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RESUMEN

En el presente trabajo se describe el estudio quimico y farmacolégico de las especies vegetales Salvia
amarissima y S. microphylla (Lamiaceae), las cuales se consumen en México como auxiliares en el
tratamiento de la diabetes mellitus y el dolor, respectivamente. Con este trabajo se generd la
informacion cientifica que sustenta la eficacia preclinica de ambas especies, y su uso tradicional.

Ademas, se obtuvo informacién atil para el control de calidad de ambas especies.

Mediante el estudio quimico de la infusidn de S. amarissima permitio el aislamiento de la amarisolida
(1) y la amarisolida G (mezcla epimérica) (55a,b), los cuales son glucésidos de diterpenoides de tipo
neo-clerodano, ademas del &cido rosmarinico (54) y las flavonas nuchensin (50), 6-hidroxiluteolina
(51), rutina (52), isoquercitrina (53) y pedalitina (13). Los productos 1, 13 y 50-54 se caracterizaron
por comparacién de sus datos espectroscopicos (RMN) y espectrométricos (ESI-EM), con los
reportados en la literatura especializada, mientras que la amarisolida G (55a,b) es una nueva entidad

guimicay los productos 50-53 y el acido rosmarinico (54) se describen por primera vez en la especie.

Con la finalidad de identificar los metabolitos activos del extracto acuoso se evalud el efecto
inhibitorio de todos los productos aislados 1, 13 y 50-55a,b contra las enzimas a-glucosidasas de
Saccharomyces cerevisiae y PTP-1B humana. Los resultados revelaron que los metabolitos de
naturaleza flavonoide poseen efecto inhibitorio contra la enzima a-glucosidasa, siendo los méas
activos 13y 51 (72 + 6 uM y 49 + 1 uM, respectivamente). Ademas, la amarisélida (1; 280 + 26 puM)
y la pedalitina (13; 62 + 4 uM) inhiben de manera significativa a la PTP-1B.

Con el objetivo de complementar los estudios de inhibicion de los compuestos 13 y 51, se realizaron
analisis de acoplamiento molecular. Los resultados de este procedimiento sugieren que ambos
productos podrian unirse al sitio catalitico de la enzima a-glucosidasa de S. cerevisiae (3A4A)
mediante la formacion de puentes de hidrogeno, fuerzas Van der Waals e interacciones de tipo 7-

alquilo.

Para complementar la actividad bioldgica observada en la enzima PTP-1B, se realizaron estudios de
acoplamiento y dindmica molecular de los metabolitos bioactivos 1 y 13. Los resultados de estos
experimentos proponen que el producto 1 presenta mayor afinidad por el sitio catalitico de la enzima
(1G7F) y la pedalitina (13) por el sitio alostérico (1T49). Ambos compuestos forman complejos

estables mediante puentes de hidrogeno y fuerzas Van der Waals, principalmente.



Adicionalmente, la identificacion de los componentes volatiles presentes en la droga cruda y en el
aceite esencial de S. amarissima, se realiz6 mediante los analisis de Cromatografia de Gases acoplada
a Espectrometria de Masas (CG-EM) y Microextraccion en Fase Sélida (MEFS). Asi, el analisis del
aceite esencial por CG-EM revel6 un elevado porcentaje del s-selineno (64) y el germacreno D (63),
mientras que el andlisis de la droga cruda por MEFS permitié identificar al 2-hexenal (66) como el

componente mas abundante.

Se validé un método analitico por CLUE-EM para la cuantificacion de amarisélida (1) en el preparado
tradicional. EI método propuesto fue selectivo, lineal, exacto y preciso en el rango de las

concentraciones evaluadas.

Por otra parte, el estudio quimico del extracto acuoso de la especie de S. microphylla condujo al
aislamiento de los flavonoides ziziflavosido B (56) y la orientina (57). La elucidacion estructural de
estos productos se realizd por comparacion de sus datos espectroscpicos con los previamente
reportados en la literatura. Es importante mencionar que estos productos son entidades quimicas

conocidas que se describen por primera vez para la especie en el presente trabajo.

Se realiz6 la evaluacion enzimatica in vitro de los productos 56 y 57 sobre las enzimas a-glucosidasa
de S. cerevisiae y la PTP-1B humana. En el caso de la enzima a-glucosidasa, los resultados mostraron
que la actividad de los metabolitos 56 y 57 es mayor que la del control positivo (acarbosa). Ademas,
los productos 56 y 57 inhibieron la actividad de la enzima PTP-1B, mostrando una actividad menor

gue la del acido ursolico.

Adicionalmente, se realizaron célculos de acoplamiento molecular del producto 56 con la enzima o-
glucosidasa de levadura (3A4A). El resultado sugiere que el compuesto 56 se une a un sitio diferente
al catalitico mediante la formacién de puentes de hidrégeno, fuerzas Van der Waals e interacciones
de tipo m-amida. Para complementar la actividad bioldgica de la orientina (57), se realizaron estudios
de acoplamiento molecular con la enzima PTP-1B humana [sitio catalitico (LG7F) y sitio alostérico
(1T49)]. Se encontr6 que el metabolito 57 se une con mayor afinidad al sitio alostérico en

comparacion con el acido ursolico.

La identificacion de los componentes volatiles presentes en la droga cruda y en el aceite esencial de
S. microphylla, se realiz6 mediante los analisis de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas (CG-EM) y Microextraccion en Fase Sélida (MEFS). Asi, el analisis por CG-EM revelé la

presencia de terpenos como el germacreno B, el epoxido de italiceno, el viridiflorol, el carotol y el

Xl



agarospirol (73-77), como compuestos mayoritarios de la esencia. Mediante la técnica de MEFS se
identificaron al éter de cadineno (85) y la bourbonanona (86), entre los principales componentes de

la composicidn total de volatiles.

Por otra parte, el aceite esencial y el extracto acuoso (infusion) de S. microphylla demostraron un
efecto antinociceptivo durante la prueba de la formalina en ratones. Los resultados de esta evaluacién
indicaron que el extracto acuoso presenta su efecto por medio de mecanismos accién diferentes: fue
activo contra el dolor del tipo neurogénico y contra el dolor inflamatorio. En cambio, el aceite esencial

fue més activo contra el dolor de tipo neurogénico e inflamatorio.

Mediante la aplicacion de diversas técnicas cromatograficas, fue posible aislar de los organismos
fangicos con claves CC6:6 y CC4:9, los compuestos conocidos como alternariol (95) y acido kojico
(96), respectivamente. A partir de la especie Malbranchea fulva, se aislé el producto natural llamado
terezina D (97). La caracterizacion quimica de estos compuestos se realiz6 por comparacion de sus
datos espectroscopicos con los reportados en la literatura.

Los compuestos aislados a partir de estos organismos se evaluaron in vitro contra la enzima a-
glucosidasa de levadura. Los resultados indican que Unicamente la terezina D (97) inhibe de forma
moderada a la enzima. Para complementar la actividad bioldgica del producto 97, se realizaron
estudios de acoplamiento molecular. Los resultados de dichos experimentos revelaron una posible
unioén de este producto en el sitio catalitico de la enzima (3A4A); el analisis predijo la estabilidad del
complejo mediante puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas de Van der Waals e

interacciones de tipo .

A partir de las plataformas computacionales SwissADME, Molinspiration, Osiris Property Explorer
y OSIRIS DataWarrior, se determind que los compuestos 1 y 97 relnen un mayor nimero de
requisitos que les permitiria convertirse en farmacos. Ademas, se establecieron las posibles
propiedades toxicolégicas y farmacocinéticas de ambos productos. Los compuestos 104 y 105,
disefiados a partir de la amarisélida (1), mostraron una mayor probabilidad de ser farmacos, ya que
se mejoraron sus propiedades farmacocinéticas (absorcion y metabdlicas) y presentaron una ligera

afinidad por el sitio catalitico de la enzima PTP-1B, en comparacién con su precursor 1.

Finalmente, el compuesto 106 presentd un perfil farmacocinético similar a su precursor 97. El estudio
del modelado del sitio de unidon del derivado 106 revel6 que se une al sitio catalitico de la enzima a-

glucosidasa con una energia de union superior a la calculada para la terezina D (97).
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En resumen, la informacién generada en el presente trabajo describe la composicion quimica y las
propiedades farmacolégicas de las especies de S. amarissima y S. microphylla. Asi mismo, esta
informacidn establece las pautas para sustentar su uso racional en la medicina popular mexicana para
el tratamiento de la diabetes y el dolor. Finalmente, con base en los andlisis in silico, se demostro que

la amarisélida (1) y la terezina D (97) son buenos candidatos para el desarrollo de nuevos farmacos.
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ABSTRACT

The present work describes the chemical and pharmacological study of the plant species Salvia
amarissima and S. microphylla (Lamiaceae), which are consumed in Mexico as auxiliaries for treating
diabetes mellitus and pain, respectively. The results generated partially support the preclinical
efficacy of both species. In addition, useful information for quality control of both species were
obtained.

Chemical analysis of the infusion of S. amarissima led to the isolation of amarisolide (1) and
amarisolide G (55a,b), which are neo-clerodane diterpenes glycosides, in addition to rosmarinic acid
(54) and the flavones nuchensin (50), 6-hydroxyluteolin (51), rutin (52), isoquercitrin (53) and
pedalitin (13). The known compounds 1, 13, 50-54 were characterized by comparing their
spectroscopic (NMR) and spectrometric (ESI-MS) data with those reported in the specialized
literature, while amarisolide G (55a,b) is a new chemical entity, while products 50-53 and rosmarinic

acid (54) are described for the first time in the species.

In order to identify the active metabolites of the aqueous extract, the inhibitory effect of all the isolated
products 1, 13, and 50-55a,b against the a-glucosidase enzymes of Saccharomyces cerevisiae and
human PTP-1B was evaluated. The results revealed that the flavonoids inhibited the activity of yeast
a-glucosidase enzyme, being 13 y 51 the most active (72 £ 6 uM y 49 + 1 pM, respectively). In
addition, amarisolide (1; 280 + 26 uM) and pedalitin (13; 62 + 4) significantly inhibit PTP-1B.

To complement the inhibition studies of compounds 13 and 51, molecular coupling analyzes were
performed. The results of this procedure suggest that both products could bind to the catalytic site of
the S. cerevisiae alpha glucosidase enzyme (3A4A) through hydrogen bonding, Van der Waals forces

and w-alky! interactions.

To complement the biological activity observed in the PTP-1B enzyme, molecular dynamics and
docking studies of 1 and 13 with PTP-1B. The results of these experiments propose that 1 has greater
affinity for the catalytic site of the enzyme (1G7F), and pedalitin (13) to the allosteric site (1T49).
Both compounds form stable complexes through the formation of hydrogen bonds and Van der Waals

forces.

Additionally, the identification of the volatile components presents in the crude drug and in the
essential oil of S. amarissima, was carried out by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
(GC-MS) and Solid Phase Microextraction (SMPE) analyzes. Thus, the essential oil by GC-MS
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revealed a high percentage of S-selinene (64) and germacrene D (63), while the analysis of the crude

drug by SPME allowed to identify 2-hexenal (66) as the most abundant component.

A suitable UHPLC-MS analytical method was validated for the quantification of amarisolide (1) in
the traditional preparation. The proposed method was selective, linear, exact, and precise in the range

of concentrations evaluated.

Regarding, the chemical study of the aqueous extract of S. microphylla led to the isolation of the
flavonoids zizyflavoside B (56) and orientin (57). The structural elucidation of these products was
carried out by comparing their spectroscopic data with those previously reported. It is important to
mention that these products are known chemical entities that are described for the first time for the

species in the present work.

In vitro enzymatic evaluation of the products 56 and 57 was performed on the alpha glucosidase
enzymes of S. cerevisiae and human PTP-1B. In the case of the a-glucosidase enzyme, the results
showed that the activity of metabolites 56 and 57 is greater than that of the positive control (acarbose).
Furthermore, products 56 and 57 inhibited the activity of the PTP-1B enzyme, showing less activity
than that of ursolic acid.

Additionally, docking analysis of 56 with yeast alpha glucosidase (3A4A) suggested that it
allosterically attached to the enzyme through hydrogen bonding, Van der Waals forces, and n-amide
interactions. To complement the biological activity of orientin (57), molecular coupling studies were
carried out with the human PTP-1B enzyme [catalytic site (1G7F) and allosteric site (1T49)].

Metabolite 57 was found to bind with higher affinity to the allosteric as ursolic acid.

The volatile components present in S. microphylla were also identified. Thus, GC-MS of the essence
revealed the presence of terpenes such as germacrene B, italicene epoxide, viridiflorol, carotol and
agarospirol (73-77), as major compounds of the S. microphylla essence. Using SPME, cadinene ether

(85) and bourbonanone (86) were identified as the main volatile components.

The essential oil and the aqueous extract (infusion) of S. microphylla demonstrated antinociceptive
effect during the formalin test in mice. The results of the evaluations indicated that the aqueous extract
was effective against neurogenic and inflammatory pain. In contrast, the essential oil was more active

against neurogenic and inflammatory pain.

Through the application of various chromatographic techniques, it was possible to isolate from fungal

organisms with codes CC6:6 and CC4:9, alternariol (95) and kojic acid (96), respectively. From the
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Malbranchea fulva terezine D (97) was isolated. The chemical characterization of these compounds

was carried out by comparing their spectroscopic data with those reported in the literature.

The compounds isolated from the fungal organisms were evaluated against the yeast a-glucosidase.
The results indicated that only terezine D (97) was active. According to docking analysis it binds to
the catalytic site of the enzyme (3A4A) via hydrogen bonding, Van der Waals electrostatic

interactions, and z-type interactions.

From computational platforms such as SwissADME, Molinspiration, Osiris Property Explorer and
OSIRIS DataWarrior, it was determined that compounds 1 and 97 have the potential to become drugs.
In addition, their possible toxicological and pharmacokinetic properties were established. Compounds
104 and 105 designed from amarisolide (1) have a higher probability of being drugs, with improved
pharmacokinetic properties (absorption and metabolic) and affinity for the catalytic site of the PTP-

1B enzyme, in comparison to its precursor 1.

Finally, compound 106 presented a similar pharmacokinetic profile to its precursor 97. Docking
analysis predicted that it binds to the catalytic site of the a-glucosidase enzyme (3A4A) with higher
energy binding than terezine D (97).

In summary, the information generated in the present work describes to the chemical composition
and pharmacological properties of the species of S. amarissima and S. microphylla. Likewise, this
information is valuable to establish the guidelines for the rational use of both species in Mexican folk
medicine for treating diabetes and painful illness. Finally, according to in silico analyses amarisolide

(1) and terezine D (97) are good lead for the development of new drugs.
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1. Antecedentes

1.1. Diabetes mellitus (DM)

Existen evidencias de que la diabetes mellitus (DM) era conocida antes de la era cristiana. En el
manuscrito descubierto por Ebers en Egipto, en el siglo XV a. C., se describen sintomas que
corresponden a los de la DM. Areteo de Capadocia (médico griego), fue quien le dio el nombre de
“diabetes” que en griego significa “sifon”, refiriéndose al sintoma de la poliuria. En 1675 Thomas
Willis agreg6 la palabra “mellitus” debido al sabor dulce de la orina (Lakhtakia, 2013; Alam et al.,
2017; Blaslov et al., 2018). Desde entonces, la comprensién de las causas y la busqueda de

tratamientos para esta enfermedad han sido constantes en el quehacer médico.

La DM es una enfermedad crdnica que aparece cuando el pancreas no produce insulina suficiente o
cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. El principal sintoma de la

diabetes es la hiperglucemia (aumento del azicar en la sangre) cronica (OMS, 2020).

Los tipos més importantes de DM son la de tipo 1 (DMT-1), de tipo 2 (DMT-2) y la gestacional
(DMG). La DMT-1 (diabetes insulinodependiente o juvenil) es autoinmune (el sistema inmune del
cuerpo ataca a las células B-pancreéaticas) y se caracteriza por la ausencia de sintesis de insulina. La
DMT-2 (diabetes no insulinodependiente o del adulto) se debe a la falta de sensibilidad de los 6rganos
blanco a la accién de la hormona; méas del 90 % de los casos de DM corresponden a este tipo, y es
mas frecuente en personas obesas y mayores de 40 afios, aunque en las Gltimas décadas se ha visto en
nifios y jovenes debido a malos habitos alimenticios, la alta incidencia de obesidad infantil y la falta
de actividad fisica. La DMG corresponde a una hiperglucemia que se detecta por primera vez durante
el embarazo y puede ocurrir en cualquiera de sus etapas. Las mujeres con diabetes gestacional corren
mayor riesgo de sufrir complicaciones durante el embarazo y el parto. Ademas, tanto ellas como sus
hijos, corren mayor riesgo de padecer DMT-2 en el futuro (OMS, 2020; FID, 2019).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Federacién Internacional de la Diabetes
(FID), el diagnéstico de diabetes se basa en los valores de glucemia en ayuno y postprandial. Los
pacientes que presentan niveles de glucosa en ayuno entre 110 y 125 mg/dL (6.1-6.9 mmol/L) o entre
140 y 200 mg/dL (7.8-11.1 mmol/L) 2 h después de la administracion de una carga definida de
glucosa son diagnosticados como diabéticos. Una prueba Util para el seguimiento de los pacientes
diabéticos es la cuantificacion de la hemoglobina glucosilada, principalmente la fraccion Alc, que
constituye un buen indicador del control de la glucemia a largo plazo y predice el riesgo de
complicaciones microvasculares. Los niveles de hemoglobina glucosilada (HbALc) superiores a 48
mmol/mol (6.5 %) (OMS, 2020; FID, 2019).



1.2. Patogenia

La hiperglucemia croénica provoca diuresis osmética, induciendo la pérdida de electrolitos por la
orina. Cuando los niveles de glucosa en sangre sobrepasan los 10 mmol/L se comienzan a excretar
grandes cantidades de glucosa por la orina (glucosuria). La glucosa en la orina se comporta como un
diurético osmético que arrastra agua, lo que incrementa la cantidad de orina excretada provocando
poliuria. El incremento en la excrecion de agua por la orina puede provocar deshidratacion y
acompaiiar a la cetoacidosis. La poliuria estimula el mecanismo de la sed y los pacientes comienzan
a tomar mayores volimenes de agua (polidipsia). La pérdida de peso del diabético involucra varios
mecanismos como el incremento de la degradacion de los triglicéridos del tejido adiposo o lipdlisis y
el catabolismo de las proteinas tisulares.

En la diabetes se produce la secrecion de hormonas contrarreguladoras como la epinefrina,
norepinefrina, hormona del crecimiento y el cortisol (Gerich, 2000). La patogénesis de las
complicaciones implica a la hiperinsulinemia, la cual favorece los factores aterogénicos como la
hipertension arterial, la hiperlipidemia y la enfermedad macrovascular. Los productos finales de la
glicacion avanzada (gran cantidad de carbohidratos unidos a diferentes compuestos como las
proteinas) originan la microangiopatia o enfermedad microvascular y se asocian a un riesgo mayor
de sufrir infecciones y con la disminucion en la velocidad de cicatrizacion de las heridas y se

relacionan con trastornos de la funcion leucocitaria y la enfermedad vascular (Davis et al., 2009).

1.3. Homeostasis de glucosa en el organismo

Tradicionalmente, el término homeostasis ha aludido al conjunto de mecanismos que pretenden
mantener la estabilidad en las propiedades del medio interno y, por lo tanto, la composicion
bioguimica de los liquidos y tejidos celulares con el Unico propdsito de preservar la vida. Ahora bien,
muchas patologias cursan con alteraciones de este vital mecanismo, de aqui la importancia de conocer
la fisiopatologia de la DM, ya que esta compromete en forma significativa la homeostasis de la

glucosa en el organismo del individuo que la padece.

Los principales alimentos que sostienen la vida del organismo se clasifican, con excepcion de los
micronutrientes como las vitaminas y los minerales, en hidratos de carbono, grasas y proteinas. En
general, la mucosa gastrointestinal no puede absorber ninguno de ellos en forma natural, por lo que,

sin un proceso de digestion preliminar, no servirian como elementos nutritivos.

Casi todos los hidratos de carbono de los alimentos son polisacaridos o disacéridos formados, a su
vez, por combinaciones de monosacaridos unidos entre si. Las tres fuentes més importantes de

hidratos de carbono son: la sacarosa, la lactosa y el almiddn. Otros hidratos de carbono que se ingieren
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en pequefas cantidades son la amilosa, glucdgeno, alcohol, acido lctico, &cido piravico, pectinas y
dextrinas. Cuando se mastican, los alimentos se mezclan con la saliva, que contiene la enzima ptialina
(a-amilasa). Esta enzima hidroliza el almiddn, al que convierte en un disacarido, la maltosa, y en otros
pequefios polimeros de glucosa formados por tres a nueve moléculas de ésta. Sin embargo, los
alimentos permanecen en la boca poco tiempo y es probable que, en el momento de su deglucién, no
mas del 5% de todos los almidones ingeridos se encuentran hidrolizados. La digestion del almidon
continGia en el fondo y el cuerpo gastrico, donde los alimentos se mezclan con las secreciones
gastricas, las cuales hidrolizan entre el 30 y 40 % del almiddn, sobre todo a maltosa. La secrecion
pancreatica contiene, como la saliva, grandes cantidades de a-amilasa, cuya funcion es casi idéntica
a la saliva, pero mas potente. Asi, entre 15 y 30 min después del vaciamiento del quimo desde
estomago al duodeno y de su mezcla con el jugo pancreético, practicamente la totalidad de los hidratos
de carbono se han digerido.

Los enterocitos que revisten las vellosidades del intestino delgado contienen cuatro enzimas, lactasa,
sacarasa, maltasa y a-dextrinasa, que hidrolizan los disacaridos lactosa, sacarosa y maltosa, asi como
otros carbohidratos pequefios. La lactosa se fracciona en una molécula de galactosa y glucosa. La
sacarosa se divide en una molécula de fructosa y glucosa. La maltosa y los demas polimeros pequefios
de glucosa se fraccionan en multiples moléculas de glucosa. De esta forma, los productos finales de
la digestion de los hidratos de carbono son todos monosacéridos hidrosolubles, que se absorben de

inmediato y pasan a la sangre portal.

La glucosa y otros monosacaridos no se pueden difundir directamente al interior de las células; por
lo cual, se utilizan dos mecanismos de transporte: un sistema de transporte por difusién facilitada,
independiente de Na* y un sistema cotransportador de Na*-monosacaridos (Fig. 1). El sistema de
transporte por difusion facilitada estd mediado por una familia de 14 transportadores de glucosa en
las membranas celulares. En la difusidn facilitada, el movimiento de la glucosa sigue un gradiente de
concentracion, se denominan GLUT-1 a GLUT-14. Por ejemplo, el GLUT-1, GLUT-3 y GLUT-4
intervienen en la captacion de glucosa desde la sangre. Por el contrario, el GLUT-2, se encuentra en
el higado, rifién y pancreas, puede transportar glucosa al interior de estas células cuando los niveles
de glucosa son altos o transportar glucosa desde las células hacia la sangre cuando los niveles de
glucosa en sangre son bajos (durante el ayuno). EI GLUT-5 es inusual en el sentido de que es el

transportador principal para la fructosa en el intestino delgado y en los testiculos.



El sistema cotransportador de Na*-monosacaridos o SGLT, es un proceso de transporte galactosa-
glucosa “en contra” de un gradiente de concentracion, en el que el movimiento del monosacarido esta
acoplado al gradiente de concentracion de Na*, que se transporta al mismo tiempo al interior de la
célula. Este tipo de transporte se produce en las células epiteliales del intestino, los tabulos renales y

plexo coroideo (Pollard y Earnshaw, 2008; Guyton y Hall, 2016).
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Fig. 1. Transporte de glucosa de la luz intestinal hasta el torrente circulatorio.

La insulina es una hormona reguladora de glucosa que secretan las células B-pancreaticas de los
islotes de Langerhans del pancreas en respuesta a la glucosa (y otros glucidos). El principal estimulo
para la secrecion de insulina es la glucosa. La liberacion de insulina a la sangre dependiente de glucosa
estd mediada por un aumento de la concentracion de calcio en las células . La glucosa captada por
las células B, es fosforilada y metabolizada, con la produccién consecutiva de trifosfato de adenosina
(ATP). El aumento de ATP provoca el cierre de los canales de potasio sensibles al ATP, causando
despolarizacién de la membrana plasmatica, activacion de los canales de calcio activados por voltaje,
el flujo de entrada de calcio al interior de la célula y, finalmente, se favorece la liberacion de insulina
a través de la exocitosis de las vesiculas que la contienen (Fig. 2) (Viselli y Chandar, 2010; Ferrier et
al., 2007; Pollard y Earnshaw, 2008; Guyton y Hall, 2016; Rdoder et al., 2016).
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Fig. 2. Liberacion de insulina de células B-pancreaticas.

Cabe resaltar que la insulina también se secreta con la ingestién de proteinas, lo que provoca un
aumento transitorio de los niveles plasmaticos de aminoacidos. El aumento plasmético de arginina es
un estimulo para la sintesis y secrecion de insulina. Las hormonas gastrointestinales (incretinas)
favorecen la liberacion de insulina, como son el péptido similar al glucagén (GLP-1) y el polipéptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP). Estos péptidos se producen desde el intestino delgado
tras la ingesta de alimento y aumentan la secrecion de insulina por una accion directa sobre las células
B-pancredticas. Esto puede explicar el hecho que la misma cantidad de glucosa administrada por via
oral induzca una secrecién mucho mayor de insulina que si se administra por via intravenosa (Viselli
y Chandar, 2010; Ferrier et al., 2007; Roder et al., 2016).

