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RESUMEN

CAPITULO I

Zinnia grandiflora Nuttall (Asteraceae) se valora en el norte de México y
el suroeste de los Estados Unidos para el alivio del dolor y la diabetes. La
infusion de la planta ha demostrado actividades antinociceptivas y
antiinflamatorias en la prueba de formalina y en el modelo de carragenina,
respectivamente. Asimismo, la zinagrandinolida E (ZGE), abundante en la
infusién, demostré efecto antinociceptivo en el modelo de la formalina en
ratones (Reyes-Pérez et al., 2019). En este trabajo, reportamos la accién
antiinflamatoria y antialodinica de la ZGE, en el modelo de inflamacién y
alodinia tactil inducida por carragenina en ratones, en estados de inflamacién
aguda y créonica; asi como la actividad antialodinica en un modelo de
neuropatia diabética inducida por estreptozotocina. En conjunto, los resultados
en ambos modelos sugieren que la ZGE es eficaz para tratar la inflamacion en
procesos agudos, ademas, presenta actividad para tratar y prevenir el dolor
inflamatorio agudo y cronico; también, tiene potencial para el tratamiento del
dolor neuropatico. Las actividades antiinflamatorias y antialodinicas de este
compuesto son polivalentes, involucrando las vias de senalizacién opioidérgicas,
serotoninérgicas, GABAérgicas y la cascada de ON-GMPc canales de K+
sensibles a ATP. Los estudios in silico revelaron que la ZGE se une a los
receptores serotoninérgicos 5-HTig, a los receptores opioides p, x y 6, y al

receptor GABAA, todos ellos implicados en la modulacién del dolor.

Se utilizaron las técnicas hidrodestilacion y microextracciéon en fase
s6lida en espacio de cabeza (MEFS-EC) para obtener el aceite esencial de Z.
grandiflora (AE) y los compuestos orgdnicos volatiles de la infusién,
respectivamente, para establecer la contribucion del volatiloma al efecto

farmacolégico de la planta. Los analisis de CG-EM del AE y las fibras de MEFS
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revelaron que el germacreno D (13.24%) y la desmetilisoencecalina (DME)
(13.24%) son los compuestos mas abundantes. Se estudiaron los efectos sobre la
inflamacion, la alodinia y el dolor neuropatico en ratones del AE y la DME. El
AE fue ligeramente eficaz en el modelo de carragenina, reduciendo la

inflamaciéon y la alodinia en ratones.

Adicionalmente, se establecid la eficacia preclinica de la infusién de Z.
grandiflora para el tratamiento de la diabetes. Se realiz6 una prueba de
hipoglucemia aguda utilizando ratones normoglucémicos e hiperglucémicos
inducidos con estreptozotocina (STZ). Esta prueba revelé que el extracto acuoso
(EA) (31,6-562,3 mg/kg, i.g.) tiene un efecto hipoglucemiante en ratones
diabéticos, pero no en ratones normoglucémicos. Por otro lado, se comprobé la
acciéon antihiperglucemiante realizando una prueba de tolerancia oral a la
sacarosa (PTOS), en la que se evidencié la disminucién del pico posprandial de
glucosa en ratones normales e hiperglucémicos. Posteriormente se realizaron
ensayos 1n vitro contra las enzimas a-glucosidasas de Saccharomyces cerevisiae
para establecer una posible relacion con el efecto antihiperglucémico observado
en con la PTOS. Estos ensayos revelaron el efecto inhibitorio sobre a-
glucosidasas de la infusién, fracciones orgdnicas de la infusién (AcOEt y
CH2Cly), las zinagrandinélidas E y F, y la DME. Los estudios de acoplamiento
molecular revelaron que tanto las zinagrandinodlidas D-F como la DME, se unen
a la enzima a-glucosidasa de levadura (pdb 3A4A) en sitios alostéricos. Los
parametros fisicoquimicos, farmacocinéticos, toxicologicos y bioquimicos de las
moléculas aisladas se analizaron mediante los programas Swiss ADME, Osiris
Property Explorer y Mollnspiration, para establecer su similitud a farmacos

aprobados.

Finalmente, con fines de control de calidad, se desarroll6 y validé un
método exacto, preciso y lineal para cuantificar la zinagrandindlida E en la

droga cruda de Z. grandiflora de acuerdo con los protocolos de la ICH (2005).
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Este método sera de utilidad para los procesos de control de calidad de la droga

cruda.

CAPITULO II

La goma de Sonora o ari es un exudado producido por el coéccido
Tachardiella fulgens, huésped del drbol Coursetia glandulosa (Fabaceae). Este
exudado, ademas de un condimento, es un agente medicinal, utilizado como
gastroprotector y para el tratamiento de la diabetes, en los estados de

Chihuahua y Sonora, principalmente (Cockerell, 1985; Bye y Linares, 2018).

Mediante técnicas cromatograficas se logré aislar y purificar dos
compuestos mayoritarios del extracto acetonico de la droga cruda: el acido 7-
hidroxihexadecanoico (1) y la emodina (2). A partir de una revisién de la
actividad farmacolégica de estos compuestos, se encontr6 que la emodina
cuenta con multiples estudios sobre su efecto antidiabético actuando sobre
diversos blancos moleculares. Las propiedades de este compuesto mayoritario
pueden justificar en parte las propiedades medicinales atribuidas a este

exudado.

Utilizando CG-EM se logré también la identificacion 19 compuestos en
diversas facciones del extracto aceténico, en su mayoria acidos grasos,
aldehidos y alcanos de cadenas largas. En un analisis mediante la técnica de
microextraccién en fase sélida (MEFS) se obtuvieron los volatiles de la laca, y
utilizando CG-EM 16 compuestos se identificaron; los mayoritarios fueron la y-
vinil-y-valerolactona, aldehido lila, a-curcumeno, nerolidol y el tridecil acrilato. En total,
se 1dentificaron 36 compuestos sentando un precedente sobre la composicion

quimica de la goma de Sonora.
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ABSTRACT

CHAPTERI

Zinnia grandiflora Nuttall (Asteraceae) is valued in northern Mexico and
the southwestern United States for pain relief and diabetes. The infusion of the
plant has shown antinociceptive and anti-inflammatory activities in the
formalin test and in the carrageenan model, respectively. Also,
zinagrandinolide E (ZGE), abundant in the infusion, demonstrated
antinociceptive effect in the formalin model in mice (Reyes-Pérez et al, 2019).
Herein, we report the anti-inflammatory and anti-allodynic action of ZGE, in
the carrageenan-induced inflammation and tactile allodynia model in mice,
both in acute and chronic inflammation states. The results suggest that ZGE is
effective for treating and preventing inflammatory pain and has the potential
for healing neuropathic pain. It was also demonstrated that the anti-
inflammatory and anti-allodynic activities of ZGE are multitarget, involving
opioidergic, serotoninergic, GABAergic, and the NO-cGMP-ATP-sensitive K*
channels signaling pathways. The in-silico studies revealed that ZGE binds to
5-HTiB serotoninergic receptors, to the opioid receptors p, k¥, and 6, and to the

GABAA receptor, all involved in the modulation of pain.

Hydrodistillation and headspace-solid phase micro-extraction (HS-SPME
techniques were used to obtain the volatiloma of Zinnia grandiflora. Both the
essential oil (EOZ) and the extractives of the infusion were analyzed by GC-EM
analysis. The overall analysis revealed that germacrene D (13.24%) and
desmethylisoencecalin (DME) (13.24%) were the most abundant volatile
compounds. The effects of EOZ and DME on inflammation, allodynia, and
neuropathic pain in mice were also studied. EOZ was slightly effective in the

carrageenan model, reducing inflammation and allodynia in mice.
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When tested in an acute experiment, the infusion (AE) (31.6-562.3
mg/kg, i.g.) of Z. grandiflora revealed its hypoglycemic properties. The effect
was observed only in STZ-hyperglycemic mice. During an oral sucrose tolerance
test (OSTT), AE significantly decreased the postprandial peak of glucose in
normal and hyperglycemic mice. This result suggested that the inhibition of a-
glucosidase enzymes might be involved in the hypoglycemic action. An in vitro
assay against a-glucosidase from Saccharomyces cerevisiae established the
inhibitory effect of the infusion, organic fractions from the infusion (AcOEt and
CH2Clo), zinagrandinolides E and F, and DME. According to the in silico
evaluations, zinagrandindlides D-F and DME bind to the a-glucosidase enzyme
in allosteric sites. Bioinformatic analyses with Swiss ADME, Osiris Property
Explorer, and Mollnspiration tools were carried out to estimate the
physicochemical, pharmacokinetic, toxicological, and biochemical parameters of

the active molecules.

Finally, an accurate, precise, and linear method to quantify
zinagrandinolide E in the crude drug of Z grandiflora was developed and

validated according to the ICH (2005) protocols.

CHAPTER II

The Sonora gum (goma de Sonora) or ari is an exudate produced by the
cochineal insect Tachardiella fulgens, host of the tree Coursetia glandulosa
(Fabaceae). This exudate, in addition to a flavoring, is a medicinal agent used
as gastroprotective agent and for diabetes treatment, mainly in the Mexican

states of Chihuahua and Sonora (Cockerell, 1985; Bye y Linares, 2018).

From a ketone extract of the crude drug, 7-hydroxyhexadecanoic acid (1)
and emodin (2) were isolated and characterized by spectroscopic means. A

review of the pharmacological activity of these compounds, shows that emodin
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has antidiabetic properties because its action on several molecular targets
involved in the disease. The presence of this compound in the exudate

correlates with its popular medicinal uses.

Using GC-MS, 19 compounds were identified in various fractions of the
acetone extract; they included fatty acids, aldehydes, and long-chain alkanes.
In an analysis using the solid phase microextraction technique (SPME) 16
volatiles compounds of the gum were obtained and identified by GC-MS being
y-vinyl-y-valerolactone, lilac aldehyde, a-curcumene, nerolidol and tridecyl
acrylate the most abundants. In total, 36 compounds were identified, setting a

precedent on the chemical composition of the Sonora gum.
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ANTECEDENTES

Las asteraceas constituyen la familia mas diversa de las angiospermas y
la mas ampliamente distribuida; incluyendo aproximadamente 1450 géneros, y
entre 24,000 a 30,000 especies en el mundo (Leyva-Castaneda, Sigala-
Rodriguez y Ocampo, 2020). En México, esta familia se distribuye a lo largo de
todo el pais y cuenta con 417 géneros y 3, 113 especies, de las cuales 63.9% son

endémicas del territorio nacional (Villasefior, 2018).

Los miembros de la familia Asteraceae contintian siendo un importante
objeto de estudios de bioprospeccion debido a su amplia distribucion geografica
y riqueza de especies; lo que convierte a esta familia en la mas exitosa dentro
de las angiospermas desde el punto de vista evolutivo. Las plantas de esta
familia cuentan con una eficiente capacidad de dispersion y plasticidad
genética. Esta ultima caracteristica es la responsable de la expresiéon de una
amplia diversidad de metabolitos secundarios que les permite a las especies
adaptarse a diversas condiciones ecoldgicas por su variabilidad fenotipica y
genotipica, o que sintetizan como estrategias de proteccion contra depredadores

o competidores (Villasefior, 2018).

1.1. El género Zinnia

El género Zinnia (Asteraceae) se presume originario de México y se
distribuye a lo largo de todo su territorio (Figura 1). Las primeras especies se
llevaron a Europa en 1753, y seis anos después Carlos Linneo nombro el género
en honor a Johann Gottfried Zinn, su profesor de botanica en la Universidad de
Goéttingen, Alemania (Stafleu y Cowan, 1988). Zinnia es un género

relativamente pequeno con alrededor de 20 especies, de las cuales 11 especies
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son del Nuevo Mundo; pertenece a la tribu Heliantheae, subtribu Zinninae
junto con los géneros Tragoceros, Philactis, Aganippea, Sanvitalia y Heliopsis
(Torres, 1963). Las especies de Zinnia se distribuyen en el continente
americano desde el sur de los Estados Unidos de América del Norte hasta
Argentina (Bashyal, McLaughlin and Gunatilaka, 2006; Motawe, Wahba e
Ibrahim, 2015).

Figura 1. Distribucién del género Zinnia en México. Imagen obtenida del
Naturalista.com [en lineal. Consultado el 21 de abril de 2022. Disponible en:
https://www.naturalista.mx/taxa/132450-Zinnia.

Algunas especies de Zinnia han sido reconocidas en gran medida por su
valor ornamental, especialmente Z. elegans, Z. haageana, y Z. angustifolia, las
cuales se cultivan ampliamente. Las especies con presunto valor medicinal son
Z. grandiflora, Z. linearis, Z. angustifolia, y Z. maritima, estas dos ultimas
conocidas como “aceitilla” en Jalisco, donde su decocciéon se dice que es “buena
para la sangre” (Torres, 1963); mientras que Z linearis, propia de la misma

regién, se utiliza para tratar dolores de estémago (Rose, 1899).
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A pesar de la diversidad del género Zinnia solo algunas especies han sido
estudiadas desde el punto de vista quimico, incluyendo: Z. grandiflora,
Z.peruviana, Z. pauciflora, Z. multiflora, Z. juniperifolia, Z. citrea, Z. flavicoma,
Z. angustifolia, Z. elegans, Z. haageana, Z. linearis. Z. tenuiflora, Z. verticillata,
Z. acerosa (Bohlmann et al, 1979, 1981; Herz and Govindan, 1981, 1982;
Ortega and Maldonado, 1982; Ortega et al, 1983, 1995). Los estudios de estas
especies han revelado principalmente la presencia flavonoides y lactonas

sesquiterpénicas.

Los flavonoides mayormente identificados en el género son
antocianidinas, flavonas, flavonoles, auronas y chalconas. En Z. elegans se han
encontrado ocho flavonoides derivados de campferol y luteolina, y antocianinas
derivadas de la pelargonidina y la cianidina (Harborne et al, 1983). En Z
pauciflora, el flavonoide més abundante en las flores es la apigenina-7-(4-
aceto)-xilésido, y el campferol-7-glucoramnésido (Yamaguchi, Terahara and
Shizukuishi, 1990). Mientras que en Z. linearis, se han encontrado chalconas
como la marina, y auronas como la sulfureina y maritimeina (Motawe, Wahba

and Ibrahim, 2015).

Por otro lado, las lactonas sesquiterpénicas se han aislado de todas las
especies estudiadas hasta la fecha, lo que las convierte en los compuestos mas
comunes en el género. Dentro de este grupo de compuestos, las elemandlidas
son las mas abundantes, pero también se han encontrado guayanoélidas,
germacrandlidas y eudesmanélidas (Figura 2) (Bohlmann et al, 1981; Ortega

et al., 1983).
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Figura 2. Guayanoélidas, germacrandlidas y eudesmanolidas identificadas en el género
Zinnia.

Las elemandlidas son compuestos que derivan biogenéticamente de las
germacranoélidas y se pueden clasificar como y-elemandlidas o 6-elemandlidas.
Las primeras se caracterizan por contener un ciclo de carbonos de seis
miembros que soporta una lactona de cinco miembros y se encuentran
ampliamente distribuidas en varios géneros de la familia Asteraceae (Figura
3); mientras que en las §-elemandélidas la lactona es de seis miembros y estdn
restringidas al género Zinnia (Bashyal, McLaughlin and Gunatilaka, 2006). De
acuerdo con la literatura, se han identificado nueve 6-elemandlidas en tres
especies del género Zinnia (Figura 4), siete de las cuales se han aislado de Z.
grandiflora: juniperina de Z juniperifolia (Ortega and Maldonado, 1982),
zinnacitrina de Z. citrea (Ortega et al,, 1995); y 6./-(2"-hidroxiisobutanoiloxi)-
8S-acetoxi-15-0x0-15,2-epoxi-3,11(13)-elemandien-12,9-6lida (1), ademéas de la
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serie de zinagrandinélidas de la A — F (2 — 7) de Z grandiflora (Bashyal,
McLaughlin and Gunatilaka, 2006; Reyes-Pérez et al., 2019).
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Figura 3. y - elemandlidas aisladas del género Zinnia
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Figura 4. 6 - elemanolidas aisladas del género Zinnia.

Otros compuestos que se han asilado de las especies de Zinnia incluyen
el germacreno D, p-cimeno, derivados del geranilgeraniol, y el pentaineno, un
precursor de los heterociclos azufrados (Bohlmann et al, 1981; Zoghbi et al,

2000).

Desde el punto de vista farmacolégico, inicamente algunos compuestos
aislados de Zinnia han sido evaluados, incluyendo las =zinaflavinas (y-
elemandlidas dilactonas) de Z flavicoma, las cuales demostraron actividad
citotéxica en las lineas celulares HEp-2c (carcinoma humano de laringe), y
1929 (células fribroblasticas de tejido conectivo de murinos normales) (Ortega
and Maldonado, 1985; Bashyal, McLaughlin y Gunatilaka, 2006). Los estudios
farmacoldgicos de la especie Z grandiflora y los compuestos aislados de la

misma se abordaran mas adelante en este trabajo.
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1.2. Zinnia grandiflora

Zinnia grandiflora Nuttall es una hierba perenne de bajo crecimiento con
flores amarillentas llamativas y conspicuas copas bajas, en forma de monticulo
que se originaron en los rizomas. Posee varios tallos cortos, frondosos, y muy
ramificados de base lefiosa con numerosas cabezas de flores pequenas, lo que
hace que la planta sea casi como un arbusto. Presenta hojas diminutas en
forma de aguja, que en conjunto forman una estera que se cubre de musgo
cuando la planta no estd en flor (Figura 5). Las ligulas secas de la
inflorescencia son persistentes y sirven para dispersar aéreamente los frutos en

los capitulos (Day, 1884; Miller, 2013).

Figura 5. Zinnia grandiflora. A) Flores frescas. B) Flor seca. C) Planta completa
fresca. D) Planta completa seca. Fotografias proporcionadas por Robert Bye y
Edelmira Linares.

La distribucién geografica de esta planta ha sido bien documentada en
las estribaciones y las praderas adyacentes y los margenes del desierto del sur
de las Montanas Rocosas y el norte de la Sierra Madre Occidental desde las
primeras exploraciones botanicas en los estados de Colorado, Kansas,

Oklahoma, Texas, Nuevo México y Arizona en Estados Unidos de América (EE.
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UU.), asi como Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango, Tamaulipas y
Zacatecas en México (Figura 6) (Torrey, 1859; Bashyal, McLaughlin and
Gunatilaka, 2006; Smith, 2006). Por su tolerancia a la sequia y las bajas
temperaturas (en comparacién con las otras 17 especies del género), se ha
incorporado a la paleta vegetal de la xerojardineria en la horticultura
internacional (Bailey, Bailey and the Staff of the Liberty Hyde Bailey
Hortorium, 1976; Huxley, Griffiths and Levy, 1999).

T T T T
120° 110" 100° 90°

Zinnia grandiflora Nutt.

-:"'*% »,
§ '\. . e

Estados

Probabilidad de presencia
e Hich @ 0.946058

B o rams00is

120° 10° 100° 90°
L

Figura 6. Distribucién geografica potencial de Zinnia grandiflora en México
basado en especimenes de herbario.

Zinnia grandiflora se conoce comunmente en México como tepozan del
burro o tepozan del becerro y, en EE. UU. como Rocky Mountain Zinnia (Zinnia
de las montafias Rocallosas). Sin embargo, en la Tabla 1 se presentan otros

nombres comunes con los que se le puede encontrar en la literatura.
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Tabla 1. Nombres comunes de Zinnia grandiflora en Estados Unidos de
América y México

Pais Nombres comunes

Desert zinnia

Little golden zinnia

Paper flower

Estados Unidos de
América

Plains zinnia

Prairie zinnia

Rocky Mountain zinnia
Wild zinnia

Tepozan o tepozana

Tepozan o tepozana del burro

México Tepozan o tepozana del becerro

Yerba del becerro

Zacate pastor

1.2.1. Usos medicinales

A pesar de su distribucién conspicua en el suroeste de los EE. UU. y el
norte de México, el uso de Z. grandiflora con fines médicos es limitado. Se ha
registrado que solo cuatro tribus indigenas norteamericanas emplearon esta
hierba hasta mediados del siglo XX para tratar principalmente trastornos de
los sistemas digestivo y genitourinario (Tabla 2). Las investigaciones que
informaron sobre las aplicaciones medicinales de Z. grandiflora se realizaron
entre 1906 y 1939. El tnico estudio diacrénico entre una comunidad indigena
que empleé Z grandiflora se realizé entre los Zuni en 1977-1978 (Camazine
and Bye, 1980). Aunque la zinnia del desierto es comin en el noroeste de
Nuevo México y su uso no estaba restringido a ninguna fraternidad intra-tribal
Zuni en particular, los 28 ancianos y curanderos Zuni no lo informaron como
una planta medicinal. El empleo medicinal actual de la zinnia de la pradera en
EE. UU. parece haberse reducido notablemente, posiblemente hasta el

abandono.
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1.2.2. Estudios quimicos y farmacologicos

Los estudios quimicos previos de Z grandiflora han permitido
principalmente, el aislamiento de lactonas sesquiterpénicas del tipo 6-
elemanoélidas: la 6R-(2”-hidroxiisobutanoiloxi)-8S-acetoxi-15-0x0-1.S, 2-epoxi-
3,11(13)-elemandien-12,9-6lida, y las denominadas zinagrandinélidas A-F,
cuyas estructuras se presentan en la Figura 4 (Bashyal, McLaughlin y

Gunatilaka, 2006; Reyes-Pérez et al, 2019).

Por otro lado, los estudios farmacologicos de la especie también son
escasos. Se ha reportado la actividad citotoxica del extracto hexanico de la
planta y de las §-elemandlidas aisladas por Bashyal y colaboradores (2006): 6 &-
(27-hidroxiisobutanoiloxi)-8S-acetoxi-15-0x0-1S, 2-epoxi-3,11(13)-elemandien-
12,9-6lida y las zinagrandindlidas A - C, las cuales presentaron citotoxicidad
con poca selectividad, contra las lineas celulares de cancer NCI-H460
(carcinoma pulmonar), MCF-7 (cancer de mama), SF-268 (glioma del Sistema
Nervioso Central), y MIA PaCa-2 (carcinoma pancréatico) y en la linea celular
de fibroblastos humanos normales WI-38 (Bashyal, McLaughlin and
Gunatilaka, 2006). Mientras que en un estudio previo a este trabajo, Reyes-
Pérez y colaboradores (2019) demostraron el efecto antiinflamatorio y
antinociceptivo de la infusion de Z. grandifiora, en el modelo del edema de pata
inducido por carragenina y el modelo de la formalina en ratones,
respectivamente. En este mismo estudio se identific6 y aislé a las
zinagrandindlidas D-F de la fraccién de diclorometo obtenida por reparto de la
infusién, comprobando la actividad de este fraccién organica en el modelo de la
formalina, y posteriormente el efecto antinociceptivo de la zinagrandinélida E
pura en el mismo modelo. Adicionalmente, se estableci6 la dosis letal media
oral del extracto acuoso por el método de Lorke, la cual fue mayor a 5 g/kg de
peso en ratones (Reyes-Pérez et al, 2019). Los estudios antes mencionados
sientan la base para continuar indagando sobre el efecto antiinflamatorio y

antinociceptivo de Z. grandiflora y de sus componentes en este trabajo de tesis.
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Tabla 2. Usos médicos de Zinnia grandiflora registrados en el suroeste de los Estados Unidos y al norte de México,
ordenados segun la categoria de uso medicinal de Cook, Frances E.M. (1995).

