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1. Resumen

Existe en la clinica, una gran variedad de lesiones del musculo esquelético secundarias
al traumatismo mediado por isquemia-reperfusion como la enfermedad arterial
periférica oclusiva, la oclusién vascular aguda seguida de revascularizacién durante
procedimientos quirdrgicos y durante el trabajo muscular concéntrico de alta intensiva,
encontrandose en todas éstas, como consecuencia de la lesion por isquemia reperfusion,
tanto dolor muscular como pérdida de la fuerza. Utilizando modelos animales se ha
observado que la perdida funcional del miusculo esquelético inducido por el
traumatismo secundario a isquemia-reperfusion, se profundiza en la medida que
aumenta el tiempo de la isquemia y depende en menor medida del tipo de fibras que

componen el misculo.

De otro lado, existe evidencia experimental de que la utilizacion de curcumina, el
compuesto activo encontrado en los rizomas de curcuma longa, una planta herbacea de
la familia de las zingiberaceas, atenda los efectos de la lesion por isquemia reperfusion
en diversos tejidos, incluido el musculo esquelético, encontrandose que tras su
administracién hay aumento de la funcionalidad de 6rganos y sistemas, ademas de
disminucion de marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo tanto a nivel sérico como
tisular, asi como aumento de la expresién y/o actividad de enzimas antioxidantes en los

tejidos afectados por la lesion por isquemia reperfusion.

En vista de la evidencia creciente en la literatura médica del efecto benéfico del uso de
curcumina como antiinflamatorio/antioxidante y dado que para el caso particular de la
lesion por isquemia reperfusion en musculo esquelético Unicamente se encuentran
reportados los efectos sobre marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo tras la

administracién de curcumina, se llevo a cabo un estudio experimental en ratas wistar



macho adultas (grupo control, grupo isquemia-reperfusion, grupo isquemia- reperfusion
dimetil sulféxido y grupo isquemia- reperfusién curcumina intraperitoneal 100 mg/kg)
con periodos de reperfusion de uno, tres y siete dias y se evalué la funcién muscular
(sacudida simple, tension tetanica y fatiga) de muisculos de predominio oxidativo
(soleo) y glucolitico (extensor radial del carpo), encontrandose que en el musculo de
predominio glucolitico no hubo diferencias entre el grupo que recibi6 tratamiento con
curcumina y los deméas grupos experimentales, mientras que para el misculo de
predominio oxidativo se encontré mejoria en la fuerza desarrollada tras la estimulacién
tetanica en comparacién con los grupos experimentales que no recibieron manejo con
curcumina a los tres dias de reperfusion. En conclusidon podemos decir que la aplicacion
intraperiotoneal de curcumina en la lesion de isquemia-reperfusion acelera la
recuperacion funcional en el muasculo oxidativo pero no presenta efectos en la

recuperacion funcional en el musculo glucolitico.

Palabras clave: musculo esquelético, isquemia, reperfusion, curcumina, funcion

muscular masculos oxidativos, musculos glucoliticos, modelos animales



2. Introduccion

En medicina ocupacional y deportiva, las lesiones del musculo esquelético son
responsables de la mayoria de limitaciones funcionales observadas [1]; un lugar
importante tienen dentro de este tipo de lesién, la lesibn muscular secundaria al
traumatismo mediado por isquemia-reperfusion, que puede evidenciarse en una variedad
de situaciones clinicas tales como: (i) En enfermedad arterial periférica oclusiva [2] [3],
que se considera a nivel mundial puede afectar entre un 15 y un 20% de los sujetos
mayores de 70 afios [4], (ii) En situaciones quirdrgicas como la oclusién vascular aguda
seguida de revascularizacion (en cirugia vascular electiva), en cirugia ortopédica que
implica la utilizacion de torniquete y durante los trasplantes que contienen tejido
muscular esquelético [5] y (iii) Trauma muscular directo que comprometa el sistema

vascular.

Dos rasgos comunes en los que suelen derivar esta variedad de situaciones clinicas son

el dolor muscular agudo y la pérdida temporal de la funcion muscular. [6], [2], [3], [5]

Dentro del grupo de agentes usados como protectores en lesién por isquemia
reperfusién en diversos tejidos, se encuentra la curcumina (1,7-bis-[3-methoxy-4-
hydroxyphenyl]-1,6-heptadiene-3,5-dione), derivada de la rizoma de Curcuma Longa,

miembro de la familia del jengibre

Existe evidencia acerca de una gran variedad de propiedades medicinales de curcumina:
antiproliferativa, antibacterial, antioxidante y antinflamatoria, siendo estas dos uUltimas

de gran importancia en el tratamiento de la lesién por isquemia reperfusion [7], [8], [9]



En el caso particular de la lesion de masculo esquelético por isquemia reperfusion en
una poblacion de ratas Wistar adultas, se demostré que la administracion intraperitoneal
de curcumina disminuye niveles plasmaticos de las citoquinas proinflamatorias factor
de necrosis tumoral alfa (TNF alfa) e interleuquina 1b (IL-1b) y aumenta la actividad
de enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa) [10].
Otro efecto importante que se ha descrito en el musculo esquelético es el favorecimiento
de la recuperacion muscular post inmovilizacién, esto a través del incremento de la

expresion de proteinas anti apoptoticas [11].

Considerando: (i) que la utilizacién de modelos animales en estudios de lesion muscular
es validada por todos los aspectos éticos que impiden adelantarlos directamente en
humanos; (ii) que los procesos de isquemia reperfusion en musculo esquelético son de
gran importancia clinica; (iii) que es de relevancia clinica conocer si la curcumina de
forma aislada puede minimizar los dafios en la lesién de isquemia reperfusién y (i) que
no se conoce si la curcumina administrada previa al proceso de reperfusion presenta
efectos en la funcién muscular de musculos oxidativo y glucolitico en un modelo animal
seguida de un proceso de isquemia reperfusion, se pretende con este proyecto de
investigacion, describir los efectos de la aplicacion de curcumina en la funcién muscular
de dos grupos musculares (oxidativos y glucoliticos) que han sufrido isquemia por 120

minutos y reperfusién en ratas Wistar adultas.

Concretamente, proponemos contestar la siguiente pregunta:

¢ Coémo se modifica la funcién muscular después de haber sufrido lesion inducida por
120 minutos de isquemia seguidas por reperfusion, cuando se aplica curcumina antes
del proceso de reperfusion, en el masculo soleo (oxidativo) y en el muasculo extensor

radial del carpo (glucolitico) de ratas Wistar adultas?
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

e Caracterizar los efectos inducidos por el uso de curcumina en los parametros de
funcién en masculos oxidativo y glucolitico en un modelo de isquemia-

reperfusion en ratas Wistar adultas.

3.2 Objetivos especificos

Determinar los efectos inducidos por el uso de curcumina sobre la sacudida simple
en musculos oxidativo y glucolitico en un modelo de isquemia-reperfusion en ratas
Wistar adultas.

Identificar los efectos inducidos por el uso de curcumina en la tensién tetanica en
musculos oxidativo y glucolitico en un modelo de isquemia-reperfusion en ratas
Wistar adultas.

Caracterizar los efectos inducidos por el uso de curcumina en los indices de fatiga
en musculos oxidativo y glucolitico en un modelo de isquemia-reperfusion en ratas

Wistar adultas.
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4. Marco Teérico

4.1 La lesién por isquemia-reperfusion

La isquemia se define como la falta parcial o total de aporte de sangre a un 6rgano o a
parte de él, producida por una alteracion normal o patolégica de la arteria o arterias
aferentes [12]. La causa més frecuente es una obstruccion arterial, aunque también
puede darse por insuficiencia circulatoria periférica [12]. Las causas locales pueden
estar en el lumen, en la pared o por fuera de la arteria. Entre las primeras estan la
trombosis y la embolia, particularmente importantes en arterias de mediano y pequefio
calibre. La alteracion de la pared mas frecuente es la ateroesclerosis: la placa
ateroesclerotica, por una parte, puede provocar una trombosis cuando se ulcera o cuando
predomina el componente fibroso puede producir una estenosis por retraccion de los
tejidos [12]. Otra causa parietal esta representada por los espasmos, los cuales han sido
observados en arterias cerebrales y coronarias. Entre las causas extrinsecas estan la
compresion, el pinzamiento quirGrgico y la torsion de la arteria. Los efectos de la
isquemia dependen de diversos factores, tales como: (a) la duracién, (b) la intensidad de
la isquemia, (c) la rapidez con que se instala, (d) el grado de sensibilidad de los tejidos y

(e) la disposicion anatdmica del arbol vascular [12].

En términos de duracion, la isquemia puede ser transitoria o persistente [12]. La
intensidad depende del grado de obstruccién arterial y puede ser absoluta en caso de

oclusion total o isquemia relativa en caso de obstruccién parcial [13]. En general, los
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infartos son consecuencia de una isquemia por oclusion [12]. La isquemia aguda es
normalmente mas grave que la crénica [12]. Cuando se produce crénicamente puede
permitir el desarrollo de colaterales y de anastomosis [12]. En cuanto a su sensibilidad,
las células muestran diferentes tiempos de sobrevida a la isquemia. Las neuronas
mueren luego de 5 minutos, los miocitos cardiacos pueden resistir hasta 30 minutos, las
células renales hasta 1 hora y las células musculares esqueléticas entre 3 'y 6 horas [12]
[14]. Desde el punto de vista morfolégico las consecuencias de la isquemia pueden ser:
ninguna, necrosis electiva parenquimatosa, infarto o atrofia segin como se den los
factores indicados [13]. Los efectos funcionales de la isquemia sobre los diferentes

tejidos son objeto de estudio actualmente.

La reperfusién ocurre cuando el flujo sanguineo retorna a un tejido después de un
periodo de isquemia [12]. Aunque permite la recuperacién del tejido, limitando la
necrosis post-isquémica, se ha descrito que la reperfusién puede en si misma lesionar
los tejidos, ocasionando la “lesion por reperfusion” y en ocasiones la necrosis por
reperfusién (observada usualmente en el miocardio) [12]. Los efectos de la lesién por
reperfusion dependen, entre otros, de los dafios causados por la isquemia y del grado de

sensibilidad de cada tejido [12].

Se conoce que el dafio se debe en parte a la respuesta inflamatoria que se produce en los
tejidos afectados por la isquemia [15]. Los leucocitos que entran al tejido durante la
reperfusion liberan interleuquinas y radicales libres (hidroxilo HO-, superéxido O, ,

entre otros) en respuesta al dafio tisular producido por la isquemia [15].

4.1.1 El papel de los radicales libres de oxigeno en la lesién por isquemia reperfusién
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Resulta importante para el propésito particular del presente trabajo, dado que la
curcumina (agente terapéutico utilizado experimentalmente) tiene amplia evidencia de
tener propiedades antioxidantes, profundizar en los mecanismos de lesion celular
inducidos por los radicales libres de oxigeno (ROS) en la lesién de isquemia reperfusion
en musculo esquelético.

Como se ha mencionado, la reentrada de sangre oxigenada al tejido isquémico, aunque
necesaria para la restauracion de la produccion aerébica de ATP, también genera
radicales libres de oxigeno (ROS). Por su naturaleza altamente reactiva, los ROS
generados tras la reperfusion pueden modificar oxidativamente virtualmente todas las
biomoléculas dentro de las células, generando paradojicamente disfuncién celular tras el
ingreso de oxigeno (paradoja del oxigeno) [16].

Las especies reactivas de nitrogeno (RNS) moléculas derivadas de 6xido nitrico son
también importantes y de hecho, al interaccién entre ROS y las especies reactivas de
nitrégeno (NOS) genera especies reactivas nitrogeno oxidadas (RNOS) tales como el
fuerte prooxidante peroxinitrito ONOO [17].

Los efectos de_los RNOS incluyen, dafio y modificacion a macromoléculas, induccion
de muerte de células endoteliales o parenquimatosas en el tejido afectado por la
isquemia, estimulacion de produccién y liberacion de mediadores inflamatorios en
varios tipos celulares, asi como induccién de moléculas de adhesidn que promueven las
uniones e interacciones entre leucocitos y linfocitos al endotelio, y también disminucién

de la disponibilidad de 6xido nitrico protector [17].

Se reconocen tres grandes componentes involucrados en la lesion por estrés oxidativo:
Primero, los efectos indirectos de los oxidantes, especialmente de los oxidantes no

radicales como el peroxido de hidrédgeno (H,0,), mediados por la disfuncién en los
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mecanismos de control y sefializacion celular que son sensibles a cambios en los
circuitos tiol- redox [17]; segundo, los efectos moduladores sobre la sefializacidn
celular de forma directa a través de modificaciones covalentes, oxidativas o nitrosativas
de proteinas claves para la regulacion [17] y por dltimo, el dafio directo por RNOS,
especialmente por radicales oxidantes a las moléculas celulares como proteinas, lipidos
y carbohidratos. No se tiene claridad respecto a cual de las mencionadas juega un papel

especial en aspectos particulares de la I/R [17].

El ROS inicialmente producido durante la I/R es el O, , generado por la reduccién
univalente del oxigeno molecular. El O, ", es el oxidante primario, puesto que todos los
demés ROS son derivados de su dismutacion o interaccion con otras especies reactivas
y su produccion deriva de enzimas citoplasméticas y de membrana, asi como de la
cadena de transporte de electrones en la mitocondria [17]. EI O, , puede oxidar
directamente varias biomoléculas y activar enzimas con centro de hierro sulfuro como
las aconitasas, fumarasas, NADH deshidrogenasas, creatin quinasas y calcineurinas
[17].

Sin embargo, el superdxido no se cree tan téxico in vivo, dada su rapida y espontanea
dismutacién a H,0O,, una conversion acelerada por la superéxido dismutasa (SOD) _[17].
Sin embargo, el anion superéxido puede convertirse a su acido conjugado, el oxidante
mas potente radical de hidroperoxilo, particularmente en bajo pH como lo que pasa en
isquemia. Aunqgue el H,0O, es menos reactivo que el O, , puede difundir a través de las
membranas y actuar como segundo mensajero y modulador de la sefializacion celular.
El O, puede reaccionar con el éxido nitrico (NO) para formar anién peroxinitrito, que a

su vez puede protonarse a 4cido peroxinitrito que es muy citotdxico [17].
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Los principales recursos para la produccion de ROS en la célula son: la mitocondria, la
xantina oxidasa (XO), la NADPH oxidasa, las citocromo P450 oxidasas y la 6xido
nitrico sintasa (NOS). Se desconoce el rol preciso de cada uno de estos en la lesion por

/R [17].

De todos estos, se considera a la mitocondria como el mas grande recurso de Oy
intracelular. Mas del 90% del oxigeno que ingresa a las células se reduce a agua gracias
a la mitocondria [17]. En condiciones fisioldgicas, un porcentaje del oxigeno se reduce
a O, por el llamado “escape de electrones” en dos sitios especificos en la cadena de
electrones: NADH ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1) y la ubiquinona/citocromo
¢ reductasa (complejo Il1). La produccion de ROS por parte de la mitocondria se
incrementa significativamente en la lesién por I/R, observandose ademas disminucion

significativa de la capacidad antioxidante mitocondrial [17].