En el masculo esquelético y adipocitos, los trasportadores GLUT-4 se encuentran en el interior de
vesiculas intracelulares, inactivas y unidas al aparato de Golgi. La expresion de GLUT-4 sobre la
superficie de la membrana constituye la velocidad limitante para la utilizacion de la glucosa, en las
que el transporte de glucosa se estimula a través de una serie de etapas. La insulina circula por la
sangre y se une a sus receptores. El receptor de la insulina es un polipéptido glucosilado dividido en
cuatro subunidades, dos a y dos B, que se ensamblan en un tetramero unido mediante puentes de
disulfuro. La subunidad o extracelular contiene el sitio de union de la insulina. El dominio hidr6fobo
de cada subunidad B atraviesa toda la membrana plasmatica, mientras el dominio citosdlico
corresponde a una tirosina cinasa que es activada por la insulina. La unién de la insulina a las

subunidades a del receptor de insulina induce una autofosforilacion rapida de un residuo de tirosina
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especifico de cada subunidad B. La autofosforilacion inicia una cascada de sefializacion de la célula,
entre ellas la fosforilacion de una familia de proteinas denominadas sustrato receptor de la insulina
(IRS). Las proteinas IRS fosforiladas interaccionan con otras proteinas para iniciar asi una cascada
de sefializacién que impulsa dos vias: la de cinasa activada por mitégeno (MAP) y la regulada por la
activacién de fosfoinositol 3-cinasa (PI3K). La activacidn de ambas vias aumenta la expresion génica
de proteinas involucradas en el metabolismo de la glucosa (glucocinasa, piruvato cinasa y
fosfofructocinasa) y el reclutamiento de transportadores de glucosa sensibles a la insulina GLUT-4
(Fig. 3) (Viselli y Chandar, 2010; Ferrier et al., 2007; Pollard y Earnshaw, 2008; Roder et al., 2016;
Rachdaoui, 2020).
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Fig. 3. Transporte del GLUT-4 a la membrana celular mediado por insulina.
1.4. Tratamiento farmacolégico de la diabetes mellitus

La terapia inicial de eleccién no es farmacoldgica, sino que se centra en la dieta y en la realizacion
de ejercicio para establecer y mantener un estilo de vida saludable. La dieta se debe de ajustar a las
caracteristicas de los pacientes para controlar las fluctuaciones de la glucemia, en este caso, debe ser
baja en grasas saturadas y colesterol, con cantidades moderadas de carbohidratos, preferentemente el
cereal integral que aporta grandes cantidades de micronutrientes y fibra dietética. Algunos expertos
recomiendan limitar el consumo de proteinas en la dieta a menos de 0.8 g por kilogramo de peso por
dia para evitar la nefropatia diabética. La actividad fisica incrementa el gasto de energia y la captacion
de glucosa en el masculo y adipocitos, disminuyendo el peso en diabéticos obesos e incrementando
la sensibilidad a la insulina. Cuando no se alcanzan los objetivos deseados (control de glucosa en

sangre) mediante las acciones mencionadas anteriormente, se requiere el uso de agentes

6



farmacoldgicos. Las principales terapias farmacolégicas que actualmente se conocen para controlar
el tratamiento de la hiperglucemia son: inhibidores de a-glucosidasas y a-amilasas, la insulina,
secretagogos que actuan sobre canales de K*arp (sulfonilureas y glinidas), inhibidores de la DPP-4 y
miméticos de incretinas (receptor de GLP-1), sensibilizadores de insulina (tiazolidindionas y
biguanidas como la metformina) que son ligandos del receptor activado por proliferadores de
peroxisomas (PPAR,), inhibidores del cotransportador de Na*-glucosa SGLT2 (gliflocinas),

miméticos de amilina.

A pesar de la gran variedad de terapias existentes para el tratamiento de la DMT-2, la comunidad
cientifica continta buscando nuevos blancos terapéuticos; un blanco promisorio es la proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP-1B). En los siguientes capitulos se presentan ejemplos de metabolitos secundarios
y productos de sintesis o semisintesis que actian sobre los blancos terapéuticos mencionados
anteriormente. Los inhibidores de las a-glucosidasas y PTP-1B se abordaran mas adelante por su
relevancia en el presente trabajo (Turner et al., 2016; Kerru et al., 2018; FID, 2019; Davis et al., 2009;
Roder et al., 2016; Kalaitzoglou et al., 2019; Marin-Pefialver et al., 2016).

1.4.1.Farmacos que estimulan la secrecion de insulina

Para estimular la secrecion de insulina actualmente existen tres grupos de farmacos, aquellos que
actuan sobre los canales de K*are en la célula B-pancreética, los inhibidores de la DPP-4 y los

miméticos de incretinas.

Los canales de K*ate que se encuentran en las células B-pancredticas estan conformados por las
subunidades Kir6.2 y SUR1; los cuales, son activados por ATP y ADP, se inhiben con altas
concentraciones de ATP, mientras que los complejos Mg?*-ATP y Mg?*-ADP estimulan su actividad.
Las sulfonilureas (glibenclamida) y las glinidas (repaglinida y nateglinida) actGan por unién directa
en la subunidad SUR1 (en diferentes sitios de union). Estos productos son de gran uso en la
terapéutica de la DMT-2. Las sulfonilureas estimulan la secrecion de insulina de forma independiente
a la concentracion de glucosa en sangre, por lo cual, puede provocar hipoglucemia en los pacientes.
Por el contrario, las glinidas presentan un menor riesgo de hipoglucemia al actuar en la fase inicial
de la secrecion de insulina y lo hacen de manera dependiente a los niveles glucosa en sangre
(Guardado-Mendoza et al., 2013; Kalaitzoglou et al., 2019; Proks et al., 2013; Martin et al., 2017).
Por otro lado, es importante mencionar el uso de productos naturales con actividad hipoglucemiantes
con acciodn directa en el pancreas. En la Figura 4 se ilustran ejemplos selectos de productos que
promueven la secrecion de insulina por accion directa sobre las células B-pancreaticas (Salehi et al.,

2019; Rios et al., 2016). En el caso de productos naturales se indica también la fuente.
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Fig. 4. Compuestos con actividad hipoglucemiante de accion directa en el pancreas.

La enzima dipeptidil-peptidasa IV (DPP-1V) es una proteasa que elimina dos residuos (His-Ala) del
péptido similar al glucagoén tipo 1 (GLP-1). Los inhibidores de la DPP-4 incrementan los niveles
plasmaticos de GLP-1 enddgeno de 2 a 3 veces, tanto en situacion basal como postprandial y, aumenta
la secrecion de insulina dependiente de glucosa e inhibe la secrecion de glucagén. Entre los
inhibidores de la DPP-4, actualmente se usan la sitagliptina, vildagliptina, saxagliptina y la
linagliptina. Todos ellos son farmacos orales, capaces de inhibir mas del 80 % la actividad de la
enzima DPP-4 hasta por 16 horas. Aunque presentan diferencias en su estructura quimica, la
selectividad in vitro por la enzima y la potencia farmacol6gica es muy similar. La mayor ventaja de
los inhibidores de la DPP-4 es que no inducen hipoglucemia; ademas son eficaces en monoterapia o
en combinacién con metformina y sulfonilureas. Estudios in vitro han permitido comprobar que
algunas plantas usadas en el tratamiento de la DM contienen inhibidores de la DPP-4. En la Figura 5
se muestran algunos ejemplos de metabolito que inhiben la DPP-4 (Kato et al., 2017; kim et al., 2018;
Kalaitzoglou et al., 2019; Abbas et al., 2019; Ampudia-Blasco y Camacho, 2016).
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Fig. 5. Compuestos que inhiben la actividad de la enzima DPP-4.

Otro grupo de farmacos que aumentan la secrecién de insulina por via extrapancreatica son los que
actGan como miméticos de GLP-1. EI GLP-1 es una hormona incretina que estimula la secrecion de
insulina e inhibe la liberacion de glucagén de forma glucosa-dependiente. Sin embargo, el GLP-1
enddgeno tiene una vida media muy corta de 1.5 a 2.1 minutos, debido a la rapida degradacién que
sufre por la enzima DPP-4. Esto ha impulsado el desarrollo de agonistas del receptor de GLP-1
resistentes a la enzima DPP-4. Actualmente, se comercializan la exenatida [un derivado sintético de
la hormona exenidina-4 que se descubrié en la saliva de monstruo de Gila (Heloderma suspectum)],
liraglutida, lixisenatida, albiglutida, dulaglutida y semaglutida. La exenatida exhibe una vida media
mas larga (ti.= 2.4 h) que el GLP-1, y su homologia a este Gltimo es del 53 %. En la exenatida, el
segundo residuo del amino terminal corresponde a una glicina en lugar de la alanina presente en el

GLP-1, que es donde actua la DPP-4. La exenatida reduce la glucemia en ayunas y postprandial, es
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eficaz en monoterapia y en combinacion con sulfonilureas y metformina. Algunos productos naturales
inducen la secrecidén de GLP-1 o la expresion del receptor de GLP-1 (Fig. 6) (Kalaitzoglou et al.,
2019; Ampudia-Blasco y Camacho, 2016; Rios et al., 2019).
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Fig. 6. Ejemplos de compuestos que aumentan la secrecion de GLP-1 (1) e incrementan la
expresion del receptor GLP-1 (2).

1.4.2.Sensibilizadores de insulina

Los sensibilizadores de insulina son agonistas de los receptores nucleares PPAR (Receptor Activado
por Proliferadores Peroxisomales, por sus siglas en inglés). Los PPARs (a-y) son receptores nucleares
que se unen con el receptor del &cido 9-cis-retinoico [Receptor X Retinoide (RXR)] y cofactores
especificos, formando heterodimeros que determinardn las secuencias nucleotidicas especificas de
ciertos cromosomas, para activar o reprimir ciertos genes con diferentes funciones en el organismo.

Las tiazolidindionas (TZDs) de uso terapéutico, entre ellas, la rosiglitazona y pioglitazona se unen a

los PPARy modulando la transcripcion de varios genes involucrados en el metabolismo de la glucosa
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y lipidos (lipoproteina lipasa, glucocinasa, GLUT-4). Las TZDs incrementan la sensibilidad a insulina
a nivel del higado, musculo y tejido adiposo. Tienen una eficacia comparable a la metformina y a las
sulfonilureas, y no inducen hipoglucemia. El estudio farmacoldgico de diversas especies vegetales ha
permitido descubrir productos naturales con accion antihiperglucemiante que involucra a los
receptores PPARY; en la Figura 7 se muestran algunos ejemplos de productos que afectan a los PPARy

(Kalaitzoglou et al., 2019; Ampudia-Blasco y Camacho, 2016; Xi et al., 2020; Wang et al., 2014).
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Fig. 7. Agentes terapéuticos agonistas de PPARy.

Las biguanidas son derivados de guanidina que disminuyen la resistencia a la insulina. La metformina
(un anédlogo sintético de la galegina, producto natural de la planta Galega officinalis) es el farmaco
de primera eleccion en la monoterapia para pacientes con DMT-2 en adultos y en nifios mayores de
10 afios. Si bien, no se ha elucidado su mecanismo de accion, su efecto hipoglucemiante se atribuye
a la disminucién de la gluconeogénesis hepatica, al aumento de la translocacion de transportadores
de glucosa GLUT-1 y GLUT-4 (aumenta la captacién de glucosa en el musculo esquelético) y al
incremento en la sensibilidad a insulina en tejidos periféricos. La metformina activa la via AMPK
(Proteina Cinasa Activada por Adenosina 5-Monofosfato) al aumentar la concentracién de AMP
citosolico (Adenosina monofosfato) e inhibe la respiracion mitocondrial. AMPK es una enzima
heterotrimérica formada por las subunidades a, B y y; cada una de estas subunidades juega un papel

especifico tanto en la estabilidad como en la actividad de la AMPK. La activacion de la AMPK es
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clave en la regulacion de procesos catabolicos (produccion de energia), incluyendo la captacion de
glucosa. Después de su administracion oral, la metformina es absorbida en el intestino por el
Transportador de Monoaminas de la Membrana Plasmatica (PMAT), y llega por la vena portal
hepatica al higado acarreada por el Transportador de lones Organicos 1 (OCT1); su eliminacion es
via renal y esta mediada por OCT2 y se excreta sin ser metabolizada. Cabe mencionar que un gran
numero de productos naturales favorecen la captura de glucosa y podrian activar la via AMPK (Fig. 8)
(Kalaitzoglou et al., 2019; Ampudia-Blasco y Camacho, 2016; Joshi et al., 2019; Rena et al., 2017).
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Fig. 8. Compuestos que favorecen la captura de glucosa por activacion de la via AMPK.

1.4.3.Glucosuricos

Los inhibidores selectivos del cotransportador de sodio y glucosa tipo 2 [(SGLT2), gliflocinas], son
agentes farmacol6gicos que actian sobre el rifion, inhibiendo la reabsorcién de glucosa y
disminuyendo la concentracion de glucosa en sangre por un mecanismo independiente de insulina.
La reabsorcidn de glucosa se realiza a través de los Receptores Cotransportadores de Sodio y Glucosa
(SGLT), SGLT1 y SGLT2. El SGLT2 es una proteina de 672 aminoacidos (aas) con 59 % de
homologia con el SGLTL1. Presenta una Km para la glucosa de 1.6 mM. Transporta una molécula de
sodio por una de glucosa; esta localizado en el Segmento 1 (S1) del tibulo contorneado proximal de
la nefrona, y es responsable de reabsorber el 90 % de la glucosa filtrada por el rifion.

Los farmacos dapagliflocina, empagliflocina y canagliflocina, son eficaces en monoterapia en caso
de intolerancia a metformina. También se suelen combinar con metformina, sulfonilureas o
pioglitazona e insulina. La floricina (dihidrochalcona) se aislé por primera vez del manzano (Malus
domestica), este flavonoide inhibe de forma competitiva a los cotransportadores SGLT1 y SGLT2.

Ademas, las gliflocinas con C-glucosidos muestran ligeramente més potencia para inhibir al SGLT2
12



que los O-glucosidos. En la Figura 9 se presentan algunos compuestos de origen natural o sintético
gue son inhibidores selectivos del SGLT2 (Ampudia-Blasco y Camacho, 2016; Abbas et al., 2019;
Kalaitzoglou et al., 2019).
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Fig. 9. Compuestos que inhiben a SGLT2.

1.4.4.Miméticos de amilina

La amilina es un Polipéptido Amiloide del Islote (IAPP), estd compuesto por 37 residuos de
aminoéacidos y contiene un puente de disulfuro entre los residuos dos y siete. Se almacena y se secreta
junto con la insulina en las células B-pancredticas y su receptor pertenece a la familia del receptor de
calcitonina y adrenomodulina. La amilina juega un papel importante en la homeostasis de la glucosa
al suprimir la liberacion de glucagdn de las células a-pancredticas y, por lo tanto, evita la
gluconeogénesis, disminuye el vaciado gastrico y estimula la saciedad en el cerebro.

La pramlintida es el primer andlogo sintético de la amilina desarrollado para impedir la tendencia que
tiene la amilina de agregarse, controla los niveles de glucosa, no provoca aumento de peso ni tampoco
hipoglucemia. Se administra junto con insulina 0 en combinacion con otros antidiabéticos orales
(metformina o sulfonilureas). (Hay et al., 2015; Pillay y Govender, 2013; Kanatsuka et al., 2018;
Kalaitzoglou et al., 2019; Marin-Pefalver et al., 2016).
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1.4.5.Insulina

La insulina es una hormona peptidica (~75 kDa) de 51 aminoacidos formada por dos cadenas (la
cadena A de 21 aminoacidos y la cadena B de 30 aminoéacidos) unidas entre si de manera covalente
a través de dos puentes disulfuro ubicados entre los aminoacidos A-7/B-7, y A-20/B-19. Ademas, la
cadena A, tiene también un puente interno de disulfuro entre los aminoacidos A-6/A-11 (Fig. 10B).
La biosintesis implica dos precursores inactivos, la preproinsulina y la proinsulina. La proinsulina se
transporta al aparato de Golgi, donde se convierte a insulina por la accién de convertasas y la
carboxipeptidasa H (Fig. 10A). La escision de la proinsulina origina insulina y el péptido C. El
péptido C (33 amino&cidos, que conecta las cadenas Ay B) es esencial para el plegamiento adecuado
de la insulina. La estructura secundaria de la insulina consiste en tres hélices o unidas por puentes de
disulfuro, las cuales se pliegan tridimensionalmente para formar la estructura terciaria (Fig. 10C). El
residuo A21 y los que se encuentran en la regién comprendida entre B23 y B25 aumentan la afinidad
por el receptor de insulina (IR). Por otro lado, las personas con diabetes pueden presentar mutaciones
en esta region y reducir la afinidad de la insulina por el IR (Phe B25/Leu y Phe B24/Ser). Ademas, el
IR (presente en la mayoria de las células) es un heterotetramero, formado por dos subunidades a
extracelulares y dos subunidades j transmembranales. La sefializaciéon mediada por insulina puede
ocurrir a través de la fosforilacion del sustrato receptor de insulina IRS-1 e IRS-2 y la posterior
activacién de la via PI3K o la via MAP/ERK, por lo cual, se pueden mediar varios eventos celulares,
incluida la absorcién de glucosa. La insulina (ti2= 6 min) es degradada por la enzima insulinasa, que

esta presente en el higado y rifién.
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Fig. 10. (A) Movimientos intracelulares de la insulina y sus precursores. (B) Secuencia de
aminodcidos y representacion bidimensional de la insulina. (C) Estructura 3D de la insulina. La
cadena A se representa en color amarillo, la cadena B en color gris y los puentes de disulfuro en
color verde (imagen tomada del Menting et al., 2013).

La insulina en todas sus presentaciones comerciales es el medicamento mas destacado para el manejo
de laDMT-1y DMT-2. Sus acciones superan en conjunto a cualquier otro f&rmaco antidiabético, ya

que resuelve el déficit insulinico encontrado en la DMT-1 y la insuficiencia relativa de la secrecion
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de insulina en la DMT-2. Existen varios sistemas para administrar insulina, entre los que se
encuentran: los inyectores, infusores, bombas de infusién continda subcutanea de insulina, los
estilografos y las jeringas de insulina. Una alternativa para administrar insulina de manera no invasiva
es por via pulmonar a través de la inhalacién, cuando la insulina alcanza el espacio alveolar, atraviesa
los neumocitos por transcitosis y llegar a la circulacion (De Meyts, 2004; Kalaitzoglou et al., 2019;
Rachdaoui, 2020; Ferrier et al., 2007; Menting et al., 2013; Marin-Pefialver et al., 2016; Shahani y
Shahani, 2015).

1.4.6.Inhibidores de la a-amilasa

La a-amilasa (a-D-1,4-glucano-glucanohidrolasa) es una enzima que cataliza la hidrolisis de los
enlaces a-glucosidicos (a-1,4-glucano) del almidon, maltodextrinas y malto-oligosacéridos. Esta
enzima se encuentra en animales, plantas, bacterias y hongos. La a-amilasa salival presente en la
cavidad oral (saliva) inicia la digestion de carbohidratos complejos y el proceso es finalizado por la
a-amilasa pancreatica. En humanos, existen cinco isoenzimas de o-amilasa, tres isoformas de
a-amilasa salival y dos de a-amilasa pancredtica. Ambas enzimas estdn relacionadas
estructuralmente. La a-amilasa (salival o pancreatica) es un dimero [tres dominios estructurales (A,
B y C)], el dominio A (residuos 1-99 y 169-404) constituido por un barril (8 laminas B paralelas
distribuidas circularmente formando un barril al que se unen las hélices a) y contiene la triada
catalitica Asp197, Glu233 y Asp300. Los aminoacidos Arg195, Asn298 y Arg337 interaccionan con
el ion cloruro, que es esencial en la catalisis. EI dominio B (100-168) esta formado por laminas 3
antiparalelas, con funciones de unién y reconocimiento (se une al dominio A por un puente de
disulfuro); y un ion de calcio que estabiliza la estructura (dominio A y dominio B). El dominio C
(405-496) con funcion desconocida, posee una cadena B antiparalela que se une al dominio A. Los
inhibidores de estas enzimas ayudan a la prevenciéon y al tratamiento médico de problemas
metabolicos como DMT-2 y obesidad, controlando el aumento de los niveles de glucosa postprandial
en sangre, asi como disminuyendo y bloqueando la digestion de carbohidratos. Estudios in vitro o in
vivo han permitido comprobar que algunos compuestos de origen natural inhiben a la enzima
a-amilasa (salival o pancreética). En la Figura 11 se muestran algunos ejemplos (Tundis et al., 2010;
Kato et al., 2017; Mahmood, 2016; Alagesan et al., 2012; Verma et al., 2018).
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Fig. 11. Compuestos que inhiben la actividad de a-amilasa.
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1.4.7.Inhibidores de las a-glucosidasas
1.4.7.1. Estructuray clasificacion de las a-glucosidasas

Las a-glucosidasas (maltasa, glucoinvertasa, maltasa-glucoamilasa, sacarasa-isomaltasa, a-glucosido
hidrolasa, a-1,4-glucosidasa) se encuentran en la luz del intestino delgado sobre la membrana de los
enterocitos, lugar donde se realiza el Gltimo paso de la digestion de los carbohidratos (Fig. 12A-C).
Las enzimas a-glucosidasas presentan diferencias en el reconocimiento de sustrato. Las enzimas de
tipo | (familia GH13) se encuentra en insectos, bacterias y levaduras; se caracterizan por hidrolizar
sustratos heterogéneos como la sacarosa y a-D-glucopiranosido del p-nitrofenol- (p-NPG) y muestran
baja o nula actividad hacia el almidon y el glucégeno. Las enzimas tipo Il (familia GH31) se
encuentran en organismos flngicos; hidrolizan sustratos homogéneos y tienen alta afinidad por la
estructura de la maltosa. Finalmente, las de tipo Il (familia GH31) se encuentran en plantas y
animales, muestran una elevada actividad por sustratos poliméricos y homogéneos y casi no muestran
actividad frente a sustratos heterogéneos (Yamamoto et al., 2010; Nakai et al., 2005; Chiba, 1997;
Kerru et al., 2018; Tundis et al., 2010).

La estructura de las a-glucosidasas (Saccharomyces cerevisiae, GH13), esta compuesta de tres
dominios, A, By C. El dominio A (residuos 1-113 y 190-512) es el dominio catalitico que contiene
una estructura de tipo barril (B/a)s. EI dominio B (residuos 114-189) se encuentra entre la tercera hoja
By la hélice del barril (B/a)s del dominio A. El dominio C (residuos 513-589) comprende ocho hojas
B-antiparalelas en un doble motivo estructural de clave-griega. EI Asp215 (region 1) y Glu277 (region
I11) localizados en el C-terminal de la cadena B-4 y la cadena B-5 actian como nucle6filo catalitico y
como &cido/base en la catalisis, respectivamente. El tercer residuo conservado, Asp352 (region 1V),
localizado entre hebra B-7 y la hélice-7, puede estabilizar el sustrato durante la catalisis y acelerar la
reaccion de hidrolisis acido-base. Otros residuos de importancia son la Tyr158, His280 y el Asa 310-
315, los cuales se encuentran a la entrada del sitio catalitico y ayudan en la estabilizacion y
reconocimiento de los sustratos. Un ion de calcio est& unido en un bucle localizado antes de la hélice-
1 del dominio A, es esencial para la estabilidad y actividad de la enzima (Fig. 12D) (Yamamoto et
al., 2010; Nakai et al., 2005; Chiba, 1997; Kerru et al., 2018; Tundis et al., 2010).
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Fig. 12. (A) Intestino delgado. (B) Epitelio intestinal. (C) Enterocito.
(D) Representacion 3D de la isomaltasa. EI dominio A se representa en color amarillo, el dominio
B en color azul y el dominio C en rojo. Un ion de calcio se muestra como una esfera violeta. El
extremo reductor del residuo de glucosa se muestra en verde. Los tres residuos cataliticos se
muestran como un modelo de barra (imagen tomada de Yamamoto et al., 2010).

1.4.7.2. Mecanismo de hidrolisis de las a-glucosidasas

Las glucosidasas son enzimas que se encuentran en el borde del cepillo intestinal que catalizan la
hidrolisis de enlaces glucosidicos de polisacaridos, oligosacaridos, trisacaridos y disacaridos en
glucosa y otros monosacaridos. Estas enzimas son especificas para la ruptura de los enlaces
glucosidicos dependiendo del namero, posicion o configuracion de los grupos hidroxilo en la
molécula. Este tipo de enzimas catalizan la hidrolisis de enlaces O-, N- y S-glucosidicos para liberar
el carbohidrato correspondiente. La hidrdlisis enzimética del enlace glucosidico libera un azlcar
hemiacetal con la misma configuracion que el sustrato o inversion de la configuracion anomérica
(Chiba, 1997; Kerru et al., 2018; Ernawati et al., 2018).

La inversion de la estereoquimica sucede mediante una reaccion Sn2, que permite al sustrato y a una
molécula de agua unirse simultdneamente al sitio catalitico. En este proceso uno de los residuos

cataliticos de la enzima actGa como &cido y el otro como base. El residuo que actla como &cido
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protona el oxigeno glucosidico y la base desprotona una molécula de agua produciéndose el ataque
nucleofilico de ésta en el carbono anomérico y la eliminacion del grupo saliente con la consecuente

inversion de la estereoguimica (Fig. 13) (Chiba, 1997; Gloster y Davies, 2010).
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Fig. 13. Mecanismo de hidrolisis de las a-glucosidasas con inversién de la estereoquimica.