Sintomas, ) Fechas de
Uso Preparacién / . o .
L enfermedad o . . Poblacién Nombre comin recopilacién Referencias
medicinal Administracién
bioactividad de datos
DSD Catartico Decoccién de la planta/ | Ramah Zinnia 1939-1941 Vestal 1952:54
Oral Navajo
DSD Diarrea Infusion de la planta: | Mexicana Tepozana del burro | 2016-2017 Especimenes:
3 dedos” de material Tepozana del Bye 38402 &
seco en 1 litro de agua / becerro Linares
Bebida oral
.. Tepozan Bye 39042 &
administrada como
“agua de uso” Yerba del becerro Linares
Bye 39131 &
Linares
DSD Diarrea Decoccion de la planta | Mexicana Cinco llagas 1930 Zingg 1932:180
DSD Emético Decocciéon de planta /| Ramah Zinnia 1939-1941 Vestal 1952:54
Oral Navajo
DSD Acidez Decoccién de planta /| Ramah Zinnia 1939-1941 Vestal 1952:54
Oral Navajo
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DSD Malestar Decoccion o infusién de | Navajo Bilatah ha.coi —| 1906-1931; Wyman &
estomacal la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:40
Cil dije-higi -
Planta gomosa
DSD Dolor de | Decoccién de la planta / | Ramah Zinnia 1939-1941 Vestal 1952:54
estomago Oral Navajo
DSE Diabetes Infusién de la planta: | Mexicana Tepozana del burro | 2016-2017 Specimens: Bye
“3 dedos” de material 38402 &
Tepozana del
seco en 1 litro de agua / b Linares
ecerro
Bebida oral T ) Bye 39042 &
.. epozan
administrada como 1i
inares
“agua de uso” Yerba del becerro
Bye 39131 &
Linares
DSGU Enfermedad de la | Decoccién o infusion de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
veea la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:40
Cil dije-higi -
Planta gomosa
DSGU Enfermedad de | Decocciéon o infusién de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
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la vejiga | la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:38
(diurético) il dije-higi _
Planta gomosa
DSGU Enfermedad de | Decocciéon o infusion de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
la vejiga | la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:38
(dluretlco) Cyil dije_higi _
Planta gomosa
DSGU Foranuria Decoccion o infusién de | Navajo Bilatah ha.coi —| 1906-1931; Wyman &
(diurético) la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:38
Cil dije-higi -
Planta gomosa
DSGU Hematuria Decoccion o infusién de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
(diurético) la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:38
Cil dije-higi -
Planta gomosa
DSGU Enfermedad del | Decoccién o infusion de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
rnon la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:40

Cil  dije-higi

Planta gomosa
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DSGU Enfermedad del | Infusién de la planta / | Navajo Bilatah ha.coi —| 1906-1931; Wyman &
rinén Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:38
(dlurethO) C'll dl]e’hlgl _
Planta gomosa
DSGU Problemas del | Infusién caliente de la | Pueblo Koomaku 1931-1932 Swank 1932:38
rinén planta / Oral (“Western Kana
Keres”)
Kochinishi wawa —
medicina amarilla
Zinnia del desierto
DSGU Infeccion  sexual | Decoccién o infusién de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
(yiste'z) la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:38
Cil dije-higi -
Planta gomosa
1I Fiebre Polvo de la planta seca | Zuni Tu'na ikiapokia | 1879 Stevenson
(ojos, poner en) — 1915:45
poner en los ojos
Zinnia
II Enfermedad Decoccion o infusién de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
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venérea la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:38
(diurético) il dije-higi _
Planta gomosa
LS Moretones Polvo humedecido de la | Zuni Tu'na ikiapokia | 1879 Stevenson
planta seca / Tépico (ojos, poner en) — 1915:45
poner en los ojos
Zinnia
DSM Detener Infusion de la planta / | Pueblo Koomaku 1931-1932 Swank 1932:38
sudoracién Bano (“Western K
ana
excesiva Keres”)
Kochinishi wawa —
medicina amarilla
Zinnia del desierto
DSM Sudoresis Decoccion o infusién de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:40
C1il dije-higi -
Planta gomosa
DSME Dolor  pélvico | Decoccion o infusién de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
(diurético) la planta / Oral Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:38
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Cil  dijehigi -

Planta gomosa

DSR Problemas de | Hierbas secas y | Navajo Nir'i’'nilntahahikiih | 1936-1942 Elmore 1944:97
nariz pulverizadas / Aspirar (aspirar, grande) -
Zinnia de las flores
grandes
DSR Problemas de | Hierbas secas y | Navajo Ni'i'nil ntsaigi Antes de 1910 | Franciscan
nariz pulverizadas / Inhalar, Fathers.
aspirar 1910:112, 536
DSR Problemas de | Hierbas secas y | Navajo Nit'ir'nilntahahikith | 1936-1942 Elmore 1944:97
garganta pulverizadas (aspirar, grande)
Zinnia de las flores
grandes
DTCSP Picazon causada | Decoccién o infusion de | Navajo Bilatah ha.coi — | 1906-1931; Wyman &
por picaduras de | la planta / Topico Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:40
hormigas rojas (locién; cataplasma il dije-higi B
Masticar hojas Planta gomosa
DTCSP Llagas causadas | Decoccion o infusién de | Navajo Bilatah ha.coi —| 1906-1931; Wyman &
por picaduras de | la planta / Topico Flores amarillas 1933-1938 Harris 1941:40
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hormigasrojas |\, sticar hojas Cil  dijechigi -
Planta gomosa
DSS Problemas de | Infusién fria de flores | Zuni Tu'na ikiapokia | 1879 Stevenson
ojos trituradas / Lavado de (ojos, poner en) — 1915:45
ojos poner en los ojos
Zinnia

DSD: Desérdenes del Sistema Digestivo; DSE: Desddenes del Sisteme Endocrino; DSGU: Desérdenes del Sistema
Genitourinario; II: Infecciones e Infestaciones; LS: Lesiones; DSM: Desérdenes del Sistema Metabdlico; DSME: Desérdenes del
Sistema Musculo Esquelético; DSR: Desérdenes del Sistema Respiratorio; DTCSP: Desordenes del Tejido Celular Subcutaneo
de la Piel; DSS: Desérdenes del Sistema Sensorial.
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Los estudios contemporaneos y las hierbas regionales en el suroeste de
EE. UU. durante la Gltima mitad del siglo XX no incluyen a Z. grandiflora. Los
estudios etnobotanicos de la zinnia de las Montanas Rocallosas no lograron
revelar su empleo en las comunidades rurales, ni encontrar su presencia en los
mercados de hierbas o “boticas” de las comunidades hispanas (Bye y Linares,
1986). Ninguna de las cinco referencias estdndar sobre la medicina herbolaria
del suroeste incluye a Z grandiflora (Ford, 1975; Moore, 1979; Kay, 1996;
Curtin, 1997; Kane, 2011). En contraste, la documentacién de la yerba del
becerro en la fitoterapia popular del norte de México es relativamente reciente.
Aunque botanicos con formacién médica como F. A. Wislizenus, Josiah Gregg y
Edward Palmer recolectaron especimenes de herbario de Zinnia en el norte de
México entre 1847 y 1910, no fue sino hasta 1930 que se registr6é el primer
reporte etnoboténico en Chihuahua (Zingg, 1932). El uso contemporaneo de la
tepozana del burro incluye el tratamiento de la diarrea, aunque los
consumidores la valoran mdas para el tratamiento de la diabetes (ejemplares:

Bye 38402 y Linares; Bye 39042 y Linares; Bye 39131 y Linares).

La inflamacién se puede definir como la respuesta no especifica del
huésped a una gran variedad de lesiones tisulares causadas por algin agresor
de naturaleza bioldgica, quimica, fisica o mecénica (Cachofeiro Ramos et al,
2004; Garcia Barreno, 2008). Este proceso, aunque en principio presenta un
proceso general e inespecifico encaminado a restaurar la homeostasis, puede
derivar en diferentes escenarios segtin la causa desencadenante (Figura 7); por
ejemplo, en ocasiones, se presenta de manera cronica, generalmente debido a la
aparicion de enfermedades degenerativas como artritis, arterioesclerosis,

cancer, entre otras (Garcia Barreno, 2008).
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Desencadenante faccin Lesion Estrés o disfuncion

inflamatorio tisular celular

A
INFLAMACION
\

Propoésito Defensa del organismo Respuesta de Adaptacién al estrés y retorna

fisiologico contra la Infeccion reparacion tisular al estado homeostatico
Consecuencias Autoinmunidad, lesién Fibrosis, metaplasia y/o Dishomeostasis (UPR) y/o
fisiopatologicas inflamaloria tisular, sepsis, tumorogénesis enf. autoinflamatorias

SIRS

Figura 7. Consecuencias fisiologicas del proceso de inflamaciéon de acuerdo con el
desencadenante inflamatorio. (Garcia Barreno, 2008)

El proceso inflamatorio involucra la generacion de interleucinas a partir
de la IL-1 y el TNFa, y que se continta con la IL-6. Estos factores promueven la
liberacién de aminoacidos excitatorios como el glutamato, péptidos de la via
nociceptiva como la sustancia P y neuroquininas, que a su vez promueven la
liberacién de serotonina, proteasas, citocinas y eicosanoides (prostaglandinas
inflamatorias, tromboxanos y leucotrienos), responsables de la vasodilatacién,
induccién de eritema, fiebre y sensibilizacién de los aferentes primarios (Eblen-

Zajjur, 2005).

La produccion de eicosanoides constituye uno de los sucesos mas
importantes en el proceso de la inflamacién. La cadena metabdlica de
produccion de eicosanoides ocurre en primer lugar en los fragmentos de
membrana (fosfolipidos) generados por la lesién tisular y sobre los cuales actia
la fosfolipasa A2 (PLA2), enzima citosélica de alto peso molecular encargada de

producir acido araquidénico libre. El acido araquiddonico se metaboliza a través
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de la via de la ciclooxigenasa (COX), cuya actividad es producto de dos
isoenzimas: una constitutiva (COX-1) y otra inducible por los componentes de
la cadena inflamatoria (COX-2). Esta via da lugar a prostaciclinas,
tromboxanos y prostaglandinas. De estas dltimas, la prostaglandina E2 (PGE2)
constituye el eicosanoide predominante en la cadena inflamatoria. Por otro
lado, el acido araquidénico puede también puede metabolizarse por la via de las
lipooxigenasas que dan lugar a leucotrienos y lipoxinas y, por ultimo, a través
de la via del citocromo P450 que forma derivados epéxidos (Eblen-Zajjur, 2005;

Garcia Barreno, 2008).

Cuando existe un dano tisular, como en una enfermedad autoinmune,
una quemadura o al ser expuesto a un agente irritante, el sistema inmune
libera mediadores inflamatorios que activan y sensibilizan al sistema
nociceptivo, (Barrot, 2012). Mas adelante en este trabajo se profundizara en la

relacion del proceso inflamatorio con la generacién del dolor.

La palabra dolor deriva etimolégicamente de la raiz anglo-francesa peine
que significa dolor o sufrimiento, del latin poena que significa pena o castigo, y
a su vez del griego poine que significa pago, pena o recompensa. El dolor
generalmente cumple una funcién adaptativa que responde a un mecanismo de
defensa o senal de alarma para proteger al organismo; sin embargo, puede
tener efectos adversos sobre la funcién y el bienestar tanto social como
psicologico, pues el dolor es siempre una experiencia personal, influenciada en
varios niveles por factores bioldgicos, psicoldgicos y sociales. La Asociacién
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés) lo
define como una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con, o

parecida a la vinculada con, dano tisular real o potencial. Anteriormente, se
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consideraba la expresion verbal como un comportamiento imprescindible para
la expresion del dolor, sin embargo, hoy en dia se sabe que la imposibilidad de
comunicacién no niega la posibilidad de que tanto humanos como animales no

humanos experimenten dolor (Romera et al., 2000; IASP, 2022).

Lo anterior lleva a considerar al dolor y la nocicepcion como fenémenos
distinguibles entre si, ya que el dolor no puede ser inferido inicamente a partir
de la actividad de las neuronas sensoriales. Desde el punto de vista
neurofisiologico, la percepcién del dolor precisa de la participacion de ambos
sistemas nerviosos, central y periférico (Romera et al, 2000); sin embargo, al
ser una experiencia sensorial multidimensional, el dolor tiene un fuerte
componente cognitivo y emocional (Woolf, 2004). La nocicepcién, en cambio, se
refiere al proceso neuronal uUnicamente, mediante el cual se perciben los
estimulos nocivos o potencialmente dafinos contra los tejidos, a través de la
codificacién y procesamiento de estos (Woolf, 2004; Ang, Ariffin y Khanna,
2017) y, en el cual, la informacién nociceptiva afecta de manera unica al
sensorio, genera una respuesta conductual; produce reflejos somaticos y
autondémicos, y genera actitudes intencionales que cooperan con las respuestas
reflejas para restaurar la homeostasis y proteger al organismo (Vierck, 2007;
Barrot, 2012). Por lo tanto, podemos inferir que, aunque el dolor y la
nocicepcién son fenémenos distintos, también que se encuentran intimamente
relacionados, por lo que es posible estudiar los padecimientos dolorosos a partir

de modelos animales o celulares que mimeticen los procesos nociceptivos.

1.4.1. Clasificacion del dolor
El dolor se clasifica generalmente en dos categorias (Woolf, 2004):

e Dolor adaptativo: Es aquel que contribuye a la supervivencia y
proteccion del organismo de lesiones o promoviendo la curaciéon

cuando la lesién ha ocurrido.
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Dolor maladaptativo: Al contrario del dolor adaptativo, es una
expresion de una operaciéon patolégica o anormal del sistema
nervioso; en otras palabras, es el dolor como enfermedad.

Usualmente este tipo de dolor es persistente o recurrente.

Desde el punto de vista de los mecanismos neurobiolégicos del dolor, este

se puede clasificar en cuatro tipos (Figura 8) (Woolf, 2004):

Dolor nociceptivo: Es la primera linea de defensa que actiia como
dispositivo de alerta o sistema de alarma que anuncia la presencia
de un estimulo potencialmente danino.

Dolor inflamatorio: Ocurre a partir del dafio real a los tejidos, y
como una consecuencia de la respuesta inflamatoria subsecuente,
presentandose un incremento de la sensibilizacién de las neuronas
aferentes primarias a causa de los mediadores pro e inflamatorios
liberados en el sitio de la lesién. Este tipo de dolor también es
adaptativo y generalmente disminuye al desaparecer la lesion y la
respuesta inflamatoria.

Dolor neuropatico: Es el resultado de lesiones al sistema nervioso
periférico que pueden ser ocasionadas, entre otras, por pacientes
con diabetes, polineuropatia por virus del SIDA, neuralgia
posherpética, o radiculopatia lumbar; o lesiones en el sistema
nervioso central (SNC), por ejemplo, en pacientes con lesién en la
médula espinal, esclerosis multiple o accidente cerebrovascular.
Dolor funcional: En este tipo de dolor no se puede detectar
anormalidades periféricas o déficit neuroldgico; el dolor es
ocasionado, por una respuesta o funcién anormales del sistema
nervioso en donde la sensibilidad pronunciada del aparato
sensorial amplifica los sintomas. Algunos de los padecimientos que

caen en esta categoria son la fibromialgia, el sindrome de colon
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irritable, algunas formas de dolor de pecho no cardiaco, y cefaleas
tensionales.

A Dolor nociceptivo

Estmulo nocivo periférico Delor
W
i Reflejo de retirads
Fuerza » © e
rmecamica * 5
intensza ¥ Nociceptor \
hritantes N '\ - ),'—’ Cerebro
quumicos ! ~ .n- -/
Medula espinal
BE. Dolor inflamatorio
Inflamacion Dolor espontaneo
Maardfazo ) - Hipersensibilidad al dolor
A B Uncbral reducdo: Alodoma
x {ascoci ’ Respuesta incrementada: Hiperalgesia
5 .
T pdo daiiado 2 <« B &
e Nodi ' :
PR L8 Cerio
- ‘\_ ] --___,
Medula espinal
C. Dolor neuropatico Dolor espontinec
Hipersensibilidad al dolor
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Pro-eenz‘n;m;o cencral
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Figura 8. Los cuatro tipos de dolor primarios. Tomado de Woolf (2004) y
traducido al espanol.
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En los estudios previos realizados por este mismo grupo de investigacion,
sobre el potencial de Z. grandiflora en el tratamiento del dolor en el modelo de
la formalina, revelaron que el extracto acuoso de la planta, las fracciones
organicas de acetato de etilo y dicloromentano obtenidas por reparto de la
infusion, ademas de la zinagrandinélida E, presentan actividad antinociceptiva
en ambas fases del modelo, sin embargo, el efecto es mas notorio en la segunda
fase, para todas las muestras ensayadas (Reyes-Pérez et al, 2019). El modelo
de la formalina involucra mecanismos propios del dolor nociceptivo en su
primera fase (0 — 10 min) al estimular directamente los nociceptores; y del
dolor inflamatorio en su segunda fase (15 — 60 min), al sensibilizar a los
nociceptores tras comenzar un proceso inflamatorio (Dubuisson y Dennis, 1977;
Barrot, 2012). Por lo anterior, este trabajo se centra en estudiar con mayor
profundidad, el efecto de Z grandiflora y sus compuestos sobre el dolor
inflamatorio, y adicionalmente sobre el dolor de tipo neuropatico con la
finalidad de ampliar el panorama sobre el potencial de Z. grandiflora en el

tratamiento de padecimientos dolorosos.

1.4.2. Neurofisiologia y mecanismos del dolor

Hasta la fecha, se han identificado multiples mecanismos que pueden
producir dolor, entre los cuales se incluyen la nocicepciéon, la sensibilizacion
periférica, interruptores fenotipicos, sensibilizacién central, excitabilidad
ectopica, organizaciéon estructural y disminucién de los mecanismos de

inhibicién (Woolf, 2004).

Desde el punto de vista neurofisiolégico, la percepcion del dolor precisa
de la participaciéon de ambos sistemas nerviosos, central y periférico, desde la
activacion y sensibilizacién de los nociceptores periféricos hasta la integracion
de las senales nociceptivas en centros superiores como el talamo o el cortex. Por

lo tanto, los cambios bioquimicos en la transmisiéon o modulacion del dolor se
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pueden agrupar en tres niveles: periférico, medular y central. (Romera et al,
2000).

La nocicepcién es el proceso neuronal de codificar estimulos nocivos, y en
el que la sensacién dolorosa no estd necesariamente implicada (IASP, 2022);
este es el Unico mecanismo que causa dolor nociceptivo e involucra los procesos

de transduccién, conduccion transmision y percepcion, tal como se ilustra en la

Figura 9.

Corteza sensorial

Estimulo nocivo Sistema limbico _
Nociceptores A Talamo

1) Transduccién

4) Percepcion

Tacto
Receptores mecanicos Neronas aferentes

Via descendente secundarias

Neuronas aferentes Cuerno dorsal

primanias (flbras AB) ko de ta raiz dorsal

2) Transmision

Neuronas aferentes primarias
(fibras C y A5)

Tracto espinotalamico

3) Modulacién

Cuemno ventral

Figura 9. Proceso fisiolégico del dolor. 1) Transduccién: El estimulo nociceptivo
(térmico, mecdnico o quimico) se transforma en potenciales de accién en las
terminales de las fibras aferentes periféricas. 2) Transmisién: los potenciales de
accién viajan a través de la via aferente primaria hasta llegar a la médula espinal. 3)
Modulacién: en la médula espinal se forman sindpsis con neuronas que suben a
centros superiores. 4) Percepcién: integracién de la sefial nociceptiva en la corteza
somatosensorial (Imagen modificada de: ID 56635420 © Gnanavel Subramani.

Este proceso inicia a nivel periférico con la activacién de un conjunto de

neuronas sensitivas primarias altamente especializadas, llamadas
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nociceptores, que s6lo responden a los cambios por encima del umbral del
sistema, ya sean de naturaleza quimica (por ejemplo: polvo de chile en los ojos),
mecéanica (por ejemplo: pellizcar, golpear) o térmica (calor y frio); y cuya funcién
principal es diferenciar los estimulos inocuos de los nocivos, y codificar estos
ultimos para llevar a cabo su transmisién hacia la via central (Besson y
Chaouch, 1987). Los nociceptores se distinguen por la velocidad de la
trasmision de las senales nociceptivas, lo que a su vez depende del diametro de
los axones de las neuronas sensoriales. La mayoria de los nociceptores tienen
un diametro pequeno con axones amielinicos, llamados fibras C, las cuales
poseen una velocidad de conduccion de 0.4 — 1.4 m/s; sin embargo, el dolor
inicial de aparicion rapida esta mediado por las fibras A — en su mayoria las
fibras A6 —, cuyos axones mielinizados soportan velocidades de conduccién de

aproximadamente 5 — 30 m/s (Dubin y Patapoutian, 2010).

La estimulacién de los nociceptores puede desencadenar una respuesta
nociceptiva y otra de sensibilizacion. Esta ultima se activa cuando diversos
mediadores ejercen una acciéon excitatoria prolongada o, dicho de otra forma,
cuando un mayor numero de potenciales de accion se producen en las
terminales nerviosas, como sucede cuando un proceso de inflamacion esta
instaurado en el sitio de la lesién (Woolf, 2004). Los nociceptores son neuronas
excitatorias que liberan glutamato como neurotransmisor primario, asi como
otras sustancias, incluyendo péptidos (sustancia P, péptido relacionado con el
gen de calcitonina (CGRP), y somatostatina) (Basbaum et alZ, 2009). Sin
embargo, cuando ocurre una lesion, las células danadas liberan su contenido
intracelular, mientras que otras células median el proceso inflamatorio,
promoviendo la liberacion de mediadores como bradicinina, -citocinas,
eicosanoides, serotonina, noradrenalina, histamina, iones K* e hidrdégeno H*,
entre otras, que en primer lugar activan la terminal nociceptora y producen
dolor, para después sensibilizarla, produciendo hiperalgesia (Woolf, 2004;

Eblen-Zajjur, 2005). Este proceso de sensibilizacién de las fibras nociceptoras
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es el que da lugar al dolor de tipo inflamatorio, el cual se ilustra en la Figura

10.
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Figura 10. Mecanismo de sensibilizacién de los nociceptores. (Modificado de:
Nestler, E.J., et al. Molecular Neuropharmacology: A Foundation for Clinical
Neuroscience, 3erd Edition: www.neurology.mhmedical.com).

A nivel de la médula espinal se modulan las respuestas nociceptivas que
se producen tras la activacién de los nociceptores periféricos. El asta dorsal de
la médula espinal permite el primer nivel de integracion en el SNC, aqui se
dirige la informacién a través de las vias ascendentes mediante una
transmision sinaptica lenta y rapida, mediada principalmente por glutamato y
péptidos —como la sustancia P y con CGRP-, respectivamente; y también se
ejerce el control eferente a través de las vias descendentes, activado por una
fuerte despolarizacion GABAérgica / glicinérgica de las terminales
presindpticas para producir respuestas vegetativas como motoras (Dubin y

Patapoutian, 2010).
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Las terminales centrales de las fibras nociceptoras periféricas ingresan
en el SNC a través de la asta dorsal de la médula espinal. Las fibras Ad
inervan principalmente la lamina I, mientras que los nociceptores de fibras C
peptidérgicas y la mayoria de los nociceptores de fibras C no peptidérgicas
terminan en las interneuronas de la lamina interna II. Las laminas III y V,
mas profundas, reciben los estimulos de las fibras mielinicas AB de mayor
diametro, que normalmente transmiten impulsos sensitivos inocuos. Las
neuronas de amplio rango dinamico de la lamina V, también reciben estimulos
de aferentes primarios no nociceptivos y de los nociceptores AS, asi como
impulsos indirectos de las fibras C que terminan en la lamina II. Las neuronas
de la lamina I y V se proyectan a lo largo de los tractos espinotalamicos y
espinoreticulotalamicos hasta sitios supraespinales como el talamo, el nucleo
parabranquial, y la amigdala, donde las sefnales nociceptivas son procesadas y
enviadas a centros superiores corticales, como el cértex cerebral (Basbaum et

al., 2009; Ossipov, 2012).

De la misma forma que las terminales periféricas de los nociceptores se
pueden sensibilizar, también es posible la sensibilizacion de las neuronas
encargadas de la transmision nociceptiva a nivel central en el asta dorsal de la
médula espinal o en el nucleo espinal del trigémino (Woolf, 2004). La
sensibilizacion central se refiere al proceso a través del cual se establece un
estado de hiperexcitabilidad en el SNC, que resulta en nocicepcién aumentada
(hiperalgesia) y dolor provocado por estimulos que normalmente no son nocivos
(alodinia) (Ossipov, 2012). En general, las alteraciones involucradas en la
sensibilizacion central son similares a las que producen la sensibilizacion
periférica. Estos dos tipos de sensibilizacién son la expresion de la plasticidad
del sistema nervioso, que en cuestiéon de segundos después de un influjo masivo
de informacién sensorial debido a danos en tejidos o nervios, comienza una
respuesta hiperreactiva de las neuronas de la médula espinal (Woolf and

Salter, 2000). Aunque se han descrito numerosos mecanismos implicados en la
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sensibilizacion central, se pueden destacar tres: la hipersensibilidad mediada
por la alteracion en la neurotransmision glutamatérgica / receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA); la pérdida de los controles inhibitorios ténicos
(desinhibicién); y las interacciones entre las neuronas y las células gliales

(Basbaum et al., 2009).

1.4.3. El dolor neuropatico

El dolor neuropatico es un grupo heterogéneo de condiciones dolorosas
cronicas causadas por lesion o afecciones del sistema somatosensorial. Las
causas mas comunes del dolor neuropatico incluyen la polineuropatia dolorosa
—por ejemplo, la causada por diabetes—, neuralgia posherpética, lesiéon de nervio
periférico, radiculopatia, dolor relacionado con cancer y dolor central posterior
a accidente cerebrovascular (Finnerup, Sindrup y Jensen, 2010; Jensen et al,
2011). Este tipo de dolor crénico comtinmente tiene un impacto negativo en la
salud mental del paciente, al estar asociado con sufrimiento, incapacidad y
disminucién de la calidad de vida (Board, 2010). Aunado a todo lo anterior, las
terapias actuales para tratar el dolor neuropatico no son del todo satisfactorias,
ya que mas de dos tercios de los pacientes con este tipo de dolor, no obtienen

suficiente alivio de este (Finnerup, Sindrup y Jeynsen, 2010).

El dolor neuropdatico se puede clasificar como periférico (cuando se
origina por un dano en los nervios periféricos, el plexo, la raiz del ganglio
dorsal) o central (cuando se origina por dafio en el cerebro o en la médula
espinal). Este tipo de dolor se caracteriza por dolor espontédneo o provocado
(Figura 11), y otros sintomas como parestesias, disestesias, paresia motora,

calambres musculares, entre otros (Board, 2010).
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Dolor

neuropatico

Dolor Dolor
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Continuo Intermintente Alodinia Hiperalgesia

Mecdanico Térmico

Figura 11. Componentes del dolor neuropatico (Board, 2010).

El principal tratamiento del dolor neuropatico consiste en la
administracion de farmacos antidepresivos y antiepilépticos, en vista de que los
analgésicos comunes no presentan eficacia para el alivio de este tipo de dolor
(Board, 2010). Los gabapentinoides, pregabalina y gabapentina, han sido la
piedra angular del tratamiento del dolor neuropatico, y se asume que su
mecanismo de acciéon se debe a la depresion del potencial excitatorio
presinaptico en las neuronas de la raiz dorsal, por interaccién directa con las
subunidades a26-1 de los canales de Ca2* dependientes del voltaje, las cuales
son reguladas positivamente después de una lesién (Chincholkar, 2018). Los
farmacos opioides, por su parte, también han sido utilizados para el
tratamiento del dolor neuropatico, y aunque su eficacia es comparable a los
gabapentinoides, gabapentina y pregabalina, no son considerados como
farmacos de primera eleccion a causa de sus efectos secundarios, tolerancia,
eficacia, seguridad, entre otros. Otros farmacos utiles para el tratamiento del
dolor neuropatico incluyen ciertos antidepresivos triciclicos, inhibidores de la

recaptura de serotonina-noradrenalina y lidocaina tdépica; sin embargo, en
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todos los casos mencionados, los pacientes pueden experimentar alivio parcial o
ningun alivio a dosis tolerables (Finnerup, Sindrup y Jensen, 2010), por lo que
resulta importante continuar con la bisqueda de nuevas moléculas capaces de
producir alivio de este tipo de dolor con mayor eficacia y menos efectos

secundarios.

1.5. Modelos para el estudio del dolor en roedores

Los estudios del dolor en humanos tienen sus limitaciones, debido a que
son dificiles de llevar a cabo, son subjetivos, y estan limitados por
consideraciones éticas, lo que ha llevado a un extenso uso de modelos animales
para el estudio del dolor, siendo los ratones y ratas, las especies animales mas
comunes para este propésito (Deuis, Dvorakova y Vetter, 2017). A pesar de que
existe cierto grado de incertidumbre respecto a la validacion de la
antropomorfizaciéon del dolor en animales, sin duda, la nocicepcién y la
habilidad para detectar un estimulo potencialmente danino, es una funcién
fisiologica fundamental en los mamiferos y, ciertamente en otras especies. Por
lo tanto, resulta un factor clave la distincién entre la nocicepcion y el dolor, ya
que no es posible medir directamente el dolor en animales, solo respuestas

nociceptivas o antinociceptivas (Sandkiihler, 2009).

Los modelos de comportamiento en roedores representan importantes
herramientas para el entendimiento de la fisiologia subyacente a la nocicepcién
y el dolor, asi como para el analisis de los mecanismos farmacologicos detras de
los farmacos analgésicos (Minett, Eijkelkamp y Wood, 2014). El proceso
nociceptivo puede ser estimado en animales a partir de la evaluacién de una
conducta o la medicién de una respuesta a un estimulo especifico. Un estimulo
nocivo puede ser definido por su naturaleza fisica, su sitio de aplicacién y por lo

que ha ocurrido previamente en el tejido en ese sitio (Barrot, 2012; Ang, Ariffin
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y Khanna, 2017). En la Tabla 3 se sintetizan los modelos contemporaneos més

comunes para el estudio del dolor en animales (Sandkiihler, 2009).

El dolor provocado por un estimulo puede describirse tanto por el
término de hiperalgesia como por alodinia, y posteriormente puede subdividirse
con base en la modalidad del estimulo: mecénico, térmico (frio o calor) o
quimico. La hiperalgesia se define como el incremento o respuesta dolorosa
exagerada ante un estimulo normalmente nocivo; mientras que la alodinia se
define como la respuesta dolorosa ante un estimulo inocuo (Deuis, Dvorakova y
Vetter, 2017). En la actualidad existen diversos métodos para la evaluacién de
la hiperalgesia y la alodinia que se aplican ampliamente en diversos modelos
para el estudio del dolor en animales, los mas comunes se resumen en la Tabla

4 (Sandkiihler, 2009).