La muerte de nuevas células induce la liberacion de mas radicales libres [12]. La
inflamacién, si se vuelve crdnica, puede finalmente reproducir la isquemia, por
extravasacion de fluidos (edema o tumor) y estasis sanguineo (aumento de la
viscosidad) [12]. Adicionalmente, en el musculo cardiaco, se ha observado que en los
primeros 5 a 15 minutos de reperfusién, se desarrolla una hiper-contractura, la cual

tiende a favorecer la lesion de las células cardiacas durante la etapa de reperfusion [18].

4.1.2 Cambios metabdlicos durante la lesién por isquemia reperfusion.

Durante la isquemia hay una disminucion del aporte de oxigeno y de glucosa a los
tejidos afectados [12]. Este proceso tiene como consecuencia la reduccion gradual de

los depositos energéticos intracelulares y el aumento del metabolismo anaerébico [13].
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A nivel celular el traumatismo por isquemia-reperfusion se ha descrito que puede llevar
a procesos de dafio de la membrana celular, edema, disfuncion microvascular y
necrosis, lo cual estd asociado en el caso particular de las células musculares, con
procesos de morbilidad y disfuncion definitiva del tejido muscular. [12] [19]. Por ser de
interés para el presente trabajo, es importante resaltar que en musculo esquelético, a
nivel metabolico se ha descrito una reduccién gradual de los depésitos energéticos
intracelulares de glucdgeno, con aumentos en las concentraciones intracelulares de
hidrogeniones y de lactato [6], [13] y por esta razén, hay una disminucién del pH
citosélico. En un intento por restablecer el pH normal, la célula realiza un intercambio
de H+ por sodio, via intercambiador Na*/H* [17]. Los iones de Na" son, a su vez,
intercambiados por Ca™ por el intercambiador Na*/Ca’". Ademas, de la pobre
capacidad de control de las concentraciones de calcio al interior del plasmalema, los
depdsitos de calcio al interior del reticulo sarcoplasmico también se afectan durante la
I/R [17]. En particular, la recaptura de calcio dentro del reticulo sarcoplasmico por la
SERCA ATPasa se afecta-, dado que por la isquemia se ha depletado significativamente
el ATP y por incrementos de la concentracion de protones, mientras que la liberacién de

calcio por los receptores de rianodina estd aumentada [17].

En la lesién por isquemia-reperfusion asi mismo, se ha reportado que induce en el
musculo esquelético condiciones de hipoxia, hipercapnia y acumulaciéon a nivel
extracelular de metabolitos como adenosina, protones, lactato, hipoxantina y colina,

entre otros [6], [17], [20].

4.2 Mecanismos de lesién de los ROS producidos durante la isqguemia reperfusién sobre

el musculo esquelético
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Durante la década de los 70 hubo muchos reportes de dafio al masculo esquelético in
vitro por los ROS generados durante la contraccién, concentrandose en el rol del influjo
excesivo de calcio. Desde la década de los 80 se sefial6 que las contracciones
musculares que mas dafio producian al mdsculo esquelético son las excéntricas, donde
posteriormente se observa infiltrado de células fagociticas y neutréfilos, asociada a una
gran pérdida de la funcién muscular, observandose también que esta fase podia
atenuarse con la administracion previa de antioxidantes [21]. Existe evidencia
considerable de que durante el ejercicio aerébico contractil del musculo esquelético, la
generacion de ROS esté limitada durante las contracciones, aumentando s6lo de 2 a 4
veces durante las contracciones [21]. Se ha evidenciado que las NADPH oxidasas
asociadas al reticulo sarcoplasmico generan superéxidos que influencian al reticulo
sarcopldsmico para que libere calcio gracias a que pueden oxidar el receptor de
rianodina. La fosfolipasa A2 (PLA;) es un recurso de ROS (sobre todo la isoforma
calcio independiente en reposo y la calcio dependiente durante las contracciones) y esta
PLAZ2 puede contribuir tanto a la formacién de ROS mitocondriales y a la liberacion
extracelular de superdxido a través de un sistema dependiente de la 5-LOX [21].

Resulta importante recordar que las fibras musculares agrupadas en fibras tipo | o lentas
(abundantes en musculo de metabolismo oxidativo) y tipo Il o rapidas (abundantes en
musculo de metabolismo glucolitico), presentan diferencias importantes frente a su
vulnerabilidad ante la isquemia. Las fibras tipo | tienen predominantemente
metabolismo oxidativo de triglicéridos como fuente energética y por esto son mucho
mas vulnerables a la falta de oxigeno, mientras que las fibras blancas o tipo Il, tienen
predominantemente metabolismo anaerdébico, siendo el glucdgeno su principal fuente de

energia [22].
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Ante el estrés oxidativo descrito previamente, ocasionado por la isquemia reperfusion,
existe evidencia de que la liberacion de H,O, es de dos a tres veces mayor desde la
mitocondria en musculo glucolitico, con mayor fuga de radicales libres (3,5 veces mas)

desde sus mitocondrias vs. ElI musculo oxidativo [23].

Mediciones directas en fibras musculares permeables han mostrado que la capacidad
antioxidante de la mitocondria de musculo rico en fibras tipo I, particularmente sobre
de H,O, exodgeno, es aproximadamente 40-50% menor en comparacion con las
mitocondrias de fibras lentas [23]. Adicionalmente, la actividad de enzimas
antioxidantes es significativamente menor en musculo glucolitico que en el oxidativo,
especialmente para glutation peroxidasa (88% menos actividad en muasculo glucolitico
vs oxidativo) [23].

Ademas de los mecanismos de lesién descritos para los ROS, es importante recordar
que estos radicales tienen también una importante funcién como moléculas
moduladoras de sefiales que permiten la adaptacién del masculo esquelético a
condiciones incluso antagénicas, como lo son el ejercicio fisico y la atrofia por
inactividad [24]. Se ha observado que un incremento moderado en la produccion de
ROS en masculo esquelético, durante un periodo corto de tiempo (minutos) puede
activar vias sefializadoras que derivan en adaptacién celular y proteccion en contra de
estrés futuro[24]. En contraste, la produccién de altos niveles de ROS en periodos
largos de tiempo (horas) puede derivar en activacion crénica de vias sefializadoras que
promueven proteolisis y potencialmente muerte celular [24]. También hay amplia
evidencia de que la sefializaciéon redox puede influenciar varios factores de
transcripcion, llevando a una alteracion de la expresién genética y cambios fenotipicos
en el muasculo esquelético [24]. En general, el mecanismo mejor descrito de la

sefializacion redox para controlar la expresion génica, es a través del estatus de
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fosforilacion de factores activadores de la transcripcion [24]. De hecho, los ROS juegan
un importante papel en controlar la actividad de varias quinasas y fosfatasas [24].
Ademas, los ROS pueden activar el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas, mas conocido como NFkB (factor que codifica para
varias proteinas pro inflamatorias) [24]. Tal como se aprecia en la figura 1, tanto
quinasas como fosfatasas son sensibles a ser modificadas por ROS; dentro de las
quinasas susceptibles a ser reguladas por los ROS en mdsculo esquelético, esta la
familia de las proteinas quinasas activadas por mitégenos_(MAPK), que tienen un rol
central por el control que ejerce de varias vias sefializadoras via activacion o
inactivacion de proteinas reguladoras a través de la fosforilacion. Las tres subfamilias
de las MAPK mejor caracterizadas en células eucariotas son las quinasas c-Jun N
terminal (JNK), la p38MAPK y la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK)
[24] y dentro de las fosfatasas se conoce que las fosfatasas serina/treonina contienen
iones de metales que son susceptibles a la oxidacion, un ejemplo de estas fosfatasas es
la calcineurina, que defosforila al factor nuclear de células T activadas, mas conocido
como NFAT, permitiéndole a éste traslocarse al nlcleo y aumentar la expresion de
genes que contribuyen a la hipertrofia muscular [24]; de oxidarse la calcineurina no
podria activarse NFAT. También hay evidencia de que los inhibidores de las
serina/treonina fosfatasas pueden activar al factor NFkB. Las fosfotirosin fosfatasas
también son susceptibles a la activacion inducida por oxidacion [24].

Un posible mecanismo que une el estrés oxidativo con la sobrecarga de calcio
evidenciada en las células musculares, es la formacion de aldehidos reactivos mediada
por ROS. Estos aldehidos pueden inhibir la SERCA ATPasa y con esto se acumularia el
calcio al interior de la célula. Este mecanismo media en parte, la sobrecarga de calcio

observada en el musculo esquelético inactivo por largos periodos de tiempo [25].
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Figura 1. Acciones de las especies reactivas de oxigeno sobre el musculo esquelético en los
escenarios fisiologico y patoldgico, tomado de referencia [26]. En el escenario fisiologico (p. ej.
durante el entrenamiento fisico) en donde hay formacion de ROS en bajas cantidades y por un corto
tiempo de duracién, los ROS modulan gran variedad de sistemas de sefializacién dando como resultado
una mejor adaptacion aumentando la capacidad antioxidante, la biogénesis y funcién mitocondrial, la
supervivencia y la diferenciacion celular entre otras. En el escenario patoldgico, cuando la produccion de
ROS es mayor y sostenida en el tiempo (p. €j. en largos periodos de inactividad fisica), los ROS también
juegan un importante papel en la adaptacion del masculo a esta condicion, evidenciandose disfuncion
mitocondrial, inflamacion, inhibicién de la reparacion y regeneracion muscular, autofagia y muerte por
apoptosis, entre otros fenémenos. PGC-1a: Coactivador alfa 1 del receptor gamma proliferador activado
de peroxisomas, PPase: Fosforilasas, AMPK: Proteinas quinasas activadas por AMP, GLUT4:
Transportador de glucosa tipo 4, Ca™*: Calcio, MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitgenos,
NFKkB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, SOD:
Superéxido dismutasa, IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1, FoxO: Factores de
transcripcién de la familia Forkhead Box 1.

Se entiende entonces que pese a que existen mecanismos definidos de lesion de los ROS
sobre el musculo esquelético, también son los ROS (en bajas cantidades y por periodos
cortos de tiempo) responsables de la adaptacion del masculo esquelético a condiciones

como el gjercicio fisico.
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Durante la contraccion muscular, hay un aumento de la produccién de ROS en citosol,
pese a una discreta sefial mitocondrial, entendiéndose que los recursos no
mitocondriales de ROS, como la XO y la NOS, podrian jugar un papel importante en las
sefiales intracelulares mediadas por ROS. Existe evidencia de la contribucion de la

iNOS?2 a la produccion de ROS después de la despolarizacion. [27]

La accion de los ROS y los NOS esta asociada en musculo esquelético a la oxidacién de
sitios redox sensibles [28], que tienen impacto sobre el desarrollo de la fuerza muscular,
como puede apreciarse en la figura 2. Ademas de afectar la regulacion de calcio y/o la
funcion de los microfilamentos, el 6xido nitrico puede impactar la produccion de fuerza
al disminuir la produccién de ATP, puntualmente la isoforma NOS3 -de la mitocondria
de masculo esquelético- y la produccién de 6xido nitrico asociada a ésta, puede
disminuir produccion de ATP mitocondrial via inhibicién de la citocromo oxidasa u tras
enzimas mitocondriales [28]. Los productos derivados del 6xido nitrico pueden también
inhibir la actividad tanto de gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa y creatin quinasa,
que a su vez también limitan la produccién

También existe evidencia de que aumentando Guanosin Monofosfao ciclico (GMPc), a
través de aumento de 6xido nitrico por ejemplo, se reduce la produccion de fuerza por

parte del masculo [28].

El canal receptor de rianodina para la liberaciéon de calcio (RyR), en el reticulo
sarcoplasmico, estd compuesto de subunidades que contienen grupos sulfhidrilos que
son sensibles a la modulacion redox [28]. Al exponerse a ROS exdgenos, existe
evidencia de que las proteinas reguladoras de RyR, se oxidan, observandose que ante

altos niveles de ROS, se aumenta la probabilidad de abrir los canales de RyR,
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resultando en una mayor liberacion de calcio desde el reticulo sarcoplasmico,

encontrandose un efecto opuesto para los antioxidantes [28].

Existe ademas evidencia que altos niveles de ROS pueden inhibir la SERCA ATPasa
[28]. Respecto a las proteinas contractiles, existe evidencia de que los altos niveles de
ROS pueden alterar la estructura de los miofilamentos y disminuir su sensibilidad al
calcio, también los ROS pueden alterar la cinética de los puentes cruzados y pueden

potenciar la insensibilidad creciente al calcio de la fatiga muscular [28].
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Figura 2. Blancos Redox sensibles que pueden afectar el desarrollo de la fuerza muscular. SOD:

superdxido dismutasa, NOS: 6xido nitrico sintasa, NO: 6xido nitrico, SERCA: calcio ATPasa de reticulo
sarcoplasmico. Tomado de referencia [28].

Se tiene entonces que existen varios blancos redox sensibles en el misculo esquelético,
que pueden ser modificados por la presencia de ROS y pueden finalmente afectar el

desarrollo de la fuerza muscular.
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4.3 Respuesta funcional del musculo esquelético a la isquemia y a la isquemia

reperfusién

Los ensayos de la respuesta funcional del masculo esquelético a procesos de isquemia y
de isquemia reperfusion se han basado en el estudio de la sacudida simple y en el
estudio de la tensidn tetanica, en musculos que presentan diferente composicion de
fibras musculares, se ha observado que la sacudida simple del masculo soleo (mayor
predominio de fibras tipo 1) como el musculo extensor largo de los dedos (mayor
predominio de fibras tipo Il) presentan una caida de la tensién alrededor de un 60% de
la tension en la primera hora de isquemia, la cual se recupera alrededor de un 40%
durante la primera hora de reperfusion como se observa en la figura 3a [29] [6]. Las
diferencias observadas entre ambos grupos musculares aparecen en la segunda hora de
isquemia, en donde las caidas de la fuerza méxima de sacudida simple son mayores en
el masculo extensor (alrededor del 95%) mientras que el musculo oxidativo oscila entre
un 80%, estas diferencias entra ambos grupos musculares se mantiene durante el
proceso de reperfusidn, encontrandose una recuperacion alrededor de un 20% de la
fuerza en el muasculo soleo y un 5% en el muasculo extensor, ya en la tercera hora de
isquemia se observa que el musculo oxidativo su fuerza oscila en un 10% y el masculo
glucolitico ya no presenta fuerza, en ambos casos no se recupera la fuerza muscular con

la reperfusién como se observa en la figura 3c.
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Student, p = 0.05).

En otro estudio realizado en ratones [30], se evalud el efecto del tiempo de reperfusion
luego de tres horas de isquemia, comparando el mdsculo soleo (oxidativo) y el musculo
extensor digital longo (glucolitico). Se encontré que la fuerza en la sacudida simple de
ambos musculos se recupera aproximadamente en un 10% a los tres dias luego de
iniciada la reperfusion, en un 50% para el muasculo soleo y en un 30% para el masculo
extensor digital longo después de 7 dias de reperfusion, y en un 70% para ambos

musculos después de tres y siete dias de reperfusion [30].
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Otro estudio en el que se analizo la recuperacién de la tension tetanica en masculos con
diferentes tipos de fibras musculares en proceso de isquemia de 4 horas concluyo que
14 dias de reperfusion el musculo oxidativo (soleo) presentaba una recuperacién del
70% mientras que el masculo glucolitico (plantar) solo se recupera un 30%, por lo cual
concluye que los musculos con predominio oxidativo la recuperacién de la fuerza

maxima es significativamente mejor [31].