La retencion de la estereoquimica es un mecanismo de doble desplazamiento que consiste en dos
pasos de inversidn. En este proceso intervienen dos residuos acidos de la enzima, uno de los cuales
actia como &cido/base y el otro como especie nucleofilica. Durante el primer paso de la reaccion
(glucosilacion), el residuo acido/base actla como &cido y protona el oxigeno glucosidico, al mismo
tiempo se produce el ataque nucleofilico del otro residuo en el carbono anomérico, que conduce a la
formacidn del intermediario covalente glucésido-enzima con configuracion anomérica invertida. Se
trata de un intermediario del tipo ion oxocarbonio que estabiliza el estado de transicion. En el segundo
paso, el residuo &cido/base actiia como base y desprotona una molécula de agua, lo que facilita el
ataque en el carbono anomérico y el desplazando a la enzima del glucésido y liberando a-D-glucosa
(Fig. 14) (Chiba, 1997; Gloster y Davies, 2010).
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Fig. 14. Mecanismo de hidrolisis de las a-glucosidasas con retencion de la estereoquimica.
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1.4.7.3. Farmacos inhibidores de las a-glucosidasas

Los inhibidores de a-glucosidasas (a-Gl) son inhibidores reversibles y competitivos, los cuales se
empezaron a fabricar a inicios de la década de 1990 como farmacos antidiabéticos. Dentro de estos
farmacos se incluyen la acarbosa (Precose®), el miglitol (Glyset®) y la voglibosa (Basen®), que
bloquean la degradacion enzimatica de los carbohidratos en el intestino delgado, lo que disminuye la
glucosa postprandial y mejora el control glucémico sin aumento de peso o hipoglucemia; a la vez,
disminuyen la secrecion de polipéptidos inhibitorios gastricos y aumentan la secrecion del péptido
parecido a glucagon 1 (GLP-1) (Dhameja y Gupta, 2019; Kalaitzoglou et al., 2019; Ampudia-Blasco
y Camacho, 2016).

La acarbosa (aminociclitol) es el farmaco més utilizado de esta familia para el tratamiento de la
DMT-2. Es un pseudotetrasacarido con un nitrégeno unido entre el ciclitol y la unidad de ramnosa y
se obtiene a partir de la especie Actinoplanes utahensis. La acarbosa presenta mayor actividad contra
la glucoamilasa, sacarasa, maltasa y dextrinasa. Ademas, se ha comprobado que en los pacientes
disminuye el riesgo de complicaciones cardiovasculares y la inflamacion (Derosa y Maffioli, 2012;
Borges de Melo et al., 2006; Ampudia-Blasco y Camacho, 2016; Eguchi et al., 2018).

El pseudomonosacarido miglitol, es un o-Gl de segunda generacion, derivado de la
1-desoxinojirimicina (aislado del arbol Morus alba). A diferencia de la acarbosa, el miglitol se
absorbe casi por completo en el intestino delgado y es rapidamente excretado por via renal. Mejora
el control glucémico, que se refleja en los niveles de hemoglobina glucosilada (HbALc). A diferencia
de las sulfonilureas, no se asocia con aumento de peso corporal o hipoglucemia cuando se administra
en monoterapia (Scott y Spencer, 2000; Borges de Melo et al., 2006; Sels et al., 1999), y podria ser
efectivo como agente protector del sistema cardiovascular en pacientes con DMT-2 (Eguchi et al.,
2018). Estudios recientes, han indicado que el miglitol puede formar parte de una estrategia
terapéutica para el tratamiento del COVID-19 (emergencia de salud publica), ocasionada por el virus
SARS-CoV-2 (William y Goddard-Borger, 2020).

La voglibosa es un hexociclitol derivado del producto natural valiolamina (aminociclitol aislado de
Streptomyces higroscopicus var limoneus). Presenta mayor actividad sobre la sacarasa y la maltasa.
La voglibosa es mas potente que la acarbosa y el miglitol y presenta menos efectos adversos
(flatulencias y la distensién abdominal). El tratamiento con voglibosa (monoterapia) ha resultado en
una mayor liberacién de la hormona GLP-1 y en combinacidn con las sulfonilureas resulta efectiva
para controlar los niveles de glucosa plasmatica en pacientes con DMT-2, y podria retrasar la
aparicion de complicaciones vasculares (Dabhi et al., 2013; Kameda et al., 1984; Borges de Melo et
al., 2006).
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En general, los a-Gl se usan en monoterapia 0 en combinacion; sin embargo, inducen una disminucion
significativa de los niveles de glucosa postprandial sin causar incremento en la insulina circulante y
sin riesgo de hipoglucemias. Ademas, los medicamentos a-Gl reducen el riesgo de enfermedades
cardiovasculares en combinacidn con otros farmacos. Por Gltimo, los firmacos a-GI podrian ser Gtiles
para el tratamiento del COVID-19. Actualmente, estos multiples beneficios han propiciado una
busqueda persistente de nuevos inhibidores de a-glucosidasas (Ampudia-Blasco y Camacho, 2016;
Marin-Pefalver et al., 2016; Van de Laar et al., 2005; Chen et al., 2015; Dhameja y Gupta, 2019;
Eguchi et al., 2018; William y Goddard-Borger, 2020; Zhang et al., 2020).

1.4.7.4. Compuestos con actividad sobre la enzima a-glucosidasa

El estudio in vitro o in vivo de productos naturales de origen vegetal y de microorganismos, asi como
derivados de éstos, han conducido al hallazgo de una gran variedad de moléculas con propiedades
antihiperglucemiantes. Los productos naturales (PN) han sido esenciales para la identificacion
farmacoforos y compuestos novedosos Utiles para el entendimiento, prevencion temprana y
tratamiento de la DMT-2. En la Figura 15 se mencionan algunos ejemplos selectos de productos
naturales o semisintéticos con actividad inhibitoria sobre las enzimas a-glucosidasas (Dhameja y
Gupta, 2019; Chen et al., 2015; Abbas et al., 2019; Kerru et al., 2018; Wang et al., 2017; Rangel-
Grimaldo et al., 2020; Rangel-Grimaldo et al., 2017; Gajbhiye et al., 2018; Jenis et al., 2019; Zhao et
al., 2019; Bisio et al., 2017; Etsassala et al., 2019).
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Fig. 15. Compuestos con actividad sobre las enzimas a-glucosidasas (continuacion).

23



OH OH

N /
HO S 0SO; o

WOt o
OCH,4
Diasesartemina Escandenina A Salacinol (2)-Guggulsterona
Commiphora wightii Derris scandens Benth Salacia chinensis Commiphora
(Burseraceae) (Fabaceae) (Celastraceae) wightii
(Burseraceae)

(0]
OH O OCHj3
Guineensina Isihidnocarpina Jatrorrhizina
Piper longum Linn Hydnocarpus wightiana Blume Tinospora cordifolia Thunb
(Piperaceae) (Achariaceae) (Menispermaceae)
OH
OH H4CO o~
H°\¢@© o
OH HO
OH )—QOH
o H5CO
OH
(-)-3-O-Galloylepicatechina Magnoflorina Clinopodiolida B Trihidroxiclerodano
Bergenia ciliate Haw Tinospora cordifolia  Salvia africana-lutea  Salvia chamaedryoides Cav.
(Saxifragaceae) Thunb (Lamiaceae) (Lamiaceae)

(Menispermaceae)
Fig. 15. Compuestos con actividad sobre las enzimas a-glucosidasas.

1.4.8.Inhibidores de la enzima PTP-1B
1.4.8.1. Estructuray clasificacion de la enzima PTP-1B

La fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina es una de las modificaciones postraduccionales
mas importantes que las células utilizan para regular las respuestas celulares. La regulacion del estado
de fosforilacién en las proteinas es importante para procesos bioldgicos como la proliferacion,
diferenciacion, migracion y muerte celular. Dicho proceso también representa un punto de control
para la integracion de sefiales extracelulares y su posterior conversion en respuestas celulares (Barr
et al., 2009; Tonks, 2003; Alonso et al., 2004).

Los niveles de fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina se encuentran controlados por la
accion coordinada de dos tipos de enzimas llamadas: proteinas tirosina cinasas (PTK) y las proteinas
tirosina fosfatasas (PTP). Las PTKSs son las enzimas encargadas de afiadir un grupo fosfato sobre
residuos de tirosina de proteinas, dicho proceso produce un cambio estructural y promueve la
interaccion entre proteinas de las diferentes cascadas de sefializacion celular. La fosforilacion en la

tirosina de una proteina modifica su actividad y su interaccién con otras proteinas a través de dominios
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de union a tirosinas, por ejemplo, dominios SH2 y PTB (Proteina de union a fosfotirosina). A su vez,
la accidn de las PTKSs es regulada por la accion de las PTPs, proteinas que se encargan de quitar un
grupo fosfato de un residuo de tirosina de una proteina. Cuando se produce una alteracion entre el
balance normal de la actividad de las PTKs y PTPs, se provoca una fosforilacion anormal de los
residuos de tirosina, lo cual ha sido relacionado con la etiologia de varias enfermedades, como el
cancer, desérdenes metabolicos y procesos inflamatorios (Fig. 16) (Alonso et al., 2004; Barford et
al., 1994; Li et al., 2005; Pollard y Earnshaw, 2008).

S
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Fig. 16. Vias de sefializacion de la insulina y la leptina que involucran a la PTP-1B.

Las PTPs pertenecen a la superfamilia de las fosfatasas (107 PTPs), siendo estructuralmente diversa.
Las fosfatasas de tirosina se agrupan en cuatro clases seglin su secuencia de aminoécidos y topologia
de sus dominios cataliticos. En las fosfatasas de la Clase I, 1l y 11, el aminoécido esencial para la
catalisis es una cisteina del centro catalitico, mientras que en las fosfatasas de la Clase IV el residuo

catalitico es el acido aspartico (Alonso et al., 2004; Barr et al., 2009; Pollard y Earnshaw, 2008).

La Clase | esta formado por dos subgrupos que han evolucionado de un ancestro comun. EI primer
subgrupo de 38 proteinas es conocido como fosfatasas de tirosina clasicas. Las PTPs clasicas a su vez
se dividen en fosfatasas de tipo receptor y en fosfatasas citosélicas. El segundo subgrupo dentro de
las PTPs de Clase | esta formado por 61 proteinas; estas son fosfatasas que poseen una gran diversidad
de sustratos. La Clase Il esta formada solo por una proteina de bajo peso molecular, mas ancestral
que las fosfatasas de clase I, ya que se encuentran homdlogos en todos los phyla, incluyendo plantas,
numerosas procariotas y el subreino Archaea. Las fosfatasas de tirosina de la Clase IlI tienen
especificidad por proteinas fosforiladas en tirosina y treonina y est4d formada por tres proteinas
involucradas en la regulacion del ciclo celular (Ciclo de Division Celular, CDC A, By C). Pese a las

similitudes en el mecanismo catalitico y en la secuencia del sitio activo, las fosfatasas de las clases I,
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I1'y 11l han evolucionado de forma independiente. Sin embargo, una comparacion estructural indica
gue pueden haber evolucionado a partir de un ancestro comun (Alonso et al., 2004; Cho, 2013). La
Clase IV usa un mecanismo catalitico diferente, en el cual un acido aspartico actia como nucleéfilo
para desfosforilar los sustratos, tanto en tirosinas como en serinas mediante una reaccion metal-
dependiente (Alonso et al., 2004).

PTP-1B es una proteina que fue purificada inicialmente de la placenta humana, los genes que
codifican para su traduccidn se encuentran localizados en el cromosoma 20. Esta enzima esta formada
por 435 aminoéacidos con un peso de 50 kDa, contiene un dominio catalitico de 37 kDa hacia su
extremo N-terminal, que esta flanqueado por dos dominios ricos en prolina y un dominio C-terminal
que le permite el anclaje de la enzima a la cara citoplasmatica del reticulo endoplasmico (Fig. 16)
(Barford et al., 1994; Tonks, 2003; Cho, 2013). La enzima presenta un dominio con ocho hélices a y
12 cadenas B, mezcladas con diez hojas f que adoptan una conformacion retorcida. El sitio de
reconocimiento del grupo fosfato esta formado por cuatro motivos: (i) El asa P, altamente conservada,
es el asa de union a fosfato, se compone de los residuos 214-221 (His-Cys-Ser-Ala-Gly-lle-Gly-Arg),
donde la Cys215 y Arg221 son esenciales para la actividad catalitica de la enzima. (ii) EIl asa WPD
[(Trp-Pro-Asp) residuos 79-187] contiene el residuo Asp181 que participa en la catélisis. (iii) El asa
Q contiene al residuo GIn262, que media la hidrdlisis del intermediario catalitico cisteinil-fosfato.
(iv) El asa PY contiene el residuo Tyr46, el cual define la profundidad del sitio activo y contribuye
en la especificidad de la enzima para los sustratos que contienen fosfotirosina, ya que los residuos de
fosfoserina y fosfotreonina no logran alcanzar la cisteina catalitica. Otros residuos que contribuyen
al reconocimiento del sustrato son: Phel82, Lys120, Val49 y Arg47 y lo hacen mediante una
combinacion de interacciones hidrofébicas, electrostaticas y de enlaces de hidrégeno (Fig. 17)
(Tonks, 2003; Jiang et al., 2012; Choy et al., 2017).

La actividad catalitica de esta enzima esta controlada por su localizacion en la superficie del reticulo
endoplasmico, ya que esto restringe su acceso a ciertos sustratos. También existen otros mecanismos
gue regulan la actividad de PTP-1B, como son: oxidacion, fosforilacion y protedlisis (Tonks, 2003;
Cho, 2013).
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Fig. 17. Estructura terciaria de la PTP-1B (PDB: 1SUG). Asas: WPD (amarillo), Q (morado), PY
(naranja), P (azul cielo); la Cys215 (rojo) y la Arg221 (azul marino) esenciales para la actividad
catalitica de la enzima.

1.4.8.2. Mecanismo de la enzima PTP-1B

Una gran variedad de estudios estructurales e in vitro (cinéticos-enzimaticos) con la PTP-1B han
proporcionado informacion importante sobre el mecanismo del reconocimiento de sustrato y catélisis.
La catalisis mediada por PTP-1B procede a través de dos pasos. En el primer paso, el grupo tiol de la
Cys215 realiza un ataque nucleofilico sobre el grupo fosfato del sustrato, mientras que la Arg221
estabiliza el intermediario cisteinil-fosfato. EI asa WPD cambia la conformacion encerrando o
atrapando la fosfotirosina del sustrato en el bolsillo catalitico. En el segundo paso, el sustrato
desfosforilado sale, mediado por la GIn262 (asa Q), que coordina la molécula de agua, y el Asp181
(asa WPD) que actlia como donador de protones, facilitando la salida del sustrato. Después, el mismo
Aspl81 actlla como aceptor de protones de una molécula de agua, recuperando su estado inicial y
permitiendo que dicha molécula de agua ataque al grupo fosforilo unido a la Cys215. Finalmente, la
Cys215 se reduce de nuevo liberando la molécula de fosfato inorganico (Fig. 18) (Tonks, 2003; Cho,
2013).

La PTP-1B es un importante regulador de la homeostasis de la glucosa y el metabolismo energético.
Es un blanco terapéutico potencial relevante para el tratamiento de la DMT-2, obesidad y otros
desordenes metabdlicos asociados, debido a su capacidad para modular negativamente las vias de
sefializacion de la insulina y leptina (Fig. 16) (Tonks, 2003; Cho, 2013; Krishnan et al., 2018).
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Fig. 18. Mecanismo de accion del sitio activo de la PTP-1B.
1.4.8.3. Compuestos con actividad sobre la enzima PTP-1B

En virtud del potencial de la PTP-1B como blanco terapéutico para el tratamiento de la obesidad y la
DMT-2, muchos estudios se han enfocado a la blusqueda de inhibidores de esta enzima. Los
inhibidores de la PTP-1B amplifican la sefializacion mediada por la fosforilacién del receptor de
insulina (IR) y los sustratos del receptor de insulina (IRS), por lo que se mantiene la captacion de
glucosa en las células sensibles a la insulina. Mientras que, en la cascada de sefializacion de la leptina,
se mantiene activado el mecanismo por JAK2 y STAT3 (Kerru et al., 2018; Cho, 2013). Algunos
inhibidores (naturales o semisintéticos) de la PTP-1B se resumen en la Figura 19 (Kerru et al., 2018;
Yamazaki et al., 2017; Liu et al., 2011; Li et al., 2019; Tang et al., 2018; Lantz et al., 2010; Kyriakou
etal., 2018; Verma et al., 2017; Ceron-Romero et al., 2016; Rangel-Grimaldo et al., 2020; Kim et al.,
2017; Rivera-Chéavez et al., 2020).
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Fig. 19. Compuestos de origen natural o semisintético que inhiben a la PTP-1B
(continuacion).
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Fig. 19. Compuestos de origen natural o semisintético que inhiben a la PTP-1B.
1.5. Generalidades de nocicepcion

El dolor se defini6 una vez en relacion con el placer, definiendo emociones opuestas. Fue Sherrington
quien introdujo el término y desarroll6 el concepto de nocicepcion, del latin nocere: dafiar. La
Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés) define el dolor
como “una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a un dafio tisular (destruccion
celular con liberacion de sustancias bioquimicas) real o potencial, descrita en términos de tal dano”,
mientras que la nocicepcion es definida como “el proceso neuronal de codificacion de estimulos
nocivos”. Por lo tanto, la nocicepcion incluye mecanismos por los cuales los estimulos nocivos son
detectados por el Sistema Nervioso Periférico (SNP), codificados, transferidos y tratados
inconscientemente en el Sistema Nervioso (SN). Sin embargo, es importante tener en cuenta que el
dolor es, en principio, un mecanismo de defensa, cuya funcion es detectar y localizar los procesos

que dafian las estructuras corporales (Barrot, 2012; Le Bars et al., 2018).

La clasificacion del dolor puede hacerse en funcién de diversos criterios, segin su origen, el dolor se
clasifica como dolor nociceptivo (fisiologico), inflamatorio (lesién de tejidos), neuropatico (lesion de
nervios) y funcional (no hay lesion de tejidos ni nervios). El dolor nociceptivo es el causado por la

activacion de los receptores del dolor (nociceptores) en respuesta a un estimulo. En contraste, el dolor
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neuropatico se origina por un estimulo directo del Sistema Nervioso Central (SNC) o una lesion de
los nervios periféricos; se considera un dolor patolégico, ya que no tiene una utilidad como
mecanismo de defensa o alerta (dolor nociceptivo e inflamatorio). Otra clasificacidn es de acuerdo
con su duracién; el dolor puede ser agudo (fenémeno de corta duracidn que se asocia a un dafio tisular
y desaparece al controlar la causa) o crénico (tiene una duracion de mas de tres meses, se prolonga
mas all& de la curacion de la lesion que lo origind o se asocia a una afeccion crénica). Este Gltimo
puede ser de origen inflamatorio (artritis reumatoide), neuropatico (lesién de un nervio) o funcional
(migrafia). Con respecto a la localizacion, el dolor se clasifica en somaético y visceral, el dolor
somaético se caracteriza por estar bien localizado y punzante, se produce cuando se estimulan los
receptores de la piel, sistema musculoesquelético o vascular. El dolor visceral, se debe a lesiones o
disfunciones de los 6rganos interno, es continuo e irradia a zonas alejadas del punto de origen (Del
arco, 2015; Méndez, 2020).

1.5.1.Fisiopatologia del dolor

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada o similar a un dafio tisular
real o potencial (Raja et al., 2020). Ademas, el dolor es una sefial de un estado de necesidad corporal
(como sed, hambre), una emocién primordial y homeostética, que prepara para evitar la causa y

organizar la reparacién y recuperacion de una posible lesién (Le Bars et al., 2018).

La informacién del sistema sensitivo general se inicia en piel, musculo, articulaciones y visceras,
donde es captada y convertida a potenciales de accién por diversos receptores o transductores que se
clasifican en mecano-receptores, termo-receptores y nociceptores. Los mecano-nociceptores son las
fibras AS y AP, que se activan por estimulos mecanicos de alta o baja intensidad, respectivamente.
Los termo-nociceptores corresponden a fibras Ad y son activados por temperaturas superiores a 45 °C
o inferiores a 5 °C. Los nociceptores son sensibles a estimulos que amenazan producir dafio tisular o
que lo producen; se conocen como terminaciones libres (no tienen capsulas o corpdsculos); se activan
aun alto umbral y transmiten por fibras delgadas Ad, Ay C (Fig. 20). Cuando se produce una lesion
superficial en la piel, se perciben dos clases de dolor: uno inicial, rapido, de corta duracién, localizado,
debido a la actividad de las fibras Ad (mielinizadas, dolor primario) y otro de aparicién mas tardia,
lento, persistente y difuso, debido a la actividad de las fibras C (no tienen mielina, dolor secundario).
Cuando se produce una lesion tisular, se desencadena una cascada de liberacion de sustancias
inflamatorias sensibilizantes (sopa inflamatoria) o excitadoras de los nociceptores. Entre ellas se
encuentran iones potasio e hidrogeniones, serotonina, bradiquinina, histamina, prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos y sustancia P. Esta Gltima es liberada por un reflejo axonal e induce
vasodilatacion y desgranulacién de mastocitos (Le Bars et al., 2018; Del arco, 2015; Pabdn-Henao et

al., 2015).
31



El dolor es transmitido (fibras Ad y C) desde la periferia hasta corteza somato-sensorial por tres
neuronas. La primera, inicia en el receptor (piel, muasculo, articulaciones, huesos o visceras) y tiene
el cuerpo celular en el ganglio de la raiz dorsal y llega hasta la médula espinal. En el asta dorsal de la
médula espinal hay diferentes laminas, como las fibras del dolor, tales como la lamina | donde se
proyectan las fibras Ad y C, la lamina Il de donde se proyectan las fibras C que hacen sinapsis con
las interneuronas intralaminares (pre y postsinapticas) y las neuronas interlaminares (excitacion
postsinaptica). Por otra parte, las fibras Ad envian ramas colaterales a hacer sinapsis con las neuronas
nociceptivas tipo 2 en las laminas IV y VI. En el asta dorsal la primera neurona hace sinapsis con la
segunda neurona, la cual cruza al lado contrario y llega hasta el tdlamo, por el tracto espino-talamico.
En el tAlamo se inicia el analisis del dolor, y de aqui parte la tercera neurona, que llega a la corteza
somato-sensorial, donde se realiza la percepcidn sensorial mediante conexidn con neuronas de cuarto

orden y con otras partes del cerebro (Fig. 20) (Pabén-Henao et al., 2015; Mouraux et al., 2018).

La modulacién se produce en el asta dorsal de la medula y se divide en sensibilizacion e inhibicion.
Un dolor intenso y continuo produce sensibilizacion a nivel central, porque a nivel medular promueve
neuroquimicos excitatorios como la sustancia P, el aspartato-glutamato, prostaglandinas y
calcitonina, que facilita la excitacion de circuitos nerviosos. En contraste, a nivel espinal puede haber
sistemas de inhibicion; asi, por ejemplo, el sistema inhibitorio opioide utiliza encefalinas,
B-endorfinas y dinoforminas. La inhibicion no opioide comprende neuromoduladores como
noradrenalina, serotonina y agonistas de receptores a-2. Por ultimo, la inhibicion segmentaria (teoria
de la compuerta), en donde las fibras gruesas que informan sobre tacto, presion y propiocepcion,
inhiben a las vias delgadas de dolor que entran en el mismo segmento medular, mediante

neurotransmisores inhibitorios (Pabon-Henao et al., 2015; Mouraux et al., 2018).

Para finalizar, la integracion es el reconocimiento e interpretacion del potencial de accion por parte
de los centros superiores en las diferentes porciones del SN. EI componente afectivo del dolor deriva
de circuitos cerebrales entre corteza, sistema limbico y 1ébulo frontal (Fig. 20) (Pabén-Henao et al.,
2015).
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Fig. 20. Organizacion esquematica del mecanismo de percepcion del dolor.
(Modificado de Mouraux et al., 2018).

1.5.2.Dolor experimental en animales

Cualquiera que sea la forma de evaluarlo, el dolor no es una variable observable perteneciente a la
semiologia (un signo o una medida, clinico o paraclinico), sino una variable latente (un sintoma,
informado por el paciente), aunque la persona puede expresar su dolor con la palabra y comunicarlo.
Por esta razon, la metodologia para evaluar el dolor (escalas, cuestionarios) sigue siendo objeto de
una intensa investigacion (Méndez, 2020; Le Bars et al., 2018).

Se admite facilmente que un animal siente un dolor agudo cuando se exterioriza por manifestaciones
conductuales, por ejemplo, gemidos o gritos. En mamiferos, las reacciones a un estimulo nociceptivo
se pueden dividir en dos tipos:

K/

% Los centros inferiores en la jerarquia del SNC;

K/

% los mas complejos; que involucran centros superiores.

Entre las respuestas mas complejas que implican niveles jerdrquicamente mas altos, hay respuestas

motoras condicionadas que son el resultado de un aprendizaje a veces muy rapido. Las reacciones
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conductuales complementarias (huida, desconfianza de los objetos responsables de la experiencia
dolorosa, reaccion de evitacion) o cambios de comportamiento (social, nutricional, sexual, ciclo de
suefio-vigilia). Los dolores agudos y breves producen respuestas motoras fasicas (retirada,
sobresalto). Sin embargo, ninguno de los signos descritos anteriormente tiene un valor univoco. Cada

especie animal expresa la presunta sensacion de dolor a través de su propio “repertorio” conductual.

