UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERALGESICA Y ANTIALODINICA
DE SALVIA AMARISSIMA ORTEGA Y METABOLITOS ACTIVOS, ASi COMO
BUSQUEDA DE LOS MECANISMOS DE ACCION EN UN MODELO DE
FIBROMIALGIA

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS
PRESENTA:
M. EN C. MORENO PEREZ GABRIEL FERNANDO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARIA EVA GONZALEZ TRUJANO
INSTITUTO NACIONAL DE PSIQUIATRIA RAMON DE LA
FUENTE MUNIZ

COMITE TUTOR: DRA. EVA AGUIRRE HERNANDEZ
FACULTAD DE CIENCIAS, UNAM
DRA. HERMELINDA SALGADO CEBALLOS
UIM EN ENFERMEDADES NEUROLOGICAS HOSPITAL
DE ESPECIALIDADES CMNSXXI IMMS

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX. DICIEMBRE 2022.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERALGESICA Y ANTIALODINICA
DE SALVIA AMARISSIMA ORTEGA Y METABOLITOS ACTIVOS, ASI COMO
BUSQUEDA DE LOS MECANISMOS DE ACCION EN UN MODELO DE
FIBROMIALGIA

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS
PRESENTA:
M. EN C. MORENO PEREZ GABRIEL FERNANDO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARIA EVA GONZALEZ TRUJANO
INSTITUTO NACIONAL DE PSIQUIATRIA RAMON DE LA
FUENTE MUNIZ

COMITE TUTOR: DRA. EVA AGUIRRE HERNANDEZ
FACULTAD DE CIENCIAS, UNAM
DRA. HERMELINDA SALGADO CEBALLOS
UM EN ENFERMEDADES NEUROLOGICAS
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CMNSXXI IMMS

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX. 2022.



POSGRADO

CIENCIAS

®BI0LOGICAS®

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA

OFICIO CPCB/1062/2022

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted qué en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en Ciencias
Bioldgicas, celebrada el dia 12 de septiembre de 2022 se aprobé el siguiente jurado para el examen de
grado de DOCTOR EN CIENCIAS del estudiante MORENO PEREZ GABRIEL FERNANDO con nimero
de cuenta 302869394 con |a tesis titulada “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHIPERALGESICA Y
ANTIALODINICA DE Salvia amarissima Ortega Y METABOLITOS ACTIVOS, ASi COMO BUSQUEDA
DE LOS MECANISMOS DE ACCION EN UN MODELO DE FIBROMIALGIA”, realizada bajo la direccion
de la DRA. MARIA EVA GONZALEZ TRUJANO, quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DR. ADOLFO ANDRADE CETTO

Vocal: DRA. ANAHI CHAVARRIA KRAUSER
Vocal: DRA. MARIA DE LOS ANGELES ARACELI DIAZ RUIZ
Vocal: DR. JOSE ALBERTO BURQUEZ MONTIJO

Secretario: DRA. HERMELINDA SALGADO CEBALLOS

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAME’NTE .
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 14 de noviembre de 2022

COORDINADOR DEL PROGRAMA

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRO SIGUENZA

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P. 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



Agradecimientos institucionales

Al Posgrado en Ciencias Biolégicas, UNAM.

Al CONACYT, por el apoyo econdmico mediante la beca 631351 y proyecto No.
226454/256448.

A mi Tutora la Dra. Maria Eva Gonzalez Trujano y a los miembros del Comité Tutor la
Dra. Eva Aguirre Hernandez y la Dra. Hermelinda Salgado Ceballos



Indice
Indice de figuras

Indice de tablas

RESUIMEN ...ttt e e e e s nb e e sab e e e nab e e e ane e e 1
ADSTTACT. ...t b bbb 3
I [ T [FToTod o] o (USSP 5
2. AANEECERUBNTES. ...ttt sttt b bbbttt b et e b bbb ne e 7
20 5 To ] o | GRS URORPT TR PRPRR 7
A \\ Lo Tox ol 1o Tox o o IR OSSR 8
P2 T 1o (o] o3 £ o1 oo ISR 11
2.4 FIDromialgia (FIM) ..c..ooiieiiieeee e 13
2.4.1 Descripcion general de las alteraciones del SNC en FM ... 14
2.4.2 DiagnOstico de 1a FM .......cooiiiiiiee e 14
2.4.3 Excitabilidad del SNC en [a FM ........cccooiiiiiiiieceere s 15
2.4.4 Alteraciones en la inhibicCion Yy FM ... 17
2.4.5 Alteraciones en noCICEPLOreS Y FM ........cocivieiiiic i 18

2.5 Terapeutica del dOlOr .........cc.ooiiiieice e 19
2.5.1 Antinflamatorios no esteroidales (AINES).........ccccccevviiiiieve e 19
2.5.2 Opioides fuertes y debiles ..o 20
2.5.3 ANalgASICOS AYUVANTES .....cveuieiiieiieiieiesie et 22
2.5.4 ANTIAEPIESIVOS. .....cviiiiieeiieieet ettt bbbt sb e bbbt 22

2.6 Los productos naturales en la terapéutica del dolor...........ccocoovviiniiiiiiicnne 24
2.6.1 Metabolitos secundarios identificados en especies del género Salvia con
actividad analgésica y/o anti-inflamatoria...............ccccccooveiieiiiiie i, 24
2.6.2 Terpenoides VOIALIES. ..........ccovoiiiiicece et 24
2.6.3 Terpenoides N0 VOIALIIES...........ccocveiiciiic e 25
2.6.4 CompuEStOS FENOLICOS.........ccveiiiiiecieee et 25
2.6.4.1 FIAVONOIUES. ... .eetiiiieitieie ettt 26

2.7 El modelo de dolor tipo FM inducido por reSerpina.........cc.ceoveverenerienienieniennenns 26
B HIPOTESIS ..ttt bbb 27
O ] o] 1= (A0 TSRS R PR P TP 27

ST 1Y (=1 (oo (o] [T |- SRR 28



5.1 Identificacion y procesamiento del material vegetal ............ccccocvvviiiveieiieiiennns 28

5.2 ANIMAIES ..ot bbbttt bbb nne e 28
5.3 FArMACOS Y FRACTIVIOS .....eveevieieieiieeiesie sttt e e ste et e e ste e steesae e nnaene s 28
5.4 Analisis fitoquimico de extractos crudos y contenido de amarisolida A.............. 29
5.4.1 Obtencidn de extractoS OFgANICOS .........cuevuerierierereseseseeeeeesee e sie e e sreeneas 29
5.4.1.1 Obtencidn del eXtraCto aCUOSO.......cuerverueriererieieeeeeeeereere et sre e snaeneas 30
5.4.2 Andlisis cromatografico de 10S eXtraCtos ..........ccocevvrveieeiieiene s 30
5.4.3 Identificacion de amariSolida A .........ccoveieieieieiese e 31
5.5 Evaluacion farmacolOgiCa.........ccoevveeririiiiiie e 31
5.5.1 Evaluacion del efecto antinociceptivo y anti-inflamatorio en la prueba de
FOMMATING ... et 31
5.5.2 Evaluacion del posible mecanismo antinociceptivo de accion del extracto y
amarisolida A en la prueba de formalina ............ccccccoeviiieii i, 32
5.5.3 Evaluacion del efecto antinociceptivo en “Hargreaves test” .........ccocevvvrvnnns 32
5.5.4 Evaluacion del efecto anti-inflamatorio en la prueba de edema inducido con
(o= T = Vo =T 01T - OSSP 32
5.5.4.1 Evaluacion del dafio tiSUlar...........ccceveriiiiiiiiinieeee e 33

5.6 Evaluacion del efecto antihiperalgésico y antialodinico en el modelo de FM ..... 33

5.6.1 Determinacion de citocinas inflamatorias en el tejido nervioso de ratas con FM
35

5.7 Evaluacion de sedacion como efecto adverso a nivel central ..........c.ccoccoceveeenee. 35
5.8 Evaluacion de dafio gastrico como efecto adverso de anti-inflamatorios............. 35
5.9 ANALISIS ESTAUISTICO ....oviiviiiieiieieiee e 36
 RESUIAAODS. ...t r e 36
6.1 Obtencion de eXtraCtoS CrUAOS ........coeieiiriirieieie et 36
6.2 Analisis fitoquimico y contenido de amarisolida A..........ccceeveeieiiieieeve e 36
6.3 Evaluacion farmacolOgiCa..........coecviiiiiicii i 38
6.3.1 Evaluacion del efecto antinociceptivo y anti-inflamatorio en la prueba de
FOMMALING ...ttt es 38
6.3.2 Evaluacion del posible mecanismo de accidn antinociceptivo del extracto de
ACOELY amariSolida A .......oooiiieice e s 41
6.3.3 Evaluacion del efecto antinociceptivo del extracto AcOEt y amarisolida A en
“HArGreaves tES7 .. ..uiiiiiiii i 43

6.3.4 Evaluacion del efecto anti-inflamatorio del extracto AcOEt y amarisolida A en
la prueba de edema inducido con Carragening .........cccooeverereninieiene e 43

6.3.4.1 Efecto sobre el dafio tisular producido por la inflamacion..................... 44



6.4 Evaluacion del efecto antihiperalgésico y/o antialodinico del extracto en el modelo

(0 L3 OO P PP OPRRP 46
6.5 Evaluacion del efecto antihiperalgésico y/o antialodinico de amarisolida A en el
modelo de dolor de tiPO FIM ......oouiiiecce e 51
6.6 Determinacion de la concentracion de citocinas inflamatorias en el tejido nervioso
de ratas en el modelo de FM inducido por reSerpina........ccccecvevveieeieereeseesieesenseennns 55
6.7 Evaluacion del efecto adverso de Sedacion...........cccoevveiininienieiene e 57
6.8 Evaluacion del dafio QASIICO ........cveiieiieiciiccece e 57
7. DISCUSION ....ovomiriiaeiieeseetsesesis sttt 58
7.1 Evaluacion fitoquimica de S. amariSSima.........ccccvivveiieiesiieieese e 58
7.2 Evaluacion farmacolOgiCa.........ccovrveiiiiiiieiic e 60
7.2.1 Efecto antinociceptivo del extracto crudo y amarisolida A ..........ccccoovreeees 60
7.2.2 Evaluacion del posible mecanismo de accion antinociceptivo del extracto de
ACOEL Y amariSOlida A .........ovoiie s 61
7.2.3 Efecto antinociceptivo del extracto de AcOEt y amarisolida A a nivel central
................................................................................................................................. 64
7.2.4 Efecto anti-inflamatorio del extracto de AcOEt y amarisolida A en la prueba

de edema iNAUCIAO CON CAITAGENING .......ecvirveiiieieeiieieie ettt 64
7.2.4.1 Efecto del dafo tiSUlar...........covveeieiieccccee e 65

7.3 Efecto del efecto antihiperalgésico y/o antialodinico de S. amarissima............... 65
7.4 Concentracion de citocinas inflamatorias en el tejido nervioso de ratas en el modelo
A8 FIM ettt e et r e 67
7.5 Efectos adversos de sedacion y dafio gastriCo .........cccccveveiieieeiiiic e 68
7.5.1 DafN0 QASIIICO. ...ccuviiviiieciecie sttt et nas 69

7.6 DOSIS 1etal MEIA.....c..eiieiieie et reenreenne s 69
8. CONCIUSIONES.....ccueieiieiieee ettt ettt ne et e e reesteeneeaneesaeeneeeneenneennens 70
0. PEISPECTIVAS ...ttt bbb bbbttt bbb 70
10. Referencias BibIIOGIafiCas. .........coviiiiiiiii i 71

Anexo. Articulo requisito para la obtencion del grado...........cccooveveiieieene e, 97



Indice de figuras

Figura 1. Fases de la nocicepcion: 1. transduccion, 2. transmision, 3. percepcion y 4.

0 T0To 1] - Tox o] o OO SSO PP 9
Figura 2. Diagrama de la obtencion de extractos de S. amarissima mediante maceracion.
........................................................................................................................................ 30
Figura 3. Perfil cromatogréafico de los extractos crudos de S. amarissima . ................. 38
Figura 4. Curso temporal de los efectos antinociceptivos de diferentes extractos de S.
amarissima en la prueba de formaling............ccocvoiiiiiiii 40
Figura 5. Efecto antinociceptivo y ventana de actividad del extracto de AcOEt y
amarisolida A en la prueba de formalina. .............ccooeiiininie 41
Figura 6. Evaluacién del mecanismo de accion con antagonistas farmacoldgicos...... 42
Figura 7. Efecto antinociceptivo del extracto de AcOEty amarisolida A expresados como
porcentaje de efecto maximo posible (EMP %0) ... 43
Figura 8. Cursos temporales de la respuesta inflamatoria del extracto de AcOEt y
T g o U 0] [ o - NSRS 44
Figura 9. Microfotografias del dafio tisular en presencia del extracto de AcOEt y
AMATISOIIAA A ..ottt b b r e 45
Figura 10. Curso temporal del efecto antihiperalgésico del extracto de AcOEt en el
MOTEIO 0B FIML... ittt be b ens 47
Figura 11. Curso temporal del efecto antialodinico del extracto de AcOEt en el modelo
(0L ST 48
Figura 12. Curso temporal del efecto antihiperalgésico del extracto de AcOEt en el
MOTEIO 0B FIML....e ittt bbb ereens 50
Figura 13. Efecto antihiperalgésico de amarisolida A en el modelo de FM. ................ 52
Figura 14. Efecto antialodinico de amarisolida A en el modelo de FM....................... 53
Figura 15. Efecto antialodinico sobre la estimulacién por frio de amarisolida A en
EIMOTEIO U FIML. ..ottt 54
Figura 16. Evaluacion de la actividad ambuladora del extracto de AcOEt y amarisolida
SRR 57

Figura 17. Presencia de Ulceras hemorrégicas inducidas por indometacina en contraste a
los grupos tratados con elextracto de ACOEt y amarisolida A. .........cccoevevvevevvernennnnn 58


file:///C:/Users/fer1/Dropbox/Doctorado/Tesis/Tesis%20correcciones%20del%20jurado.docx%23_Toc118831401
file:///C:/Users/fer1/Dropbox/Doctorado/Tesis/Tesis%20correcciones%20del%20jurado.docx%23_Toc118831401
file:///C:/Users/fer1/Dropbox/Doctorado/Tesis/Tesis%20correcciones%20del%20jurado.docx%23_Toc118831402
file:///C:/Users/fer1/Dropbox/Doctorado/Tesis/Tesis%20correcciones%20del%20jurado.docx%23_Toc118831402
file:///C:/Users/fer1/Dropbox/Doctorado/Tesis/Tesis%20correcciones%20del%20jurado.docx%23_Toc118831413
file:///C:/Users/fer1/Dropbox/Doctorado/Tesis/Tesis%20correcciones%20del%20jurado.docx%23_Toc118831413

Indice de tablas

Tabla 1. Niveles de IL-1p expresados en pg/mg de tejido nervioso de ratas con y sin

fibromialgia (FM) y en presencia de amarisolida A o vehiculo. ........c.c.cccccovviiveieennn, 55
Tabla 2. Niveles de IL-6 expresados en pg/mg de tejido nervioso de ratas con o sin FM
y en presencia de amarisolida A 0 VENICUIO. ..o 56

Tabla 3. Niveles de TNF-a expresados en pg/mg de tejido nervioso de ratas con o sin FM
y en presencia de amarisolida A 0 VENICUIO. .........ccccooeiiiiiniii 56



Resumen
Salvia amarissima Ortega (sindnimo de Salvia circinnata Cav.) es una planta utilizada en

la medicina tradicional de Oaxaca para padecimientos que cursan con dolor. Si bien el
género Salvia se ha caracterizado por la presencia principalmente de metabolitos de
naturaleza terpénica con potencial analgésico, el espectro de su actividad, algun
metabolito responsable y los mecanismos de accién por los cuales S. amarissima ejerce
sus efectos bioldgicos son desconocidos. En el presente estudio, el efecto antinociceptivo
de las partes aéreas de S. amarissima y su metabolito mayoritario activo amarisolida A
se investigaron para obtener evidencia cientifica de sus propiedades de tipo analgésico,
conocer su espectro de actividad y algin posible mecanismo de accion involucrado

utilizando modelos experimentales de dolor funcional y disfuncional.

El material vegetal se recolect6 en Santiago Huauclilla, Oaxaca. El analisis fitoquimico
se realizd mediante técnicas cromatograficas de capa fina (CCF), columna abierta (CCA)
y de liquidos de alta resolucion (CLAR) para identificar y aislar al metabolito mas
abundante. Un cernimiento farmacoldgico de los extractos de diferente polaridad de S.
amarissima se realizd para determinar la actividad antinociceptiva y seleccionar el
extracto mas activo y con mayor presencia del metabolito. Para ello, un modelo de dolor
nociceptivo permitié observar que el extracto de acetato de etilo (AcOEt) presenta efecto
antinociceptivo y antinflamatorio significativo y mayor contenido de amarisolida A. En
este modelo, la participacion de receptores a opioides y a 5SHT1a de serotonina como
inhibidores del sistema nervioso central que se acoplan a la via de sefializacién de
adenilato-ciclasa (AC)-AMPc fue relevante en el efecto de los tratamientos. El efecto
antinociceptivo se corrobor6 con un modelo de dolor con estimulo térmico por su accion
central (fase neurogénica) y otro inflamatorio por edema con el que se hizo también la
evaluacion de dafio tisular mediante técnica de histologia. En conjunto los resultados
permitieron considerar que el extracto y amarisolida A fueran candidatos para evaluar su
actividad antialodinica y antihiperalgesica utilizando un modelo de dolor disfuncional de
tipo fibromialgia (FM) con la finalidad de completar el disefio experimental para conocer
el espectro de actividad antinociceptiva. Finalmente, los posibles efectos adversos de
sedacion y dafio gastrico, asi como la toxicidad aguda se evaluaron para determinar la

seguridad de los tratamientos.
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Los resultados fitoquimicos indican que el metabolito bioactivo amarisolida A es mas
abundante en el extracto de mediana polaridad de S. amarissima con una concentracion
de 50 mg/g de extracto y que se caracteriza por ser un diterpeno neoclerodano. Este es en
parte responsable de la actividad antinociceptiva dosis-dependiente de esta especie
presentando una ventana de actividad biologica de entre 0.001-1 mg/kg en comparacion
con la del extracto entre 0.1-10 mg/kg con DEsp=0.77 mg/kg. Donde sistemas de
inhibicion como el de receptores a opioides y el de 5HT1a de serotonina mediados por la
via transduccional de proteinas G inhibitorias-adenilato ciclasa-AMP ciclico (PGi-AC-
AMPc) estan involucrados. El efecto antinociceptivo se presenta a nivel central y genera
disminucion de la inflamacion al reducir el dafio tisular provocado por el edema, sin que
se presenten efectos adversos de sedacion o dafio gastrico a las dosis antinociceptivas
como comunmente se observa con farmacos de la clinica, ni toxicidad aguda ya que la
DLso>2 000 mg/kg. Asimismo, los efectos antihiperalgésico y antialodinico significativos
se obtuvieron tanto para el extracto como para amarisolida A en el modelo de FM con
una DEso de 92,13 y 63 mg/kg para el extracto y 78 y 7 mg/kg para el compuesto puro,
respectivamente, donde hubo modificacién selectiva de citocinas inflamatorias

dependiente de la region nerviosa para el caso del compuesto puro.

En conclusion, este estudio preclinico integra evidencia cientifica que demuestra que
constituyentes de tipo terpénico neoclerodano del extracto de S. amarissima, tal como
amarisolida A, son responsables en parte de la potencial actividad farmacol6gica de S.
amarissima para la terapéutica del dolor funcional y disfuncional, cuyo amplio espectro
depende de la participacion de diferentes sistemas de inhibicion e inflamacion, sin
asociarse a efectos adversos relacionados con los analgésicos clasicos de la clinica de tipo

antinflamatorios no esteroideo (AINE) y opioide.




Abstract
Salvia amarissima Ortega (synonym of Salvia circinnata Cav.) is a plant used in Oaxaca’s

traditional medicine for ailments that cause pain. Although the genus Salvia has been
characterized by the presence of metabolites mainly of terpenic nature with potential
analgesic activity, the spectrum of its activity, a responsible metabolite and the
mechanisms of action by which S. amarissima exerts its biological effects are unknown.
In the present study, the antinociceptive effect of S. amarissima aerial parts and the active
metabolite amarisolide A were investigated to obtain scientific evidence of its analgesic-
like properties, its spectrum of activity, and to know the possible mechanism of action

involved by using experimental models of functional and dysfunctional pain.

Plant material was collected in Santiago Huauclilla, Oaxaca. Phytochemical analysis was
initially performed using thin-layer chromatographic (TLC), open column (OC), and
high-performance liquid chromatographic (HPLC) techniques to identify and isolate the
most abundant metabolite. Pharmacological screening of different polarity S. amarissima
extracts were done to determine the antinociceptive activity and to select the most active
extract showing the highest presence of the metabolite amarisolide A. For this, a
nociceptive pain model was used, where the ethyl acetate extract (EtOAc) produced the
most significant effect, in both the neurogenic (central) and inflammatory phases, and
showed the highest content of amarisolide A. In this model, a participation of opioid and
5HT1a serotonin receptors as inhibitors of the central nervous system coupled to the
adenylate cyclase (AC)-cCAMP signaling pathway was relevant for treatments. The
antinociceptive effect was supported by a significant response in a pain model using
thermal stimulus due to its central action, as well as in an inflammatory response due to
edema, where tissular damage was evaluated by histological analysis. According to these
results, the extract and amarisolide A were considered candidates to evaluate their
antiallodynic and antihyperalgesic activity using a FM-type pain model in order to
complete the exploration of their antinociceptive spectrum. Finally, the possible adverse
effects of sedation and gastric damage, as well as acute toxicity, were also evaluated to

determine the safety of the treatments.

The phytochemical results indicated that the bioactive metabolite amarisolide A is more
abundant in the medium polar extract of S. amarissima with a concentration of 50 mg/g
extract and it was characterized as a neoclerodane diterpene. This terpene was partly

responsible for the dose-dependent antinociceptive activity of this species, presenting its
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biological activity at doses of 0.001-1 mg/kg compared to those of the extract among 0.1-
10 mg/kg with EDso=0.77 mg/kg. Where opioid and 5HT1a serotonin receptors followed
by the transduction pathway of inhibitory G protein-adenylate cyclase- cyclic AMP (PGi-
AC-cAMP) were involved. The antinociceptive effects occurred centrally and decreased
inflammation by reducing tissular damage caused by edema. No adverse effects such as
sedation or gastric damage were observed at antinociceptive doses, as it is commonly
observed with clinical drugs. No acute toxicity was produced since the LDsg was
calculated >2000 mg/kg. Likewise, significant antihyperalgesic and antiallodynic effects
were obtained for both the extract (EDso of 92.13 and 63 mg/kg) and amarisolide A (78
and 7 mg/kg) in the FM model, where a selective modification of inflammatory cytokines
was obtained depending on the nervous region in the presence of the pure compound.

In conclusion, this preclinical study integrates scientific evidence showing that
neoclerodane terpene-type constituents of S. amarissima extract, such as amarisolide A,
are partly responsible for the potential pharmacological activity of S. amarissima for
functional and dysfunctional pain therapy, whose broad spectrum depends on the
participation of different targets without being associated with adverse effects related to

classic NSAIDs and opioid-type clinical analgesics.

——
N
| —



1. Introduccién
La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor define a éste como una experiencia

sensorial y emocional desagradable asociada con, o similar a la asociada con, dafio tisular
real o potencial (Raja et al., 2020). El dolor, principalmente en su forma crénica, es un
problema comun, complejo y angustioso que tiene un impacto profundo en las personas
y la sociedad (Mills et al., 2019). Este problema mundial afecta del 25 al 29% de la
poblacién general con un rango de prevalencia de 8 a 80% que depende de la de

cronicidad (Covarrubias-Gomez et al., 2010).

Dentro del espectro del dolor crénico se encuentra el sindrome de fibromialgia (FM) el
cual es un trastorno de dolor muscular cronico y fatiga generalizada, rigidez, alteraciones
del suefio y problemas cognitivos (Ablin et al., 2008; Clauw, 2014). La FM afecta
aproximadamente al 5% de los adultos, principalmente mujeres de 20 a 60 afios. Este se
caracteriza por alodinia, dolor a un estimulo que de otra manera no seria doloroso (Russell
y Larson, 2009) e hiperalgesia una respuesta exagerada a un estimulo doloroso (Woolf,
2011; Staud, 2011). La patogenia de la FM sigue siendo desconocida y sin criterios de
diagnostico objetivos (Ablin et al., 2008; Russell y Larson, 2009; Bellato et al., 2012).
Los pacientes con FM tienen una tolerancia reducida al dolor, especialmente al calor y
frio (Desmeules et al., 2003). Esto en parte debido a que existe evidencia considerable de
circuitos de las redes de dolor y procesamiento anormal del dolor alterados en los
individuos con FM (Staud, 2011; Flodin et al., 2014).

Los efectos adversos por la administracion de analgésicos son una de las principales
causas por la cual las personas que padecen dolor abandonan su tratamiento,
especialmente aquellas con dolor crénico (Bacchi et al., 2012). A pesar de que los
analgeésicos anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) son parte de los medicamentos
mas prescritos en el mundo para aliviar el dolor y la inflamacion, éstos estan
estrechamente asociados a complicaciones en los sistemas gastrointestinal,
cardiovascular y renal (Sostres et al., 2010). El uso de opioides, tanto a corto como a largo
plazo, también se ha asociado con una tasa alta de multiples efectos adversos, tales como
sedacion, depresion respiratoria, supresion de la tos, motilidad intestinal reducida,
nauseas, vomitos y retencion urinaria. También se puede desarrollar tolerancia y
dependencia tanto fisica como psicologica (Duthie y Nimmo, 1987). Asi, encontrar
nuevas alternativas terapéuticas para tratar el dolor y las afecciones inflamatorias es un

desafio importante para mejorar la calidad de vida de las personas con esta problematica.
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Para la terapia del dolor, las plantas medicinales son una fuente de materia prima de donde
se pueden obtener nuevas moléculas de interés farmacoldgico (Krsiak, 1991; Rivera et
al., 2006), ejemplo de ello son los analgésicos acido acetilsalicilico (Jack, 1997) y la
morfina (Hudlicky et al., 1995; Krishnamurti y Rao, 2016).