Se ha planteado que la respuesta funcional del masculo ante la isquemia reperfusion, se
correlaciona con la produccion de ROS, aceptandose desde 1992 las conclusiones
experimentales de Reid y colaboradores obtenidas de diafragma de ratas: a) los
intermediarios reactivos de oxigeno estan presentes en fasciculos de fibras musculares
aislados de diafragma (como también en musculo esquelético de extremidades) aln en
condiciones fisioldgicas como ya se habia planteado, b) la estimulacion repetitiva
aumenta las concentraciones de ROS en miocitos, ¢) Los intermediarios reactivos de
oxigeno dentro del musculo promueven fatiga muscular y d) Los efectos antioxidantes
son mas pronunciados a mayor fatiga [32].

Pese a que estos ROS se propone, incrementan su concentracion en musculo esquelético
durante la reperfusion, existe evidencia de que su aparicion puede ser muy temprana,
durante la hipoxia ocasionada por la isquemia, pudiendo ser este un mecanismo de
preacondicionamiento y proteccidn ante isquemias posteriores, similar a lo descrito para

el musculo cardiaco [33].

4.4 Curcumina

4.4.1 Propiedades farmacoldgicas descritas para la curcumina
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Miembro de la familia de los polifenoles, la curcumina (1,7-bis-[3-methoxy-4-
hydroxyphenyl]-1,6-heptadiene-3,5-dione), derivada de la raiz Curcuma Longa,
funciona como un inhibidor de NF-kB y se ha utilizado durante afios como especia y
como preservante de comidas; sus efectos colaterales son minimos y se ha administrado
a sujetos humanos de forma segura durante afios [34]. En la Gltima década, cerca de 200
articulos concernientes a los efectos de la curcumina han sido publicados anualmente.
En 2011 el SciFinder gener6é 12 000 datos con la palabra “curcumin”. Entre ellos se
encontraban cerca de 1000 articulos de revision, cerca de 1.500 patentes y 56

referencias a ensayos clinicos [35].

La lista de los blancos moleculares de la curcumina es excepcionalmente larga (figura
4) e incluye blancos en diversas vias de transduccion de sefiales intracelulares dentro de
las que destacan una gran variedad de proteinas quinasas: la quinasa activadora
dependiente de ciclina (CAK), las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK),
las quinasas focales de adhesiéon (FAK), Las Janus quinasas (JAK), la proteina quinasa
A (PKA), la proteina quinasa B (PKB), La proteina quinasas C (PKC), las proteinas

quinasas activadas por mitégenos (MAPK) y la tirosina quinasa (TK), entre otras.

Tiene ademas como blancos farmacoldgicos una gran variedad de factores de
transcripcion, citoquinas inflamatorias, moléculas de adhesion celular y proteinas
relacionadas con la cascada de la apoptosis, todos ellos citados en una gran variedad de
articulos de revision; asi mismo tiene una gran variedad de enzimas que se han
reconocido como blancos directos, entre ellas la ciclo oxigenasa 2 (COX2), la

fosfolipasa A2 (PLA,) y la 5- lipooxigenasa (5-LOX) [36], [37], [38], [39], [40], [41].
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Figura 4. Blancos farmacol6gicos de la curcumina, tomado de referencia [42] se observan los blancos
farmacoldgicos reportados para la curcumina: factores de transcripcion, factores de crecimiento,
receptores, moléculas de adhesion, microRNAs, proteinas relacionadas con la apoptosis, proteinas
quinasas, enzimas y citoquinas inflamatorias entre otros, asi como sus efectos sobre estos blancos
mencionados.

Dentro de los blancos farmacolégicos directos mas documentados de la curcumina,
estan las mencionadas enzimas COX-2, 5-LOX y dxido nitrico sintasa (NOS), sobre las
cuales curcumina ejerce un efecto inhibitorio directo, con lo que se disminuye la
produccion de mediadores que amplifican el proceso inflamatorio [7]. Asi mismo,
dentro de los blancos de tipo factor de transcripcién, estda muy documentada la
inhibicién que ejerce curcumina sobre la activacion del factor de transcripcién NFkB,
envuelto en la regulacién de la respuesta celular inmune e inflamatoria y en la respuesta
proliferacion celular [7] [43]. Se ha reportado que este factor tiene un rol importante en

la patogénesis de la lesion de musculo esquelético por isquemia reperfusion [43].
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Teniendo en cuenta los antecedentes citados en cuanto al efecto antinflamatoria de la
curcumina, pudo demostrarse en un modelo experimental de lesion de musculo
esquelético por I/R en una poblacién de ratas Wistar adultas, que la administracion
intraperitoneal de curcumina disminuia significativamente niveles plasmaticos de
citoquinas proinflamatorias (TNF-a / IL-1b), asi como aumento en la actividad de

enzimas antioxidantes CAT y SOD [44].-

4.4.2 Aspectos farmacocinéticos de la curcumina

La curcumina se admite como un compuesto seguro y bien tolerado, incluso a muy altas
dosis; segun el reporte de la FAO/WHO, la recomendacién actual de la dosis maxima

diaria de curcumina es de 0-1mg/Kkg sin reporte de efectos adversos [45].

Pese a esta seguridad en el uso de curcumina, sus propiedades farmacocinéticas han
mostrado ser una fuerte limitante para su uso como agente terapéutico, principalmente
por su baja biodisponibilidad [45]. Frente a este aspecto, se debe considerar que la razén
para que un agente farmacolégico cualquiera tenga baja biodisponibilidad, tiene que ver
con alguna de estas variables: tiene pobre absorcion, tiene una tasa alta de metabolismo,
se inactiva metabolicamente muy rapido o tiene una rapida eliminacion [45]. En el caso
de curcumina, los estudios realizados en las pasadas 3 décadas, reportan pobre

absorcién y rapido metabolismo, lo que afecta en gran medida su biodisponibilidad.

Una de las méas importantes observaciones al respecto, tiene que ver con los
extremadamente bajos niveles plasmaticos encontrados para curcumina. Tras
administrar oralmente curcumina a 1g/kg a ratas Sprague- Dawley, Wahlstrom y
colaboradores identificaron cantidades minimas en sangre, evidenciando que su

absorcion intestinal es minima. Asi mismo, Ravindranath y colaboradores en 1980,
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administraron oralmente 400 mg de curcumina a ratas y no encontraron curcumina en

sangre [46].

Por su parte, Pan y colaboradores investigaron las propiedades farmacocinéticas de
curcumina tras su administracion oral e intra peritoneal en ratones. Con administracion
oral observaron, a 1 g/kg, niveles plasmaticos bajos -0,13 microgramos/mL- después de
15 minutos y un maximo de 0,22 microgramos/ mL después de 1 hora, haciéndose
indetectables después de 6 horas. Asi mismo, administraron 0,1 g/kg
intraperitonealmente, encontrando niveles plasmaticos pico de 2,25 microgramos/ mL

después de 15 minutos, haciéndose indetectables después de 1 hora [46].

En la tabla 1 se comparan los resultados obtenidos tras la medicion de picos
plasmaticos en roedores y en humanos y puede apreciarse que la via de administracion
es clave y que los resultados de niveles séricos no son directamente comparables (en

humanos y roedores), siendo en todo caso la via oral la que menor biodisponibilidad

presenta.

species route” dose plasmartissue levels

mice Ip. 100 mg/kg plasma 2.25 pg/mL
intestine 117 + 6.9 ug/g
spleen 26.1 £ 1.1 wgig
liver 269 + 2.6 uglg
kidney 7.5 + 0.08 ugg
brain 0.4 + 0.01 ugg

mice oral 100 mg/kg plasma 0.22 pg/mL

mice I.p. 100 mg/kg plasma 25 £ 2 nmol/imL
intestinal mucosa 200 + 23 nmol'g
liver 73 + 20 nmal/g
brain 2.9 + 0.4 nmolfg
heart 9.1 + 1.1 nmolig
lungs 16 = 3 nmolig
muscle 8.4 + 6 nmol’g
kidney 78 + 3 nmol/g

rat oral 2gkg stomach 53.3 + 5.1 (ug/g)
small intestine 58.8 + 11.0 (ug/g)
cecum 51.5 + 13.5 (ug/g)
large intestine 5.1 = 2.5 (ug/g)

rat oral 340 mg/kg serum 6.5 +4.5nM
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rat oral 1g/kg serum 0.5 wg/mL

rat oral 2 g/kg serum 1.35 £ 0.23 ug/mL
rat oral 500 mg/kg plasma 0.06 £ 0.01 wg/mL
rat Lv. 10 mg/kg plasma 0.36 + 0.05 ug/mL
human oral 2 gkg serum 0.006 + 0.005 ug /mL
human oral 4-8g serum 0.4-3.6 uM

human oral 10 g serum 50.5 ng/m

human oral 12g serum 51.2 ng/mL

human oral 3649 plasma 11.1 £ 0.6 nmol/mL
human oral 0.4-36g colorectum 7-20 nmol/g

“ Key: i.p., intraperitoneal; i.v., intravenous.

Tabla 1. Niveles séricos y en tejidos de curcumina en roedores y humanos tras rutas de administracion
oral, intravenosa e intraperitoneal, tomado de referencia [46].

En cuanto a la distribucion de curcumina en tejidos, existe un nimero limitado de
publicaciones al respecto. Ravindranath y colaboradores demostraron que tras
administracién oral de curcumina 400 mg ratas, se encontraron sélo trazas en rifidn e
higado de curcumina sin cambios. A los 30 minutos, el 90% de la curcumina fue
encontrada en estémago e intestino delgado y a las 24 horas sdlo el 1% estaba presente

en estos compartimentos.

En ratones, Perkins y colaboradores demostraron en 2002, que existian diferencias
significativas en la distribucién de curcumina tras su administracién por via oral y por
via intraperitoneal, sugiriéndose que la farmacocinética observada en los tejidos tras la
administracion de curcumina por via intraperitoneal no puede compararse directamente
con la observada tras dosificar por via oral [46].

En cuanto al metabolismo, el higado se reconoce como el 6rgano con mayor
responsabilidad en el metabolismo de curcumina, encontrandose que el glucuronido de
curcumina, tetrahidrocurcumina (THC), curcumina sulfato, hexahidrocurcumina y
hexahidrocurcuminol, son los principales metabolitos encontrados para curcumina in

vivo (figura 5) [46].
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Figura 5. Principales metabolitos de curcumina reconocidos in vivo, tomado de

referencia [47].

También se han reportado en cantidades mucho menores otros dos metabolitos:

dihidrocurcumina y octahidrocurcumina [48].

Acerca de si los metabolitos de curcumina son tan activos como ella, no se tiene
claridad. Mientras que la mayoria de estudios indican que los glucuronidos de
curcumina y la tetrahidrocurcumina son menos activos que curcumina, existen otros
estudios que sugieren que incluso pueden ser mas activos. Por ejemplo, la
tetrahidrocurcumina se encontré més efectiva como antidiabética y antioxidante en ratas
con diabetes tipo 2, mientras que en otro estudio se encontrd que tetrahidrocurcumina
tenia un efecto anti inflamatorio y antiproliferativo muy inferior a cucumina. La
diferencia encontrada en varios de estos estudios puede atribuirse a la naturaleza de los

ensayos empleados en ellos [46].
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En cuanto a la vida media, Wahlstrom y Blennow reportaron que cuando se
administraba 1g/ kg de curcumina oralmente a ratas, 75% de ésta se excretaba en heces
y cantidades minimas se encontraban en orina, mientras que tras la administracion
intravenosa e intraperitoneal se encontraba excrecién biliar en ratas canuladas; pese a
esto, la evidencia existente en la literatura actual, no es suficiente para hacer
conclusiones sobre los factores que controlan la eliminacion in vivo de curcumina y es

necesaria mas investigacion en este campo [46].

Dada esta informacion, se concluye que la biodisponibilidad de curcumina esta
fuertemente disminuida al ser administrada por via oral y por tanto, para observar
niveles plasmaticos que permitan evaluar su efectividad, se hace necesaria su

administracion parenteral.

4.4.3 Curcumina en la funcién muscular

En estudios de funcién muscular, los efecto de la curcumina son muy pocos,
encontrdndose que tiene efectos inhibitorios sobre la actividad ATPasa de las bombas
SERCA en el musculo esquelético [49], [50]; estos estudios sugieren que esta inhibicion
podria tener efectos adversos sobre la contraccién muscular. A pesar de estos hallazgos,
en un estudio en los parametros funcionales en sacudida simple en el musculo extensor
digitorum longus (EDL), segln un poster expuesto por Pinniger y colaboradores, no se
encontraron diferencias significativas sobre la fuerza maxima, el tiempo hacia el pico, ni
en el tiempo medio de relajacion en sacudida simple [51], sin tener informacién de sus
efectos en tiempo de latencia, tasa maxima de contraccién, en la tasa maxima de
relajacion, en la tensidn tetanica ni en el indice de fatiga en contracciones subtetanicas

repetidas.
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En 2015, Huang y colaboradores midieron el efecto de curcumina en un modelo de
ratones que desarrollaron fatiga tras nadar excesivamente, reportando que la
suplementacion con curcumina a dosis de 12.3 mL/kg, aleatorizandose los animales en
4 grupos (10 en cada uno) para tratamiento oral por sonda con curcumina una vez al dia
x 28 dias consecutivos. El vehiculo fue agua y los grupos experimentales recibieron
curcumina 12,3 mL (CCM 1x), 246mL (CCM 2x) y 61,5mL/kg (CCM 5x)
respectivamente. El grupo vehiculo recibid el mismo volumen de solucion equivalente a
su peso corporal pero sin principio activo.

_En estos biomodelos, tuvo efecto positivo dosis dependiente como ergogénico y

evidenciando mayor fuerza de agarre de la extremidad, como se muestra en la grafica 1:
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Grafica 1. Se observa que en el experimento descrito llevado a cabo por Huang y colaboradores, el
aumento de la fuerza de agarre en la extremidad fue dosis dependiente, con mejores resultados en el
grupo que recibio 5 veces la dosis de curcumina (61,5 mL/Kg, Grupo CCM-5X). CCM: curcumina [52].