Se han desarrollado modelos animales de patologias humanas en las que el dolor es el sintoma
principal. Cabe sefialar que las pruebas utilizadas son idénticas a los modelos de dolor de estudio, ya
sean agudos o cronicos. En un “modelo de dolor” se aplica una “prueba de nocicepcion” (Le Bars et
al., 2018).
Las pruebas de nocicepcion se pueden dividir en dos categorias segun su propésito: medir un umbral
0 una respuesta supraliminar. Se basan en la medicion de tres tipos de variables dependientes:
% Medida del tiempo necesario para una reaccion de escape (tiempo de reaccion: aleteo de la
cola, extraccion de la pata);
% la medicion del umbral de activacion de dicha reaccion (prueba Randall-Selitto, filamentos
de Von Frey, medidores de deformacion);
< la amplitud de una variable que caracteriza esta respuesta (estiramiento abdominal,
formalina) (Le Bars et al., 2018; Barrot, 2012).

La prueba de formalina utiliza estimulos quimicos inflamatorios o irritantes, que inducen un estado
de dolor ténico que se puede evaluar mediante una puntuacion conductual. En ella se pueden utilizar
diferentes agentes quimicos irritantes como estimulos nociceptivos para evaluar el dolor y evaluar
preclinicamente extractos, fracciones o compuestos puros como analgésicos. La formalina actla a
través del receptor transitorio ankyrin 1 (familia del receptor transitorio de canales ionicos). El agente
quimico (formalina) se puede inyectar por via intradérmica en la superficie dorsal o plantar de una
pata delantera o posterior, lo que da como resultado retirada de la pata, lamer, morder o sacudir, que
son cuantificables. En los roedores, la inyeccion de formalina produce una reaccion conductual
biféasica, con una fase inicial dentro de los primeros minutos posteriores a la inyeccion (0—10 min),
seguida de un periodo de reposo de 10 min y una segunda fase de conductas nociceptivas que duran
20-40 min. La primera fase esta relacionada a la estimulacion directa de los nociceptores y es sensible
a los anestésicos locales, mientras que la segunda fase involucra mecanismos inflamatorios y
sensibilizacion central del asta dorsal. La segunda fase responde a varios farmacos de accion
analgésica clinica establecida, como opiéceos, los analgésicos antiinflamatorios esteroideos o no

esteroideos, los antagonistas de N-metil-D-aspartato o la gabapentina (Barrot, 2012).
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1.5.3.Plantas medicinales para el alivio del dolor

El dolor acompafia al hombre desde los tiempos méas remotos; asi, por ejemplo, los primeros humanos
[neandertales (Sidrén 1)] trataban su dolor de muelas masticando alamo (Populus trichocarpa), una
planta que contiene &cido salicilico, un precursor del acido acetilsalicilico (aspirina). Desde el afio
3000 a. C., los médico-sacerdotes de Mesopotamia usaban el cannabis (Cannabis sativa) por su efecto
analgésico. Los incas utilizaban hojas de coca (Erythroxylum coca) para mitigar el dolor y el hambre
segun revelan sacos con hojas de coca de una antigliedad de 2500 afios encontrados en cuevas
peruanas. Segun el Papiro de Ebers, 1550 a. C., el opio (Papaver somniferum L.) se utilizaba contra
cefaleas del dios Ra. En las practicas comunes de la civilizacion grecorromana se utilizaba las hojas
de mandragora (Mandragora autumnalis), para mitigar el dolor (Bonet, 2004; Weyrich et al., 2017).

En el caso particular de México, la herbolaria representa una practica médica alternativa arraigada
por razones culturales y aspectos socioecondémicos, ya que su uso cotidiano es fundamental para
resolver problemas de salud, principalmente en comunidades indigenas o con bajos recursos
econdmicos. Es por ello importante evidenciar los efectos analgésicos y antiinflamatorios de las
plantas con uso tradicional para el tratamiento del dolor, asi como sus posibles efectos no deseados,
con la finalidad de garantizar la seguridad de su uso. El uso de las plantas medicinales en México
para tratar el dolor es milenario, de tal forma que en el Cédice de la Cruz-Badiano (pequefio libro de
hierbas medicinales indias) esta indicado el uso de las hojas de toloache (Datura inoxia) en forma de
cataplasma para reducir el dolor y la hinchazén. Actualmente es utilizado en el norte de México, y en
los estados de Sonora, Oaxaca y Quintana Roo, para tratar el dolor reumatico. En los estados de
Puebla y Michoacan se emplean las hojas, tallos y ramas de hierba de golpe (Oenothera rosea) en
forma de cataplasma o infusion para el alivio del dolor muscular y la inflamacion (Martinez, 2015).
Otra especie ampliamente utilizada en México es Heterotheca inuloides, también llamada arnica, atil
para curar el dolor y la inflamacién. Estudios preclinicos con modelos experimentales de dolor e
inflamacidn en ratas han demostrado que el sesquiterperno 7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina aislado del
extracto hexanico de las inflorescencias de la planta, es uno de los principios activos (Fig. 21). Dicho
estudio refuerza el uso como analgésico de las inflorescencias de esta planta en la medicina tradicional
(Rocha-Gonzalez et al., 2010). En las cuevas de Tehuacan (Puebla y Veracruz), la presencia de flor
de mayo (Plumeria rubra var acutifolia) y las semillas de venenillo (Thevetia peruviana) se usaron
con fines medicinales para curar el dolor de oido, dolor de muelas, inflamacion de la piel y las heridas,
uso que se les da en la actualidad. En Chihuahua, otros remedios a partir del toronjil (Agastache spp.)
y el orégano (Monarda austromontana), sirven para curar el espanto, los nervios y el dolor de

estomago (Bye y Linares, 1999).
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La comunidad cientifica ha descubierto compuestos (origen natural) con actividad analgésica, o bien,
han desarrollado farmacos efectivos para el alivio del dolor a partir de la modificacion estructural de
compuestos naturales. Principalmente, la morfina (analgésico) del opio ha servido como modelo para
el disefio de farmacos eficaces para tratar el dolor (Fig. 21). El &cido acetilsalicilico (analgésico
antiinflamatorio) se obtuvo por la modificaciéon quimica de la salicina aislada de Salix alba L. (Fig.
21). Cabe mencionar que estos farmacos son prototipos de las familias de analgésicos més utilizadas

actualmente para el alivio del dolor (Moreno-Pérez et al., 2020; Rauf et al., 2017).

HO

pee . . ALY
G 0 -
OH OH o” OH HO™
7-hidroxi-3,4-dihidrocadalina Salicina Acido Morfina
Heterotheca inuloides Salix alba L. acetilsalicilico -
. Papaver somniferum L.
(Asteraceae) (Salicaceae)
(Papaveraceae)

Fig. 21. Compuestos aislados de plantas medicinales con actividad analgésica.

1.5.4.Productos naturales con efecto analgésico

Actualmente existen diferentes estrategias terapéuticas para eliminar el dolor, entre ellas se
encuentran los analgésicos del grupo de los antiinflamatorios no esteroideos, estos son de
primera eleccién en el dolor nociceptivo cuando existe un componente inflamatorio. Los
analgésicos opioides que son muy eficaces en dolores nociceptivos (agudos y crénicos) y
pueden ser utiles en el tratamiento del dolor neuropatico. Algunos otros farmacos
antidepresivos y anticonvulsivos se administran para combatir el dolor causado por alguna
lesion en el SNC (neuralgia y neuropatias) (Martinez, 2015; Del arco, 2015; OMS, 2020).
Por otra parte, los PN son una fuente valiosa de nuevos compuestos que podrian ofrecer
valiosos efectos terapéuticos con mecanismos de accion novedosos para el tratamiento de
patologias asociadas con el dolor. En la Figura 22 se muestran las estructuras de PN, andlogos
a partir de fuentes naturales y compuestos sintéticos (basados en farmacéforos naturales) con
propiedades analgésicas (Ramirez et al., 2017; Schroeder y Lewis, 2006; Abdel-Rahman,
2017; Anjum et al., 2016; Martinez-Mayorga et al., 2017; Rocha-Gonzalez et al., 2010; Rauf
etal., 2017).
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Fig. 22. Compuestos con actividad analgésica.
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1.6. Salvia amarissima Ortega (Syn: S. circinata Cav.)

Salvia amarissima Ortega es una planta herbacea perenne endémica de México. Crece hasta 1.5 m de
altura, los tallos son hispidos con pelos retrorsos a lo largo de los surcos, las hojas ovaladas de color
verde blanquecino &speras o arrugadas y generalmente suaves. Las flores, generalmente de color azul
palido, presentan corolas tubulares de dos labios y crece entre los pastizales y matorrales (areas
perturbadas) (Fig. 23) (Calderon y Rzedowski, 2010; Mata et al., 2019). Se encuentra ampliamente
distribuida en los estados de Ciudad de México, Chiapas, Guanajuato, Hidalgo, Estado de México,
Michoacén, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Martinez-
Gordillo et al., 2017). Salvia amarissima fue incluida como planta medicinal en el Catalogo del
Herbario de la Real Expedicion Botanica a Nueva Espafia (1787-1803) (Mata et al., 2019). En
Capulalpam de Méndez, Oaxaca, una regién en México donde el uso de plantas en la medicina
tradicional es muy comun, esta planta es conocida como “bretonica” y segun los habitantes, un té
elaborado a partir de las partes aéreas de la planta se utiliza para el tratamiento de Ulceras, para curar
enfermedades gastrointestinales (diarrea y dolor de estémago), helmintiasis, antibacterial,
reumatismo, cancer y diabetes (Mata et al., 2019; Moreno-Pérez et al., 2019; Flores-Bocanegra et al.,
2017; Fragoso-Serrano et al., 2019; Clinica de Salud Intercultural, 2018).

Fig. 23. Salvia amarissima Ortega. (Lamiaceae).

1.6.1.Composicion quimica y propiedades biologicas de S. amarissima

Los estudios fitoquimicos de Salvia amarissima permitieron la identificacion de diterpenoides
glicosilados como las amaris6lidas A—E (1-5), un neo-clerodano acilado glicosilado [amarisélida F
(6)] (Maldonado et al., 1996; Flores-Bocanegra et al., 2017; Fragoso-Serrano et al., 2019), otros
diterpenoides como teotihuacanina (7), amarisinas A-E (8-12) (Bautista et al., 2015; Bautista et al.,
2016; Ortega et al., 2017; Fragoso-Serrano et al., 2019) y flavonoides como pedalitina (13) y una
nueva biflavona (14) (Fig. 24) (Maldonado et al., 1996; Flores-Bocanegra et al., 2017).
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Fig. 24. Metabolitos aislados de las partes aéreas de S. amarissima.
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Los estudios farmacoldgicos de los diterpenoides (6-10) revelaron actividad antiprotozoaria; ademas,
un moderado efecto citotdxico contra lineas celulares de cancer humano y actividad moduladora en
la linea celular de cancer MCF-7 resistente a vinblastina (Bautista et al., 2015; Bautista et al., 2016;
Fragoso-Serrano et al., 2019; Calzada et al., 2020).

Estudios previos del preparado tradicional de Salvia amarissima (recolectada en Puebla, México),
determinaron que los productos aislados amarisélida (1) y pedalitina (13) disminuyeron
significativamente el pico postprandial de una manera dosis-dependiente durante una prueba de
tolerancia oral a la sacarosa en ratones sanos. Ademas, se evalud el efecto inhibitorio sobre las
enzimas o-glucosidasas de rata (in vitro) de los compuestos 1-5, 13 y 14. Los productos de tipo
flavonoide (13 y 14) fueron los més activos. La pedalitina (Clse= 81 uM) (13) y el biflavonoide (Clso=
40 uM) (14) presentaron una actividad 1.25 y 2.5 veces mejor que la del control positivo acarbosa
(Clso= 100 uM), respectivamente. Respecto a los diterpenoides, el compuesto mas activo fue 1 con
una Clsg de 500 uM. Los metabolitos 1 y 13 se evaluaron in vitro contra la enzima a-glucosidasa
obtenida del microorganismo Ruminococcus obeum. Esta bacteria forma parte la flora intestinal en
los humanos y participa en el metabolismo de los carbohidratos. Los resultados de los ensayos
mostraron que 1 y 13 inhibieron la actividad de la enzima con un valor de Clse= 400 uM y 60 uM,
respectivamente (acarbosa Clse= 1030 uM) (Flores-Bocanegra et al., 2017; Mata et al., 2019).

Por ultimo, estudios recientes demostraron las propiedades antinociceptivas del extracto acuoso de
Salvia amarissima (recolectada en Oaxaca, México), de la amarisélida (1) y de la pedalitina (13),
justificando asi su uso en la medicina tradicional mexicana para el alivio del dolor abdominal
(Moreno-Pérez et al., 2019).

1.7. Salvia microphylla Kunth (Syn: S. grahami Benth.)

La especie Salvia microphylla estad agrupada en la seccidon Fulgentes y consta de tres variedades:
Salvia microphylla Kunt, Salvia microphylla var. neurepia Epl. y Salvia microphylla var. wizlizeni
Gray (Bautista et al. 2013; Bautista et al. 2014). Salvia microphylla Kunth es una hierba o arbusto
bajo, de 1 a 1.5 m de altura, ramosa con los tallos cuadrados y con pelos. Tiene racimos con dos a
seis flores en la parte terminal de la planta, corola bilabiada que van del color rojo a rosa oscuro y es
una planta muy aromatica (Fig. 25). Es originaria de México y habita en sitios con climas semiseco
y templado, crece a una altura que va desde los 420 hasta los 3900 msnm. Crece entre bosques
tropicales perennifolios, pastizales y bosques de encino (Jenks y Kim, 2013). En México, Salvia
microphylla Kunt y otras especies de Salvias constituyen un complejo de plantas medicinales
conocidas como “mirto” (Jenks y Kim, 2013; Bautista et al. 2014). Se encuentra ampliamente

distribuida en los estados de Aguascalientes, Ciudad de México, Chihuahua, Chiapas, Coahuila,
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Colima, Durango, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacén, Nayarit,
Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y
Zacatecas (Martinez-Gordillo et al., 2017). Un preparado de las hojas y flores (infusidn) es
ampliamente usado en los rituales curativos para el tratamiento de enfermedades populares como el
susto, espanto, mal de aire, nervios, mal de ojo, empacho y aire de viento (Jenks y Kim, 2013). El uso
mas frecuente de Salvia microphylla es para el tratamiento de trastornos digestivos (indigestion,
disenteria, diarrea y vémito), inflamacién abdominal, trastornos de suefio, dolor (cabeza y de oido),
colicos menstruales, reumatismo y calambres (Jenks y Kim, 2013; Reimers et al., 2018; Manzanero-
Medina et al., 2018; Pérez-Nicolas et al., 2018).

Fig. 25. Salvia microphylla Kunth. (Lamiaceae).

1.7.1.Composicion quimica y propiedades bioldgicas de S. microphylla.

Un estudio quimico de las partes aéreas de S. microphylla, permitio aislar diterpenoides del tipo
clerodano [7a-hidroxi-neoclerodano (15)] y tres pimaranos [acido 7a-hidroxisadaracopimarico (16),
éster metilico del &cido 7a-hidroxisadaracopimérico (17) y éacido 7-oxosandaracopimérico (18)]
(Esquivel et al., 1987).
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Posteriormente, a partir de un extracto de acetona de S. microphylla cultivada en Turquia, se lograron
aislar dos sesquiterpenos de tipo eudesmano [fB-eudesmol (19), 8a-hidroxieudesmol (20)], un
diterpenoide de tipo abietano [éster metilico del acido carnésico (21)], cuatro triterpenoides [lupeol
(22), 3-acetato de eritrodiol (23), &cido oleandlico (24) y p-sitosterol (25)] y dos ésteres fendlicos
[hexacoilferulato (26) y p-(hidroxifenil)-etil éster del acido eicosanoico (27)]. En ese mismo trabajo,
se describe la actividad antibacteriana del extracto organico y los compuestos aislados (19-27), pero
solamente el diterpeno (21) presenté actividad moderada contra Staphylococcus aureus.
Adicionalmente, se ha comprobado la actividad antifungica del sesquiterpeno (19) contra hongos del
género Alternaria. También, el acido oleandlico (24) ha sido reportado con actividad antimicrobiana

y anti-inflamatoria (Topcu, 2006; Aydogmus et al., 2006).

HO'

25

(0]
HOO/V N (CH2)24CHs
O
2

7

Romo-Asuncion y col. (2016) publicaron el estudio quimico y bioldgico del extracto hexanico de las
partes aéreas de S. microphylla; en ese estudio describieron la presencia de triterpenoides [y-sitosterol
(28)] y écidos grasos [acido oleico (29) y &cido palmitico (30)]. En ese mismo trabajo, se describe la

actividad insecticida del extracto sobre la larva Spodoptera frugiperda.

28 29 30

42



De manera adicional, del estudio fitoquimico de la especie S. microphylla (recolectada en la Ciudad
de México) se reporta el aislamiento de algunos diterpenoides (clerodanos), los cuales incluyen a la
microfilandiolida (31) y las salvimicrofilinas A-D (32-35) (Bautista et al., 2013; Bautista et al.,
2014). Estudios farmacolégicos recientes han demostrado la actividad antiprotozoaria del extracto
organico de S. microphylla, de la microfilandiolida (31) y la salvimicrofilina B (33), lo cual confirma
su uso en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la diarrea (Calzada y Baultista,
2020).

Estudios sobre el aceite esencial de S. microphylla recolectada en otras regiones, lograron identificar
sesquiterpenos oxigenados [S-eudesmol (19), a-eudesmol (36), éter de davana (37)], sesquiterpenos
hidrocarbonados [a-capaeno (38), p-cariofileno (39)], monoterpenos oxigenados [borneol (40),
acetato de bornilo (41), timol (42), carvacrol (43)] y monoterpenos hidrocarbonados [a-pineno (44),
S-pineno (45) y canfeno (46)]. El limoneno (47), al acetato de isobornilo (48) y al guaiol (49) son los
componentes volatiles mayoritarios detectados. La esencia demostré actividades bactericida y
antioxidante (Lima et al., 2012; Marchioni et al., 2020).
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1.8. Control de calidad de plantas medicinales

La OMS destaca que existen al menos 119 farmacos derivados de plantas, de éstos, alrededor de 74 %
se usa en la medicina moderna. Lo anterior se correlaciona directamente con los usos tradicionales
que las culturas nativas les daban como hierbas medicinales. De hecho, el uso de la herbolaria desde
tiempos remotos se reconoce como la méas antigua forma para curar o aliviar diferentes enfermedades,
debido a las propiedades de diversas sustancias. En la actualidad, muchas personas recurren a las
plantas medicinales para tratar diferentes enfermedades porque creen que las plantas, por ser de origen
natural, carecen de toxicidad. Esta postura puede ser algo peligrosa, ya que existen evidencias
contundentes de la toxicidad producida por algunas plantas y por la interaccién entre plantas
medicinales y la medicina aldpata, por lo que no se debe tomar a la ligera su uso sin hacer hincapié
en la posibilidad de generar efectos no deseados. Para sustentar la eficacia de los productos
herbolarios, es necesario generar la informacion farmacolégica mediante la aplicacion de ensayos
experimentales preclinicos y clinicos (Moreno-Pérez et al., 2020; Martinez, 2015; Efferth y Greten,
2012; Bandaranayake, 2006).

En México, el nimero de pacientes que recurre a la medicina alternativa se encuentra entre el 15y
20 % del total de la poblacion. Por tanto, el uso de plantas medicinales es considerado una de las
alternativas terapéuticas mas importante. En general, la tradicion y costumbre de utilizar plantas
medicinales para el alivio de diversas enfermedades se encuentra muy arraigada en nuestra cultura,
principalmente en las comunidades rurales. En las zonas urbanas, si bien es un recurso natural que se
emplea actualmente, es claro que existen limitaciones para su aplicacion en el &rea médica. Para poder
utilizar las plantas medicinales con fines terapéuticos se requiere de diversos estudios que incluyen
la estandarizacion de las dosis, la homogeneizacion de los productos herbolarios, el conocimiento de
la concentracion de los compuestos activos, la identificacion de los efectos adversos o toxicos, asi
como parametros farmacocinéticos, entre otros (Martinez, 2015; Moreno-Pérez et al., 2020).
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La OMS reconoce la importancia de la medicina tradicional y ha propuesto en maltiples ocasiones
mejorar los aspectos regulatorios de las plantas medicinales. Sin embargo, hasta 2007 Gnicamente 25
paises tenian legislaciones especificas para el uso de plantas medicinales. Por lo cual, la OMS ha
indicado que es indispensable la investigacidn cientifica que informe acerca de la eficacia y seguridad

de la herbolaria para garantizar las condiciones de su uso sin riesgo (Moreno-Pérez et al., 2020).

Dentro de las primeras soluciones propuestas por la OMS para asegurar la calidad de drogas crudas
y preparados herbolarios, fue una publicacion en 1988 del documento “Quality Control Methods for
Medicinal Plant Materials” en el cual se establecen las recomendaciones y procedimientos para el
aseguramiento de calidad, en el 2011 se publicé la actualizacion de este. La OMS, actualiz6 los
objetivos del programa de medicina tradicional en su documento “Estrategia de la OMS sobre
medicina tradicional 2014-2023” publicado en 2013. Este documento se plantean dos objetivos
principales: (i) Brindar apoyo a los paises miembros para que aprovechen la medicina tradicional para
lograr su bienestar y atencion primaria a sus problemas de salud; (ii) promover la utilizacion segura
y eficaz de la medicina tradicional mediante la reglamentacion de productos, précticas y
profesionales. Una de las metas méas importantes de este documento consiste en el fortalecimiento de
la seguridad, la calidad y la eficacia de los productos elaborados a base plantas mediante su
reglamentacion (OMS, 2013).

Entonces, la calidad se convierte en un requisito basico de los medicamentos herbolarios, no solo por
su importancia intrinseca, sino porque constituye la base sobre la que reposa la reproducibilidad de
los pardmetros de seguridad y eficacia. El control de calidad de las drogas vegetales y derivados
pretende garantizar su identidad, pureza y contenido en principios activos y/o marcadores (Kunle et
al., 2012, Efferth y Greten, 2012; Liang et al., 2004; Bandaranayake, 2006).

El propdsito de los ensayos de identidad de las drogas crudas permite su identificacion a través de
una serie de pruebas botanicas, quimicas y genéticas. Es necesario establecer estos parametros de
identidad para garantizar la eficacia y seguridad de las drogas evitando adulteraciones o sustituciones
gue afecten la salud de los consumidores. Las pruebas de identidad botanica se realizan a nivel
macroscopico (un comparativo confiable suele hacerse con las muestras de referencias depositados
en los herbarios) y microscépico. Estos ensayos nos aseguran que se utilice la droga cruda correcta.
En los ensayos de identidad quimica se incluyen reacciones caracteristicas de los extractos de la
especie vegetal y técnicas cromatograficas. La evaluacion de la identidad quimica esta enfocada
principalmente a la deteccion de compuestos marcadores y obtencion de perfiles cromatograficos que
sirven como “huella dactilar” que hacen una representacion integral de los compuestos quimicos

presentes en las plantas medicinales.
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Los compuestos marcadores se definen como constituyentes quimicamente definidos, atiles para fines
analiticos, independientemente de que presenten actividad o no. Por otro lado, para la generacion de
los perfiles cromatogréficos, se hace uso de diversas técnicas cromatograficas, incluyendo
Cromatografia en Capa Fina (CCF), la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) y
Cromatografia de Gases (CG) (Efferth y Greten, 2012).

En los altimos afios las pruebas de identidad genética han complementado las estrategias clasicas para
la identificacién de las drogas crudas. Esta prueba consiste en el analisis de marcadores moleculares,
los cuales, son estables y especificos para cada especie vegetal y no estan influenciados por factores
enddgenos o exdgenos (Bandaranayake, 2006; Liang et al., 2004; Kunle et al., 2012; Efferth y Greten,
2012; Sahoo et al., 2010).

Las pruebas de pureza buscan garantizar que la droga se encuentre libre de contaminantes como son
los metales pesados, aflatoxinas, radiactividad, pesticidas, material vegetal extrafio, mohos, insectos
y otros residuos quimicos (Kunle et al., 2012; Bandaranayake, 2006; Sahoo et al., 2010).

Por Gltimo, la prueba de composicion consiste en la aplicacién de métodos analiticos validados para
cuantificar los principios activos (si estos son conocidos) o de los marcadores de las drogas crudas
y/o preparados herbolarios con la finalidad de garantizar la obtencidn de extractos estandarizados y
cuantificados (Kunle et al., 2012; Sahoo et al., 2010).

46



2. Justificacién

Este trabajo obedece fundamentalmente a lineamientos de la OMS en cuanto al uso de las plantas
medicinales, lo que justifica per se su realizacién ya que los resultados que deriven de su ejecucion
contribuiran al uso racional de Salvia amarissima y Salvia microphylla (Lamiaceae) en las précticas
médicas populares de México. El uso racional de la herbolaria es una meta fundamental para la OMS
y sus paises miembros. Este uso racional implica conocer su eficacia y seguridad, asi como establecer
sus parametros de calidad. En este caso se pretende establecer la eficacia y pruebas de calidad de dos
especies de Salvia de amplio uso medicinal a lo largo y ancho del pais.

Asi mismo, debido al incremento en la incidencia a nivel mundial de casos de diabetes y que esta
enfermedad representa una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel internacional,
existe una creciente necesidad de obtener nuevos farmacos Utiles en el tratamiento de esta patologia,
por lo que la busqueda de inhibidores de las a-glucosidasas (a-Gl) se encuentra justificado, ya que
estos farmacos (administrados en monoterapia o en terapia combinada) tienen un papel importante en
la terapéutica de la diabetes. Estos agentes disminuyen los niveles plasméticos de glucosa tras la
ingesta de alimentos al reducir su absorcion a nivel intestinal (Eguchi et al., 2018). En paises de alto
consumo de carbohidratos, como México, se recomienda el empleo de a-Gl, ya que estos reducen el
riesgo de enfermedades cardiovasculares en combinacion con otros farmacos (Eguchi et al., 2018).
Ademas, se ha demostrado clinicamente que la combinacion de estos inhibidores con farmacos de
primera linea disminuye el riesgo de complicaciones cardiovasculares. Cabe sefialar que los farmacos
a-Gl, como el miglitol y la acarbosa, podrian ser utilizados en la terapia para el tratamiento del
COVID-19 causada por el SARS-CoV-2 (William y Goddard-Borger, 2020).