En este trabajo se utilizara el método manual “arriba-abajo” de Von Frey
para la evaluaciéon de la alodinia mecanica, el cual consiste en determinar la
fuerza mecanica requerida para generar la retirada de la pata del 50% de los
animales basado en la formula estadistica para calcular la dosis letal media

(DLso). (Deuis, Dvorakova y Vetter, 2017)
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Tabla 3. Modelos animales de dolor. (Sandkiihler, 2009)

ANTECEDENTES

. Mecanismo .
Relevancia humana . . . ., Nombre del modelo (més .
principal del Método de induccién , Comportamientos
/ Enfermedad comun)
modelo
Inflamacién Estimulacién Inyeccién de un agente Adyuvante completo de
periférica e quimica de inflamatorio en la pata Freund (CFA)
inflamacién los aferentes trasera C .
, . i : arragenina
neurogénica primarios
periférica Aceite de mostaza
Veneno de abeja Retirada de pata trasera,
lamida, levantamiento
Formalina Retirada de pata trasera,
lamida en dos fases
Capsaicina Retirada de pata trasera
Artritis Inflamacién Inyeccion de mediador | Monoartritis inducida | Postura, andar alterado,
inflamatorio en por adyuvante dolor espontaneo
articulacién o cola Poliartritis inducida por | Otros cambios sistémicos
adyuvante
Dolor Trauma Cirugia Modelo por incisiéon
postoperatorio quIrurgico Ovariohisterectomia Posturas abdominales
mecanico
Quemadura de sol, | Dafio  celular | UV-B (290-320 nm) | Modelo UV
quemadura por 1rre}d1af:}on dermal o Modelo de quemadura o
irradiacién o aplicacion de  calor .
. . lesion térmica
lesion nocivo prolongado en la
térmica piel
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Lesién por Isquemia Isquemia temporal de la Dolor crénico
isquemia/reperfu pata trasera y postisquemia
s16n, sindrome reperfusion u oclusién
doloroso regional vascular
complejo,
sindrome
compartimental,
enfermedad
isquémica
periférica
Dolor neuropatico, | Lesién traumatica | Varios métodos | Lesién por constriccién | Proteccion de la pata
sindrome del nervio (constriccién, ligadura, crénica (LCC) trasera, soporte de
doloroso regional transeccién) para peso alterado
co mplejo, 1e519 nar Nervios Ligadura de nervio | Lamida de pata trasera,
ligadura de periféricos (espinal, . .
. . . espinal levantamiento
nervio ciatico, safeno) o nervios
faciales (trigeminal, | Ligadura  parcial = de | Proteccién de la pata
mental) nervio ciatico trasera y lamida
Lesion de nervio | Proteccién de la pata
compartido (SNI) trasera y soporte de
Aplastamiento del nervio peso alterado
ciatico
Crioneurolisis Autonomia, hiperestesia
Fototoxicidad
Lesién del nervio distal
Transeccién completa del | Autonomia
nervio
Neuralgia Lesion Varios métodos de lesion | Lesion del nervio

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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trigeminal traumatica infraorbital (LCC, infraorbital
del nervio lesién  isquémica) o .,
i . i Compresion de los
ganglios trigeminales . . .
ganglios trigeminales

Inflamacién de la | Inflamacién Inyeccion aguda de | Dolor en la articulacion | Acicalamiento facial o
articulacion orofacial agentes inflamatorios temporomandibular o rascarse
temporomandibu (adyuvante completo de dolor orofacial
lar 0 dolor Freund, carragenina) en
orofacial la articulacion

temporomandibular o
en la cara.

Neuropatia Neuropatia Administracion de | Diabetes inducida con
diabética, secundaria estreptozotocina  para estreptozotocina
neuralgia inducir diabetes, . .

" . ., . Inoculacién con virus del

postherpética, inoculacién con virus h .

. . . . erpes simple
polirradiculoneu del herpes simple tipo I,
ropatia inmunizacién con | Neuritis autoinmune
desmielinizante péptido P2 de mielina experimental
inflamatoria periférica
aguda

Dolor por cancer

Compresiéon e
inflamacién
del tejido por
células
cancerigenas

Intramedular,
intraplantar, o
inyeccion intragingival
de células cancerigenas

Sarcoma osteolitico
experimental

Carcinoma experimental
de células escamosas

Melanoma experimental

Hiperalgesia muscular

Sindrome de
intestino
irritable

Dolor visceral

Inyeccion de irritantes en

érganos cavernosos o
distencién mecanica
visceral

Inyeccion de acido
acético, capsaicina,
acelte mostaza,
turpentina, zimosano
en 6rganos cavernosos

Contracciones
abdominales u otros
comportamientos
nociceptivos
viscerales,
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hiperalgesia referida

Dolor muscular Acidosis Inyeccion de acido en los | Dolor muscular
periférica musculos gastrocnemios
Fiebre, Activaciéon Administracién sistémica, | Sindrome de enfermedad | Manifestaciones no
enfermedades generalizada intratecal o central de S , especificas de
. . . . o ickness syndrome . .. .,
inflamatorias del del sistema lipopolisacaridos/ inflamacién e infeccién
sistema nervioso inmunolégic mediadores (fiebre, somnolencia)
central 0 inflamatorios
Dolor neuropatico | Lesiones de la| Contusién isquémica o | Lesién de la médula
producido por médula espinal traumatica, compresion, espinal
lesion de la transeccion de la
médula espinal médula espinal
Dolor neuropatico, | Neuritis Inyeccion aguda o | Neuritis ciatica
neuritis perineuronal de agentes inflamatoria
inflamatorios
directamente en los
nervios
Migrana Varios Varias manipulaciones: | Varias Varias mediciones de
neurovascular, dolor espontaneo
eléctrica, genética
Dolor neuropatico Administraciéon sistémica | Agentes
inducido por de agentes terapéuticos quimioterapéuticos
fArmacos utilizados clinicamente (vincristine,
paclitaxel)

Agentes antiretrovirales
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Tabla 4. Métodos para evaluar la hiperalgesia y la alodinia. (Sandkiihler, 2009)

Modalidad Nombre del Método ensayado Lugar ﬂe Parametro de resultado
ensayo aplicacién
Mecanica von Frey Aplicacion de | Pata trasera, | Umbral de fuerza para
filamentos cara generar el retiro de la
calibrados pata (alodinia estética
estaticos no mecénica)
nocivos en la piel
Randal Aplicacién de fuerza | Pata trasera | Umbral de fuerza para
Sellito mecénica en generar el retiro de la
incremento pata con un estimulo
linearen un rango nocivo (hiperalgesia
nocivo para la piel mecanica)
Sin nombre | Cepillado inocuo, | Pata trasera | Tiempo de latencia para
acariciando la piel generar el retiro de
pata o
comportamientos
nociceptivos (alodinia
mecénica dindmica)
Sin nombre | Estimulacién Organos Umbral o numero o
mecanica nociva a viscerales fuerza d?’la
las visceras (colon, cor’ltraccmn de
vejiga) musculos, respuestas
autonémicas
(hiperalgesia)
Calor Retirada de | Aplicacion de calor | Cola Tiempo de latencia para
cola radiante en la cola generar el retiro de
0 inmersién de la cola (hiperalgesia por
cola en agua calor)
caliente
Aparato de | Aplicacién de calor | Pata trasera | Tiempo de latencia para
Hargreav radiante en la piel generar
es comportamiento
nociceptivo o escape
(hiperalgesia por calor)
Placa Animal colocado en | Pata trasera | Tiempo de latencia para
caliente placa metéalica (pata generar retiro de la
caliente delantera) pata (hiperalgesia por
calor)
Frio Acetona Aplicacién de | Pata trasera | Duracién/intensidad del

acetona en la piel

comportamiento
nociceptivo
(hiperalgesia por frio)

Pagina | 44




CAPITULO I ANTECEDENTES

Placa fria Animal colocado en | Pata trasera | Tiempo de latencia para
placa  metélica generar

fria comportamiento
nociceptivo o escape
(hiperalgesia por frio)

Pata trasera

Agua fria Animal colocado en Tiempo de latencia,

la superficie de duracién e intensidad
un bafo de agua para generar
fria comportamiento

nociceptivo o escape
(hiperalgesia por frio)

Eléctrica Sin nombre | Aplicacién de | Varios: cola, | Umbral de  retirada,
corriente eléctrica pata, vocalizaciones, latencia de
visceras, | escape (alodinia)
pulpa
dental

1.5.1. Modelo del edema de pata inducido por carragenina

El modelo del edema de pata inducido por carragenina introducido por
Winter y colaboradores (1962), ha sido utilizado ampliamente para la
evaluacion de farmacos antiinflamatorios, asi como para el estudio de los

mecanismos subyacentes a la inflamacion.

La carragenina es un mucopolisacarido derivado de algas rojas del
género Chondrus, que consiste en una mezcla de mondémeros de tres tipos
principales: lambda, kappa, e iota. La inyecciéon de carragenina produce una
respuesta inflamatoria aguda que no es inmune, no causa efectos sistémicos y
es altamente reproducible. Los signos de inflamacién como edema, eritema e
hiperalgesia se producen inmediatamente después de la inyecciéon de la
carragenina, resultado de la producciéon de agentes proinflamatorios como
bradicinina, histamina, taquicininas, prostaglandinas, complemento y especies
reactivas de nitrégeno y oxigeno (Winter, Risley and Nuss, 1962a; Morris,
2003a). Otras caracteristicas de la respuesta inflamatoria aguda son el

incremento de la permeabilidad vascular y la infiltracién de células que llevan
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a la formaciéon del edema, cuya respuesta es bifasica en ratones. La primer fase
se caracteriza por una respuesta inflamatoria temprana que dura 6 horas,
generando un tamano de edema que se relaciona con la dosis de carragenina
utilizada; mientras que la segunda fase se desarrolla después de las 24 horas,
con un edema que tiene un maximo de inflamacién entre las 48 y 72 horas, y

que disminuye después de 96 horas (Posadas et al,, 2004; Rocha et al., 2006).

Por otro lado, se ha demostrado que la carragenina produce un periodo
de hiperexcitabilidad (hiperalgesia o alodinia) a estimulos térmicos o mecénicos
con un pico entre las 2 a 3 horas después de su inyeccion. Esta respuesta
hipernociceptiva involucra mecanismos centrales relacionados con la
sensibilizacion de las neuronas de la médula espinal, ocasionada por la lesion
al tejido y/o la intensa activacién de las fibras C nociceptoras (Field et al,

1997).

En este estudio se utilizé este modelo para el estudio de las propiedades
tanto antiinflamatorias como antinociceptivas de Z. grandiflora. Para ello se
utilizé6 un pletismémetro para medir el volumen de la pata de los ratones
(inflamacién), y los filamentos de von Frey para la medicién de la alodinia

mecanica producida por la carragenina.

1.5.2. Modelo de neuropatia  diabética inducida con

estreptozotocina

La diabetes mellitus (DM), tanto tipo I y como tipo II, es una de las
principales causas de neuropatia en el mundo; y ésta a su vez, es la
complicacién crénica mas comun de la DM (Wattiez y Barriére, 2012; Hutapea
et al, 2022). Por esta razén, el desarrollo de modelos experimentales sobre
neuropatia diabética ha sido fundamental para el entendimiento de su

fisiopatologia. Estos modelos intentan acercase, tanto como sea posible, a la
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sintomatologia y/o etiopatogenia clinica de la neuropatia diabética, y
usualmente se aplican para evaluar el potencial de nuevos farmacos (Wattiez y
Barriére, 2012). Algunos de los modelos experimentales méas utilizados para
estudiar la neuropatia diabética son aquellos que utilizan quimicos para la
induccién pancreatectomia en animales, principalmente ratas y ratones. En
este sentido, las sustancias quimicas mas utilizadas son los analogos de la
glucosa: aloxano (un derivado de la pirimidina), y la estreptozotocina (un

agente alquilante y antimicrobiano) (Wattiez y Barriére, 2012).

En esta investigacion se utilizé el modelo de induccion de DMT1 para la
generacién de neuropatia diabética con estreptozotocina (STZ), ya que este ha
probado ser mas efectivo y reproducible que el modelo que utiliza aloxano. La
STZ es un compuesto producido naturalmente por la bacteria Streptomyces
achromogenes, que presenta un amplio espectro de propiedades antibacteriales,
por su alta toxicidad a través de la alquilacién del ADN (Eleazu et al, 2013).
En mamiferos, en efecto toxico de la STZ involucra su transporte al interior de
la célula, debido al residuo de glucosa en su estructura quimica que permite su
ingreso, principalmente a las células beta pancreaticas, a través del
transportador GLUT2. Una vez dentro de la célula, la STZ induce la
sobreestimulacién de la produccién de ADP-polimerasa (en un intento por
reparar el dafio al ADN), causando el decremento en la concentracién de NAD*
y de ATP lo que, a su vez, conlleva a la activacion de una apoptosis programada
que destruye las células pancreaticas, y todas las células que expresan el
transportador GLUT2 en higado y rifiones (Wattiez y Barriére, 2012; Eleazu et
al, 2013).

El modelo de STZ es apropiado para la ensayar los mecanismos de la
diabetes, ya que mimetiza muchas de las complicaciones agudas y crénicas de
esta enfermedad, incluyendo la neuropatia diabética. Este modelo,
caracterizado por una hiperglicemia crénica en los animales administrados,

puede causar neuropatia por diversos mecanismos propuestos que involucran
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glucotoxicidad en fibras nerviosas periféricas, entre los cuales se encuentran: la
ruta de los polioles, glicacion de proteinas y la expresion de receptores de
productos finales de glicacién avanzada, asi como, estrés oxidativo (Wattiez y
Barriére, 2012). La hiperalgesia inducida por STZ puede ser ensayada en
estudios de comportamiento, principalmente en ratones y ratas, en donde se
mide el tiempo de latencia o el umbral de retirada de la pata o cola del animal
que ha sido expuesta a un estimulo, ya sea térmico, mecanico o tactil. En este
trabajo, se utilizaron los filamentos de Von Frey, para producir un ligero toque
estatico que produce la retirada en la pata de los ratones de estudio, provocado
por la activacién inapropiada de las fibras C o AS, que corresponde a un signo

de alodinia tactil.

1.5.3. Modelo de ligadura de nervios espinales L.4/LL5 en ratones

Los modelos de ligadura de nervios en roedores han jugado un papel crucial
desde la década de los 90’s para el entendimiento de los mecanismos
neurobiolégicos del dolor neuropatico. De estos, los tres mas utilizados son: el
modelo de ligadura de los nervios espinales L5 y L6 (LNE), el modelo de lesién
por constriccién crénica (LCC), y la ligadura parcial del nervio cidtico (LPN)
(Kiso et al, 2008). El modelo LNE en ratas es ampliamente aceptado y
confiable para la generacién del dolor neuropatico; sin embargo, existen pocos
reportes de este modelo en ratones debido a las dificultades de la cirugia en
estos animales mucho mas pequenos. Recientemente se ha reportado una
modificacién del modelo original en ratas LNE, adaptado para ligar los nervios
L4 y L5 en ratones, por la mayor facilidad para localizar y ligar estos nervios
durante el proceso quirurgico. Este modelo ha demostrado producir
comportamientos del dolor neuropatico consistentes y robustos, por lo que se
considera adecuado para la investigacion de mecanismos de dolor neuropatico,

asi como para ensayar nuevos analgésicos (Ye et al, 2015).
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Una de las mayores fortalezas de este modelo es que la anatomia de los ratones
con cinco vértebras lumbares es homoéloga a la anatomia humana; asi como el
patron de distribucién de los nervios espinales 1.4 y L5 de en los miembros
inferiores de los murinos, mimetizan el patréon de distribucién conocido en la
anatomia humana; ademas de la ya conocida similitud genética entre ratones y
humanos (Ye et al, 2015). El modelo LNE produce alodinia mecénica a largo

plazo, la cual es sostenida
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, el empleo de la herbolaria para aliviar diversos
padecimientos y enfermedades forma parte de la vida cotidiana de la poblacion
por varias razones, entre las que se encuentran, el apego a las tradiciones, la
firme creencia de que lo natural es sinénimo de inocuo, la falta de acceso a una
atencion médica oportuna, y el alto costo de los medicamentos alopaticos.
Desafortunadamente, no existe informacion cientifica suficiente sobre las
plantas medicinales nacionales y sus preparados tradicionales que sustente su
uso y respalde su eficacia, calidad, inocuidad, desarrollo sustentable,
composicién quimica, entre otros aspectos farmacéuticos (FHEUM, 2013). Por
esta razén la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el marco de su
estrategia sobre medicina tradicional 2014 — 2023, ha realizado numerosos
llamados a sus paises miembros para que investiguen cientificamente, de
forma sistematica y multidisciplinaria, los principales recursos utilizados en
las practicas médicas tradicionales con la finalidad de acceder a éstos de
manera segura, asequible y efectiva; y con ello promover un servicio de salud
integral, reglamentado y supervisado por los organismos gubernamentales

correspondientes (OMS, 2013).

La presente investigacion pretende determinar el potencial
antinociceptivo, antinflamatorio y antidiabético a nivel preclinico Z.
grandiflora, con el objetivo de aportar evidencias farmacoldgicas que respalden
las propiedades que se le atribuyen en diversas comunidades indigenas del sur
de los Estados Unidos de América del Norte, y en los estados mexicanos de
Chihuahua, Coahuila, Sonora y Tamaulipas. También se pretende determinar
la actividad de algunos de sus principios activos; asi como, sentar las bases que
permitan definir algunas de las pruebas de identidad y composicién de esta

especie medicinal.
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3. HIPOTESIS

Los antecedentes etnobotanicos de Zinnia grandiflora, asi como
consideraciones de tipo quimiotaxondémico, sugieren que el preparado
tradicional de la planta, poseen propiedades antidiabéticas, analgésicas y
antiinflamatorias debido a la presencia de compuestos susceptibles de

purificacion mediante la aplicacién de métodos quimicos apropiados.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Establecer la eficacia, seguridad y pruebas de calidad de la especie
medicinal Zinnia grandiflora con el propoésito de garantizar su uso racional

como agente analgésico, antiinflamatorio y antidiabético.

4.2. Objetivos especificos

e Caracterizar los principios activos aplicando aplicando las técnicas

espectroscopicas y espectrométricas convencionales.

e LKstudiar el potencial antinociceptivo y antiinflamatorio de los

compuestos volatiles de la especie en estudio.

e Listablecer el efecto potencial antinociceptivo y antiinflamatorio,

incluyendo el mecanismo de accién de la zinagrandinélida E.

e Identificar los principios activos de la especie en estudio,
determinando el efecto de los metabolitos secundarios en los niveles
de glucosa en modelos in vivoy determinando su actividad inhibitoria

1n vitro sobre las enzimas a-glucosidasas.

e Determinar el potencial hipoglucemiante agudo en ratones
normoglucémicos e hiperglucémicos de una infusién obtenida a partir
de las partes aéreas de las especies seleccionadas de mediante la

aplicaciéon de un ensayo farmacoldgico in vivo.
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e Determinar el potencial antihiperglucémico mediante ensayos in vivo

utilizando la prueba de tolerancia a la sacarosa.

e [Establecer el perfil cromatografico de Z grandiflora mediante
cromatografia de liquidos con el objetivo de contribuir al desarrollo de

los parametros de identidad de la especie.

e Desarrollar y validar un método cromatografico para la cuantificaciéon
de los metabolitos activos con el propdsito de establecer una prueba
de composicién de tipo farmacopéica, indispensable para el control de

calidad de las drogas crudas y sus preparados farmacéuticos.

e Kstudiar in silico las propiedades quimicas, farmacocinéticas y

toxicolégicas de los compuestos aislados.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. Material vegetal

Las partes aéreas de Zinnia grandiflora fueron recolectadas en
Chihuahua por el Dr. Robert Bye y la Dra. Edelmira Linares 39042.,
investigadores del Instituto de Biologia de la UNAM, quienes realizaron
también la i1dentificacion botanica de la misma y depositaron una muestra de
referencia en el Herbario Nacional (MEXU). El material vegetal seco se

pulverizé en un molino de cuchillas Thomas Wiley Modelo 4.

5.2. Preparacion del extracto acuoso de Z. grandiflora

El extracto acuoso se prepar6 via infusioén a partir de las partes aéreas
secas y molidas de Z. grandiflora, de acuerdo con los datos proporcionados por
el Dr. Bye acerca de la posologia de la planta en su uso tradicional. Para ello se
colocaron 20 g del material vegetal en contacto con 1 L. de agua a ebullicién
durante 30 min. Al cabo de este tiempo, el preparado se filtr6 para descartar el
material vegetal. La infusion resultante se concentré a sequedad utilizando un
rotaevaporador (BUCHI R-II-HB) adaptado a una bomba de vacio (BUCHI V-
710). El rendimiento del extracto acuoso total fue de 1.82 % (18 mg/g de droga
cruda). Este proceso se repitié tantas veces como fue necesario a partir de la

droga cruda.
5.3. Estudios quimicos de la especie Z. grandiflora

5.3.1. Fraccionamiento y analisis preliminar de la infusion

La infusién de la planta se fraccion6 de manera preliminar mediante la
técnica de reparto con los disolventes orgéanicos hexano (Hex), diclorometano

(CH:Cly) y acetato de etilo (AcOEt). La extraccién con cada uno de los
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disolventes se realizé exhaustivamente por triplicado, utilizando 500 mL por
cada 500 mL de infusién. Las fracciones organicas resultantes en cada caso se
secaron primero sobre Na2SO4 anhidro y, posteriormente, se concentraron a
sequedad en un rotaevaporador (Helidolph Laborota 4000). Los rendimientos
fueron 1.42 mg, 11.78 mg y 25.49 mg por g de droga cruda para la particiéon con
Hex, CH2Clz y AcOEt, respectivamente. En las fracciones de CH2Clz y AcOEt se
detectaron las zinagrandinodlidas D-F mediante cromatografia de liquidos de
alta eficiencia (CLAE). La fraccién de CH2Cl: se utilizé posteriormente para las
pruebas de calidad de la planta. Por otro lado, en la fraccion de hexano se
1dentificé a la desmetilisoencecalina mediante cromatografia de gases acoplado

a espectrometria de masas (CG-EM).

5.3.2. Obtenciéon y analisis quimico del extracto organico total

(EOT) para la purificacién de la zinagrandinélida E

Con la finalidad de obtener una mayor cantidad de las zinagrandinélidas
D-F para utilizarlas en posteriores estudios preclinicos, se utilizd el extracto
organico total (EOT) como fuente de estas. Este extracto se preparé a partir de
la maceracién de 3 Kg de droga cruda, seca y molida, en 20 L. de una mezcla de
CH2Cla-MeOH 1:1 durante 21 dias. Pasado ese tiempo, se concentrd el
disolvente con ayuda de un rotaevaporador (Helidolph Laborota 4000), para
obtener 350 g del EOT seco; de los cuales 250 g se sometieron a fraccionamiento
mediante cromatografia en columna abierta (CCA) con gel se silice y utilizando
un gradiente de elucién de Hex-AcOEt (100:0 — 0:100) e incrementado la
polaridad hasta un sistema de AcOEt-MeOH (0:100 — 80:20), con lo que se
obtuvieron 19 fracciones primarias (A-T) para su posterior estudio. En este
estudio solo se trabajé con la fraccion M, el resto se resguard6 para trabajos

posteriores sobre la especie de trabajo.
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Se seleccion6 a la fraccion M al detectarse la presencia de la
zinagrandinélida E mediante cromatografia en capa delgada (CCD). Esta
fraccién (8.9962 g) se sometié a posteriores fraccionamientos CCA con de gel de
silice utilizando gradientes de polaridad creciente (Hex-AcOEt), y Sephadex
utilizando un sistema de elucion isocratica con MeOH, como se describe en la
Figura 12. Las fracciones M11b y M11c fueron analizadas mediante CLAE.
Como resultado entre la comparacion de los parametros cromatograficos
generados (tiempo de retencién y perfil de UV) y los obtenidos de las
zinagrandinélidas D-F, se concluydé que ambas fracciones contenian

mayoritariamente a la zinagrandinélida E (ZGE).

Fraccion M
(8.9962 g)

Gel de silice (300 g)
Hex-AcOEt (100:0 > 30:70)

M1 - M10 M11 (522.4 mg) M12 - M14

Sephadex ‘
100% MeOH

M1la ’ M11b l M1lc i M11d
(6.6 mg) (191.2 mg) (300 mg) (13.3 mg)

. S

. r

N
Analisis por HPLC y
RMN *H
Zinagrandindlida E

Figura 12. Aislamiento y purificacion de la zinagrandinélida E del EOT de Zinnia
grandiflora.

La purificaciéon de la zinagrandindélida E se llevé a cabo por CLAE

preparativa, utilizando un cromatégrafo Waters equipado con una bomba
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cuaternaria modelo 2535, y dos detectores, uno de UV 2998 con arreglo de
fotodiodos y un detector de ELSD 2424, y un colector de fracciones automatico.
De manera preliminar se utilizé la columna analitica de fase reversa XBridge
Shield RP-18 (5 pum, 4.6 x 250 mm) con un gradiente de elucién empleando
MeCN y H204q acidificada con 0.1% de acido férmico, a flujo de 1 mL/min; y
posteriormente se utilizé la columna preparativa XBridgePrep Shield RP-18 (5
um, 19 x 250 mm), con un sistema de elucién escalado, con flujo de 17.1
ml/min, e inyecciones de 150 pL (14.28 mg). El gradiente de elucién utilizado
se presenta en la Tabla 5. El control del equipo, la adquisiciéon y el
procesamiento de los datos se realizé en el programa Empower v.3.0 (Waters,
Miliford, MA, EE.UU.). Mediante este procedimiento se obtuvieron 27 mg de la

zinagrandinélida E, con una pureza > 98%.

