studies involving animals are reported
in accordance with the ARRIVE guidelines for experi-
ments involving animals (12). A total of 170 animals
were used in these experiments. In order to reduce as
much as possible the number of animals used, sample
size criteria as regard to slatistical significance were
followed as set out in Feinstein {13). Animals were
investigated by observers kept unaware of the treatment
of the animals.

Study protocol in healthy volunteers

The study protocol was approved by the appropriate
institutional ethics commitiee and health authorities of
the Italian National Health Service and was conducted
in accordance with the 1964 Declaration of Helsinki

and Good Clinical Practice Guidelines, Eight male

healthy asymptomatic volunteers between the ages of

25 and 35 years were recruited among the staff. They
reported that they did not consume drugs. Furthermore,
subjects were asked not to undertake physical exertion
and to refrain from consuming caffeine, alcohol, or nico-
line on the days of the experiment. All subjects gave
informed consent prior to study commencement. Before
their involvement in the study, the participants were
provided with an information leaflet explaining the
procedure. Possible risks such as redness afier the im-
mersion, the guarantee on anonymity, and the possibility
Lo stop study participation, were mentioned.

Healthy volunteers were given a morphine oral solu-
tion {10 mg/5 ml) (Oramorph; MOLTENI & C, IF.LLI
ALITTI SpA, Florence, ltaly) in the presence or absence
of SIW (300 mg) tablets containing 0.3% hyperycin
(Quiens; Mario Antonetto Farmaceutici, Torino; AlIC
No. 034870028). The dose of SJW administered to
volunteers was obtained according to a study in rodents
and was normalized to kg considering an individual
weighting 70 kg.

Inmmersion procedure

A session consisled of the gradual immersion of the
dominant arm in circulating noxious hot water (46°C).
Water temperatore was maintained at 46°C using a
thermostat and was constantly monitored with a digital
thermometer, The water temperature of 46°C was spe-
cifically chosen in accordance with the study of Staud
et al. {14). The subjects, aller a period of acclimatization
in the test room, were asked to immerse the forearm
including elbow of his arm in circulating nociceptive
hot water for 2 min and to rate the intensity and unpleas-
antness of pain pereeived every 30 s during that time.
Perceived pain was rated with a score between 0,
indicating no pain at all, and 100 intolerable pain.
Morphine was administered 30 min before starting of the
immersion procedure according to morphine pharmaco-
kinetic/pharmacodynamic studies afier oral administra-
tion (15). SIW was administered 60 min before morphine.

Drug adminisiration to rodents

Animals were randomly assigned to treatment groups.
SIW dried extract containing 0.32% of total hypericin
(Indena Research Laboratories, Milan, Italy), hyperforin,
hyperoside, quercetin, and amentoflavone (Sigma,
Milan, Italy) were dissolved in 1% carboxymethyl-
cellulose solution immediately before use and admin-
istered by oral gavage. The doses of hypericin (0.016 mg/
kg), hyperforin (0.21 mg/kg), quercetin (0.04 15 mg/kg),
amentoflavone (0.0029 mg/kg), and hyperoside (0.3175
mg/kg) approximate the amount of each component
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present in a 5 mg/kg preparation of SJW dried extract.
SJW and components were administered 60 min before
morphine (morphine hydrochloride; SALARS, Como,
ltaly) according to a previous established protocol (22).

Morphine was administered s.c. to rodents at a dose of

5 and 7 mg/ke. Hypericin (0.15 ug per mouse) and
calphostin C were administered intracerebroventricularly
(i.c.v.) immediately before morphine. Rats were admin-
istered intra—periaqueductal grey matter (PAG) as previ-
ously reported (16) with hypericin (0.4 ug per rat). The
PKC-blocker calphostin C (Calbiochem, Milan, [taly)
was dissolved in 0.5% DMSO and usced at 0.2 ug per
mouse. Vehicles used to dissolve drugs were tested for
the absence of any effect on pain threshold in comparison
with saline-treated and naive mice.

Morphine nociceptive tolerance
Morphine tolerance was induced in mice with a 4-day

scheme. The animals received 2 daily injections of

morphine at 10:00 am and 8:00 pm. The individual
doses were 10 mg/kg s.c. on day 1, 15 mg/kg s.c. on day

2, 20 mg/kg s.c. on day 3, and 30 mg/kg s.c. on day
4 according to a previous validated scheme (17),

Hot plate

Mice were placed inside a stainless steel container,
which was set thermostatically at 52.5°C 4 0.1°C in a
precision water-bath from KW Mechanical Workshop,
Siena, ltaly. We used a lower temperature (52:5°C
instead of 54°C) to reveal potential, subtle alterations
that may occur in basal thermal nociception. Reaclion
times (s) were measured with a stopwatch before and
after administration of the investigated compounds. The
endpoint used was the licking of the fore or hind paws.
An arbitrary cut-off time of 60 s was adopted.