La busqueda continua de nuevos farmacos como blancos de accién novedosos y especificos para el
tratamiento de la DMT-2 es un reto continuo. En este sentido, la enzima PTP-1B es una diana
terapéutica prometedora para el tratamiento de esta enfermedad y la obesidad, debido a su capacidad
para modular negativamente la vias de sefializacion de la insulina y la leptina, respectivamente
(Krishnan et al., 2018).
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3. Hipotesis
El uso popular de las especies de Salvia amarissima y Salvia microphylla (Lamiaceae), asi como
consideraciones de tipo quimiotaxonoémico, sugieren que los preparados medicinales tradicionales y
aceites esenciales de estas especies poseen propiedades antidiabéticas y antinociceptivas debido a su

contenido de principios activos que podrian ser de utilidad para el desarrollo de nuevos farmacos.
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4. Obijetivos

4.1. Objetivos generales

Establecer la eficacia preclinica de los preparados tradicionales y aceites esenciales de las
especies de Salvia amarissima y Salvia microphylla como agentes antidiabéticos y
antinociceptivos, respectivamente.

Determinar los principios activos de preparados tradicionales y aceites esenciales de las
especies de Salvia amarissima y Salvia microphylla, y asi contribuir, no solo al conocimiento
de la eficacia de las plantas, sino también al desarrollo de nuevos farmacos potenciales. El
andlisis de los aceites se plantea considerando que estos preparados son fuentes valiosas de
moléculas adecuadas para el desarrollo de farmacos, y ademas muy a menudo éstos confieren
sus propiedades medicinales a los preparados tradicionales.

Establecer los parametros de identidad y composicion de ambas especies.

Todo ello permitira contribuir a la utilizacién racional de los recursos medicinales de México.

Para el cumplimiento de estos objetivos generales se plantearon los siguientes particulares:

4.2.Objetivos particulares

Determinar el efecto inhibitorio mediante un ensayo enzimatico in vitro de los aceites
esenciales y preparados tradicionales de ambas especies de Salvia sobre las enzimas
a-glucosidasas y la PTP-1B para definir su potencial antidiabético.

Establecer el potencial antinociceptivo del preparado tradicional y el aceite esencial
utilizando el modelo de formalina en ratones, para asi contribuir al establecimiento de la
eficacia preclinica de Salvia microphylla.

Obtener los perfiles cromatograficos de la infusion y el aceite esencial de las plantas mediante
la aplicacion de las técnicas cromatogréaficas incluyendo la CCF, CLAR y CG-EM. Esta
informacién permitira establecer parte importante de las pruebas de identidad de ambas
plantas.

Identificar los principios activos de la infusion de Salvia microphylla y Salvia amarissima
mediante procedimientos fitoquimicos convencionales y las evaluaciones indicadas
anteriormente en los incisos 1y 2.

Predecir las propiedades farmacocinéticas de similitud a farmacos de los compuestos méas

prometedores obtenidos en el presente estudio.
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5. Parte Experimental

5.1. Procedimientos generales

5.1.1. Caracterizacién de los productos naturales
La caracterizacion de los productos naturales aislados se realizé mediante técnicas espectroscopicas
(IR, UV, RMN) y de espectrometria de masas. Los espectros de infrarrojo se registraron en un
espectrofotometro Perkin-Elmer 400 por la técnica de reflectancia. Los anélisis de rotacién Optica
(RO) se realizaron en un polarimetro Perkin-Elmer 343 a 20 °C en metanol a la longitud de onda de
la linea D-sodio (A=589 nm). Los espectros de dicroismo circular (DC) fueron registrados en un
polarimetro JASCO® modelo J720 en metanol. Los anélisis por espectrometria de masas de baja
resolucion se realizaron en un cromatografo de liquidos de ultra alta eficiencia Acquity UPLC-H
Class® acoplado a un detector de masas SQD2. Los espectros de resonancia magnética nuclear de
protén (RMN-tH, 400 MHz o 700 MHz) y de carbono (RMN-*3C, 100 0 175 MHz) se registraron en
un equipo Bruker AVANCE Il HD, equipado con una criosonda TCI de 5 mm o en un equipo Varian
Unity 400. Para el registro de los espectros se utilizaron CDCls, metanol-d; y DMSO-ds como
disolventes y tetrametilsilano como estandar interno. Estos experimentos se efectuaron en el Instituto
de Quimica de la UNAM.

5.1.2. Analisis cromatograficos

Los analisis cromatogréaficos convencionales en capa fina (CCF) fueron realizados utilizando placas
de aluminio de 0.25 mm de grosor recubiertas con gel de silice (60 F2s4, malla 3-5 mm, ASTM) de
distintas dimensiones, empleando diferentes sistemas de elucion. Como agente cromdgeno se empled
una solucion de sulfato cérico amoniacal en H,SO, (12 g de sulfato cérico amoniacal en 22.5 mL de
H,SOs y 350 g de hielo), para desarrollar el color de las placas se calentaron a 110 °C
aproximadamente por un minuto. La CCF de tipo preparativo fase normal y/o reversa, se efectuaron
en placas de vidrio de 20 x 20 cm de 1 mm de grosor recubiertas con gel de silice o
dimetiloctadecilsilil (Cis), respectivamente. La Cromatografia en Columna Abierta (CCA) se llevd a
cabo en columnas de vidrio de distintas dimensiones empacadas con Sephadex® (LH-20; Sigma-
Aldrich-Fluka, MO, EUA.) o con gel de silice (Kieselgel 60, tamafio de particula 0.63-0.200; malla
70-230 mm ASTM, Merk, NJ, EUA.), empleando diversos gradientes de elucion. La visualizacion de
las placas se realizd con una lampara de luz UV (A 254 y 356 nm). Los anélisis por cromatografia de
liquidos de ultra eficiencia acoplada a espectrometria de masas (CLUE-EM) se realizaron en un
cromatografo Waters equipado con una bomba cuaternaria, un inyector automatico, un detector de
UV de arreglo de fotodiodos y otro de masas de cuadrupolo simple SQD2, este tltimo con un modo

de ionizacion por la técnica de electroespray. El control del equipo, la adquisicion de datos, el

50



procesamiento y manipulacién de informacion se realizaron utilizando el programa MassLynk®
version 4.0 (Waters). Los andlisis se realizaron en una columna Acquity BEH Shield C15[1.7 um; 2.1
x 100 mm, 0.3 mL/min] con un gradiente de elucién de CH;CN y H,O acidificada (0.1 % acido
formico). Todos los analisis se realizaron a 40 °C. La Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia
(CLAE) se realiz6 en un cromatdégrafo Waters, equipado con una bomba cuaternaria, un detector de
arreglo de fotodiodos (PDA), un detector de dispersion de luz evaporativo (ELSD), un inyector
automatico y un recolector de fracciones. El control del equipo, la adquisicion y el procesamiento de
datos se realizo utilizando el programa Empower® version 3.0 (Waters). Los analisis se realizaron en
columnas analiticas y/o preparativas Phenomenex® Gemini Cis (5 pm, 4.6 x 250 mm 0 21.24 x 250
mm). Como sistema de elucion se utilizé una mezcla binaria entre CH3CN-HO acidificada (0.1 %
acido formico). Las condiciones de andlisis del detector ELSD fueron las siguientes: ganancia 100;

gas N2 40 psi; temperatura del nebulizador 50 °C y temperatura de tubo 70 °C.

Los analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) se realizaron en un
cromatografo de gases Agilent 6890N acoplado a un detector de masas de tiempo de vuelo LECO
(EM-TOF, Agilent Technology) con un voltaje de ionizacién de 70 eV en una columna capilar DB-5
(0.18 um; 0.18 mm x 20 m). Las condiciones de analisis fueron las siguientes: inyector en modo split
(20:1) y con un gradiente de temperatura (40 a 260 °C a una velocidad de calentamiento de 4 °C/min,
dejandose constante durante 20 min a 260 °C, y finalmente se realizd un incremento hasta 340 °C,
durante 20 min). Como gas acarreador se utilizé helio, con un flujo de 1 mL/min. Los compuestos
separados se identificaron mediante el analisis comparativo de los espectros de masas registrados con
aquellos reportados en la Biblioteca de espectros de masas NIST 98 y la biblioteca del equipo, asi
como la comparacion de los valores de los indices de retencion calculados en relacion con una serie
homéloga de n-alcanos Cs—Cxo con aquellos reportados en la literatura (Van Den Dool y Kratz, 1963;
Adams, 2007).
5.2. Material vegetal

Las partes aéreas de Salvia amarissima Ortega (Lamiaceae) se recolectaron en el mes de Enero del
2019, en el municipio de Capulalpam de Méndez, Oaxaca, México. Por otra parte, las partes aéreas
de Salvia microphylla Kunth se recolectaron en el mes de febrero del 2019, en el municipio de
Santiago Suchilquitongo, Etla, Oaxaca, México. Las muestras de referencia de cada especie [No. de
voucher 1502277 (S. amarissima) y 1512111 (S. microphylla)] fueron depositadas en el Herbario
Nacional (MEXU), Instituto de Biologia, UNAM. Al recibir las muestras vegetales se dejaron secar
a temperatura ambiente y al aire libre durante de 15 dias y al cabo de este tiempo, las plantas se

trituraron en un molino de cuchillas Thomas Wiley Modelo 4.
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5.3. Estudio quimico de la especie de S. amarissima

5.3.1. Preparacion del extracto acuoso

El extracto acuoso se preparé mediante la técnica de la infusién utilizando 5 g de material vegetal
(partes aéreas secas y molidas) y 100 mL de agua destilada en ebullicion durante 30 min. Al cabo de
este tiempo, el extracto se filtrd y se concentrd a sequedad utilizando un rotaevaporador (BUCHI R-
I1-HB) adaptado a una bomba de vacio (BUCHI-V-710). El rendimiento del extracto acuoso total fue
de 4.7 % (234 mg de extracto seco). Este proceso se repitié cuantas veces fue necesario para obtener
la cantidad adecuada para su posterior purificacion y para la realizacion de los ensayos in vitro.

5.3.2. Obtencidn de las fracciones organicas del extracto acuoso

El fraccionamiento del extracto acuoso se llevo a cabo mediante el método de reparto. Por lo cual, se
realizd la infusion como se describe en la seccion 5.3.1. Inmediatamente después de filtrar la infusion,
ésta se colocd en un embudo de separacion de 500 mL y se agregaron 50 mL de CHCl,. EI embudo
se agitd vigorosamente para mezclarlos y posteriormente se dejé reposar hasta la separacion de las
dos fases. La fraccidn organica se recuperd en un matraz. Este proceso se realizo en tres ocasiones.
Las fracciones organicas se combinaron, se filtraron sobre Na,SO4 anhidro y se concentraron al vacio
en un rotaevaporador. Posteriormente, la fase acuosa restante se fracciond mediante reparto utilizando

AcOEt (3 x 50 mL), utilizando el método anteriormente descrito.
5.3.3. Fraccionamiento de la fraccion de AcOEt

La fraccion de AcOEt (100 mg) se sometid a un fraccionamiento primario utilizando una CCA sobre
Sephadex LH-20 (400 g) y como fase moévil MeOH. Este proceso generd 20 fracciones primarias (Fi—
F20). A partir, de la fraccion Fis (73 mg) cristalizaron de manera espontanea 60 mg de un producto
identificado como amarisélida (1) (Maldonado et al., 1996; Flores-Bocanegra et al., 2017). La
fraccion Fz (10 mg) se sometid a un fraccionamiento mediante CCF preparativa utilizando MeOH,
este proceso permitio el aislamiento y la purificaciéon de 1.2 mg de nuchensin (50) (Voirin et al., 1985)
y 4.2 mg de 6-hidroxiluteolina (51) (Feng-Peng et al., 2003).

Amarisolida (1). Sélido blanco; pf 205-207 °C; RMN-!H (400 MHz, CDs0D) én (ppm): 7.35 (1H,
dd, J=1.7 Hz, H-15), 7.28 (1H, dd, J=1.3 Hz, H-16), 6.76 (1H, d, J= 6.3 Hz, H-3), 6.33 (1H, dd, J=
1.8, 0.9 Hz, H-14), 4.62 (1H, dt, J= 6.4, 2.2 Hz, H-2), 4.46 (1H, d, J=7.7 Hz, H-1), 4.41 (1H, d, J=
8.2 Hz, H-19a), 4.02 (1H, dd, J= 8.2, 2.0 Hz, H-19b), 3.83 (1H, dd, J=11.8, 2.3 Hz, H-6'a), 3.51 (1H,
dd, J=11.8, 6.6 Hz, H-6'b), 3.33 (1H, d, J= 9.0 Hz, H-3"), 3.27 (1H, m, H-5"), 3.14 (2H, m, H-2', H-4'),
2.64 (1H, td, J= 13.6, 4.4 Hz, H-12a), 2.47 (1H, d, J= 13.4 Hz, H-10), 2.33 (1H, td, J= 13.5, 5.0 Hz,
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H-12b), 1.86 (1H, m, H-6a), 1.79 (1H, ddd, J=12.2, 8.9, 4.8 Hz, H-1a), 1.63 (2H, m, H-7), 1.61 (1H,
m, H-8), 1.41 (2H, m, H-11), 1.37 (1H, m, H-1b), 1.30 (1H, m, H-6b), 0.88 (3H, d, J= 6.7 Hz, H-17),
0.61 (3H, s, H-20); RMN-C (100 MHz, CD3;0D) dc (ppm): 170.2 (C-18), 143.3 (C-4), 142.4 (C-
15), 138.3 (C-16), 130.3 (C-3), 125.7 (C-13), 110.8 (C-14), 101.9 (C-1"), 76.9 (C-5"), 76.7 (C-3"), 74.1
(C-2,71.2(C-19), 70.5 (C-4", 69.7 (C-2), 61.6 (C-6"), 45.7 (C-5), 39.6 (C-10), 37.8 (C-8, C-9), 33.5
(C-6), 27.4 (C-7), 26.1 (C-1), 26.0 (C-11), 17.0 (C-12), 16.6 (C-20), 14.5 (C-17); EM-ESI (modo
negativo) m/z: 491.23 [M-H]".

Nuchensin (50). Polvo amorfo amarillo; pf 268-270 °C; RMN-'H (700 MHz, CDs0OD) 1 (ppm):
7.59 (1H, dd, J=8.3, 2.2 Hz, H-6"), 7.57 (1H, d, J= 2.1 Hz, H-2"), 6.98 (1H, d, J= 8.2 Hz, H-5"), 6.91
(1H, s, H-8), 6.71 (1H, s, H-3), 4.04 (3H, s, 7-OCHj3), 4.02 (3H, s, 3'-OCHj3); RMN-C (175 MHz,
CDs0D) dc (ppm): 182.9 (C-4), 165.1 (C-2), 154.5 (C-7), 150.7 (C-9), 150.6 (C-4"), 148.1 (C-5),
145.8 (C-5"), 130.1 (C-6), 122.4 (C-1"), 120.4 (C-2"), 115.4 (C-3"), 112.6 (C-6"), 105.2 (C-10), 102.5
(C-3), 90.6 (C-8), 55.5 (7-OCHs), 55.3 (3'-OCHa); EM-ESI (modo negativo) m/z: 329.43 [M-H] .

6-hidroxiluteolina (51). Polvo amorfo amarillo; pf 283-285 °C; RMN-'H (700 MHz, CD;0D)
(ppm): 7.42 (1H, dd, J= 8.4, 2.3 Hz, H-6"), 7.40 (1H, d, J= 2.3 Hz, H-2"), 6.88 (1H, d, J= 8.4 Hz,
H-5", 6.83 (1H, s, H-3), 6.58 (1H, s, H-8); RMN-C (175 MHz, CD3;0D) éc (ppm): 183.9 (C-4),
166.8 (C-2), 155.3 (C-9), 151.5 (C-7, C-4"), 147.7 (C-5), 146.9 (C-3"), 131.2 (C-6), 121.6 (C-1"), 120.1
(C-6", 116.6 (C-5"), 113.0 (C-27), 106.1 (C-10), 102.6 (C-3), 91.5 (C-8).

5.3.4. Fraccionamiento del extracto acuoso

El extracto acuoso (EA, 4.3 g) se someti6 a un fraccionamiento primario, se aplicd sobre una CCA
[Sephadex LH-20; gradiente de elucion MeOH-H,0 (6:4—1:0)]; este proceso permitié obtener doce
conjuntos de fracciones primarias (EA1—EA1). De la fraccién EAq (35 mg) cristalizaron de manera
espontanea 30 mg de un sélido amarillo identificado como rutina (52; pf 241-242 °C) (Georgeta et
al., 2016). De la fraccion EA11 (15 mg) mediante lavados sucesivos con CH.Cl, y MeOH se logré el
aislamiento y purificacion de la isoquercitrina (53; 5 mg) (Dereli et al., 2020; Lim et al., 2004). La
resolucion de la fraccion primaria EAs (220 mg), se realizé mediante un analisis cromatogréfico por
CCA de Sephadex LH-20 (MeOH), este proceso permitié la obtencién de 16 mg del &cido rosmarinico
(54) (Ly et al., 2006). La separacion de los constituyentes presentes en la fraccion primaria EAs por
CCF preparativa [acetato de etilo-metanol (85:15)], permitio la purificacion de 1 mg de pedalitina
(13) (Maldonado et al., 1996; Flores Bocanegra et al., 2017). Finalmente, a partir de la fraccion EAs
(10 mg) mediante CCF preparativa (MeOH), permitio el aislamiento de 4 mg de una mezcla epimerica
de la amarisolida G (55a,b).
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Rutina (52). Sélido amarillo; pf 241-242 °C; RMN-'H (400 MHz, CDs0D) du (ppm): 7.65 (1H, d,
J= 2.2 Hz, H-2), 7.62 (1H, dd, J= 8.4, 2.2 Hz, H-6'), 6.86 (1H, d, J= 8.4 Hz, H-5), 6.38 (1H, d, J=
2.1 Hz, H-6), 6.19 (1H, d, J= 2.1 Hz, H-8), 5.08 (1H, d, J= 7.6 Hz, H-1"), 4.50 (1H, d, J= 1.7 Hz, H-
1"), 3.79 (1H, dd, J= 11.0, 1.5 Hz, H-5"), 3.61 (1H, dd, J= 3.5, 1.7 Hz, 5"), 3.35-3.54 (8H, m, H-2",
H-3", H-4", H-6", H-2", H-3", H-4"), 1.11 (3-H, d, J= 6.2 Hz, 6™); EM-ESI (modo negativo) m/z:
609.54 [M — HJ".

Isoquercitrina (53). Polvo amorfo amarillo; pf 240-242 °C; RMN-H (700 MHz, CDs0D) du (ppm):
7.73 (1H, d, J=2.1 Hz, H-2"), 7.60 (1H, dd, J= 8.4, 2.1 Hz, H-6"), 6.88 (1H, dd, J= 8.4 Hz, H-5), 6.35
(1H, d, J= 2.0 Hz, H-8), 6.17 (1H, d, J= 2.0 Hz, H-6), 5.21 (1H, d, J=7.7 Hz, H-1"), 3.70 (1H, dd, J=
11.9, 2.4 Hz, H-6a"), 3.60 (1H, dd, J=11.8, 5.2 Hz, H-6b"), 3.50 (1H, dd, J= 9.2, 7.8 Hz, H-3"), 3.44
(1H, t, J= 9.0 Hz, H-5"), 3.24 (2H, m, H-2", H-4"); RMN-C (175 MHz, CD3;0D) éc (ppm): 177.7
(C-4), 167.4 (C-7), 161.5 (C-5), 157.3 (C-2), 157.3 (C-9), 148.6 (C-4"), 144.6 (C-37), 134.1 (C-3),
121.7 (C-6"), 121.7 (C-1"), 116.1 (C-2"), 114.6 (C-5", 103.5 (C-1"), 103.2 (C-10), 99.4 (C-6), 94.0
(C-8), 77.0 (C-5"), 76.8 (C-2"), 74.3 (C-3"), 69.8 (C-4"), 61.1 (C-6"); EM-ESI (modo negativo) m/z:
463.46 [M-H]".

Acido rosmarinico (54). Sélido amarillo; pf 169171 °C; IR (FTIR) vmax 3156, 1684, 1580, 1519 cni?;
RMN-'H (700 MHz, CD3;0D) 64 (ppm): 7.53 (1H, d, J= 15.9 Hz, H-7), 7.05 (1H, d, J= 2.1 Hz, H-2),
6.94 (1H, dd, J= 8.2, 2.1 Hz, H-6), 6.79 (1H, d, J=8.1 Hz, H-5), 6.78 (1H, d, J=2.2 Hz, H-2"), 6.70
(1H, d, J=8.0 Hz, H-5"), 6.65 (1H, dd, J= 8.1, 2.0 Hz, H-6"), 6.29 (1H, d, J=15.8 Hz, H-8), 5.10 (1H,
d, J= 8.0 Hz, H-8), 3.10 (1H, dd, J= 14.3, 3.2 Hz, H-7a’), 2.95 (1H, dd, J= 14.3, 9.5 Hz, H-7b");
RMN-C (175 MHz, CD30D) éc (ppm): 177.0 (C-9'), 169.0(C-9), 149.3 (C-4), 146.6 (C-7), 146.6
(C-3), 145.8 (C-3"), 144.7 (C-4"), 130.8 (C-1", 127.8 (C-1), 122.8 (C-6), 121.6 (C-6"), 117.4 (C-2),
116.3 (C-5"), 116.1 (C-5), 115.4 (C-2), 115.0 (C-8), 77.4 (C-8"), 38.5 (C-7"); ESI-MS m/z 359.23
[M-H]".

Pedalitina (13). Polvo amarillo; pf 300-301 °C; tr 2.82 min; ESI-MS m/z 315.48 [M-H]". El producto

fue identificado por coeluciéon cromatografica con una muestra de referencia.

Amarisélida G (55a,b). Sélido blanco; pf 133-135 °C; [a]*% -149 (¢ 1 mg/mL, MeOH); UV (MeOH)
Amax (l0g €) 206 (0.612) nm; ECD (MeOH c¢ 0.2 mM, 0.1 cm); Ag -5.21 (212 nm), -4.65 (250 nm); IR
(FTIR) Vimax 3365, 1749 cm'L; RMN-H (700 MHz, DMSO-ds) Jx (ppm): 7.75 (1H, brs, 14-OH), 6.66
(1H, d, J=6.4 Hz, H-3), 6.05 (1H, brs, H-14a), 5.96 (1H, brs, H-16), 5.90 (1H, brs, H-14b), 4.46 (1H,
m, H-2), 4.39 (1H, d, J=8.2 Hz, H-19a), 4.31 (1H, d, J= 7.7 Hz, H-1"), 4.02 (1H, d, J= 8.2 Hz, H-19h),
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3.67 (1H, d, J=12.4 Hz, H-6'3), 3.42 (1H, m, H-6'b), 3.13 (2H, m, H-3', H-5'), 2.97 (1H, m, H-4"),
2.96 (1H, m, H-2"), 2.21 (1H, d, J=15.1 Hz, H-10), 1.81 (1H,brd, J= 13.7 Hz, H-1a), 1.72 (1H, td, J=
12.7, 3.3 Hz, H-6a, H-12a), 1.67 (1H, m, H-8), 1.60 (2H, m, H-11), 1.56 (1H, m, H-12b), 1.54 (2H,
m, H-7), 1.35 (1H, dd, 13.6, 3.2 Hz, H-1b), 1.23 (1H, m, H-6b), 0.80 (3H, d, J= 6.5 Hz, H-17), 0.57
(3H, s, H-20); RMN-**C (175 MHz, DMSO-ds) dc (ppm): 171.9 (C-15), 171.4 (C-13), 169.2 (C-18),
143.0 (C-4),131.1 (C-3), 116.1 (C-16), 102.8 (C-1"),99.9,99.4 (C-14), 77.4. (C-5"), 77.2 (C-3"), 74.1
(C-2Y, 70.9 (C-19), 70.7 (C-4"), 70.0 (C-2), 61.6 (C-6"), 45.4 (C-5), 40.5 (C-10), 37.8 (C-9), 36.2
(C-8),33.8(C-12, C-6), 27.6 (C-7, C-11), 26.3 (C-1), 17.7 (C-20), 15.9 (C-17); EM-AR m/z 525.2317
[M + H]* (calculada para CzH37011, [M+H]* = 525.2330).

5.3.4.1. Hidrdlisis enzimatica de la amarisélida G (55a,b)

A una solucion de 2.0 mg del compuesto 55a,b en 5 mL de buffer de fosfatos (100 mM, pH 7) se
adicionaron 10 mg de la enzima (-glucosidasa de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). La mezcla resultante se dejo en incubacién a una temperatura de 37 °C durante 15 dias. Al
cabo de este periodo, la mezcla de reaccion se someti6 a un proceso de reparto con CHCI3 (3 x 5 mL),
las fracciones acuosas y organicas resultantes se concentraron a sequedad y se analizaron por separado
mediante un analisis cromatografico por CCF. Para caracterizar la naturaleza del carbohidrato
obtenido se llevé a cabo la determinacion del valor de rotacion Optica.