Tabla 5. Gradiente de elucion utilizado para la purficacion de la ZGE por CLAE

preparativa
. . % H20 (0.1% de ac.
Tiempo (min) % MeCN o fé:'mic:;) o
0 50 50
2 50 50
T 0 100
20 0 100

Zinagrandindlida E: Soélido blanco cristalino; p.f. 76-78 °C; 1H-RMN
(CDCls, 400 MHZ) 6u (ppm): 6.75 (1H, s, H-13), 6.59 (1H, d, J= 0.8 Hz, H-3),
6.15 (1H, cc, J= 7.2, 1.6 Hz, H-3", 6.04 (1H, s, H-3), 5.99 (1H, dd, J= 17.4, 11.0
Hz, H-1), 5.87 (1H, s, H-13), 5.58 (1H, dd, J= 3.6, 2.0 Hz, H-8), 5.11 (1H, d, &~
11.2 Hz, H-2), 5.06 (1H, dd, .~ 3.2 Hz, H-6), 5.03 (1H, d, J= 17.2 Hz, H-2), 4.41
(1H, t, &= 2.2 Hz, H-9), 3.43 (1H, d, J/~ 3.0 Hz, H-5), 3.33 (1H, dd, J~ 6.4, 3.2
Hz, H-7), 2.46 (1H, sex, &= 7.0 Hz, H-2"), 1.92 (3H, dc, &= 7.2, 1.6 Hz, H-4'), 1.82
(3H, q, &= 1.6 Hz, H-5", 1.76 (1H, sex, = 7.6 Hz, H-3"), 1.53 (1H, ddd, = 14.0,
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7.5, 6.5 Hz, H-3"), 1.46 (3H, s, H-14), 1.27 (3H, d, J= 7.2 Hz, H-5"), 0.93 (3H, t,
J= 7.6 Hz, H-4"); 13C-RMN (CDCls, 100 MHZ) &¢ (ppm): 175.7 (C-1"), 171.8 (C-
15), 166.7 (C-1", 163.1 (C-12), 141.0 (C-1), 140.7 (C-3", 135.7 (C-4), 133.6 (C-
13), 132.2 (C-11), 131.9 (C-3), 127.0 (C-2), 115.6 (C-2), 85.1 (C-9), 76.6 (C-6),
64.3 (C-8), 45.3 (C-10), 43.4 (C-7), 41.8 (C-2"), 34.8 (C-5), 26.6 (C-3"), 20.5 (C-
5, 17.6 (C-14), 17.1 (C-5"), 16.1 (C-4", 11.9 (C-4").

5.3.3. Obtencion del aceite esencial

El aceite esencial de Z. grandiflora (AE) se preparé por hidrodestilacién
utilizando un aparato tipo Clevenger modificado. Para ello, se colocaron 150 g
de las partes aéreas, secas y molidas del vegetal en 2 LL de agua destilada. El
sistema funciona a presiéon atmosférica y a la temperatura maxima del punto
de ebullicién del agua (Alvarez-Ospina et al., 2013). Para separar la esencia se
realizé un reparto con diclorometano (3 x 300 mL). La fase organica resultante
se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentr6 al vacio, para obtener un
aceite color amarillo con un rendimiento de 120 mg aproximadamente. Este
procedimiento se realiz6 tantas veces fue necesario hasta obtener cantidad

suficiente para posteriores estudios quimicos y farmacolégicos del mismo.

5.3.4. Aislamiento de los compuestos mayoritarios del aceite

esencial

Se depositaron 300 mg del aceite esencial de Z. grandiflora en una placa de 20 x
20 cm recubierta con gel de silice (espesor = 0.5 mm); la cual se eluyé con una
mezcla de tolueno/hexano/acetato de etilo 85:10:5. Esta fase moévil se establecié
como ideal para las pruebas de identidad del AE mediante CCD, tal como se
observa en la Figura 13. Después de la elucién, se observaron las bandas bajo
una lampara de UV-Vis. Las bandas correspondientes a los compuestos

mayoritarios se marcaron y rasparon para macerarlas durante 2 horas en
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diclorometano para favorecer la desorcion de los compuestos aislados. Después
de maceradas las bandas, se filtr6 la silice utilizando papel Whatman grado 1,
y el disolvente se evapor6 in vacuo. Los compuestos puros se almacenaron en
refrigeracion en viales ambar. Este procedimiento permitié el aislamiento de
2.7 mg de D-limoneno (4), 1.2 mg de B-cariofileno (20), 5.8 mg de germacreno D (24), 4.1
mg de desmetilisoencecalina (25), y 2.6 mg de 6xido de cariofileno (32), por placa. Los
compuestos puros se identificaron posteriormente mediante RMN de H y
espectrometria de Infrarrojo (IR). La identidad de la desmetilisoencecalina se
establecié a partir de la RMN de H y 13C, ademas de los experimentos en dos

dimensiones COSY, HMBC y HSQC (Figs. 1 - 4, Anexo D).

Figura 13. Identificacion de
- Limoneno compuestos mayoritarios del aceite
esencial de Zinnia grandiflora en
cromatografia en capa delgada.
Fase movil: tolueno-hexano-acetato

iZce)ser:ceetci:I;Iina de etilo (85:10:5). Revelador:

- 3 anisaldehido.

@ B-Cariofileno

Oxido de
Cariofileno

Desmetilisocencecalina (6-Acetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-2 A-cromeno) (25):
Sélido amarillento; *H-RMN (CDCls, 500 MHz): & 12.97 (OH-5), 7.52 (1H, d, J = 8.8
Hz, H-7), 6.71 (1H, dd, J = 10.0 Hz, J = 0.4 Hz, H-4), 6.33 (1H, dd, J =8.8 Hz, J = 0.6 Hz,
H-8), 5.58 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-3), 2.54 (3H, s, H-14), 1.45 (6H, s, H-11 y H-12): 13C-
RMN (CDCls, 125 MHz): 8 202.9 (C-13), 159.8 (C-9), 159.7 (C-5), 131.7 (C-7), 128.4 (C-
3), 115.9 (C-4), 113.9 (C-6), 109.4 (C-10), 108.4 (C-8), 77.9 (C-2), 28.4 (C-11 y 12), 26.3
(C-14).
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5.3.5. Obtencion de los compuestos volatiles de la infusiéon

utilizando microextraccién en fase sélida (MEFS)

La 1dentificaciéon de los compuestos volatiles presentes en la infusién de
Z. grandiflora se efectué mediante la técnica de microextraccion en fase sélida
con espacio de cabeza (MEFS-EC). Para ello, en un vial sellado herméticamente
con un tapon de polipropileno PTFE/recubierto con un septo de silicona de 30
mL se colocaron 200 mg de la droga cruda, 100 mg de cloruro de sodio y 15 mL
de agua HPLC, simulando la preparacién de una infusién. Las condiciones
experimentales para la extracciéon fueron: temperatura de extracciéon: 60°C;
tiempo de equilibrio: 5 min; tiempo de extraccion: 30 min. En el procedimiento
se utilizaron cuatro fibras de MEFS (Supelco Technology, St. Louis, Mo., EE.
UU.): una fibra de polidimetilsiloxano (PDMS; 100 pm), una fibra de
polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB; 65 upm), una fibra de
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/Carboxen/PDMS; 50/30 pm)
y una fibra de carboxeno/polidimetilsiloxano (Carboxen/PDMS; 75 um). Todas
las fibras se expusieron en el espacio de cabeza (EC) para lograr la extraccién
de los compuestos volatiles. El acondicionamiento de las fibras antes del
analisis de CG-EM se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las proporciones relativas de los componentes individuales presentes se
calcularon con base en las areas de cada uno de los picos en el cromatograma
de iones totales (CIT) y se reportan como porcentaje de la suma de todas las
areas de los picos presentes en el cromatograma. Todas las muestras se

analizaron por triplicado.
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5.3.6. Analisis de los compuestos volatiles de la infusién y aceite

esencial mediante CG-EM

Los analisis CG-EM se realizaron en un cromatoégrafo de gases Agilent
serie 6890 N equipado con un detector de espectrometro de masas de tiempo de
vuelo LECO PEGASUS 4D (MS-TOF; Agilent Technology, Palo Alto,
California, EE. UU.), utilizando una Columna capilar de 5% difenil-95%
dimetilpolisiloxano (DB-5) (20 m X 0.18 mm X 0.18 pm de espesor de pelicula)
(Agilent J&W Scientific, Palo Alto, California, EE. UU.). Las condiciones de
CG-EM fueron: caudal del gas portador (He): 1,0 mL/min; “splitless”; volumen
de inyeccion: 1,0 uL; inyector y temperatura de la linea de transferencia de EM:
300 y 250 °C, respectivamente; rampa de temperatura del horno: 40 °C
mantenida durante 3 min, luego elevada a 300 °C a 20 °C/min (mantenida
durante 15 min, isotérmicamente); modo de ionizacién: impacto electrénico a 70
eV; escaneo de rango de masa: 33-500 m/z. La identificaciéon de los componentes
se llevo a cabo mediante la inyeccién conjunta de la muestra con una solucién
que contiene la serie homéloga de n-alcanos (C8—C20) para establecer los
indices de retencién (indices de Kovats), y mediante la comparacién de los
patrones de fragmentacion observados en los espectros de masa de los analitos
detectados con aquellos de patrones almacenados en la base de datos del
Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST). En todos los casos, las

determinaciones se realizaron por triplicado.
5.4. Estudios farmacolégicos in vivo

5.4.1. Animales de experimentacion

En este estudio se utilizaron ratones hembra de la cepa Swiss Webster
de 25-30 g, del Cinvestav, Sede Sur (Ciudad de México) para los modelos de
dolor. Para la evaluacion del potencial antidiabético se utilizaron ratones

macho de la cepa ICR, con edad entre 3-4 semanas y peso corporal de 25-30 g
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que se obtuvieron a través de Envigo México RMS (Ciudad de México, México).
Los animales tuvieron libre acceso a agua y alimento, en un ambiente
controlado a 22 °C con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los
experimentos se realizaron de acuerdo con los lineamientos éticos para
investigaciones de dolor experimental en animales conscientes. (Zimmermann,
1983) Los protocolos para los estudios del dolor e inflamacién fueron aprobados
por el comité de ética local (Cinvestav, protocolo 042-13); mientras que los
protocolos experimentales para las evaluaciones del potencial antidiabético
fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM:
FQ/CICUAL/132/16 (Ensayos hipoglucemiantes y antihiperglucémicos).
Ademas, se siguieron los procedimientos cientificos establecidos por la Norma
Oficial Mexicana para el Cuidado y Manejo de Animales (NOM-062-Z00-1999)
y la directiva 2010/63/EU para experimentos con animales. Se hicieron todos
los esfuerzos posibles para minimizar el sufrimiento de los animales y reducir
el nimero de animales utilizados. Todos los animales se aleatorizaron en cada
grupo de tratamiento. Los animales fueron sacrificados en una camara de CO2

después de cada experimento.

5.4.2. Preparacion y administracion de las muestras

Todos los reactivos utilizados en los experimentos farmacologicos fueron
adquiridos comercialmente en la compania Sigma Aldrich (EE. UU.):
Dimetilsulféxido (DMSO; 679), carragenina (9064-57-7), diclofenaco (DIC,
5018304), 1-H-[1,2,4]oxodiazolo[4,3-alquinoxalin-1-ona (ODQ; 1456), flumazenil
(3373), pregabalina (PGB, 5486971), glibenclamida (3488), naloxona (5284596),
mesilato de metiotepina (metiotepina; 4106), NG-L-nitro-arginina metil éster
(L-NAME; 39836), estreptozotocina (STZ, 29327), nicotinamida (NA, 72340),
metformina (1396309), y sacarosa (S9378). La STZ y NA se administraron via

intraperitoneal (i.p.) a razén de 0.1 mL/10g de peso. La primera se disolvié en
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buffer de citratos (0.1 M, pH = 4.5), mientras que la segunda se disolvi6 en SSI.
La carragenina se preparé al 1% (m/v) en SSI, y se administré en volumen de
30 pL por pata y se administré con jeringas hipodérmicas de 0.5 ml (31G x 8
mm). Para los experimentos por via intraplantar (.pl): la ZGE se disolvi6 en
DMSO al 50% en SSI, la DME se disolvié en DMSO al 20% en SSI, y el aceite
esencial de Z. grandiflora se administr6 en aceite mineral. Para todos los
experimentos por via intraplantar (.pl.), el volumen de administracién fue de
20 uL por pata. Para la administracién intratecal (i.t.), ZGE disolvié en DMSO
al 60% en SSI, y se administr6 en volumen de 5 ulL por ratéon. Las
administraciones del extracto acuoso de Z grandiflora se realizaron por via
intragastrica (i.g.) mediante sondas de acerto inoxidable a razén de 0.2 mI/10 g

de peso; utilizando SSI mas 0.5% de Tween 80 para su disolucién.

5.4.3. Medicion de la alodinia tactil

Todos los animales se colocaron dentro de cajas de plastico transparente
Plexiglas sobre una malla metalica a una altura de 1 metro aproximadamente,
lo que permitia el acceso completo a las patas. Dos dias antes de los
experimentos se entrené a los ratones, colocandolos en el dispositivo
mencionado para permitir su acondicionamiento conductual. El dia de los
experimentos el aclimatamiento se llevé a cabo 20 min aproximadamente antes
de realizar las mediciones, hasta que las actividades de acicalamiento y
exploracion cesaran en su mayoria. El area de aplicacién de los filamentos se
realiz6 en las patas posteriores en la zona plantar media, evitando la zona de
las almohadillas por ser menos sensible. La colocaciéon de los filamentos se
realiz6 en serie con incrementos logaritmicos de rigidez. Cada filamento se
coloc6 de manera perpendicular a la superficie plantar con suficiente fuerza
para ocasionar un ligero pandeo de este, y se mantuvo en el sitio durante 6-8

segundos aproximadamente. Se consider6é una respuesta positiva si la retirada
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de la pata del raton se manifestaba inmediatamente a la colocacién del
filamento, o si la extremidad se estremecia inmediatamente después de la
retirada del filamento. Se determiné la alodinia tactil mediante el método “up-
down” utilizando los filamentos de Von Frey (Chaplan et al, 1994). Con este
método se determina el 50% del umbral de retirada de la pata del ratéon de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

50% Threshold (g) = (10" [Xf + k3])/10,000

En donde Xf es el valor del dltimo filamento de Von Frey utilizado (en
unidades logaritmicas), k es el factor de correccién basado en el patrén de
respuesta de una tabla de calibracion y el valor tabulado basado en el patron de
respuestas positivas y negativas, y 0 indica la diferencia promedio entre

estimulos en unidades logaritmicas. (Dixon, 1980; Chaplan et al., 1994).

En condiciones normales, un valor en el rango de 1 a 1.6 g del 50 % del
umbral de retirada de la extremidad se considera normal para ratones;
mientras que la presencia de alodinia se considera cuando el valor es inferior a

0.2g.

5.4.4. Modelo del edema de pata inducido por carragenina

Antes de comenzar el experimento, los animales se sometieron al
acondicionamiento mencionado en el inciso 5.4.3., a temperatura controlada de
25 °C antes de la administracién de cualquier tratamiento. Una vez finalizado
el tiempo de acondicionamiento, y después de medir los valores basales de
volumen de la pata y 50% del umbral de retirada con los filamentos de von
Frey, se administré a los animales, y se colocaron en las cajas de Plexiglas
durante 15 min antes de la administracion de la carragenina. Esta se
administré al 1% en solucién salina (m/v) de manera intraplantar (i.pl.) en la
extremidad posterior derecha en un volumen de 30 pL. El volumen de la pata

del ratén se midié utilizando un pletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile,
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Italia), cada hora durante 6 horas después de la administracién de la
carragenina. Los animales fueron sacrificados utilizando una camara de COsg,
una vez terminado el experimento y se calculd el area bajo la curva del curso

temporal. (Winter, Risley y Nuss, 1962b; Panthong et al., 1994)

Antes de llevar a cabo los ensayos en este modelo, se realizaron estudios
con dos productos de carragenina obtenidos de Sigma-Aldrich: 1) Carragenina
C1013 (predominantemente k, con una menor cantidad de A carragenanos), 2)
Carragenina C1867 (mezcla de x y A carragenanos). Las cuales se
administraron al 1% en solucion salina en la pata posterior derecha del ratéon
en volumen de 30 pL. Se calcularon los porcentajes de inflamacion y el 50% del
umbral de retirada de la pata del raton para determinar el mejor producto de
carragenina para realizar los ensayos posteriores. Los resultados de este
estudio (Fig. 5, Anexo 1) llevaron a la seleccién de la carragenina (C1867)
debido a que causa un mayor porcentaje de inflamacién (formacién del edema),
el cual se mantiene durante las 6 horas de estudio; y de acuerdo con un
seguimiento de la inflamacién y nocicepciéon durante 14 dias, se determiné que
esta carragenina puede ser utilizada también para realizar la evaluacién de
manera cronica de los compuestos en estudio, debido a que se mantiene la
formacién del edema asi como la hiperalgesia durante todo este periodo de

tiempo (Fig. 6, Anexo 1).

Por otro lado, se realizaron las pruebas para la eleccion del vehiculo para
la administracion de la ZGE, debido a su baja solubilidad en SSI. Para ello se
evaluf el efecto de la administracién 20 pL de: 1) SSI + Tween 80 al 5% y 2) SSI
+ DMSO al 50%. Los porcentajes de Tween 80 y DMSO se eligieron con base en
la completa solubilidad de una dosis alta de ZGE (100 pg/pata). De acuerdo con
los resultados (Fig. 7, Anexo 1), se eligié vehiculo la mezcla de SSI + DMSO al
50%, ya que la administracién de Tween 80 (al 5%) promueve la formacién del
edema y disminucion del 50% de la latencia de retirada de la pata del raton, lo

que podria evitar que se observe adecuadamente el efecto de los tratamientos.
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5.4.5. Modelo de neuropatia diabética inducida con STZ

A los ratones se les administré por via intraperitoneal una dosis Gnica de
estreptozotocina (STZ, 150 mg/kg) disuelta en buffer de citratos (pH 4.5, 0.1 M)
para inducir diabetes tipo 1 experimental (Sharma et al, 2006). La
hiperglucemia se confirmé después de 48 h de la inyeccion de STZ mediante la
medicién de los niveles de glucosa en sangre con un glucémetro comercial (One
Touch Ultra® 2, Johnson & Johnson, Milpitas, CA). Para este estudio se

consideraron ratones con niveles de glucosa en sangre > 200 mg/dl.

Todos los ensayos se llevaron a cabo cuatro semanas después de la
inyeccion de STZ. En este momento, todos los ratones hiperglucémicos ya
habian desarrollado alodinia tactil con valores del 50 % del umbral de retirada
de la pata < 0,2 g (Fig. 8, Anexo I). La alodinia t4ctil se determiné como se
describi6é anteriormente (Chaplan et al, 1994). Para ser considerados para los
ensayos posteriores, los animales debian cumplir con ambos criterios de

aceptacion: hiperglucemia y alodinia tactil.

5.4.6. Modelo de ligadura de nervios espinales L.4/L5

Para la induccion del dolor neuropatico, se llevo a cabo un procedimiento
quirdrgico para la ligadura de los nervios espinales (LNE). (Ye et al, 2015) Los
ratones se anestesiaron con una mezcla de ketamina (50 mg/kg, i.p.) y xilacina
(10 mg/kg, i.p.). Después de la preparacién quirurgica, se realizé una incisién
en la piel a la izquierda de la linea media dorsal guiada por las crestas iliacas
como punto medio de la incisién. Los nervios espinales izquierdos 1.4 y L5 se
expusieron, aislaron y ligaron fuertemente con sutura de seda 6-0 distal al
ganglio de la raiz dorsal. Los ratones fueron monitoreados hasta la
recuperacion completa de la anestesia. Después de la recuperaciéon quirurgica,

los animales con deficiencias motoras, como arrastrar las patas, se excluyeron
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de los experimentos. La alodinia tactil se determiné como se describid
anteriormente (Chaplan et al, 1994). Todos los experimentos se llevaron a cabo
a los 14 dias de realizada la cirugia, cuando los animales se recuperaron por

completo y se produjeron valores de alodinia < 0,2 g.

5.4.7. Evaluacion de la eficacia preclinica antidiabética en

ensayos agudos

Modelo de induccién de hiperglucemia en ratones: DM2

Este modelo se llev6 a cabo con ratones macho de la cepa ICR de 25-35 g
de peso. Los animales se separaron en dos grupos: normoglucémicos e
hiperglucémicos. En el caso del grupo de ratones hiperglucémicos, esta
condicion se indujo quimicamente, a través de la inyeccién, por via
intraperitoneal (i.p.), de una dosis Unica de STZ solubilizada en buffer de
citratos (130 mg/kg, pH 4.5) en coadministracién con nicotinamida (NA, 50
mg/kg) disuelta en SSI. (Szkudelski, 2012; Flores-Bocanegra et al, 2017) La
administracién de ambas sustancias se realiz6 a razén de 0.1 mL/10 g de peso.
Al cabo de 7 dias, se midieron los niveles de glucosa en sangre, y los ratones
que presentaron valores de glucemia superiores a 200 mg/dL se consideraron

para la segunda etapa experimental.

Evaluacién el efecto hipoglucemiante agudo

Los ratones normoglucémicos e hiperglucémicos se dividieron
aleatoriamente en cinco grupos (n = 6) y se les privé de alimentos antes de los
ensayos, con acceso a agua simple ad libitum. El extracto acuoso de Z.
grandiflora se administré a las dosis de 31.6, 100 y 316.2 mg/kg, por via
intragastrica (i.g.). Se utilizé como control positivo a la glibenclamida (15

mg/kg). Se realiz6 una incisién en la cola de los ratones para la toma de
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muestra de la vena caudal, a las 1.5, 3, 5, 7 y 9 horas después de la
administraciéon de los tratamientos. Con los valores obtenidos de glucosa en
sangre, se calculd el porcentaje de variacién de la glucemia de cada animal con

respecto a su nivel basal de la siguiente manera:

% de variacién de glucemia = (G, — G;) x 100

donde Gi es la glucemia basal y Gt son los diferentes valores de glucemia

después de la administracion del tratamiento.

Por dltimo, se calcularon las areas bajo la cuva (ABC) de los cursos

temporales de la variacién de glucosa.

Evaluacién del potencial antihiperglucémico en una curva de tolerancia

a la sacarosa (CTS)

La evaluacion del potencial antihiperglucémico del extracto acuoso de Z.
grandiflora en la PTS, se realizé mediante la administracién (via i.g.) de las
dosis de 31.6, 100 y 316.2 mg/kg. Antes de realizar el ensayo, se mantuvo a los
animales en ayuno durante 4 horas previas, con acceso libre al agua. Al cabo de
ese tiempo, se midié la concentracion de la glucosa basal, y posteriormente se
administraron los tratamientos, VEH y control positivo. Este Gltimo consisti6
en la administracién de 5 mg/kg de acarbosa (ACA). Después de 30 min de
administrados los diferentes grupos (n = 6), los animales recibieron una carga
oral de 2 g/kg de sacarosa. Los niveles de glucosa en sangre se midieron a los
30, 60, 90 y 120 min después de administrado el carbohidrato. Con los valores
obtenidos se construyeron las curvas del curso temporal del % de variacién de

la glucemia, y se calcularon las ABC.
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5.4.8. Analisis estadisticos

Los datos se expresan como el promedio + el error estandar de la media
(EEM). La estimacién de la diferencia estadistica significativa se calculd
mediante un andlisis de varianza (ANADEVA) de dos vias seguido de un
analisis post hoc de Bonferroni comparando con el grupo vehiculo; o bien, se
determiné mediante un ANADEVA de una via seguida de un analisis post hoc
de Dunnett comparando con el grupo de vehiculo o un analisis post hoc de
Tukey. Para el calculo de las diferencias estadisticas se utilizo el programa

GraphPad Prism (version 5.0, GraphPad Inc., La Jolla, CA, EE. UU.).

5.5. Estudios farmacolégicos in vitro
5.5.1. Consideraciones generales

Todos los ensayos enzimaticos se llevaron a cabo en placas de 96 pozos y
todas las muestras se evaluaron por triplicado. Las lecturas se llevaron a cabo
a 415 nm en un espectrofotometro BioRad® modelo iMark, utilizando un
software Microplate Manager® 6. El volumen maximo colocado en cada pozo fue

de 100 pL, con agitacion de la placa de 5s entre cada lectura.

5.5.2. Evaluacion de la actividad inhibitoria sobre enzimas a-

glucosidasas

Para la realizacion de estos ensayos se utilizaron las a-glusosidasas de
Saccharomyces cerevisiae (aSc, 0.4 U/mL) y un ‘pool’ de enzimas intestinales de
rata (alr, 0.4 U/mL). En un estudio biodirigido, se evaluaron extractos,
fracciones y compuestos puros. Las muestras por evaluar se disolvieron en
buffer de fosfatos (100 mM, pH 7) o en metanol, para obtener concentraciones

de 1000 ppm para los extractos y fracciones, y de 30 mM para los compuestos
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puros, en un primer ensayo preliminar. Se utilizé a la acarbosa como control
positivo, a una concentracion de 30 mM disuelta en buffer de fosfatos. El
procedimiento general consistié en la adiciéon de alicuotas de 0-10 uL de las
muestras a evaluar mas un volumen fijo de la enzima por cada pozo (10 pL). La mezcla
inhibidor-enzima se incubd a 37 °C durante 10 min. Posteriormente, se afiadio 10 uL de
sustrato p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (pNPG, 5 mM para aSc, y 10 mM para alr).
Inmediatamente después de agregar el sustrato, se ley6 la absorbancia de las
muestras al tiempo cero (Tinicia). La placa de 96 pozos con las mezclas de
reacciéon se colocdé a incubacion a 37 °C durante 30 min, y se leyeron las
absorbancias a 415 nm al finalizar el tiempo de incubacién (Tgna). El calculo de
los porcentajes de inhibicién se obtuvo por comparacién con un blanco de

reaccién de acuerdo con la siguiente ecuacién (Copeland, 2000):

Al"c

Oq Inhibicion = (1 — ) x 100

Be

En donde Ar. es la absorbancia corregida de la sustancia de prueba (Afinal

— Ainicial) V¥ Anc es la absorbancia corregida del blanco (Apfinal — ABinicial).

La concentracién inhibitoria media (Clso) se calculé mediante un ajuste

de regresién no lineal, con la siguiente ecuacién (Copeland, 2000):

All}l}

Ug Inhibicion = —
L s
1+ (CIEEJ

En donde Aioo es el porcentaje maximo de inhibicién enzimatica, I es la

concentracién de inhibidor y S'es el grado de cooperatividad.
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5.5.3. Determinacion de los parametros cinéticos de la inhibicion

Con el objetivo de determinar el tipo de inhibicién que ejercen los
productos activos, se siguid el protocolo descrito en el inciso 5.6.1. Se
construyeron curvas de inhibicibn por sustrato en un intervalo de
concentraciones de 0-2 mM de pNPG con concentraciones de inhibidor que se
encontraran en el intervalo de 20 -80% de inhibicién. Los resultados obtenidos
se analizaron mediante una curva de dobles reciprocos de Lineweaver-Burk, y
las constantes de inhibicién se calcularon mediante un analisis de regresién no
lineal de acuerdo con la siguiente ecuacién (Copeland, 2000):

v

?ﬂﬁ.t’s

YT k. (Lt [/ + S(L + [[]/ak,)

En donde ves la velocidad inicial en ausencia y presencia de inhibidor, S
e I son las concentraciones de sustrato e inhibidor, respectivamente; Vmax es la
velocidad maxima de reaccidon, knm, es la constante de Michaelis-Menten, 4&; es la
concentraciéon de inhibicién competitiva y aki es la constante de inhibicién no
competitiva. El analisis de los datos se realiz6 con el programa GraphPadPrism

(versién 5.0, GraphPad Inc., La Jolla, CA, EE. UU.)