Respecto al uso de curcumina en lesién por isquemia reperfusién en musculo
esquelético, Unicamente se encontré un reporte experimental de 2012 en ratas wistar, en
donde Avci y colaboradores compararon los efectos de administrar cucumina Vs. Alfa
tocoferol, en cuanto a la expresion de marcadores de estrés oxidativo y proteinas anti
oxidantes en tejido, asi como nivel sérico de citoquinas proinflamatorias [10]. Los

autores reportaron que hubo mayor actividad_de proteinas anti oxidantes_SOD y
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catalasas en tejido en el grupo tratado con curcumina Vs el grupo tratado con alfa
tocoferol, asi como disminucidn de marcadores de estrés oxidativo tisular y de niveles
séricos de citoquinas proinflamatorias en el grupo tratado con curcumina, como se

observa en las tablas 2 y 3 a continuacion:

Comparison of Effecis of IschemiaHeperfusion (L/R) on the Muscle GSH, SOD, CAT, MDA, PO Levels with the
Curcumin-+IH, vit e+ VR, Contrel and Sham Groups

Sham L'R-5F control L'R-curcumin LR-s-tocopheral
GSH (umol/g) 2,11 = 0.18 0.94 = 0,11+ 2,03 = 0.12M"!
SOD { U/mgprotein ) 0.85 =0.11 0.88 = 0.10'
Catalase {U/mg protein ) 61.01 + 6.35 57.70 = 5.38"
MDA (nmol'g) 18.30 = 2.59 19.39 = .09V
PO (nmol carbonylmg) 1.53 = 0.17 1.59 = 0.6

*P - 005, ##P < 0.01, ¥*P < 0,001 compared with the sham group.
1P < 0.05, "P < 0.01, "'P < 0.001 compared with the IR group.

Tabla 2. Efecto comparativo de la curcumina en lesion por isquemia reperfusion (I/R) frente a grupos
experimentales Sham (nicamente expuesto a cirugia de exposicion muscular, sin lesién por I/R), I/R-SF
(Gnicamente con lesion por isquemia reperfusion) y grupo tratado con alfa tocoferol tras la isquemia.
Trabajo experimental realizado por Avci y colaboradores en ratas wistar con administracion de curcumina
intraperitoneal a 100 mg/kg. GSH: glutatién, SOD: Superdxido dismutasa, MDA: Malondialdehido, PO:
proteinas oxidadas [10].

Comparison of Effects of lschemia/Reperfusion (VR) on the Muscle TNF-x and IL-1§ levels with the Curcumin-
+ 1K, vit e+ LR, Conirol and Sham Groups

Control IR L'R-cureumin LR-w-tocopherol
TNF-2 (pg/mL) 763x 114 43,98 = J65%* 1115 =229 16.17 = 2.971
IL-16 (pg/mL ) 1013 = 146 32,609 = 2.94% 1259 = 198" 18.17 = 2.90'

4D =~ 0,001 compared with the sham group.
P < 0.01, "P < 0.001 compared with the IR group.

Tabla 3. Efecto comparativo de la curcumina frente a los grupos experimentales ya mencionados en la
lesion por I/R de ratas wistar sobre niveles séricos de citoquinas proinflamatorias TNF alfa: Factor de
necrosis tumoral alfa e IL-1beta: Interleuquina 1 beta [10].

Teniendo en cuenta lo anterior, pese a la evidencia actual del uso de curcumina por sus
efectos anti oxidantes y efectos antinflamatorios a nivel de la lesién de isquemia
reperfusién, no se cuenta con informacion de sus efectos en los parametros funcionales
(sacudida simple, tétanos e indice de fatiga en contracciones repetidas) en masculos con
predominios de fibras oxidativas y glucoliticas, por ese motivo con este trabajo de

investigacion queremos responder la siguiente pregunta:
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¢La curcumina administrada intraperitonealmente acelera la recuperacion
funcional en musculos esqueléticos post isquemia reperfusion en un modelo de

ratas wistar?
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5. Materiales y métodos

Animales para experimentacion:

Se adelantd un estudio de investigacion basado en experimentacién con animales. Se
emplearon 50 ratas adultas machos Wistar con pesos entre 250 a 300g. Los biomodelos
se alojaron en grupos de cuatro ratas en cada jaula plastica en el bioterio de la
Universidad ICESI. El bioterio mantiene una temperatura promedio entre 20°C y 24°C
y mantiene condiciones de humedad del 55%. Todos los animales fueron manejados de
acuerdo a las normas éticas nacionales e internacionales recogidas en el manual del
bioterio de la Facultad de Salud de dicha (Anexo 1) Todos los protocolos
experimentales propuestos estuvieron bajo revision del Comité de Etica Animal de la
Universidad ICESI. Los procedimientos que se emplearon durante el estudio en
principio no causaron sufrimiento a los animales de experimentacién, ya que durante las
etapas experimentales estuvieron bajo sedacion. Durante su permanencia en el bioterio,
el bienestar de los animales fue continuamente supervisado por nosotros con la ayuda de
un veterinario. Todos los procedimientos se realizaron respetando las normas de asepsia
y antisepsia necesarias. Si durante los procedimientos descritos abajo, se observé
perturbacion o sufrimiento en los animales, se les practicéd inmediatamente la eutanasia

de la forma en que se describe y estos animales no fueron usados para experimentacion.

Procedimientos generales:

Para todos los procedimientos los animales fueron pesados y luego llevados a sedacién
profunda. Primero, se realizé induccién de la sedacion profunda colocandolos en una
camara cerrada, la cual se gasifico con Isofluorano al 100% (ISOFLUORANO USP® -
Baxter) durante 2 minutos hasta lograr la sedacién profunda del animal. Luego, la

sedacion profunda se mantuvo mediante una inyeccidn intraperitoneal de pentobarbital
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sodico (Pental® - INVET) (6mg/100g de peso corporal), seguida de inyecciones de
mantenimiento cada hora con pentobarbital sédico (2 mg/100g de peso corporal) [29],
[6]. El pentobarbital sédico induce sedacion profunda, lo cual es importante para estos
experimentos, ya que se evita asi interferir de manera importante con el sistema
nervioso periférico durante los mismos. Una vez terminado cada experimento, los
animales fueron sacrificados mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sodico (Pental® - INVET) (18mg/100g de peso corporal). Luego de aplicar esta dosis
letal, el animal se mantuvo bajo observacion en el mismo montaje experimental durante
15 minutos, tiempo durante el cual se verificara el cese de la respiracion, la ausencia de
latidos cardiacos y la presencia de opacidad corneal. En presencia de estos signos de
muerte, el animal se dispuso en una bolsa pléstica y llevado al congelador, para luego
eliminar sus restos por la via hospitalaria que se encarga del manejo final de estos
restos. En caso de dudas con respecto a la muerte del animal se administré una dosis

letal adicional antes de disponer sus restos hacia la ruta hospitalaria.

Musculos para experimentacion:

Como musculo esquelético de fibras tipo I, se utilizé el masculo soleo, el cual se
considera que contiene mas de un 80% de fibras oxidativas y 20% de fibras glucoliticas
[53]. Es un musculo del miembro posterior, el cual se origina en la parte superior de la
fibula y en la linea soleal de la tibia. Su insercion es en el hueso calcaneo, pasando a
través de la porcion medial del tenddn calcaneo. Su accion principal es mediar la flexion
plantar del pie. Esta irrigado por las ramas surales de la arteria poplitea, las ramas
musculares de la arteria peroneal y la arteria tibial posterior. Su inervacién proviene del
nervio tibial y por ramas de los nervios espinales S1 y S2 [53]. Como mdusculo
esquelético de fibras tipo II, se utilizd el misculo extensor radial largo del carpo

(ERLC), el cual contiene més de un 80% de fibras glicoliticas y 20% de fibras
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oxidativas [54]. Es un musculo del miembro anterior, el cual se origina en el risco
lateral inferior supracondilar y en el septo lateral intermuscular del humero. Se inserta
en la base del segundo metacarpiano. A nivel de la mufieca, funciona como extensor y
abductor de la mano. A nivel del codo sirve para flexionar y hacer supinacion leve del
antebrazo. Esta irrigado por la arteria recurrente radial e inervado por el nervio radial,

los nervios espinales C5 y C6, y las ramas profundas del nervio radial [54]

Escogencia de la muestra

El tamafio de la muestra total (n=50), se calcul6 con base en el nimero de grupos
experimentales que se trabajaron en el marco del proyecto y a los parametros
analizados. Para grupo experimental, si bien no conociamos la desviacidn tipica de las
medias que arrojaran los parametros a medir y analizar, presumimos que la distribucion
puede ser normal, considerando que en los estudios previos se utilizé la t de Student
para verificar la significancia estadistica entre las diferencias observadas en las
poblaciones de datos obtenidos [1][14] [55] en los cuales utilizaron entre 3 y 6 animales
por grupo de experimentacion. Considerando que el n=3 es pequefio en algunos de estos
estudios previos, dejamos el n=5 por grupo, con el &nimo de disminuir la varianza de los

datos y superar ligeramente el n recomendado.

Lesion de isquemia — reperfusion:

El procedimiento para la generacién de lesion por isquemia-reperfusion de los masculos
Soleo y ERLC han sido previamente descrito [29], [6]. Las ratas una vez anestesiadas
fueron colocadas en posicion en decubito prono, cada extremidad del lado derecho
(miembro superior e inferior) se puso dentro de un torniquete neumatico, por encima de
la articulacion de la rodilla para el masculo soleo y por encima de la articulacion del

codo para el masculo ERLC [56]. Cada torniquete fue construido con una estructura
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circular de acero inoxidable que sostiene en su parte central una manguera de caucho, la
cual se dilata radial y centripetamente, cuando se insufla aire al torniquete. Para lograr
una isquemia absoluta, se insufl6 aire desde una perilla de tensiémetro hasta llegar a
presiones de 350+10 mmHg [56]. Esta presion se controlé a través de un manémetro de
presion durante el tiempo que durd la isquemia, para provocar la reperfusion la presion

dentro de los torniquetes se disminuy6 a OmmHg.

Medicion de parametros funcionales:

El procedimiento de preparacién de los musculos soleo y extensor radial largo del carpo
para las mediciones funcionales en vivo fueron previamente descritas [6]. En resumen,
el tendon distal de ambos grupos musculares fue aislado, cortado y atado con hilo
quirdrgico. Las ratas fueron colocadas en posicién prona y se asegurd el musculo al
transductor de fuerza (Adinstruments, model 1030), la temperatura muscular se
mantuvo alrededor de 34+0,5°C a través de dos camaras de refrigeracion conectada a un
bafio de circulacion de agua constante (Biopac System) y controlada con un termémetro

digital.

Se realizd una perfusion externa de 15+2 ml/minuto, con una solucion ringer con
concentraciones en valores de mM de 135 NaCl; 5 KCI; 2 MgCly; 2 CaCly; 5 D-glucosa
y 10 Hepes, para mantener ambos grupos musculares humedecidos durante todo el

tiempo de experimentacion.

Antes de iniciar las mediciones de sacudida simple se determiné la longitud 6ptima de
ambos grupos musculares aplicando estimulaciones tetanicas de pulsos de 0,2 ms,
frecuencia de 100 Hz a 15 voltios para ambos grupos musculares por estudios previos

en nuestro laboratorio y tomando datos de Carvalho 1992 y McKee 1996, usando un
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estimulador (Powerlab 16/35) conectado a electrodos de platino colocados directamente

sobre el vientre muscular.

Aplicacién de curcumina:

La aplicacion de la curcumina (Curcumin from Curcuma longa, Marca Sigma, St.
Louis, MO) se realizd por via intraperitoneal (100mg/Kg) previamente descrito en
trabajos de efectos protectivos anti-oxidativos y anti-inflamatorio en lesion de isquemia
reperfusién de musculo esquelético y cardiaco [10], [57], [58] 10 minutos antes de
iniciar la reperfusién, utilizando dimetil sulféxido (DMSO) 1 mL como vehiculo de
dilucién

Caracterizacion de los parametros funcionales:

Se evaluaron medidas de sacudida simple, tensién tetanica y cambios funcionales a
estimulacion repetida a través del indice de fatiga a baja frecuencia de estimulacion
(fatiga 10 minutos) y del indice de fatiga a alta frecuencia de estimulacion (fatiga 5

minutos).

Parametros funcionales en sacudida simple.

Para las sacudidas simples en condiciones isométricas que se registraron en cada uno de
los masculos se dio 1 pulso de 0,2ms, de 20 voltios cada 30 segundos durante diez
minutos y se analizaron los siguientes componentes de la sacudida: (1) el tiempo de
latencia, (2) la fuerza méxima de la contraccion, (3) la tasa méxima de contraccion, (4)

la tasa maxima de relajacion,
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Foto 2. Montaje experimental para la medicion de funcion muscular

42



Foto 3. Analisis de datos en Power Lab 16/35
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Gréfica 2. Contraccion tipica en sacudida simple del musculo soleo. Se detallan las mediciones del
tiempo de latencia, la fuerza maxima de la sacudida, el tiempo de contraccion y el tiempo medio de
relajacion. Datos tomados en nuestro laboratorio.
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Gréfica 3. Derivada en funcion del tiempo de la contraccién tipica en sacudida simple del masculo soleo.
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Parametros funcionales en la contraccién tetanica.

Para la generacién de tensiones tetdnicas se aplicd una estimulacién de 1 minuto de
pulsos de estimulacion de 0,2ms, una frecuencia de 50 Hz a 15 voltios para el masculo
soleo y para el mlsculo ERLC se aplicé una estimulacién de 1 minuto de pulsos de
estimulacion de 0,2ms, una frecuencia de 100 Hz a 20 voltios por estudios previos en
nuestro laboratorio y tomando datos de Carvalho 1992 y McKee 1996 y se analizaron
los siguientes componentes del Tétanos: (1)Fuerza tetanica méaxima: Es la diferencia
entre la tension de contraccién pico y la tension pasiva. (2) Tiempo de fatiga: Se
determiné el tiempo que se demord la fuerza en llegar al 70% de la fuerza inicial (F7o)
para el masculo soleo y el tiempo que se demord la fuerza en llegar al 50% de la fuerza

inicial (Fsoe) para el misculo ECRL.
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Control
reperfusion

Reperfusion
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Gréfica 4. Contraccion tetanica tipica musculo soleo y ECRL. Datos tomados en nuestro laboratorio.

indice de fatiga a baja frecuencia de estimulacién (fatiga 10 minutos):

Para determinar la funcion muscular a estimulacion repetida a baja frecuencia de
estimulacién se aplicaron trenes de 344 ms de pulsos de 0,2ms, frecuencia de 100hz y

20 voltios cada 2,84 seg durante 10 minutos para un total de 211 contracciones para
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ambos grupos musculares [59]. En este protocolo se analiz6 la caida de la fuerza

durante el tiempo de estimulacién.

indice de fatiga a alta frecuencia de estimulacién (fatiga 5 minutos):

Para determinar la funcion muscular a estimulacion repetida a baja frecuencia de
estimulacién se aplicaron trenes de 344 ms de pulsos de 0,2ms, frecuencia de 100hz y
20 voltios cada 1,39 seg. Durante 5 minutos para un total de 215 contracciones para
ambos grupos musculares [59]. En este protocolo se analizé la caida de la fuerza

durante el tiempo de estimulacion.
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Gréfica 5. indice de fatiga (5) en musculo soleo y ECRL. Datos tomados en nuestro laboratorio.