5.3.5. Preparacion del aceite esencial

La preparacion del aceite esencial de la planta (Salvia amarissima) se realiz6 utilizando las partes
aéreas fragmentadas fresca y/o seca (200 g) mediante la técnica de la hidrodestilacion utilizando 2.0 L
de agua destilada durante 3 h. El aceite esencial obtenido se separd del hidrodestilado mediante un
proceso de reparto con diclorometano (CH.Cly; 3 x 2 L). Las fracciones organicas resultantes se
combinaron, se secaron sobre Na;SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron in vacuo, obteniéndose
0.063 g de un residuo oleoso amarillo a partir del material seco (0.03 %) y 0.040 g a partir del material

fresco (0.02 %), que se almacenaron en viales &mbar a -4 °C hasta su analisis por CG-EM.
5.3.6. Analisis de los componentes volatiles por la técnica de microextraccion en fase solida

Para identificar los compuestos volétiles presentes en la droga cruda, se utilizdé la técnica de
Microextraccion en Fase Solida (MEFS) (Pawliszyn, 1997). Los anélisis se realizaron utilizando
fibras recubiertas con carboxeno (CAR)/divinilbenceno (DVB)/polidimetilsiloxano (PDMS) de un

centimetro de longitud. Brevemente, las fibras se acondicionaron en el puerto de inyeccién del
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cromatografo de gases a 250 °C por 2 h, antes de su uso. La extraccion se realizé siguiendo la
metodologia descrita por Ovalle-Magallanes y colaboradores (2014), de la siguiente manera: se
introdujeron en un vial con agitacién constante la droga cruda (300 mg), cloruro de sodio (7.5 mg),
agua destilada (15 mL) y las fibras previamente acondicionadas, durante 15 min a una temperatura
de 60 °C. Después de la toma de muestra, la desorcion de los analitos se hizo térmicamente en el
cromatografo de gases utilizando las condiciones de andlisis descritas en el inciso 5.1.2 de esta
seccién experimental. Todos los anélisis se realizaron por triplicado y se utilizaron las partes aéreas
secas.
5.4. Estudio quimico de la especie de S. microphylla

5.4.1. Preparacion del extracto acuoso y organico

La preparacion de extracto acuoso de la planta se realiz6 siguiendo la misma estrategia experimental
descrita en el inciso 5.3.1, obteniéndose 195 mg de extracto seco (3.9 %). Este proceso se repitio
cuantas veces fue necesario para obtener la cantidad adecuada para su posterior estudio quimico y
ensayos farmacologicos. Por otra parte, el extracto organico se prepar6é mediante un proceso de
reparto utilizando AcOEt de la misma manera como se describe en el inciso 5.3.2 de esta seccion
experimental.

5.4.2. Fraccionamiento del extracto acuoso

El extracto acuoso (EA, 9.7 g) se sometié a un fraccionamiento primario, mediante una CCA de
Sephadex LH-20 utilizando un gradiente de elucion con una mezcla MeOH-H,O (1:1—1:0). Este
proceso generd 14 conjuntos de fracciones primarias (F1—F14). La resolucién de la fraccion primaria
F1 (43 mg), mediante una CCA de Sephadex LH-20 (MeOH) permitié la obtencién de 7 fracciones
secundarias (FS1—FSy). La fraccion FS7 (10 mg) se fraccion6 mediante una CCF preparativa [AcOEt:
MeOH (9:1)] permitiendo el aislamiento de 5.5 mg de un sélido amarillo identificado como
ziziflavosido B (56) (Mostafa et al., 2010).

Ziziflavosido B (56). S6lido amarillo; p.f. 205-206°C; IR (FTIR) vmax 3268, 2922, 1598, 1444, 1357,
1197, 1063 cm™; RMN-'H (700 MHz, CD30D) dx (ppm): 7.86 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2"), 7.74 (1H,
d, J = 2.2 Hz, H-2"), 7.60 (2H, dd, J = 8.5, 2.0 Hz, H-6', H-6"), 6.88 (2H, d, J =8.4 Hz, H-5', H-5"),
6.29 (2H, d, J = 2.0 Hz, H-8, H-8"), 6.13 (2H, d, J = 1.2 Hz, H-6, H-6"), 5.16 (1H, d, J = 7.8 Hz,
H-1", 5.08 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1""), 3.87 (1H, dd, J = 3.4, 1.1 Hz, H-4""), 3.85 (1H, dd, J = 9.7,
7.8 Hz, H-4"), 3.73 (2H, dd, J = 11.9, 2.4 Hz, H-6a"", H-6a™"), 3.66 (1H, d, J = 5.3 Hz, 6b™"), 3.62
(1H, d, J = 6.1 Hz, 6b™), 3.58-3.56 (1H, m, H-5""), 3.49-3.53 (1H, m, H-5""), 3.44 (2H, t, J = 9.0
Hz, H-3"", H-3""), 3.24 (2H, m, H-2"", H-2""); RMN-1C (175 MHz, CD30D) dc (ppm): 178.7 (C-4,
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C-4"),170.2 (C-7,C-7"), 162.6 (C-5, C-5"), 158.8 (C-2, C-2"), 158.2 (C-9), 158.0 (C-9"), 150.1 (C-4"),
150.0 (C-4"), 145.9 (C-3"), 145.8 (C-3"), 135.5 (C-3), 135.4 (C-3"), 123.0 (C-6"), 122.9 (C-1"), 122.8
(C-1"), 122.7 (C-6"), 117.5 (C-2"), 117.3 (C-2", 116.0 (C-5"), 115.9 (C-5"), 105.9 (C-1""), 104.8
(C-1"),104.0 (C-10), 103.9 (C-10"), 101.6 (C-6, C-6"), 95.9 (C-8), 78.2 (C-3""), 78.1 (C-3"", C-2""),
77.0 (C-2""), 75.6 (C-5"""), 75.1 (C-5""), 73.1 (C-4"""), 69.9 (C-4""), 62.5 (C-6""), 61.8 (C-6"").

Para la resolucién de la fraccion primaria Fs (83 mg), se utilizd6 CCA en Sephadex LH-20 (MeOH).
Este proceso permitio la obtencién de cinco fracciones secundarias. La fraccion FS; se purificd por
CCA, utilizando una fase normal de gel de silice (malla 70-230) y utilizando un gradiente de elucién
de AcOEt-MeOH con incrementos graduales de polaridad. Este proceso permitio el aislamiento de 4

mg de un s6lido amarillo identificado como orientina (57) (Cuong et al., 2015).

Orientina (57). Sélido amarillo; p.f. 263-265°C; RMN-'H (700 MHz, CD3;0D) 6+ (ppm): 7.51 (1H,
sa, H-2"), 7.47 (1H, sa, H-6"), 6.89 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5"), 6.45 (1H, s, H-3), 6.16 (1H, s, H-6), 5.06
(1H, d, J=10.1 Hz, H-1"), 4.19 (1H, sa, 2"), 3.85 (1H, dd, J = 12.1, 5.5 Hz, H-6a"), 3.71 (1H, d, J =
9.6 Hz, H-6b"), 3.70-3.67 (1H, m, H-4"), 3.56 (1H, dd, J = 9.0, 3.8 Hz, H-3"), 3.54-3.51 (1H, m,
H-5"); RMN-C (175 MHz, CDs0D) Jc (ppm): 182.9 (C-4), 165.8 (C-2), 162.0 (C-7, C-5), 158.2
(C-9), 147.3 (C-4', C-3), 120.4 (C-3), 123.0 (C-1", 120.4 (C-6", 116.5 (C-5'), 113.9 (C-2'), 102.6
(C-8, C-10), 102.5 (C-3), 100.5 (C-6), 82.4 (C-5"), 80.3 (C-3"), 75.3 (C-1"), 73.2 (C-4"), 72.6 (C-2"),
61.9 (C-6").

5.4.3. Preparacion del aceite esencial

La preparacion del aceite esencial de la planta se realizd utilizando las partes aéreas secas Yy
fragmentadas (200 g) mediante la técnica de hidrodestilacién como se describe a detalle en el inciso
5.3.5, obteniéndose 1.46 g de un residuo oleoso amarillo del material seco (0.73 %).

5.4.4. Andlisis de microextraccion en fase sélida

Los compuestos volatiles presentes en la droga cruda de S. microphylla se analizaron utilizando la

técnica de MEFS siguiendo la misma metodologia descrita en la seccién 5.3.6.

5.5. Ensayos bioldgicos
5.5.1. Evaluacion de la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces

cerevisiae

La evaluacion de la actividad inhibitoria sobre la enzima o-glucosidasa de tipo | aislada de

Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich) se realizé a través de la cuantificacion de la cantidad de
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p-nitrofenol producido como resultado de la reaccidn de hidrélisis del sustrato p-nitrofenil-p-D-

glucdsido (p-NPG), de acuerdo con la metodologia que se resume a continuacion:

En una placa de ELISA con 96 pozos (con una capacidad de 250 uL por pozo) se adicionaron entre
0-10 pL de la muestra a evaluar [disuelta en MeOH o en solucion amortiguadora de fosfatos] a las
concentraciones iniciales de 10,000 ppm (extractos y/o fracciones y/o aceite esencial) y 30 mM
(compuestos puros). Posteriormente se adicionaron 20 pL de una disolucion que contiene 0.4 U/mL
de la enzima en una solucién amortiguadora de fosfatos (NaH:PO4/Na,HPO4, 100 mM, pH 7), y
cuanto baste para (cbp) de solucidén amortiguadora de fosfatos para obtener un volumen final de 90 uL
por pozo. La placa se incubd a una temperatura de 37 °C durante 10 min, transcurrido este tiempo, se
adiciono a cada pozo 10 pL de sustrato (p-NPG) e inmediatamente se registro la absorbancia de las
muestras a tiempo cero (To) utilizando un lector de placas marca BioRad® modelo iMark a 415 nm
utilizando el software Microplate Manager® 6; enseguida la placa se incubd por segunda vez a 37 °C
durante 20 min. Al concluir el periodo de incubacion, finalmente se registro la absorbancia de las
muestras al tiempo final (T20). Como control positivo se utiliz a la acarbosa. El célculo de los
porcentajes de inhibicion se realiz6 por comparacion con un blanco (ausencia de inhibidor) de acuerdo

con la siguiente ecuacion:

14415t

%aGlucosidasa = (1 - )x 100

415c¢

En donde %0aGlucosidasa es el porcentaje de inhibicion de la enzima, Asistes la absorbancia corregida
de la muestra evaluada (Aasistfina — Aaistinicia) Y Aa1sC €S la absorbancia corregida del blanco (AsisCrinal
— A415Cinicial).

La concentracion de inhibidor requerida para inhibir el 50 % de la actividad enzimatica (Clso) se

calcul6 mediante un ajuste de regresion no lineal, mediante la siguiente ecuacion:

A
% Inhibicion = ———>

I
L+ (0150)
En donde Aino €s el porcentaje maximo de inhibicion enzimatica, | es la concentracion de inhibidor y

s es el grado de cooperatividad. El célculo se llevé a cabo en el software OriginPro® 8.0 (version
8.0724, Norhampton, MA, EUA).
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5.5.2. Evaluacién de la actividad inhibitoria sobre la enzima PTP-1B humana

5.5.2.1. Expresidn y purificacion de la enzima hPTP-1B

La enzima recombinante hPTP-1B fue expresada a partir del gen PTPN1 (proteina tirosina fosfatasa
no-receptor tipo 1 de Homo sapiens, gene 1D:5770). El gen fue optimizado para la sobreexpresién en
E. coli y fue subclonado en el vector pET28 para obtener el sistema pET28-PTPN1de GenScript
(Piscataway, NJ, EUA). El sistema de sobreexpresion fue transformado en células de E. coli BL21
(DES3) con resistencia al antibidtico kanamicina y se indujo la expresion con 1 mM de isopropil-p-D-
1-tiogalactopirandsido (IPTG) durante 8 h. Posteriormente, se purifico la enzima utilizando
cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados en una columna HisTrap® Excel (GE
Health Care, Chicago, IL, EUA), obteniendo un rendimiento de 90 mg de enzima por litro con pureza
del 98% (Puius et al., 1997). Esta actividad la realiz6 el Dr. Martin Gonzélez Andrade de la Facultad
de Medicina de la UNAM.

5.5.2.2. Ensayo de inhibicion de la proteina tirosina fosfatasa 1B

La evaluacion de la actividad inhibitoria del preparado tradicional, aceite esencial, fracciones y los
compuestos puros aislados se llevaron a cabo sobre la enzima recombinante PTP-1B. Las muestras
se disolvieron en MeOH, DMSO o en una solucién amortiguadora de Tris (Tris, 20 mM, pH 6.7).
Como control positivo se utiliz6 al triterpeno acido ursélico utilizando una solucién de trabajo de
1 mM, disuelta en una mezcla de solucion amortiguadora de Tris y DMSO. Se utiliz6
p-nitrofenolfosfato (p-NPP; 5 mM) disuelto en Tris como sustrato. Todas las evaluaciones se llevaron
a cabo en placas de 96 pozos y se realizaron por triplicado. Las lecturas se llevaron a cabo a 415 nm
en un espectrofotometro BioRad® modelo iMark utilizando el software Microplate Manager® 6. Se
vierten 20 pL de la solucion de trabajo de la enzima en Tris (22 nM), el volumen (0-10 pL) de
inhibidor correspondiente a la concentracion a evaluar y se completa el volumen a 90 pulL con solucion
amortiguadora de Tris y se incub6 durante 5 min a 25 °C. Al término de este periodo de incubacion,
se adicionaron a cada pozo 10 uL del sustrato p-NPP, enseguida se determinaron las absorbancias de
las muestras a tiempo cero (To). Inmediatamente, se incub6 por segunda vez la placa a 25 °C durante
15 min para obtener el Tis. El ensayo se basa en la cuantificacion de la cantidad de p-nitrofenol
liberado al medio, el cual es directamente proporcional a la cantidad de sustrato hidrolizado por la
enzima.

Después del periodo de incubacién, se leyeron las absorbancias, el célculo de los porcentajes de
inhibicion se obtuvo por comparacion con un blanco (ausencia de inhibidor) de acuerdo con la

ecuacion:
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En donde %PTP1B es el porcentaje de inhibicidn, Asstes la absorbancia corregida del preparado

tradicional, aceite esencial, fracciones y compuestos (Aaisteina — Aaistinicial) Y As15C €S la absorbancia
del blanco corregida (A415C blanco final — A415C blanco inicial)-
La concentracion de inhibidor requerida para inhibir el 50 % de la actividad enzimatica (Clso) se

calculé mediante un ajuste de regresion no lineal, mediante la ecuacion:

A
% Inhibicion = #

I
1+ (21
+ T
En donde Ao es el porcentaje maximo de inhibicién enzimatica, | es la concentracién de inhibidor y
s es el grado de cooperatividad. Los valores de Clso se calcularon a partir del ajuste de las curvas
obtenidas al graficar el porcentaje de inhibicidn contra la concentracion, utilizando un analisis de

regresion no lineal con la ecuacion de Hill en el programa OriginPro® 8.0 (version 8.0724,
Norhampton, MA, EUA).

5.5.3. Estudios farmacol6gicos in vivo

Para la experimentacién en animales se utilizaron ratones macho de la cepa CD1, con edad de 3 a 4
semanas (28-36 g). Los animales de experimentacion se mantuvieron en condiciones estandar de
laboratorio, con temperatura controlada (22 £ 1 °C), ciclo de luz y oscuridad de 12/12 h, con acceso
a alimento estandar y agua simple ad libitum, con humedad relativa (70-80%). Todos los protocolos
experimentales se realizaron de acuerdo con los lineamientos establecidos en la Norma Oficial
Mexicana para el Cuidado y Manipulacion de Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999), con

los lineamientos internacionales para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).

5.5.3.1. Preparacion y administracion de muestras

Todas las muestras se prepararon en suspension utilizando como vehiculo una solucién salina
isotonica (NaCl 0.9 %, SSI) con Tween 80 (0.05 %). La administracion de todos los tratamientos se
realiz6 via oral (p.0.) mediante sondas intragéstricas (0.2 mL/10 g de peso de animal). En la
evaluacion del potencial antinociceptivo, la solucion de formalina (2 %) se administré via subcuténea

(s.c.) en el dorso de la extremidad posterior derecha del animal (30 pL por pata).
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5.5.3.2. Evaluacion del potencial antinociceptivo mediante el modelo de formalina

Los animales de experimentacion previo a la realizacion del experimento fueron acondicionados
colocéandolos individualmente dentro de cilindros de acrilico (20 cm de diametro x 40 cm de altura),
a temperatura constante de 25 °C, durante 30 min. Enseguida los animales de experimentacion fueron
divididos en cinco grupos (n =8); tres de ellos fueron administrados por via oral (p.0.) con los
diferentes tratamientos a las dosis de 31.6, 100 y 316.2 mg/kg, en un volumen de 0.2 mL/10 g de peso
corporal; uno méas fue administrado con el vehiculo [SSI y Tween 80 (0.05 %)]; y el Gltimo con el
control positivo diclofenaco (DIC) a la dosis de 50 mg/kg y como agente nociceptivo se empled una
soluciéon de formalina al 2 %. Posteriormente, a los 30 min de la administracién de todos los
tratamientos se administraron 30 uL s.c. de la solucion del agente algésico en el dorso de la
extremidad posterior derecha de todos los animales tratados. La respuesta bifasica inducida por la
formalina (lamer la pata administrada), se cuantific6 en intervalos de 5 min durante 30 min (Tjolsen
et al., 1992; Yang et al., 2012; Barrot, 2012), utilizando espejos de 40 x 40 cm por detréas de los
cilindros de acrilico para facilitar la observacion. Al término del experimento, todos los animales se
sacrificaron y se calcul6 el &rea bajo la curva (ABC) del curso temporal para la fase 1y 2, asi como
el ABC total.

5.5.3.3. Analisis estadisticos

Todos los datos estan expresados como el promedio + el error estdndar de la media (EEM). La
estimacion de la diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre los tratamientos se calculd
mediante un analisis de varianza (ANADEVA) de dos vias seguido de un analisis post hoc de
Bonferroni; o alternativamente mediante una ANADEVA de una via seguido de un analisis post hoc
de Dunnett comparando con el grupo vehiculo. El porcentaje de efecto antinociceptivo fue calculado
a partir de los diferentes tratamientos en relaciéon ABC del vehiculo. Para realizar estos célculos se

utilizo el programa GraphPad Prism (versién 6.0, GraphPad Inc., EUA).

5.6. Estudios in silico

5.6.1. Calculos teéricos de dicroismo circular

Para establecer la configuracion absoluta de los centros estereogénicos presentes en el diterpeno
55a,b, se realiz6 un andlisis comparativo de los espectros de dicroismo circular experimental y
tedrico. Para llevar a cabo el calculo del espectro teorico, se considerd la configuracion relativa
previamente establecida mediante RMN, utilizando las estructuras propuestas para los dos posibles

enantiomeros, el neo- y ent-neoclerodano.
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Las estructuras de las moléculas propuestas fueron construidas y minimizadas utilizando el programa
Spartan’02 (Wavefunction Inc., Irvine, CA, EUA). La busqueda conformacional se llevo a cabo
utilizando el método Monte Carlo con el campo de fuerza de mecanica molecular MMFF94 (Merck
Molecular Force Field 94) y las estructuras de minima energia obtenidas se revisaron cuidadosamente
para eliminar los duplicados (Morris et al., 2009). Posteriormente, los conférmeros obtenidos se
optimizaron geométricamente utilizando la interface GaussView 5.0 y el programa Gaussian 09
(Gaussian Inc., Wallingford, CT, USA), utilizando la teoria de funcionales de la densidad (DFT, por
sus siglas en inglés Density Functional Theory) empleando el nivel de teoria B3LYP/6-311G+(2d,p).
Los conférmeros con valores de energia en el intervalo 0-5 kcalmol™ se utilizaron para el calculo del
espectro de dicroismo. La poblacion conformacional se expresa en términos de fraccion molar. La
prediccion de los espectros se realiz6 utilizando la teoria de los funcionales de la densidad
tiempo-dependiente (TD-DFT) con un nivel de teoria de B3LYP/6-31G+(d) y CPCM (Conductor-
Like Continuum Solvent Model) como modelo de solvatacién. Posteriormente, los espectros de
dicroismo circular se calcularon a partir de las fuerzas de rotacion dipolares (Rveiocity) Y de las energias
de excitacion (nm) de los conférmeros seleccionados. Una vez obtenidos los espectros tedricos, se
compararon con los espectros experimentales. El grado de concordancia entre los resultados

obtenidos se realiz6 mediante la inspeccion visual para establecer la similitud entre los espectros.
5.6.2. Estudios de acoplamiento molecular

Las estructuras de la a-glucosidasa de S. cerevisiae y de la PTP-1B humana (sitio activo y alostérico)
fueron obtenidas del “Protein Data Bank” con los codigos 3A4A (1.6 A de resolucion), 1G7F (con
resolucion de 1.8 A) y 1T49 (1.9 A), respectivamente. Las estructuras cristalogréficas de las enzimas
utilizadas se seleccionaron considerando la resolucion y la presencia de ligandos cocristalizados en
los sitios de interés. Las estructuras de los compuestos fueron construidas y minimizadas utilizando
el programa Spartan”10 (Wavefunction Inc., Irvine, CA, EUA). La blsqueda conformacional se llevo
a cabo utilizando un protocolo Monte Carlo con el campo de fuerza molecular de Merck (MMFF94,
por sus siglas en inglés Merck Molecular Force Field 94). Las proteinas y los ligandos para los
estudios de acoplamiento fueron preparados utilizando el programa AutoDock Tools package v1.5.4
(ADT, http://mgltools.scripps.edu/). A las proteinas se agregaron los hidrégenos polares y las cargas
de Kollman, se eliminaron las moléculas de agua y los parametros de solvatacion fueron los
predeterminados. Posteriormente, los ligandos se prepararon mediante la adicion de cargas atdmicas
de Gasteiger-Marsilli 'y de los hidrogenos polares mediante el programa AutoDock 4.2
(AutoDockTool 1.4.5). Primero se realizé un estudio de acoplamiento ciego para establecer el sitio

probable de interaccion de los metabolitos con las enzimas de estudio, utilizando el programa
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AutoDock Vina version 2.0 (Trott y Olson, 2010). El espacio de busqueda para este estudio preliminar
se defini6 con un tamafio de caja de 100 x 120 x 110 A, 55 x 50 x 50 A y 70 x 50 x 50 A en las
dimensiones x, y y z, centrada en las macromoléculas 3A4A, 1G7F y 1T49, respectivamente. El
estudio se llevo a cabo utilizando los parametros preestablecidos en el programa. Posteriormente, se
seleccion6 la conformacién de menor energia y a partir de ella se realizé un nuevo estudio de
acoplamiento molecular ahora con una caja mas pequefia 30 x 25 x 25 A en los ejes x, Y y z (3A4A),
25 x 20 x 20 A (1G7F) y 20 x 20 x 20 A (1T49) y centrada en el ligando. Se validaron los resultados
obtenidos mediante el célculo del RMSD (Desviacion de la raiz cuadratica media, por sus siglas en
inglés) entre moléculas cocristalizadas de la a-glucosidasa (sitio catalitico) y la PTP-1B (sitio
catalitico y alostérico), respectivamente, con los resultados obtenidos del acoplamiento molecular
para dichas moléculas. Un valor de RMSD < 2 A indica que el modelo propuesto es acertado.

Los resultados de las interacciones en los sitios predichos de union se representaron en 2D y 3D
utilizando los programas Biovia Discovery Studio  Visualizer  (Disponible en:
https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download) y PyMOL (PyMOL Molecular
Graphics System v1.7.4, Schrédinger, New York, NY, EUA) (DeLano, 2004; Seeliger y De Groot,
2010).

5.6.3. Simulacién de la dindmica molecular

Los estudios de dindmica molecular (DM) se realizaron utilizando el programa AMBER, un software
que permite que todos los atomos de un sistema vibren y se trasladen por un periodo de tiempo,
integrando las ecuaciones de movimiento de Newton, bajo un campo potencial empirico que
aproxima las energias de los sistemas moleculares representando los a&tomos como esferas cargadas
y los enlaces como resortes con propiedades especiales. Los sistemas se parametrizaron para predecir
propiedades energéticas y estadisticas de los mismos, a la vez que aportan informacién sobre la

conformacion y estabilidad de estos en solucidn; en nuestro caso, de la interacciéon PTP-1B-ligando.

A partir de los resultados del estudio de acoplamiento molecular, se seleccionaron los complejos
enzima-ligando de menor energia y se procesaron en la plataforma Antechamber para generar las
topologias adecuadas para el modulo Leap de AMBER. Cada estructura y complejo se sometio al
siguiente protocolo: se adicionaron todos los hidrogenos de los aminoéacidos y otros atomos faltantes
usando el modulo LeaP con el parametro leaprc.protein.ff19SB, se neutralizé el sistema con Na* o
CI, posteriormente el complejo se solvatd en una caja octaédrica de moléculas de agua con el modelo

explicito TIP3P localizada a 12 A a partir de la superficie de la proteina.
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Las simulaciones se realizaron a 1 atm, 315 K mantenidos con el método de termostato y barostato
de Berendsen, utilizando condiciones de contorno periddicas y sumas de Ewald de malla de particulas
(espaciado de grid de 1 A) para tratar interacciones electrostaticas de largo alcance con un limite de
10 A y calcular interacciones directas. El algoritmo SHAKE se utiliz6 para satisfacer las restricciones
de enlace, lo que permite el empleo de un paso de tiempo de dos fs para la integracion de las
ecuaciones de Newton como se recomienda en el programa AMBER (Case et al., 2016; Walker et al.,
2007). La simulacién de DM consisti6 en una etapa de minimizacion de la estructura inicial, seguido
de 50 ps para equilibrar la temperatura y la presién a 315 K y 1 atm, respectivamente. Finalmente, el
sistema se equilibra con 500 ps antes de comenzar la produccion de la DM. La produccion de la DM
consistio en 100 ns por cada complejo. Los fotogramas se guardaron a intervalos de diez ps para
analisis posteriores. Todos los analisis se realizaron utilizando CPPTRA (Roe y Cheatham, 2013)
parte de AMBER. Se monitored la energia total del sistema durante la simulacién, se calcul6 el
desplazamiento cuadratico medio de la raiz ponderada (RMSD) y las fluctuaciones cuadraticas
medias (RMSF) de la masa de los &tomos del sistema y se calcularon las energias libres de union
mediante mecéanica molecular. Los resultados fueron analizados con VMD y PyMOL (DeLano,
2004).