México es el principal centro de diversidad y diversificacion del género Salvia (Martinez-
Gordillo et al., 2013) e incluso ha servido como fuente para difundir especies de este
género a Sudameérica (Jenks y Kim, 2013) con fines etnomeédicos para paliar una amplia
variedad de enfermedades, incluidas las del sistema nervioso central (SNC) (Imanshahidi
y Hosseinzadeh, 2006; Jenks y Kim, 2013; Hamidpour et al., 2014; Xu et al., 2018). En
el caso de S. amarissima, denominada como “flor azul”, se le atribuyen propiedades como
para tratar un “estado frio”, término de filiacion cultural utilizado para afecciones del
SNC que requieren tratarse con bafios o decoccidn de la planta, esencialmente en los casos
en los que los sintomas incluyen dolor muscular, dolor en una mano o un pie (que dificulta
el movimiento), dolor de cadera y dolor de espalda (provocado por caidas, golpes o por
llevar cargas pesadas) o algunos derivados de problemas de estbmago. Asi como en el
reumatismo, donde los sintomas caracteristicos son dolor en los huesos, tendones
articulaciones de los pies y en las rodillas, calambres y pies frios (Garcia-Hernandez et
al., 2015).

La naturaleza de los metabolitos bioactivos de las plantas para el tratamiento del dolor es
un factor a considerar, ya que los compuestos de tipo alcaloide muestran una alta potencia
para ejercer sus efectos, lo cual dificulta el manejo de las dosis debido al riesgo de
posibles efectos adversos o toxicos (Duthie y Nimmo, 1987). Por el contrario, los
flavonoides se consideran biomoléculas seguras en una amplia gama de dosis, ya que su
potencia y eficacia para aliviar el dolor son moderadas (Ferraz et al., 2020). Los
terpenoides son biomoléculas que han demostrado una interesante respuesta
farmacoldgica con un rango de dosis moderado y posibles efectos adversos escasos en el
manejo del dolor; por ejemplo, terpenos del tipo neoclerodano caracterizados en Salvias
han resultado ser adecuados para tratar dolor nociceptivo e inflamatorio en diferentes
modelos experimentales (Simon-Arceo et al., 2017; Moreno-Perez et al., 2019; Ortiz-
Mendoza et al., 2020; Tlacomulco-Flores et al., 2020). A pesar de la importancia que
tiene Salvia amarissima como planta medicinal en Santiago Huauclilla, Oaxaca y otras
regiones de México en el alivio del dolor y afecciones inflamatorias, la informacion

cientifica para sustentar su uso es escasa. En un estudio preliminar se demostro su eficacia
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para reducir el dolor abdominal (Moreno-Pérez et al., 2019). Sin embargo, no hay

evidencia preclinica de su espectro farmacoldgico en otro tipo de dolor.

En el presente estudio se prepararon diferentes extractos de las partes aéreas de S.
amarissima para identificar el extracto més activo y al menos un posible metabolito
responsable de sus propiedades analgésicas inicialmente mediante su evaluacion en un
modelo de dolor nociceptivo con componente inflamatorio (prueba de formalina). Donde
la actividad central y anti-inflamatoria observadas se confirmaron mediante un modelo
de dolor térmico “plantar test” que refiere actividad central y un modelo de dolor
inflamatorio (edema inducido con carragenina) complementado el estudio con analisis
histoldgico para evaluar el dafio tisular. Los posibles efectos adversos comunes en el uso
de analgésicos en la clinica también se exploraron, asi como la participacion de receptores
de opioides, TRPV1, 5HTa de serotonina y la via de sefializacion del adenilato ciclasa
(AC)-AMPc asociada a la activacion de receptores acoplados a proteinas Gi, tanto para
el extracto como para el metabolito bioactivo. Finalmente, el extracto y el metabolito
caracterizado como amarisolida A fueron evaluados en el modelo de dolor disfuncional
de tipo FM inducido con reserpina, posteriormente se obtuvo tejido nervioso con la
finalidad de analizar citocinas inflamatorias para completar el espectro de actividad

antinociceptiva de esta especie.

2. Antecedentes

2.1 Dolor
De acuerdo con la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor, éste se ha definido

como una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con, o similar a la
asociada con, un dafio tisular real o potencial, y descrita en términos de dicho dafio (Raja
et al., 2020). Esta se puede clasificar de diferente manera: por su origen o etiologia
(Ellison, 2017), por su temporalidad, aguda o cronica (Orr et al., 2017) o por su funcion
en nociceptivo e inflamatorio (Orr et al., 2017) o disfuncional (neurogénico, neuropatico

y psicogeno).

En el dolor agudo se puede producir dafio y activacion de los nociceptores en el sitio del
dafio tisular. En tanto que, el dolor crénico se desencadena comunmente por una lesion o
enfermedad que puede perpetuarse por factores distintos de la causa del dolor (Ellison,
2017). El dolor agudo asociado con la lesion del tejido puede durar menos de un mes,

pero a veces puede durar mas de seis meses. Los estudios preclinicos han demostrado que




la expresion neuronal de nuevos genes (la base para la sensibilizacion y remodelacién
neuronal) ocurre dentro de los 20 minutos posteriores a la lesion. El dolor crénico puede
iniciar un comportamiento a largo plazo y cambios histolégicos dentro de
aproximadamente un dia después de intervenciones como la ligadura nerviosa transitoria
(Orr et al., 2017). Algunas caracteristicas del dolor cronico y disfuncional que ocurren
comunmente en los pacientes son la hiperalgesia (sensibilidad exacerbada a los estimulos
dolorosos), la alodinia (respuesta dolorosa ante estimulos no nocivos) y la hiperestesia

(sensibilidad anormal a estimulos sensoriales) (Besson, 1999).

2.2 Nocicepcién
Charles Scott Sherrington definid la nocicepcién como un mecanismo por el cual se

transmiten estimulos nocivos al SNC, el término es utilizado en la evaluacion preclinica
de los efectos de las plantas o metabolitos bioactivos (Baliki y Apkarian, 2015). Hay
cuatro fases en la nocicepcion: transduccion, transmision, percepcion y modulacion. Los
nociceptores son neuronas sensibles a los estimulos nocivos y estan ubicadas en la piel,
vasos sanguineos, mausculos, fascia, articulaciones y visceras. Estas fibras son
predominantemente mielinizadas (A-delta) o no mielinizadas (C), en la transduccion
estos son activadas por estimulos nocivos (mecanicos, térmicos, frios y /o quimicos) y
conducen las sefiales al SNC (Armstrong y Herr, 2021; Moehring et al., 2018). Todos los
tejidos, con excepcion del neuropilo del SNC, estan inervados por fibras aferentes,
aunque sus propiedades difieren notablemente, dependiendo de si son fibras somaticas
(piel, articulaciones, musculos) o viscerales (tejido cardiovascular o respiratorio, tracto
gastrointestinal o renal) y sistemas reproductivos (Dray y Perkins, 1997). Los cuerpos
celulares de estos nociceptores se encuentran dentro del ganglio de la raiz dorsal. En la
transmision los nociceptores primarios hacen una sinapsis en la asta dorsal con neuronas
de segundo orden, dentro de la Ldmina Il (sustancia gelatinosa) de la médula espinal. Las
neuronas de segundo orden cruzan la médula espinal para ascender en el tracto
espinotalamico con sus fibras terminales localizadas predominantemente en el talamo. En
la etapa de percepcidn el tdlamo, las neuronas de tercer orden envian axones a la corteza
somatosensorial, donde se produce la localizacion discreta de los estimulos nocivos, o
envian axones al giro del cingulo anterior, donde se involucran en los componentes
emocionales del dolor. La modulacién es el Gltimo proceso de la nocicepcion. En este
paso final, la modulacion de los estimulos dolorosos antes de la percepcion del dolor se

realiza mediante inhibicion o mejora a través de influencias supraespinales que surgen de




la protuberancia, el bulbo raquideo y el mesencéfalo (Mitsi y Zachariou, 2016). La
inhibicion supraespinal conduce a la liberacién de opiaceos endégenos que limitan la
liberacion de neurotransmisores de la neurona primaria e hiperpolarizan la neurona
secundaria por lo que requiere mayores estimulos para alcanzar su potencial de accion
(Marchand, 2008). Otras sustancias quimicas liberadas en el asta dorsal son la
norepinefrina y la serotonina.; ambas son inhibitorias. Lo anteriormente descrito se

observa en la Figura 1 (Ellison, 2017).
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En la nocicepcion existen varias fuentes importantes a partir de las cuales se generan
mediadores de dolor e inflamacidn. Estos mediadores pueden actuar a través de diferentes
receptores que estan distribuidos a traveés de los nervios centrales y periféricos, muchos
de los cuales se encuentran acoplados a proteinas G heterotriméricas y asociadas con la
formacion de multiples segundos mensajeros, tales como: AMPc, cGMP y la
movilizacion de calcio (Ca?") intracelular que activan a proteinas quinasas A, G y C,
respectivamente. Otros neurotransmisores son los aminoacidos excitadores, dentro de los
cuales se encuentra la acetilcolina (que actla en el receptor nicotinico), los cuales actdan
en los canales idnicos que controlan la permeabilidad i6nica de la membrana (Dray y
Perkins, 1997; Geppetti et al., 2008). Se sabe que la exposicién a algunos mediadores
inflamatorios, tales como la prostaglandina E2, la bradicinina, la sustancia P, la histamina,
la adenosina y la serotonina, sensibilizan los nociceptores a estimulos mecanicos y
térmicos. En vista de la amplia gama de mecanismos conocidos para la transmision del
dolor, no es de sorprender la aparicién en la literatura de numerosos compuestos que
pueden modular directa o indirectamente su transmision. La mayoria de los metabolitos
que se detallaran a lo largo de la presente investigacion producen sus efectos
antinociceptivos al modular la liberacién de mediadores analgésicos enddgenos o al
inhibir neurotransmisores algogénicos a través de mecanismos pre 0 post sinapticos en

los niveles tanto central como periférico.

En una condicion de nocicepcion inflamatoria, los receptores tipo toll (TLR) activan los
perfiles de citocinas proinflamatorias en los macrofagos, lo que altera la regulacion
homeostatica del sistema inmune. Los macr6fagos son componentes esenciales del
sistema inmune innato y del adaptativo, por lo que juegan un papel importante en la
inflamacion, en la defensa del huésped y en la reparacion de tejidos (Gordon y Taylor,
2005; Martinez et al., 2009). Dependiendo del microambiente, estas células se clasifican
funcionalmente en tres tipos principales: macréfagos MO no activados, M1
proinflamatorios de activacion clasica y macrofagos M2 anti-inflamatorios activados
alternativamente. Los macréfagos M1 son inducidos por citocinas Thl como interferén vy
(IFNy) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) o por el lipopolisacarido (LPS),
tipicamente atacan microorganismos y celulas tumorales, expresan la sintasa de 6xido
nitrico inducible (iNOS, por sus siglas en inglés) y la mayoria de los TLR (Martinez et
al., 2009). En contra parte, los macr6fagos M2 son inducidos por las citocinas Th2

interleucinas (IL)-4, -13, -10 y el factor de crecimiento transformante  (TGF-p).
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Los estudios de Konner y Brining (2011) demostraron que los TLR2 y TLR4 estan
estrechamente relacionados con la respuesta inflamatoria sistémica. Los TLR, de los
cuales hay 10 tipos en humanos y 12 en ratones, contienen proteinas adaptadoras cuyo
reclutamiento es seguido por una via de sefializacion que activa al factor nuclear kappa B
(NF-xB), proteina activadora 1 (AP-1), transductor de sefial y activador de transcripcion
1 (STAT-1) y factor reclutador del interferon, que median la inflamacion, asi como la
liberacion de citocinas (Roy et al., 2016; Lacagnina et al., 2018).

ElI NF-xB es un factor de transcripcion nuclear importante en la regulacion de la respuesta
inflamatoria que participa en los procesos biolégicos que involucran inflamacion,
inmunidad, diferenciacion, crecimiento celular, tumorigénesis y apoptosis (Li y Verma,
2002). El NF-xB se regula mediante la unién con moléculas inhibidoras como el factor
nuclear potenciador génico del polipéptido ligero kappa de las células B, alfa (IkBa). Las
subunidades NF-kB p65 se disocian de su proteina inhibidora IxBa al translocarse desde
el citoplasma al nucleo donde influyen en la expresién de citocinas proinflamatorias como
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 (Silverman y Maniatis, 2001). El factor de transcripcion Nrf2
es en gran parte responsable de la expresion inducible de proteinas involucradas en la
respuesta al estrés oxidante, la proteccion celular y la inhibicion de la expresion de
citocinas inflamatorias, como IL-6 e IL-1B. Ademas, Nrf2 estd asociado con la
transcripcion mediada por NF-kB de genes de citocinas proinflamatorias (Jiang et al.,
2018). La via de sefializacion de las proteinas quinasas activadas por mitdgeno (MAPK)
consiste en una familia de serina/treonina quinasas que son activadas por varios
estimulos, incluidos diferentes factores inflamatorios (Kyriakis y Avruch, 2012). Las
proteinas MAPK controlan procesos celulares fundamentales, como la proliferacion,
diferenciacion, metabolismo, inflamacion y apoptosis. Debido a que MAPK y NF-kB
pueden colaborar sinérgicamente para inducir citocinas proinflamatorias (Kyriakis y
Avruch, 2012; Ziaziaris y Munoz, 2014), los metabolitos secundarios de
fitomedicamentos con capacidad de inhibicién de NF-kB y MAPK y de manera directa o
indirecta de la produccidn de citocinas, pueden tener ventajas terapéuticas potenciales en

el tratamiento de enfermedades inflamatorias.

2.3 Dolor cronico
El dolor cronico a menudo se define como un dolor que dura mas de 3 a 6 meses y persiste

después de que la lesion original ha sanado (Shipley, 2018). Las personas que sufren de

dolor crénico a menudo experimentan diversas alteraciones del funcionamiento fisico,
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cognitivo y emocional, asi como un evidente detrimento en la calidad de vida (Baliki y
Apkarian, 2015). Por su duracion, el dolor cronico y agudo difieren significativamente,
ya que el dolor agudo se considera una respuesta protectora a la lesion y a menudo se
limita a un area determinada. Como resultado, los pacientes que sufren de dolor agudo
pueden ser diagnosticados y tratados, o incluso el dolor desaparecera sin tratamiento
(Kent et al., 2017). El dolor agudo puede convertirse en dolor cronico si los factores de
riesgo no son reconocidos o tratados en las primeras etapas del desarrollo del dolor.

Las investigaciones sobre las caracteristicas del dolor cronico han llevado a una serie de
explicaciones sobre como se manifiesta inicialmente el dolor y el mecanismo por el cual
el dolor puede provocar reorganizaciones celulares e impactar la plasticidad neuronal
(Reichling y Levine, 2009). La plasticidad neuronal se utiliza para describir las
reorganizaciones y adaptaciones que son el resultado de estimulos internos o externos que
impactan el encéfalo (Puopolo y Mendell, 2016). En el dolor, la plasticidad neuronal
vincula los procesos de aprendizaje, memoria y recuperacion con los cambios funcionales

y estructurales que ocurren como resultado de una lesion (Reichling y Levine, 2009).

La plasticidad neuronal puede hacer que el dolor pase de agudo a cronico. Este
mecanismo de proteccion puede ser alterado por el dolor persistente. Especificamente,
las sefiales transmitidas por los nociceptores pueden alterarse o amplificarse como
resultado de una estimulacion prolongada/repetitiva, que a su vez puede desencadenar
una expresion génica alterada de proteinas, receptores y neurotransmisores en la médula
espinal y el cerebro (Perrot et al., 2019). Como resultado, la actividad neuronal aumenta
y esto puede intensificar la sefializacion del dolor hacia el cerebro, asi como dentro del
cerebro. Por lo tanto, la activacion repetida de los nociceptores puede conducir a una
plasticidad neuronal que puede crear un estado de dolor hipersensible (Nijs et al., 2021).
Este mecanismo se utiliza a menudo para describir el proceso por el cual el dolor pasa de
ser agudo a crénico por naturaleza (Kuner y Flor, 2016). Las reorganizaciones celulares
tempranas que ocurren como transiciones del dolor de agudo a cronico pueden ser
dificiles de detectar, lo cual dificulta revertir estos cambios antes de que surja un estado
de dolor hipersensible (Albrecht et al., 2019). Sin embargo, una via de tratamiento y
prevencion puede encontrarse en los receptores y proteinas con patrones de expresion
alterados en las condiciones de dolor crénico. Entre estos receptores y proteinas pueden
encontrarse dianas farmacologicas clave que permitiran un mayor control del dolor

cronico (McCormick y Frampton, 2019).
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La teoria del “cebado hiperalgesico” dependiente de PKCe podria proporcionar

informacion fundamental sobre los mecanismos celulares que subyacen a una amplia
gama de condiciones de los mecanismos celulares que causan la transicion de dolor agudo
a crénico. La PKCe se expresa en neuronas nociceptivas y juega un papel crucial en la
hiperexcitabilidad crénica, pero su inhibicion causa poca alteracion en la funcion
sensorial normal (Parada et al., 2003). Los paralelismos entre el cebado hiperalgésico y
una amplia gama de otros estados de reactividad celular alterada inducidos por el estrés
podrian no solo alentar nuevas lineas de investigacion en estos campos dispares de
investigacion, sino que quizas también conducir a un concepto méas unificado del papel
fisiologico de la PKCe (Reichling y Levine, 2009). Se ha reportado que la hiperalgesia
inducida por opioides es dependiente de PKC y que implica un cambio en el acoplamiento
de la proteina G (del receptor opioide ), lo que sugiere una posible relacion mecanicista

con el cebado hiperalgésico (Bodnar, 2016).

2.4 Fibromialgia (FM)
FM es el término actual utilizado para referir el dolor musculoesquelético cronico

generalizado del que no se ha podido identificar una causa. Dependiendo del médico que
atiende al paciente, hay una serie de afecciones relacionadas que recientemente se han
denominado afecciones de dolor crénico superpuesto o trastornos de dolor funcional. Por
ejemplo, los gastroenterélogos suelen asociar los sintomas de estos pacientes con los
términos trastorno gastrointestinal funcional, sindrome del intestino irritable, dispepsia
no ulcerosa o dismotilidad esofagica. Mientras que los urdlogos lo consideran dolor
pélvico y sintomas urinarios estableciendo términos como cistitis intersticial, prostatitis
cronica, vulvodinia y vestibulitis vulvar. En tanto que los dentistas atienden pacientes con
FM cuya sintomatologia la asocian con sindrome de la articulacion temporomandibular
(Woolf, 2011). Se cree que estas condiciones de dolor crénico superpuesto tienen una
patologia subyacente similar con alteraciones en la funcién del SNC que conducen a un
procesamiento nociceptivo aumentado y al desarrollo de sintomas somaticos de fatiga, y
alteracion del suefio, memoria y estado de animo, mediados por dicho sistema. Hay un
subconjunto diferente de personas con FM que tienen esta afeccion como comorbilidad
con otro trastorno causado por estimulos nociceptivos continuos, como trastornos

autoinmunes, anemia de células falciformes u osteoartritis (Clauw, 2014).

Las alteraciones del procesamiento nociceptivo del SNC en personas con FM se ven

exacerbadas por factores psicoldgicos asociados con el estrés que pueden incrementar la
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experiencia del dolor. En la actualidad, los mecanismos que involucran el SNC muestran
evidencia mas solida sobre esta patogénesis, ya que comparten caracteristicas comunes
tanto en humanos como en modelos animales, y responden a tratamientos dirigidos a esos
mecanismos particulares. Recientemente, varios estudios han comenzado a explorar otros
mecanismos potenciales, incluido un componente periférico para la generacién de dolor

y el papel de la inflamacion sistémica (Sluka y Clauw, 2016).

2.4.1 Descripcion general de las alteraciones del SNC en FM
Los individuos que padecen FM presentan conductas caracteristicas de hiperalgesia

(aumento del dolor ante estimulos normalmente dolorosos) y/o alodinia (dolor ante
estimulos normalmente no dolorosos). La naturaleza generalizada y crénica de este dolor

es una caracteristica clinica clave para el diagndstico de estas personas.

Los sintomas mediados por el SNC, es decir fatiga, dificultades de memoria, trastornos
del suefio y del estado de animo son comorbilidades frecuentes (Wolfe et al., 2016). En
conjunto, estos antecedentes respaldan que el SNC amplifica el dolor y que existe un
problema fundamental con el aumento del dolor o el procesamiento sensorial. Estos
hallazgos se han corroborado con estudios de neuroimagen funcional y desequilibrio en
los niveles de neurotransmisores que modulan el dolor y la transmision sensorial en
individuos con FM (Schmidt-Wilcke y Clauw, 2011). Los tratamientos farmacolégicos
destinados a aumentar los neurotransmisores antinociceptivos en el SNC o los que
reducen los niveles de neurotransmisores excitadores pronociceptivos como el glutamato
son parte de la terapia que ha resultado parcialmente eficaz para esta afeccion.
Tratamientos no farmacoldgicos, como el ejercicio, también pueden ser Utiles y modular
la neurotransmision endogena, incluido el aumento de los neurotransmisores
antinociceptivos y la reduccién del glutamato (Finnerup, 2019). En tanto que las personas
con esta afeccion generalmente no responden favorablemente cuando se administran
terapias efectivas para un dolor de tipo agudo o causado por dafio tisular o inflamacién
de los tejidos, tales como los medicamentos del grupo de los AINES, ya sea con

inyecciones locales o procedimientos quirtrgicos (Clauw, 2014).

2.4.2 Diagnostico de la FM
Los primeros criterios de diagnostico ampliamente reconocidos para la FM se publicaron

en 1990 (Wolfe et al., 1990). Los criterios de diagnostico requieren que los individuos
presenten dolor crénico generalizado y al menos 11 de los 18 puntos sensibles positivos

ubicados por lo menos 4 de las 5 areas corporales, asi como indice de dolor generalizado
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>7 mas puntuacion de gravedad de los sintomas >5 o indice de dolor generalizado de 3 a
6 mas puntuacion de gravedad de los sintomas >9 (Wolfe et al., 1990; Schreibman, 2021).
Los primeros investigadores establecieron que la sensibilidad en la FM no se limitaba a
los puntos sensibles, sino que de hecho estaba presente de manera difusa (Woolf, 2011,
Clauw, 2014). Al mismo tiempo, el musculo esquelético se abandono6 en gran medida
como fuente del dolor, ya que las imégenes, las biopsias y los estudios metabdlicos del
musculo generalmente no presentaban evidencias de patologia (Simms et al., 1994).
También se entendié bien que otros sintomas que no eran dolorosos, como fatiga,
problemas del suefio y alteraciones del estado de &nimo, eran extremadamente comunes
en la FM y que era mucho més probable que todos fueran causados por factores centrales
en lugar de periféricos (Arout et al., 2018). Las alteraciones en el eje hipotaldmico
hipofisiario suprarrenal (HHA) y la respuesta al estrés, asi como en el sistema autdnomo
y cardiovascular, sugieren efectos sistémicos que pueden aumentar o subyacer al dolor
de la FM (Siracusa et al., 2021). Por tanto, existen importantes datos clinicos que sugieren

alteraciones del SNC en personas con FM.

2.4.3 Excitabilidad del SNC en la FM
Los neurotransmisores del SNC, que participan en la sensibilizacion central estan

elevados en la FM y podrian desempefiar un papel patégeno. Cuatro estudios
independientes muestran que los pacientes con FM tienen concentraciones
aproximadamente tres veces mas altas de sustancia P (SP) en el liquido céfalo raquideo
(LCR) en comparacion con los controles normales (Sluka y Clauw, 2016; Siracusa et al.,
2021). Sin embargo, los antagonistas de SP han fracasado en ensayos clinicos con
pacientes con estados de dolor cronico, lo que plantea interrogantes acerca de la
importancia de este neurotransmisor en la transmision del dolor humano. Ademas de la
SP, también se encuentran elevados los niveles de glutamato en el SNC, medidos tanto
en el LCR (Sarchielli et al., 2007) como directamente en el cerebro mediante
espectroscopia de protones ("-MRS) en individuos con FM (Harris, 2010). De hecho,
utilizando la espectroscopia de resonancia magnética de protones, se ha demostrado que
los niveles de glutamato en estos pacientes también se elevan en areas clave del cerebro
que procesan el dolor, como la insula y, se modifican en respuesta a cambios en el dolor

clinico y experimental cuando los pacientes son tratados con exito (Foerster et al., 2015).

Los mecanismos excitadores centrales que involucran la médula espinal, el tronco

encefalico y la corteza también se han implicado en el desarrollo de hiperalgesia en
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modelos animales de dolor muscular no inflamatorio inducido por dos inyecciones de
solucion salina &cida. Paralelamente a los estudios en humanos, los estudios en animales
muestran una mayor liberacion de glutamato en la médula espinal y la médula
ventromedial rostral (RVM) en el modelo de dolor no inflamatorio (Skyba et al., 2005).
Estos estudios muestran una mayor liberacion de glutamato durante la segunda inyeccion
de solucion salina &cida, pero no en la primera, tanto en la médula espinal como en la
RVM. También hay un aumento de los niveles de glutamato en la médula espinal después
de la induccion del modelo (Skyba et al., 2005). EI aumento de glutamato en respuesta a
la segunda inyeccion corresponde al desarrollo de hiperalgesia generalizada de larga
duracién que ocurre solo después de la segunda inyeccidon. Estos datos sugieren que hay
una mayor excitabilidad en el SNC inducida por una Unica agresiéon muscular de baja
intensidad que hace que el sistema nervioso responda al mismo estimulo de forma
exagerada a un estimulo posterior. Como las personas con FM, los modelos animales
también son sensibles al bloqueo de los receptores NMDA. El desarrollo de hiperalgesia
se retrasa por el bloqueo de los receptores NMDA-glutamato en la médula espinal durante
la segunda inyeccion, pero no en la primera (Brum et al., 2022), y se revierte por el
bloqueo de los receptores NMDA glutamato en la médula espinal y RVM después de la
induccién del modelo (Skyba et al., 2005; Brum et al., 2022).