5.6. Estudios 1n silico

5.6.1. Estudios de acoplamiento molecular

Las estructuras de energia minima se construyeron con el software
Spartan'l0 (Wavefunction Inc., Irvine, CA, EE. UU.). Las estructuras de
minima energia para las simulaciones de acoplamiento se prepararon con el
paquete Autodock Tools v1.5.6 (ADT, http://mgltools.scripps.edu/). Para los

metabolitos, se establecieron la adicibn de cargas de Gasteiger, se
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determinaron los tipos de atomos, el nimero de enlaces de giro libre, y se
eliminaron los hidrégenos no polares. El modo de uniéon de ZGE con el receptor
serotoninérgico se realizé utilizando la estructura cristalizada de 5-HTip
(cédigo pdb 4IAR) (Wang et al, 2013). Para los receptores opioides, se
utilizaron las estructuras cristalizadas de los receptores opioides 6, K y 1 con
cédigo pdb 6PT3, 6VI4 y 5C1M, respectivamente (Huang et al, 2015; Claff et
al, 2019; Che et al, 2020). Debido a la falta de datos estructurales
cristalograficos para el receptor GABAa, se decidié utilizar el modelo de
homologia para el receptor GABAa (Richter et al, 2012; Dumitrascuta et al,
2020). Para la a-glucosidasa de S cerevisiae se utilizé6 la estructura
cristalizada, con codigo pdb 3A4A. Para los receptores, se agregaron los
hidrégenos polares y las cargas de Kollman, se eliminaron las moléculas de
agua, y los parametros de solvatacion se asignaron de forma predeterminada.
Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron con AutoDock Vina 1.1.2.
(Trott y Olson, 2010) Primero, se realizé un ‘docking ciego’ para establecer el
sitio comun de interaccion de los metabolitos con los receptores. El espacio de
busqueda para este acoplamiento preliminar se definié como un tamano de caja
de 80 x 80 x 80 A en las dimensiones X, y, z, y la macromolécula se establecio
como el centro de la caja. A continuacion, se realizé un acoplamiento refinado
con una caja mas pequefia de espacio de busqueda (25 x 25 x 25 A),
estableciendo como centro de la caja de cuadricula la pose de menor energia
obtenida del acoplamiento ciego. Los estados conformacionales de las
simulaciones de acoplamiento se analizaron utilizando los programas AutoDock
Tools y Maestro 11.8.012, que también identificaron los enlaces H y las
interacciones de Van der Waals entre receptores y ligandos. Los complejos
acoplados predichos (proteina-ligando) fueron aquellas conformaciones que
mostraban la energia de unién mas baja. El protocolo de acoplamiento se validé
reproduciendo el modo de unién de cada compuesto cocristalizado con cada
receptor (Fig. 9 y 10, Anexo I). Los valores de RMSD inferiores a 2 A indican la

prediccion correcta de la estructura unida. La preparacion de las figuras se
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realizé con la herramienta de visualizaciéon PyMOL (PyMOL Molecular
Graphics System v1.7.4, Schrodinger, New York, NY, USA) (Seeliger and De
Groot, 2010; Schrodinger, 2015) y Maestro 11.8.012 (Schrédinger).
(Schrédinger, 2018)

5.6.2. Prediccion de las propiedades quimicas, farmacologicas y
toxicolégicas de los metabolitos secundario de Z,

grandiflora

Se utilizaron tres herramientas web gratuitas para evaluar las
propiedades de las zinagrandindlidas D-F, y la desmetilisoencecalina. Las
propiedades farmacocinéticas y de similitud con los farmacos se analizaron con
el servidor en linea SwissADME (http://www.swissadme.ch/). Se utilizé el
software  gratuito  Osiris  Property  Explorer  (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/) para predecir la mutagenicidad, la tumorigenicidad y
los efectos irritativos y reproductivos. Para la predicciéon de la bioactividad se
utilizo el software MollInspiration Cheminformatics
(http://www.molinspiration.com), compatible con el cribado virtual basado en

fragmentos.

5.7. Pruebas de identidad y composicién

5.7.1. Desarrollo del método analitico a partir de la fraccién de

diclorometano de la infusién de Z. grandiflora

Las pruebas de composicion de la droga cruda de Z grandiflora se
desarrollaron a partir de la fraccion de CH2Cl2 obtenida por particiéon de la
infusiéon de dicha planta. La eleccién de esta fraccion organica se realizdé con
base en la menor complejidad presentada en el perfil cromatografico

correspondiente al realizar el analisis comparativo con aquel presentado por el
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preparado tradicional (infusién), y la zinagrandinélida E fue seleccionada como
compuesto marcador. El desarrollo del perfil cromatografico se realizé por
cromatografia de liquidos de ultra eficiencia acoplado a espectrometria de
masas (CLUE-ESI/EM). El desarrollo del perfil cromatografico se realizé por
cromatografia de liquidos de ultra eficiencia acoplada a la espectrometria de
masas (CLUE-ESI/EM). El equipo de cromatografia se encuentra equipado con
una bomba cuaternaria, un inyector automatico, y un detector de arreglo de
fotodiodos (PDA) acoplado a un detector de masas SQD2 (cuadrupolo simple)
con una fuente de ionizacién por electrospray (ESI) en los modos positivo (ESI*)
y negativo (EST’). El control del equipo, la adquisicién de datos, procesamiento
y manipulaciéon de la informaciéon se efectuaron utilizando el programa
MassLynx® versién 4.1 (Waters). Las condiciones del equipo fueron: volumen
de inyeccion: 3 pL; velocidad del flujo: 3 mL/min; temperatura del horno: 40°C;
longitud de onda de deteccién: 254 nm; flujo de nitrégeno: 650 L/hr; voltaje del
cono: 30 V; voltaje del capilar: 3.0 kV (modo positivo) y 2.5 kV (modo negativo);
temperatura de desolvatacion: 400°C. Todos los analisis se realizaron en una
columna BEH Phenyl Acquity (1.7 um, 2.1 x 100 mm). El gradiente de elucién
empleado consistié en una mezcla binaria compuesta por CH3CN-H20 (0.1%

acido fé6rmico) (Tabla 6).

Tabla 6. Gradiente de elucién utilizado para el desarrollo del perfil
cromatografico por UPLC

Tiempo (min) Agu,a (0.'1% acido MeCN (%)
férmico) (%)
0 85 15
3 55 45
10 20 80
11 0 100
12 0 100
12.5 85 15
15 85 15
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5.7.2. Preparacion de la matriz de trabajo

La matriz de trabajo (75 mg/mL) se disolvié en una mezcla de dioxano-
MeOH (v/v, 1:1). La solucién resultante se filtré a través de membranas de

nylon Acrodisc® 0.20 um, antes de ser inyectada en el cromatografo.

5.7.3. Validacién del método analitico para la cuantificacién de

la zinagrandinoélida E

La validaciéon del método analitico se realizo de acuerdo con los criterios
establecidos en la Guia de Validaciéon de Métodos Analiticos de la Conferencia
Internacional sobre Armonizacién (ICH, por sus siglas en inglés) (International

Conference on Harmonisation, 2005).

Linealidad del sistema

Este parametro se evaludé construyendo seis curvas de calibracion
(concentracién vs absorbancia) por quintuplicado de ZGE a las concentraciones
finales de 5, 10, 25, 50, 75 y 100 pg/mL. Cada curva se construyé mediante
diluciones seriadas e independientes a partir de una solucién de referencia
(1000 pg/mL). La respuesta analitica se determiné obteniendo el ABC del pico
correspondiente a la ZGE a 254 nm, y del pico correspondiente a m/z de la ZGE.
El célculo de la ordenada al origen (Bo), pendiente de la recta (B1), coefienciente
de determinacién (R?) y el coeficiente de correlacién (R), se realizé mediante un
analisis de regresion lineal simple. Los parametros obtenidos se compararon

con los siguientes criterios: R?>0.98; R >0.99; Bo# 0 y B1 =1 [ICH; Q2 (R1) 2005].
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Limite de deteccién v limite de cuantificaciéon

Para determinar los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) se construyeron
curvas de calibracién del estandar a las concentraciones de 0.1, 1.0, 2.5, 5.0, 10 pg/mlL,
por triplicado. Con los datos obtenidos se realizd un analisis de regresion lineal, y se
calcularon los valores de Bo, B1, R, R2. Finalmente, el calculo del LD y LC se realizé

de acuerdo con las siguientes formulas:

LD — (3-3)(Sy /x) IC = (10)(Syx)
b, by

Linealidad del método y exactitud

Para evaluar la linealidad del método se construyeron curvas de
calibracion, analizando la concentracién de ZGE presente en la matriz de
trabajo adicionada con una concentracién conocida del estdndar [10, 50 y 75
ug/mL]. La respuesta de la cantidad recuperada del estdndar se realizé
considerando el valor de la respuesta de la matriz de trabajo sin adicionar el
estandar. Se evaluaron tres réplicas por concentracién para asi obtener los
valores correspondientes del ABC. Con los datos obtenidos se realizé un
anélisis de regresién lineal entre la cantidad adicionada (x) y la cantidad
recuperada (y), y se calcularon los valores de Bo, f1, R, R2. Los pardmetros para
la linealidad del método deben cumplir los valores de R > 0.98; R >0.99 [ICH; Q2
(R1) 2005].

La exactitud del método se refiere a la concordancia entre el valor de la
concentracion de estandar recuperada y el valor de referencia, que se refiere a
la concentraciéon adicionada. Este parametro de desempeno de determind

mediante el analisis de los porcentajes de recobro. Se calculd, para cada nivel
de concentracién adicionado, la media aritmética (X) y el coeficiente de

variacién (CV) de los porcentajes de recobro. El método analitico es exacto si los
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porcentajes de recobro se encuentran en un rango entre 98-102% y el

coeficiente de variaciéon no es mayor del 2% [ICH; Q2 (R1) 2005].

% Recob Cantidad recuperada 100
ecobro = x
° Cantidad adicionada

Precision del sistema

En el presente trabajo se evalud la precision del sistema en términos de
repetibilidad con el analisis de doce réplicas de una concentracion definida del
estandar (50 pg/mL). Para este andlisis se determiné la respuesta analitica
bajo las mismas condiciones experimentales, mismo analista y durante un
intervalo corto de tiempo. Los resultados obtenidos se analizaron mediante una
prueba ANADEVA utilizando el estadistico de Fischer (F) y se expresa en
términos de coeficiente de variacién (CV). El criterio de aceptacién establece

que para que un método sea preciso el CV no debe ser mayor al 2.0 % (ICH; Q2

(R1) 2005).

Precisién intermedia

Para el analisis de este parametro se determiné la respuesta analitica
bajo las mismas condiciones experimentales, mismo analista, en dias
diferentes, utilizando datos de doce réplicas de una concentracién definida del
estandar (50 pg/ml). El criterio de aceptacién establece que para que un

método sea preciso el CV no debe ser mayor al 2.0 % (ICH; Q2 (R1) 2005).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Evaluacién del efecto antiinflamatorio y antialodinico de la

zingrandinélida E

En un estudio que precede al presente se aislé la zinagrandindlida E
(ZGE), compuesto mayoritario, y principio activo anticonceptivo del preparado
tradicional de Z. grandiflora. Este compuesto mostré una accién antinociceptiva
significativa en la prueba de formalina en ratones (3.16, 10 y 31.6 mg/kg, i.g.),
siendo este mas notorio en la fase inflamatoria del ensayo. (Reyes-Pérez et al.,
2019). Con el propésito de profundizar sobre el potencial analgésico y
antiinflamatorio de la ZGE en este estudio se realizaron varios experimentos
utilizando el modelo de edema de pata inducido por carragenina (1%), y uno
neuropatico. El diseno experimental involucro dos esquemas de tratamiento,

uno preventivo y el segundo paliativo.

Con la finalidad de obtener un panorama mas amplio sobre el potencial
analgésico y antiinflamatorio de la ZGE, se propusieron varios experimentos
que involucraron evaluar tanto su efecto preventivo (pretratamiento) como
paliativo (postratamiento). La Figura 14 muestra que el disefio experimental
para esta investigacion se dividi6 en dos esquemas de tratamiento, pre- y
postratamiento de carragenina al 1%. En el esquema de pretratamiento, se
administré la ZGE por via 1.pl. o por via i.t., 15 min antes de la inyeccién de
carragenina. En otra serie de experimentos, los animales también fueron
pretratados con la ZGE (3, 10, 30 pg/pata) como se describe anteriormente, pero
en este caso, los efectos antiinflamatorios y antialodinicos se evaluaron cada
tercer dia durante 15 dias. En el esquema postratamiento, se administré6 ZGE
(30 pg/pata) y diclofenaco (30 pg/pata) 6 dias después de la inyeccién de

carragenina, cuando el proceso inflamatorio estuvo instaurado. La inflamacién
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y el umbral retiro se midieron durante 6 h después de la administraciéon de la
ZGE siguiendo los mismos procedimientos descritos en la seccion de desarrollo
experimental. Por ultimo, se prob6 el efecto antialodinico de la ZGE en un

modelo de neuropatia diabética en ratones, inducido con STZ.

mnst
%

Zinnia grandiflora

Dolor 4
Inflamatorio

Dolor A
m Neuropatico
G
pos*®
ZGE
\ Mecanismo de A
accion

A Administracién /%, Administracion
intraplantar intratecal

Figura 14. Esquema del disefio experimental para la evaluacion del potencial
antiinflamatorio y analgésico de la ZGE.

6.1.1. Efecto antiinflamatorio y antialodinico en el modelo del

edema de pata inducido por carragenina

En los experimentos realizados, la carragenina indujo el edema vy
alodinia tactil con un maximo de efecto a la tercera hora de administrado el
algégeno. El pretratamiento periférico local con ZGE, inhibié de manera
significativa la inflamacién inducida por carragenina a las concentraciones de
10 y 30 pg/pata (Figura 15-A) y, la alodinia tactil (Figura 15-C) a partir de la
concentraciéon de 3 ug/pata. En ambos casos, los efectos fueron dependientes de
la concentracion. Asi mismo, el efecto antiinflamatorio y antialodinico maximo
de la ZGE se alcanzé entre 4 y 6 h. El diclofenaco (30 pg/pata), utilizado como
control positivo, también redujo significativamente el edema, de manera

comparable a la ZGE a la concentracion mas alta utilizada. Sin embargo, el
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efecto del diclofenaco, aunque significativo, fue menor que el de la

concentracién de 30 ug de ZGE (Figura 15-D).
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Figura 15. Efecto antiinflamatorio y antialodinico local de ZGE en el modelo del edema
de pata inducido por carragenina. Panel A: Curso temporal del porcentaje de
inflamacién. Panel B: ABC del curso temporal (Porcentaje de inflamacién contra
tiempo, UA). Panel C: Curso temporal del 50% de umbral de retirada (g). Panel D:
ABC del curso temporal (50% de umbral de retirada contra tiempo, UA). VEH: DMSO
50% en SSI. DIC: diclofenaco (30 ug/pata). Cada medicién representa la media + EEM
con ocho ratones por grupo (n=8). Los valores significativamente diferentes del
vehiculo (VEH) (**** p <0.0001) se determinaron por ANADEVA de dos vias seguido
de la prueba post hoc de Bonferroni (paneles Ay C) o ANADEVA de una via seguido de
la prueba post hoc de Dunnett (paneles B y D).

A continuacién, se exploré el efecto antiinflamatorio y antialodinico
sistémico de la ZGE, a través de su administracién intratecal (3, 10 y 30 ug).

En este caso, la ZGE tuvo un efecto muy pobre sobre la inflamaciéon inducida
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por carragenina (Figura 16-A y B), pero redujo significativamente la alodinia
tactil de una manera dependiente de la concentracién (Figura 16-C y D). Estos
resultados muestran que la ZGE ejerce un efecto local importante, actuando

sobre el sitio donde se genera el proceso inflamatorio.
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Figura 16. Efecto antiinflamatorio y antialodinico sistémico de ZGE en el modelo del
edema de pata inducido por carragenina. Panel A: Curso temporal del porcentaje de
inflamacién. Panel B: ABC del curso temporal (Porcentaje de inflamacién contra
tiempo, UA). Panel C: Curso temporal del 50% de umbral de retirada (g). Panel D:
ABC del curso temporal (50% de umbral de retirada contra tiempo, UA). VEH: DMSO
50% en SSI. DIC: diclofenaco (30 pg). Cada medicién representa la media + EEM con
ocho ratones por grupo (n=8). Los valores significativamente diferentes del vehiculo
(VEH) (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001) se determinaron por
ANADEVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (panel A y C) o
ANADEVA de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett (panel B y D).

La inyeccion de carragenina produce una inflamaciéon aguda inmediata
no inmune, como consecuencia de la produccién y liberacion de sustancias
proinflamatorias como la sustancia P, histamina, serotonina, bradicinina y
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complemento (dentro de las primeras horas), asi como del aumento de los
niveles de COX-2 y éxido nitrico sintasa GONS) con la posterior sintesis de
prostanoides (especialmente PGEs) y 6xido nitrico (ON), correspondientemente,
que coincide con la produccién de eritema, edema e hiperalgesia (Hoeger
Bement et al, 2003; Morris, 2003a). El efecto antiinflamatorio observado en
este modelo sugiere que la §-elemandlida actiia principalmente de manera local
mediando el proceso de inflamacion en el tejido periférico donde ocurre la
lesién, ya que su administraciéon intratecal provocdé un efecto leve en la

reduccién del edema.

De manera adicional, el efecto antialodinico, tanto en la administraciéon
local como intratecal, sugiere que la ZGE puede modular la nocicepcién en la
periferia y centros sensoriales superiores, misma que estaria asociada con la
produccion de sustancias proinflamatorias tipicas de la hiperalgesia primaria.
También el efecto se podria asociar a la elaboracion de monoaminas
excitatorias (aspartato, glutamato y glutamina) y sus receptores, los cuales
estan relacionados con hiperalgesia secundaria causada por sensibilizacién
central en el modelo de edema de pata inducido por carragenina (Sluka y
Westlund, 1993). Estos resultados son consistentes con la reduccién del
porcentaje de inflamacion después de la administracion por via i.g. de la
infusion de Z. grandiflora en el modelo de carragenina. También son
congruentes con los efectos de la infusiéon y ZGE en la primera y segunda fase
del ensayo de la formalina; en la primera fase, hay una actividad aferente
primaria periférica; en tanto que, en la segunda hay una combinacién de
excitacion neuronal periférica y central a nivel de la asta dorsal de la médula
espinal (McCall, Tanner y aLevine, 1996; Pitcher y Henry, 2002; Fischer et al,
2014).

Por otro lado, para evaluar el efecto de la ZGE sobre un proceso de
inflamacién instaurada durante un periodo mas largo de tiempo, se tomé en

cuenta que la inyeccién de carragenina induce una respuesta inflamatoria
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aguda con infiltracién de neutréfilos durante la primera semana, y luego ocurre
una inflamacién crénica dominada por macréfagos en las siguientes ocho
semanas. (Radhakrishnan, Moore y Sluka, 2003). Por lo tanto, para hacer
visible el efecto de la ZGE sobre los dos procesos mencionados anteriormente,
se administré un pretratamiento — previo a la inyecciéon de carragenina — con
concentraciones de 3, 10 y 30 pg/pata, monitoreando durante 15 dias, los efectos
antiinflamatorios y antialodinicos provocados. Los resultados revelaron que
este pretratamiento Unico, a nivel periférico local con la ZGE, no disminuyé la
inflamacién inducida por carragenina cuando se ensayd a concentraciones de 3
y 30 pg/pata (Figura 17-A y B). Sin embargo, la ZGE tuvo un efecto leve a 10
ug/pata. En cuanto al efecto antialodinico, la administracién periférica local de
la ZGE indujo una accién preventiva de larga duracion, de forma dependiente

de la concentracién (Figura 17-C y D).
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Figura 17. Efecto antiinflamatorio y antialodinico local de ZGE monitoreado durante
15 dias en el modelo del edema de pata inducido por carragenina. Panel A: Curso
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temporal del porcentaje de inflamacién. Panel B: ABC del curso temporal (Porcentaje
de inflamacién contra tiempo, UA). Panel C: Curso temporal del 50% de umbral de
retirada (g). Panel D: ABC del curso temporal (50% de umbral de retirada contra
tiempo, UA). VEH: DMSO 50% en SSI. Cada medicién representa como la media +
EEM de ocho ratones por grupo (n=8). Los valores significativamente diferentes del
vehiculo (VEH) (*p <0.05, ***p <0.001, ****p <0.0001) se determinaron por ANADEVA
de dos vias seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (paneles A y C) o ANADEVA
de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett (paneles B y D).

En la segunda serie de experimentos, a los ratones se les inyectd
carragenina y seis dias después (postratamiento) se les traté con vehiculo, ZGE
(30 pg/pata) o diclofenaco (30 pg/pata). En este caso, el postratamiento
periférico local con la ZGE mostr6 una tendencia a revertir la inflamacion
inducida por carragenina; sin embargo, el efecto no fue estadisticamente
significativo (Figura 18-A y B). Asimismo, el diclofenaco no fue capaz de
revertir la inflamacién al sexto dia de inyectada la carragenina. Por el
contrario, la ZGE (30 pg/pata), pero no el diclofenaco, revirtié parcialmente la
alodinia tactil establecida en ratones (Figura 18—C y D). Con estos resultados,
de nuevo se vuelve evidente el efecto antinociceptivo de la ZGE encima de su

efecto antiinflamatorio.
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Figura 18. Efecto antiinflamatorio y antialodinico local de ZGE después de 6 dias de la
inyeccion de carragenina. Panel A: Curso temporal del porcentaje de inflamacion.
Panel B: ABC del curso temporal (Porcentaje de inflamacién contra tiempo, UA). Panel
C: Curso temporal del 50% de umbral de retirada (g). Panel D: ABC del curso temporal
(50% de umbral de retirada contra tiempo, UA). VEH: DMSO 50% en SSI. DIC:
diclofenaco (30 pg/pata). Cada medicién representa la media + EEM con ocho ratones
por grupo (n=8). Los valores significativamente diferentes del vehiculo (VEH) (*p
<0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001) se determinaron por ANADEVA de dos
vias seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (paneles A y C) o ANADEVA de una
via seguido de la prueba post hoc de Dunnett (paneles B y D).

El curso de seis horas realizado después de la inyecciéon de carragenina
nos permitié establecer la actividad potencial del pretratamiento con la ZGE en
procesos agudos de inflamacion y dolor, sin embargo, después de 15 dias de la
inyecciéon de carragenina, el pretratamiento con la ZGE mostr6 diferencias
significativas frente al grupo control, lo que sugiere que podria tener actividad
antiinflamatoria y analgésica sobre procesos subcroénicos. Sin embargo, cuando
se administra la ZGE como postratamiento, 6 dias después de la inyeccion de
carragenina, no se observa el efecto antiinflamatorio, solo el efecto
antialodinico, lo que sugiere que la ZGE actia por un mecanismo de accién
diferente, dependiendo de la evolucién la inflamacién o el proceso nociceptivo,

dirigiéndose a una diana diferente.

El efecto antialodinico en estos experimentos, también se puede explicar
a través de la participaciéon de la ZGE en la inhibicién del sistema excitatorio
en los nervios periféricos, ya que los neurotransmisores excitatorios
monoaminérgicos contribuyen al proceso de sensibilizacién después de la lesion
tisular, asi mismo, la PGE2 reduce la sinapsis glicinérgica en las neuronas del
asta dorsal (Sluka y Westlund, 1993; Ahmadi et al, 2002). Entonces, la ZGE
puede actuar por modulacién de los receptores GABAA que pueden compensar
la reducciéon de la neurotransmisiéon mediada por glicina en la hiperalgesia
inflamatoria. Esta aseveraciéon después se comprob6 a partir de la
administracién del antagonista flumazenil, en los experimentos de la seccion

6.1.3.
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En resumen, la actividad antiinflamatoria y antialodinica de la ZGE, es
mayor cuando se administra de manera local, y no sistémica. La
administraciéon local periférica de ZGE reduce unicamente la inflamacion
aguda inducida por carragenina; sin embargo, revierte la alodinia tactil
instaurada de manera aguda y cronica, cuando se administra de manera
preventiva o paliativa. Este efecto antialodinico, es consistente con el efecto
antinociceptivo de la ZGE previamente demostrado en el modelo de formalina
en ratones por via oral (Reyes-Pérez et al, 2019). En conjunto, estos resultados

sugieren que la ZGE es eficaz para tratar y prevenir el dolor inflamatorio.

6.1.2. Efecto antialodinico en el modelo de neuropatia diabética

inducida por STZ

El dolor clinico, ya sea dolor de tipo inflamatorio producido por lesiones a
los tejidos o inflamacién, como el dolor neuropatico causado por lesiones en el
sistema nervioso, se caracterizan por hipersensibilidad en el sitio del dafio y el
tejido adyacente normal. La hipersensibilidad por dolor inflamatorio puede
desaparecer si el dafno o enfermedad que lo causa es controlado; sin embargo, el
dolor neuropatico persiste mucho después de aparecido el evento que lo inici6
(Woolf and Salter, 2000). Por lo que, después de observar los resultados
antinocieptivos de la ZGE en un modelo de dolor inflamatorio, se decidié
estudiar su potencial analgésico en un modelo de dolor neuropatico, como se

presenta a continuacion.

Para determinar si la ZGE es capaz de disminuir el dolor neuropatico en
ratones hiperglucémicos por STZ, usamos dos esquemas de administracion:
intraplantar e intratecal. En estas condiciones, la administracion periférica
local de la ZGE (30 pg/pata) revirtié parcialmente la alodinia tctil en ratones
hiperglucémicos (Figura 19-A). Sorprendentemente, el tratamiento periférico

local con pregabalina (30 pg/pata), utilizada como farmaco de eleccién para el
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tratamiento del dolor neuropatico, indujo un efecto antialodinico menor que la
ZGE. El efecto antialodinico de la ZGE (3-30 pg/pata) fue dependiente de la

concentracién (Figura 19-B).

Por su parte, la administracién intratecal de la ZGE (30 pg) revirtié
parcialmente la alodinia tactil en ratones hiperglucémicos (Figura 19-C).
Mientras que el tratamiento con pregabalina (30 pg) indujo un efecto
antialodinico similar al de la ZGE. Al igual que en el experimento anterior, la
ZGE (3-30 pg) revirtié la alodinia de una forma concentracién-dependiente

(Figura 19-D).
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Figura 19. Efecto antialodinico de la ZGE en un modelo de neuropatia diabética en
ratones. Panel A: Curso temporal de la administracion local via i.pl. Panel B: ABC del
curso temporal (50% del umbral de retirada contra el tiempo, UA). VEH: DMSO 50%
en SSI. PGB: pregabalina (30 pg/paw). Panel C: Curso temporal de la administracién
sistémica via i.t. Panel D: ABC del curso temporal (50% del umbral de retirada contra
el tiempo, UA). VEH: DMSO 60% en SSI. PGB: pregabalina (30 ng, it.). Cada
medicién representa la media £ EEM con ocho ratones por grupo (n=8). Los valores
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significativamente diferentes del vehiculo (VEH) (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001,
*Hdp <0.0001%*** p <0.0001) se determinaron por ANADEVA de dos vias seguido de
la prueba post hoc de Bonferroni (paneles A y C) o ANADEVA de una via seguido de la
prueba post hoc de Dunnett (paneles B y D).