5.7.Pruebas de identidad y composicion
5.7.1. Desarrollo del método analitico de la fraccion AcOEt de S. amarissima

Los andlisis cromatograficos cuantitativos de la fraccion de AcOEt de la infusién de S. amarissima
se realizaron mediante la técnica de CLUE-EM en una columna Acquity BEH Shield Cig (1.7 pum,
2.1 x 100 mm, 0.3 mL/min) a una temperatura de 40 °C. La elucion se realiz6 con CH3;CN-H.0,
ambas fases acidificadas con acido férmico (0.1 %) en un gradiente de elucién, comenzando con una
proporcién 5:95 e incrementando gradualmente la polaridad hasta llegar a 100 % de CHsCN en 12
minutos. La longitud de onda (A) utilizada para la deteccion fue 270 nm. El detector de masas tipo
cuadropolo simple SQD2 fue ajustado para el registro de datos de 100 hasta 1000 m/z. El voltaje de
ionizacion en los modos positivo y negativo fue de 3.0 y 2.5 kV, respectivamente. EI metabolito
mayoritario de la fraccién de AcOEt, la amarisélida (1), en estas condiciones de analisis se observo

en un tiempo de retencion (tr) de 4.89 minutos.
5.7.1.1. Preparacion de la matriz de trabajo

La matriz de trabajo (50 mg/mL) se disolvié en una mezcla dioxano-MeOH (v/v, 1:1). Antes de
inyectar la solucion resultante en el cromatdgrafo se filtrd a través de membranas de nylon Acrodisc®
0.20 pm.
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5.7.1.2. Validacion del método analitico para la cuantificacién de amarisolida (1)

La validacion del método analitico descrito anteriormente se realizé de acuerdo con los criterios
establecidos en la Guia de Validacion de Métodos Analiticos de la International Conference on
Harmonisation [ICH; Q2 (R1) 2005].

5.7.1.3. Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se determiné construyendo tres diferentes curvas de calibracién
(concentracion vs absorbancia) de acuerdo con el siguiente procedimiento: 10.0 mg de la referencia
[amarisélida (1)] se disolvieron en 10 mL de dioxano-MeOH (1:1) (1.0 mg/mL). A partir de la
solucion anterior, se prepararon las diluciones necesarias para que 1 mL de esta contengan entre
5-100 pg de la referencia 1. El &rea bajo la curva (ABC) correspondiente al pico de la referencia a
cuantificar, se grafico con respecto a la concentracion de la referencia (1) en cada solucién. El célculo
de la ordenada al origen (Bo), pendiente de la recta (B1), coeficiente de determinacion (R?) y el
coeficiente de correlacion (R), se realizd6 mediante un andlisis de regresion lineal simple. Los
parametros obtenidos se compararon con los siguientes criterios: o= 0; Bi# 0; R > 0.99; R? > 0.98.

Las muestras se analizaron por triplicado.

b, b,

5.7.1.4. Exactitud

La evaluacion de la exactitud del método se realiz6 mediante la adicién de tres diferentes
concentraciones del compuesto 1 (10, 50, 75 pg/mL) a la matriz de trabajo. Se evaluaron tres réplicas

por concentracion para asi obtener los valores correspondientes del ABC.

Finalmente, se calcul6 para cada nivel el promedio aritmético (x) y el coeficiente de variacion (CV).
El método analitico es exacto si los porcentajes de recobro se encuentran en un rango entre 98-102%
y el coeficiente de variacion no es mayor del 2% [ICH; Q2 (R1) 2005].

Por otro lado, para establecer la exactitud del método se calcul6 el porcentaje de recobro para cada

muestra por medio de la siguiente ecuacion:

Y% Recobro — Cantidad recuperada 100
orecobTo = Cantidad adicionada x

65



5.7.1.5. Precision del sistema

La precision del sistema (repetibilidad) se establecié6 mediante el analisis de seis réplicas de una
solucion de referencia del compuesto 1. Por otra parte, la precisién del método (precisién intermedia)
se evaluo mediante el analisis de seis réplicas de la amarisolida (1) a la concentracion de 50 pg/mL.
El andlisis se efectlo en dos dias diferentes por dos analistas distintos. Los resultados obtenidos bajo
estas condiciones experimentales se realizaron mediante un ANADEVA utilizando el estadistico de
Fischer (F) y se expresan en términos del CV. El criterio de aceptacion establece que para que un
método sea preciso el CV no debe ser mayor al 2.0% [ICH; Q2 (R1) 2005].

5.7.1.6. Limite de cuantificacion y limite de deteccion

La evaluacion de los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC) se realizd mediante la
construccion de una curva de calibracién con una serie de diluciones a partir de una solucién estandar
con una concentracion de 0.01 mg/mL del compuesto 1. Se evaluaron tres réplicas por concentracion
y el area bajo la curva del pico (ABC) correspondiente al pico de la referencia de cada réplica se
grafic con respecto a la concentracion de la referencia de cada solucion. Para el calculo Bo, B1, R?y
R, se realizd un analisis de regresion lineal simple. Asi, los LD y LC fueron determinados de acuerdo

con las expresiones matematicas que se indican a continuacion.
5.7.1.7. Cuantificacion de amarisolida (1)

Diez miligramos de la muestra a analizar disueltos en 10 mL de la mezcla dioxano-MeOH (1:1) se
filtraron a través de membranas de nylon Acrodisc® de 0.20 um. La amarisélida (1) presente en cada
muestra se cuantificé registrando su perfil cromatografico utilizando las condiciones analiticas

indicadas en el inciso 5.7.1.

5.8.Prediccién de las propiedades moleculares de los productos aislados (prediccion de la

similitud con farmacos)

A los compuestos (1, 13, 50-57, 95-97 y 104-106) se calcularon los parametros fisicoquimicos y
biofarmacéuticos a partir de plataformas computacionales como  SwissADME
(http://www.swissadme.ch/), Molinspiration (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties),
Osiris Property Explorer
(http://www.cheminfo.org/Chemistry/Cheminformatics/Property_explorer/index.html) y el
programa OSIRIS Data Warrior disponible gratuitamente en http://www.openmolecules.org.; los
cuales, nos permiten estimar la similitud de una molécula a un farmaco (Daina et al., 2017; Rashid,
2020).
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5.9. Prediccion de la toxicidad in silico

El proceso de prediccidn se basa en el calculo de un conjunto de fragmentos estructurales que dan
lugar a alertas de toxicidad en la molécula. Con los servidores SwissADME, admetSAR
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsarl/predict/),  preADMET  (https://preadmet.omdrc.kr/adme-
prediction/), OSIRIS DataWarrior y XenoSite (http://swami.wustl.edu/xenosite); se procedié a
determinar los posibles riesgos de toxicidad (6rganos, genémica y riesgos ecolégicos) de los
compuestos (1, 13, 50-51 y 97) con mayor puntuacién de ser un farmaco (Sander et al., 2015; Cheng
etal., 2012; Daina et al., 2017; Kovacevic et al., 2014; Matlock et al., 2015).

5.10. Tendencias farmacocinéticas de los metabolitos aislados

Los productos (1 y 97) con mayor probabilidad de ser un farmaco y no tener propiedades
toxicoldgicas, se determiné la absorcién Gl, la habilidad de penetrar la BHE, la probabilidad de ser
sustrato de la glicoproteina-P (gp-P), la biodisponibilidad, la capacidad de ser sustrato o de inhibir
una de las cinco isoformas principales del CYP450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4), la prediccion de union a proteinas plasmaticas y la fraccidon de farmaco excretada sin
cambios en la orina (f;). Fueron obtenidos usando las plataformas SwissADME, admetSAR,
preADMET, GLORYX (https://nerdd.zbh.uni-hamburg.de/gloryx/), Way2Drug
(https://way2drug.com/SOMP/), XenoSite, SMARTCyp (https://smartcyp.sund.ku.dk/mol_to_som)
y Renal-ex Predictor (https://adme.nibiohn.go.jp/renal_ex) (Cheng et al., 2012; Daina et al., 2017;
Kovacevic et al., 2014; Rydberg et al., 2010; Watanabe et al., 2019; Matlock et al., 2015).

5.11. Posibles actividades biol6gicas de los compuestos aislados relacionados en la terapia
de laDMT-2y el dolor

Se verifico la bioactividad de los compuestos (1 y 97) mediante el calculo de la actividad en diferentes
blancos terapéuticos, como ligando de receptor acoplado a proteinas G (GPCR, por sus siglas en
inglés), modulador de canal i6nico, inhibidor de cinasa, ligando de receptor nuclear, inhibidor de
proteasa e inhibidor enzimatico y, se calculé con la ayuda de las bases de datos Molinspiration y
Swiss TargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch/). Ademas, con la plataforma Swiss
TargetPrediction se puede estimar la probabilidad de interaccion de una molécula pequefia con un
blanco macromolecular en particular. En la base de datos Molinspiration, una molécula que tiene una
puntuacion de bioactividad superior a 0.00 tiene méas probabilidades de exhibir actividades bioldgicas
considerables. Cuando los valores se encuentran entre -0.50 a 0.00 son moderadamente activos y si
la puntuacién es inferior a -0.50, la molécula no presenta actividad biolégica. Con la plataforma Swiss

TargetPrediction el valor de probabilidad indica la posibilidad que tiene una molécula para que sea
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bioactiva en una proteina en particular, siendo 1.0 el valor de 100 % de probabilidad (Rashid, 2020;
Gfeller et al., 2013; Daina et al., 2019). Con la ayuda del servidor PASS online
(www.way2drug.com/PASSOnline/predict.php) se evallo el potencial bioldgico de las moléculas
organicas similares a un farmaco. Nos indica la probabilidad de actividad (Pa) de un compuesto
estudiado (Eleftheriou et al., 2012).

5.12.Simulacion de la obtencion de un compuesto lider

Con la ayuda del servidor SwissADME se disefiaron compuestos lideres, a partir de los productos 1
y 97, realizando modificaciones en el peso molecular y en la lipofilicidad de la molécula. Por dltimo,
se efectuaron estudios de acoplamiento molecular de las moléculas disefiadas, sobre el sitio catalitico
de la proteina de interés (Daina et al., 2017; Rishton, 2003; Rishton, 2008; Mignani et al., 2018;
Leeson y Springthorpe, 2007; Nadin et al., 2012).
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6. Resultados y discusion

Los resultados del presente trabajo se discutirdn en dos secciones principales. En la primera, se
presentan los resultados del estudio quimico y evaluaciones biol6gicas in vitro de la especie Salvia
amarissima y, en la segunda, los concernientes a la investigacion quimica, evaluaciones in vitro y

farmacoldgicos de Salvia microphylla.

6.1. Estudio quimico y farmacoldgico de la especie S. amarissima

6.1.1. Aislamiento y caracterizacion de los metabolitos secundarios

La infusidn de las partes aéreas de Salvia amarissima se emplea como agua de uso en la medicina
tradicional para el alivio de la diabetes, entre otros padecimientos. Con la finalidad de establecer la
composicién quimica e identificar los metabolitos activos, se realiz6 el estudio quimico del preparado
tradicional. Mediante la aplicacion de diversas técnicas cromatograficas fue posible aislar la
amarisélida (1) y la amarisdlida G (mezcla epimérica) (55a,b), los cuales son glucésidos de
diterpenoides de tipo neo-clerodano, el &cido rosmarinico (54) y las flavonas nuchensin (50), 6-
hidroxiluteolina (51), rutina (52), isoquercitrina (53) y pedalitina (13); las estructuras de estos
metabolitos se ilustran en la Figura 26.

50 R,=OCH;, R,=OCHj, Ry= H, R,=OH
51 R,=OH, R,=OH, R;= H, R,=OH

52 R,=OH, R,=OH, R;=0Glc-Rha, R,=H
53 R,=OH, R,=OH, R;=0Glc, R,=H

13 R;=OCH3, R,=OH, R;= H, R,=OH

o Ori@:w
Howo OH
HO

54 55a 14R R=H

55b 14 S R=H
55¢ 14 R R=CH;

Fig 26. Metabolitos secundarios aislados de las partes aéreas de S. amarissima.
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Los productos previamente descritos en la literatura (1, 13, 50-54), se caracterizaron por comparacion
de sus datos espectroscopicos (RMN) y espectrométricos (ESI-EM), con los reportados en la literatura
especializada. Es importante mencionar que las flavonas 50-53 y el 4cido rosmarinico (54) se
describen por primera vez en la especie Salvia amarissima. EI compuesto 55a,b es una entidad

guimica nueva. A continuacion, se describe su elucidacién estructural.

El producto 55a,b se obtuvo como solido blanco 6pticamente activo. Su formula molecular se
establecio por espectrometria de masas mediante ionizacion por electroespray de alta resolucion como
Ca6H36011. En los espectros de IR y UV se observd una banda atribuible a grupos hidroxilo (3365
cm?) y a una y-lactona-a,f-insaturada (IR 1749 cm™; UV Amax 206 nm) (Wu et al., 2014; Flores-
Bocanegra et al., 2017). El espectro de RMN del compuesto 55a,b fue muy similar al de la
amarisolida D (55c), un diterpenoide de tipo neo-clerodano con una y-lactona-a,f-insaturada en C-
4/C-5, un éter metilico de un y-lactol y una unidad de S-D-glucopiranosa unida al C-2 (Flores-
Bocanegra et al., 2017). Asi, en el compuesto 55a,b las sefiales para el anillo del éter metilico del
lactol fueron remplazadas por las del lactol. En consecuencia, el espectro de RMN mostro sefiales en
onldc 5.90, 6.05 (brs) (H-14)/99.4, 99.9 (C-14), 5.96 (brs) (H-16)/116.1 (C-16) y, en dc 171.4 (C-13)
y 171.9 (C-15) (Tabla 1). La sefial para H-14 aparece duplicada en el espectro de *H-RMN indicando
que 55a,b es una mezcla de epimeros (Fig. 27). La sefial del C-14 aparece también duplicada en el
espectro de *C-RMN (Tabla 1) (Fig. 28). El punto de unidn del fragmento etilo (C-11-C-12) al lactol
en el compuesto 55a,b se establecié con base en los desplazamientos quimicos observados en el
espectro de *C-RMN para los carbonos del anillo, y los desplazamientos de C-11 (¢ 27.6), C-12 (6c
33.8), C-13 (dc 171.4), C-14 (6c 99.4, 99.9), C-15 (Jc 171.9) y C-16 (oc 116.1). Las correlaciones
observadas en el espectro HMBC para H-12a (6n 1.72) — C-14 (99.4 y 99.9); H-12b (0w 1.56) — C-
14 (6c 99.4 y 99.9); y H-14 (0w 5.90, 6.05) — C-12 (dc 33.8) son congruentes con el punto de unién
que se indica en la estructura correspondiente. La configuracidn relativa de los centros estereogénicos
C-2, C-5, C-8, C-9y C-10, para el compuesto 55a,b; se establecié mediante el analisis del espectro
de NOESY. Las interacciones mas importantes demostraron que la configuracion de los centros
estereogénicos en el producto natural 55a,b es la misma que la descrita para las amarisélidas (A-D)
(Flores-Bocanegra et al., 2017). Ademas, el espectro de dicroismo circular electrénico (DCE) de
55a,b fue similar al de todas las amarisélidas (Fig. 29). Esto permite proponer que la configuracion
absoluta en los centros estereogénicos C-2, C-5, C-8, C-9 y C-10 como 2S,5S,8R,9R,10R.
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Fig. 27. Espectro de RMN-H (700 MHz) de la amarisélida G (55a,b) en DMSO-ds.

17
20
3
13 18
15 4 16 1 14 o, B J
l I L N L-N,L_w l ] VAMALI
180 170 160 150 140 130 120 110 100 _ 90 80 70 60 s0 40 30 20 10
f1 foom)

Fig. 28. Espectro de RMN-3C (125 MHz) de la amarisélida G (55a,b) en DMSO-ds.

— — - DCE experimental de 55ab
——— DCE calculado de 14R de 55a
~——— DCE calculado de 14S de 55b

Fig. 29 Comparacion del espectro de DC de la amarisélida G (55a,b).
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Tabla 1. Datos de RMN-'H y *C de las amarisélidas D 55¢ (500/125 MHz, DMSO-ds) y G 55a,b
(700/175 MHz, DMSO-d).

No. Amarisélida D Amarisélida G
4 (J in H2) 45¢ 8u (J in Hz) 5¢

la 1.76 (ddd,13.8, 12.0, 12.0) 26.8 1.81 (brd,13.7) 26.3

1b 1.34 (m) 1.35(dd,13.6, 3.2)

2 4.47 (m) 69.1 4.46 (m) 70.0

3 6.67 (d, 6.3) 131.0 6.66 (d,6.4) 131.1

4 143.2 143.0

5 45.6 45.4

6a 1.67 (m) 33.7 1.72 (td,12.7,3.3) 33.8

6b 1.25 (m) 1.23 (m)

7 1.54 (m) 26.2 1.54 (m) 27.6

8 1.67 (m) 35.9 1.67 (m) 36.2

9 37.7 37.8

10 2.25(d,12.9) 39.5 2.21(d,15.1) 40.5

11 1.54 (m) 27.6 1.60 (m) 27.6

12a 2.09 (m) 33.9 1.72 (td,12.7,3.3) 33.8

12b 1.56 (m) 1.56 (m)

13 170.0 171.4

14 5.91 (d,0.8) 104.7 5.90 (brs, a-isémero) 99.4
6.05 (brs, B-isbmero) 99.9

15 171.0 171.9

16 6.04 (t,0.7) 117.2 5.96 (brs) 116.1

17 0.80 (d, 6.4) 15.9 0.80 (d,6.5) 15.9

18 169.2 169.2

19a 4.38 (d, 8.3) 70.9 4.39 (d,8.2) 70.9

19b 4.02 (d, 8.2) 4.02 (d,8.2)

20 0.56 (5) 17.6 0.57 (5) 17.7

1 4.30 (d,7.7) 102.0 4.31 (d,7.7) 102.8

2' 2.97 (dd,8.0) 74.0 2.96 (m) 74.1

3 3.11 (dd, 8.0) 77.2 3.13(m) 77.2

4 2.98 (dd,8.0) 70.7 2.97 (m) 70.7

5 3.11 (m) 77.4 3.13 (m) 77.4

6'a 3.67 (dd,11.6, 2.5) 61.8 3.67 (d,12.4) 61.6

6'b 3.34 (m) 3.42 (m)

OCHs;  3.45(s) 56.5

14-OH 7.75(brs)

2'-OH 4.92(brs)

3'-OH 4.92(brs)

4'-OH 4.92(brs)

6'-OH 3.33(s)

Las asignaciones de RMN-'H y **C fueron soportados por experimentos 2D RMN (*H-'H COSY, HSQC,

HMBC y TOCSY). 2Desplazamiento quimico () en ppm.
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6.1.2. Pruebas de identidad y composicion
6.1.2.1. Desarrollo del perfil cromatografico de la fraccion organica de

la infusion de S. amarissima

La complejidad quimica relativa de las muestras derivadas del extracto acuoso se evalué inicialmente
mediante comparaciones visuales de sus perfiles cromatograficos. EI mejor perfil fue logrado con la
fraccion de AcOEt del extracto acuoso (Fig. 30). Los anélisis cromatograficos se realizaron mediante
la técnica de CLUE-EM en una columna BEH Shield Cig (1.7 pm, 2.1 x 100 mm) aplicando un
gradiente de elucién binario de agua (0.1 % de acido formico) y CHsCN. El tiempo total de la corrida
fue de 12 min. Los compuestos 1, 13, 50, 52-54 fueron identificados en el cromatograma por sus
tiempos de retencion y los valores m/z de los iones correspondientes [M-HT. Sus iones moleculares
fueron observados en m/z 609.54 [M-H] (52; tr 1.36 min), 463.46 [M-H]™ (53; tz 1.60 min), 359.23
[M-H]™ (54; tr 2.46 min), 315.48 [M-H] (13; tr 2.82 min), 329.43 [M-H]" (50; tr 3.65 min) y 491.23
[M-H]™ (1; tr 4.89 min).

20191125 17
4 89

1.80-1.
1.60-1.
1.40-13 .
1.20-11 53 i
[ = 1_00—1:; 1.60 |
3,09-2:; A ‘
5.09—2? 0.68 |
40023

—6_00 0.50 . . . . i 350 400 4.

Fig 30. Perfil cromatogréfico de la fraccion de AcOEt representativo de la composicion quimica
de las partes aéreas de S. amarissima.

6.1.2.2. Validacién del método para cuantificacion de amarisélida (1)
mediante CLUE-EM

La validacion es el proceso de comprobar que un método analitico es aceptable para un propdsito
especifico. De esta manera, el proceso de validar consiste en generar informacion que demuestre
desde el punto de vista analitico, que dicho método es adecuado para el proposito deseado. El
principal componente de la fraccion de acetato de etilo fue la amarisélida (1), la cual, fue seleccionada
como marcador para la validacion. La amarisolida (1) solo ha sido aislado de esta especie; por lo

tanto, lo convierte en un excelente compuesto marcador para el control de calidad.
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6.1.2.2.1. Linealidad del sistema

La linealidad del sistema es la capacidad de un método para obtener respuestas analiticas directamente
proporcionales a la concentracion de un analito en la muestra en un intervalo de concentraciones
determinadas [ICH; Q2 (R1) 2005]. Para el sistema desarrollado en este estudio, la linealidad se
estableci6 con una curva de calibracion a base de cinco concentraciones de amarisdlida (1) (5, 10, 25,
50 y 100 pg/mL). La respuesta analitica se determind con el detector de PDA y ESI-Negativo
considerando el &rea bajo la curva del pico de interés y fue evaluada mediante un analisis de regresion
lineal simple (Tabla 2) (Fig. 31).

Tabla 2. Pardmetros estadisticos calculados para la linealidad del sistema.

Amarisolida (1)

PDA ESI-Negativo
Bo -4337.5 + 28.552 64102 + 208.3
B1 5636.3 £ 4957.8 5252.8 + 3618.5
R 0.9999 0.9960
R? 0.9999 0.9921
A B
600000 700000

500000 600000

500000

400000

¥ =5636.3x- 4337.5

R*= 0.9999 300000

Area (mV*sec)
7%
[=1
(=]
[=]
(=]
[=]

]
(=1
(=3
(=)
(=3
(=)

R*=10.9921
200000

Area (mV*sec)

100000

¥ =5252.8x+ 64102

0 20 40 60 80 100 120 0

P
Amarisolida (1) (ug/mL) 0 20 40 &0 80 100

Amarisélida (1) (ug/mL)

Fig. 31. Curvas de calibracion para la evaluacion de la linealidad del sistema analitico.
(A) PDA,; (B) ESI-negativo.

Los valores de Bo, B1, R y R? obtenidos de la curva de calibracion de la amarisélida (1) con ambos
detectores se encuentran dentro de los limites establecidos por la ICH, por lo que se concluye que la
linealidad del sistema cromatografico es adecuada para el compuesto 1 en el intervalo de las
concentraciones analizadas.

6.1.2.2.2. Linealidad del método

Para evaluar la linealidad del método se realizd una curva de calibracion con las concentraciones del

estandar 1 recuperado a partir del andlisis con la matriz. Se adicionaron 10, 50 y 75 pg/mL del
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compuesto 1 a la matriz de trabajo. Finalmente, la respuesta de la cantidad recuperada del estandar se
realizé considerando el valor de la respuesta de la matriz sin adicionar y el marcador analitico. En la

Figura 32 se muestra la gréafica correspondiente a la linealidad del método.

El método se considera lineal si el coeficiente de determinacion (R?) tiene un valor mayor de 0.98 y
el de correlacion es mayor a 0.99, asi mismo si Bo # 0y f2 = 1 [ICH; Q2 (R1) 2005]. Asi los parametros
estadisticos obtenidos (Tabla 3) de este andlisis demuestran que el método es lineal cuando se utiliza
el detector PDA, sin embargo, los resultados obtenidos con el detector de masas presentan un R?

menor debido a la complejidad de la matriz de trabajo y a la alta sensibilidad del detector.

Tabla 3. Pardmetros estadisticos calculados para la linealidad del método.
Amarisolida (1)

PDA ESI-Negativo
Bo -0.0897 + 0.387 1.71+£2.350
B1 1.0157 £ 0.007 0.851 +0.045
R 0.9999 0.9866
R? 0.9999 0.9734
A B
% T y=ossixe1m
S oW 3 e R0 o
ER 25
g ® 5
&3 g€ 4
is 23
g3 40 é'é 30
- 530 <5
) 8 10 é
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 35 60 65 70 75 80 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Cantidad adicionada (jig/mL) Cantidad adicionada (ug/mL)
Amarisolida (1) Amarisolida (1)

Fig. 32. Curvas de calibracion para la evaluacién de la linealidad del sistema analitico. (A)
PDA; (B) ESI-negativo.
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6.1.2.2.3. Exactitud del método

La exactitud del método analitico expresa la concordancia entre el valor de la concentracion del
estandar en la matriz enriquecida y el valor de referencia. En este estudio se evallo este parametro de
desempefio mediante el andlisis de los porcentajes de recobro; la guia de la ICH para métodos
cromatograficos indica que el método analitico es exacto si los porcentajes de recobro se encuentran
entre 98-102 % vy el coeficiente de variacion no es mayor del 2 % [ICH; Q2 (R1) 2005]. Asi, los
resultados obtenidos (Tablas 4 y 5) muestran que el recobro del estdndar 1 usando los datos UV
cumple con las especificaciones anteriores; sin embargo, los porcentajes de recobro para las
determinaciones realizadas por ESI-Negativo no entran dentro de los limites establecidos.