El blogueo de la via cAMP-mensajero intracelular revierte la hiperalgesia en el modelo
de dolor no inflamatorio, mostrando el papel funcional de los mensajeros intracelulares
en el mantenimiento de comportamientos similares al dolor. Ademas, la molécula de
sefializacion intracelular ERK se fosforila en el tAllamo paraventricular y el ntcleo central
de la amigdala en el modelo de dolor no inflamatorio (Brum et al., 2022). Los sitios del
tronco encefalico pueden impulsar algunos de los cambios corticales ya que hay una
transmision excitadora postsindptica mejorada desde el nucleo parabraquial al ndcleo
central de la amigdala (Cheng et al., 2011). La hiperalgesia y los aumentos en la
fosforilacion de ERK en la amigdala se previenen mediante el bloqueo
intracerebroventricular de los canales de Ca?* tipo T (canales T) (Cheng et al., 2011), lo
que sugiere que los canales de Ca?* pueden mediar algunos de estos cambios. Por lo tanto,
los estudios en animales muestran alteraciones en la excitabilidad central en todo el
sistema nociceptivo desde la médula espinal hasta la corteza en modelos de dolor crénico

generalizado.
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2.4.4 Alteraciones en la inhibicion y FM
El SNC equilibra la cantidad de excitacion e inhibicion. Normalmente hay un equilibrio

igual a la cantidad de excitabilidad e inhibicidén y no hay dolor. En las personas con dolor
cronico, este equilibrio cambia de modo que aumenta la excitacién y reduce la inhibicion,
lo que produce dolor. En humanos sanos y animales de laboratorio, la aplicacion de un
estimulo doloroso intenso produce una analgesia generalizada de todo el cuerpo. Este
efecto analgésico, originalmente denominado control inhibitorio nocivo difuso (CIND)
y, mas recientemente, modulacion del dolor condicionada (MDC), se reduce
constantemente o incluso esta ausente en grupos de personas con FM en comparacion con
los controles sanos (Bourke et al., 2021). Este fendmeno también se observa en una serie
de otros estados de dolor funcional cronico, que incluyen dolor lumbar, trastornos de la
articulacion temporomandibular y dolor de cabeza (Ramaswamy y Wodehouse, 2021).
La MDC atenuada no se encuentra en todos los pacientes con FM o dolor crénico, pero
es considerablemente mas comdn en estos pacientes que en los sujetos control. CIND
(terminologia de la MDC para animales) activa un sitio unico en el tallo cerebral, el
subnucleo reticularis dorsalis, pero no involucra otros sitios inhibidores del dolor mas
conocidos como la sustancia gris periacueductal y la medula rostral ventro-medial (De
Resende et al., 2011). Se ha descrito que, en animales, el CIND utiliza receptores
opioidérgicos, serotonérgicos y noradrenérgicos para producir analgesia (Villanueva,
2009). En la FM, la evidencia disponible sugiere que el tono opioide enddgeno es normal
o incluso esta aumentado (Schrepf et al., 2016). Las personas con FM y dolor lumbar
cronico tienen niveles mas altos de encefalinas en el LCR que los controles (Baraniuk et
al., 2004). Hay evidencia emergente de que bloquear la liberacion de opioides enddgenos
con el uso de naltrexona en dosis bajas podria ser una estrategia de tratamiento eficaz en
algunos pacientes (Younger y Mackey, 2009). Estos datos juntos son consistentes con la
hipétesis de que hay una mayor liberacién de ligandos opioides enddgenos en la FM que
conduce a una alta ocupacion de los receptores en la linea de base, en lugar de una
deficiencia de la liberacion de opioides enddgenos, que se esperaria si la disminucion de

modulacion condicionada del dolor se debe a tono opioide enddgeno bajo.

En contraste, existe evidencia significativa de que la reduccién de la modulacion
condicionada del dolor en la FM puede resultar de una disminucion de la actividad
serotoninergica y noradrenérgica endogena (Russell et al., 1992). Los niveles del
principal metabolito de la noradrenalina, 3-metoxi-4-hidroxifenetileno, son mas bajos en

el LCR de los pacientes con FM. De manera similar, los pacientes con FM tienen niveles
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séricos reducidos de serotonina y su precursor, triptéfano, asi como niveles reducidos del
principal metabolito de la serotonina, 5-HIAA, en el LCR (Russell et al., 1992). En
paralelo, estudios en animales muestran una reduccion de la liberacion de serotonina en
el tronco encefalico, una mayor expresion del transportador de serotonina y alteraciones
en los receptores de serotonina después de una lesion del nervio periférico (Brum et al.,
2022), asi como una mayor expresion del transportador de serotonina en el tronco
encefalico en el modelo de dolor muscular no inflamatorio. Ademas, el agotamiento de
las aminas bidgenas en ratas por la reserpina (modelo experimental de FM), produce
hiperalgesia cutanea y muscular extensa y duradera en ratas macho y hembra. También
hay un aumento en el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado, una prueba
para la depresion que es una afeccion comdrbida comdn de la FM (Nagakura et al., 2009).
La mejor evidencia de que los niveles bajos de estos neurotransmisores estan
involucrados en la patogenia de la FM proviene de ensayos clinicos en los que casi
cualquier intervencion que eleve simultaneamente los niveles de serotonina y
noradrenalina (inhibidores de la recaptacion de serotonina-noradrenalina (IRSN), como
triciclicos, duloxetina, milnacipran, tramadol) es eficaz en el tratamiento de la FM y

afecciones relacionadas (Clauw, 2014).

2.4.5 Alteraciones en nociceptores y FM
Si bien existe una hipotesis general de que la FM es un "trastorno de dolor central”, varios

informes muestran evidencia de anomalias de los nervios periféricos. Especificamente,
varios estudios informan un namero reducido de fibras nerviosas epidérmicas en biopsias
de piel en personas con FM en comparacion con controles sanos (Ugeyler et al., 2013).
Las personas con FM también tienen puntuaciones aumentadas en los cuestionarios de
dolor neuropatico, alteraciones en los umbrales de deteccion de frio y calor medidos por
pruebas sensoriales cuantitativas y respuestas evocadas por dolor deterioradas (Gota,
2021). Usando microneurografia, Serra y sus colegas muestran que las fibras C
mecanicamente insensibles muestran una mayor actividad espontanea y sensibilizacion a
la estimulacion mecéanica (Serra et al., 2014). La inyeccién adicional de lidocaina en los
musculos de personas con FM redujo significativamente la hiperalgesia local en el lugar
de la inyeccidn, la hiperalgesia fuera del lugar de la inyeccion y redujo el dolor en un
38% (Brutcher et al., 2019; Staud et al., 2014). Por lo tanto, los factores periféricos
pueden ser la base de algunos de los dolores que experimentan las personas con FM. Sin
embargo, no esta claro si estos factores son la causa principal o secundaria de la

enfermedad en si.
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2.5 Terapéutica del dolor
Los analgésicos orales convencionales son siempre el primer tratamiento de eleccion;

pueden ser una solucion rapida, econdmica y relativamente segura al problema del dolor.
Para tratar un caso de dolor, el médico suele seguir los pasos de la escala analgésica de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Welsby, 2013). Desarrollada inicialmente
para el tratamiento del dolor por cancer, pero aplicable a la mayoria de las condiciones
de dolor, la escalera sugiere que los analgésicos deben administrarse por via oral con
dosis y potencia crecientes hasta que se logre el alivio del dolor. Es un abordaje simple y
econdmico que produce alivio del dolor en el 80-90% de los pacientes con céncer
(Brawley et al., 2009). Cuando se aplica al dolor cronico no oncoldgico, los pacientes
rara vez logran un alivio del dolor a largo plazo, ya que los efectos secundarios tienden a
limitar la dosis méxima, y se ha informado que el alivio medio del dolor de los opioides
es de alrededor del 30% (Hylands-White et al., 2017).

2.5.1 Antinflamatorios no esteroidales (AINEs)
El primer escaldn de la escalera lo constituyen los analgésicos no opioides, como el

paracetamol y los AINEs. Actuan para reducir la inflamacion y aliviar el dolor,
reduciendo la produccion de sustancias quimicas inflamatorias mediante la inhibicion de
las enzimas ciclooxigenasa COX-1 y COX-2, (Praveen Rao y Knaus, 2008). Estas
enzimas catalizan la produccién de dos tipos de eicosanoides: las prostaglandinas (PG),
que causan vasodilatacién, aumentan la permeabilidad vascular, sensibilizan a los
nociceptores e inhiben la secrecion de acido gastrico y la agregacién plaquetaria; y los
tromboxanos (TX) que provocan agregacion plaquetaria y vasoconstriccion (Simmons et
al., 2004). La COX-1 forma parte de la mayoria de los tejidos del cuerpo y produce
prostaglandinas y tromboxanos para tareas como la proteccion gastrointestinal, el
mantenimiento del flujo sanguineo renal y la agregacion plaquetaria (Bacchi et al., 2012).
Por el contrario, la COX-2 se induce principalmente en las células inflamatorias en
respuesta al dafio y, por lo tanto, es la principal responsable de los efectos de la
inflamacion, incluido el dolor (Atkinson y Fudin, 2020). Los inhibidores de la
ciclooxigenasa no selectivos acttan sobre la COX-1y la COX-2 e incluyen la aspirina, el
ibuprofeno y el naproxeno. Los efectos secundarios de estos farmacos se deben
principalmente a su inhibicion de la COX-1. Las ulceras gastrointestinales y sus
complicaciones ocurren en el 2-4% de los pacientes con dosis altas (Atkinson y Fudin,
2020) y, por esta razon, a menudo se administran junto con un inhibidor de la bomba de

protones para proteger el revestimiento del estomago de la secrecion acida. Los
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inhibidores selectivos de la enzima COX-2 (coxibs), incluidos celecoxib y etoricoxib, se
desarrollaron a principios de la década de 1990, y estudios posteriores demostraron que
se podia lograr el alivio del dolor sin los efectos secundarios gastrointestinales y renales
de los AINEs tradicionales (Sostres et al., 2010). Recientes metaanalisis sobre el uso a
largo plazo de dosis altas de AINEs han encontrado que todos aumentan el riesgo de
enfermedad coronaria y eventos cerebrovasculares tromboticos, con la excepcion del
naproxeno, que tiene un efecto supresor de larga duracion sobre la produccion de TX-A2
(Capranzano y Angiolillo, 2021). Las directrices del Comité de Medicamentos de Uso
Humano de la Agencia Europea de Medicamentos contraindican el uso de coxibs en
pacientes con cardiopatia coronaria 0 accidente cerebrovascular y recomiendan
precaucioén cuando se utilizan en pacientes con factores de riesgo de cardiopatia
coronaria. Este comité también concluyo que la relacion riesgo / beneficio de los AINEs
no selectivos es favorable, pero enfatiza el uso prudente en funcion de los factores de
riesgo de cada paciente. Si se requieren altas dosis de AINEs para controlar el dolor, es
sensato utilizar tratamientos alternativos en primera instancia en lugar de exponer a esos
pacientes al riesgo cardiaco, gastrointestinal y renal del uso a largo plazo (Bindu et al.,
2020).

2.5.2 Opioides fuertes y débiles
El segundo escalon de la escalera agrega opioides débiles, codeina y dihidrocodeina. Los

farmacos opioides imitan los efectos analgésicos de las sustancias quimicas endogenas
(endorfinas) que activan los receptores opioides en el SNC que atenuan la transmision de
sefiales nociceptivas. El tercer paso requiere opioides fuertes, que son mas potentes, pero
también tienen efectos secundarios mas graves que los opioides débiles (Pascoe, 2000).
Los opioides suprimen la actividad nerviosa mediante la activacion de receptores opioides
acoplados a proteina Gi que promueven la actividad de canales de K" y causan
hiperpolarizacion e inhiben la entrada de Ca?* reduciendo la liberacion del transmisor en
la célula nerviosa (Friedman y Nabong, 2020). Las redes de opioides enddgenos estan
involucradas en la regulacion de muchas funciones fisiologicas, asi como en el dolor; por
lo tanto, los efectos adversos siempre acompafian a la administracion de medicamentos
opioides. La depresidn respiratoria ocurre a dosis terapéuticas y puede ser fatal, por lo
que los pacientes siempre comienzan con una dosis baja que puede incrementarse a
medida que se desarrolla la tolerancia. Tambien las nduseas, el estrefiimiento, el deterioro
cognitivo, la sedacion y diversos efectos hormonales son preocupaciones con el uso

crénico de opioides (Lynch, 2011). El sistema nervioso desarrolla rapidamente tolerancia
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a los efectos de los opioides, incluido el efecto analgésico, lo que significa que la dosis
debe aumentarse con el tiempo para lograr el alivio del dolor (Bodnar, 2018). A diferencia
de los opioides débiles, los efectos terapéuticos de los farmacos similares a la morfina
aumentan en funcion de la dosis; por lo tanto, la dosis se puede aumentar casi

indefinidamente para combatir la tolerancia y el aumento de los niveles de dolor.

Existe una amplia gama de analgésicos opioides que se pueden dividir en clases. En
primer lugar, existen alcaloides naturales, como la morfina y la codeina, que pueden
extraerse de la amapola (Papaver somniferum). Ademas de los opioides naturales, se ha
utilizado una sintesis parcial para crear derivados como la oxicodona, hidromorfona y
oximorfona. La segunda clase estd compuesta por fenilpiperidinas (meperidina y
fentanilo) y pseudopiperidinas (metadona) totalmente sintéticas (Friedman y Nabong,
2020). La familia de receptores opioides se compone de cuatro receptores acoplados a
proteina Gi (GPCR): receptor opioide , 3, k¥ y nociceptina (MOR, DOR, KOR, NOR).
La activacion de los receptores opioides conduce a la sefializacion de la subunidad de
proteina Gi (o, B, y) Y una serie de eventos intracelulares (Cunningham et al., 2019). Los
receptores opioides exhiben una union distinta con preferencias por los ligandos opioides
endogenos: B-endorfinas, encefalinas, dinorfinas y nociceptina (Corder et al., 2018). En
el SNP, la unién entre el MOR y la B-endorfina ocurre en terminales postsinapticos y
conduce a la inhibicion de la liberacion de la SP. La SP es un miembro de la familia de
neuropéptidos de taquiquininas y se cree que facilita la transmision del dolor a través de
receptores de neuroquinina acoplados a proteina G que a menudo se encuentran
colocalizados con receptores opioides (Corder et al., 2018). Por lo tanto, la analgesia que
proviene de la accion de la endorfina en el SNP es en parte el resultado de la reduccion
de la liberacion de la SP y la transmision del dolor. En el SNC, la union entre la -
endorfina y el MOR conduce a la liberacién inhibida de GABA, que a su vez aumenta la
liberacion de DA del area tegmental ventral al nicleo accumbens (NA) (Friedman y
Nabong, 2020). Las preferencias vinculantes de los opioides enddégenos MOR, DOR,
KOR o NOR y las diferencias observadas en sus eventos de sefializacion han alentado la
busqueda de agonistas que favorezcan una via de sefializacion sobre otra. Un ejemplo de
estos esfuerzos proviene de informes de estructuras cristalizadas para MOR, DOR, KOR
y NORs.
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2.5.3 Analgésicos adyuvantes
Los farmacos conocidos como analgésicos no convencionales son aquellos que se

desarrollaron inicialmente como antidepresivos y/o antiepilépticos (anticonvulsivos) y
que exhiben propiedades analgésicas cuando se administran a pacientes con dolor
cronico. La etiqueta “adyuvante” en la escala de la OMS ha llegado a referirse a este tipo

de medicamentos, aunque no esta claro si eso es lo que originalmente significaba. En
condiciones de dolor crénico donde los medicamentos opioides a menudo son ineficaces,
como en el caso del dolor neuropatico (Ruel y Steagall, 2019) o la FM (Finnerup, 2019)
se ha descrito que algunos tipos de farmacos antidepresivos exhiben propiedades
analgésicas que no estan relacionadas con sus efectos antidepresivos. Los mas efectivos
son los antidepresivos triciclicos (ADT) y los inhibidores de la recaptacién de serotonina
y noradrenalina, que actuan para prevenir la recaptacion de noradrenalina y serotonina en
el cerebro y la médula espinal. Se cree que proporcionan analgesia mejorando el control
del dolor endogeno y aumentando la actividad de la via inhibidora descendente; sin
embargo, esto sigue sin estar del todo claro (Urits et al., 2019). Los inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina proporcionan poco alivio del dolor (Spina et al., 2012).
Los antidepresivos a menudo se recetan a pacientes con dolor cronico para tratar la
depresion concomitante y los problemas del suefio, asi como para aliviar el dolor.
Después de los farmacos anti-inflamatorios y los opioides, los antidepresivos son los
farmacos mas utilizados para el tratamiento del dolor crénico (Mico et al., 2006).

Los farmacos antiepilépticos también pueden proporcionar analgesia en pacientes con
dolor tipo FM y neuropatico. La gabapentina y la pregabalina actian para reducir la
liberacion de neurotransmisores excitadores como glutamato, noradrenalina, SP y péptido
relacionado con el gen de la calcitonina de los terminales nerviosos al inhibir la subunidad

alfa-2-delta de la tension dependiente de voltaje del canal de Ca?* (Alles et al., 2020).

2.5.4 Antidepresivos
A laluz de los riesgos asociados con el uso prolongado de AINEs y analgésicos opioides,

se han explorado y utilizado las propiedades analgésicas de farmacos no desarrollados
originalmente para el tratamiento del dolor crénico. Es comUn que los pacientes sientan
dolor como resultado de su depresion o que este sea la causa de su depresion (Banks y
Kerns, 1996). Algunos ejemplos de antidepresivos que parecen prometedores para el
tratamiento del dolor crénico son los ADT y una serie de farmacos que modulan los

niveles de serotonina (5-HT), noradrenalina (NE) o dopamina (DA) (Fishbain, 2000;
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Mico et al., 2006). La liberacion de NE y 5-HT es un mecanismo que Se cree que
contribuye a las propiedades analgésicas de los ADT, asi como a los inhibidores
selectivos de la recaptacion de 5-HT vy a los inhibidores de la recaptacion de 5-HT y NE
(Fishbain, 2000; Spina et al., 2012). Las propiedades analgésicas de los ATC se han
atribuido al bloqueo de los canales idnicos (Na*, K*, Ca? ™), la union al receptor opioide
0 un efecto mediado por el receptor opioide, y la disminucién de la produccién de
prostaglandina E2 (PGE2) y el TNFa (Urits et al., 2019). Aunque los antidepresivos
tienen propiedades analgésicas que podrian ser Utiles para el manejo del dolor crénico,
también tienen una propension a los efectos adversos, alta extraccion hepatica y perfiles
de baja biodisponibilidad oral (Tolosa Vilella et al., 2002). Como resultado, a menudo se
sugiere comenzar con dosis iniciales bajas de antidepresivos para el tratamiento del dolor
cronico y el aumento hasta una dosis maxima, que puede estar predefinida o es la dosis a
la que van a surgir eventos adversos. La gravedad de los eventos adversos provocados
por los antidepresivos puede variar desde la boca seca hasta el desarrollo de arritmias
cardiacas, o el desarrollo de un caso potencialmente mortal de sindrome serotoninérgico
(Micé et al., 2006).

Farmacologicamente, los sintomas de dolor de la FM se reducen con duloxetina (Russell
et al., 2008) y milnacipran (Mease et al., 2009), que son inhibidores de la recaptacion de
5-HT/NE, ya que mejoran la neurotransmision en la via analgésica descendente. Otros
moduladores de la neurotransmisién NE y 5-HT, tales como el tramadol y la amitriptilina,
también son eficaces para reducir los sintomas de dolor de la FM (Russell et al., 2000;
Holman y Myers, 2005). La pregabalina también se ha utilizado en el tratamiento de
pacientes con dolor disfuncional tipo neuropético (Ablin et al., 2013). Estudios clinicos
recientes han sugerido que de hecho la pregabalina alivia significativamente los sintomas
del dolor de la FM en comparacion con el placebo (Hauser et al., 2009; Bellato et al.,
2012). La pregabalina es un ligando de alta afinidad de la subunidad a2d del canal de Ca?*
dependiente del voltaje y su mecanismo de accién parece estar relacionado con la
inhibicion de las corrientes de Ca?*. Ademas, mejora la liberacion de NE (Alles et al.,
2020).
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2.6 Los productos naturales en la terapéutica del dolor

2.6.1 Metabolitos secundarios identificados en especies del género Salvia con actividad
analgésica y/o anti-inflamatoria
Los metabolitos secundarios han sido una fuente exitosa de potenciales farmacos. Varios

medicamentos actuales que han sido aprobados por la Administracion de Drogas y
Alimentos de EE. UU. (FDA, por sus siglas en inglés), habiéndose desarrollado directa o
indirectamente a través del estudio de estos compuestos (Patridge et al., 2016). Por lo
tanto, los metabolitos secundarios ain brindan una diversidad estructural Unica de nuevas
entidades quimicas en comparacion con la quimica combinatoria estandar, lo que ofrece
oportunidades para el descubrimiento de compuestos novedosos de bajo peso molecular
(Dias et al., 2012). Ademas, la morfina fue uno de los primeros compuestos extraidos del
opio (Papaver somniferum) en forma pura a principios del siglo XIX y se explora
ampliamente hasta el dia de hoy como analgésico estandar, especialmente para pacientes
con cancer. Desde el advenimiento de la morfina como analgésico, los metabolitos
secundarios han jugado un papel importante en el descubrimiento de nuevas entidades
quimicas y se presentan como fuertes candidatos para el desarrollo de nuevos farmacos
para el tratamiento del dolor cronico, incluyendo el dolor oncologico (Li y Vederas,
2009).

2.6.2 Terpenoides volatiles
Los terpenoides son una clase de compuestos organicos de origen natural. Esta clase de

metabolitos secundarios comprende aproximadamente el 90% de los componentes de los
aceites esenciales de las plantas aromaticas. Los aceites esenciales de las especies del
género Salvia son particularmente ricos en monoterpenos y sesquiterpenos, los cuales
estan constituidos por 10 y15 atomos de carbono, respectivamente (Frezza et al., 2019).
Los terpenoides son sustancias muy diversas tanto en estructura como en funciones, pero
guimicamente derivan de la polimerizacién del isopreno (molécula con 5 carbonos). De
hecho, su clasificacion esta basada en el nimero de moléculas de isopreno que se enlazan
entre si. Los monoterpenos, ingredientes importantes de los aceites esenciales consisten
en dos unidades de isopreno (Wang et al., 2005). En diversas especies vegetales, a algunos
de estos compuestos se les atribuyen ciertas actividades bioldgicas como
anticancerigenos, antimicrobianos, antioxidantes, antivirales, analgésicos y anti-
inflamatorios (Sharmeen et al., 2020). Los monoterpenos se han convertido en un tema
de interés en relacion con el desarrollo de analgésicos y anti-inflamatorios con un nimero

cada vez mayor de nuevas solicitudes de patentes (Trivellini et al., 2016; Bernstein et al.,
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2018; Salehi et al., 2018; Frezza et al., 2019;). Algunos estudios informan que los
monoterpenos son prometedores en relacion con la modulacion de las citocinas, porque
sus caracteristicas lipofilicas favorecen su absorcion y accion rapida (Spelman et al.,
2006). También se ha reconocido que los monoterpenos estimulan un aumento de las
citocinas antiinflamatorias como la IL-10 (De Souza Siqueira et al., 2013; Quintans et al.,
2019).

2.6.3 Terpenoides no volatiles
Los terpenoides no volatiles, dos subclases principales se informan como componentes

de las especies de la familia Lamiaceae, en particular, estos son diterpenos y triterpenos.
Los primeros estan constituidos por 20 4&tomos de carbono, mientras que los ultimos por
30 atomos de carbono (Aldred, 2009). Dentro de los diterpenos, se han reportado siete
tipos principales en esta familia. La diferencia consiste en las diversas disposiciones del
esqueleto de 20 atomos de carbono para formar abietanos, clerodanos, kauranos,
pimaranos, labdanos, entre otros (Wang et al., 2005). Algunos de estos tipos se consideran
marcadores gquimiotaxondmicos para subfamilias o géneros especificos (Vestri et al.,
2001), pero en realidad todos ellos se pueden evidenciar indiferentemente en todas las
especies del género Salvia por una estructura de base tipo oleano y ursano (Dzubak et al.,
2006), siendo el acido oleandlico y el &cido ursolico, los triterpenos pentaciclicos mas
reportados en especies pertenecientes a este género (Verano et al., 2013; Martinez et al
2012). Algunos terpenoides como el acido carnosico estan presentes en el género Salvia,
éste previene el dafio oxidativo del cloroplasto y muestra altas propiedades antioxidantes
in vitro (Birti¢ et al., 2015).