El modelo animal de dolor neuropatico diabético inducido por STZ
intenta 1mitar los principales signos del dolor neuropatico humano, a través de
la induccién de hiperglucemia (Wattiez y Barriére, 2012) que induce cambios
estructurales en el sistema nervioso periférico que conducen a hiperalgesia y

alodinia (Frank, Nawroth y Kuner, 2019).

En este estudio se demostr6 que la ZGE tiene una actividad
antialodinica local ya que aumenta significativamente el umbral de retiro solo
en la pata ipsilateral, y no hay efecto en la pata contralateral, lo que sugiere
que ejerce su actividad en el sistema nervioso periférico cuando se administra
por via intraplantar, pero también ejerce una modulacién a nivel central ya que

también revierte la alodinia cuando se administra por via intratecal.

Con base en la eficacia para revertir la alodinia, la ZGE podria tener un
mecanismo de accién como los medicamentos actuales utilizados para el
tratamiento del dolor neuropatico que incluye anticonvulsivos, antidepresivos y
opioides; ademés de un mecanismo similar con los gabapentinoides (derivados
del 4cido gamma-aminobutirico) que son el tratamiento de primera linea para
el dolor neuropatico, como es el caso de la pregabalina. La pregabalina ha
demostrado actividad en el tratamiento de pacientes con neuropatia periférica
diabética y neuralgia posherpética, disminuyendo la liberacién de
neurotransmisores excitatorios (glutamato y norepinefrina) al unirse a las
subunidades a2-8 de los canales de Ca?* dependientes de voltaje, considerados
responsables de la actividad antinociceptiva o anticonvulsiva (Tassone et al.,

2007; Alles y Smith, 2017).
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Por otro lado, la sensibilizaciéon central produce hipersensibilidad al
dolor al incrementar directamente mecanismos excitatorios; sin embargo, la
pérdida patolégica de mecanismos de inhibicién (desinhibicién) también puede
incrementar la excitabilidad y por lo tanto el dolor. Cuando ocurre una lesiéon
en los nervios periféricos, esto se manifiesta en la pérdida sustancial de
corrientes inhibitorias, particularmente aquellas mediadas por GABA. Lo
anterior sugiere que la desinhibicion contribuye a la hipersensibilidad en
pacientes con dolor neuropatico (Woolf, 2004). De acuerdo con los resultados en
este modelo, la ZGE puede ejercer su efecto antialodinico al restaurar los
mecanismos inhibicién GABAérgica (Mogil et al, 1999; Rondén et al, 2010). El
presunto efecto inhibidor de la ZGE podria ser el puente entre su eficacia en el

dolor inflamatorio y el dolor neuropatico.

Todos los experimentos realizados hasta el momento indican que la ZGE
puede ser un farmaco potencial para el tratamiento tanto del dolor inflamatorio
como neuropatico, por lo que este estudio no solo contribuye a la justificacion
cientifica del uso etnofarmacolégico de Z grandiflora, sino que, ademas,

representa una propuesta de un farmaco potencial para la terapia del dolor.

6.1.3. Evaluacion del mecanismo de acciéon de la ZGE

La evidencia de la actividad de la ZGE, principalmente como un agente
antinociceptivo, condujo al estudio de la participacion de los sistemas
serotoninérgico, opioidérgico, GABAérgico y nitrérgico, ya que es bien sabido
que estos sistemas participan en la modulaciéon del dolor a nivel central y
periférico cuando se produce un proceso inflamatorio (Millan, 1999). Para ello,
se utilizé el modelo de la carragenina en ratones. Los ratones fueron tratados
inicialmente con naloxona (5 y 50 ug/pata), metiotepina (0,03 y 0,3 ug/pata) o
flumazenil (6 y 30 pg/pata), respectivamente. Y, para evaluar la participacién

de la cascada ON-GMPciclico—canales de K*atp, se administré a los animales L-
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NAME (15 y 150 pg/pata), ODQ (7.5 y 75 pg/pata) o glibenclamida (10 y 100
ng/pata). En todos los casos, luego de la administracién de los antagonistas, los
animales recibieron la dosis més activa de la ZGE (30 pg/pata) en los

experimentos previos.

Los resultados revelaron que las administraciones periféricas locales de
naloxona (Figura 20-A y B), metiotepina (Figura 20-C y D) y flumazenil
(Figura 20-E y F), revirtieron los efectos antiinflamatorios y antialodinicos de
ZGE (30 pg/pata) de forma dependiente de la concentracién. Por su parte, estos
antagonistas administrados solos, no produjeron ningin efecto sobre la
inflamacién y la alodinia téctil inducida por carragenina (Figura 20), lo que
demuestra que per se no presentan ninguno de estos dos efectos a la
concentracion mayor administrada o que, por el contrario, no causan una

inflamacion y umbral de retirada mayores al vehiculo.

Estos resultados sugieren que ZGE produce su efecto mediante la
activacion de los receptores opioides periféricos, 5-HT y GABAa. Lo anterior no
es de extranarse, ya que hay una cantidad considerable de experimentos, en los
que se ha demostrado que las vias opiodérgicas, serotoninérgicas y
GABAérgicas conducen a la antinocicepcién en varios modelos de dolor en

roedores (Millan, 1999).

Los receptores opioides participan en los procesos periféricos de las
neuronas sensoriales (presentes en las fibras C y A) y, ademds, los agonistas
opioides inyectados sistémicamente actian sobre los receptores opioides
espinales y supraespinales, pero actian predominantemente sobre los
periféricos, los cuales se sobreexpresan tras el dafio tisular (Stein, Schifer y
Machelska, 2003), consecuencia de la administracién de carragenina al 1%. La
naloxona, (un antagonista no selectivo), tiene afinidad por los receptores n (pKi
9), § (pKi 7,8) y x (pKi 7,8-8) (Meng et al., 1993). Entonces, los datos obtenidos

sugieren que cualquiera de estos tres receptores opioides, participan en el
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efecto antiinflamatorio y antialodinico periférico de la ZGE. Sin embargo, dado
que existen receptores p en las terminales periféricas de los nociceptores, que
juegan un papel importante en la antinocicepcién, estos podrian estar
implicados preferentemente en la accién de la ZGE. (Iwaszkiewicz, Schneider y

Hua, 2013)
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Figura 20. Evaluacién del mecanismo antiinflamatorio y antinociceptivo de la ZGE en
el modelo del edema de pata inducido por carragenina: participacién de receptores
opioides (panel A y D), modulacién mediante los sistemas serotoninérgico (panel B and
D) y GABAérgico (panel C y F). VEH: vehiculo (DMSO 50% en SSI). Paneles A-C:
Cada barra representa el valor de la media del 4rea bajo la curva (ABC, porcentaje de
inflamacién contra el tiempo) + EEM de n = 8 ratones. Paneles D-F: Cada barra
representada por el valor de la media del 4rea bajo la curva (ABC, 50% del umbral de
retirada contra el tiempo) + EEM de n = 8 ratones. Los valores significativamente
diferentes del vehiculo (VEH) (**** p <0.0001) se determinaron mediante ANADEVA
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de una via seguido de la prueba post Aoc de Dunnett, y los valores significativamente
diferentes de ZGE (###p < 0.01, ###p < 0.001 and ##H#Hp < 0.0001) se determinaron
mediante ANADEVA de una via seguido por la prueba post hAoc de Tukey.

Con respecto a la via serotoninérgica, esta bien justificado papel
importante de la serotonina (5-HT) en el proceso de inflamacién ya que esta se
almacena en mastocitos, plaquetas y células endoteliales, y se libera cuando se
produce una lesién; también existe evidencia de la participacion de esta
sustancia en la modulacién de la nocicepcién (Rocha-Gonzélez et al., 2005) cuya
complejidad radica en la naturaleza del receptor 5-HT activado (Millan, 1999).
En esta serie de experimentos, el antagonista de los receptores 5-HT1/2/56/7,
metiotepina, (Sanchez-Lépez et al, 2009) revirtié los efectos de la ZGE, por lo
que se deduce su participacién en la actividad farmacologica de esta molécula.
Sin embargo, a pesar de la inespecificidad de la metiotepina, estudios previos
mostraron que los receptores periféricos 5-HT2, 5-HTs y 5-HT7 tienen un efecto
pronociceptivo mientras que los receptores periféricos 5-HT; (afinidad a la
metiotepina pKi 6.2-8.1), y 5-HT;sa (afinidad a la metiotepina pKi 7.5) juegan
un papel antinociceptivo. (Hoyer et al, 1994; Cervantes-Duran et al, 2012;
Munoz-Islas et al, 2014). Por lo tanto, la ZGE podria activar cualquiera de los

receptores periféricos 5-HT1 y 5-HTsa.

El dolor también puede modularse desde la periferia con la participacion
de los receptores GABAA en el asta dorsal de la médula espinal, donde impiden
la propagacion de sefiales excitatorias a areas superiores del sistema nervioso
central (Zeilhofer, Mohler y Di Lio, 2009). Existe evidencia que apoya
fuertemente la pérdida de la inhibicibon GABAérgica en los procesos
inflamatorios periféricos causados por el bloqueo de los receptores de glicina en
el asta dorsal, que a su vez es secundario a la produccién espinal de PGE2, sin

afectar los receptores GABAA (Ahmadi et aZ, 2002).
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El flumazenil (un antagonista de los receptores GABAA) tiene diferentes
afinidades por las diferentes subunidades del receptor GABA4 [as (pKi 9.2), au
(pKi 9.1), a2z (pKi 9.1), as (pKi 9) y as (pKi 6.8)] (Huang et al, 1998). La
subunidad as promueve la nocicepcién; en contraste, la activacion de las
subunidades ai, az, as y as del receptor GABAA se ha relacionado con la
antinocicepcién. (Xu et al, 2013; Witkin et al, 2019). Los datos obtenidos en el
presente estudio sugieren que la interaccion de la ZGE con cualquiera o todas
estas subunidades pueden dar cuenta de sus efectos antiinflamatorios y
antialodinicos; en particular porque los receptores GABAA se localizan en las
neuronas aferentes primarias (Carlton, Zhou and Coggeshall, 1999),
involucradas en la inyeccion periférica de la carragenina. Sin embargo, la
regulacion del sistema de inhibicion GABAérgico, también puede explicar la
actividad antialodinica de la ZGE en los experimentos realizados previamente
en el modelo de la carragenina y en modelo de neuropatia diabética, como se

infirid.

Finalmente, se reconoce que la via del ON-GMPc con la subsiguiente
activacion de los canales K* dependientes de ATP, participa en la modulacion
de la nocicepcion periférica, ya que se ha propuesto como mecanismo de accién
de una variedad de analgésicos clasicos (Romero y Duarte, 2009; De Carvalho
Veloso et al, 2015), incluidos los opioides como la morfina (A. R.A. Rodrigues
and Duarte, 2000), y los AINES como el diclofenaco (Ortiz, Granados-Soto and
Castafieda-Hernandez, 2003). La administracién periférica local de L-NAME
(Figura 21-A y B), ODQ (Figura 21-C y D) o glibenclamida (Figura 21-E y F)
revirtieron de manera dependiente de la concentracion los efectos
antiinflamatorios y antialodinicos de ZGE (30 ng/pata). L-NAME, ODQ y
glibenclamida por si solos, no produjeron ningun efecto sobre la inflamacién y
la alodinia tactil inducida por carragenina (Figura 21), lo que evidencia la

participacion de la cascada ON-GMPc-canales de K* sensibles a ATP.
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Figura 21. Evaluacién del mecanismo antiinflamatorio y antinociceptivo de la ZGE en
el modelo del edema de pata inducido por carragenina: participacién de la ruta del
6xido nitrico. VEH: vehiculo (DMSO 50% en SSI), L-NAME: NG-L-nitro-arginine
methyl ester, ODQ: 1-H-[1,2,4]oxodiazolo[4,3-alquinoxalin-1-one. Paneles A-C: Cada
barra representa el valor de la media del 4rea bajo la curva (ABC, percentaje de
inflamacién contra el tiempo) + EEM de n = 8 ratones. Paneles D-F: Cada barra
representada por el valor de la media del 4rea bajo la curva (ABC, 50% del umbral de
retirada contra el tiempo) + EEM de n = 8 ratones. Los valores significativamente
diferentes del vehiculo (VEH) (**** p <0.0001) se determinaron mediante ANADEVA
de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett, y los valores significativamente
diferentes de ZGE (##p < 0.01, ###p < 0.001 and ##Hp < 0.0001) se determinaron
mediante ANADEVA de una via seguido por la prueba post hAoc de Tukey.

L-NAME, un inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico bloqueé los efectos
de la ZGE de forma dependiente de la concentracion, lo que concord6 con
evidencias previas sobre la participacion del ON en el efecto antinociceptivo de

varios farmacos a nivel periférico (Duarte, Lorenzetti y Ferreira, 1990;
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Granados-Soto et al, 1997). Los antiinflamatorios y los efectos antialodinicos
de la ZGE también fueron bloqueados por ODQ, un inhibidor de la
guanililciclasa soluble sensible al 6xido nitrico (Moro et al, 1996), lo que indica
que la activacion de la via NO-GMPc esta involucrada en estos efectos.
Finalmente, el bloqueador de canales de K* sensible a ATP, glibenclamida
(Edwards y Weston, 2003), también revirtié los efectos de la ZGE, por lo que es
importante mencionar que el ON puede estimular la guanilil ciclasa soluble
(Horst et al, 2019) y diferentes tipos de canales de K* en varios tejidos,

(Armstead, 1996) incluido el muscular, como el de la pata de ratén.

Estos resultados indican que la ZGE activa la cascada ON-GMPc-canales
de K* sensibles a ATP, que es un mecanismo comun para varios farmacos, como
los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), la dipirona y la morfina. (Kusuda
et al, 2020) También son consistentes con hallazgos previos que demuestran
que la activacién periférica de esta cascada de senalizacion induce

antinocicepcién en roedores. (Rodrigues y Duarte, 2000)

En resumen, la actividad antiinflamatoria y antialodinica de la ZGE es
polivalente  (‘multitarget’), involucrando  mecanismos  opioidérgicos,
serotoninérgicos y GABAérgicos, asi como la cascada de ON-GMPc-canales de

K+ sensibles a ATP.

6.1.4. Estudios de acoplamiento molecular de la ZGE con

diversos receptores

Con base en los resultados anteriores, se llevaron a cabo analisis de
acoplamiento molecular con el objetivo de respaldar los resultados obtenidos en
el modelo in vivo sobre la participacion de los receptores serotoninérgicos,
opioidérgicos y GABAérgicos en la actividad biolégica. Las energias de unién de

ZGE, compuestos antagonistas y compuestos co-cristalizados (para la
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validacién de los protocolos de acoplamiento) con los receptores utilizados se

presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Energias de union de los compuestos utilizados para los estudios de
acoplamiento molecular con los receptores evaluados.

5-HTis 6-opioide | k-opioide | p-opioide GABAA
Compuestos | (41AR) (6PT3) (6V14) (5C1M)
Energias de union (kcal/mol)
ERM -14.3
Metiotepina -1.7
DPI -11.1
JDTic -11.0
4VvVO0 -10.6
Naloxona -8.4 -8.9 -7.9
Flumazenil -6.3
ZGE -8.2 -7.5 -1.4 -7.6 -7.9

En el caso de la interaccion con receptores serotoninérgicos, en los
estudios, in vivo se plante6 la posibilidad de que la ZGE ejerza su actividad
antinociceptiva a partir de la interaccion con los receptores 5-HT1 o 5-HTsa, sin
embargo, para los estudios de acoplamiento molecular sblo se encontrd la
estructura cristalizada del receptor 5-HTip (c6digo pdb 4IAR), por lo que se
analizé este. Los resultados predijeron que la ZGE se une al sitio activo del
receptor 5-HTip (-8,2 kcal/mol) con mayor afinidad que el antagonista
metiotepina (7,7 kcal/mol) (Tabla 7), lo que confirma su participacién en la
actividad antinociceptiva observada en el modelo de la carragenina. El sitio de
unién se conforma por Serl06, Tyr109, Thr110, Trpl15, Trpl25, Leul26,
Cys199, Val200, Val201, Phe330, Ser334, Met337, Phe351, Asp352, Phe354,
Thr355, Trp356 y Try359 (Wang et al, 2013). La ZGE presenta un enlace tipo
puente de hidrégeno con Tyr109 (Figura 22-A). Este resultado es consistente
con el hecho de que el sumatriptan, un agonista del receptor 5HT:ip/1p, esta

involucrado en la reduccién de la vasodilataciéon inducida por capsaicina y la
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hiperalgesia térmica inducida por carragenina en roedores (Bingham et al,
2001; Carmichael, Charlton y Dostrovsky, 2008). Adema4s, los receptores 5-
HTig juegan un papel inhibidor de la nocicepcién inducida por formalina y calor

nocivo en ratones “knock-out” para 5-HT:ip (Granados-Soto et al., 2010).
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Figura 22. Representacion en 2D de las interacciones observadas entre ZGE con el
receptor 5-HTis (4IAR; panel A), receptor & opioide (6PT3; panel B), receptor k opioide
(6IV4; panel C), receptor p opioide (5C1M; panel D) y con el receptor GABAa
(homologia; panel E) creado con Maestro software (2018-4).

En el caso de los estudios de acoplamiento molecular con receptores
opioides, los resultados mostraron que ZGE se une a los receptores opioides 0, x
y B con una energia de uniéon similar -7.5, -7.4 y -7.6 kcal/mol,
respectivamente. En comparacion, la naloxona presenta energias de unién de —
8.4, -8.9 y —7.9 kcal/mol, respectivamente para cada receptor. Las principales
interacciones entre la ZGE y el receptor 6 fueron con los residuos del sitio
activo Gln105, Asp128, Tyr129, Met132, Val281 e Ile304. Otras interacciones
hidrofébicas incluyen Trp274, 11277, Leu300, Gly307 y Tyr308 (Figura 22-B)
(Dumitrascuta et al, 2020). Para el receptor k, la ZGE interactda
principalmente con residuos hidrofébicos como Phell4, Vall118, Tyrl19,
Trpl24, Vall134, Leul3s, Ile137, Tyr139, I11e290, Tyr312, Tyr313, Ile316 y

Tyr320. Las interacciones con los residuos conservados Glnl15, Aspl38 y
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Tyr139 fueron importantes para el reconocimiento de sustratos (Figura 22-C).
Finalmente, el estudio de acoplamiento del compuesto ZGE con el receptor p
revelé interacciones con los principales residuos en el sitio activo, Aspl47,
Tyr148, Met151, Val300, Ile322 y Tyr326. Tyr148 son importantes para el
reconocimiento de moléculas pequefias (Dumitrascuta et al, 2020). Otras
interacciones fueron con los residuos Gln124, Ile144, Lys233, Trp293, 11296,
Lys303 y Trp318 (Figura 22-D). Con estos estudios, se encontré que el
compuesto ZGE presenta un modo de unién similar a los receptores opioides &,
K ¥y 1, en los cuales la ZGE adopta una orientacién similar a la naloxona y otros
agonistas, ademas, comparte varias interacciones esenciales entre receptor y
ligando. Por lo cual, se puede concluir que de acuerdo con los estudios in silico,

la ZGE se comporta como un agonista no selectivo de receptores opioides.

Por otro lado, el analisis de acoplamiento de la ZGE con la subunidad
aly2 del receptor GABAs (Figura 22-E) y la pose de energia minima de
acoplamiento (-7.9 kcal/mol) mostré que esta molécula se une en un sitio
diferente al del flumazenil (6.3 kcal/mol), con una energia mayor que este. La
ZGE interactia con los residuos Arg28, Arg30, Pro31, Gly32, Trp94, Thr95,
Pro96, Asp97 y Tyrl61l de la subunidad al; y con Leu34, Tyr38, Serl00,
Asn101, Met102, Val103, Lys105, Asnl28 y Argl29 de la subunidad y2.
Ademas, se identificaron dos enlaces por puentes de hidrégeno entre la Tyr161
de la subunidad al y el hidrégeno de la amida de Met102 de la subunidad y2
con el compuesto ZGE. Estos resultados confirman la participaciéon de los
receptores GABAA en la actividad antinociceptiva de la ZGE, observado en el

modelo de la carragenina.
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6.2. Analisis de los compuestos volatiles en la infusién y el

aceite esencial de Z. grandifilora

De acuerdo con los antecedentes etnobotanicos, Z. grandiflora se usa
para el alivio del dolor bajo la forma de infusién o cataplasmas (Stevenson,
1915; Swank, 1932). Esta tdltima forma de uso sugiere la participacién del
volatiloma en el efecto terapéutico de la planta. Para determinar, entonces,
esta posibilidad se decidi6 evaluar farmacolégicamente el aceite esencial de la
planta, obtenido por hidrodestilacion, y establecer su composicién quimica; de
manera adicional, se estudié la composicién de volatiles de la infusién activa.
Cabe senalar que el potencial terapéutico de los aceites esenciales ha ganado
mucho interés en los dltimos anos, ya que algunos de sus moléculas pequenas
cumplen con los requisitos de farmacos aprobados, o sirven para el desarrollo

farmacos basados en fragmentos (Feyaerts, Luyten y Van Dijck, 2020).

La composicién volatil de la infusiéon de Z. grandiflora se establecid
mediante MEFS-EC acoplada a CG-EM. Para el proceso de microextraccion se
utilizaron cuatro tipos de fibras MEFS para detectar un numero mas
significativo de compuestos en el espacio de cabeza, segiin su afinidad con cada
recubrimiento de las fibras. Cada fibra estda recubierta con materiales
especificos con diferentes propiedades de adsorcién relacionadas con el peso
molecular y la polaridad de los compuestos presentes en el material vegetal
(Souza-Silva et al, 2015). Asi, la fibra cubierta con polidimetilsiloxano (PDMS;
100 um) tiene mayor afinidad por compuestos no polares; la que tiene un
envoltorio de polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB; 65 um) adsorbe
compuestos de polaridad media; la fibra revestida con divinilbenceno/
carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/carboxeno/ PDMS; 50/30 um) es afin a una
amplia gama de compuestos de distintas polaridades; y, por ultimo, la de
carboxeno/polidimetilsiloxano (Carboxeno/PDMS; 75 um) es afin a compuestos

no polares (Wasielewska, Banel y Zygmunt, 2013).
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Figura 23. Cromatogramas de iones totales obtenidos por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) de los compuestos volatiles presentes en
Z. grandiflora obtenidos por la técnica de microextraccion en fase sblida en espacio de
cabeza (MEFS-EC). Cada cromatograma corresponde a una fibra diferente de MEFS:
PDMS, 100 um (rojo); PDMS/DVB, 65 pm (azul); DVB/ Carboxen/PDMS, 50/30 pm
(gris); Carboxen/PDMS, 75um (negro). Cada anilisis se llevé a cabo por triplicado.

De acuerdo con los cromatogramas de iones totales (CIT) obtenidos por
CG (Figura 23) se observaron claramente extracciones diferenciadas con una de
las cuatro fibras empleadas. En total, se identificaron mediante CG-EM, 34
compuestos volatiles en la infusion de Z. grandiflora. La fibra de PDMS/DVB
absorbio una mayor cantidad de compuestos de polaridad media, y extrajo la
mayor cantidad de moléculas, destacdndose entre ellas, la DME (25) y el

germacreno D (24) por su alta concentracién (Tabla 8).

Por otra parte, el analisis de CG-EM del aceite esencial de Z. grandifiora
(AE) reveld la presencia de 24 compuestos (Figura 24). De estos, el germacreno
D (13.24%) y la DME (13. 24%) se encontraron en mayor proporcién, seguidos
del 6xido de cariofileno (9.77%), D-limoneno (6.05%), a-cadineno (5.1%), y
eucaliptol (4.67%) (Tabla 8). Estos resultados son consistentes con los
compuestos volatiles identificados en la infusién. Sin embargo, con la técnica
MEFS-EC se identificaron mas moléculas, ya que este tipo de extracciéon es mas
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suave, manejable y sensible que la hidrodestilacién (Souza-Silva et al, 2015).
El a-tolualdehido, el alcohol feniletilico, la L-verbenona, la dihidroactinélida, el
trans-a-bisaboleno, el acido n-hexadecanoico y el fitol no fueron extraidos por
ninguna de las fibras utilizadas, lo que plantea la pregunta de si, alguno de

éstos, se genera durante la hidrodestilacién (Hiisni and Buchbauer, 2015).
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Figura 24. Cromatogramas de iones totales obtenidos por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) de tres muestras (n = 3) de aceite
esencial obtenido por hidrodestilacion, a partir de un mismo lote de las partes aéreas
de Z. grandiflora.
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Tabla 8. Compuestos volatiles identificados por CG-EM en la infusién de Zinnia

grandiflora y su aceite esencial (AE).