Western blot analysis

PAG samples from mice were homogenized in an
homogenization buffer containing 25 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 25 mM NaCl, 5 mM EGTA, 2.5 mM EDTA,
2 mM NaPP, 4 mM PNFF, | mM Na;VO,, | mM PMSF,
20 pg/ml leupeptin, 50 yeg/ml aprotinin, and 0.1% SDS.
The homogenate was centrifuged at 9,000 x g for 15 min
at 4°C, and the low speed pellet was discarded. Protein
concentration was quantificd using Bradford’s method
(protein assay kit; Bio-Rad Laboratories, Milan, laly).
Membrane homogenates (10 1) were separated on 10%
SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose mem-
branes (90 min at 120 V) using standard procedures.
Membranes were blocked in PBST (PBS containing
0.1% Tween) containing 5% nonfat dry milk for 120 min.
Following washings, blots were incubated overnight at
4°C with specific antibodies against PKCy phosphory-

lated on Thr514 (pPKCy, 1:1000 dilution) (Biosource,
Camarillo, CA, USA); f-actin (1:1000 dilution} (Sania
Cruz Biothechnology, Inc., CA, USA). After being
washed with PBS containing 0.1% Tween, the nitro-
cellulose membrane was incubated with goat anti-rabbit
horseradish peroxidase—conjugated secondary antisera
(1:10,000) and left for | h at room temperature. Blots
were then extensively washed according to the manufac-
turer’s instruction and developed using an enhanced
chemiluminescence detection system (Pierce, Milan,
Italy). Exposition and developing time used was stan-
dardized for all the blots, Optical density measurements
were performed by dividing the intensity of the bands by
the intensity of the house-keeping protein f-actin, used
as loading control. Measurements in control samples
were assigned a relative value of 100%.

Statistical analyses

All experimental results are given as the mean = S.15M.
One-way and two-way analysis of variance, followed,
respeetively, by the Tukey and Bonferroni post hoc test,
were used for statistical analyses.

Results

STW dose study in rodents

In the mouse hot plate test, morphine showed anti-
nociceptive properties starting from the dose of' 5 mg/kg,
whereas lower doses were ineffective. The morphine-
induced antinociceptive effect reached its maximum
at 30 min after morphine administration, and thermal
nociceptive thresholds returned to baseline values 60 min
post-drug injection (Fig. 1A). Morphine elicited a peak
antinociceptive response at 30 min post-drug injection,
and thermal nociceptive thresholds returned to baseline
values by 60 min post-drug injection (Fig. LA). SIW
was endowed with antinociceptive propertics as well,
Oral administration ofa 10 mg/kg dose of SIW increased
the pain threshold 60 min afler injection, peaked at
90 min, and was still significant after 120 min. Lower
doses were devoid of any effect (Fig. 1B). The co-
injection of morphine with an ineffective SIW dose
(1 mg/kg) potentiated morphine antinociceptive activity.
SJW increased the licking latency values following
the administration of an ineffective dose of morphine
(2 mg/kg) (Fig. 1C) and potentiated the antinociceptive
effect induced by morphine at 5§ mg/kg (Fig. 1D). The
response of the combination of morphine with SIW
remained eclevated significantly above that produced
by morphine alone until the end of the test period. A shifl
to the left of the dose—response curve of morphine was
observed after co-administration with a low dose of SJ W,
drastically reducing the dose of morphine necessary to
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reach the maximal antinociceptive effect (Fig. 1E). Dose—
response experiments showed that lower doses of SIW
(0.03 mg/kg) werc unable to modify morphine anti-
nociception and that no further potentiating activity was
detected by increasing the SIW concentration (5 mg/kg)
(Fig. 1F).

Co-administration of morphine and SIW did not alter
motor coordination and spontaneous mobility (data not
shown).

Fhoman test

Eight health volunteers immersed forearm in circulat-
ing nociceptive hot water for 2 min and rated the intensity
and unpleasantness of perceived pain. The mean pain
intensities of all scores, registered every 30 s during
2-min arm immersion, are shown in Fig. 2 for each sub-
Ject after morphine administration in presence or absence
of SIW at low dose. The score was assessed on different
days for the baseline, treatment with morphine alone
and morphine co-administration with SJW., A post hoc
power analysis was performed for the significant differ-
ences in pain scores. Total mean pain intensity score
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Lyose-response curve of the morphine
potentiating effect of SIW is represented
in panel F [F(3,144)662.30, # < (1.0001].
Nociceptive testing in panels I and F was
performed 30 min afler morphine admin-
istration. Post hoc comparison in C—F:
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Fig. 2. Reported pain intensitics in morphine-treated subjects co-
administered with SJW. Mean pain score from repeated assessment of
nociceplive response are reported for cach single evaluated healthy
volunteer as regards different treatment (no treatiment, morphine,
morphine/SIW co-treatment). Onc-way ANOVA for repeated mea-
sures yielded a significant main effect for morphine co-treatment with
SIW as compared to morphine alone in decreasing the nociceptive
seore [F(2, 24)21.7, 77 < 0.0001].