2.6.4 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fenolicos de las plantas del género Salvia comparten una actividad
antioxidante significativa atribuida a los extractos (Wojdyto et al., 2007). En general, los
antioxidantes protegen a las células vegetales del dafio causado por los radicales libres
que se desarrollan con el metabolismo celular normal o se deben a eventos estresantes,
como la radiacién UV excesiva, la exposicion a contaminantes del suelo o del aire y a
enfermedades. Las propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos pueden
participar en la eliminacion de especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de
nitrdgeno (ERO / ERN) inhibiendo la formacion de los mismos al suprimir enzimas o
metales asociados con la produccion de radicales libres y regular o defender los sistemas

antioxidantes de las plantas (Spaak et al., 2008).
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Algunas especies del género salvia y sus actividades biologicas han sido caracterizadas
por la presencia de &cidos fendlicos. En particular, los compuestos méas reportados de este
tipo en el género son el 4cido cafeico y el acido rosmarinico, junto con sus derivados
(Petersen y Simmonds, 2003; Shin et al., 2004; Sedano-Partida et al., 2020).

Los procesos de peroxidacion lipidica que causan dafio a los &cidos grasos tienden a
disminuir la fluidez de la membrana y conducen a numerosos eventos patoldgicos
(Spiteller, 2001) que podrian ser reducidos por los acidos fenolicos de las plantas debido
a su capacidad para modular diferentes especies de oxigeno (Trivellini et al., 2016). El
acido rosmarinico se encuentra entre los principales compuestos fendlicos contenidos en
los tejidos de varias especies de plantas que pertenecen a las Salvias. La acumulacion de
estas sustancias estd determinada principalmente por el genotipo de la planta, pero
también estan fuertemente influenciadas por factores fisiologicos o ambientales, como la
fenologia, el clima, la técnica de crecimiento y las condiciones de estrés (Kiferle et al.,
2013).

2.6.4.1 Flavonoides
Los flavonoides son metabolitos secundarios que funcionan como moléculas

sefializadoras, agentes desintoxicantes, antioxidantes y ofrecen proteccion a las plantas
contra diversos estreses bidticos y abidticos (Mutha et al., 2021). Estructuralmente, los
flavonoides son benzopironas con dos anillos aromaticos (generalmente etiquetados
como Ay B) unidos a través de un anillo heterociclico de pirano (generalmente etiquetado
como C) y se sintetizan a través de la ruta del &cido shikimico (anteriormente conocida
como ruta fenilpropanoide) (Sharma et al., 2019). Se ha demostrado que la ingesta
dietética regular de flavonoides se ha asociado con la reduccién de la demencia y el
retraso en la aparicion de Alzheimer y de la enfermedad de Parkinson (Letenneur et al.,
2007). Los polifenoles han sido considerados potenciales neuroprotectores y
neuromoduladores directos del sistema nervioso debido a su capacidad para atravesar la

barrera hematoencefalica (Youdim et al., 2004; Carballo-Villalobos et al., 2016).

2.7 El modelo de dolor tipo FM inducido por reserpina
Diversos modelos animales se han desarrollado para imitar y poder comprender mejor la

neurobiologia del dolor crénico generalizado. Los modelos mas comunes y mejor
caracterizados involucran estimulos nocivos repetidos al musculo (Brum et al., 2022). Un
modelo de dolor no inflamatorio se induce mediante inyecciones repetidas de solucion

salina acida (pH 4.0) en el mismo musculo gastrocnemio y produce una hiperalgesia
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generalizada de la piel, el muasculo y las visceras sin dafio tisular o inflamacion observable
(Le Bars et al., 2002) Ademas, este modelo se asocia con comportamientos similares a la
ansiedad y la depresion en un 50-60% de los animales después de la induccion del modelo
(Liu etal., 2014).

La reserpina es un compuesto que depleta las aminas biégenas del sistema nervioso al
unirse irreversiblemente al transportador vesicular de monoaminas para atenuar el control
mediado por éstas. El grupo de Nagakura et al. (2009) confirmo que la reserpina causa
una disminucion crénica en el contenido de DA, NE y 5-HT en diferentes regiones del
SNC, las cuales estan involucradas en el procesamiento de la sefial de dolor, lo que
sugiere que los sintomas de dolor muscular y cutaneo observados en la FM son causados
por la participacion de aminas bidgenas seguida de la atenuacién del control del dolor del

SNC mediado por éstas.

3. Hipotesis

Si Salvia amarissima Ortega posee propiedades antinociceptivas, entonces producira
efecto antihiperalgésico y antialodinico en modelos de dolor debido a la presencia de
amarisolida A, en cuyo mecanismo de accion participan receptores a opioides enddgenos,

a TRPV1, a serotonina (5-HT1a) Y citocinas inflamatorias.

4. Objetivos
Obijetivo general

Evaluar el espectro de actividad antinociceptiva y/o antiinflamatoria de extractos de
Salvia amarissima y el metabolito activo amarisolida A en modelos de dolor nociceptivo,
inflamatorio y disfuncional tipo FM, asi como los posibles mecanismos de accién

inhibidores a traves de los cuales ejerce su efecto.

Objetivos particulares

1. Comparar la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria de extractos de diferente
polaridad de las hojas de S. amarissima e identificar el mas activo en los modelos
experimentales de dolor nociceptivo e inflamatorio.

2. Identificar, aislar y purificar al terpeno amarisolida A como posible metabolito con
actividad antinociceptiva y/o antiinflamatoria.

3. Calcular la toxicidad aguda (DLso) del extracto crudo mas activo de S. amarissima

y amarisolida A y determinar el rango de dosis efectivas.
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4. Corroborar si la actividad del extracto es a nivel central y/o periférica e identificar
posibles efectos adversos.

5. Seleccionar el extracto més activo y las dosis a evaluar en el efecto
antihiperalgésico y/o antialodinico en el modelo de dolor disfuncional de tipo FM.

6. Evaluar la actividad antihiperalgésica y/o antialodinica de amarisolida A en el dolor
de tipo FM.

7. Evaluar la participacién de receptores a opioides, TRPV1, 5-HT1a de serotonina, y
citocinas IL1p, IL6 y TNF-alfa como posibles mecanismos involucrados en el efecto

tipo analgeésico del extracto crudo y amarisolida A.

5. Metodologia

5.1 Identificacion y procesamiento del material vegetal
S. amarissima fue colectada en el mes de agosto de 2018 en el poblado de Santiago

Huauclilla, Oaxaca. Un ejemplar de la especie fue identificado por la Dra. Martha J.
Martinez-Gordillo y depositado en el Herbario del IMSS de la Ciudad de México con el
namero 16360. EI material vegetal se sec6 a temperatura ambiente, se moli6 finamente y
se procesd por maceracion en disolventes organicos. El extracto acuoso se obtuvo por
decoccidn y liofilizacion.

5.2 Animales

Ratones macho de la cepa Swiss-Webster (25-30 g) y ratas de ambos sexos de la cepa
Wistar (200-230 g) se utilizaron en el estudio agrupadas en al menos 6 animales. Los
sujetos experimentales se colocaron en cajas de acrilico con acceso al agua y alimento ad
libitum mantenidos con temperatura controlada de 22+2°C. Para el manejo adecuado de
los animales se siguieron los lineamientos éticos establecidos en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999. El protocolo fue revisado y aprobado por el comité de
ética (CONBIOETICA-09-CEI-01-20170316) e investigacion del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiiz para los proyectos No. NC123280.0 y NC17073.0.

5.3 Farmacos y reactivos
La indometacina, el WAY100-635 y la reserpina se adquirieron de Sigma—Aldrich Co.,

el tramadol fue obtenido de los laboratorios Amasa S.A de C.V., la morfina del
laboratorio Pisa, y el antagonista de los receptores TRPV1 (A784168) se obtuvo del
laboratorio Tocris Bioscience. La solucion salina isotonica (0.9% NacCl) se utiliz6 como
el vehiculo. La solucion para el pletismometro fue marca imbibiente BBc 97, Ornano,

Italia. Todos los farmacos fueron disueltos en agua milliQ. Los farmacos de referencia 'y
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los diferentes tratamientos fueron administrados por via intraperitoneal (i.p.) en un
volumen de 0.1 ml/10 g o 100 g de peso corporal del raton o rata, respectivamente. La
reserpina se administro 3 veces en dosis de 1 mg/kg via subcutanea (s.c.). Los controles
recibieron el mismo volumen de vehiculo por la misma via. El algégeno formalina y los
disolventes organicos fueron marca J.T. Baker. La formalina se prepar6 en solucion al
1% para inducir la nocicepcion. Los farmacos y reactivos fueron preparados el mismo dia
de los experimentos. Los extractos no polares o medianamente polar fueron
resuspendidos en 0.2% de tween 80 en agua milliQ o simplemente en agua en el caso del

extracto acuoso o metandlico.

5.4 Analisis fitoquimico de extractos crudos y contenido de amarisolida A

5.4.1 Obtencion de extractos organicos
El material vegetal se secO a temperatura ambiente y luego se molié finamente. Entonces,

un lote de 50 g de este material se proces6 mediante maceracién en solventes organicos
en polaridad creciente (150 mL) con el fin de preparar varias fracciones con
constituyentes de diferente naturaleza quimica obtenidos como extractos crudos cuyo
rendimiento fue: hexano 0.26 g (0.52%), diclorometano/metanol 3.63 g (7.26%), acetato
de etilo (AcOEt) 2.31 g (4.62%), acetona 2.22 g (4.44%) y metanol 4.88 g (9.76%). Estas
condiciones fueron elegidas a partir de analisis previos en el laboratorio y los reportados
por Flores-Bocanegra et al. (2017) y Maldonado et al. (1996). ElI macerado de la
exposicion a cada solvente organico se obtuvo después de 72 h (por tres veces sucesivas),
se filtré y entonces el solvente se elimind mediante evaporacién rotatoria a presion
reducida en un equipo Biichi R-210 (BUCHI Latinoamérica S. de RL de CV, México).

El método de este proceso se ilustra en el diagrama de la Figura 2.
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Figura 2. Diagrama de la obtencidn de extractos de S. amarissima mediante maceracion.

5.4.1.1 Obtencidn del extracto acuoso
El extracto acuoso se elabor6 con 50 g de material vegetal mediante decoccion en 200 ml

de agua destilada por 10 min. Posteriormente, la decoccion se filtré para separar la materia
vegetal. La fraccion acuosa fue congelada y liofilizada. El proceso consistié en establecer

una temperatura de -50 grados centigrados y una presion de 4x10** mbar.

5.4.2 Analisis cromatografico de los extractos
Tras la obtencion de los extractos de distinta polaridad del material vegetal de S.

amarissima, una muestra de 5 mg de cada uno se tomo y se disolvié en metanol grado
HLPC para su inyeccion en un cromatografo liquido de ultra resolucion (UPLC) marca
Waters ACQUITY UPLC. Las condiciones de andlisis fueron: volumen de inyeccion: 10
ul, Columna: Symmetry C-18, método establecido para terpenos de Salvia (Gradiente;
H3PO4 0.1 %/ACN) a A=254 nm. EIl analisis de compuestos fendlicos se realizé en un
cromatografo de liquidos de alta resolucion Agilent Technologies 1220 Infinity LC. La
fase mavil fue en gradiente con A: agua al 5% de acido férmico y B: metanol, flujo de
0.9 ml/min. Una precolumna Security Guard Cartridges PFD 4 x 3.0 mm y una columna
Luna C18(2)100 A con diametro de 5 um; dimension: 250 x 4.6 mm de la marca
Phenomenex fueron utilizadas. La presién fue = 150 bares con tiempo de corrida de 50

minutos.
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5.4.3 Identificacion de amarisolida A
La presencia de amarisolida A fue evidenciada mediante cromatografia en capa fina

usando cromatofolios con dimensiones de 3.5 x 7 cm. La fase movil fue una mezcla de
AcOEt:MeOH 95:5. La presencia de amarisolida A y otros compuestos de tipo terpeno
se detecté mediante el revelador anisaldehido-acido sulfarico (Wagner y Bladt, 1996).
La identificacion del compuesto mayoritario purificado del extracto de AcOEt se realizd
con un cromatografo de UPLC acoplado a un espectrometro de masas Bruker HCT Ultra
LC/MS. La fase mavil se realiz6 en gradiente con dos elementos A: agua al 1% de 4cido
formico y B: acetonitrilo. El tiempo de corrida fue de 35 minutos. Posterior al anlisis de
cromatografia de liquidos, la muestra se analiz6 en el cromatdgrafo de gases con trampa
de iones, el método de ionizacion de la muestra fue por electrospray, el cual se definié en
un rango de busqueda para el ion molecular de 400 a 600 Daltones (Kennedy & Wiseman,
2010).

5.5 Evaluacion farmacologica

5.5.1 Evaluacion del efecto antinociceptivo y anti-inflamatorio en la prueba de formalina
El método usado fue similar al descrito por Hunskaar et al. (1986). Los ratones fueron

inyectados con 20 ul de formalina al 1% de manera subcutanea en la superficie plantar
del miembro posterior derecho. La conducta de sacudida y/o lamida de los ratones fue
tomada como la respuesta nociceptiva. Esta constd de dos periodos la primer etapa
neurogénica o central que se presenta en los primeros 0-10 min después de la
administracion de formalina debida a la activacién de las fibras tipo C y la segunda
denominada inflamatoria o tardia se presenta de los 10 a 30 min asociada a la liberacion
de serotonina, histamina, prostaglandinas y bradicinina (Shibata et al., 1989). Estas
respuestas se registran mediante la observacion de las conductas de lamida/ sacudida de
la pata estimulada (Le Bars et al., 2002; Tlacomulco-Flores et al., 2020; Moreno-Pérez et
al., 2021).

Un cernimiento inicial se realizé probando una dosis de 10 mg/kg (i.p.) de los extractos
de S. amarissima en incremento de polaridad, tales como hexano, acetato de etilo
(AcOEt), acetona, mezcla de diclorometano y metanol y un extracto acuoso (Moreno-
Pérez et al., 2019). El rendimiento de amarisolida A tras su purificacion fue de 5.03%, lo
que permitio su evaluacion en la prueba de la formalina. La actividad antinociceptiva de
este compuesto aislado del extracto AcCOEt como compuesto mayoritario se probé en las
dosis de 0.001, 0.01, 0.1, 0.3, 1, 3y 10 mg/Kkg, i.p.

——
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5.5.2 Evaluacion del posible mecanismo antinociceptivo de accidon del extracto y
amarisolida A en la prueba de formalina
La participacion de los receptores a opioides, TRPV1y 5HTa de serotonina se exploro

en las fases neurogénica e inflamatoria de la prueba de formalina como posibles
mecanismos de accion en el efecto antinociceptivo del extracto de AcOEt (10 mg/kg, i.p.)
y amarisolida A (1 mg/kg, i.p.) en presencia de los antagonistas naltrexona (1 mg/kg), A
784168 (1 mg/kg) y WAY 100635 (1 mg/kg), respectivamente. Los antagonistas se
administraron 15, 20 y 30 minutos antes del tratamiento antinociceptivo de manera
correspondiente. La participacion de la via de sefializacion de AC-AMPc como
mecanismo de sefalizacion de receptores inhibidores se evalu6 en la presencia de un
inductor de la actividad enzimatica de la AC (forskolina, 10 mg/Kkg, i.p.) y un inhibidor

de fosfodiesterasas (enzima que degrada al AMPc) (teofilina, 20 mg/kg, i.p.).

5.5.3 Evaluacién del efecto antinociceptivo en “Hargreaves test”
La respuesta nociceptiva a nivel central se corrobor6 en esta prueba mediante un estimulo

térmico en ratones utilizando calor radiante con el aparato de Hargreaves et al. (1988)
(Ugo Basile, modelo 37370-001), el cual fue emitido por una fuente calérica con una
intensidad de 60 Hz con un tiempo de corte de 20 s para evitar dafio en los tejidos de la
extremidad posterior derecha donde se hizo incidir el haz térmico. Este ensayo se repitio
3 veces con un espacio de 3 minutos entre cada medicion. Los datos se expresaron como

el efecto maximo posible en porcentaje (EMP %).

Latenciadeltratamiento — Latenciadelvehiculo
%EMP =

; - - P X
Tiempomaximodecorte — Latenciadelvehiculo

5.5.4 Evaluacion del efecto anti-inflamatorio en la prueba de edema inducido con
carragenina
El efecto anti-inflamatorio de los tratamientos se corrobord en ratas a las que se les indujo

edema en la extremidad posterior derecha, ello mediante inyeccion subplantar de 50 pL
de carragenina al 1%. El edema se expres6 como el aumento en el volumen de la
extremidad en mL, después de la inyeccion de carragenina medido por medio del
desplazamiento de volumen utilizando un pletismémetro (Ugo-Basile, Italia).
Inmediatamente antes de la inyeccion de carragenina se tomo el valor basal y cada 30
minutos durante 4 horas después de la induccion de edema vy, finalmente se realizé la

medicion 24 horas posteriores a la administracion de carragenina.
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5.5.4.1 Evaluacion del dafio tisular
Después de la prueba de carragenina, todos los animales fueron eutanasiados para

diseccionar las extremidades posteriores izquierda y derecha, las cuales se lavaron con
solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) para eliminar el exceso de grasa y tejidos
conectivos. Todas las muestras se fijaron en una solucién de formaldehido al 4%
tamponada neutra. Después de 5 dias, el exceso de solucion de formaldehido se enjuago
con PBS vy se retiraron la piel y el hueso de las extremidades traseras. Luego, se
crioprotegieron con sacarosa al 30% durante tres dias. Las muestras incluidas en Tissue-
Tek® se congelaron para obtener secciones de 20 um de espesor utilizando un criostato
Kedee (Kedee KD-2950). La tincion tricromica de Masson se realizd siguiendo las
instrucciones del kit comercial (Hycel, Guadalajara, México). A continuacién, cada
portaobjetos se examiné con un microscopio Leica (Leica DM 1000LED, Wetzlar,
Alemania) y se analiz6 cualitativamente con el software Leica Microsystems Framework
v4.7 (Leica, Wetzlar, Alemania). Las imagenes se tomaron al azar en cada diapositiva

con un aumento de 20X.

5.6 Evaluacion del efecto antihiperalgésico y antialodinico en el modelo de FM
El extracto de AcOEt de S. amarissima fue seleccionado para su evaluacién en el modelo

de FM debido a que fue el mas activo como antinociceptivo en la fase neurogénicay anti-
inflamatoria en el modelo de formalina. Este efecto fue significativo desde la dosis de 0.1
mg/kg y se mantuvo hasta la dosis de 100 mg/kg. Estos resultados se tomaron como
referencia para seleccionar las dosis utilizadas en este modelo de dolor disfuncional tipo
FM. Aunado al modelo de formalina, el extracto produjo disminucion significativa en la
inflamacién de las extremidades de las ratas sometidas a producida en la prueba de edema

inducido por carragenina evaluado a la dosis de 10 mg/kg.

El modelo de FM se realizé de acuerdo con el método descrito por Hernandez-Leon et al.
(2019). Para ello se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (200-250 g), las cuales
recibieron un periodo de habituacion de 30 minutos al dia en los equipos de medicion de
hiperalgesia (Randall-Selitto Ugo-Basile) y alodinia (filamentos de VVon Frey) durante 3
dias previos al experimento. Para la induccion del modelo se administré reserpina a razon
de 1 mg/kg, via subcutanea (s.c.) por 3 dias consecutivos. Estos animales fueron
evaluados el dia 7 posterior a la administracion de reserpina para la identificacion de

signos compatibles con el desarrollo de conductas tipo alodinia e hiperalgesia.
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La evaluacion consistié en establecer la presencia de hiperalgesia muscular, alodinia tactil

y térmica, para lo cual se determinaron los umbrales de respuesta de la siguiente manera:

El umbral de presion muscular se midié utilizando el método previamente descrito por
Nagakura et al. (2009). Para ello, una fuerza mecénica en aumento lineal (maximo 250
g) se aplico al masculo de la extremidad posterior derecha utilizando el aparato de
Randall-Selitto (Ugo Basile, Italia) hasta provocar la respuesta de retirada de la
extremidad. Entonces, el promedio de tres repeticiones con un intervalo entre estimulos

de al menos 30 s se registro para cada sesion.

El umbral de respuesta tactil. Este consistié en medir la respuesta de alodinia utilizando
filamentos de VVon Frey (Stoelting Co., Wood Dale, IL). Cada rata se coloco en una jaula
de prueba transparente con un piso de malla metalica para aplicarle filamentos de Von
Frey (0.6, 1, 1.4, 2, 4, 6, 8, 10 y 15 g) a la superficie plantar de la extremidad posterior
derecha. La retirada de la extremidad se considerdé como una respuesta positiva y, la falta
de retirada en un lapso mayor a 6 segundos se definié como una respuesta negativa. Se
comenzd con 2.0 g de fuerza. Siempre que se producia una respuesta positiva a un
filamento aplicado se consideraba el siguiente filamento mas pequefio. Cuando se produjo
una respuesta negativa se aplico el siguiente filamento superior. La prueba continu6 hasta
que se recopilaron cuatro respuestas después del primer cambio, posteriormente el umbral
de retirada de la pata se convirtid en el umbral de respuesta tactil utilizando una

adaptacion del paradigma de Dixon arriba-abajo (Chaplan et al., 1994)

Umbral de alodinia térmica (prueba de pulverizacion de acetona). Este se evalud
utilizando estimulos frios con acetona (Yoon et al., 1994), para lo cual cada rata se colocd
en un compartimento transparente sobre una rejilla metélica elevada. Con una jeringa de
insulina se adicionaron 50 pl de acetona en la superficie dorsal del miembro posterior
derecho. Las conductas de lamida y/o sacudida se registraron durante un minuto después
de la pulverizacion. Este ensayo se realizé tres veces con un intervalo de 5 minutos entre
medidas y el promedio se considerdé como el umbral de alodinia fria.

Las ratas con umbrales iguales o inferiores a 150 g para hiperalgesia muscular, 5 g para
la alodinia tactil y 3 segundos para la alodinia térmica fueron administradas con el
extracto de AcOEt utilizando las dosis de 3, 30, 100 y 300 mg/kg para establecer la

ventana de actividad del extracto en el modelo de dolor de tipo FM.
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Con base en los resultados anteriores se decidio evaluar al compuesto purificado como
amarisolida A en el modelo y explorar su ventana de actividad biologica utilizando dosis
de 3, 10, 30, 100 y 300 mg/kg, siguiendo el mismo procedimiento que el realizado para

el extracto.

5.6.1 Determinacién de citocinas inflamatorias en el tejido nervioso de ratas con
FM
Los niveles de IL-1B, IL-6 y el TNF-a presentes en los homogenados de la corteza

prefrontal (CX), el hipocampo (HIP), y la médula espinal dividida en secciones toraco-
dorsal (TD), toraco-ventral (TV), lumbo-dorsal (LD) y lumbo-ventral (LV) de tejido
nervioso de ratas con FM se midieron mediante ensayo por inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA) utilizando kits comerciales segun las instrucciones del fabricante (Kit
Elisa de rata, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los ensayos se
realizaron por duplicado, los limites de deteccion para IL-1p, IL-6 y el TNF-a fueron
5.52, 12.05 y 12.98 pg/ml respectivamente. Los datos fueron recolectados y analizados
usando el sistema de lectura para microplacas por espectrometria Agilent BioTek Epoch

para calcular las concentraciones de las muestras a partir de las curvas estandar.

5.7 Evaluacion de sedacion como efecto adverso a nivel central
El posible efecto adverso de sedacion por la accidn central de los tratamientos y que es

observado con analgésicos de tipo opioide fue evaluado con el extracto AcCOEt y con
Amarisolida A utilizando una prueba de actividad ambulatoria como el campo abierto.
Esta se realizd 30 minutos después de la administracion del extracto o amarisolida A.
Para ello, los animales se colocaron en una caja dividida en 12 cuadros (10 cm x 10 cm).
El nimero de cuadros explorados por cada animal se registr6 en un periodo de 2 minutos.
Posterior a esta prueba, los animales fueron introducidos en un cilindro de exploracion de
acrilico para contabilizar el namero de levantamientos que los ratones realizan sobre las
extremidades posteriores en un periodo de 5 minutos. La disminucion de la conducta
exploradora, tanto en el nimero de cuadros como en levantamientos, se consideré como

indicativa de efecto sedante (Hiller y Zetler, 1996).

5.8 Evaluacion de dafo gastrico como efecto adverso de anti-inflamatorios
Una vez finalizada la prueba de inflamacion con carragenina, los animales fueron

eutanasiados y los estomagos y ambas extremidades posteriores se disecaron. Los
estomagos fueron llenados con 10 ml de formol al 10% por 10 minutos para su fijacion.

Transcurrido este tiempo, los estbmagos fueron cortados por la curvatura mayor y los
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restos de alimento y el formol fueron removidos. Posterior a este procedimiento, los
estbmagos fueron analizados para registrar posibles lesiones géastricas como las
comunmente producidas por farmacos AINEs como la indometacina, utilizada como
referencia en este estudio (Whittle, 1977). En tanto que las extremidades posteriores se
procesaron mediante histologia con la tincion tricromica de Masson para evaluar el dafio

tisular por la presencia de edema.

5.9 Andlisis estadistico
Los datos se expresan como el promedio + error estandar de la media (E.E.M.) de cada

tratamiento. Para las curvas dosis-respuesta se utiliz6 el andlisis de varianza
(ANADEVA) de un factor seguida de la prueba post-hoc de Dunnett. La evaluacion de
los cursos temporales se analizé por ANADEVA de dos factores seguida de la prueba

post-hoc de Tukey. Una p<0.05 fue considerada como diferencia significativa.

6. Resultados

6.1 Obtencion de extractos crudos
El proceso del material mediante maceracion con solventes organicos en polaridad

creciente permitio obtener 5 fracciones con constituyentes de diferente naturaleza
quimica con los siguientes rendimientos: hexano 0.26 g (0.52%), diclorometano/metanol
3.63 ¢ (7.26%), AcOEt 2.31 g (4.62%), acetona 2.22 g (4.44%) y metanol 4.88 g (9.76%).

En tanto que para el extracto acuoso se obtuvo un rendimiento de 10.25%.