Composicion (%)
No. Compuestos IR? AL PDMS PS\I>/IBS/ D\P/g{\(/l:gr/ C?Drglc\)zsen/ idxﬁ?ﬁggc?gnb
100pm | o m | 50/30 um 75 pm

1 1-Hexanol 868 1.33 - — — 7.02 EM, IR

2 Benzaldehido 950 — — — - 3.42 EM, IR

3 3-Octenol 970 - - — — 4.95 EM, IR

4 D-Limoneno 1017 6.05 3.90 16.71 24.66 22.15 EM, IR, RMN
5 Eucaliptol 1019 4.67 - - 4.53 2241 EM, IR, RMN
6 a-Tolualdehido 1028 2.18 - - - - EM, IR

7 Artemisia cetona 1051 - - — — 1.13 EM, IR

8 Alcohol feniletilico 1103 0.97 - - - - EM, IR

9 L-Canfor 1135 2.42 - 2.70 5.94 4.07 EM, IR
10 L-Mentona 1144 - - 2.33 — 2.04 EM, IR
11 Pinocarvona 1152 - - — — 1.73 EM, IR
12 Borneol 1156 2.00 — 0.99 — — EM, IR
13 L-4-terpineol 1166 - - - - 0.85 EM, IR
14 L-Verbenona 1196 2.71 — — — — EM, IR
15 | Pulegona 1225 1.94 - 3.59 4.76 2.26 EM, IR
16 | O-Metil timol 1227 — — 2.88 — - EM, IR
17 | Carvacrol 1286 1.88 - 1.78 5.05 2.98 EM, IR
18 | a-Cubebeno 1339 — — 0.69 — — EM, IR
19 | a-Copaeno 1366 — 0.94 2.17 — 0.95 EM, IR
20 | Cariofileno 1412 3.85 6.78 5.94 7.30 7.38 EM, IR, RMN
21 Aromadendreno 1420 - - 1.14 - - EM, IR
22 | Geranil acetona 1431 - - - 3.94 - EM, IR
23 | Humuleno 1447 0.66 1.88 0.90 1.60 1.18 EM, IR
24 | Germacreno D 1466 13.24 22.60 17.35 1.82 5.69 EM, IR, RMN
25 | Desmetilisoencecalina 1469 13.24 22.66 17.40 25.16 5.61 EM, IR, RMN
26 | a-Muuroleno 1489 - 1.85 — 1.64 — EM, IR
27 | y-Cadineno 1505 - 1.97 0.88 — — EM, IR
28 | 6-Cadineno 1511 3.56 6.17 3.69 - - EM, IR
29 Calameneno 1513 3.56 6.17 3.69 2.90 2.49 EM, IR
30 | Dihidroactinélido 1523 1.24 - - - - EM, IR
31 | trans-a-Bisaboleno 1545 2.34 - — — — EM, IR
32 | Oxido de cariofileno 1578 9.77 9.52 5.07 4.67 - EM, IR, RMN
33 | a-Cadineno 1590 5.13 3.72 3.92 3.13 - EM, IR, RMN
34 | Epoxido de humuleno 11 1602 2.68 1.33 1.50 1.52 — EM, IR

35 | Oxido de ledeno Il 1649 — — 2.47 — - EM, IR
36 | p-Heptilacetofenona 1706 — 3.42 — — — EM, IR
37 | Hexahidrofarnesil acetona 1819 3.42 2.02 0.47 — - EM, IR
38 | Acido n-hexadecanoico 1941 3.80 - — — — EM, IR
39 | Fitol 2085 2.17 — - — - EM, IR

% Total identificado 94.81 94.94 98.26 98.62 98.32

IR? es el indice de retencion en la columna no polar (DB-5MS) de los compuestos identificados. EMP = espectro de masas; IR = Indice
de retencion comparado con los resportes en la literatura (base de datos NIST); RMN = resonancia magnética nuclear (*H y/o 3C).
Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado (n = 3).
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Para asegurar la identidad de los componentes principales del AE
(germacreno D, DME, 6xido de cariofileno y D-limoneno), estos se aislaron y
caracterizaron como se describe en la seccién de desarrollo experimental. En el
caso de la DME, su identificacién inequivoca a partir de los analisis de RMN de
una y dos dimensiones (Figs. 1-4, Anexo 1), fueron importantes, ya que no se
contaba con referencias en las bases de datos de su espectro de masas. Ademas
del AE, también detectd6 DME en la fraccion de hexano obtenida por reparto de
la infusién, utilizando la técnica de coeluciéon del estandar como se presenta en

la Figura 25.
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Figura 25. Analisis de CG-EM de la fracciéon hexanica de la infusion de Z. grandiflora.
Panel A: Cromatograma de iones totales. Panel B: Espectro de masas del pico
correspondiente a la desmetilisoencecalina (DME).
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6.3. Evaluaciéon del potencial antiinflamatorio y antialodinico

del aceite esencial de Z. grandiflora

6.3.1. Evaluacion en el modelo del edema de pata inducido por

carragenina

La inflamaciéon inducida por carragenina ha sido bastante util para
predecir la actividad de los farmacos antiinflamatorios. Mas aun, este modelo
también ofrece la posibilidad de explorar los efectos sobre el dolor inflamatorio
localizado; ya que varios estudios han demostrado que el desarrollo de edema
inicial causado por la inyeccion de carragenina va seguido de un periodo de
alodinia (Morris, 2003b). Durante nuestra investigacién previa de los efectos
farmacolégicos de Z. grandiflora, encontramos que este modelo es bastante
adecuado para el estudio de sus propiedades antiinflamatorias y

antinociceptivas (Reyes-Pérez et al, 2019, 2021).

En los ensayos con este modelo, la carragenina indujo una respuesta
inflamatoria maxima entre 5 y 6 h, mientras que la alodinia tactil maxima se
observ) después de 3 h (Figura 26-A y C). La inyeccién periférica local de AE
(30, 100 y 300 pg/pata) redujo ligeramente el porcentaje de inflamacién, en
comparacion con el grupo VEH, con diferencias significativas a la concentracion
de 300 pg/pata, 5y 6 h después de la inyeccién de carragenina (Figura 26-A).
El efecto antiinflamatorio preventivo observado con todos los tratamientos fue
independiente de la concentracién (Figura 26-B) y comparable con el efecto del

diclofenaco (30 pg/pata), farmaco de referencia en este modelo (Morris, 2003b).

Ademas, la alodinia téctil se revirti6 parcialmente (Figura 26-C) con
todas las concentraciones de AE ensayadas, de manera dependiente de la
concentraciéon (Figura 26-D). Sin embargo, este efecto no fue més significativo
que el producido por el diclofenaco. Aunque el AE fue ligeramente eficaz en la

prevenciéon de los cambios inducidos por la carragenina, fue evidente que posee
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un mayor potencial antinociceptivo que antiinflamatorio. Los resultados son
consistentes con el efecto antinociceptivo, previamente informado, de la
infusion en ambas fases del ensayo de la formalina y la respuesta
antiinflamatoria en el edema de la pata inducido por carragenina (Reyes-Pérez

et al., 2019).
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Figura 26. Efecto antiinflamatorio y antialodinico del aceite esencial (AE) de Zinnia
grandiflora en el modelo del edema de pata inducido por carragenina en ratones. Panel
A: Curso temporal del porcentaje de inflamacién. Panel B: ABC del curso temporal
(porcentaje de inflamacién contra tiempo, UA). Panel C: Curso temporal del 50% de
umbral de retirada (g). Panel D: ABC del curso temporal (50% de umbral de retirada
contra tiempo, UA). VEH: aceite mineral. Cada medicién representa la media + EEM
con ocho ratones por grupo (n=8). Los valores significativamente diferentes del
vehiculo (VEH) (*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001, ****p <0.0001) se determinaron por
ANADEVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (paneles A y C) o
ANADEVA de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett (paneles B y D).

6.3.2. Evaluacion en el modelo LNE en ratones

El dolor neuropatico ocurre después de dano o disfuncién del sistema

nervioso periférico o central caracterizado por hiperalgesia, alodinia y dolor
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espontaneo. Sobre este tema, existen estudios limitados sobre la efectividad de
los AEs o sus componentes contra el dolor crénico como la neuropatia. El
modelo SNL se ha convertido en el procedimiento estandar para los estudios de
la neuropatia periférica y la deteccién de nuevos analgésicos y sus mecanismos

de accién (Ye et al, 2015).

Los resultados en el modelo LNE revelaron que el AE revirtid
parcialmente la alodinia tactil de manera dependiente de la concentracion
(Figura 27), alcanzando el efecto maximo con la mayor concentracién analizada
(300 pg) tres horas después de la administracién (Figura 27-A). El efecto
antialodinico del AE fue mas significativo que el efecto producido por el control
positivo, gabapentina (GBP, 100 pg), que es eficaz en el alivio del dolor
neuropatico en humanos, ratas y ratones (Gilron and Flatters, 2006; Kiso et al.,
2008). También se administré diclofenaco (DIC, 30 pg) como control con el
objetivo de comparar su efecto en el modelo LNE y en el modelo de la
carragenina. Este AINE mostré un efecto antialodinico deficiente, en
concordancia con estudios previos en los que el diclofenaco (3, 10 y 30 mg/kg,

i.p.) es ineficaz en un modelo de dolor neuropético en ratones (Kiso et al, 2008).
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Figura 27. Efecto antialodinico del aceite esencial (AE) de Zinnia grandiflora en el
modelo de ligadura de nervio espinal en ratones. Panel A: Curso temporal del 50% de
umbral de retirada (g). Panel B: ABC del curso temporal (50% de umbral de retirada
contra tiempo, UA). VEH: aceite mineral. Cada medicién representa la media + EEM
con ocho ratones por grupo (n=8). Los valores significativamente diferentes del
vehiculo (VEH) (*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001, ****p <0.0001) se determinaron por

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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ANADEVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (panel A) o
ANADEVA de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett (panel B).

6.4. Evaluacién del potencial antiinflamatorio y antialodinico de

la DME

Por lo general, los componentes principales de los aceites esenciales
reproducen fielmente las propiedades biofisicas y biolégicas del aceite del que
fueron aislados; y constantemente, el efecto general del aceite depende de las
concentraciones de sus componentes principales (Bakkali et al, 2008).
Teniendo en cuenta que la DME era uno de los componentes principales del

AE, se evalu6 en los mismos modelos farmacolbgicos que este ultimo.

6.4.1. Evaluacién en el modelo de pata inducido por carragenina

En la prueba de edema de la pata inducida por carragenina, la DME (0,1,
1, 3 y 10 pg/pata) redujo significativamente la inflamacién en funcién de la
concentraciéon (Figura 28-B). A la mayor concentracién, DME mostré la
maxima reducciéon de la inflamacion desde la primera hora después de la
inyeccién de carragenina y durante las 6 horas que duré el experimento (Figura
28-A). Estos resultados indicaron que la DME actta tanto en la fase fagocitica
como no fagocitica de la respuesta a la carragenina (Salvemini et al., 1996). La
DME también mostré un efecto antialodinico dependiente de la concentracion
en este modelo (Figura 28-D) con una reversién significativa de la alodinia
tactil a concentraciones de 1, 3 y 10 pg. El curso temporal de las respuestas
antialodinicas y antiinflamatorias de la DME a 10 pg/pata mostré un patréon

similar al diclofenaco (30 pg/pata) (Figura 28-A y C).
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Figura 28. Efecto antiinflamatorio y antialodinico de la desmetilisoencecalina (DME)
en el modelo del edema de pata inducido por carragenina en ratones. Panel A: Curso
temporal del porcentaje de inflamacién. Panel B: ABC del curso temporal (porcentaje
de inflamacién contra tiempo, UA). Panel C: Curso temporal del 50% de umbral de
retirada (g). Panel D: ABC del curso temporal (50% de umbral de retirada contra
tiempo, UA). VEH: aceite mineral. Cada medicién representada como la media + EEM
con ocho ratones por grupo (n=8). Los valores significativamente diferentes del
vehiculo (VEH) (*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001, ****p <0.0001) se determinaron por
ANADEVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Bonferroni (paneles A y C) o
ANADEVA de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett (paneles B y D).

6.4.2. Evaluacion en el modelo LNE

La DME (0.1, 1, 3 y 10 pg/pata) también ejercié un efecto antialodinico
dependiente de la concentracién en el modelo LNE (Figura 29-B). A la dosis de
10 pg, la DME ejerci6 su efecto maximo dos horas después de la
administracion, revirtiendo la alodinia tactil a un valor medio de 0.67 g del 50%
del umbral de retiro (Figura 6a). Por el contrario, el efecto maximo de AE fue

de 0.35 g (Figura 26-A). En este conjunto de experimentos, el efecto de GBP
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(100 pg) fue comparable a la dosis méas baja de DME estudiada (0.1 pg) (Figura
29-B).
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Figura 29. Efecto antialodinico de la desmetilisoencecalina (DME) en el modelo LNE
en ratones. Panel A: Curso temporal del 50% de umbral de retirada (g). Panel B: ABC
del curso temporal (50% de umbral de retirada contra tiempo, UA). VEH: aceite
mineral. Cada medicién representa la media + EEM con ocho ratones por grupo (n=8).
Los valores significativamente diferentes del vehiculo (VEH) (*p<0.5, **p<0.01,
**¥p<0.001, ****p <0.0001) se determinaron por ANADEVA de dos vias seguido de la
prueba post hoc de Bonferroni (panel A) o ANADEVA de una via seguido de la prueba
post hoc de Dunnett (panel B).

La evidencia revela que los mecanismos inflamatorios e inmunitarios
tanto en el sistema nervioso central como en el periférico juegan un papel
importante en el dolor neuropatico. La infiltracion de células inflamatorias, en
respuesta al dano nervioso, con la posterior liberacion de mediadores
inflamatorios, podria sensibilizar las neuronas aferentes primarias
contribuyendo a la hipersensibilidad al dolor (Moalem y Tracey, 2006). Asi, el
efecto antiinflamatorio de DME en el modelo de carragenina sugiere una
modulacién positiva del efecto antialodinico en el sistema nervioso periférico.
El mismo razonamiento podria explicar, al menos en parte, la reversion de la
alodinia tactil en el modelo LNE que implica un dafo nervioso; sin embargo, se

necesitan mas experimentos para confirmar esta hipotesis.

La mayor efectividad de la DME que el AE sugiere que es un importante

principio activo de la mezcla compleja. Sin embargo, no se puede descartar el
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papel del resto de componentes principales, en especial el germacreno D,
presente en la misma proporciéon que la DME. Este compuesto atin no ha sido
evaluado como agente antinociceptivo o antiinflamatorio; sin embargo, muchos
aceites esenciales que contienen germacreno D como componente principal,
poseen actividad antinociceptiva y/o antiinflamatoria. Por ejemplo, la esencia
de Ageratum fastigiatum, que contiene un 24% de germacreno D, inhibi6 los
estiramientos inducidos por el acido acético, y ambas fases de la prueba de

formalina (Lenardao et al, 2016).

Ademas, hay mucha informacién sobre la actividad antinociceptiva y/o
antiinflamatoria de otros componentes del AE, probados por separado, en
varios modelos animales. Asi, el B-cariofileno mostré6 marcadas propiedades
antinociceptivas orales en las pruebas de placa caliente y formalina; y también
mostrd actividad, en el modelo de lesién por constriccién del nervio ciatico en
ratones, a lo largo de las vias opioide y endocannabinoide (Paula-Freire et al,
2014). El D-limoneno, por su parte, inhibié la nocicepcién inducida por acido
acético y la segunda fase de la prueba de formalina en ratones (Do Amaral et
al, 2007); y también indujo un efecto antihiperalgésico en un modelo de dolor
neuropatico en ratas (Piccinelli et al, 2015). En ratones, el eucaliptol inhibié la
nocicepcién quimica inducida por la administracién de formalina intraplantar y
acido acético intraperitoneal en ratones. Ademas, su actividad antiinflamatoria
se ha demostrado en los modelos de edema de la pata inducido por carragenina

y granuloma inducido por algodén (Santos y Rao, 2000).

En el caso de la DME, informes anteriores mostraron que este cromeno
posee  actividades  antifungicas, antifertilidad antialimentarias vy
antihiperglucémicas (Agarwal et al, 1999, 2000; Escandén-Rivera et al, 2017).
Sin embargo, no existe una descripciéon de sus efectos antinociceptivos y
antiinflamatorios, por lo que este trabajo, senté un precedente para futuras

investigaciones sobre el potencial de la DME para tratar diferentes tipos de
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dolor, incluido el dolor neuropatico, cuya terapia actual carece de tratamientos

eficaces para la mayoria de los pacientes (Jensen et al, 2011).

Por ultimo, toda la informacion anterior sugiere que el sinergismo entre
las moléculas contenidas en un aceite esencial puede ser cuestionable cuando
los efectos bioldgicos de uno o dos de sus componentes principales son
comparables con los efectos producidos por la mezcla compleja. Sin embargo, no
se puede descartar la posibilidad de que otras moléculas minoritarias modulen
la actividad de los componentes principales (Bakkali et al, 2008). Asi, hasta
este punto, podemos aseverar que tanto las zinangradindlidas D-F como la
DME, contenidos en la infusién de Z. grandiflora, contribuyen a la actividad

antiinflamatoria y antinociceptiva demostrada.

En sintesis, toda la informacion generada en este trabajo, y los estudios
sobre la actividad otros compuestos volatiles mayoritarios en el AE, o la
infusion justifican el uso de Z. grandiflora como cataplasmas o emplastos en el

tratamiento de diversos padecimientos dolorosos.

6.5. Evaluacion de la eficacia preclinica antidiabética del

extracto acuoso de Zinnia grandiflora

En estudios anteriores a éste se establecid la eficacia preclinica de la
infusién de Z grandiflora como analgésico y antiinflamatorio (Reyes-Pérez et
al, 2019). En este estudio, también se abordé el estudio del potencial
antidiabético de la planta con base en las observaciones de campo de los
botanicos colaboradores. Para cumplir con este objetivo se realizaron estudios
in vivo e in vitro que mimetizan los procesos fisiopatolégicos y algunos blancos

moleculares de importancia involucrados en la diabetes, respectivamente.
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6.5.1. Efecto hipoglucemiante agudo en ratones

normoglucémicos e hiperglucémicos

El modelo experimental de hiperglucemia inducida por estreptozotocina
(STZ 130 mg/kg) en coadministracién con nicotinamida (NA, 50 mg/kg),
mimetiza muy bien la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) ya que evita un dafio
total a las células B-pancreaticas; de tal forma que no existe un abatimiento
total de la insulina y el animal hiperglucémico se puede tratar con
glibenclamida; ademas, en los animales se observan cambios metabdlicos y
perfiles bioquimicos similares a los que se presentan en humanos que padecen
DMT2. (Szkudelski, 2012; Ghosh y Rangan, 2015). Para evaluar el efecto
hipoglucemiante se administraron tres dosis (31.6-562.3 mg/kg, i.g.) del
extracto acuoso de Z. grandiflora, tanto en animales normoglucémicos como
hiperglucémicos, utilizando como control positivo a la glibenclamida (15 mg/kg,

ig.).

Los resultados de este experimento (Figura 30) revelaron el extracto
acuoso de Z. grandiflora no induce efecto hipoglucemiante agudo a las dosis
administradas en los ratones normoglucémicos, ya que el porcentaje de
variacion de la glucemia es comparable con el grupo vehiculo. En cambio, en los
ratones hiperglucémicos (Figura 80-C y D) hay un cambio significativo en la
variacién de la glucemia (p < 0.05) con la dosis de 100 mg/kg respecto al efecto
observado en el grupo VEH. Lo anterior indica que uno de los posibles
mecanismos de acciéon del extracto acuoso de Z grandiflora es un efecto
secretagogo de la insulina dependiente de glucosa. Sin embargo, es necesario

realizar otros experimentos para confirmar este mecanismo de accion.
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Figura 30. Efecto hipoglucemiante agudo del extracto acuoso (EA) de Zinnia
grandiflora en ratones normoglucémicos (paneles A y B) e hiperglucémicos (paneles C
y D). ABC: 4rea bajo la curva; VEH: vehiculo (SSI); GLI: glibenclamida. Cada barra o
punto representa el promedio £ error estandar de la media para cada grupo (n = 6). (A)
y (C) ANADEVA de dos vias, post hoc Bonferroni (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
(B) y (D) ANADEVA de una via, post hoc de Dunnet (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001).

6.5.2. Efecto antihiperglucémico en ratones normoglucémicos e

hiperglucémicos

Para evaluar el efecto antihiperglucémico del extracto acuoso de Z
grandiflora se realizé la prueba de tolerancia a la sacarosa (PTOS). Para ello se
administraron tres dosis (31.6, 100, 316.2 mg/kg, i.g.) del EA de la planta 30
min antes de la administracién de 2 g/kg (.g.) de sacarosa. Como control
positivo se utilizé a la acarbosa (5 mg/kg, i.g.). Los resultados de este ensayo se

presentan en la Figura 31. De manera general, se puede observar en estos
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graficos que el EA disminuye de manera significativa el pico postprandial de la
glucosa tanto en los ratones normoglucémicos (Figura 31-A) como en los
hiperglucémicos (Figura 31-B). Sin embargo, resulta interesante resaltar que
en los primeros los niveles de glucosa sérica descienden a la media hora de
administrado el carbohidrato de manera independiente de la dosis, y
posteriormente se mantienen sin cambios significativos estos niveles. Por otro
lado, en los ratones hiperglucémicos, la dosis de 31.6 mg/kg del extracto acuoso
provoca una disminucion significativa de los niveles de glucosa sérica a partir
de la media hora de administrado el carbohidrato y hasta las dos horas de
duraciéon del experimento. En este caso, incluso el efecto del EA es mas
pronunciado que el de la acarbosa. Con base en estos resultados, se puede
inferir que la especie Z. grandiflora biosintetiza metabolitos secundarios que
pueden actuar como inhibidores de las a-glucosidasas intestinales (Suzuki et

al, 2016).

A B
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Figura 31. Prueba de tolerancia oral a la sacarosa (PTOS) del extracto acuoso (EA) de
Z. grandiflora en ratones normoglucémicos (A) e hiperglucémicos (B). VEH: vehiculo
(SSI) Cada punto representa el promedio + error estdndar de la media para cada grupo
(n = 6). ANADEVA de dos vias, post hoc de Bonferroni (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001).
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Evaluacién de la actividad inhibitoria sobre enzimas a-glucosidasas

De acuerdo con los resultados in vivo en la PTS, se evalué la actividad
inhibitoria de Z. grandiflora sobre las enzimas a-glucosidasas de levadura de
cerveza (Saccaromyces cerevisiae). El ensayo tiene como base la hidrélisis del
sustrato prnitrofenil-a-D-glucopiranésido debido a la actividad enzimatica de
las a-glucosidasas, de modo que la cuantificaciéon espectrofotométrica del
producto colorido de la hidrélisis, pnitrofenol, es inversamente proporcional a

la inhibicién de la enzima (Oki, Matsui y Osajima, 1999).

Para la realizacion de estos ensayos in vitro se evaluaron el EA de Z.
grandiflora, fracciones organicas, y compuestos puros, con la finalidad de
establecer los principios activos del extracto. Cada una de las muestras antes
mencionadas se evalud, en primer lugar, mediante un ensayo “todo o nada” con
concentraciones de 200 y 1000 ppm para extractos y fracciones; y de 0.6 y 3.0
mM para compuestos puros. Las muestras que presentaron un porcentaje de
inhibicién de a-glucosidasas mayor al 50% con alguna de estas concentraciones,
se seleccionaron para la realizacion de una curva de actividad inhibitoria

contra concentracién, y calculo de la concentracién inhibitoria media (CIso).

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 9) en este ensayo, todas
las muestras evaluadas mostraron actividad inhibitoria de las a-glucosidasas;
sin embargo, las muestras de EA y EOT presentaron los porcentajes de
inhibicién més bajos (menores al 50%) por lo que no fue posible el calculo de la
Cls0. Los graficos de Clso de las demas muestras analizadas se encuentran en la
Fig. 11, Anexo I. La fracciéon de CH2Cl2 y de AcOEt obtenidas por reparto de la
infusién fueron mas activas que el EA, con porcentajes de inhibiciéon de 85.6 y
78.4%, respectivamente. De acuerdo con los analisis previos de estas fracciones,
ambas contienen a las zinagrandindlidas D-F (Reyes-Pérez et al, 2019); siendo
la fracciéon de CH2Clz la que contiene en mayor cantidad a la zinagrandindélida

E. La mayor concentraciéon de las lactonas sesquiterpénicas en las fracciones
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organicas de la infusién, puede ser la razén de que presenten una mayor
actividad inhibitoria de a-glucosidasas. Por lo anterior, se evaluaron las
zinagrandinoélidas E y F, por separado. Desafortunadamente, no se contaba con
suficiente cantidad para la evaluacién de la zinagrandindlida D; mientras que
la DME no pudo evaluarse debido a su baja solubilidad. Ambas lactonas
mostraron actividad, con porcentajes de inhibicién de 74.1% para la ZGE, y de
92.7% para la ZGF. Asi mismo, la Clso de la ZGF, fue menos que la de Clso de la
ZGE. Estos resultados nos permitieron identificar a ambas 6-elemandlidas
como metabolitos activos y, posiblemente, responsables de la actividad

antihiperglucémica del extracto acuoso de Z. grandifiora.

Tabla 9. Efecto inhibitorio de los extractos, fracciones y metabolitos de Z.
grandiflora sobre las a-glucosidasas de Saccharomyces cerevisiae.

Muestras Clso (ppm)? % de Inhibicion®
Extracto acuoso 18.5
Extracto Organico Total 30.4
Fraccion AcOEt 613.81 + 43.1967 78.4
Fraccion CH2Cl2 473.06 +23.3059 85.6

Clso (mM)?2 % de Inhibicion®

Acarbosa® 0.60 + 0.0222 81.9
Zinagrandindlida E 2.35 £0.0162 74.1
Zinagrandinolida F 1.42 +0.0409 92.7
Resultado del promedio + la desviacién estandar (n = 3); "% de inhibicion a una concentracién
méaxima de 3.0 mM; °Control positivo.

Por otro lado, se realiz6 la cinética enzimatica de la ZGE y ZGF, con la
finalidad de caracterizar el tipo de inhibicién que ejercen estas elemandlidas
sobre las a-glucosidasas de Saccharomyces cerevisiae. El ensayo se realizo
variando las concentraciones tanto del sustrato (prnitrofenil-a-D-
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glucopiranésido) como del inhibidor. Con estos datos se generaron graficos de
Lineweaver-Burk de ambos compuestos, los cuales consisten en graficar la
reciproca de la respuesta obtenida contra la reciproca de la concentracién del
sustrato, con lo que se obtiene una serie de rectas con diferentes pendientes
que se intersectan entre éstas o en un mismo punto en el eje de las abscisas o
de las ordenadas. Con este método se puede identificar de manera grafica si la
inhibicién enzimatica es competitiva, no competitiva o mixta. Asi, cuando las
rectas se intersectan en el eje de las ordenadas, se trata de una inhibicién
competitiva, como es el caso de la acarbosa (Kim et al, 1999). Por otro lado,
cuando las recetas se intersectan en eje de las abscisas, se trata de una
inhibicién no-competitiva. Por ultimo, si las rectas de la grafica de Lineweaver-
Burk se intersectan ya sea por encima o por debajo del eje de las abscisas,

entonces hablamos de inhibicién mixta (Bhagavan, 2002).

De acuerdo con lo anterior, ambas zinagrandindlidas analizadas
muestran una inhibicion de tipo mixta, ya que como podemos observar en los
graficos de Lineweaver-Burk (Figura 32) las rectas de dobles reciprocos se
intersectan por arriba y debajo del eje de las abscisas para la zinagrandinélida
E y F, respectivamente. El valor calculado de Ki de la acarbosa fue de 0.116 +
0.017 mM (R2 = 0.9883), mientras que para la zinagrandinélida E fue 0.664 +
0.122 mM (R2 = 0.9804) y para la zinagrandinélida F de 0.355 + 0.094 mM (R2 =
0.9809).
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Figura 32. Graficos de Lineweaver-Burk de la ZGE (panel A) y ZGF (panel B) sobre la
inhibicién de las enzimas a-glucosidasas de levadura.

Estudios de acoplamiento molecular con la enzima a-glucosidasa de

levadura

Con la finalidad de respaldar los resultados in vitro para la ZGE y ZGF,
se realizaron estudios de acoplamiento molecular con la enzima a-glucosidasa
de Saccharomyces cerevisiae. También se estudiaron las interacciones de la
enzima con los compuestos ZGD y DME, ya que no se lograron evaluar in vitro.
Estos estudios se realizaron con la estructura de la enzima cristalizada

disponible en Protein Data Bank (c6digo pdb 3A4A), con el protocolo descrito en
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la seccion de desarrollo experimental. Los resultados revelaron que la todos los
compuestos analizados se unen a la enzima en sitios alostéricos (Figura 33) y
con una afinidad menor que la acarbosa (Tabla 10). El compuesto con mayor
afinidad por la enzima, de acuerdo con los estudios in silico, es la ZGD, por lo
que no se puede descartar que este compuesto contribuya también al efecto
antihiperglucémico observado en los experimentos in vivo para el extracto

acuoso de Z. grandiflora.

En conjunto, estos estudios, junto con los ensayos in vivo e in vitro,
proporcionan informacién cientifica que ayuda a respaldar la eficacia
preclinica, y el uso etnobotanico del preparado tradicional de Z grandiflora

como antidiabético.