Grupos experimentales

El experimento se disefid con 10 grupos organizados asi de acuerdo al esquema 1, asi:
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@)

)

®)

(4)

Grupo control, (n=5): En este grupo se anestesié a los animales y se colocaron los
musculos en los transductores donde se midi6 por una hora la sacudida simple, la
tension tetanica y los indices de fatiga. Luego de este tiempo se realizd eutanasia al
animal y se obtuvieron muestras para futuras pruebas histolégicas.

Grupo isquemia reperfusion 1 dia I/R 1d, (n=5): En este grupo se anestesid a los
animales y luego se colocaron sus extremidades superior e inferior en los
torniquetes donde se indujé isquemia al insuflar los torniquetes neumaticos hasta
obtener una presion de 35010 mmHg. La isquemia se mantuvo durante 120
minutos. Luego se libero la presion de los torniquetes para inducir la reperfusion;
después de un dia se realizd la diseccion de los musculos y se colocaron los
musculos en los transductores donde se midio por una hora la sacudida simple, la
tension tetanica y los indices de fatiga. Luego de este tiempo se realiz6 eutanasia a
los animales se obtuvieron muestras para futuras pruebas histoldgicas.

Grupo isquemia reperfusion 3 dias I/R 3d, (n=5): En este grupo se anestesio a los
animales y luego se colocaron sus extremidades superior e inferior en los
torniquetes donde se indujé isquemia al insuflar los torniquetes neumaticos hasta
obtener una presién de 350+10 mmHg. La isquemia se mantuvo durante 120
minutos. Luego se liberd la presion de los torniquetes para inducir la reperfusion;
después de tres dias se realiz6 la diseccion de los musculos y se colocaron los
musculos en los transductores donde se midi6é por una hora la sacudida simple, la
tension tetanica y los indices de fatiga. Luego de este tiempo se realizé eutanasia a
los animales se obtuvieron muestras para futuras pruebas histoldgicas.

Grupo isquemia reperfusion 7 dias I/R 7d, (n=5): En este grupo se anestesio a los
animales y luego se colocaron sus extremidades superior e inferior en los

torniquetes donde se indujé isquemia al insuflar los torniquetes neumaticos hasta
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(®)

(6)

obtener una presion de 350+10 mmHg. La isquemia se mantuvo durante 120
minutos. Luego se liber6 la presion de los torniquetes para inducir la reperfusion;
después de siete dias se realizé la diseccion de los musculos y se colocaron los
musculos en los transductores donde se midi6 por una hora la sacudida simple, la
tension tetanica y los indices de fatiga. Luego de este tiempo se realiz6 eutanasia a
los animales se obtuvieron muestras para futuras pruebas histoldgicas.

Grupo isquemia reperfusion + dimetilsulféxido (DMSO) 1 dia I/R DMSO 1d,
(n=5): En este grupo se anestesié a los animales y luego se colocaron sus
extremidades superior e inferior en los torniquetes donde se induj6 isquemia al
insuflar los torniquetes neumaticos hasta obtener una presion de 35010 mmHg. La
isquemia se mantuvo durante 120 minutos y 10 minutos antes de que se liberara la
presion de los torniquetes para inducir la reperfusion, se aplicé 1 ml de DMSO
intraperitoneal; después de un dia se realizd la diseccion de los musculos y se
colocaron los musculos en los transductores donde se midié por una hora la
sacudida simple, la tension tetanica y los indices de fatiga. Luego de este tiempo se
realiz6 eutanasia a los animales se obtuvieron muestras para futuras pruebas
histol6gicas.

Grupo isquemia reperfusion + dimetilsulfoxido (DMSO) 3 dias I/R DMSO 3d,
(n=5): En este grupo se anestesié a los animales y luego se colocaron sus
extremidades superior e inferior en los torniquetes donde se indujé isquemia al
insuflar los torniquetes neumaticos hasta obtener una presion de 350+10 mmHg. La
isquemia se mantuvo durante 120 minutos y 10 minutos antes de que se liberara la
presion de los torniquetes para inducir la reperfusion, se aplicé 1 ml de DMSO
intraperitoneal; después de tres dias se realiz6 la diseccion de los musculos y se

colocaron los musculos en los transductores donde se midié por una hora la
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(@)

8)

sacudida simple, la tension tetanica y los indices de fatiga. Luego de este tiempo se
realiz6 eutanasia a los animales se obtuvieron muestras para futuras pruebas
histologicas.

Grupo isquemia reperfusion + dimetilsulféxido (DMSO) 7 dias I/R DMSO 7d,
(n=5): En este grupo se anestesié a los animales y luego se colocaron sus
extremidades superior e inferior en los torniquetes donde se indujé isquemia al
insuflar los torniquetes neumaticos hasta obtener una presion de 350+10 mmHg. La
isquemia se mantuvo durante 120 minutos y 10 minutos antes de que se liberara la
presion de los torniquetes para inducir la reperfusion, se aplicé 1 ml de DMSO
intraperitoneal; después de siete dias se realiz6 la diseccién de los musculos y se
colocaron los musculos en los transductores donde se midi6 por una hora la
sacudida simple, la tension tetanica y los indices de fatiga. Luego de este tiempo se
realiz6 eutanasia a los animales se obtuvieron muestras para futuras pruebas
histol6gicas.

Grupo isquemia reperfusion + dimetilsulféxido (DMSO) + curcumina 1 dia I/R
DMSO CURC 1d, (n=5): En este grupo se anestesio a los animales y luego se
colocaron sus extremidades superior e inferior en los torniquetes donde se indujé
isquemia al insuflar los torniquetes neuméticos hasta obtener una presion de
350+£10 mmHg. La isquemia se mantuvo durante 120 minutos y 10 minutos antes
de que se liberara la presién de los torniquetes para inducir la reperfusion, se aplico
CURCUMINA 100mg/kg en 1 ml de DMSO intraperitoneal; después de un dia se
realiz6 la diseccion de los musculos y se colocaron los muasculos en los
transductores donde se midi6 por una hora la sacudida simple, la tension tetanica y
los indices de fatiga. Luego de este tiempo se realizé eutanasia a los animales se

obtuvieron muestras para futuras pruebas histoldgicas.
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(9) Grupo isquemia reperfusion + dimetilsulféxido (MDSO) + curcumina 3 dias I/R
DMSO CURC 3d, (n=5): En este grupo se anestesio a los animales y luego se
colocaron sus extremidades superior e inferior en los torniquetes donde se indujo
isquemia al insuflar los torniquetes neumaticos hasta obtener una presion de
350+10 mmHg. La isquemia se mantuvo durante 120 minutos y 10 minutos antes
de que se liberara la presién de los torniquetes para inducir la reperfusion, se aplicé
CURCUMINA 100mg/kg en 1 ml de DMSO intraperitoneal; después de tres dias se
realiz6 la diseccion de los musculos y se colocaron los muasculos en los
transductores donde se midi6 por una hora la sacudida simple, la tension tetanica y
los indices de fatiga. Luego de este tiempo se realizé eutanasia a los animales se
obtuvieron muestras para futuras pruebas histologicas.

(10) Grupo isquemia reperfusion + dimetilsulfoxido (MDSO) + curcumina 7 dias I/R
DMSO CURC 7d, (n=5): En este grupo se anestesio a los animales y luego se
colocaron sus extremidades superior e inferior en los torniquetes donde se indujo
isquemia al insuflar los torniquetes neumaticos hasta obtener una presion de
350+10 mmHg. La isquemia se mantuvo durante 120 minutos y 10 minutos antes
de que se liberara la presion de los torniquetes para inducir la reperfusion, se aplico
CURCUMINA 100mg/kg en 1 ml de DMSO intraperitoneal; después de siete dias
se realizd la diseccion de los muisculos y se colocaron los musculos en los
transductores donde se midié por una hora la sacudida simple, la tensién tetanica y
los indices de fatiga. Luego de este tiempo se realizé eutanasia a los animales se

obtuvieron muestras para futuras pruebas histolégicas.
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Disefio del Estudio

CONTROL
n=5

ISQUEMIA REPERFUSION

" @ OO0
n=5 n=5 n=>5

1 3 7

FUNCION MUSCULAR

I/R+ DMS0D

I/R+ DMSO0 + CURC

Dias

Esquema 1. Disefio del estudio experimental. Previo aval de comité de ética
animal de universidad ICESI y procedimiento de anestesia, en ratas wistar adulto
machos, se separé un grupo control (que no recibi6é isquemia reperfusion) y 3
grandes grupos experimentales: un grupo que recibi6 Unicamente isquemia
reperfusion (I/R), un grupo que recibi6 isquemia reperfusion + el vehiculo en el que
se diluy6 curcumina, esto es, dimetil sulféxido (I/R+DMSO) y un grupo que recibio
isquemia reperfusion + DMSO y curcumina 100mg/kg intraperitoneales
(I/R+DMSO+CURC) que recibieron isquemia de dos horas en extremidades
anterior (musculo ERLC-glucolitico) y posterior (musculo soleo-oxidativo). A su
vez, cada uno de estos grupos experimentales se dividié en tres subgrupos de
acuerdo a su tiempo de reperfusion (recuperacion), de 1 dia, 3 dias y 7 dias.
Posterior al tiempo de recuperacion se midio la funcién muscular como ya fue
descrito y se procedi6 al sacrificio de los biomodelos
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Andlisis estadistico

Para cada grupo experimental (por condicidon de grupo y musculo) se verifico la
normalidad de las variables numéricas por medio de la prueba de Shapiro-Wilk. En
términos generales, se validd este supuesto (Anexo 2) por lo que estas variables fueron

resumidas con el promedio y la desviacion estandar de la media (DE).

Para determinar diferencias entre los 10 grupos experimentales, en las variables
numéricas con seguimiento en el tiempo (fatiga 5 minutos y fatiga 10 minutos), se
realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas. El supuesto de
esfericidad (similar a la igualdad de varianzas en la ANOVA unifactorial) fue evaluado
por medio de la Prueba de esfericidad de Mauchly. Las pruebas de comparaciones

multiples post-anova incluyeron la prueba de Bonferroni y Duncan.

Para las variables numéricas sin seguimiento en el tiempo (fuerza méxima en sacudida
simple, tiempo de latencia, tasa maxima de contraccion en sacudida simple, tasa
maxima de relajacion en sacudida simple , fuerza maxima en contraccion tetanica, tasa
maxima de contraccion tetanica, fatiga en tétanos ) las comparaciones entre los grupos
experimentales se hicieron por medio de una ANOVA de una via. Se validd la
homogeneidad de varianzas por medio de la prueba de Levene. Al igual que en la
ANOVA de medidas repetidas, las pruebas de comparaciones multiples utilizadas
fueron la prueba de Bonferroni y Duncan. Los resultados son presentados como
Promedio + Error estandar de la media y se consider6 un valor p<0,05_como limite de

significancia.
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Para las variables sin seguimiento en el tiempo se realizaron gréficas de Box Plot,
sefialandose los datos atipicos (que no pertenecen a la distribucién) como puntos en los

grupos experimentales en los que se encontraron.

6. Resultados

6.1 Efecto de la curcumina en los pardmetros funcionales del musculo

extensor radial del carpo

Sacudida simple

Fuerza méxima de sacudida simple
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Gréfica 6. Comparacién entre los 10 grupos experimentales respecto a la fuerza
maxima de sacudida simple en musculo ERLC (los puntos aislados en la figura
demarcan mediciones atipicas tanto superiores como inferiores encontradas en
algunos grupos experimentales). Se encuentra en esta gréfica que la media de la fuerza
desarrollada por el muasculo ERLC en el grupo control (19,3320 g)  fue
significativamente mayor a la desarrollada por los grupos I/R 1d (7,9380 g), I/R DMSO
1d (6,0100 @), e I/R DMSO CURC 1d (5,2780 g). No se encontraron diferencias
significativas entre la media de la fuerza desarrollada por el grupo control y los grupos
I/R 7d (20,2840 g), I/R DMSO 7d (20,6440 g), I/R DMSO CURC 3d (13,3700 g) e I/R
DMSO CURC 7d (21,2017 g). Las medias de los grupos I/R DMSO 3d (9,1060 g) y
I/R 3d (8,1725 g), aunque estadisticamente tienen valores de p mayores a 0,05 (0,058 y
0,077 respectivamente) y por tanto no tendrian diferencias con el grupo control, se

consideraron en el presente trabajo como medidas marginales.
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Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion, no se encontraron diferencias
significativas entre la media de la fuerza desarrollada por los grupos I/R 1d, I/R DMSO

1d e I/R DMSO CURC 1d.

Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacion, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos I/R 3d, I/R DMSO 3d e I/R DMSO CURC 3
d. Es importante aclarar en este punto que el grupo I/R DMSO CURC 3d, pese a que no
muestra diferencia significativa con el grupo control (p=1.0) en esta variable, tampoco
muestra diferencia significativa con los otros grupos de recuperacion a los tres dias,
asunto que podria explicarse porque este grupo experimental (I/R DMSO CURC 3d),

tiene la desviacion tipica mas alta de todos los grupos para esta variable (7,92635 g).

Entre los grupos experimentales de 7 dias de recuperacién, no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.

Tiempo de latencia
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Gréfica 7. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto el tiempo en
segundos que tarda en iniciar la pendiente de ascenso tras la sacudida simple en
musculo ERLC (los puntos aislados en la figura demarcan mediciones atipicas
tanto superiores como inferiores encontradas en algunos grupos experimentales).
Se encuentra en esta grafica que la media del tiempo en segundos que tarda en iniciar la
pendiente de ascenso tras la sacudida simple en el misculo ERLC en el grupo control
(3,9 ms) no tuvo diferencias significativas con ninguno de los otros grupos

experimentales

No se encontrd diferencia significativa entre los grupos que tuvieron 1 dia de
recuperacion (I/R 1d, I/R DMSO 1d, I/R DMSO CURC 1d), tampoco entre los grupos
que tuvieron 3 dias de recuperacion (I/R 3d, I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 3d), ni

entre los grupos que tuvieron 7 dias de recuperacion (I/R 7d, I/R DMSO 7d, I/R DMSO

CURC 7d).
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Tasa méxima de contraccién en sacudida simple
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Gréfica 8. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto tasa maxima
de contraccion desarrollada durante la sacudida simple en musculo ERLC (los
puntos aislados en la figura demarcan mediciones atipicas tanto superiores como
inferiores encontradas en algunos grupos experimentales). Se encuentra en esta
grafica que la tasa maxima de contraccion desarrollada durante la sacudida simple del
musculo ERLC en el grupo control (2228,3 g/s) fue significativamente mayor a la
desarrollada por los grupos I/R 1d (930,8300 g/s), I/R 3d (796,1775 g/s), I/R DMSO 1d
(707,0800 g/s), I/R DMSO 3d (950,3540 g/s) e I/R DMSO CURC 1d (672,7000 g/s).
No se encontraron diferencias significativas entre la media de la pendiente de ascenso
del grupo control y los grupos I/R 7d (1967,1400 g/s), I/R DMSO 7d (2172,5200 g/s),

I/R DMSO CURC 3d (1431,2960 g/s) e I/R DMSO CURC 7d (1851,4667 g/s).
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Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion, no se encontraron diferencias
significativas en la media de la pendiente de ascenso entre los grupos I/R 1d, I/R DMSO

1d e I/R DMSO CURC 1d.

Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacion, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos I/R 3d, I/R DMSO 3d e I/R DMSO CURC 3
d. Al igual que para la variable anteriormente descrita, el grupo I/R DMSO CURC 3d,
pese a que no muestra diferencia significativa con el grupo control, tampoco muestra
diferencia significativa con los otros grupos de recuperacion a los tres dias, asunto que
podria explicarse porque este grupo experimental (/R DMSO CURC 3d), tiene una
desviacion tipica alta (731,88464 g/s ), la segunda més alta de todos los grupos para esta

variable, después del grupo I/R DMSO 7d.

Entre los grupos experimentales de 7 dias de recuperacion, no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.

Tasa méxima de relajacion en sacudida simple
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Gréfica 9. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto tasa méxima
de relajacion desarrollada durante la sacudida simple en musculo ERLC (los
puntos aislados en la figura demarcan mediciones atipicas tanto superiores como
inferiores encontradas en algunos grupos experimentales).. Se encuentra en esta
grafica que la tasa maxima de relajacion desarrollada durante la sacudida simple del
musculo ERLC en el grupo control (-1113,0660 g/s) fue significativamente mayor a la
desarrollada por los grupos I/R 1d (-394,0500 g/s), I/R 3d (-315,7600 g/s), I/R DMSO
1d (-275,1380 g/s), I/R DMSO 3d (-423,2860 g/s) e I/R DMSO CURC 1d (-266,3220
0/s). No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y los grupos I/R
7d (-843,3920 g/s), I/R DMSO 7d (-947,7480 g/s), /R DMSO CURC 3d (-583,1260

g/s) e I/R DMSO CURC 7d (-916,8883 g/s).

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacién, no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos I/R 1d, I/R DMSO 1d e I/R DMSO CURC 1d.
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Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacion, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos I/R 3d, I/R DMSO 3d e I/R DMSO CURC 3
d. Al igual que para las variable anteriormente descrita, el grupo I/R DMSO CURC 3d,
pese a que no muestra diferencia significativa con el grupo control, tampoco muestra
diferencia significativa con los otros grupos de recuperacion a los tres dias, asunto que
podria explicarse porque este grupo experimental (/R DMSO CURC 3d), tiene una

desviacion tipica alta (334,79802 g/s ).

Entre los grupos experimentales de 7 dias de recuperacién, no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.

Tétanos

Fuerza maxima en contraccion tetanica
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Gréfica 10. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto a la fuerza
maxima durante la estimulacion tetanica en musculo ERLC (los puntos aislados en

la figura demarcan mediciones atipicas tanto superiores como inferiores
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encontradas en algunos grupos experimentales). Se encuentra en esta grafica que la
media de la fuerza méxima durante la estimulacion tetanica del musculo ERLC en el
grupo control (167,8 g) fue significativamente mayor a la desarrollada por todos los

grupos experimentales, a excepcién del grupo I/R DMSO 7d.

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion, no se encontraron diferencias
significativas en la media de la fuerza maxima entre los grupos I/R 1d, I/R DMSO 1d e

I/R DMSO CURC 1d.

Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacién, no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos I/R 3d, I/R DMSO 3d e I/R DMSO CURC 3d.

Entre los grupos experimentales de 7 dias de recuperacién, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.
Aunque por la prueba de Bonferroni el grupo I/R DMSO 7d fue el Gnico grupo que no
mostrd diferencia significativa con el control en esta variable, tampoco se encuentran
por dicha prueba diferencias entre I/R DMSO 7d y los otros grupos experimentales que
tuvieron recuperacion por 7 dias. Se observa por la prueba de Duncan que pese al
resultado obtenido por la prueba de Bonferroni, el grupo control no se encuentra en el

mismo cluster que el grupo I/R DMSO 7d.

Tasa maxima de contraccion tetanica
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Gréfica 11. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto a la tasa
méaxima de contraccion desarrollada durante la estimulacion tetanica en masculo
ERLC (los puntos aislados en la figura demarcan mediciones atipicas tanto
superiores como inferiores encontradas en algunos grupos experimentales). Se
encuentra en esta grafica que la tasa maxima de contracciéon desarrollada durante la
estimulacion tetanica del muasculo ERLC en el grupo control (3146,0 g/s) fue
significativamente mayor a la desarrollada por todos los grupos experimentales a

excepcién del grupo I/R DMSO 7d.

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion, no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos I/R 1d, I/R DMSO 1d e I/R DMSO CURC 1d.

Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacion, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos I/R 3d, I/R DMSO 3d e I/R DMSO CURC 3

d.
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Entre los grupos experimentales de 7 dias de recuperacion, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.
Al igual que para la variable anteriormente descrita y aunque por la prueba de
Bonferroni el grupo I/R DMSO 7d fue el Unico grupo que no mostré diferencia
significativa con el control en esta variable, tampoco se encuentran por dicha prueba
diferencias entre I/R DMSO 7d y los otros grupos experimentales que tuvieron
recuperacion por 7 dias. Se observa por la prueba de Duncan que pese al resultado
obtenido por la prueba de Bonferroni, el grupo control no se encuentra en el mismo

cluster que el grupo I/R DMSO 7d.

Fatiga en contraccion tetanica
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Gréfica 12. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto a la Fatiga
en contraccion tetanica (tiempo en segundos en el cual la fuerza cae en un 50% de
la fuerza maxima) en musculo ERLC (los puntos aislados en la figura demarcan

mediciones atipicas tanto superiores como inferiores encontradas en algunos
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grupos experimentales). Se encuentra en esta grafica que el tiempo en segundos cae en
un 50% en muasculo ERLC en el grupo control (9,19 s) no presentd diferencias

significativas con ninguno de los otros grupos experimentales.

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacidn, se encontrd que la media del
grupo I/R 1d (12,75 s), fue significativamente mayor a las de los grupos I/R DMSO
CURC 1d (8,33 s) e I/R DMSO 1d (7,98 s), viendose que estos dos ultimos grupos no

tuvieron diferencias entre si.

Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacién, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos I/R 3d, I/R DMSO 3d e I/R DMSO CURC 3
d. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales de

7 dias de recuperacion (I/R 7d, I/R DMSO 7d, I/R DMSO CURC 7d).

Variables numéricas con seguimiento en el tiempo en musculo extensor radial del

carpo (ERLC)

Tiempos de fatiga
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o
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o = CONTROL
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63



Gréfica 13. Comparacién entre los 10 grupos experimentales respecto a la caida
continua de la fuerza tras una estimulacion constante, en un tiempo de 10 minutos
en musculo ERLC. Se encuentra en esta grafica que la caida continua de la fuerza tras
una estimulacion constante, en un tiempo de 10 minutos en el misculo ERLC en el
grupo control fue significativamente menor que en los grupos I/R 1d, I/R 3d, I/R DMSO
1d, I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 1d e I/R DMSO CURC 3d; encontrandose que no
hubo diferencia significativa en la caida de la fuerza entre el grupo control y los grupos

I/R 7d, /R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion (I/R 1d, I/R DMSO 1d, I/R
DMSO CURC 1d), se encontré que no hubo diferencia significativa respecto a esta
variable, tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos de 3 dias de
recuperacion (I/R 3d, I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 3d) ni entre los grupos de 7 dias

de recuperacion (I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d).
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Gréfica 14. Comparacién entre los 10 grupos experimentales respecto a la caida
continua de la fuerza tras una estimulacién constante, en un tiempo de 5 minutos
en musculo ERLC. Se encuentra en esta grafica que la caida continua de la fuerza tras
una estimulacion constante, en un tiempo de 5 minutos en el misculo ERLC en el grupo
control fue significativamente menor que en los grupos I/R 1d, I/R 3d, I/R DMSO 1d,
I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 1d, I/R DMSO CURC 3d e I/R DMSO CURC 7d
encontrandose que no hubo diferencia significativa en la caida de la fuerza entre el

grupo control y los grupos I/R 7d e I/R DMSO 7d.

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion (I/R 1d, I/R DMSO 1d, I/R
DMSO CURC 1d), se encontré que no hubo diferencia significativa respecto a esta
variable, tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos de 3 dias de
recuperacion (I/R 3d, I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 3d) ni entre los grupos de 7 dias

de recuperacion (I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d).
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6.2 Efecto de la curcumina en parametros funcionales del musculo soleo

Sacudida simple

Fuerza maxima en sacudida simple
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Gréfica 15. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto a la fuerza
maxima de sacudida simple en musculo soleo (los puntos aislados en la figura
demarcan mediciones atipicas tanto superiores como inferiores encontradas en
algunos grupos experimentales). Se encuentra en esta gréfica que la media de la fuerza
maxima desarrollada en una sacudida simple por el musculo soleo en el grupo control
(10,9480 g) fue significativamente mayor a la desarrollada por los grupos I/R 1d
(5,5840 g), I/R 3d (2,1475 g), I/R DMSO 1d (2,2920 g), I/R DMSO 3d (2,5920 g) e I/R

DMSO CURC 1d (4,0560g). No se encontraron diferencias significativas entre la
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media de la fuerza desarrollada por el grupo control y los grupos I/R 7d ( 9,3980 g), I/R

DMSO 7d (7,6920 g), I/R DMSO CURC 3d (7,8320 g) e I/R DMSO CURC 7d (7,4467

9)-

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion, no se encontraron diferencias
significativas entre la media de la fuerza desarrollada por los grupos I/R 1d, I/R DMSO

1d e I/R DMSO CURC 1d.

Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacién, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos I/R 3d, I/R DMSO 3d e I/R DMSO CURC 3
d. Es importante aclarar en este punto que el grupo I/R DMSO CURC 3d, pese a que no
muestra diferencia significativa con el grupo control en esta variable, tampoco muestra
diferencia significativa con los otros grupos de recuperacion a los tres dias, asunto que
podria explicarse porque este grupo experimental (/R DMSO CURC 3d), tiene la

desviacion tipica mas alta de todos los grupos para esta variable (3,51630 g).

Entre los grupos experimentales de 7 dias de recuperacién, no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.

Tiempo de latencia
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Gréfica 16. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto el tiempo
en segundos que tarda en iniciar la pendiente de ascenso tras la sacudida simple
en musculo soleo (los puntos aislados en la figura demarcan mediciones atipicas
tanto superiores como inferiores encontradas en algunos grupos experimentales).
Se encuentra en esta grafica que el tiempo en segundos que tarda en iniciar la
pendiente de ascenso tras la sacudida simple en el mdsculo soleo en el grupo control es
de (6,0 ms) no tuvo diferencias significativas con ninguno de los otros grupos

experimentales.

No se encontré diferencia significativa entre los grupos que tuvieron 1 dia de
recuperacion (I/R 1d, I/R DMSO 1d, I/R DMSO CURC 1d), tampoco entre los grupos
que tuvieron 3 dias de recuperacion (I/R 3d, I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 3d), ni
entre los grupos que tuvieron 7 dias de recuperacion (I/R 7d, I/R DMSO 7d, I/R DMSO

CURC 7d).
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Tasa maxima de contraccién en sacudida simple
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Gréfica 17. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto tasa maxima
de contraccion desarrollada durante la sacudida simple en musculo soleo (los
puntos aislados en la figura demarcan mediciones atipicas tanto superiores como
inferiores encontradas en algunos grupos experimentales). Se encuentra en esta
grafica que la pendiente de ascenso de la fuerza desarrollada durante la sacudida simple
del masculo soleo en el grupo control (466,1440 g/s) fue significativamente mayor a la
desarrollada por los grupos I/R 1d (194,04g/s), I/R 3d (72,7150 g/s), I/R DMSO 1d
(141,1560 g/s) e I/R DMSO 3d (130,0260 g/s); encontrandose que no hubo diferencias
significativas entre la media del grupo control y los grupos I/R 7d (275,0180g/s), I/R
DMSO 7d (256,4820g/s), I/R DMSO CURC 1d (227,1940g/s), /R DMSO CURC 3d

(323,9560g/s) e I/R DMSO CURC 7d (240,7533 g/s)
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Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacién (I/R 1d, I/R DMSO 1d, I/R
DMSO CURC 1d), se encontré que no hubo diferencia significativa respecto a esta
variable, tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos de 3 dias de
recuperacion (I/R 3d, I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 3d) ni entre los grupos de 7 dias

de recuperacion (I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d).

Tasa méxima de relajacion en sacudida simple
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Gréfica 18. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto tasa maxima
de relajacion desarrollada durante la sacudida simple en musculo (los puntos
aislados en la figura demarcan mediciones atipicas tanto superiores como
inferiores encontradas en algunos grupos experimentales). Se encuentra en esta
grafica que la pendiente de descenso de la fuerza desarrollada durante la sacudida
simple del musculo soleo en el grupo control (-249,1120 g/s) no tuvo diferencias

significativas con ninguno de los otros grupos experimentales.
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Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacién (I/R 1d, I/R DMSO 1d, I/R
DMSO CURC 1d), se encontré que no hubo diferencia significativa respecto a esta
variable, tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos de 3 dias de
recuperacion (I/R 3d, I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 3d) ni entre los grupos de 7 dias

de recuperacion (I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d).

Tétanos

Fuerza maxima en contraccion tetanica
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Gréfica 19. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto a la fuerza
maxima durante la estimulacién tetanica en musculo soleo (los puntos aislados en
la figura demarcan mediciones atipicas tanto superiores como inferiores
encontradas en algunos grupos experimentales). Se encuentra en esta grafica que la

media de la fuerza maxima desarrollada durante la estimulacién tetanica del musculo
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soleo en el grupo control (96,890 g) fue significativamente mayor a la desarrollada por
todos los grupos experimentales, a excepcion los grupos I/R 7d (66,7604 g) e I/R

DMSO 7d (63,832 g).

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion, no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos I/R 1d, I/R DMSO 1d e I/R DMSO CURC 1d.

Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacion, se encontr6 que la media del
grupo I/R DMSO CURC 3d (63,280q) fue significativamente mayor a la desarrollada

por los grupos I/R 3d (13,2980g) e I/R DMSO 3d (21,294160 g).

Entre los grupos experimentales de 7 dias de recuperacién, no se encontraron
diferencias significativas en la media de la pendiente de ascenso entre los grupos I/R 7d,

I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.
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Gréfica 20. Comparacién entre los 10 grupos experimentales respecto a la tasa
méxima de contraccion desarrollada durante la estimulacion tetanica en musculo
soleo (los puntos aislados en la figura demarcan mediciones atipicas tanto
superiores como inferiores encontradas en algunos grupos experimentales). Se
encuentra en esta grafica que la pendiente de ascenso de la fuerza desarrollada durante
la estimulacién tetanica del musculo soleo en el grupo control (543,04 g/s) fue
significativamente mayor a la desarrollada por los grupos experimentales I/R 1d
(205,6124 g/s), 1/R 3d (72,085 g/s), I/R DMSO 1d (270,2672g/s) e I/R DMSO 3d
(102,70208 g/s); encontrandose que no tuvo diferencias significativas con los grupos
I/R 7d (368,368 g/s), I/R DMSO 7d (318,648 g/s), /R DMSO CURC 1d (362,5512 g/s),

I/R DMSO CURC 3d (486,57 g/s) e I/R DMSO CURC 7d (342,1694 gs).