6.2 Analisis fitoquimico y contenido de amarisolida A
El anélisis de los extractos crudos de S. amarissima mediante cromatografia en capa fina

mostrd la presencia de amarisolida A, la cual se comparé con el estandar de referencia.
Esta presencia se corrobord para todos los extractos mediante cromatografia liquida de
alta resolucion donde se determind la concentracion de amarisolida A, la cual fue mas
abundante en el extracto de AcOEt utilizando el método propuesto por nuestro grupo en
contraste con los reportados en la literatura (Maldonado et al., 1996; Flores-Bocanegra et
al., 2017). Por lo tanto, el extracto de AcOEt se prepard con otro lote de material vegetal
en mayor escala con la finalidad de obtener mayor cantidad de amarisolida A pura.

El analisis del perfil cromatografico por UPLC permitié detectar un pico reproducible en
los diferentes extractos crudos de S. amarissima, donde el extracto de AcOEt fue el que
mostré mayor abundancia del pico en el tiempo de retencion de 7.05 min como se muestra
en la Fig. 2, el cual correspondi6 a la presencia de amarisolida A de acuerdo con su

espectro a una longitud de onda de 254 nm y su peso molecular. Por lo anterior, una
( 35 )
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muestra del extracto de AcOEt (25 g) se procesé por cromatografia en columna abierta
para aislar y purificar el compuesto abundante identificado como amarisolida A con un

rendimiento de 50 mg/g de extracto.

Se realiz6 un fraccionamiento por CCA a partir de 14.85 g del extracto de AcOEt S.
amarissima, se utilizaron 500 g de silica gel 60 (63-200 um (MERCK CAS: 7631-86-9)
para preparar el punto de aplicacion. El volumen muerto necesario para la hidratacion de
la silica gel fue de 1100 mL de hexano mediante gradiente de disolventes de menor a
mayor polaridad, se obtuvieron 250 subfracciones de 20 mL. La evaporacion de los
disolventes con rota evaporador (BUCHI) permitié concentrarlas para realizar la
cromatografia en capa fina que a su vez permitié reunir las que mostraron un perfil

cromatografico equivalente en 8 grupos.

——
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Figura 3. Perfil cromatogréfico de los extractos crudos de S. amarissima que muestra la presencia de
amarisolida A. Comparado con el estdndar de referencia cuyo pico se observa al tiempo de retencion de
7.05 min. Longitud de onda 256 nm. A) diclorometano/metanol, B) acetato de etilo, C) acetona D)
metanol, E) extracto acuoso y F) estdndar de amarisolida A.

6.3 Evaluacion farmacoldgica

6.3.1 Evaluacion del efecto antinociceptivo y anti-inflamatorio en la prueba de formalina
En el cernimiento preliminar, las curvas de curso temporal permitieron identificar que

todos los extractos de diferente polaridad de S. amarissima disminuyeron

significativamente la nocicepcion inducida con formalina al 1% desde el primer minuto

( 1
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de la fase neurogénica y en toda la fase inflamatoria, donde el extracto de AcOEt fue el
mas activo entre todos los extractos evaluados (Fig. 4A, Tratamiento Fgs0 = 126.10, p
<0.0001, Tiempo F2gs,149= 75.93, p <0.001, Interaccién Fag 300=6.79, p < 0.0001). El &rea
bajo la curva (ABC) de la conducta de sacudida fue calculada a partir de las CCT con la
finalidad de evidenciar el efecto sobre la nocicepcion en presencia del extracto de AcOEt
en comparacion con los otros extractos y los farmacos de referencia. Como se observa en
la Fig. 4B, el extracto de AcOEt produjo un efecto antinociceptivo similar al del farmaco
de referencia (morfina, 1 mg/kg) en la fase neurogénica (Fss0 = 18,62, p <0.0001) y al
tramadol en la fase inflamatoria, siendo equivalente el efecto del extracto acuoso (AQ10)
(Fig. 3C, Fgs0=77.63, p <0.0001). Fue entonces que el extracto de AcOEt se selecciond
para construir su ventana de actividad biol6gica mediante una grafica dosis-respuesta
evaluando dosis de 0.1, 1y 10 mg/kg, i.p. En tanto que amarisolida A, como el metabolito
mas abundante, se evalud en dosis de 0.01, 0.1, 0.3 y 1 mg/Kkg, i.p. El extracto produjo
una respuesta dependiente de la dosis con una DEsp = 0.77 mg/kg, i.p. y significancia
estadistica desde la dosis de 0.1 mg/kg para alcanzar una inhibicion méaxima a la dosis de
10 mg/kg, i.p., tanto en la fase neurogénica (Fig. 5A, Fa33=21.15, p <0.0001) como en
la inflamatoria (Fig.5B, F4, 33 = 65.92, p <0.0001) de la prueba de formalina. Amarisolida
A en las dosis de 0.3 y 1 mg/kg produjo una respuesta significativa en la fase neurogénica
(p <0.0001) (Fig. 5C, F741 = 6.93, p <0.0001). Mientras que, un mejor efecto de
amarisolida A se obtuvo en la fase inflamatoria (Fig. 5D, F741=16.96, p <0.0001) donde
la respuesta significativa se observé a las dosis de 0.01 y 0.1 mg/kg (p <0.05) con un
aumento dosis dependiente cuando se administraron 0.3 y 1.0 mg/kg i.p. (p <0.0001).
Estas respuestas fueron similares al efecto de la morfina (1 mg/kg, i.p.) (Fig. 5D).

En el cernimiento de actividad farmacoldgica, el extracto acuoso y el organico de AcOEt
fueron los mas activos, por lo que ambos se seleccionaron para evaluar la toxicidad aguda.
En ambos extractos la DLso fue > 2000 mg/kg, sin que se modificara significativamente
la ganancia de peso, ni se presentaran alteraciones macroscopicas. En el caso de

amarisolida A se calcul6 una DLsg de 530 mg/kg (Moreno-Pérez et al., 2021).

——
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Figura 4. Curso temporal de los efectos antinociceptivos de diferentes extractos de S. amarissima (10 mg/kg,
i.p.) en la prueba de formalina al 1% en ratones (A). Los datos se expresan como la media t E.E.M. de seis
repeticiones. ANADEVA de dos factores seguido de la prueba post-hoc de Tukey. ***p < 0.001, ****p <
0.0001 para seis repeticiones. Respuesta antinociceptiva de los farmacos de referencia, morfina (MOR, 1
mg/kg, i.p.) y tramadol (TR20, 20 mg/kg, i.p.), asi como los extractos crudos de S. amarissima (10 mg/kg,
i.p.) se expresa como las fases neurogénica (ABC 0-10 min) (B) e inflamatoria (ABC 10-30 min) (C) en la
prueba de formalina. ANADEVA de una via seguido de la prueba de Dunnett. ****p < 0.0001 para seis
repeticiones. Extractos de S. amarissima se obtuvieron en polaridad creciente con hexano (HEX), acetato de
etilo (AcOEt), una mezcla de diclorometano/metanol (DCM:M), acetona (ACET) y metanol (MeOH), incluso
como extracto acuoso (AQ), y en comparacién con el vehiculo.
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Figura 5. Efecto antinociceptivos de los farmacos de referencia morfina (MOR, 1 mg/kg, i.p.) y diferentes
dosis del extracto de acetato de etilo (AcOEt, 0.1-10 mg/kg, i.p.) y amarisolida A (0.01-1 mg/kg, i.p.)
expresado como las fases neurogénica (ABC 0-10 min, Ay C, respectivamente e inflamatoria (ABC 10-30
min, By D, respectivamente) de la prueba de formalina al 1% en ratones. Los datos se expresan como la
media * E.E.M. de seis repeticiones. ANADEVA de un factor seguido de la prueba de Dunnett. *p < 0.05,
**¥*p <0.001, ****p < 0.0001.

6.3.2 Evaluacion del posible mecanismo de accién antinociceptivo del extracto de AcOEt

y amarisolida A
Tanto el efecto antinociceptivo del extracto de AcOEt (10 mg/kg, i.p.) como el de

amarisolida A (1 mg/kg, i.p.) fue inhibido en presencia del antagonista opioide naltrexona
(1 mg/kg, i.p.). En el caso del extracto fue inhibido de manera parcial en ambas fases
(neurogénica e inflamatoria) (Fig. 6A). En tanto que el efecto de amarisolida A fue

inhibido solo en la fase inflamatoria (Fig. 6B).

Los efectos antinociceptivos del extracto de AcOEt (10 mg/kg, i.p.) también se inhibieron
parcialmente en presencia de A-784168 (antagonista TRPV1, 1 mg/kg, i.p.) ¥y
WAY100635 (antagonista serotonina 5-HT1a, 1 mg/kg, i.p.) en la fase neurogénica (Fig.
6A, Fi67 = 9.08, p <0.001). Mientras que en el caso de la amarisolida A, su efecto
antinociceptivo se modifico solo en la fase inflamatoria en presencia de WAY 100635

(Fig. 6B, F1267=17.89, p <0.0001).
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Considerando que tanto los receptores a opioides como el 5-HT1a de serotonina estan
acoplados a una proteina G inhibidora, la cual disminuye la participacién de la via de
sefializacion de AC y el segundo mensajero AMPc, y ambos participan en el efecto del
extracto y/o amarisolida A, entonces solo el efecto del metabolito se evalud en la
presencia de un inhibidor de la fosfodiesterasa (teofilina, 20 mg/kg i.p.), enzima que
degrada al AMPc y en presencia de forskolina (10 mg/kg, i.p.), un inductor de la actividad
enzimética de la AC. Los resultados mostraron que el pretratamiento con forskolina y
teofilina inhibieron totalmente el efecto antinociceptivo significativo de los animales que
recibieron amarisolida tanto en la fase neurogénica (Fig. 6C, F1378=7.11, p <0.0001)
como en la inflamatoria (Fig. 6D, F13,78 = 34.49, p <0.0001).
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Figura 6. (A) Efecto antinociceptivo expresado como fases neurogénica (ABC 0-10 min) e inflamatoria
(ABC 10-30 min) (B) de formalina al 1 % en ratones que recibieron vehiculo (VEH, i.p.), morfina (MOR, 1
mg/kg), naltrexona (NTX, 1 mg/kg), A 784168 (TRPV1, 1 mg/kg), WAY100365 (WAY 1 mg/kg) solo y en
presencia del extracto de acetato de etilo (AcOEt 10 mg/kg) o amarisolida A (1 mg/kg); (C) y (D) efecto
antinociceptivo de amarisolida A en presencia de forskolina (10 mg/kg) y teofilina (20 mg/kg) en la fase
neurogénica e inflamatoria respectivamente. Los datos se expresan como la media + E.E.M. de seis
repeticiones. ANADEVA de un factor seguido de la prueba post-hoc de Dunnett. *p < 0.05, **p < 0.01,
**%p < 0.001, ****p < 0.0001.
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6.3.3 Evaluacion del efecto antinociceptivo del extracto AcOEt y amarisolida A en
“Hargreaves test”
Debido a que el extracto AcOEt y amarisolida A presentaron efecto antinociceptivo en la

fase neurogeénica de la prueba de formalina, ello sugiri6 que su actividad se ejerce a nivel
central. Por tanto, los efectos antinociceptivos de ambos se exploraron en la prueba de
“plantar test”, cuyo estimulo térmico refuerza la accion central antinociceptiva. La
respuesta registrada como el efecto antinociceptivo maximo posible para el extracto fue

de 22.63 +5% y 25.24 £5.34% en las dosis probadas de 1, 10 mg/kg, respectivamente.
Mientras que para amarisolida A se obtuvieron respuestas de 28.19145.63% vy

65.98+8.86% para las dosis de 0.1 y 1 mg/kg, respectivamente. Estos efectos fueron

similares o incluso mejores que los observados con el farmaco de referencia tramadol (20
mg/kg, i.p.) en comparacion con el grupo que recibié el vehiculo (Fig. 7, Fs30=12.83, p
<0.0001).
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Figura 7. Efecto antinociceptivo del extracto de acetato de etilo (AcOEt, 1y 10 mg/kg, i.p.), amarisolida A
(0,1y 1 mg/kg, i.p.) o tramadol (TR, 20 mg/kg, i.p.) expresados como porcentaje de efecto maximo posible
(EMP %) en comparacion con el grupo vehiculo (VEH) en la prueba plantar en ratas. Los datos se expresan
como la media £ E.E.M. de seis repeticiones. ANADEVA de un factor seguido de la prueba de Dunnett
post-hoc. **p < 0.01, ****p < 0.0001

6.3.4 Evaluacion del efecto anti-inflamatorio del extracto AcOEt y amarisolida A en la
prueba de edema inducido con carragenina
El extracto de AcOEt (1 mg/kg, i.p.) no modifico la respuesta inflamatoria inducida en

presencia de carragenina en las primeras 4 h de observacion. Sin embargo, con esta dosis

se observd disminucion significativa de la inflamacion a las 24 h. El incremento de la
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dosis a 10 mg/kg, i.p., generd la disminucion significativa de la respuesta inflamatoria
desde las primeras 2 h. Este efecto significativo y dependiente de la dosis se mantuvo
hasta el ultimo registro de la respuesta realizado a las 24 h, siendo similar al obtenido con
el farmaco de referencia indometacina (20 mg/kg, i.p.). Donde la significancia en el efecto
anti-inflamatorio del farmaco de referencia comenzd desde los 90 minutos y el extracto a

los 150 minutos después de la inyeccion de carragenina.

En el caso de amarisolida A, la dosis de 0.1 mg/kg no produjo efecto significativo como
se observa en todo el periodo de evaluacion (Fig. 8). Sin embargo, el aumento de la dosis
a 1 mg/kg gener6 respuesta significativa desde los 120 minutos y hasta las 24 h de
tratamiento y administracion de la carragenina (Fig. 6, Tratamiento Fs3 = 11.21, p
<0.0001; Tiempo F3 30,9905 = 77.13, p <0.0001; Interaccién Fao240 = 3.85, p <0.0001).
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B AcOEt extracto 1 mg/kg
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Figura 8. Cursos temporales de la respuesta inflamatoria inducida en presencia de carragenina del
extracto de acetato de etilo (AcOEt, 1y 10 mg/kg, i.p.), amarisolida A (0.1y 1 mg/kg, i.p.) de S. amarissima
e indometacina (INDO, 20 mg/kg, i.p.) en comparacién con el grupo vehiculo (VEH). Los datos muestran
el volumen en mL, de la pata inflamada evaluado cada 30 min en un periodo de 4 h, con un registro final
a las 24 h después de la administracién de carragenina. Los datos se analizaron mediante ANADEVA de
medidas repetidas de dos factores seguido de comparaciones multiples post-hoc de Tukey. *p < 0.05, **p
<0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 para seis repeticiones.

6.3.4.1 Efecto sobre el dafio tisular producido por la inflamacién
Las fotomicrografias mostradas en la figura 8 describen las fibras musculares de las

extremidades traseras izquierda y derecha de ratas que recibieron una inyeccion
intraplantar de carragenina. Las extremidades traseras izquierdas se utilizaron como
control sin inflamacion (Fig. 9G), en las que es posible notar las fibras musculares
intactas. En contraste, en las extremidades traseras derechas obtenidas de ratas inyectadas

con el agente algégeno para producir edema, se observan fibras musculares atréficas en
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diferentes extensiones debido a la proliferacion de colageno y edema identificado como
retencion de liquido entre las fibras (Fig. 9C). La atrofia evidente de las fibras musculares
en ratas que recibieron vehiculo y carragenina es observada en la figura 9C. El dafio
tisular por la inflamacién se redujo en presencia del farmaco de referencia indometacina
(20 mg/kg, i.p.) indicando la preservacion de las fibras musculares, edema reducido y sin
infiltracion celular (Fig. 9F). El extracto de AcOEt (1 y 10 mg/Kkg, i.p) de una manera
dependiente de la dosis inhibi¢ el dafio tisular reduciendo el edemayy la infiltracion celular
inducida por la inyeccion de carragenina. Similar efecto se observd en el caso de
amarisolida A (1 mg/kg, i.p.), donde se observaron fibras musculares mas conservadas
con edema reducido, pero la infiltracién celular se mantuvo a las 24 h de la evaluacion.

No se obtuvieron cambios con la dosis de dosis de 0.1 mg/kg del compuesto solo.

Carrageenan 50 ul
Extremidad derecha

Amarisolida A EtOAc Vehiculo

Extremidad
izquierda

Figura 9. Microfotografias del dafio tisular en presencia del extracto de acetato de etilo (1 y 10 mg/kg,
i.p.), amarisolida A (0.1 y 1 mg/kg, i.p.) de S. amarissima y el farmaco de referencia indometacina (INDO,
20 mg/kg, i.p.) frente al vehiculo en el andlisis histoldgico tras edema inducido por carragenina en el
miembro posterior derecho de rata. Las flechas rojas indican el infiltrado celular y las flechas verdes
muestran las fibras musculares atréficas. Una microfotografia representativa de una pata trasera
izquierda intacta, muestra el tejido no inflamado tomado como control, tincién tricrdmica de Masson.
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6.4 Evaluacién del efecto antihiperalgésico y/o antialodinico del extracto en el
modelo de FM
La curva de curso temporal de ratas sanas que recibieron el vehiculo muestra un umbral

de presion muscular de 250 g como la respuesta méaxima soportada, la cual fue mantenida
a lo largo del registro de 4 h (Fig. 10A). En contraste, las ratas con sensibilidad generada
por la reserpina, la cual fue registrada como conducta de hiperalgesia, soportaron 100 g
como maximo umbral de presién muscular en el séptimo dia después de administrar la
reserpina debido al desarrollo de dolor tipo FM (Fig. 10B). La administracion del extracto
de AcOEt (3-300 mg/kg, i.p.) produjo aumento significativo en el umbral soportado desde
los primeros 30 6 60 minutos del registro. Respuesta que fue dependiente de la dosis y
que se mantuvo a lo largo del registro de 4 h. Mientras que el tramadol presentd un
maximo efecto en los primeros 30 min que alcanz6 el alivio total de la conducta
hiperalgésica. No obstante, este efecto fue de corta duracion al decaer hasta dejar de

generar alivio al termino del registro (Fig. 10A).

El calculo del area bajo la curva a partir de las curvas de curso temporal se realiz6 con la
finalidad de identificar la significancia estadistica entre los efectos de los diferentes
tratamientos, lo cual permitié observar que el extracto produjo desde un 35% hasta un
52% de reduccidn de la conducta nociceptiva alcanzando una meseta en 300 mg/kg, i.p.
con una DEso de 91.04 mg/kg (Fig. 10B). ElI maximo efecto alcanzado fue similar al

producido por el tramadol (10 mg/kg, i.p.) (Fig. 10B).
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Figura 10. Curso temporal del efecto antihiperalgésico del extracto de acetato de etilo en el modelo de
FM inducido por reserpina, (A) presion muscular en el séptimo dia después de la induccion. Cada punto
representa la media + E.E.M de la fuerza en gramos soportada en el musculo gastrocnemio medio (presiéon
muscular) del miembro posterior derecho en comparacion con RES (reserpina 1 mg/kg, s.c.), Veh (grupo
de vehiculo) y TR10 (tramadol 10 mg/kg, i.p.). ANADEVA de dos factores seguido de la prueba post-hoc
de Tukey. *p < 0.05, **p <0.001, ***p <0.0001. (B) Representacion del ABC del curso temporal. ANADEVA
de un factor seguido de la prueba post-hoc de Dunnett. **p<0.05, ***p<0.01, ****p<0.001.

De manera similar, las curvas de curso temporal de la respuesta al estimulo de frio
permiten observar que la reserpina generé un aumento en el tiempo que el animal invierte
en sacudir/lamer la extremidad posterior derecha aproximadamente 7 veces mas que la
respuesta obtenida en el grupo vehiculo (Fig. 11A). Este incremento en el tiempo de

respuesta fue parcialmente revertido por todas las dosis probadas de extracto AcOEt y
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fue constante a lo largo de las 4 h de evaluacion. El efecto antialodinico fue calculado
como un 69% a 88% con una DEsp de 18.12 mg/kg, mientras que para tramadol (10

mg/kg) fue de 57% de alivio (Fig. 11B).
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Figura 11. (A) Curso temporal del efecto antialodinico del extracto de acetato de etilo en el modelo de FM
inducido por reserpina en el séptimo dia después de la induccién. Cada punto representa la media £ E.E.M
del tiempo acumulado de respuesta al estimulo frio (acetona) en la superficie dorsal de la extremidad
posterior derecha durante 1 min en comparacién con RES (reserpina 1 mg/kg, s.c.), Veh (grupo de
vehiculo) y TR10 (tramadol 10 mg/kg, i.p.). ANADEVA de dos factores seguido de la prueba post-hoc de
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Tukey. *p < 0.05, **p < 0.001. (B) Representacion del ABC del curso temporal obtenido para alodinia a
estimulo frio. ANADEVA de un factor seguido de la prueba post-hoc de Dunnett. ****p<0.001.

En el caso de la alodinia al estimulo téctil, la RES disminuy6 el umbral en un 60%
respecto al grupo Veh (Fig. 12A). La administracion de las diferentes dosis produjo un
efecto antialodinico entre el 34% y el 78% y en este umbral el efecto fue méas constante a

lo largo de las 4 h de evaluacion con una DEsp de 58.56 mg/kg. En el caso del tramadol
el alivio fue del 58% (Fig. 12Ay B).
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Figura 12. (A) Curso temporal del efecto antihiperalgésico del extracto de acetato de etilo en el modelo
de FM inducido por reserpina en el séptimo dia después de la induccidn. Cada punto representa la media
+ E.E.M de la fuerza en gramos soportada en la superficie plantar (umbral de retirada) del miembro
posterior derecho de la extremidad en comparacién con RES (reserpina 1 mg/kg, s.c.), Veh (grupo de
vehiculo) y TR10 (tramadol 10 mg/kg, i.p.). ANADEVA de dos factores seguido de la prueba post-hoc de
Tukey. *p < 0.05, **p < 0.001. (B)Representacion del ABC del curso temporal obtenido para alodinia tactil.
ANADEVA de un factor seguido de la prueba post-hoc de Dunnett. **p<0.05, ***p<0.01, ****p<0.001.
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6.5 Evaluacion del efecto antihiperalgésico y/o antialodinico de amarisolida A en

el modelo de dolor de tipo FM
Dado que el analisis cromatografico del extracto de AcOEt de S. amarissima revelo la

presencia abundante de la amarisolida A, este compuesto fue evaluado en las dosis de 3,
10, 100 y 300 mg/kg produciendo recuperacion significativa en la hiperalgesia muscular
inducida por la reserpina, la que fue acentuada con la dosis de 300 mg/kg (Fig. 13B). El
calculo del ABC determind un efecto antihiperalgésico del 19% para la dosis de 10 mg/kg
y del 40% para la dosis de 100 mg/kg, alcanzando 54.77% en la dosis de 300 mg/kg. Lo
anterior permitio calcular una DEso de 201.84 mg/kg (Fig. 13B).

En el caso de la alodinia por estimulacion tactil, las dosis de 100 y 300 mg/kg de
amarisolida A produjeron efectos significativos en el curso temporal donde lleg6 a
generar la recuperacion del umbral a nivel del grupo sano (Fig. 14A). EI ABC obtenida
con amarisolida A en la dosis de 100 mg/kg produjo un efecto antialodinico del 76% para
una DEso de 63.46 mg/kg. La dosis de 300 mg/kg produjo una inhibicion del 45.91%
semejante a la del tramadol del 57% (Fig. 14B).

Amarisolida A produjo efecto antialodinico al estimulo del frio con las dosis de 10, 100
y 300 mg/kg. El nivel de alivio producido fue del 42, 83.2 y 86.45%, respectivamente,
con una DEsg de 12.29 mg/kg. El tramadol produjo alivio del 57%. (Fig. 15B). Las dosis
de 100 y 300 mg/kg alcanzaron el umbral del grupo Veh a lo largo del tiempo de
evaluacion (Fig. 15A).
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Figura 13. Efecto antihiperalgésico de amarisolida A en el modelo de fibromialgia (FM) inducido por
Reserpina (Res). (A) Evolucion temporal del umbral de presion muscular. Cada punto representa la media
+ SEM promedio de la fuerza soportada en el musculo gastrocnemio. ANADEVA de 2 factores seguido de
la prueba post-hoc de Tukey. (B) Area bajo la curva (ABC) de la evolucidn temporal obtenida con cada uno
de los tratamientos. ANADEVA de 1 via seguido de prueba post-hoc de Dunnett en comparacién con el
grupo tratado con Res. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 14. Efecto antialodinico de amarisolida A en el modelo de fibromialgia (FM) inducido por Reserpina
(Res). (A) Evolucion temporal del umbral de gramos soportados. Cada punto representa la media + SEM
promedio de la fuerza soportada en la superficie plantar del miembro posterior derecho. ANADEVA de 2
factores seguido de la prueba post-hoc de Tukey. (B) ABC de alodinia tactil. ANADEVA de 1 via seguido de
prueba post-hoc de Dunnett en comparacidon con el grupo tratado con Res. *p<0.05, **p<0.01,

*%%p<0.001.
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Figura 15 . Efecto antialodinico sobre la estimulacion por frio de amarisolida A. (A) curso temporal del
umbral de respuesta al estimulo tactil. Cada punto representa la media * E.E.M. del tiempo de respuesta
acumulado al sacudir o lamer el miembro posterior derecho. (B) ABC, efecto antialodinico sobre la
estimulacion con frio de amarisolida A en el modelo experimental de FM inducida por reserpina.
ANADEVA de 1 via seguido de la prueba post-hoc de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
*#*%p<0.0001.
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6.6 Determinacion de la concentracién de citocinas inflamatorias en el tejido

nervioso de ratas en el modelo de FM inducido por reserpina
En el tejido nervioso de las ratas se realizd la cuantificacion de los niveles tisulares de

citocinas inflamatorias en los grupos FM, amarsolida A y vehiculo mediante la técnica de
ELISA. En las Tablas 1-3 se muestran los niveles de IL-1f en animales inducidos con
FM, los cuales presentaron cambios en las concentraciones de esta citocina variando entre
tejidos y secciones evaluadas. Los animales inducidos con FM mostraron disminucién
significativa de esta citocina en CX (F2,6 = 3,511 p<0.05), en tanto que hubo un aumento
significativo en HIP (F2,6= 3,640 p< 0.01) y TD (Fs,8=2.56 p<0.04) y LD F7,14=11.90
p<0.05 en comparacion con el grupo sano. Las secciones TV y LV no mostraron cambios.
El tratamiento con amarisolida A en ratas con FM redujo la expresion de la citocina
inflamatoria en todos los tejidos y secciones evaluadas en comparacion con el grupo con
FM que s6lo recibi6 el vehiculo (Tabla 1).