Tabla 4. Resultados de la exactitud del método para la cuantificacion de la amarisélida (1) con el
detector PDA.

Concentracion  de PDA
amarisélida (¢D)]
adicionada (ug/mL)  Recobro (%)

10x6 103.1

101.3

102.7

101.6

100.0

102.7 101.9 1.17 0.011
50 x 6 103.1

98.9

101.1

99.9

100.1

100.8 100.7 1.4 0.014
75 %6 99.2

102.7

100.2

103.4

102.7

102.3 101.7 1.64 0.016

DE CV (%)

=1
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Tabla 5. Resultados de la exactitud del método para la cuantificacion de la amarisélida (1) con el
detector de masas.

Concentracion  de ESI-Negativo
amarisélida (D)
adicionada (ug/mL)  Recobro (%)

10 x 6 90.3

75.4

99.2

110.1

63.6

80.7 86.6 16.83 0.194
50 x 6 84.5

110.9

110.5

99.3

84.4

84.9 95.7 12.88 0.133
75 %6 82.1

80.9

90.9

82.3

78.8

87.0 83.7 4.45 0.053

DE CV (%)

=1

6.1.2.2.4. Precisiéon del sistema

La precision del sistema es el grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales entre
una serie de mediciones obtenidas a partir de un muestreo repetido de una muestra homogénea del
producto o de una muestra de referencia; expresado como la desviacién estandar y el coeficiente de
variacion [ICH; Q2 (R1) 2005]. En este trabajo se evaluo la precision del sistema en términos de
repetibilidad mediante el analisis de la respuesta analitica obtenida de seis réplicas del estandar (1) a
una concentracion de 50 pug/mL. Este pardmetro fue evaluado por un analista distinto, durante el
mismo dia. Finalmente, el CV obtenido (Tabla 6 y 7) no fue mayor al 2.0 %, con lo que se demuestra

que el sistema es preciso utilizando los datos de UV y ESI-Negativo.
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Tabla 6. Repetibilidad del sistema para la cuantificacion de la amarisélida (1) con el detector PDA.

No. de réplica Concentrgc_ién de amarisolida (1) : PDA

adicionada (ug/mL) Area bajo la curva

6 50 x 6 280029

279834

280254

280595

274671

275538

x 278487

DE 2646.4

CV (%) 0.0095

Tabla 7. Repetibilidad del sistema para la cuantificacion de la amarisélida (1) con el detector ESI-
negativo.

No. de réplica Concentracion de amarisolida i ESI-Negativo
(1) adicionada (pg/mL) Area bajo la curva

6 50 x 6 403771
326220

400568

407116

321831

344970

% 367413

DE 40684

CV (%) 0.11

6.1.2.2.5. Limite de deteccién y limite de cuantificacion

Para establecer ambos limites se realizaron curvas de calibracion del estandar 1 utilizando el detector
de PDA y el de masas en un intervalo de concentraciones de 0.01 a 10 pg/mL por triplicado; en las

Tablas 8 y 9 se muestran los resultados obtenidos del analisis de regresion lineal (Fig. 33y 34).
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Tabla 8. Resultados para LD y LC de la amarisélida (1) con el detector PDA.

PDA
Concentracion de amarisolida (1) (ug/mL)

Area bajo la curva

0.01x3 2
3

8

0.1x3 2
11
14
1x3 3639
3541
3508
5x3 21185
23130
26443
10x3 52045
53065
56757
Bo -1154.8
Br 5393.6
R 0.9960
R? 0.9921
Syix 1993.7
LD (pug/mL) 1.22
LC (ug/mL) 3.69




60000
v =5393.6x-1154.8 .

50000 R?*=0.9921
40000
30000

20000

Area (mV*sec)

10000

0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

-10000 e
Amarisolida (1) (ug/mL)

Fig. 33. Curvas de calibracion para la determinacion de LD y LC de amarisélida (1). PDA.

Tabla 9. Resultados para LD y LC de la amarisélida (1) con el detector ESI-negativo.

ESI-Negativo

Concentracion de amarisolida (1) (ug/mL) Area bajo la curva

0.01x3 1413
1018
1151
0.1x3 2007
2458
1077
1x3 10938
11977
9586
5x3 52974
57156
58226
10x3 115642
120766
117545
Bo -49.139
B1 11648
R 0.9989
R? 0.9980
Syix 2122.95
LD (pug/mL) 0.60
LC (ug/mL) 1.82




140000
v =11684x- 49.139
120000 R*=0.998
100000
80000

60000

Area (mV*sec)

40000

20000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Amarisolida (1) (ug/mL)

Fig. 34. Curvas de calibracion para la determinacion de LD y LC de amarisélida (1). ESI-negativo
6.1.2.2.6. Cuantificacion de amarisélida (1)

Finalmente, utilizando el método analitico validado, se cuantifico el contenido de amarisélida (1) en
los repartos de AcOEt obtenidos de la infusion del lote de enero 2019. Las muestras se analizaron a
una concentracion de 500 pg/mL disueltas en una mezcla de dioxano-MeOH (v/v 1:1). Este andlisis
se llevo a cabo utilizando la ecuacidn de la recta descrita para la linealidad del sistema y = 5636.3x -

4337.5. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 10.

Tabla 10. Cuantificacion de amarisolida (1) en la fraccién de AcOEt de S. amarissima con el detector
PDA.

Concentracion Area baio la Cantidad de % de
Lote No. replica de la matriz curvfam amarisolida amarisolida
(ng/mL) (1) (pg/mL) 1)
Enero 2019 1 500 650800 116.23 23.24
2 500 652742 116.57 23.31
3 500 646259 115.42 23.08

La amarisolida (1) se cuantificé con los datos obtenidos por UV, debido a que el método utilizando
ESI-EM requiere un mayor refinamiento en cuanto a la linealidad y exactitud del método, lo cual se

podria lograr ajustando la concentracién de la matriz adicionada.
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6.1.2.3. Composicion quimica del aceite esencial de la planta seca 'y

fresca

La identificacidn de los componentes del aceite esencial obtenido por hidrodestilacion (lote seco y
fresco) se llevd a cabo por Cromatografia de Gases (CG) acoplada a Espectrometria de Masas (EM).
La CG-EM es un método ampliamente aceptado para el analisis de aceites esenciales, debido a la
volatilidad de los constituyentes, a la sensibilidad, estabilidad y alta eficiencia del método (Kumari y
Kotecha, 2016). El andlisis de aceites esenciales por CG-EM tiene una serie de ventajas,
principalmente, que el cromatograma de la esencia proporciona una “huella dactilar” que puede
utilizarse para identificar a la planta. La composicion y la concentracion relativa de los compuestos
organicos presentes en el aceite esencial son caracteristicos de la planta cuando éstas se recolectan en
un mismo lugar y una misma época. De manera adicional, la extraccion del aceite esencial es
relativamente sencilla y de facil estandarizacién, y sus componentes pueden ser féacilmente
identificados mediante el analisis de CG-EM (Liang et al., 2004).

Los resultados se presentan en la Tabla 11. Los rendimientos de los aceites esenciales obtenidos de
Salvia amarissima fueron 0.02 % y 0.03 % (w/w) para material fresco y seco, respectivamente. Los
compuestos se identificaron mediante la comparacion de sus datos espectrales de masas con los de la
Biblioteca de espectros de masas NIST 98 y la biblioteca del equipo, asi como mediante la
comparacion de sus indices de retencion en relacién con una serie homéloga de n-alcanos Cs—Cao
calculados de acuerdo con Van Den Dool y Kratz (1963) y con los valores de la literatura (Adams,
2007). De manera simultanea se obtuvieron los espectros de masas de los componentes de las esencias
por impacto electrénico (Anexo 1). Estos espectros de masas fueron comparados con los de la base

de datos del equipo y con los reportados en la literatura.

El analisis cromatografico revel6 la presencia de germacreno D (63) y p-selineno (64) como
compuestos principales de la esencia de S. amarissima del lote seco y fresco (Fig.35). Como se
observa en la Tabla 11, se identificaron ocho componentes, que representan el 99.97 % de la
composicion del aceite de S. amarissima cuando esta fresca. El 6-elemeno (60) es exclusivo de este
lote. En cuanto al lote que corresponde a la planta seca, se identificaron de igual manera ocho
compuestos mayoritarios, que representan el 99.96 % de la composicion del aceite esencial de la
planta. EI 3-metoxi-p-cimeno (58) es exclusivo de este lote. Los resultados obtenidos sobre la
composicion del aceite esencial de Salvia amarissima coincide con algunas especies del género
Salvia. Se ha reportado previamente la composicidn del aceite esencial de las especies S. ceratophylla,

S. aethiopis, S. palaestina, S. nemorosa y S. syriaca, los cuales, contienen al germacreno D (63),
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espatulenol (65), B-cariofileno (39) y 6xido de cariofileno como componentes mayoritarios de la
mezcla volatil (Bagci y Kocak, 2008; Bahadori et al., 2017; Bahadori et al., 2017).

Tabla 11. Compuestos volatiles identificados por CG-EM a partir del aceite esencial de S.
amarissima en fresco y seco.

Composicion (%)

Compuesto IR? Fresco Seco
3-Metoxi-p-cimeno (58) 1219 4.40
(E)-Acetato de Pinocarvilo (59) 1313 5.98 2.10
J-Elemeno (60) 1329 1.99
a-Bourboneno (61) 1378 4.24 411
S-Cariofileno (39) 1413 15.05 21.27
a-Cariofileno (62) 1447 7.68 4.21
Germacreno D (63) 1476 25.09 24.26
B-Selineno (64) 1491 28.35 30.16
Espatulenol (65) 1576 11.59 9.45
Total 99.97 99.96

2Indice de retencion relativa a series de n-alcanos (C4—C,,) sobre una columna DB-5.
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Fig. 35. Cromatograma ionico total del aceite esencial de S. amarissima analizado en una
columna capilar DB-5. (A) Planta fresca; (B) Planta seca.
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6.1.2.4. Microextraccion en fase solida de los compuestos volatiles

Con la finalidad de establecer el contenido de los componentes volatiles con mayor detalle, se realizé
un analisis de microextraccién en fase solida (MEFS). La MEFS es un método de preparacion de
muestra y muestreo, desarrollado inicialmente para la determinacion de compuestos orgéanicos
volatiles presentes en el ambiente (Zabaras y Wyllie, 2005). La técnica consiste en la extraccion de
los analitos de la matriz de la muestra mediante una fibra de silice fundida que esté recubierta de un
sorbente polimérico seguida de la desorcion de los analitos mediante temperatura o un disolvente
orgénico. Cuando la MEFS se acopla a la CG, la desorcion se realiza térmicamente y al aumentar la
temperatura, la afinidad de los compuestos por la fibra disminuye, y los analitos son introducidos en
la columna analitica por el flujo del gas acarreador (He). Generalmente, la naturaleza del analito a
ensayar determina el tipo de fibra a utilizar, empleandose recubrimientos polares como PA o
carbowax (CW) y recubrimientos como PDMS para aquellos menos polares. En este caso, se utilizd
una fibra con recubrimiento de divinil benceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS)
gue permite la extraccion de terpenoides de mediana a baja polaridad como los detectados en el aceite

esencial (Santana et al., 2017).

Los resultados obtenidos a partir de estos analisis nos permitieron identificar un total de dos
constituyentes que representan el 100 % de la composicion total de volatiles detectados con la fibra
(DVB/CAR/PDMS). A diferencia de la esencia, el 2-hexenal (66) es el componente mas abundante,
presente en un 75.09 % (Tabla 12 y Fig. 36), seguido por el benzaldehido (67) con un 24.90 %.
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Fig 36. Cromatograma iénico total de los compuestos volatiles presentes en las partes aéreas de
S. amarissima analizado en una columna capilar DB-5 por la técnica de MEFS.
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Tabla 12. Compuestos volatiles de las partes aéreas de S. amarissima obtenidos por MEFS.
Composicion (%)

Compuesto

IR? Seco
2-Hexenal (66) 851 75.09
Benzaldehido (67) 952 24.90
Total 100

2qindice de retencion relativa a series de n-alcanos (C4—C,,) sobre una columna DB-5.

En este caso, la MEFS nos permitié identificar dos compuestos volatiles 66 y 67, los cuales han sido
reportados con propiedades antiflngicas y antibacterianas (Verma et al., 2017; Gardini et al., 2001),
lo cual coincide con el uso tradicional de la planta. Cabe mencionar que los resultados obtenidos del
analisis por CG de las esencias y los de la MEFS no son comparables, debido a que los principios
fisicoguimicos que fundamentan ambas técnicas analiticas son muy distintos.

6.1.3. Ensayos bioldgicos
6.1.3.1. Evaluacion del efecto inhibitorio sobre la enzima a-glucosidasa
de levadura

Con la finalidad de establecer el potencial antihiperglucémico del extracto acuoso, el aceite esencial
y los productos aislados de S. amarissima (1, 13, 50-55a,b), se Ilevo a cabo la determinacién de su
efecto inhibitorio sobre la enzima a-glucosidasa de levadura. Este procedimiento se basa en la
cuantificacion espectrofotométrica del producto de hidrolisis del p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido en
presencia de un inhibidor (Fig. 37); de este modo, la cantidad de p-nitrofenol liberado de la hidrdlisis

es inversamente proporcional a la inhibicion de la enzima (Oki et al., 1999).

HO
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OHp NO, HO
! OHoH
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OO

p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido . .
p-nitrofenol a-D-glucopiranosa

Fig. 37. Reaccion de hidrolisis en la determinacion espectrofotométrica de inhibicion de las enzimas
a-glucosidasas.

Segun los datos obtenidos (Tabla 13), el extracto acuoso inhibi¢ al 15 % la actividad de la enzima a
una concentracién de 1000 ppm. Los aceites esenciales obtenidos de la planta (seca y fresca) fueron
evaluados y no mostraron actividad. Los aceites esenciales de plantas del género Salvia han sido

reportados con actividad frente a la enzima a-glucosidasa cuando éstos contienen al Oxido de
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cariofileno y espatulenol (65) como componentes mayoritarios (Bahadori et al., 2017; Bahadori et al.,
2017).

En el caso de los compuestos puros 1, 52 y 55ab mostraron una Clso superior a 2000 uM. Trabajos
previos han reportado la actividad del compuesto 52 sobre la enzima a-glucosidasa y coincide con el
valor reportado en este trabajo (Zhao et al., 2016). Los flavonoides 51, 53 y 13 presentaron mayor
actividad en comparacion con la acarbosa que mostré una Clso de 590 + 2 uM. Los compuestos 13,
53 y 54 han sido reportados como inhibidores de la enzima a-glucosidasa y correlaciona con nuestro
trabajo de investigacion (Flores-Bocanegra et al., 2017; Mata et al., 2019; Xu et al., 2018; Lin et al.,
2011). Esto demuestra que la amarisolida (1) presenta mejor efecto sobre la enzima a-glucosidasa de
mamifero y de R. obeum (Flores-Bocanegra et al., 2017; Mata et al., 2019). Seria pertinente demostrar
el efecto de los compuestos (1, 13, 50-55a,b) sobre la enzima a-glucosidasa de mamifero, ya que los
productos naturales presentan un efecto diferencial sobre los diferentes tipos de a-glucosidasas
(Flores-Bocanegra et al., 2014). Ademaés, en el estudio previo de Flores-Bocanegra y colaboradores

(2017), productos similares fueron efectivos contra la enzima de mamiferos.

Tabla 13. Actividad del extracto acuoso, los aceites esenciales y los compuestos (1, 13, 50-55a,b)
de S. amarissima en la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae.

a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae
Muestra Actividad Inhibitoria
Clso = DE (uM)

Extracto acuoso? 15%
Aceite esencial (planta fresca) Nula
Aceite esencial (planta seca) Nula
1 > 2000
13 72+6
50 1193 + 40
51 49+1
52 > 2000
53 318 + 22
54 1050+ 7
55ab > 2000
Acarbosa® 590 +2

2 Porcentaje de inhibicién a 1000 ppm.
b Control positivo
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6.1.3.2. Evaluacion del efecto inhibitorio sobre la enzima PTP-1B
humana

Con la finalidad de establecer la actividad sobre la enzima PTP-1B de los productos aislados (1, 13,
50-55a,b), el extracto acuoso y el aceite esencial de S. amarissima, se evalué su efecto inhibitorio
sobre la enzima PTP-1B de humano. Este procedimiento se basa en la cuantificacion
espectrofotométrica del producto de hidroélisis del fosfato p-nitrofenol en presencia de un inhibidor
(Fig. 38); de este modo, la cantidad de p-nitrofenol liberado es inversamente proporcional a la

inhibicién de la enzima (Salinas-Arellano et al., 2020).
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Fig. 38. Reaccidn de hidrolisis en la determinacion espectrofotométrica de la inhibicion de la
enzima PTP-1B.

Segun los datos obtenidos (Tabla 14), el extracto acuoso inhibi6 la actividad de la enzima PTP-1B
con una Clspde 89 + 5 ug/mL. Los aceites esenciales obtenidos de la planta fresca y seca también
fueron activos con valores de Clsp de 36 + 1y 30 + 1, respectivamente. Estudios previos han reportado
gue el germacreno D (63) (un componente mayoritario del aceite esencial de S. amarissima) mostro
una potente actividad inhibitoria sobre la actividad de la PTP-1B con una Clso de 10.2 uM (Liang et
al., 2018). Por lo tanto, el germacreno D (63), podria ser responsable de la actividad del aceite esencial
de Salvia amarissima frente a la enzima PTP-1B, ya que se encuentra como componente mayoritario

en ambos aceites esenciales.

Los productos naturales 1, 13, 50-55a,b mostraron actividad inhibitoria contra la enzima PTP-1B
cuando se comparo con el control positivo, el &cido ursolico (Clso =28 + 1 uM). Entre los flavonoides,
la pedalitina (13) fue el compuesto mas activo con una Clso de 62 + 4 uM; de los diterpenoides la
amarisolida (1) fue la méas activa (Clsp de 280 + 26 uM). Estudios previos han confirmado que
diterpenoides (clerodano y abietano) inhiben la actividad de la enzima PTP-1B (humano
recombinante) (Kim et al., 2017; Rivera-Chavez et al., 2020).

La actividad inhibitoria sobre la enzima PTP-1B de los compuestos 52-53 fue reportada previamente

(Zhao et al., 2016; Xu et al., 2018); los resultados previos concuerdan los obtenidos en el presente
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trabajo. Por otra parte, el acido rosmarinico (54) es un compuesto mayoritario del extracto de
Rosmarinus officinalis, el cual presentd actividad contra la enzima PTP-1B (Ngo et al., 2018). Sin
embargo, en este estudio se reporta por primera vez el efecto del compuesto puro frente a la enzima
PTP-1B.

Tabla 14. Actividad del extracto acuoso, los aceites esenciales y los compuestos (1, 13, 50-55a,b) de
S. amarissima en la enzima PTP-1B.

PTP-1B
Muestra Actividad Inhibitoria
Clso = DE (uM)

Extracto acuoso® 89+5
Aceite Esencial (material fresco)? 36+1
Aceite Esencial (material seco)? 30+1
1 280 £ 26
13 624
50 189+ 7
51 80+2
52 323 +£17
53 260 £ 32
54 137+19
55a,b 514 +7
Acido ursélico® 28+1

2 |Cso pg/mL
b Control positivo

6.1.4. Estudios in silico
6.1.4.1. Estudios de acoplamiento molecular en la a-glucosidasa de S.
cerevisiae

Con el objetivo de complementar los estudios del efecto inhibitorio de los productos 13 y 51 se
realizaron estudios de acoplamiento molecular (AM), empleando la estructura obtenida por rayos X
de la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae (cddigo PDB 3A4A). Las estructuras de los
compuestos 13 y 51 se optimizaron geométricamente utilizando el programa Spartan 10;
posteriormente se encontraron los posibles sitios de interaccion de acuerdo con diferentes factores
energéticos, empleando el programa AutoDock Tools. El protocolo utilizado en los estudios de
acoplamiento molecular se valid6 al modelar el modo de union de la glucosa en el sitio catalitico
(RMSD =0.811 A). Ademas, se model6 el modo de unidn del control positivo, la acarbosa (Fig. 39—
41). El andlisis de la pedalitina (13) y 6-hidroxiluteolina (51), se realiz6 utilizando el protocolo

validado para los estudios de acoplamiento con la enzima a-glucosidasa de levadura.
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Con base en los resultados de los estudios de acoplamiento molecular de la acarbosa, 13y 51 con la
enzima o-glucosidasa de levadura se logro establecer que las tres moléculas pueden interactuar con
el sitio catalitico de la enzima, y que algunos de los aminoacidos que intervienen en las interacciones
son iguales en los tres casos. La estructura de estos complejos se muestra en las Figuras 39-45.

Para el compuesto 13 se observan la formacidn de puentes de hidrégeno con los aminoacidos Pro312,
Glu277, Arg442 e His280 con los grupos hidroxilo en C-6, C-3'y C-4'y el grupo carbonilo C-4.
Ademas, se aprecian interacciones de tipo n-alquilo y de Van der Waals. Por otro lado, en 51 las
principales interacciones se dan con los residuos His280, Tyr158, Arg315, Phe314, Arg442, Asp352
y Glu277, aminodcidos implicados en la estabilidad y actividad de la enzima (Tabla 15). Los
resultados obtenidos concuerdan con lo observado experimentalmente en las evaluaciones con la

enzima a-glucosidasa de levadura.

Fig. 39. Posibles sitios de union para la acarbosa (morado), pedalitina (13; amarillo) y
6-hidroxiluteolina (51; naranja) con la enzima la a-glucosidasa de levadura (azul; PDB 3A4A).
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Fig. 40. Representacion en 3D del posible modo de unién de la acarbosa con la enzima
a-glucosidasa de levadura.
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Fig. 41. Interacciones enzima-ligando en 2D de la acarbosa con la a-glucosidasa de levadura.
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ASP-307

Fig. 42. Representacion en 3D del posible modo de unidn de la pedalitina (13) con la enzima o-
glucosidasa de levadura.
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Fig. 43. Interacciones enzima-ligando en 2D de la pedalitina (13) con la a-glucosidasa de levadura.
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Fig. 44. Representacion en 3D del posible modo de union de la 6-hidroxiluteolina (51) con la
enzima o-glucosidasa de levadura.
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Fig. 45. Interacciones enzima-ligando en 2D de la 6-hidroxiluteolina (51) con la a-glucosidasa de
levadura.
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Tabla 15. Principales interacciones entre los compuestos (13 y 51) y la enzima a-glucosidasa de
levadura.

Energia libre Interacciones
Compuesto de_unlon Enlace de Van der wr
estimada L CH-O forma T/
hidrégeno Waals .
(kcal/mol) m-alquilo
Pedalitina (13) -9.2 Pro312, Ser311, Leu313, Phe314 Arg315,
His280, Asp307, Phe303, Lys156,
Glu277, GIn279, Asp352, Phe314
Argad2 Phe159, Phe178,
Tyrl58
6-hidroxiluteolina 9.1 His280, Pro312, Ser311, Phe314 Tyrl58/
(51) Glu277, Leu313, Phe178, Arg315
Asp352, Phe159, GIn279,
Arg44d2 Phe303, Asp307
Acarbosa -9.0 Ser304, Gly309, Val308, Leu313
Thr310, Ala329, Glu332,
Asp307, GIn279, Phe303,
Asp242, His280, Tyrl58,
Pro312, Phel59, Tyr316,
Arg315, Phe314, Ser240,

Asn415, Glu411 Ser3ll

6.1.4.2. Estudios de acoplamiento molecular en la enzima PTP-1B de
humano
6.1.4.2.1. Sitio catalitico

Para determinar el posible modo de unién de la amarisélida (1) y la pedalitina (13) en la parte mas
conservada de la enzima, se realizaron estudios de acoplamiento molecular empleando la estructura
obtenida por rayos X de la PTP-1B humana (c6digo PDB 1G7F). La estructura de los compuestos 1
y 13 se optimiz6 geométricamente utilizando el programa Spartan”10; posteriormente, se encontraron
los posibles sitios de interaccion empleando el programa de AutoDock Tools. El protocolo se validd
al modelar el modo de unién del acido {4-[(2S)-2-({[(1S)-1-carboxi-2-feniletil] carbamoil}amino)-3-
ox0-3-(pentilamino)propil]fenoxi}maldnico (1.686 A). A partir del andlisis del modo de union del
acido ursolico (control positivo) se observaron enlaces de hidrégeno con los residuos Glu115, Arg221
y Ser216. Adicionalmente, se observaron interacciones con los aminoacidos Thr263, GIn262,
GIn366, Gly220, 11e219, Cys215, Lys120 y Phel182 de tipo Van der Waals (Fig. 46-48).

El modelado del sitio de unién de la amarisolida (1) predijo que el compuesto 1 se une en la parte
externa del sitio catalitico con una energia de union de -7.8 kcal/mol, lo cual es menor a la mostrada

por el &cido ursdlico (-8.5 kcal/mol) y ligeramente superior a la pedalitina (13) (-7.6 kcal/mol). El
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compuesto 1 mostro interacciones c