was significantly different between single morphine and
morphine co-administration with SJW indicating a better
score when healthy subjects were administered with
morphine in the presence of SIW,
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Differential involvement of SJW components in the
potentiation of morphine analgesic efficacy

We investigated the cffects produced by some of the
main components of this herbal drug administered in a
concentration corresponding to the content present in a
5 mg/kg preparation of SJW. The administration of
hypericin augmented the morphine cffect with a profile
similar to SJW (Fig. 3A). Conversely, oral administra-
tion of the flavonoids quercetin, hyperoside, or hyperforin
was devoid of any effect (Fig. 3A). Co-administration of
morphine with hypericin and hyperoside did not modify
the antinociceptive potentiation induced by morphine
with hypericine alone (Fig. 3: A, B). Similar results were
obtained in the cold plate test (Fig. 3B).

Potentiation of acute morphine thermal antinociception
by hypericin component of SHV

Intracerebroventricular co-administration of hypericin
to mice rendered antinociceptive an ineffective dose of
morphine (2 mg/kg, Fig. 4A) and enhanced the thermal
antinociception induced by morphine at antinociceptive
doses of 5 mg/kg (Fig. 4B) and 7 mg/ke (Fig, 4C) in the
hot plate test. Hypericin alone was devoid of any effect
(Fig. 4D).

SIW and hypericin affect PKC phosphorylation

We conducted western blotting experiments ex vive in
the PAG area to detect how morphine co-administration
with the SJW component hypericin affects the expres-
sion of the PKC isoform mainly involved in morphine
potentiation. Phosphorylation of PKCy was increased in
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rat PAG at 30 min after i.p. (intraperitoncally) morphine
administration (5 mg/kg). Co-administration of intra-
PAG hypericin with morphine completely reversed the
pPKCy overexpression in rat PAG (Fig. 5A). A similar
result could be obtained by injecting calphostin C, a
seleetive PKC-blocker, into rat PAG (Fig. 5A). Intra-
PAG injection of hypericin combined with morphine at
5 mg/kg produced a thermal antinociceptive response
largely above that produced by the alkaloid alone
(Fig. 5B). Co-administration of intra-PAG calphostin C
potentiated morphine antinociception with an anti-
nociceptive profile similar to the hypericin one (Fig. 5B).
CC and SIW alone did not induce any change on
PRCy phosphorylation (data not shown).

Effect of SIW on chronic morphine tolerance

The antinociceptive responses produced by increasing
doses ol morphine, administered twice daily for 4 days,
in the hot plate test are shown in Fig, 6A. The administra-
tion of morphine on day 1 produced a maximal anti-
nociceptive effect, but successive daily injections of
morphine resulted in a progressive loss of the drug-
induced antinociceptive response, which approached
baseline value on day 4. Daily administration of hypericin
alone produced a response comparable with that pro-
duced by saline (data not shown). Figure 6B illustrales
the time course of the antinociceptive response on day S,
As shown, morphine did not produce any significant
antinociceplive cffeet in comparison to the saline-treated
contral group. In sharp contrast, the response to the
hypericin—morphine combination could maintain the
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antineciceptive effect of morphine as shown by licking
latency values comparable to those obtained by morphine
acute administration (Fig. 6C).

Discussion

Our findings show that SIW increases the antinocicep-
tive effect of morphine in both naive and morphine-
tolerant animals. As an experimental model to measure
the algogenic threshold, we chose the hot plate test that
produces pain without inflammation. Nociception was
evaluated considering the reaction time of the animal to
a thermal stimulus. A significant increase of the licking
latency values could be observed after morphine co-
administration with a low dose of SIW in mice submitted
to this test, drastically reducing the dose of morphine
necessary 1o reach the maximal antinociceptive effect.
When SIW low dose was co-administercd with repeated
treatment with morphine, the antinociceptive response
to morphine was not modified in the tolerant animals,
establishing that SJW could decrease opioid requirement
in animals exhibiting chronic nociceptive tolerance to
the alkaloid. These results could be translated to humans,
Consistent with ethical requirements and therefore
limited to the acute administration, SIW was co-
administered with the morphine analgesic dose to a small
sample of healthy volunteers at the same low dose used