Tabla 1. Niveles de IL-1B expresados en pg/mg de tejido nervioso de ratas con y sin fibromialgia
(FM) y en presencia de amarisolida A o vehiculo.

Tejido Sanos Res Res+amarisolida A
(100 mg/kg)
CX 0.0917+0.1741 0.3820+0.0153% 0.3251+0.005
HIP 0.2507+0.0758 0.4852+0.005% 0.043+0.002***
TD 0.2806+0.0739 0.5527+0.2550% 0.4322+0.1528
LD 0.4293+0.1500 1.255+0.1931% 0.4795+0.1055*
TV 0.7343+0.2312 0.9130+0.1841 0.1895+0.0745*
LV 0.1841+0.1063 0.3110+0.0929 0.0868+0.0100*

CX: Corteza prefrontal, HIP: Hipocampo, TD: Toracico dorsal, LD: Lumbar dorsal, TV: Toracico ventral,
LV: Lumbar ventral. RES: reserpina. Sanos vs Res & p > 0.05; Res + amarisolida 100 mg/kg, * p> 0.05,
*** p>0.001.

Los niveles de IL-6 en animales inducidos con FM presentaron disminucion significativa
de esta citocina en todas las secciones de la médula espinal evaluadas, aunque sélo en las
secciones TD y LV se obtuvo significancia estadistica (F2,6 =123.2 p< 0.001). Las ratas

con FM que recibieron tratamiento con amarisolida A presentaron un aumento importante
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de esta citocina en CX y en la seccion LV de la médula (F26 =10.47 p< 0.01) en

comparacion con el grupo con FM que sélo recibi6 el vehiculo (Tabla 2).

Tabla 2. Niveles de IL-6 expresados en pg/mg de tejido nervioso de ratas con o sin FM y en
presencia de amarisolida A o vehiculo.

Tejido Sanos Res Res+amarisolida A
(200 mg/kg)

CX 0.0139+0.0010 0.01945+0.0004 0.3688+0.0132**
HIP 0.0533+0.0094 0.0560+0.0107 0.0409+0.0031
TD 0.0818+0.0107 0.0345+0.0107% 0.0465+0.0298
LD 0.3203+0.0502 0.2178+0.1128 0.0764

™V 0.3926+0.0976 0.1878+0.0783 4.60+1.325**
LV 0.3344+0.0771 0.0543+0.0129% 0.0286+0.0153

CX: Corteza prefrontal, HIP: Hipocampo, TD: Toracico dorsal, LD: Lumbar dorsal, TV: Toracico ventral,
LV: Lumbar ventral. RES: reserpina. Sanos vs Reserpina & p > 0.05; Res + amarisolida A 100 mg/kg vs

Reserpina + Veh, ** p>0.01

Finalmente, los niveles de TNF-a en animales inducidos con FM no fueron diferentes de

los obtenidos con el grupo sano o con el tratamiento con amarisolida, a excepcion de la

seccion LV que present6 una disminucion significativa en las ratas con FM (F2,14 = 11,90

p<0.001), la cual fue recuperada con un aumento significativo en presencia de

amarisolida A (F2,4 = 9,96 p<0.028) (Tabla 3).

Tabla 3. Niveles de TNF-a expresados en pg/mg de tejido nervioso de ratas con o sin FM y en
presencia de amarisolida A o vehiculo.

Tejido Sanos Res Res+amarisolida A
(100 mg/kg)
CX 1.3518 1.4504+0.1004 1.3518+0.3528
HIP 1.8707 1.056+0.3476 1.8655+0.8429
TD 0.7914 0.6928+.0332 0.9366+0.0726
LD 0.6253 .09179+0.2099 1.2905+0.084
(=)



TV 1.2584 1.0753+0.4015 1.2947+0.2007

LV 0.9055 0.5267+0.0571% 1.6839+0.2396*

CX: Corteza prefrontal, HIP: Hipocampo, TD: Toréacico dorsal, LD: Lumbar dorsal, TV: Toracico ventral,
LV: Lumbar ventral. RES: reserpina. Sanos vs Reserpina, & p > 0.05; Res + amarisolida 100 mg/kg vs
Reserpina + Veh, * p> 0.05.

6.7 Evaluacion del efecto adverso de sedacion
En la conducta de actividad ambulatoria o levantamientos evaluados para corroborar el

posible efecto sedante en los ratones a los que se les administrd el extracto AcOEt y
amarisolida A no hubo diferencias significativas en comparacion con los animales que
recibieron el vehiculo, ni en la exploracion de campo abierto ni en el cilindro,

respectivamente (Fig. 16A y 16B).
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Figura 16. (A) Evaluacion de la actividad ambuladora del extracto de acetato de etilo (AcOEt, 1y 10
mg/kg, i.p.), amarisolida A (0,1 y 1 mg/kg, i.p.) en comparacion con tramadol (T 20 mg/kg, i.p.) y el
grupo vehiculo (VEH) en la prueba de campo abierto. (B) evaluacién del efecto de sedacién expresado
como levantamientos en un cilindro acrilico del extracto de acetato de etilo (AcOEt, 1y 10 mg/kg, i.p.),
amarisolida A (0,1 y 1 mg/kg, i.p.) en comparaciéon con tramadol (T 20 mg/kg, i.p.) y el grupo vehiculo
(VEH)

6.8 Evaluacion del dafio gastrico

Después de la evaluacion macroscopica de los estomagos de los animales que recibieron
el farmaco de referencia (indometacina, 20 mg/kg, i.p.) se corroboro la presencia de
Ulceras hemorragicas tipicas (Fig. 17A). En tanto que el tejido géastrico obtenido de
ratones que recibieron el extracto de ACOEt (1y 10 mg/kg, Fig. 17Cy 17D) o amarisolida
A (0,1y 1 mg/kg, Fig. 17E y 17F) no mostré presencia de dafio gastrico, siendo semejante
al tejido obtenido del grupo de vehiculo (Fig. 16B).
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Figura 17. Microfotografias que muestran la presencia de ulceras hemorragicas inducidas por
indometacina (20 mg/kg, i.p.). En contraste con la ausencia de dafio gastrico en estémagos disecados de
ratones que recibieron vehiculo (b), extracto de acetato de etilo de S. amarissima (1 y 10 mg/kg, i.p., cy
d) o amarisolida A (0,1 y 1 mg/kg, ey f).

7. DISCUSION
En el presente proyecto se realizo el estudio de extractos acuoso y organicos de S.

amarissima y su metabolito bioactivo identificado como el diterpeno neoclerodano
amarsolida A mediante el uso de diferentes modelos experimentales de dolor que
incluyeron el tipo nociceptivo, inflamatorio y disfuncional. Lo anterior con el fin de
conocer el espectro de actividad antinociceptiva de esta especie y corroborar sus efectos
a nivel central y periférico. Dado que el mecanismo de accién de la actividad
antinociceptiva de S. amarissima no se conoce, en este proyecto se investigo la
participacién de los receptores a opioides, de serotonina 5HT1a Y la via de sefializacion
de AC-AMPc a la cual se sabe estan acoplados dichos receptores (Lee et al., 2019), asi
como también se confirmé la participacion de citocinas inflamatorias. Todos los extractos
preparados con diferente polaridad, incluyendo el extracto acuoso, presentaron actividad
antinociceptiva. Sin embargo, el extracto de AcOEt fue el que mostré mayor
significancia, en parte debido a la mayor presencia del metabolito amarsolida A

caracterizado en la comparacion de los perfiles cromatograficos de los extractos.

7.1 Evaluacion fitoquimica de S. amarissima
Una vez realizado el cernimiento farmacoldgico de los extractos, éstos fueron evaluados

mediante técnicas cromatograficas tanto cualitativas como cuantitativas, estas
evaluaciones mostraron la presencia de metabolitos de naturaleza terpenoide, los cuales
son ubicuos y caracteristicos del genero Salvia (Jenks y Kim, 2013). La evaluacion del

efecto antinociceptivo de los diferentes extractos de S. amarissima mediante la prueba de
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formalina mostro que el extracto de AcOEt inhibi6 las conductas dolorosas con mayor
significancia. El analisis de los perfiles cromatograficos de los extractos confirmé la
presencia de amarisolida A en todos ellos con una abundancia mayor en el extracto de
AcOEt.

Amarisolida A fue purificada mediante columna cromatogréfica con un rendimiento de
5.03%, este fue superior al reportado por Flores-Bocanegra y colaboradores (2017)
quienes reportaron un rendimiento de 2.58% a partir de un extracto de
diclorometano:metanol 1:1. EI grupo de Salinas-Arellano (2020) obtuvo un rendimiento
de 11.6% con la fraccion de AcOEt del extracto acuoso. La diferencia en los rendimientos
puede explicarse al tomar en cuenta que los métodos de extraccion y purificacion fueron
diferentes y que las colectas del material vegetal fueron realizadas en tiempos y lugares
distintos, si bien los rendimientos son distintos los resultados de la presente investigacion
concuerdan con los de los grupos de investigacion anteriormente mencionados en donde

Amarisolida A fue el diterpeno mayoritario en los extractos evaluados.

Existen reportes sobre constituyentes de naturaleza terpenoide implicados en los efectos
antinociceptivos de las especies de Salvia y de géneros de otras familias botanicas
(Quifionez-Bastidas y Navarrete, 2021; Hernandez-Leon et al., 2021) como la -amirina,
el carnosol, el acido oleandlico y el &cido ursélico evaluados en diferentes modelos de
dolor (McCurdy et al., 2006; Rodrigues et al., 2012; Park et al., 2013; Arranz et al., 2015;
Nile et al., 2016; Thirupathi et al., 2017).

Es importante sefialar que los diterpenos de esqueleto clerodano son abundantes en las
Salvias de México (Rodriguez-Hahn et al., 1995; Ortiz-Mendoza et al., 2022) y son
metabolitos que han mostrado eficacia antinociceptiva en modelos de dolor nociceptivo,
inflamatorio y neuropatico: por ejemplo, las salvinorinas A y B redujeron los
estiramientos abdominales y el tiempo invertido en lamer en la prueba de formalina
(Tlacomulco-Flores et al.,, 2020). En tanto que el 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-
18,19:15,16-diolido presente en Salvia semiartrata inhibio de manera dependiente de la
dosis (DEso =4.15 mg/kg) los estiramientos abdominales inducidos con acido aceético al
1% (Ortiz-Mendoza et al., 2020).

Estos datos ofrecen evidencias de la influencia de constituyentes de naturaleza terpénica
en los efectos antinociceptivos de especies de Salvia para afecciones dolorosas, asi como

la oportunidad que ofrece el estudio farmacoldgico y la exploracion de los mecanismos
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de accidn de los metabolitos presentes en ellas en busca de moléculas para la terapéutica

del dolor.

7.2 Evaluacion farmacoldgica

7.2.1 Efecto antinociceptivo del extracto crudo y amarisolida A
La evaluacion del efecto antinociceptivo de los diferentes extractos de S. amarissima

mediante la prueba de formalina mostro que el extracto de AcOEt inhibié las conductas
dolorosas de forma significativa. Si bien, el analisis de los perfiles cromatograficos de los
extractos reveld la presencia de amarisolida A en todos ellos, la mayor abundancia se
observo en el extracto de AcOEt.

La administracion del extracto de AcOEt de S. amarissima fue capaz de inhibir
significativamente las conductas nociceptivas en la prueba de formalina tanto en la fase
neurogénica como en la inflamatoria. El efecto fue significativo y dependiente de la dosis
0.1, 1 y 10 mg/kg. Estos resultados concuerdan con los reportados para extractos
obtenidos de S. purpurea, donde Cuevas-Morales y colaboradores (2022) evaluaron el
efecto antinociceptivo del extracto de acetona, metanol y acuoso y todos produjeron
efecto antinociceptivo significativo en ambas fases, siendo el extracto de mediana
polaridad el més eficaz y en el que terpenos tales como a-amirina y acido ursolico fueron
los componentes mayoritarios del extracto. Estos resultados se refuerzan con lo reportado
por Ortiz-Mendoza y colaboradores (2020) quienes encontraron que el extracto de AcOEt
de S. semiartrata (300 mg/kg) evaluado en esta prueba, disminuyd las conductas
nociceptivas tanto en la fase neurogénica como en la inflamatoria considerando la
participacion de un diterpeno de esqueleto neoclerodano como el metabolito més

abundante.

La inhibicion de las conductas nociceptivas en ambas fases de la prueba de formalina
sugiere que los metabolitos presentes en extractos de mediana polaridad de distintas
especies del género Salvia tienen accion tanto a nivel central como periférica en parte
debido a las propiedades liposolubles que poseen los compuestos de tipo terpeno
(Butelmanet al., 2009). Tal es el caso del acido ursélico y oleandlico (2.1 y 1.6 mg/kg),
identificados en extractos de mediana polaridad como el AcOEt, los cuales produjeron un
efecto antinociceptivo en el modelo de dolor abdominal inducido con &cido acético
(Martinez et al., 2012). En tanto que el carnosol produjo un efecto antinociceptivo en
dosis de 0.5, 1 y 2 mg/kg en la fase inflamatoria de la prueba de formalina en ratones

(Emami et al., 2013). Asi, el &cido betulinico, uno de los componentes mayoritarios del
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extracto de AcOEt de S. amarissima, fue reportado como uno de los constituyentes
bioactivos del extracto Rosa taiwanensis en dosis de 0.1, 0.5 y 1 mg/kg, en la fase
inflamatoria de la prueba de formalina (Tsai et al., 2015).

En nuestro estudio amarisolida A fue evaluada de forma individual inhibiendo las
conductas nociceptivas en ambas fases de la prueba de la formalina. Datos similares
fueron observados con la salvinorina A (0.5, 1y 2 mg/kg) y el 7-ceto-neoclerodan-3,13-
dien-18,19:15,16-diolido (0.1, 1 y 10 mg/kg) presentes en S. divinorum (Aviello et al.,
2011) y S. semiartrata (Ortiz-Mendoza et al., 2020), respectivamente, los cuales

inhibieron ambas conductas en ambas fases de la prueba de formalina.

La inhibicion de las conductas nociceptivas en la fase neurogénica e inflamatoria del
extracto de S. amarissima podria no s6lo depender de la presencia de amarisolida A, ya
que se sabe que existe contenido de otros metabolitos de naturaleza terpénica presentes
en el extracto de mediana polaridad que también se han reportado como responsables de
la actividad antinociceptiva de otras especies de plantas medicinales, tal es el caso del
acido ursolico con una DEs antinociceptiva de 44 mg/kg obtenido de Agastache
mexicana (Verano et al., 2013), asi como el acido oleandlico que en menor dosis (0.1, 0.3
y 1 mg/kg) redujo de manera significativa los comportamientos nociceptivos en ambas
fases de la prueba de formalina (Soares et al., 2019). Mientras que la a y f-amirina (30 y
100 mg/kg) produjeron antinocicepcion evaluadas en un modelo de nocicepcion orofacial
(Holanda Pinto et al., 2008), donde el B-sitosterol (500 mg/kg) como componente
mayoritario en el extracto de AcOEt de Philodendron bipinnatifidum (500 mg/kg) inhibid
significativamente las conductas nociceptivas inducidas con la formalina en ambas fases
(Scapinello et al., 2019). Estos datos en conjunto permiten considerar que las propiedades
medicinales para el alivio del dolor de S. amarissima son el resultado de la interaccion
sinérgica de diferentes constituyentes bioactivos, donde metabolitos de naturaleza

terpénica juega un papel importante en la terapéutica del dolor.

7.2.2 Evaluacion del posible mecanismo de accién antinociceptivo del extracto de AcOEt
y amarisolida A
En este estudio se realizo la evaluacion de algun posible mecanismo de accion

involucrado en el efecto antinociceptivo tanto del extracto como del compuesto puro de
S. amarissima. Para ello se utiliz6 naltrexona como bloqueador selectivo de los receptores
opioides, el cual produjo la inhibicion parcial del efecto del extracto de AcOEt y

amarsolida A. Se sabe que el circuito neuronal opioide es una de las vias importantes de
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la modulacion de la nocicepcidn descendente y un blanco farmacologico de interés para
los productos naturales (Corder et al., 2018; Hernandez-Leon et al., 2016). En especies
del género Salvia se ha explorado la participacion del sistema opioide reportando sus
efectos antinociceptivos en extractos de mediana polaridad, tales como el de S. officinalis,
los cuales se inhiben parcialmente al tratar a los ratones con naloxona (5 mg/kg) (Qnais
et al., 2010). En forma similar, el efecto antinociceptivo de las salvinorinas Ay B (30
mg/kg) aisladas de S. divinorum se evitd con naloxona (3 mg/kg) (Tlacomulco-Flores et
al., 2020). Estos resultados en conjunto sugieren que el efecto antinociceptivo de
diterpenos neoclerodanos de especies de Salvia involucra parcialmente la participacion

del sistema opioide.

En contraste, la administracion de un antagonista de receptores TRPV1 (A 784168)
produjo respuesta antinociceptiva per se en la fase neurogénica de la formalina,
reforzando la idea de que posee propiedades para atravesar la barrera hematoencefalica y
producir su accion a nivel central (Cui et al., 2006). El acido ursélico (2 mg/kg) produjo
antinocicepcion significativa en la administracion intracolonica de capsaicina al 0.3 %
(un agonista TRPV1) en ratones (Verano et al., 2013). Se ha reportado que el acido
ursélico inhibe el flujo de calcio inducido por la capsaicina en el receptor TRPV1
sugiriendo la actividad antagonica de este receptor (Zhang et al., 2011). Sin embargo, la
presencia del antagonista no modificd el efecto antinociceptivo del extracto de AcOEt ni
de amarsolida-A manteniéndose la respuesta antinociceptiva en ambas fases de la
formalina. Estos resultados sugieren que la participacion de este receptor no esta
involucrada en el mecanismo de accién antinociceptivo a nivel central o periférico del

extracto de AcOEt o amarisolida A.

En relacion con la exploracion de la participacion del sistema serotoninérgico, ésta se
evalué por medio de la presencia del WAY 100635, antagonista del receptor 5-HT1a,
donde se observd que éste redujo el efecto antinociceptivo del extracto tanto a nivel
central como periférico al disminuir las conductas nociceptivas de ambas fases.
Resultados de esta evaluacion son similares con los observados en la evaluacion de la
mezcla de los diterpenos salvinorina A'y B (30 mg/kg) obtenidos del extracto de mediana
polaridad de S. divinorum, donde los animales administrados previamente con
WAY 100635 presentaron menos efecto antinociceptivo (Tlacomulco-Flores et al., 2020)
sugiriendo la participacion del receptor de serotonina 5-HT1a en el efecto antinociceptivo

de ambas especies de Salvia. Se ha demostrado que el receptor 5-HT1a, pero no asi el 5-
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HT> ni el 5-HT3, juega un papel importante en la via descendente de la antinocicepcion
desde el tronco encefalico hasta la médula espinal en ratas intactas, en ratas con lesion
nerviosa y en ratas con inflamacién (Liu et al., 2002). El estudio de la interaccién del
receptor de serotonina 5-HT1a y compuestos de tipo neoclerodano son escasos en la
literatura. No obstante, el efecto antinociceptivo de diversos productos naturales de tipo
flavonoide (Wu et al., 2021) y terpeno (Verano et al., 2013) con actividad antinociceptiva

se han asociado con la participacion de este receptor en la inhibicion del dolor.

Tomando en cuenta la participacion de receptores inhibidores en el efecto antinociceptivo
de S. amarissima y su metabolito mayoritario, los cuales pertenecen al sistema opioide y
serotoninérgico, respectivamente, y a que estos receptores estan acoplados a proteinas Gi
para producir su efecto inhibidor (Kanbara et al., 2014; Cortes-Altamirano et al., 2018),
en este estudio se decidio explorar adicionalmente el sistema de sefializacion de AC-
AMPc. Para ello se utiliz6 un farmaco inductor de la actividad de la AC (enzima que
sintetiza al AMPc) (Laurenza et al., 1989) y un inhibidor de las fosfodiesterasas (enzimas
que inhiben la degradacion del AMPc) (Banner y Page, 1995). Los resultados mostraron
que ambos farmacos revirtieron el efecto antinociceptivo de amarisolida A en la fase
neurogeénica de la prueba de formalina reforzando la participacion de esta via de
sefializacion acoplada a los receptores inhibidores de opioides y 5-HT1a de serotonina.
En la literatura se reporta que el efecto del extracto de AcOEt de S. miltiorrhiza (0.2
mg/kg) se asocio6 con la accion inhibidora sobre la AC, en parte por la presencia del acido
rosmarinico (0.1 mg/kg), un éster del &cido cafeico que se ha encontrado como metabolito
bioactivo de esta especie y otras del género Salvia (Kohda et al., 1989). La via de
sefializacion de AC-AMPc son considerados blancos terapéuticos en el desarrollo de
nuevos farmacos con accién analgeésica, tal es el caso del ST034307 (3 mg/kg) el cual
produjo antinocicepcion en el modelo de dolor inducido por movimiento dental en ratas
mediante el bloqueo selectivo de la AC (Cheng et al., 2019). Otro farmaco es el SQ22536
cuya accién inhibidora sobre la AC disminuyd la hiperalgesia y la alodinia en un modelo
de dolor neuropatico en ratas con diabetes tipo 2 (Feng et al., 2017). Estos estudios en
conjunto con nuestros resultados refuerzan la idea de que los productos naturales como
amarisolida A o sintéticos como los mencionados, pueden producir efectos de tipo

analgésico mediados por receptores acoplados a las vias de sefializacion del AC-AMPc.
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7.2.3 Efecto antinociceptivo del extracto de AcOEt y amarisolida A a nivel central
El efecto antinociceptivo central del extracto de AcOEt y amarisolida A observado en la

fase neurogénica de la prueba de formalina se reforzo con el resultado de la respuesta
antinociceptiva en el “plantar test”, donde el efecto maximo posible (EMP) evaluado
como la latencia de retiro presentd un incremento significativo para el extracto y
amarisolida A similar al farmaco de referencia tramadol. Se sabe que en esta prueba se
estimulan los nociceptores (fibras Ad y C) responsables de conducir las sefiales
nociceptivas al SNC (Cuellar et al., 2010; Hargreaves et al., 1988). Respuestas similares
fueron reportadas con el extracto de AcOEt (100 mg/kg) de S. divinorum en la prueba de
“plantar test” en ratas (Simén-Arceo et al., 2017) y para el extracto de cloroformo de S.
wiedemannii (500 mg/kg) en la prueba de retirada de la cola “tail flick” (Ustun y Sezik,
2011) reforzando la actividad a nivel del SNC de los metabolitos de diferentes Salvias.

7.2.4 Efecto anti-inflamatorio del extracto de AcOEt y amarisolida A en la prueba de
edema inducido con carragenina
Para evidenciar el posible efecto anti-inflamatorio del extracto de S. amarissima y de

amarisolida A se probo su efecto en el edema inducido con la carragenina, la cual es una
prueba para la evaluacion de farmacos anti-inflamatorios (Otterness y Moore, 1988), la
cual involucra la participacion de mediadores de inflamacion aguda (Di Rosa et al., 1971).
La prueba consiste en una fase inicial donde se promueve la liberacion de autacoides
como la histamina, serotonina y bradicininas, asi como de una fase de aceleracion de la
inflamacion que se ha correlacionado con la induccion de la enzima COX-2 que
incrementa la produccion de PGs (Vinegar et al., 1969). Ademas, interviene la migracion
de neutréfilos, macréfagos y células al sitio de inflamacion, las cuales pueden producir
especies reactivas de oxigeno que desempefian un papel modulador en la respuesta
inmune inflamatoria (Ghildiyal et al., 2013) y el estrés oxidante (Mizokami et al., 2016).
La presencia de carragenina produce la disminucion gradual del umbral nociceptivo
siendo significativo a los 180 min con una respuesta maxima a las 24 h post
administracion (Morris, 2003). En esta prueba, el extracto de AcOEt (10 mg/kg) produjo
efecto anti-inflamatorio similar a la del farmaco de referencia indometacina (20 mg/kg).
Mientras que amarisolida A (1 y 10 mg/kg) redujo significativamente el edema 24 h
posteriores a la administracion. Resultados similares se observaron con el efecto anti-
inflamatorio del extracto de AcOEt de S. divinorum debido a la presencia de los terpenos
neoclerodanos salvinorinas A 'y B, como componentes mayoritarios en el extracto. Qnais

y colaboradores (2010) reportaron que el extracto de butanol de S. officinalis (10 mg/kg)
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también produjo un efecto anti-inflamatorio significativo 3 h posteriores a la
administracion de carragenina. Mientras que Nogai y colaboradores (2020) demostraron
que el extracto de etanol de S. lanata (100 mg/kg) inhibié la inflamacion producida por
carragenina a partir de los 60 minutos de iniciada la prueba. Si bien existe variabilidad en
la latencia al efecto anti-inflamatorio entre estas distintas especies del género Salvia, éstas
coinciden en su potencial anti-inflamatorio en parte dependiente de compuestos de tipo
terpénico, en donde la naturaleza quimica neoclerodana juega un papel importante en la

busqueda y desarrollo de nuevos farmacos anti-inflamatorios.