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion, no se encontraron diferencias
significativas en la media de la tasa maxima de contraccion tetanica entre los grupos I/R

1d, I/R DMSO 1d e I/R DMSO CURC 1d.

Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacién, la media del grupo I/R
DMSO CURC 3d (362,5512 g/s) fue significativamente mayor a la desarrollada por los

grupos I/R 3d (72,08 g/s) e I/R DMSO 3d (102,702g/s).

Entre los grupos experimentales de 7 dias de recuperacién, no se encontraron
diferencias significativas en la media de la pendiente de ascenso entre los grupos I/R 7d,

I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.

Fatiga en contraccién tetanica
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Gréfica 21. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto a la Fatiga
en contraccion tetanica (tiempo en segundos en el cual la fuerza cae en un 70% de
la fuerza méaxima) en musculo soleo (los puntos aislados en la figura demarcan
mediciones atipicas tanto superiores como inferiores encontradas en algunos
grupos experimentales) Se encuentra en esta grafica que el tiempo en disminuir un
70% la fuerza inicial del masculo soleo en el grupo control (54,9 s) presentd diferencias
significativas con todos los grupos experimentales, a excepcion del grupo I/R DMSO 7d

(45,15).

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacion, no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos I/R 1d, I/R DMSO 1d e I/R DMSO CURC 1d.

Entre los grupos experimentales de 3 dias de recuperacién, la media del grupo I/R
DMSO CURC 3d (33,8 s) fue significativamente mayor a la desarrollada por los grupos

I/R 3d (10,1 s) e I/R DMSO 3d (13,50 s)
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Entre los grupos experimentales de 7 dias de recuperacion, no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d.

Variables numéricas con seguimiento en el tiempo en musculo soleo
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Gréfica 22. Comparacion entre los 10 grupos experimentales respecto a la caida
continua de la fuerza tras una estimulacion constante, en un tiempo de 10 minutos
en musculo soleo. Se encuentra en esta grafica que la caida continua de la fuerza tras
una estimulacién constante, en un tiempo de 10 minutos en el muasculo soleo en el grupo
control fue significativamente menor que en los grupos I/R 3d, I/R DMSO 1d, I/R
DMSO 3d, I/R DMSO CURC 1d; encontrandose que no hubo diferencia significativa en
la caida de la fuerza entre el grupo control y los grupos I/R 1d, I/R 7d, I/R DMSO 7d,

I/R DMSO CURC 3d e I/R DMSO CURC 7d.
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Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacién (I/R 1d, I/R DMSO 1d, I/R
DMSO CURC 1d), se encontré que no hubo diferencia significativa respecto a esta
variable, tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos de 3 dias de
recuperacion (I/R 3d, I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 3d) ni entre los grupos de 7 dias

de recuperacion (I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d).

Tiempo de fatiga 5 minutos
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Gréfica 23. Comparacién entre los 10 grupos experimentales respecto a la caida
continua de la fuerza tras una estimulacion constante, en un tiempo de 10 minutos
en musculo soleo Se encuentra en esta grafica que la caida continua de la fuerza tras
una estimulacién constante, en un tiempo de 5 minutos en el misculo soleo en el grupo
control fue significativamente menor que en todos los grupos experimentales a

excepcion de los grupos I/R 3d e I/R DMSO 1d.

Entre los grupos experimentales de 1 dia de recuperacién (I/R 1d, I/R DMSO 1d, I/R
DMSO CURC 1d), se encontréd que no hubo diferencia significativa respecto a esta
variable, tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos de 3 dias de
recuperacion (I/R 3d, I/R DMSO 3d, I/R DMSO CURC 3d) ni entre los grupos de 7 dias
de recuperacion (I/R 7d, I/R DMSO 7d e I/R DMSO CURC 7d).
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6.3 Comparacion de los efectos de la curcumina en los parametros funcionales
entre el masculos soleoy el extensor radial del carpo

Fuerza maxima Tasa méaxima de contraccién Tasa méxima de relajacién Tiempo de latencia
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Comparacion sacudida simple

Gréfica 24. Comparacion en sacudida simple masculos ERLC y soleo. Se observa
que el muasculo ERLC desarrolla mas fuerza (19,3320 g), mayor tasa maxima de
contraccion (2228,3000 g/s) y de relajacion (-1113,0660 g/s ) que el musculo soleo
(10,9480 g, 466,1440 g/s y -249,1120 g/s respectivamente), al ser el masculo ERLC
predominantemente glucolitico (rapido) y el soleo predominantemente oxidativo (lento).

Comparacién contraccidn tetanica
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Gréfica 25. Comparacion en contraccion tetanica entre ERLC y soleo. Igualmente,
para tetanos el misculo ERLC alcanza valores mas altos de fuerza méaxima (167,8 g) y
de tasa méxima de contraccion (3146) que el musculo soleo (96,89 g y 543 gfs
respectivamente), al ser el ERLC de predominio glucolitico (rapido) Vs. El soleo (de
predominio oxidativo o lento).
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Efecto de laisquemia sobre la
fuerza maxima tetanica
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Gréfica 26. Comparacion del efecto de la isquemia sobre la fuerza maxima
desarrollada por los musculos ERLC y soleo tras estimulacién tetanica. * Diferencia
significativa (p<0,05) frente al grupo control. Se observa que para el masculo ERLC
hubo diferencia significativa en el desarrollo de la fuerza maxima frente al grupo control
después de 1 dia (desarrollando el 46% de fuerza en comparacion con el control), 3 dias
(desarrollando el 24% de fuerza en comparacion con el control) y 7 dias (desarrollando el
63% de fuerza en comparacion con el control). Para el misculo soleo se encontré hubo
diferencia significativa en el desarrollo de la fuerza maxima frente al grupo control después
de 1 dia (desarrollando el 43% de fuerza en comparaciéon con el control) y 3 dias
(desarrollando el 14% de fuerza en comparacion con el control), mientras que no se
encontrd diferencia significativa frente al grupo control después de 7 dias de reperfusion

(desarrollando el 69% de fuerza en comparacion con el control).
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Efecto de laisquemia mas curcumina sobre la
fuerza maxima tetanica
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Gréfica 27. Comparacién del efecto de la administracion de curcumina sobre la fuerza
maxima desarrollada por los misculos ERLC y soleo tras estimulacion tetanica. *
Diferencia significativa (p<0,05) entre musculo extensor y soleo. Se observa, después de
1 dia de reperfusion, que tras la administracion de curcumina, la fuerza méxima desarrollada
por el masculo ERLC (40% respecto a la desarrollada por el grupo control) y por el
musculo soleo (32% respecto a la desarrollada por el grupo control), no presentan
diferencias significativas. Después de 3 dias de reperfusion la fuerza méxima desarrollada
por el masculo ERLC (30% respecto a la desarrollada por el grupo control) y por el
musculo soleo (65% respecto a la desarrollada por el grupo control), presentaron diferencias
significativas. Después de 7 dias de reperfusion,la fuerza maxima desarrollada por el
musculo ERLC (58% respecto a la desarrollada por el grupo control) y por el masculo soleo
(56% respecto a la desarrollada por el grupo control), no presentan diferencias

significativas.
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Efecto de la isquemia sobre la Efecto de la isqguemia mas curcumina sobre la
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Grafica 28. Efecto comparativo de la isquemia sobre la tasa méxima de contraccion
tetanica en musculos ERLC y soleo con y sin aplicacion de curcumina después de 1,3y
7 dias post reperfusion. (* diferencias significativas con el grupo control, +diferencias
significativas entre musculos, p significativa <0.05). Se observa que tras la isquemia hay
disminucién de la tasa maxima de contraccién tetanica significativa respecto al grupo
control en todos los dias de reperfusion para ambos tipos de misculo, con especial caida al
tercer dia (69% para el misculo ERLC y 87% para el masculo soleo respecto al grupo
control). Tras la administracion de curcumina se encuentra diferencia significativa entre los
musculos ERLC vy soleo al tercer dia de reperfusion (caida del soleo 33% y del ERLC del

57% respecto al grupo control).

7. Discusion

Recuperaciéon del musculo glucolitico y oxidativo posterior a la lesién por isquemia

reperfusion.

Aunque se ha reportado en la literatura que tras la lesién por isquemia reperfusion se

manifiesta dafio histologico progresivo, observandose que después de una isquemia de 4
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horas se encuentra a las 24 horas de reperfusion infiltrado inflamatorio intenso en el
endomisio y el perimisio y tras 72 horas de reperfusién se han observado areas con
infiltrado inflamatorio y fibras musculares en diferentes estados de necrosis y
fagocitosis [14], no existen reportes en la literatura de los cambios en el tiempo de la

funcién muscular después de la lesion por isquemia reperfusion.

En cuanto a la sacudida simple, en nuestro trabajo encontramos que después de un dia
de reperfusion tras una isquemia de dos horas de duracién, tanto en el misculo ERLC
como en el masculo soleo hubo una disminucidn de la fuerza maxima, siendo la fuerza
méxima en ERLC de 41% y en soleo del 51% respecto a la del control_—También se
observé que para la tasa méxima de contraccion, hubo una caida tanto en el ERLC y en
el soleo, desarrollando ambos s6lo un 42% respecto a la del control_. Para la tasa
maxima de relajacion se evidencié una caida frente al control del 35% para el ERLC,
mientras que en el musculo soleo, fue del 27% respecto a la del control. En cuanto al
tiempo de latencia, no se encontraron diferencias significativas respecto al grupo control
ni para el ERLC ni para el soleo. Con lo anterior se concluye que tras la isquemia y un
dia de recuperacion, el musculo glucolitico se vio mas afectado que el musculo
oxidativo en la respuesta funcional de sacudida simple, correspondiendo con las
observaciones de que el musculo glucolitico tiene un mayor escape de ROS
mitocondriales y una capacidad antioxidante inferior a la del musculo soleo [23].

A los tres dias de reperfusién tras una isquemia de 2 horas, encontramos en nuestro
trabajo que en el muisculo ERLC no hubo diferencia significativa en la fuerza méaxima
respecto al grupo control, aunque con un valor de p de 0,056, que se considerd
marginal; en cambio en el musculo soleo, hubo una fuerza maxima de apenas un 20%

en comparacion con la fuerza desarrollada por el control. Con este hallazgo se sugiere
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que hay en el muasculo soleo una correspondencia con los hallazgos histolégicos
reportados a las 72 horas [14], mientras que el musculo extensor alcanzaria una fuerza
maxima mas cercana al control. Para la tasa méxima de contraccion, la fuerza
desarrollada por el ERLC fue del 35% vy la del soleo del 15% respecto a la desarrollada
por el control, siendo consistente este hallazgo con el empeoramiento a los tres dias de
la fuerza méaxima alcanzada por el soleo reportada anteriormente. Para la tasa maxima
de relajacion se evidenci6 una caida frente al control del 72% para el ERLC, mientras
que en el musculo soleo, no hubo diferencias con el control. En cuanto al tiempo de
latencia, no se encontraron diferencias significativas respecto al grupo control ni para el
ERLC ni para el soleo. Se observa entonces que después de tres dias de reperfusion, hay
un mayor compromiso en el musculo oxidativo que en el musculo glucolitico,
sugiriendo que hay en el musculo soleo una correspondencia con los hallazgos

histolégicos reportados a las 72 horas [14].

A los siete dias de reperfusion, tras una isquemia de 2 horas, encontramos en nuestro
trabajo que no hubo diferencias frente al grupo control ni en el misculo ERLC ni en el
musculo soleo en las variables: fuerza maxima, tasa méxima de contraccion, tasa
maxima de relajacion y tiempo de latencia, con lo que podria inferirse que a los siete
dias de reperfusion, la recuperacién en la sacudida simple en ambos musculos no
presentd diferencias significativas con el grupo control; esta informacién la
consideramos de relevancia, dado el déficit de publicaciones al respecto de la
temporalidad en el dafio funcional del musculo esquelético tras la lesion por isquemia

reperfusion.
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En cuanto a la estimulacion tetanica, encontramos en nuestro trabajo que después de
un dia de reperfusion tras una isquemia de dos horas de duracion, tanto en el muasculo
ERLC como en el musculo soleo hubo una disminucion de la fuerza maxima, siendo la
la fuerza maxima en ERLC de 46% y la del soleo de 43% respecto a la desarrollada por
el control. También se observé que para la tasa maxima de contraccién, que tanto en el
ERLC como en el soleo, desarrollaron fuerza significativamente menor a la del control
43% y el 38% respectivamente frente a la desarrollada por control. En cuanto a la fatiga
en contraccion tetdnica, encontramos diferencia significativa frente al grupo control
para el masculo soleo, con una caida 56% mas réapida en el tiempo, mientras que para el
musculo ERLC no encontramos diferencias significativas frente al control.

A diferencia de lo que observamos para sacudida simple después de un dia de
reperfusion, en la tensién tetdnica no se encuentran diferencias significativas entre
ambos masculos respecto a su respuesta funcional.

Después de tres dias de reperfusion tras una isquemia de dos horas de duracién, tanto en
el masculo ERLC como en el muasculo soleo hubo una disminucion de la fuerza
méaxima, siendo la fuerza maxima de ERLC del 24% la del soleo del 14% respecto a la
desarrollada por el control. También se observo que para la tasa maxima de contraccion,
la de ERLC y la del soleo fueron del 31% y el 13% respectivamente frente a la
desarrollada por el control. En cuanto a la fatiga en contraccidn tetanica, encontramos
diferencia significativa frente al grupo control para el musculo soleo, con una caida 82%
mas rapida en el tiempo, mientras que para el masculo ERLC no encontramos
diferencias significativas frente al control; corroborando que tres dias post lesién, el
efecto de la disminucidn de la fuerza es més pronunciado en musculo oxidativo que en

musculo glucolitico.
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Después de siete dias de reperfusién tras una isquemia de dos horas de duracion, se
encontr6 que para el musculo ERLC hubo diferencias significativas respecto a la fuerza
maxima (63% respecto a la desarrollada por el control) y tasa maxima de contraccion
tras la estimulacién tetanica (58% respecto a la desarrollada por el control), sin
diferencias respecto a la fatiga tras estimulacion tetanica. Para el musculo soleo en
cambio, se encontrd que no hubo diferencias significativas frente al control en cuanto a
fuerza méaxima desarrollada durante la estimulacion tetdnica, tasa maxima de
contraccion, ni en fatiga en contraccion tetanica.

Respecto al tiempo de fatiga 10 minutos, observamos en el musculo ERLC hubo
después de un dia de reperfusion, diferencia significativa entre el grupo I/R 1d y el
grupo control (mostrando el grupo I/R 1d mayor fatigabilidad), mientras que para el
musculo soleo esta diferencia no se observd. Después de tres dias de reperfusion hubo
diferencia significativa respecto al grupo control tanto por parte del ERLC como del
soleo, encontrandose en ambos mayor fatigabilidad. A los siete dias después de la
reperfusién, ni ERLC ni soleo mostraron diferencias significativas respecto en cuanto a
la fatigabilidad en este periodo de tiempo frente al control.