in animal experiments. The efficacy ol pain inhibition
was evaluated by heat stimuli, and the results showed
that efficacy was significantly increased when healthy
subjects were treated with morphine in the presence of
SJW as compared to morphine alone. These results indi-
cate that in clinical practice, SJW could reduce the dose
of morphine while obtaining the same analgesic effect.
SIW dried extract contains numerous active compo-
nents (18). The effects produced by the main constituents
were investigated in order to identify the component
responsible for the potentiation of morphine antinocicep-
tion. The doscs used were estimated based on the
percentages of each single constituent usually present in
the SIW dose administered in our experiments. Among
the numerous SJW components, only purified hypericin
increased morphine antinociception in both animal
models of acute thermal nociception and in nociceplive
tolerance with an efficacy and time course similar to
that of SIW. Conversely, hypericin alone was devoid of
any effect. We here report the morphine-potentiating
activity of hypericin, suggesting it as the component of
SJW that underlies morphine analgesia potentiation.
Notably, in our experiments, relatively low dose of
SJW significantly potentiated the analgesic effect of
morphine in rodents and humans, It has been reported
that tricyclic antidepressant drugs possess clinical effi-
cacy in the treatment of chronic pain states such as
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adjuvant analgesic. However, it would not be rational
that SJW enhances the analgesic effect of morphine by
having an antidepressant effect becausc the doses used
in these experiments would not be sufficient to exert
antidepressant action in both rodents and humans (19).
SIW is also endowed with antinociceptive properties in
animal models (20). The potentiating effcet shown by
this herbal medicine was not secondary to its anti-
nociceplive activity, since the increase of the morphine
analgesic effect was produced at doses devoid of any
capability to modulate the pain threshold in rodents.

1t has been reported that SIW increases the activity of
cylochrome P450 3A4 (CYP3A4) enzyme (21). Several
reporls have documented decreased blood/plasma levels
of CYP3A4 substrates, such as indinavir and cyclo-
sporin A, in patients concomitantly taking SJW, finally
reducing the drug cffect considerably. In a previous
study, the concentrations of morphine in plasma and
brain after s.c. injection of morphine in mice pretreated
with SIW were not significantly different from those in
morphine-treated mice without this herbal drug (22).
Therefore, it can be excluded that SIW could alter
morphine pharmacodynamics.

Among the PKC family, the gamma isotype of PKC
(PKCy) is unique amongst the members of classical
the PKC family in its exclusive neuronal distribution in
the CNS and appears to be the isoform with a prominent
role in the modulation of pain perception (23). In our
previous investigations, we could show that PKCy
downregulation could potentiate morphine analgesia (9).
In the present experiments, morphine administration to
mice induced the phosphorylation of PKCy in PAG, a
critical brain area in processing pain signals and a
primary sile of action of many analgesic compounds
(24). When the SJW main component hypericin was
injected directly into the PAG of rats administered with
morphine, PKCy phosphorylation was prevented in this
brain arca and the thermal antinociceplive response
was enhanced, lurther supporting that PAG is directly
implicated in SJW-induced morphine potentiation
through PKCy activation. SJW has been shown to play
also the role of a specific PIKC inhibitor as previously
demonstrated according to cnzyme assays performed
on rat brain (10) and a previous study on cultured cells
supported the idea that STW might competitively bind
to the regulatory domain of PKC (11). It is therefore
conceivable that SIW plays this role in morphine
polentiation.

Opioids, and particularly merphine, are considered to
be the “gold standard” for pain management. However,
several serious side effects associated with repeated
and/or increasing morphine doses, including constipa-
tion, sedation, respiratory depression and nausea, repre-

sent substantial drawbacks to its use. As far as we can
discuss ethical terms, pharmacological, and clinical
studies, morphine remains the most effective and effi-
cient (in terms of cost-cffectiveness) for pain therapy
in cancer patients and palliative therapy in general.
Nevertheless, it is still alive the sense of anxiety in
patients about the effects of morphine that prevents
adequale access to pain treatment. Among the main

reasons for this distrust survival, the first is the {ear of

the phenomenon of habituation, a risk that according
to the literature remains below 0.01%, but it scares both
the patients and sometimes professionals. Otherwise,
it is therefore a typical case of full trust that makes
choosing a herbal natural cure possible because one
thinks that what is natural is always good. The World
Health Organization has estimated that §0% of people in
the advanced nations rely on herbal medicines for some
of their health care. Complement morphine with a natural
substance as SIW might induce a betler compliance in
patients submitted to palliative therapy.

Diminished opioid efficacy during the course of opioid
therapy has been considered a sign of pharmacological
opioid tolerance. Thus, opioid dose escalation is a logical
approach to restoring effectiveness of opioid analgesia.
Qur experiments offer reason to hope that this practice
might be revisited using morphine in combination with
SJW and its component hypericin as a safer therapeutic
perspective for decreasing opioid requirements.
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