7.2.4.1 Efecto del dafio tisular
Se sabe que el edema inducido por carragenina promueve la extravasacion de proteinas

plasméticas y acumulacion de granulocitos principalmente neutréfilos en el sitio
inflamatorio (Crunkhorn y Meacock, 1971), lo cual estimula la liberacién de mediadores
proinflamatorios e inflamatorios tales como bradicinina, histamina, taquicininas y
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (Morris, 2003). Todos estos factores modifican
la estructura de las fibras mostrando mas espacio entre las fibras e infiltracién celular,
proceso que también se ha observado mediante el andlisis histologico de tejido inflamado
de ratas donde se inhiben la extravasacion celular (Morris, 2003). En nuestro estudio, el
extracto de AcOEt de S. amarissima conservo la arquitectura tisular de las extremidades
de las ratas inyectadas con carragenina de una manera dependiente de la dosis, donde
amarisolida A (1 mg/kg) mantuvo la arquitectura tisular, aunque con una infiltracion
celular mayor. Este resultado refuerza el efecto antiedema observado con el extracto de
mediana polaridad de S. divinorum al evitar la inflamacion inducida con carragenina en
ratas con dolor neuropatico (Simoén-Arceo et al., 2017). Si bien no hay datos histoldgicos
de otras especies de Salvia, si se ha reportado preservacion de la arquitectura tisular de
manera dosis dependiente en extractos polares de algunas especies de la misma familia
(Rameshrad et al., 2015; Fathiazad et al., 2016).

7.3 Efecto del efecto antihiperalgésico y/o antialodinico de S. amarissima
Debido a que los efectos antinociceptivos del extracto y su metabolito presentaron

significancia a nivel central en ratones, ambos tratamientos se exploraron en el modelo
de dolor disfuncional de FM inducido con reserpina en ratas. Los resultados muestran que
el extracto de AcCOEt de S. amarissima y amarisolida A, producen un efecto
antinociceptivo de tipo antihiperalgésico y antialodinico al modificar favorablemente los

umbrales de respuesta a estimulos mecéanicos y térmicos en el modelo de FM. La
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busqueda en ScienceDirect con los términos “Salvia” y “fibromialgia” permitio
identificar 13 resultados para articulos de investigacion, en tanto que los términos
“diterpeno” y “fibromialgia” en el repositorio PubMed desplegaron 7 resultados. Esto

establece que la informacion respecto al género Salvia y metabolitos de naturaleza
terpénica como terapia complementaria para el tratamiento de la FM es escasa y refuerza

la importancia del estudio de estas especies para la terapia del dolor disfuncional.

La evaluacion del extracto de AcOEt y amarisolida A en el modelo de FM inducida con
reserpina expresada como cursos temporales y areas bajo la curva de las respuestas de
tipo dolorosas que son reducidas significativamente dan evidencia de las propiedades de
esta especie para atenuar el dolor tipo FM. En nuestro conocimiento, actualmente no se
cuenta con reportes sobre la eficacia de extractos o compuestos puros del género Salvia
en modelos de dolor tipo FM. No obstante, algunas especies se han estudiado en modelos
de dolor disfuncional de tipo neuropatico, tal es el caso del diterpeno tanshinona I1A
presente en S. miltiorrhiza, el cual de manera dependiente de la dosis (10, 25 y 50 mg/kg)
disminuyd las conductas de hiperalgesia mecanica en el modelo de ligamiento del nervio
espinal en ratas (Liu et al., 2010). Este diterpeno reprimio eficazmente la activacion de la
microglia espinal en un modelo de dolor neuropético, donde la expresion de las citocinas
inflamatorias en TNF-a e IL-1f disminuyd en la médula espinal (Cao et al., 2015). De
hecho, para la induccion de FM con reserpina se ha reportado la prominente activacién a
nivel SNC que incluye a la activacion de la microglia de la misma forma como sucede

con los pacientes que padecen este sindrome (Taguchi et al., 2015).

Las propiedades antihiperalgésicas y antialodinicas de algunas especies vegetales son
escasas, pero ya han sido reportadas, tal es el caso del extracto etandlico de S.
lachnostachys cuya actividad antinociceptiva se atribuyé al diterpeno fruticulina A
utilizando modelos experimentales de inflamacidn en ratones (edema de pata y pleuresia
inducida por inyeccion de carragenina) e hiperalgesia (Von Frey electronico). La
administracion oral del extracto de S. lachnostachys (100 mg/kg) y fruticulina A (3
mg/kg) mostro actividad antihiperalgésica inhibiendo el TNF-o (Piccinelli et al., 2014).
Nuestros resultados concuerdan ademas con la evaluacion del efecto antihiperalgésico del
extracto de AcOEt de S. divinorum (100 mg/kg) en la prueba de neuropatia por
constriccion del nervio ciatico, donde este efecto fue prevenido cuando las ratas
recibieron el antagonista opioide del receptor Kappa nor-binaltorfimina a razén de 1
mg/kg (Simon-Arceo et al., 2017). El extracto de las hojas de S. officinalis y sus
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componentes principales, los acidos rosmarinico y cafeico, mostraron eficacia sobre el
dolor neuropético inducido por la lesién por constriccion cronica del nervio ciatico en
ratones y se evaluaron conductas nociceptivas mediante pruebas mecanicas, quimicas,
térmicas y recuperacion funcional del nervio ciatico en diferentes intervalos de tiempo
(dia 0, 1, 7, 14 y 21). El extracto etanolico de S. officinalis administrado via oral (100 y
200 mg/kg) y sus metabolitos el &cido rosmarinico (10 y 20 mg/kg, i.p.) y &cido cafeico
(30 y 40 mg/kg, i.p.) produjeron una mejora significativa en la hiperalgesia mecéanica y
térmica, alodinia al frio y aumento del indice funcional ciatico en ratones (El Gabbas et
al., 2019). En conjunto estos resultados apoyan el potencial terapéutico de especies de
Salvia y sus metabolitos de naturaleza terpénica en el alivio del dolor, no sélo funcional

sino de manera relevante también en el dolor disfuncional.

7.4 Concentracion de citocinas inflamatorias en el tejido nervioso de ratas en el
modelo de FM
La patogenia de la FM no se comprende aun completamente. Las hipotesis establecen que

la predisposicion genética, los eventos estresantes, los mecanismos periféricos
(inflamatorios) y centrales (cognitivo-emocionales) interactian para crear una
inadecuada percepcion del dolor debido a modificaciones neuro-morfologicas “dolor

nociplasico™ (Sarzi-Puttini et al., 2020).

La activacion y regulacion de los patrones de citocinas estd implicada en una variedad de
estados patolégicos con cierta complejidad; por ejemplo, sepsis, artritis reumatoide,
espondilitis anquilosante, enfermedad de Crohn, esclerosis mdltiple y enfermedades de
la piel (Sommer y Kress, 2004). Por lo anterior existe la hipdtesis de que las citocinas
pueden estar involucradas en la generacion de dolor e hiperalgesia en condiciones

inflamatorias y neuropéticas (Bazzichi et al., 2007).

El concepto de comportamiento de enfermedad inducido por citocinas (Dantzer, 2004),
es un conjunto de cambios fisiolégicos y de comportamiento que experimentan los
pacientes durante el curso de una infeccion. Estos se consideran respuestas adaptativas
disefiadas para mantener la homeostasis durante la infeccién (Hart, 1988). Se ha
demostrado que los cambios de comportamiento se deben a los efectos de las citocinas
proinflamatorias en los objetivos celulares del cerebro, tras la estimulacion, el sistema
inmunitario secreta citocinas proinflamatorias que transmiten un mensaje al cerebro y

reorganizan las prioridades de comportamiento (Capuron y Miller, 2011). La inyeccion
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sistémica o central de IL-1B, IL-6 y TNF-a en animales induce un comportamiento de
enfermedad (Salvador et al., 2021).

Dado que los pacientes con FM refieren algunos sintomas similares a los del
comportamiento de enfermedad inducido por citocinas y en el modelo de FM inducido
por reserpina se ha reportado la modificacion de éstas (Cordero et al., 2014), en el
presente estudio se evaluaron los niveles tisulares de IL-1p, IL-6 y TNF-a en ratas con
FM que recibieron el vehiculo comparadas con las que recibieron tratamiento con

amarisolida A encontrando diferencias significativas en tejido nervioso.

Se sabe que la activacion del inflamasoma NLRP3 produce incremento en las
concentraciones de IL-1p (Cordero et al., 2014) donde productos naturales como el acido
feralico (30 mg/kg) generan un efecto inhibidor del inflamasoma produciendo un
descenso en las concentraciones de IL-1B (Doss et al., 2016). El tratamiento con
quercetina también inhibe de forma dosis dependiente la secrecion de IL-1B de
inflamasoma NLRP3 (Domiciano et al., 2017). Los resultados de nuestro estudio
refuerzan cambios en los niveles tisulares de IL-1p o IL-6 y TNF-a en ratas con FM,
principalmente en el caso de IL-1f y més limitados con IL-6 y TNF- o que pudieron
depender de las diferencias en condiciones experimentales establecidas en cada estudio.
Aunque es un hecho que los niveles de IL-6 en suero y plasma en pacientes con FM en
comparacion con los controles, no presenta una diferencia significativa (Wallace et al.,
2001).

7.5 Efectos adversos de sedacion y dafio gastrico
La sedacidn es considerada como un efecto adverso comun y relevante (Hall y Stanley,

2019) de farmacos analgésicos con accién central como los opioides debido a que la
activacion de los receptores opioides 1 y x provoca este efecto de manera dependiente de
la dosis (Trescot et al., 2008). Es importante mencionar que el extracto de AcOEt o
amarisolida A no produjeron el efecto adverso se sedacion a las dosis antinociceptivas
como se demostrd en la evaluacion de su actividad ambulatoria, la cual fue igual en
comparacion con el control. Las especies de Salvia se han caracterizado en la medicina
tradicional, no sélo por su actividad antinociceptiva, sino también por sus actividades
ansioliticas. No obstante, en nuestro conocimiento los metabolitos bioactivos de esta
accion depresora del SNC no se han explorado lo suficiente en estudios preclinicos o
clinicos. En contraste se han reportado efectos de tipo ansiolitico para el aceite esencial

de las partes aéreas de S. miltiorrhiza (100 y 200 mg/kg, p.0.) usando la prueba del
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laberinto en cruz en ratas (Song y Li, 2015). Mientras que este efecto también se observo
con el extracto hidroalcoholico (100 mg/kg, i.p.) de las partes aéreas de S. reuterana
(Rabbani et al., 2005) y las flores y hojas de S. elegans (50 y 100 mg/kg, p.0.) en ratones,
utilizando tanto la prueba de laberinto en cruz como el de campo abierto, donde la
actividad ambuladora no se modificd (Herrera-Ruiz et al., 2006). Un caso interesante fue
el observado en hojas de S. divinorum mediante un estudio de electroencefalografia en
ratas, donde se produjo actividad depresora y potenciacion del suefio inducido por
pentobarbital sodico. S. divinorum se prepar0 y evalué como extracto de hexano, AcOEt
y metanol (10, 30 y 100 mg/kg, i.p.), donde sus efectos centrales se enfatizaron por la
presencia de diterpenos como las salvinorinas aisladas del extracto de mediana polar
(Gonzélez-Trujano et al., 2016).

7.5.1 Dafio gastrico
El dafio gastrico es uno de los efectos adversos comiunmente observado en el consumo de

analgesicos del tipo AINEs, ello se debe en parte a la inhibicion que éstos causan sobre
la produccién de PGs a través de la COX 1, enzima que también se encarga del
mantenimiento de la integridad de la mucosa gastrointestinal (Sostres et al., 2013). En
estudios previos donde se han evaluado especies de Salvia se ha descrito que el extracto
hidroalcohdlico de S. officinalis en un modelo de lesion gastrica inducida por etanol DEso
84 mg/kg. La Ulcera inducida por &cido acético y la acidez total de la secrecion gastrica
también se redujeron, el carnosol fue identificado como un posible componente activo
para el efecto gastro protector de este extracto (Mayer et al., 2009), S. plebeia se evalud
mediante dos ensayos inducidos por lesiones gastricas, HCI/EtOH e
indometacina/betanocol en ratones. El extracto de MeOH y su fraccién EtOAc fueron
efectivos, el acido rosmarinico aislado de S. plebeia fue activo en el mismo método a 10
y 20 mg/kg (Nugroho et al., 2012). Estos resultados refuerzan las propiedades

terapéuticas de S. amarissima, asi como la ausencia de dafio gastrico como los AINEs.

7.6 Dosis letal media
Debido a que el tratamiento con el extracto o amarisolida A no produjeron efectos

adversos en dosis antinociceptivas eficaces, también se exploraron dosis reportadas como
toxicas para diversas substancias. En dicha evaluacion de toxicidad aguda se
administraron dosis altas que permitieron corroborar que es una especie segura para su
uso medicinal ya que se calculé una DLsg mayor a 2000 mg/kg, la cual la coloca en una

categoria 5 en el sistema de clasificacion globalmente armonizado, indicado como
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producto quimico no toxico (OECD, 2002). Adicionalmente se ha reportado la toxicidad
aguda de la infusion de S. amarissima (5 000 mg/kg), la cual no produjo muertes en
ratones en un estudio sobre el efecto anti-hiperglicemiante de esta especie (Flores-
Bocanegra et al., 2017). Los extractos de acetona, metanol y acuoso de S. purpurea (2
000 mg/kg) tampoco produjeron muertes en ratones en la prueba de toxicidad aguda
(Cuevas-Morales et al., 2022), en conjunto estos datos ofrecen informacién del amplio

indice terapéutico de especies del género Salvia.

8. Conclusiones
Los resultados de esta investigacion integran evidencia cientifica preclinica que

demuestra que diterpenos de tipo clerodano aislados del extracto de AcOEt de S.
amarissima, tal como amarisolida A, producen efecto antinociceptivo en modelos de
dolor nociceptivo, inflamatorio y disfuncional. Ello involucrando la participacion de
receptores inhibidores de tipo opioide y 5SHT1a de serotonina, ambos receptores acoplados
a la via de sefializacion clasica del AC-AMPc, asi como actividad antiinflamatoria
mediada por citocinas, esencialmente IL-1p. El que el extracto y amarisolida A hayan
producido eficacia antihiperalgésica y antialodinica en un modelo de dolor disfuncional
como lo es en fibromialgia se soporta por su accion en maltiples blancos terapéuticos del
dolor y como analgésico y anti-inflamatorio de amplio espectro no asociado a efectos

adversos relacionados con los analgésicos de la clinica clasicos de tipo AINE y opioide.

9. Perspectivas
eContinuar con el estudio fitoquimico de los componentes de naturaleza polar de S.

amarissima para elucidar la identidad de éstos.

eEvaluar el efecto del extracto de etilo y amarisolida A en otras comorbilidades o
afecciones del sistema nervioso central, tales como trastornos del suefio, disfunciones
cognitivas, depresion, ansiedad, epilepsia.

eRealizar combinaciones del extracto, fracciones o compuestos puros con farmacos
utilizados en la clinica con diferente mecanismo de accion para producir interaccion
farmacoldgica sinérgica a fin de generar opciones terapéuticas para el dolor disfuncional
tipo FM.

eldentificar otros posibles mecanismos de accion tanto del extracto de S. amarissima

como de la amarisolida A.
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Resuits: EfQAc (0.1-10 mgkg) of 5 circimatn Cav, showed a dose-dependent and significant antinociceptive
activity, associated in part with the presence of a nee-clerodane glycoside amarisolide A (0.01-1 mg/Qg), in the
neuragenic and inflammatory phases of the formalin test, Central action of both treatments was corrobarated in
the plantar test, whereas anti-inflammatory effects were confirmed with the extract (1 and 10 mg/kg) and
amarisolide A (1 mg/kg) in the carrageenan-induced edema test, An opisid mechanism in both treatments, and
the TREV1 recepoor modulation in the extract were involved, No acute toxicity and adverse effects were noticed
with the extract and pure compound in comparison to the reference drugs.

Concluzion: These results provide preclinical evidence of the ethnopharmarcological antinociceptive 5. drcinnacn
Cav. properties, in which the neo-clerodane diterpene glycoside amarisolide A was partially responsible
involving the participation of the opicid receptors, while TRIV] receptor modulation was implicated in the anti-

Salvia amartsima
TRIV receptars

Abbreviations: Economic Cooperation and Development, OECD; Ethyl acetate extract, EtQAc; High Performance Liquid Chromatography, HPLC Maximum
possible effect, MPE; Naltrexane, NTY; Mon-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs Phosphate Buffer Solution, PES; Tramadol, TR; Transient receptor vanilloid
potential 1, TREV; Ulravielet, UV,
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inflammatory activity may be bacausa of the presence of other constiments. This information supports the use of
this species In folk medicine for pain therapy.

1. Introduction

According to the International Association for the Study of Pain, it is
defined as an unpleasant sensory and emational experience associated
with, or resembling that associated with, actual or potential tissue
damage {Rajo et al,, 20200, Pain, matnly in its chronie form, is a com-
mon, comples, and distressing problem that has a profound impact on
individuals and society (Mills ot al., 2019). This worldwide problem
affects from 25 to 29% general population; however, it has been re-
ported & prevalence range from & to §0%. Those discrepancies are due ro
methodological controversies regarding the definition of chronicity
{Covarriblas-Gomez  al,, 2000),

Undesiralle effects due 1o the own analgesic drugs administration
are the cause why people feeling pain abandon their treatment, espe-
cially in chronic use (Bacchi et al., 2012). Despite the non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are one of the most widely pre-
seribed medication in the world to alleviate pain and inflammation, they
are closely associated to complications in the gastrointestinal, cardio-
vasciilar and renal systems (Sostres of al, 20000 Whereas opiold use,
both short term and long term, is associated with a high rate of multiple
adverse effects, such as sedation, respiratory depression, cough sup-
pression, reduced intestinal motility, neusea, vomiting and urinary
retention. Tolerance to the opicid effects and both physical and psy-
chological dependence may also be developed (Druthic and Nimmo,
19873, Thus, Anding new therapeutic alterpatives for treating pain and
inflammatory conditions ave an important challenge to inerease the
quality of life of humanity.

For pain therapy, medicinal plants are a source of raw material to
obtain new maolecules of pharmacological interest (Kriialk, 19913 Riv-
era-free et al., 2003). For example, the analgesic drugs acerylsalicylic
acid (Jack, 1997; Szezeklik, 2006) and morphine (Hudlicky et al,, 1995;
Kelshiamurth and Rao, 2006}, Mexieo 13 the main eenter of diversity and
diversification of Safvia (Martines-Gordillo et al., 2013) and it has even
served as a source to spread Salvia o South America (Jenks and Kim,
201 3) used with ethnomedical purposes to alleviate a wide variety of
ailments, including those of the central nervous system (Imar di
and Hosseinzadeh, 2006; Jenks and Kim, 2013 Hamidpour et a :

et al, 2008), It is the case of § circinnata Cav, (syn, 8, amarissima
Ofltgiﬂ, named as “lor azul” (blue lower), which is attributed te a cold
state used as bath (decoction) for a set of symptoms that include muscle
ache, pain in a hand or foot (which makes movement difficult), hip pain
and back pain (caused by falls, blows or by carrying heavy loads) or
some derived from stomach problems. In rheumatism, the symptoms are
pain in the bones, tendons and joints of the feet, knee pain, cramps and
cold feet (Gareia-Herndndes el al,, 2015),

Nature of Boactive metabolives for pain therapy is an important
point to consider, sinee alkaloids show high potency malking difficult
their dosage management because of the risk of adverse effects (Duthie
and Nimmo, 1987), Flavonoids are considered safe biomolecules in a
wide range of doses, but their potency and efficacy to alleviate pain are
moderated (Ferraz e al, 2020), Terpenoids are biomolecules which
have demonsteated an interesting pharmacological response with a
moderate range of doses and possible searce adverse effects in the
management of paln for example, some of the neo-clerodane chemical
structure [Simor et al., 2017, Moreno-Pérez et al., 2019; -
Mendoza et al 2020).

Despite the great importance that Sabvia circinnare Cav. has as a
medicinal plant widely used in Santiage Huauelilla, Oaxaca and other
regions of Mexics in pain reliel and inflammatory affections, there is not
enough seientific information to corroborate it In a preliminary study, it
was demonstrated its efficacy to reduce abdominal pain (Moreno-Perez

acomuleo-Flores et

et al., 2019). However, there is no preclinical evidence of its pharma-
cological spectrum of activity in another type of nociceptive pain. For
this, in the present study, different extracts of increasing polarity were
sereened in the formalin test to identify the most bioactive fraction and
one responsible metabolite, Antinociception at central level and
anti-inflarmatory activity were conlicmed using plantar test and the
carrageenan-induced edema and histology analysis, respectively, Com-
mon adverse effects observed in clinic analgesic drugs and the partici-
pation of opicids and TRPV] receptors as possible mechanism of action
were also explored in the bioactive extract and metabolite of this plant
species used in folk medicine to alleviate pain.

2, Materials and methods
21. Plant material

A circinnata Cav. (syn. Salvio amarissima Ortega) (Lamiaceae) was
collected in August 2018 in the locality of Santiage Huauclilla, Oaxaca
in Mexico, A voucher specimen was identified by Taxenomist Dr Martha
J. Martinez-Gordillo and deposited in the IMSS Herbariiim of Mexico
City, Mexico, with the number 16360,

The plant material was dried at room temperature and then finely
ground. Then, 50 g of this material was processed by maceration in
organic solvents in increasing polarity {150 ml) in order to prepare
several fractions with constituents of different chemical nature obtained
as erude extracts with a corresponding yleld as follows: hexane 0,26 g
(0.52%), dichloromethane/methanel 3.63 g (7.26%), ethyl acelate
[EtOAc) 2.31 g (4.62%), acetone 2.22 g (4.44%), and methanol 4.88 g
(9.76%). These conditions were chosen from previous analysis in the
laboratory and those reported by Flores-Bocanegra f al. (2017} and
Maldonado er al. (1996). Macerated from exposition to each organic
solvent was obtained after 72 h (for three successive times), flirated and
then, the solvent was eliminated using rotatery evaporation in a Blichi
R-210 equipment (BUCHI Latinoamérica 5, de RL. de V., Mexico,
City).

An squeous extract was also prepared by decoction of dry material
(50 g) in boiling water (200 mL) for 10 min. Then, filtered and lyophi-
lized to obrain a brown pewder with a vield of 5.13 g (10,26%).

£2 High performance liquid chromarography (HPLC) analysis

Crude extracts were analyzed using samples of 5 mg each dissolved
in methanol (1 mL). Amarisolide A was prepared in a concentration of 1
mg/mL. After fltration in a 0.22 pm (filters GHP, Acrodisc 13, Waters),
samples were injected into an equipment UPLC Waters Acquity-H class
firted with a photodiode arvay detecror (UPLC, Acquity Waters,
Singapore). Data were processad with an Empower chromatographic
software verslon 3 (Waters, Milford, MA, USA) under the following
conditions: volume of injection of 10 pL, column: Symmetry C-18 (150
« 4.6 mm, 5 mm, 100 A (Waters, Ireland) with thermaostat at 35 “C. The
mobile phase consisted of acetenitrile/water acidified 0.1% phosphoric
acid, v/v), The initial gradient mixture was 700(AR30%(E)Y, The con-
centration of solvent B was gradually increased to 100%, Finally,
gradient returned to the initial concentrations (70%: 30%) in a toral time
of 12 min at constant flow rate of 0.7 mL/min and a UV detection at 254
nm.

A continuous peak of an abundant metabolite was detected in the
chromatographic profile of medium polarty crude extracts, where
EtOAc extract was the one showing the major abundance at this peak
(Fig. 1) Thus, the EpOAc extract (25 g} was chosen o perform an open
column chromatography te isolate and purify the abundant compound.
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Two hundred and fifty sub-fractions were obtained from the open col-
umn chromatography. Thin-layer chromatography (TLC plates 3.5 = 7
cm in a mobile phase of EtQA: methanol 95:5) allowed to group similar
aof them in 8 pools, The abundant metabolite was detected in medium
polarity pools as an intense purple spot revealed with anisaldehyda
sulfuric acid spray reagent (Wagner and Bladt, 1996). After isolation and
purification of white crystals with a yielded of 5.03%, a neo-clerodane
diterpene glycoside was identified as amarisolide A compared with a
pure standard in the HPLC analysis.

3, Experimental pharmacology
3.1. Animals

Male Swiss-Webster mice {25-30 g) and male Wistar rats (200-230
£} were used in groups of at least & animals (enly male animals were
uged in the study essentially to malntain 2 homogeneous endocrine
experimental condition). Animals remained in vivarium in acrylic boxes
with aceess to water and food ed likinen with a controlled temperature
(22 + 2 °C) until experiments began. Guidelines established from
hinethical committee at local institution (CONBIOETICA-09-CEI-01-
20170316), as well as national (NOM-062-200-1%99) and international
for care amd use of laboratory animals were followed, This research was
approved alse for the research committee in the National Institute of
Psychiatry Ramdn de la Fuente Muniz (No. NC123280.0 and
WC17073.0)

3.2 Drugs and reagents

Indemethacin, naltrexone and carrageenan were purchased from
Sigma-Aldrich Co. Tramadol was obtained from Amasa S.A de CV.
laboratories and morphine by Laboratories Pisa SA de CV (Mexico, City).
The 3,6-dihydro-3"-(trifluoromethyl):N-[4=[(rifluoromethyl sulfonyl]-
phenyl]-[10200),2"bipyridine]-4-carboxamide (A 784168) was pur-
chased by TOCRIS Bioscience (Bristol) and dissolved in 0.1% DMSO/
Milli} water. The solution for the plethysmometer was BBe-97, Omano
(Italy). All drugs were dissolved in milliQ) water, The reference drugs and
treatments were administered intraperitoneally (ip.) in a volume of 0,1
mLA10 g or 100 g of body weight, meuse or rat, respectively, Vehicle
group received isolonic saline solution (0.9% NaCl) in the same volume
and by the same route of administration. As algogenic agent 1% formalin
{Baker) solution was used. Drugs and reagents were freshly prepared the
day of the experiments, The organic extracts were resuspended in 0.2%
tween B0 in milliQ) water or simply water in the case of the aquesus
extracts, both evaluated as the corresponding vehicle.