Respecto al tiempo de fatiga 5 minutos, observamos tanto en el mdsculo ERLC como
en el soleo, que hubo después de un dia de reperfusion, diferencia significativa entre el
grupo I/R 1d y el grupo control, mostrando los grupos I/R 1d mayor fatigabilidad.
Después de tres dias de reperfusion hubo diferencia significativa respecto al grupo
control por parte del ERLC (observandose mayor fatigabilidad en el grupo I/R 3d que el
control) mientras que esta diferencia no se observd para el soleo. A los siete dias
después de la reperfusién, el misculo ERLC no mostro diferencias significativas en
cuanto a su fatigabilidad respecto al grupo control, mientras que si se vieron estas

diferencias en el musculo soleo.
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Efecto del dimetil sulféxido sobre la funcién muscular

El dimetil sulféxido (DMSQ) es comunmente usado en estudios de musculo esquelético
como un antioxidante selectivo (DMSO actlia como atrapador de radicales hidroxilo) o
como un solvente para medicamentos. En 1994, Reid y colaboradores reportaron el
efecto de DMSO en las propiedades contractiles del diafragma de ratas, encontrando
que el DMSO disminuye las fuerza desarrollada durante una sacudida simple y
contraccion tetdnica submaxima, sin cambiar la fuerza desarrollada en contraccidn
tetanica maxima; estos efectos fueron dosis dependientes y fueron reversibles al lavarse
el DMSO [60].

Los autores exponen que el nivel endégeno de ROS influencia la contraccién del
musculo esquelético tanto de diafragma como de extremidades. Existe evidencia de que
los antioxidantes deprimen la fuerza desarrollada por el misculo no fatigado, lo que
sugiere que los ROS —en niveles bajos- presentes en el masculo no fatigado, podrian
ser esenciales para el acople excitacion contraccion [60]. En contraste, los antioxidantes
inhiben la caida de la fuerza que ocurre en la fatiga aguda, sugiriendo esto que durante
la fatiga hay sobre acumulacion de estos oxidantes reactivos que puede comprometer la
contraccion muscular. Los sitios intracelulares de la accion oxidante no se han definido
claramente, pero podrian incluir el canal de liberacién de calcio y/o la bomba SERCA
ATPasa, ya que cada uno de ellos tiene sensibilidad redox reversible [60].

Asi mismo, el DMSO tiene evidencia de inhibir la fatiga aguda, por lo que se equiparan
sus efectos a los de los compuestos antioxidantes exdgenos [60].

En nuestro trabajo utilizamos DMSO como vehiculo para curcumina ya que por ser la
curcumina un polifenol, tendria una mejor solubilidad que la que podria tener en

solucion salina. Asi mismo, utilizamos DMSO como compuesto Unico en los grupos I/R
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DMSO 1d, I/R DMSO 3d e I/R DMSO 7d, de modo que pudiéramos evidenciar si por
accion exclusiva del DMSO podriamos tener cambios en la funcién muscular después

de la lesion por isquemia reperfusion.

Con los datos previamente expuestos en nuestros resultados, no podemos observar
cambios consistentes en el desarrollo de la fuerza en sacudida simple, estimulacion
tetanica e indice de fatiga en 10 y 5 minutos en los misculos ERLC y soleo, tras la
aplicacion de DMSO Vs. La fuerza desarrollada tras la lesion por isquemia reperfusion

después de uno, tres y siete dias de recuperacion.

Efecto de la curcumina sobre la funcién muscular

En cuanto al efecto de la curcumina en el musculo ERLC sobre la sacudida simple,
encontramos que después de un dia de reperfusién tras una isquemia de 2 horas, no
hubo diferencias con los grupos I/R 1d e I/R DMSO 1d frente a la fuerza maxima
desarrollada, tasa maxima de contraccion, tasa maxima de relajacion y tiempo de
latencia.

En cuanto a la aplicacién de curcumina en el grupo que tuvo tres dias de reperfusion tras

dos horas de isquemia, el grupo I/R DMSO CURC 3d tampoco tuvo diferencias con los
grupos I/R 3d e I/R DMSO 3d frente a la fuerza maxima, tasa maxima de contraccion y
tasa maxima de relajacién. Resulta importante resaltar que el grupo I/R DMSO CURC
3d, tuvo para estas tres variables mencionadas, una desviacion tipica alta que podria
corresponder a un grado de lesion histolégica mayor reportado a las 72 horas [14]. No
encontramos tampoco diferencias entre el grupo I/R DMSO CURC 3d con los grupos

I/R 3d e I/R DMSO 3d frente a los tiempos de latencia.
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En cuanto a la aplicaciéon de curcumina en el grupo que tuvo siete dias de reperfusion
tras dos horas de isquemia, el grupo I/R DMSO CURC 7d tampoco tuvo diferencias con
los grupos I/R 7d e I/R DMSO 7d frente a la fuerza maxima, tasa maxima de
contraccion, tasa maxima de relajacion y tiempo de latencia, lo que podria sugerir que la
recuperacion completa de la fuerza desarrollada en la sacudida simple en el masculo
ERLC se alcanza sin la aplicacion de antioxidantes exégenos.

Respecto a la estimulacién tetanica en el masculo ERLC, encontramos que después de
un dia de reperfusion tras una isquemia de dos horas, para la fuerza maxima y la tasa
maxima de contraccion el grupo I/R DMSO CURC 1d no tuvo diferencias significativas
con los grupos I/R 1d e I/R DMSO 1d. En la fatiga por contraccién teténica
encontramos que el grupo I/R DMSO CURC 1d alcanzé la fatiga en un tiempo
significativamente menor que el grupo I/R 1d, mientras que no tuvo diferencias
significativas con el grupo I/R DMSO 1d.

En el grupo tratado con curcumina que tuvo tres dias de recuperacion, no encontramos

en este musculo diferencias significativas entre el grupo I/R DMSO CURC 3d y los
grupos I/R DMSO 3d e I/R 3d en cuanto a fuerza maxima, tasa maxima de contraccion
y fatiga tras la estimulacion tetanica.

No encontramos tampoco diferencias significativas entre el grupo tratado con
curcumina que tuvo siete dias de recuperacién (I/R DMSO CURC 7d), con los grupos
I/R 7d e I/R DMSO 7d frente a la fuerza méaxima, tasa maxima de contraccion y fatiga
tras la estimulacion teténica.

En cuanto al indice de fatiga en 10 minutos, encontramos que en el grupo tratado con
curcumina no hubo diferencias significativas frente a los grupos I/R e I/R DMSO

después de uno, tres y siete dias de reperfusion tras una isquemia de dos horas.
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Asi mismo, en cuanto al indice de fatiga en 5 minutos, tampoco encontramos
diferencias significativas entre el grupo tratado con curcumina y los grupos I/R e I/R
DMSO después de uno, tres y siete dias de reperfusion tras una isquemia de dos horas.

Con estos hallazgos podemos concluir que la aplicacion de curcumina en el muasculo
glucolitico que ha sufrido lesién por isquemia reperfusion, no genera cambios
significativos en la funcion muscular de la sacudida simple ni de la estimulacién

teténica, asi como tampoco en los indices de fatiga en 10 y 5 minutos.

En el caso del mUsculo soleo, encontramos que en la sacudida simple, el grupo tratado
con curcumina (I/R DMSO CURC 1d) que tuvo un dia de reperfusion después de dos
horas de isquemia, no tuvo diferencias significativas frente a los grupos I/R 1d e I/R
DMSO 1d, frente a la fuerza maxima, tasa maxima de contraccion, tasa méxima de
relajacion y tiempo de latencia.

En cuanto al grupo tratado con curcumina que tuvo tres dias de recuperacién tras dos
horas de isquemia, encontramos, para la fuerza maxima, que aungue no tuvo diferencias
significativas con los grupos I/R 3d e I/R DMSO 3d, tampoco las tuvo con el grupo
control (con una alta desviacion tipica, como se ha expuesto antes). Resulta importante
sefialar aqui, que mientras en el masculo ERLC no existian diferencias significativas
entre el grupo control y los grupos I/R 3d e I/R DMSO 3d (aunque con valores de p
marginales), en el misculo soleo si existen diferencias significativas entre el grupo
control y los grupos I/R 3d e I/R DMSO 3d (con valores de p de 0,0 y 0,0
respectivamente), mientras que entre el grupo control y el grupo I/R DMSO CURC 3d
no existen diferencias significativas (valor de p de 1,0). Aungque como se ha expuesto, el
grupo I/R DMSO CURC 3d tuvo una alta desviacion tipica, consideramos que es

factible que el grupo tratado con curcumina después de tres dias de reperfusion (que de
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acuerdo con lo que observamos anteriormente corresponderia al tiempo en que en el
musculo soleo tiene una caida de la fuerza en la sacudida simple mas pronunciada),
muestre una recuperacion frente a los grupos I/R 3d e I/R DMSO 3d, por el efecto
antioxidante descrito previamente para la curcumina, precisamente en el musculo soleo,
que por ser de naturaleza oxidativa y aunque estad descrito que cuenta con mayores
niveles de enzimas antioxidantes [23], dispone también de un mayor nimero de
mitocondrias [23], que como se han descrito antes, son el recurso mas importante en
musculo esquelético para la produccion de ROS. Adicionalmente, existe evidencia de
que la curcumina tiene afinidad por proteinas descritas anteriormente como redox
sensibles, que modificarian la fuerza muscular [28], entre ellas la NOS y la SERCA
ATPasa [61], existiendo evidencia de que curcumina podria aumentar la expresion y
actividad de SERCA ATPasa [62].

En cuanto a las otras variables de sacudida simple (tasa maxima de contraccion, tasa
méaxima de relajacion) asi como tiempo de latencia, no se encontraron diferencias
significativas entre el grupo tratado con curcumina que tuvo tres dias de recuperacién
tras isquemia de dos horas y los grupos I/R 3d e I/R DMSO 3d.

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado con curcumina
que tuvo recuperacion de siete dias tras isquemia de 2 horas y los grupos I/R 7d e I/R
DMSO 7d frente a la fuerza méaxima, tasa maxima de contraccion, tasa maxima de
relajacion y tiempo de latencia.

Respecto a la estimulacion tetanica, encontramos que el grupo tratado con curcumina
con un dia de recuperacion tras isquemia de dos horas, no tuvo diferencias con los
grupos I/R 1d e I/R DMSO 1d frente a la fuerza méaxima, tasa méaxima de contraccion y

fatiga tras estimulacion teténica.
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Después de tres dias de recuperacion tras isquemia de dos horas, el grupo tratado con
curcumina, desarrollé una fuerza maxima significativamente mayor a la desarrollada
por los grupos I/R 3d e I/R DMSO 3d. Cabe resaltar que a diferencia de lo encontrado
para la fuerza maxima desarrollada en sacudida simple, el grupo I/R DMSO CURC 3d
no presenta una alta desviacion tipica y por tanto se puede evidenciar de manera mas
directa, el posible efecto de la curcumina sobre la funcién del muasculo oxidativo,
precisamente en el tercer dia de recuperacion tras la isquemia.

También se evidencia, para la tasa méaxima de contraccién_que el grupo tratado con
curcumina con tres dias de recuperacion tras la isquemia de dos horas, que hay un
aumento significativo en ésta frente a los grupos I/R 3d e I/R DMSO 3d.

Dado que existe evidencia de que los altos niveles de ROS pueden alterar la estructura
de los miofilamentos y disminuir su sensibilidad al calcio y que los ROS pueden alterar
la cinética de los puentes cruzados y pueden potenciar la insensibilidad creciente al
calcio de la fatiga muscular [28] y entendiendo también que la tasa maxima de
contraccion depende en parte de la velocidad de union entre actina y miosina, podria
considerarse que la accion antioxidante de curcumina es particularmente Gtil en este
escenario.

Asi mismo, encontramos que el grupo tratado con curcumina que tuvo recuperacion de
tres dias tras dos horas de isquemia, alcanzo la fatiga tras la estimulacién tetanica en un

tiempo significativamente mayor al de los grupos I/R 3d e I/R DMSO 3d.

Después de siete dias de recuperacion tras isquemia de dos horas, el grupo tratado con
curcumina no tuvo diferencias significativas con los grupos I/R 7d e I/R DMSO 7d
frente a la fuerza maxima, tasa maxima de contraccion y fatiga tras estimulacion

tetdnica, con lo que se entiende que después de siete dias de recuperacion tras la
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isquemia, la administracion de curcumina no hace diferencia significativa con la
administracién de DMSO o con no dar terapia farmacoldgica.

En cuanto al indice de fatiga en 10 minutos, encontramos que en el grupo tratado con
curcumina no hubo diferencias significativas frente a los grupos I/R e I/R DMSO
después de uno, tres y siete dias de reperfusion tras una isquemia de dos horas.

Asi mismo, en cuanto al indice de fatiga en 5 minutos, tampoco encontramos
diferencias significativas entre el grupo tratado con curcumina y los grupos I/R e I/R

DMSO después de uno, tres y siete dias de reperfusion tras una isquemia de dos horas.

8. Conclusién

Concluimos que la terapia farmacoldgica con curcumina en el muisculo ERLC no afecta
significativamente el desarrollo de fuerza en sacudida simple, en contraccion tetanica, ni
modifica los tiempos de fatiga. En el musculo soleo, concluimos que la curcumina
aumenta significativamente la fuerza desarrollada tras la contraccion tetanica, asi como
la tasa maxima de contraccion y aumenta a su vez, la resistencia ante la fatiga tras la
estimulacion tetanica, después de tres dias de recuperacion tras isquemia de dos horas,
frente a los grupos no tratados_Dada la alta desviacion tipica del grupo tratado con
curcumina después de tres dias de recuperacion de una isquemia de dos horas, no fue

posible constatar sus efectos positivos sobre la fuerza maxima tras la sacudida simple.

Perspectivas

Dentro de nuestro trabajo reportamos que la aplicacion de curcumina en un modelo en
ratas de isquemia reperfusion de muasculo esquelético, mostré diferencias significativas
al tercer dia en el musculo de predominio oxidativo respecto al desarrollo de fuerza tras

la estimulacion teténica. Pese a que se han descrito ampliamente los blancos
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farmacoldgicos de la curcumina, se requiere mas investigacion acerca del mecanismo de
accion de curcumina sobre proteinas musculares redox sensibles en masculo
esquelético, particularmente sobre aquellas que tienen mayor compromiso en el
desarrollo de fuerza en el muasculo oxidativo al regular las concentraciones
intracitoplasmaticas de calcio, como también la medicion de nivel peroxidacion de
lipidos en ambos musculo y la medicion de actividad de enzimas antioxidantes. Asi
mismo, se hacen necesarias futuras investigaciones en isquemia reperfusion en musculo
esquelético con preparaciones de curcumina que aumenten su absorcion y su vida media
y que demuestren cual es el efecto de la administracion periédica de curcumina sobre la

respuesta funcional muscular.
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ANEXO 1: Carta de aval comité de ética animal Universidad ICESI

100



ANEXO 2: Cuadros stadistica descriptiva variables de sacudida simple y contraccion
tetanica
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