4. Experimental design

4.1, Anfinocicepitive and anfi-inflammartary activity

Formalin test. This method was like that deseribed by Honshaar etal
[1986), Mice were injected with 20 pL of 1% formalin into the plantar
surface of the right hind limb. Immediately, the number of flinches
performed with the injected mouse paw were counted as a nociceptive
response. This test consisted of two periods of behavior evaluation, an
early phase known as central or neurogenic (from 0 to 10 min), and the
late phase described as an inflammatory or central-peripheral stage
registered from 10 to 30 min after administration after algogenic agent
formalin,

A sereening to select the most active extract was done by testing a
dosage of 10 mg/kg, i.p. of extracts of 5 circinnare from different po-
larity. This dosage was considered as a reference from the preliminary
study using an abdominal pain model (Moreno-Perez et 2019). Then,
4 dose-antineciceptive response analysis in the formalin rest was
completed with the selected crude extract using doses in logarithmie
increase (0.1, 1 and 10 mgskg, i.p). Effects on the neurogenic and
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inflammatory phases were confirmed in the plantar test and
carrageenan-induced edema, respectively.

After chromatagraphic analysis, the abundant metabolite was puri-
fied and identified as a neo-clerodane diterpene glycoside, previously
characterized as amarisolide A (Moreno-Péres e al,, 2019), This com-
pound was evaluated at doses of 0.01, 0.1, 0.3 and 1 mgskg, i.p., in the
formalin test. The rationale of this range of doses was to obtain anti-
nociception between 20 and 80% to calculate an effective dose fifty
(ED50).

As a possible mechanism of action, a participation of the opioids or
TRPVI receptors in the antinociceptive effects of the EnDA¢ extract (10
mygkg, Lp) and amarisolide A (1 mgskg, Lp) was explored in the
presence of the antagonists naltrexone (1 mgskg) or A 784168 (1 mg/
kg, which were administered fifteen and 20 min before antinociceptive
treatment, respectively.

4.2, Plantar test

To confirm central antinaciceptive effect of the Ei0Ac extract and
amarisolide A, nociception was Induced by a thermal stimulus using
radiant heat with the Hargreaves apparatus (Ugo Basile, meodel
37370-001) (Harg e et al, 1985), The stimulus was a beam emitted
by a caloric source with an intensity of 60 Hz with a cutting time of 20 5
to avoid tissue damage in the right hind limb. This test was repeated 3
times with a space of 3 min between each measurement. Dita were
expressed as the percentage of the maximum possible effect (MPEY)
comparing treatment (1%) vs vehicle (veh) and calculaved as follows:

MPES = 1 Tx latency-Veh laeney W maximum cutting time-Weh latency ) < 1060

4.3. Corrogeenan-induced edema test

In order 1o corroborate an anti-inflammatory activity, as suggested
by data from the second phase of the formalin test, the effect of the
extract (1 and 10 mg/kg, Lp.) and amardsolide A (0.1 and 1 mgkg, Lp)
was evaluated in the edema induced by subplantar injection of 50 uL of
1% carrageenan into the right hind limb of rats, Edema was expressed as
the increase in the volume of the limb (mL) after the carrageenan in-

Jection. It was measured by registering the volume displacement pro-

duced by the immersion of the inflamed rar paw in a plethysmometer
(Ugo-Basile, 1taly). This test is typleally used o follow the evolution of
the inflammatery response. For this, the baseline value was taken
immediately before the carrageenan injection. Then, edema volume was
registered every 30 min for a period of 4 h. Finally, a register was done
24 h after the administration of carrageenan. Once the carrageenan test
was concluded, animals were enthanized to obtain their stomachs to
gastric damage observation, and both posterior extremiries for histo-
logical analysis.

4.4, Histological analysis

After the carrageenan test, all animals were cuthanized to dissect the
left and right hind-limbs, which were washed with phosphate buffered
saline (PBS) to remove excess fat and connective tissues. All samples
were fixed in neuteal buffered 4% formaldehyde solution, After & days,
the excess formaldehyde solution was rinsed with PES and the skin and
hone were removed from the hind-limbs, Then, they were eryoprotected
with 30% sucrose for three days. After that, samples Tissue-Teki-
embedded were frozen to obtain 20 pm thick sections using a Kedee
cryostat (Kedee KI-2950). Masson's trichrome staining was performed
following the commercial kit instructions (Hycel, Guadalajara, Méxical,
Each slide was then examined with a Leica microscope {Leica DM
1000LED, Werzlar, Germany) and qualitative analyzed with Leiea
Microsystems Framework va.7 software (Leica, Wetslar, Germany).
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Images were taken randomly in each slide under a » 20 magnification.
5. Adverse effects and toxicity

5.1, Sedative effects

Sedation is an adverse effect commonly observed in the depressant
ity produced by opioid analgesics. Therefore, ambulatory activity

ice was evaluated 30 min after the EtCAc extract or amarisolide A
administration using the open field test, For this, mice were individually
placed into a box divided in 12 squares (10 em = 10 cm) 1o register the
number of squares explored by each animal in a period of 2 min. After
this test, animals were placed into an acrylic cylinder to count number o
lifts showed on the hind limbs for & period of 5 min (Hiller and Zetler,
1996). The significant decrease in the explorative activity was an
indicative of sedative effect.

5.2 Gastric domoge

After each stomach was dissected, they were filled with 10 mL of
1% formalin and fixed for 10 min. Then, each stomach was opened by
the greater curvature and washed to remove residues, Finally, the
stomachs were scanned to observe possible gastrie lesions and compared
to those produced by indomethacin, a NSAID reference (Whitle, 1977

5.3, Acute roxiciry

Toknow the toxic dose of the EiOAe extract, mice were treated with
a maximal dosage of 2000 mg kg, i.p. according to the indication of the
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD,
2001 ). If 100% of animals died at & dosage of 2000 mg/kg, lower doses
should be explored at 1000, 100 or 10 mg kg, i.p. using a minimal
number of mice according to the method described by Lorke (1953).
Mice surviving in each dose were kept under observation for the
Tollowing 14 days. Both, weight and signs like ambulatory activity were
registered. At the end of the period of observation, mice were euthanized
for macroscopic evaluation. The median lethal dose (LDS0) is calculated
with the genmetric average of doses producing 0% and 100% of death
(Lorke, 1983).

5.4. Statistical analysis

Diata are expressed as the mean + S.E.M. of six repetitions. Data from
the temporal course curves were evaluated by a two-way analysis of
variance (ANOVA] followed by post-hoe Tukey s i-test, The area under
the curve (AUC) was caleulated by the trapezoidal method to build the
dose-response graphics, These data were analyzed by a one-way ANOVA
followed by post-hoc Dunnett’s test or Tukey's test. Statistical analysis
was done using GraphPad Prism version 8.0.2 for Windows (GraphPad
Software INC, La Jolla, CA, USA). A p < 0,05 was considered to declare
significant difference,

6. Results
6.1, Presence of amarisolide A in the crude exiraces

In Fig. 1, the peak of amarisolide A is depicted in the chromato-
graphie profile as the comman and most abundant metabolite observed
in the retention time of 7.05 min at wavelength 256 nm (g 1)

Antinociceptive effects of 5 crcinnarn Cav. crude extracts in the
neurogenic and inflammatory phases of the formalin test.

In the preliminary screening using 1% formalin intraplantar, the
temporal course curves allowed to identify that all extracts of different
polarity of 5 circinnata significatively decreased nociception from the
first minute of the neurogenic phase and in the entire period ef the in-
fNammatory phase. However, EtOAC extract was the most active among
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the all the extracts evaluated (Fiz. 2A, Treatment F8,50 = 126.10, p =
0.0001; Time F2,98.149 = 75.93, p = 0.001; Interaction F48,300 =
679, p < 0.0001],

Mociception calculated as an area under the curve (AUC) from the
temparal course curves allowed to deseribe and compare the significant
reduction in this response in the presence of the EtOAC extract in coms
parizon to all the extracts and reference drugs. As observed in F
EtOAc extract resembled the antinociceptive effect of the reference drug
merphine (1 mgskg) in the neurogenic phase (FB,50 = 1862, p =
0.0001) and tramadol and the aquesus extract (AQI0] in the inflam-
matory phase (Fig. 2C, FE50 = 77,63, p < 0,0001),

Based on the comparative screening, the EtOAc extract was selected
as the most active to build its dose-response plot using doses of 0.1, 1
and 10 mgskg, i.p. Whereas, the identified abundant metabolite amar-
isolide A was evaluated &t doses from 0.01 to 1 mg/kg, i.p. in a loga-
rithmie increase. The extract produced a dose-dependent response with
an EDS0 = 0.77 mg/kg, ip. and statistical significance from 0,1 mg kg
e reach a maximal inhibition at a desage of 10 mgskg, ip., in both
neurogenic (g 3A, F433 = 2115, p < 0000010 and inflammatory
(Fig. 5B, F4,33 = 65.92, p < 0.0001) phases of the formalin test.
Amarisolide A at a dosage of 0.3 and 1 mg/kg produced the same sig-
nificant respense in the neurogenic phase (p < 00001} (Fig. 2C F7,41 =
6,93, p < 0.0001). While, better effect of amarisolide A was obtained in
the inflammatory phase (Fig. 3D, F7,41 = 16,96, p < (LOM1), A sig-
nificant response was abserved from doses of 0.01 and 0.1 mg/kg (p <
0.05) that increased in a dose-dependent manner when doses of 0.3 and
1.0 mg/kg, i.p. were tested (p < 0.0001). These responses resembled the
effect of morphine (1 mg/kg, i.p.) (Fig. 500,

Opinid and TRPY1 receptors involvement in the antinociceptive ef-
fects of 5. circinnata Cav. and amarisolide A in the formalin test.

Antinociceptive effect of morphine was avoided in the presence of
the opioid antagonist naltrexone, whereas naltrexone alone did not
medify the formalin-induced nociception in any phases (Fig. 4A and B,
respectively). In contrast, the TRPV] antagonist A 784168 per se pro-
duced slight antinociceptive effect only in the neurogenic phase. The
antinociceptive effects of the EtOAc extract (10 mg/kg, ip.) in the
neurogenic phase was partially aveided in the presence of both
naltrexone and A 784168 (Vg 44, F5,34 = 9.37, p < 0.001). Whereas in
the case of amarisolide A, its antinociceptive effect was not modified in
this phase (Fig. 4A). Regarding the inflammatory phase, naltrexone, but
not A 784168, partially decreased the antinociceptive effect of both the
EtTiAc extract and amarisolide A (Fig. 4B, F5,34 = 18,40, p < 0.00401).

6.2 Antinociceptive effect in the plantar test

A ceniral action in the anfinociceptive effect of the ErAc extract and
amarisolide A was corroborated using the plantar test in rats, A signif-
leant antinociceptive response was reglstered as maximal possible effect
[MPE%) using the extract (1 and 10 mg-kg, i.p.) and amarisolide A (0.1
and 1 mgskg, i.p.) to obtain a response of 2263 + 5% and 25.24 +
5.24% or 28.19 £ 5.63% and 65.98 + 5.86%, respectively. These effects
were similar, or even better in the ease of 1 mg/kg of amarisolide A, to
that observed with indomethacin (20 mg/kg, i.p.) in comparison to the
vehicle group (Fig, 5, F5,30 = 12,83, p < 0.0001).

6.3 Carrage

induced inflamimation test

The EtAc extract at a dosage of 1 mg/kg, Lp., did not modify the
inflammatory response induced in the presence of carrageenan in the
first 4 h of observation. In contrast, a significant diminution in inflam-
mation was reached at this dosage after 24 h (Fiz. 6). When dosage of the
extract was increased at 10 mg/kg, i.p., it showed significant diminution
in the inflammation response from the first 2 h, This significant effect
remained wntil the last register at 24 h resembling that obtained with
indemethacin (20 mgsg, Lp) (Fig &) The significant anti-
inflammatory effect of the reference drug began from the early 90 min
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— R Dunnatt’s test. *p < 0L05, “**p < 0.001,
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after carrageenan injection (Fig. &), In the case of amarisolide A, a 6.4, Histological analysis
dosage of 0.1 mg/kg did not produce effect in the entire period of

evaluatien (Fig, 6. However, its dosage of 1 mg/kg showed a significant Microphotographs in Fig. 7A showed the muscle fibers of lefi and

response after 24 h of weatment and carrageenan admindstration (g 6, right hind-limbs of rats recelving intraplantar injection of carrageenan,

Treatment F5,30 = 11.21, p < 0.0001; Time F3.30,9905 = 77.13, p < Left hind limbs were used as control group (without inflammation}), in

0.0001; Interaction F40,240 = 3.85, p = 0.0001). which it is possible to notice the intact muscle fibers. In contrast, on the
&
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b

Neurogenic Phase
AUCg.1g min)
82 & 8 8

L]
g

Inflammatory Phase
AUC (1530 min)
2 8

Treatment (mg/kg, i.p.)

Fig. 4. Antinociceptive effects expressed as neurogenic (AUCK-10 min) (A) and
inflammatery (AUCI0-30 min) (B) phases of the 1% formalin in mice receiving
vehicle (VEH, i.p.), marphine (MOR, 1 mg/kg), nalrexane (NTX, 1 mg/kg), A
TH4166 (TRFV1, 1 mg/kg) alone and in the presence of the 5 circimarn Cav.
athyl acetate extract (EtOAc, 10 mg/kg) or amarisolide A {1 mg/kg). Data are
expressed as the mean + 5. EM. of six repetitions. One-way ANOVA followed by
post-hoc Dunnett's test. *p < 0005, **p < 0.01, ***p < QOD1, ™ p < 0.0001.

right hind-limbs obtained from rats injected with the algogenic agent to
pro<luce edema, atrophic muscle fibers were observed in different ex-
tents due to the excessive collagen proliferation. Major atrophy in
muscle fibers was noticed in rats receiving vehicle and carrageenan, this
inflammatory damage was reduced in the presence of indomethacin
showing a preservation of the muscular fibers, reduced edema and no
cell infiltration. In a similar manner, both doses of 5 circinnate Cav.
EtDAc extract in a dose-dependent fashion (1 and 10 mg/kz, ip)
inhibited tissue damage reducing edema and cell infiltration induced by
carrageenan injection (Fig, 7A), Similar effect was observed in the case
of amarisolide A at a dosage of 1 mg/kg, Lp., where museular fibers were
observed more preserved with reduced edema, but cell infiltration
remained at 24 h of the evaluation. No changes were obtained with a
dosage of 0.1 mg/kg (Fiz. 7TAL

. Adverse effects and acute toxicity
7.1. Sedative evaluation for the Ef0Ac exiract and amarisolide A
Ambulatory activity of mice administrated with the ethyl acetate
extract and amarisolide A did not show significant differences in com-

parisen to animals receiving vehicle as evaluated in the open-field and
cylinder exploration (data not showed).
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801 *kkk

EtOAc extract Amarisolide A
Treatment (mg'kg, i.p.)

Fig. 5. Antinociceptive effects of the ethyl acetate extrace (EtDAc, 1 and 10
mg/kg, i), amasisalide A (0.1 and 1 mg/kg, ip.) or tramadol (TR, 20 mg/kg,
i-p.) expressed s the percentage of maximal possible effect (MPE%) in com-
parison to the vehicle (VEH) group in the plantar test in rats, Data are expressed
s the mean + SEM, of six repetitions, One-way ANOVA followed by posthoc
Dunnett's test, **p < 001, ****p < 0,0001.

@ Vehicle (VEH]
0 ElOAc extract 1 mgikg
B ExDdc cxtract 10 mglkg

£r Aemarisolide & 0.1 mofhg
o Amarisolide A 1 mokg
omnmum

=

E _

a ' &

E -

2 1

o e

9 - B
3 reew
—
24h

Time (min)

Flg. 6. Temparal course curves (TCC) of the Inflammanory response induced in
the presence of carrageenan show the effect of the & circdnnata Cav, ethyl ac-
etate extract (EtQ0Ac, 1 and 10 mgrkg, i.p.), amarisolide & (0.1 and 1 mg/kg, L
p) and indomethacin (INDO, 20 mg/kg, Lp.) In comparlson to the vehicle
group. Daca show the velume (ml) of the inflamed paw evaluated sach 30 min
In a perlod of 4 b, with a final reglster at 24 b after carrageenan administration.
Data from TCD were analyzed by two-way cepeated-measures ANOVA [ollowed
by post-hoc Tukey's multiple comparisons, *p < 005, **p < 0,01, ***p <
001, “**p < 00001 for six repetitions, VEH — vehicls,

7.2 Gasmic damage

Alfter macroseople evaluation, it was observed that stomachs from
animals receiving the reference NSAID drug indomethacin showed typic
hemorrhagic ulcers (7B-a). Whereas, gastric tissue obtained from mice
receiving the ethyl acetate extract (1 and 10 maskg, Fig. 78 and © and
7B-d) or amariselide A (0.1 and 1 mg/kg, Fig. 76 and VB did not
show any presence of gastric damage that resembled the tissue obtained
from vehicle group (Fig, 7B-f).

73 Acute toxicity

The acute toxicity was explored using the Lorke method (1983) 10
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INDO (20 mg/kg i.p)
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Carrageenan 50 pl
Right hind-limb
risolEo_A

10 mglKg

7o

EtOAc (1 and 10 mg/kg, i.p.)

hs of anti-i

Fig. 7. Microph

Amarisolide A (0.1 and 1 mg/kg, i.p.)

y effects of the $. circtnnara Cav. ethyl acetate extract (1 and 10 mg/kg, i.p.), amarisolide A (0.1 and 1 mg/kg, i.p.) and

the reference drug indomethacin (INDO, 20 mg/kg, i.p.) compared to the vehicle in the histological analysis after carrageenan-induced edema in the rat right hind-
limb (A). Notice that red arrows indicate cell infiltrate and green arrows show the atrophic muscle fibers. A representative microphotograph of an intact left hind-

limb shows the non-inflamed tissue taken as control. p grap

showed Lhe

of b hagic ulcers induced by indomethacin (20 mg/kg, i.p.) (B-a).

In contrast to the absence of gastric damage in from mice

ng vehicle (B-b), S. circinnata Cav. ecthyl acetate extract (1 and 10 mg/kg, i.p., B-c

and B-d) or amarisolide A (0.1 and 1 mg/kg, B-e and B-f). (For interpretation of the nel'emm:es to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version

of this article.)

calculate a lethal fifty dose major to 2000 mg/kg, without affection in
the weight nor macroscopic tissue changes in mice.

8. Discussion

In a preliminary study, the analgesic properties of S. circinnata Cav.
were explored using an abdominal pain model (Morcno-Perez et al.,
2019). In the present study, we extended the knowledge of the anti-
noclcepnve spectrum of activity of S. circinnata Cav and the
neo-clerod diterp glycoside de A using di noci-

ceptive and inflammatory pain models reinforcing central and

peripheral actions. Since mechanism of action for the S. circinnata Cav.
antinociceptive effects has not been previously reported, in this study, it
was explored the participation of opioids and TRPV1 receptors as targets
for pain therapy (I.ee et al., 2019),

A significant antinociceptive effect of this specles was observed in
several extracts obtained from different polarity. However, major ac-
tivity was showed in the EtOAc extract that also demonstrated major
presence of amarisolide A in the chromatographic profile. Anti-
nociceptive activity of the medium polar extract of S. circinnata Cav.
agreed with other reports of Salvia species (Jenks and Kim, 2013).
S. aegyptiaca acetone extract (2502000 mg/kg) (Al-Yousul et al,, 2002)
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and 8. officinalis  butanol extract  (10-316 mgskg)  showed
dose-dependent antineciceptive effect in both phases of the formalin test
(CQnais et al., 2010). Whereas, a chloroform extract from S, wiedemannii
aetial parts produced antinociceptive effects in the tail-flick and
writhing tests in mice (Ustun and Sezil, 20011

Terpenic nature of several constituents has been involved in the
antinociceptive effects of Salvia species, such as eamirin, carnosol,
oleanolic acid and ursolic acid already studied in different pain models
(Baricevic et al., 2001; McCurdy et ¢ tal., 2012; Park
et al., 2013; Nile ef al.,, 2016; A , 2015; Thirupathi et al,,
2007 10 is important to mention that neo-clergdane terpenes have
shown potential antinociceptive activity (Li o0 al., 2016), for example
salvinorin A (Simdn-Arceo et al., 2017; Tlacomulco-Flores et al., 20200,
7-keto-neoclerodan-3,13- 19:15,16-diolide  diterpene  (Ortiz-
Men » et al. 2020) or amarisolide A- These have required minimal
duoses to produce central analgesic effect like some alkaloids, However,
alkaloids are potent analgesics but associated with adverse effects. All
these data allow to know the influence of constituents of terpenic nature
in the curative effects of Solvio species for pain affections.

Mechanism of action for the 5. circinnata Cav. antinociceptive effects
has not been previously reported. Opioidergic neural circuit is one of the
most impontant pathways invelved in the modulation of descending
nociception and target of natural products (Hernandez-Leon et al,
2016), In this study, a selective blocker of opioid receptors produced
partial inhibition of the antinociceptive effect of the ErDAc extract and
amarisolide A. Participation of opioid neurotransmission in the anti-
nociceptive effects of medium polar extracts of Salvia species has been
previously reported, such as in the case of 5. officinalis {Qnais e al.,
2000y and & divinorume (Tlacomuleo-Flores ef al., 2020). In the anti-
nociceptive effect of 5 divinarum there was also an involvement of a
neg-clerodane  terpencdd  like salvinorin A (Lamb eo ool 20032
Simdn=Arceo et al,, 2017; Tlacomuleo-Flores et al., 20200,

Regarding TRPV1 recepror, it is a relevant therapeutic target
involved in nociception expressed in primary afferents (Immbe and
Gavva, 2006). TRPV] receptors activation alse sends an efferent signal
at pesipheral terminal via secretion of inflammatory agents, causing
local neurogenic inflammation with vasodilation and edema which leads
to increased eapillary permeability (Julios, 2005) In this study, A
784168 produced antinociceptive response per se in the neurogenic
phase of formalin reinforcing its action as a potent and selective TRPV1
receptor antagonist that possesses good brain penetration (Cui er al |
2006), Its presence partially avoided the antinociceptive effects of the
EtOAe extract but net those of amarisolide A, remaining its own anti-
nociceptive response in the neurogenic phase, These results suggest
participation of this receptor in the central effect of the EIOAC extract,
where amarisolide A is an important bicactive compound of 5. circinrata
Cav. but not the unique responsible to its antinociceptive activity. Thus,
several mediators can be involved in its pharmacological effect at cen-
tral and peripheral levels to alleviate pain.

It was poticed a faster antinociceptive response of treatments in the
formalin test in contrast to a delay of almost 2 b in the carrageenan
edema. It depended on the kind of algogenic substance inducing in-
flammatory response, since 1% formalin produces immediate and sig-
nificant reduction of nociceptive threshold from the first minutes (0-10
min} by central influence and in the following 0 min involving a pe-
ripheral action of mediators (Hunskaar et al,, 1985), Whereas, cara-
geenan produces a weak and gradual diminution in the nociceptive
threshold becoming significant at 120 min, with a maximal response
around 3 h past-injection (Morris, 2003). Carrageenan-induced edema
by exudation of fluid and plasma proteins and accumulation of mainly
neutrophilic granulocytes at the inflammatory site (Crunkhorn and
Meacock, 19710 It strongly stimulates the release of proinflammatary
and inflammatory mediators, including bradykinin, histamine, tachy-
kining, and reactive oxygen and nitrogen species (Morris, 2003). All
these factors modify fiber structure showing more space between fibers
and cell infiliration as observed by histological analysis in mice

Honerral of Edhnopharmacalogy J68 () 1 T255F

receiving wehicle, but prevented by treamment with the extract, amar-
isolide A and the reference drug indomethacin. Anti-inflammatory ac-
tivity of S, afffcinalis (Baricevic et al., 2001; Pierri et al., 20177 and
8 divinorum (Simon-A et oal, 2017) leaf extract reduced the
carrageenan-induced paw edema in rats becavse of the presence of
clerodane terpenes. More than one constituent in the S circinnatae Cav,
extract may participate by different actions to suppress the release of
inflammatory mediators and consequently reduce capillary permeability
and inhibit extravasation of plasma proteins, MNevertheless, the
neo-clerodane terpene amarisolide A plays a relevant role as a partially
responsible bicactive metabolite,

It is important to mention that EtOAc extract or amarisolide A at
antinociceptive doses did not produce adverse effects such as pro-
nounced sedation, & relevant side-effect for central actions. Neither
gasiric damage, an adverse effect commonly observed in analgesics like
NSAIDs due to inhibition of the prostaglandin production via cyclo-
oxygenase 1 that also disrupts the maintenance of gastrointestinal
muecosal integrity (Sostres et al,, 2003). This result reinforces curative
properties of 8 cireimnota Cav. for gastrointestinal aflections in folk
medicine (Nambo, 2015; Moreno-Pérez et al., 2019). A LD50 major to
2000 mg/kg places this extract in a category 5 in the globally harmo-
nized system of classification, which labels it as non-toxic chemical
product. Previows veport of acute toxicity of an infusion from
&, circinnata reported no dead at 5 g/kg in mice (Flores-Bocanegra er al,
2017). All these data together give evidence of the pharmacological
activity for 5. circirnata Cav. to reduce nociception without significant
presence of the common adverse effects recognized for analgesics drugs.

In conclusion, constituents of 8 circinnata Cav. with medium polar
nature, such as a neo-clerodane diterpene glycoside like amarisolide A,
participate in its antinociceptive effects through actions at central and
peripheral levels with participation of epicids and TRPVI receptors, Our
data contribute to the scientific svidence of the ethnopharmacological
knowledge of this species in folk medicine to relieve pain conditions.
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