Tabla 10. Energia de unién estimada de diversos compuestos de Z. grandiflora
con a-glucosidasa de levadura

Compuesto Enel.'gia libre de union
estimada (kcal/mol)
DME -5.3
ZGD -6.1
ZGE -5.8
ZGF -5.5
Acarbosa -9.9
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% ,

Figura 33. Posibles sitios de unién para la desmetilisoencecalina (verde claro),
zinagrandinélida D (rosa), zinagrandinélida E (naranja), zinagrandinélida F (morado)
en sitios alostéricos con la enzima a-glucosidasa de levadura (cian, pdb 3A4A)

6.6. Prediccion de las propiedades quimicas, farmacologicas y
toxicologicas de los metabolitos secundarios de Z

grandifiora

En la actualidad existen herramientas computacionales que han
revolucionado la manera de estudiar quimica y farmacolégicamente la
potencialidad de las moléculas para actuar como farmacos. En este trabajo se
utilizaron los programas de acceso abierto Swiss ADME, Osiris Property
Explorer y Mollnspiration, como herramientas para estimar parametros
fisicoquimicos, farmacocinéticos, toxicolégicos y bioquimicos de moléculas

moléculas selectas de Z. grandiflora.

El software Swiss ADME utiliza un radar de biodisponibilidad, que
permite observar la similitud de una molécula con un farmaco. En este grafico,

el area rosa representa el rango 6ptimo de cada propiedad fisicoquimica para
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una molécula con similitud a un farmaco. Al mismo tiempo, la linea roja
representa los valores de seis propiedades calculadas que afectan su
biodisponibilidad oral. Los compuestos con una similitud éptima con los
farmacos deben tener lineas rojas dentro del area rosa. Los descriptores
6ptimos se establecen de la siguiente manera: lipofilicidad (LIPO): —0,7 <
XLOGP 3 < +5,0; TAMANO: 150 g/mol < PM < 500 g/mol; POLAR (polaridad):
20A2 < 4rea de superficie topolégica (TPSA) < 130A2; INSOLU (solubilidad): 0
< log S (ESOL) < 6; INSATU (saturacién): 0,25 < fraccién de carbonos sp3 < 1; y
FLEX (flexibilidad): 0 < ntimero de enlaces giratorios < 9. (Daina, Michielin

and Zoete, 2017)

El software de Swiss ADME también proporciona informacién sobre las
caracteristicas farmacocinéticas de la molécula analizada, como su capacidad
para permear la barrera gastrointestinal (g.i.) o hematoencefalica (BBB). Asi
como datos sobre la unién a la glicoproteina P (P-gp), una proteina implicada
en la eliminaciéon activa de xenobidticos de las células, y que esta relacionada
con la resistencia a farmacos. Toda esta informacién se encuentra graficamente
representada en modelo de “huevo cocido” (‘BOILED-Egg model). (Daina y
Zoete, 2016)

Otros parametros estimados para este programa es la similitud a
farmacos (‘drug-likeness’) de una molécula basado en 5 filtros: Lipinski, Egan,
Weber, Muegee y Ghose. Se incluyen, también, aproximaciones acerca de la
probabilidad de que un compuesto presente al menos el 10% de
biodisponibilidad oral en ratas o permeabilidad en células Caco-2 (Martin,

2005).

Finalmente, Swiss ADME incluye una seccién de quimica medicinal para
facilitar el descubrimiento de nuevos farmacos. En esta seccion se incluyen dos
aproximaciones complementarias de reconocimiento de patrones para la

identificacién de fragmentos potencialmente problematicos. El primer filtro es
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la deteccién de compuestos tipo PAIN (‘Pan-assay interference compounds’), los
cuales son altamente susceptibles a dar resultados falsos positivos en ensayos
de actividad biolégica (Baell y Holloway, 2010). En segundo lugar, el filtro de
alertas de Brenk, indica si la molécula contiene fragmentos putativamente

téxicos o quimicamente reactivos (Brenk et al, 2008).

De acuerdo con las estimaciones fisicoquimicas y farmacocinéticas
obtenidas con ayuda del programa Swiss ADME, las zinagrandinélidas D-F,
mostraron resultados similares (Figura 34-Figura 36), entre los que destacan
una absorcion gastrointestinal alta, cumplimiento todos los filtros de similitud
a farmacos (‘druglikeness’) con un puntaje de biodisponibilidad de 0.55, 0.56,
0.56, respectivamente para la zinagrandindlida D, E y F, lo que es consistente
con una buen potencial de perfil farmacocinético para un farmaco oral. Este
puntaje podria ser mayor, si se mejoran parametros como la solubilidad en
agua, que en el caso de las zinagrandindlidas E y F se ha comprobado son
moderadamente solubles. En cuanto a la permeabilidad de barreras, las tres
moléculas mostraron potencial para una alta absorcion en el tracto
gastrointestinal, sin que se traviese la barrera hematoencefalica. Sin embargo,
estas 6-elemanodlidas presentan alertas de Brenk, relacionadas principalmente
a dobles enlaces aislados, funciones oxigenadas, y aceptores de Michael, lo que
podria representar un potencial riesgo toxicoldgico. Ademas, las
zinagrandinélidas D-F no cumplen con el parametro de moléculas lider
(leadlikeness’), debido principalmente, a su peso molecular, que al intentar
hacer adiciones mediante sintesis organica seria demasiado alto para
considerarlas potenciales farmacos. En este sentido, las moléculas con un peso
molecular igual o superior a 250 e igual o inferior a 350 se consideran mejores

como cabezas de serie (Teague et al.,, 1999).
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Figura 34. Parametros fisicoquimicos y farmacocinéticos de la zinagrandinélida D
(ZGD) estimados a partir del programa Swiss ADME.
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Physicochemical Properties
Formula C24H3008
Molecular weight 44549 g/mol
Mum. heavy atoms 32
Mum. arom. heavy atoms 0
Fraction Csp3 0.50
Mum. rotatable bonds 9
Mum. H-bond acceptors [
Num. H-bond domors 1
Molar Refractivity 16.72
TPSA 116.20 As
Lipophilicity
Log Py, (ILOGE) 327
Log Py, (XLOGP3) 419
Log Py, (WLOGP) 289
Log Py, (MLOGF) 2.48
Log Py (SILIGOS-IT) 3.47
Consensus Log Py, 328
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Poorly soluble
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1.26e+00 mg/ml ; 2.83e-03 moll
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Figura 35. Parametros fisicoquimicos y farmacocinéticos de la zinagrandinélida E
(ZGE) estimados a partir del programa Swiss ADME.
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Molecular weight 460.52 gfmol
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Mum. H-bond donors 1
Molar Refractivity 121.53
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Water Solubility
-4.80
5.77e-03 mg/mi ; 1.25e-05 moll
Moderately soluble
6.71
5.92e-05 mg/mi ; 1.94e-07 moll
Poorly soluble
-2.94
5.30e-01 mg/ml ; 1.15e-03 moll
Soluble
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Figura 36. Parametros fisicoquimicos y farmacocinéticos de la zinagrandinélida F
(ZGF) estimados a partir del programa Swiss ADME.

La DME, por su parte, presenta un radar de biodisponibilidad con todas

las lineas rojas dentro de la zona rosa (Figura 37); sin embargo, los pardmetros

de saturacion y flexibilidad de la molécula pueden ser optimizados, ya que se

encuentran casi en los limites de los valores ideales de acuerdo con el

programa. La DME no presenta ninguna violaciéon de los filtros de similitud a

farmacos, y presenta un puntaje de biodisponibilidad de 0.55. Esta molécula,

ademas, presenta una alta posibilidad de una alta absorcién gastrointestinal,

ademas de permear la barrera hematoencefalica; sin embargo, tiene altas

oportunidades de inhibir dos de las cinco principales isoenzimas CYP: CYP1A2

y CYP2C19, lo que podria indicar interacciones farmacolégicas adversas con

fArmacos que son sustratos de estas isoformas (Daina, Michielin y Zoete, 2017).

La DME tampoco presenta fragmentos potencialmente problematicos, ya que

no presenta alertas de Brenk, ni se clasifica como un compuestos tipo ‘PAIN’.
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oo Water Solubility
Log S (ESOL) -3.12
Solubility 1.64e-01 mg/ml ; 7.51e-04 moll
Class Soluble
Log S (Al) -3.36
Solubility 9.50e-02 mg/mi ; 4.35e-04 moll
Class Soluble
Log S (SILICOS-IT) -3.03
Solubifity 2.03e-01 mg/mi ; 9.31e-04 mol
Class Soluble
Pharmacokinetics
Gl absorption High
SMILES CC(=Oj)c1cee2c(c10)C=CC(02)C)C BBB permeant Yes
Physicochemical Properties P-gp substrate No
Formula C13H1403 CYP1A2 inhibitor Yes
Molecular weight 218.25 g/mol CYP2C19 inhibitor Yes
Num. heavy atoms 16 CYP2CS inhibitor No
Num. arom. heavy atoms 6 CYP2D6 inhibitor No
Fraction Csp3 0.31 CYP3A4 inhibitor No
Num. rotatable bonds 1 Log K, (skin permeation 5.69 cnv's
Num. H-bond acceptors 3 Druglikeness
Num. H-bond donors 1 / .
Molar Refractivity 6278 Lipinski \:ves 0 violation
TPSA 46.53 A® Ghose Yes
Lipophilicity Veber :v:es
Log Py, (ILOGP) 257 Egan v’es
Log P LOGP3) S5 Muegge Yes
o Bioavailability Score 0.55
Log Py, (WLOGP, 267 Medicinal Chemistry
Log Py, (MLOGP 1.50 PAINS 0 alert
Log Py, (SILICOS-IT) 268 Brenk 0 alert
Consensus Log Py, 243 Leadlikeness No; 1 violation: MW<250
Synthetic accessibility 3.01

.

Figura 37. Parametros fisicoquimicos y farmacocinéticos de la desmetilisoencecalina
(DME) estimados a partir del programa Swiss ADME.

En cuanto a la actividad toxicolégica estimada con Osiris Property
Explorer, las zinagrandindlidas D-F presentaron alta posibilidad de ser
irritantes; sin embargo, no mostraron potencial mutagénico, tumorgénico o con
efectos toxicos sobre la reproduccion; mientras que la DME, no presenté riesgos

de toxicidad (Figura 38).

Por ultimo, se utilizé la herramienta Molinspiration para la prediccion
de la bioactividad. Esta plataforma proporciona una puntuaciéon para los
blancos farmacolégicos més importantes (ligandos de GPCR, inhibidores de
quinasas, moduladores de canales iénicos o receptores nucleares); cuanto
mayor sea el valor de la puntuaciéon, mayor sera la probabilidad de que una
molécula sea activa. Las estimaciones revelan que las zinagrandindlidas D-F
podrian actuar principalmente como ligandos de receptores nucleares, con

puntajes de 0.83, 0.68 y 0.69, respectivamente, y como inhibidores de enzimas,
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con puntajes de 0.55, 0.40 y 0.45, respectivamente (Figura 38). Esta ultima
actividad ya se ha comprobado para las zinagrandindlidas E y F sobre las a-
glucosidasas de levadura como se describi6 anteriormente. La predicciéon de
este parametro en conjunto con los resultados acoplamiento molecular es de
suma importancia para la zinagrandindlida D, ya que se puede asumir que
también presenta actividad inhibitoria de las a-glucosidasas. Otras
posibilidades de actividades bioldgicas para estos compuestos son: como
moduladores de canales i6nicos y como inhibidores de proteasas. La DME, tiene
potencial como inhibidor enzimético también (0.28), y en menor medida como

ligando de receptores nucleares (0.10).

Con la ayuda de este programa se pueden enfocar esfuerzos para
estudiar el efecto de estas moléculas sobre blancos moleculares mas especificos,
en futuros trabajos de investigacién como, por ejemplo, el potencial inhibitorio
de enzimas que presentaron todos los compuestos analizados, no sélo sobre a-
glucosidasas, sino sobre enzimas que modulen la respuesta inflamatoria y
nociceptiva como es COX. En este mismo sentido, el potencial de la DME como
ligando de receptores nucleares, podria estar involucrado en su mecanismo de
modulacién de la respuesta antialodinica, ya que se ha demostrado la
participacion de la activacion de los receptores nucleares en el control del dolor,
destacando los efectos de los ligandos en el receptor activado por proliferador de
peroxisomas (PPAR), cuyos agonistas de PPARa reducen el dolor agudo y
cronico en una variedad de ensayos de dolor; mientras que los ligandos de
PPARYy atenuan la hipersensibilidad mecanica y térmica asociada con la lesiéon

a nervios (Fehrenbacher et al,, 2009).
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Molécula Osiris Property Explorer MollInspiration
Molinspiration biocactivity score v2018.03
GPCR ligand 0.08
- AT Ion channel modulator 0.34
Zlnagrandln()hda D Kinase inhibitor -0.20
(ZGD) Nuclear receptor ligand  ©.83
Protease inhibitor 0.22
Enzyme inhibitor 0.55
Molinspiration bioactivity score v2018.03
GPCR 1igand 0.07
. . Ion channel modulator 0.32
Zinagrandinélida E Kinase inhibitor -0.36
(ZGE) Nuclear receptor ligand  0.68
Protease inhibitor 0.15
Enzyme inhibitor 0.40

telinspiration bicactivity score v2018.03

GPCR ligand 0.12
X . Ion channel modulator 0.33
Zinagrandinodlida F Kinase inhibitor -0.40
(ZGF) Nuclear receptor ligand  0.69
Protease inhibitor 0.21
Enzyme inhibitor 0.45
Molinspiration biocactivity score v2018.03
GPCR ligand -0.27
- . Ion channel modulator -0.21
Desmetilisoencecalina Kinase inhibitor -0.65
(DME) Nuclear receptor ligand 0.10
Protease inhibitor -0.35
Enzyme inhibitor 0.28

Figura 38. Parametros de toxicidad y actividad biolégica de las zinagrandindlidas D-F
y la DME, estimados a partir de los programas Osiris Property Explorer y
MollInspiration.

6.7. Pruebas de identidad y composicién

Las pruebas de composicion de la droga cruda de Z grandiflora se
desarrollaron a partir de la fraccion de CH2Cl2 obtenida por reparto de la
infusién de dicha planta. La eleccion de esta fraccion organica se hizo con base
en su menor complejidad comparado con el perfil del preparado tradicional, lo
que facilité los subsecuentes analisis. Se seleccion6 a la ZGE como compuesto
marcador, al ser este uno de los compuestos mayoritarios y activos de la

infusion de la planta. Los parametros mas adecuados para la separacion de la
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ZGE se lograron utilizando una columna BEH Phenyl-Acquity UPLC y una
fase movil binaria compuesta por acetonitrilo y agua con acido férmico al 0.1 %
utilizando un equipo CLUE-ESI/EM, de acuerdo con las condiciones descritas
en la secciéon de desarrollo experimental. El perfil cromatografico obtenido bajo

estas se presenta en la Figura 39.

Zg_Fr_CH2C12_0.1_ugmL
20210514_2 Sm (Mn, 2x3); Sb (1.90.00 ) - 1: Scan ES+
8.2 TIC
1004 7.10e0
- # 8.70
5.18 8.04
1 747 750
d 6.42 833
020 292 493 \ﬂ
O T T T T * T o i | T T T T T
-0.00 2.00 4.00 6.00 .00 10.00 12.00 14.00
20210514_2 Sm (Mn, 2x3); Sb (1.0.00 ) 2: Diode Array
0.99 254
Range: 5.233e-2
3.0e-24
8.21
2.5e-21
2.0e-24
_ e —> ZGE
<
1.5e-23
1.0e-23 085
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; [ P A2 [ 753779
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Figura 39. Cromatogramas de la fraccion de CH:2Cl: de la infusién de Zinnia
grandiflora. A) Cromatograma de iones totales ESI-Positivo, B) Cromatograma PDA
(254 nm).

6.7.1. Validaciéon de un método analitico para la cuantificacién

de la ZGE

Una vez establecido el método se procedié a su validacién. El proceso de

validacion consiste en generar la informaciéon que demuestre, desde el punto de
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vista analitico, que un método experimental es adecuado para un proposito
especifico, a partir de que dicho método cumpla con las caracteristicas de
desempenio aprobadas por las Guias de Validacién de la ICH [ICH; Q2 (R1)
2005]. En este trabajo se realizé la validacién de un método analitico mediante
CLAE para la cuantificaciéon de la ZGE en la fraccion de CH2Cl2 de la infusion
de Zinnia grandiflora. Para fines de la validacion de este método, se utilizo el
detector de PDA, y se seleccioné la longitud de onda de 254 nm; asi como el
analisis de espectrometria de masas con método de ionizaciéon ESI en modo

positivo.

Linealidad del sistema

La linealidad del sistema corresponde a la capacidad de un método para
obtener respuestas analiticas directamente proporcionales a la concentracion
de un analito en un intervalo de concentraciones aplicaciones para la aplicacion
del método (ICH; Q2 (R1) 2005). Este pardmetro se evalué en el rango de
concentracion entre 5 y 100 pg/mL y se encontré que era lineal en el rango de
concentracién utilizado (Tabla 11). Las curvas de calibracién mostraron una
buena relacién lineal entre las areas de los picos y el rango de concentracion
probado. Se encontré que la ecuacion de regresion lineal era y = 12962x-8079
(R2 = 0.9994) para el detector de PDA (254 nm) (Figura 40-A), y de y =
7.058e+006x + 1.047e+008 (R2 = 0.9805) para el detector de masas (Figura 40—
B).

Tabla 11. Parametros estadisticos calculados para la linealidad del sistema de
la ZGE.

PDA ESI-Positivo
B1 12962 + 61.97 7.058e+006 + 202924
Bo -8079 + 3476 1.047e+008 + 1.189e+007
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R 0.9997 0.9902
R? 0.9994 0.9805
IC (Ba) al IC inferior IC superior IC inferior IC superior
0,

9% 12835 13089 6.639e+006 7.477e+006

IC (Bo) al IC inferior IC superior IC inferior IC superior
0,

5% -15197 -960.6 8.015e+007 1.292e+008

1500000 A 1.0x10°- B
—_ __ 8.0x108-
2 1000000 8
L £ 6.0x1084
E £ ;
g 5000004 E 4.0x1084
< y = 12962x - 8079 < 2.0x108- y = 7.0568e+006x + 1.047e+008

R” = 0.9994 . R? = 0.9805
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 8 100
ZGE (pg/mL) ZGE [pg/mL]

Figura 40. Curva de calibracién para la evaluaciéon de la linealidad del sistema
analitico. A) PDA, B) ESI-Positivo.

De acuerdo con estos resultados se cumplen con los criterios de
aceptacion de la ICH con ambos detectores, por lo que se puede concluir que la
linealidad del sistema se cumple para el rango de concentraciones analizadas y

tomando en cuenta la respuesta analitica de los dos detectores.

Limite de deteccién y limite de cuantificacién

El limite de deteccién (LD) de un método analitico se refiere a la
concentracion minima de analito presente en una muestra que puede ser
detectada, y no necesariamente cuantificada. Mientras que el limite de

cuantificacién (LC) expresa la cantidad minima de analito presente en una
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muestra que puede determinarse con precision y exactitud. Para establecer

ambos limites se realizaron curvas de calibracién de cada estandar con un

intervalo de concentraciones de 0.1 a 10 pg/mL por triplicado, y se realizé el

anélisis de regresién lineal de los mismos (Tabla 12, Figura 41). El valor del LD

para la ZGE fue de 1.33 pg/mL, mientras que el valor LC fue de 4.01 pg/mL.

Tabla 12. Resultados para LD y LC de la zinagrandindlida E.

Solucion | Concentracion PDA ESI-Positivo
de ZGE ABC ABC
(ng/mL)

1 0.1 11883.602 17997764
2 0.1 11809.129 17729660
3 0.1 12289.948 18491798
4 1.0 13830.9 18298348
5} 1.0 13271.769 19252512
6 1.0 12564.291 18302178
7 2.5 34202.75 45123648
8 2.5 33262.945 45805680
9 2.5 33650.734 44288044
10 5.0 67547.703 87789264
11 5.0 67216.555 85477864
12 5.0 67194.148 87041432
13 10.0 112175.469 152377888
14 10.0 111715.766 152481200
15 10.0 116729.516 156160608

B1 10761 + 314.1 1.435e+007 + 352529

Bo 7924 + 1616 1.106e+007 * 1.813e+006

R 0.9944 0.9960

R? 0.9890 0.9922

Syix 4321 4.849e+006

Pagina | 132



CAPITULO I RESULTADOS Y DISCUSION

LD (pg/mL) 1.33 1.11
LC (pg/mL) 4.01 3.38
A B
125000 4
1.5x108
< 1000004 5
Q [}
4 2
S 75000+ 5 1.0x10%-
E £
o 50000 ]
[ Q
= g 5.0x107
25000 - y = 10761x - 7924 y = 1.435e+007x + 1.106e+007
R?=0.9890 r R®=0.9922
0 T T L] L] 1 0 T T T T L] 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
ZGE (pg/mL) ZGE [ug/mL]

Figura 41. Curvas de calibracién para la determinacién del LD y LC de ZGE. A) PDA
(254 nm), B) ESI-Positivo.

Linealidad del método

Para evaluar la linealidad del método se realizaron curvas de calibracion
recuperando de la matriz de trabajo una cantidad adicionada del estandar.
Para ello, se adicionaron a la matriz concentraciones de 10, 50 y 75 pg/mL del
producto. La respuesta de la cantidad recuperada del estandar se realizd
considerando el valor de la respuesta de la matriz de trabajo sin adicién de
ningun estandar. Los resultados de la respuesta analitica y los analisis de
regresion lineal se presentan en la Tabla 13 y Tabla 14, mientras que las
curvas de calibraciéon se presentan en la Figura 42. En este caso también se
cumplen todos los criterios de aceptacién establecidos por la ICH (R2 > 0.98; R >
0.99; Po # 0 y P1 =1) por lo que se concluye que el método es lineal en el rango de

concentraciones usadas para ambos detectores empleados.
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Tabla 13. Resultados experimentales de la evaluacion de la linealidad del
método para la ZGE.

Concentrac | Concentraci PDA ESI-Positivo
ié?ug?mZSE adi c?onn ada ABC Con;:ggtrac ABC Con;:éerr:trac
(ng/mL) recuperada recuperada
(pg/mL) (ng/mL)
10 10 120534.4 9.9 138160220.4 4.7
10 10 122894.0 10.1 135674556.4 4.4
10 10 124872.1 10.3 136842140.4 4.6
10 10 119817.9 9.9 138160220.4 4.7
10 10 118597.2 9.8 136431772.4 4.5
10 10 122894.0 10.1 136842140.4 4.6
10 10 119817.9 9.9 136431772.4 4.5
10 10 124872.1 10.3 136842140.4 4.6
10 10 120534.4 9.9 136731132.4 4.5
50 50 648136.6 50.6 370237852.4 37.6
50 50 645103.3 50.4 368270940.4 37.3
50 50 644770.8 50.4 367469020.4 37.2
50 50 645301.6 50.4 370975132.4 37.7
50 50 649188.4 50.7 366199324.4 37.1
50 50 645493.4 50.4 368424220.4 37.4
50 50 644490.6 50.3 359824540.4 36.1
50 50 649278.2 50.7 359901596.4 36.2
50 50 649025.3 50.7 363427804.4 36.7
75 75 979027.4 76.1 483867228.4 53.7
75 75 964010.0 74.9 477239068.4 52.8
75 75 964205.4 75.0 479864476.4 53.2
75 75 977765.3 76.1 482011740.4 53.5
75 75 965744.8 75.1 473076956.4 52.2
75 75 974295.9 75.8 480999964.4 53.3
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75 75 969454.0 75.4 469309020.4 51.7
75 75 965803.0 75.1 459910620.4 50.3
75 75 969090.0 75.4 471415836.4 51.9

Tabla 14. Parametros estadisticos calculados para la linealidad del método.

PDA ESI-Positivo

B1 1.007 = 0.002219 0.7445 £ 0.01151

Bo 0.001840 + 0.1162 -2.135 £ 0.6029

R 0.9963 0.9970

R? 0.9927 0.9941
IC () al IC inferior IC superior IC inferior IC superior

95% 1.003 1.012 0.7208 0.7682
IC (o) al IC inferior IC superior IC inferior IC superior
95% -0.2375 0.2411 -3.377 -0.8934
o 801 A o 60- B
B2 B
] [}]
S 60 s
85 8 - 40-
S E S E
g2 22
E 5 T 204
@ 204 @ .
o y = 1.007x + 0.001840 o y = 0.7445x - 2.135
5 R? = 0.9999 & R’ =0.9941
o - o -
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Concentracion adicionada (pg/mL) Concentracion adicionada (pg/mL)

Figura 42. Linealidad del método para la cuantificacién de ZGE. A) PDA (254 nm), B)
ESI-Positivo

Exactitud del método

La exactitud del método se refiere a la concordancia entre el valor de la

concentracion de estandar recuperada y el valor de referencia, que se refiere a

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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la concentraciéon adicionada. Los experimentos de recobro se realizaron
afiadiendo tres muestras a diferentes niveles de concentracién (10, 50 y 75
ng/mL) del estdndar a la fraccién soluble en diclorometano, por triplicado. Los
porcentajes de recobro se indican en la Tabla 15. De acuerdo con estos
resultados, el porcentaje de recobro para los datos generados con el detector de
PDA se encuentra dentro del rango 98 — 102% y valores de CV por debajo de 2%
por lo que se considera que el método es exacto para las determinaciones
realizadas con este detector; sin embargo, los porcentajes de recobro para las
determinaciones realizadas por ESI-Positivo no entran dentro de los limites

establecidos por la ICH.

Tabla 15. Resultados de los experimentos de recobro para evaluar la exactitud
del método.

Concentracién PDA ESI-Positivo
adicionada _ _
P Re(‘f;;’m X |[DE |cv Re(‘f;(’;’m X |DE |cv
10 99.2 47.4
10 101.0 43.9
10 102.6 45.5
10 98.7 47.4
10 97.7 100.1 | 1.78 | 1.8 44.9 45.6 1.14 | 2.5
10 101.0 45.5
10 98.7 44.9
10 102.6 45.5
10 99.2 45.4
50 101.3 75.2
50 100.8 74.7
50 100.7 74.5
50 100.8 75.5
50 101.4 | 101.0 | 0.32 | 0.32 74.1 74.1 1.18 | 1.6
50 100.8 74.7
50 100.7 72.3
50 101.4 72.3
50 101.4 73.3
75 101.5 | 100.6 | 0.59 | 0.59 71.6 70.0 1.45 | 2.0
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75 99.9 70.4
75 100.0 70.9
75 101.4 71.3
75 100.2 69.6
75 101.1 71.1
75 100.6 68.9
75 100.2 67.1
75 100.5 69.3
Precisién

En el presente trabajo se evalud la precision del sistema en términos de
repetibilidad con el analisis de doce réplicas de una concentracion definida del
estandar (50 pg/mL). Para este anélisis se determiné la respuesta analitica
bajo las mismas condiciones experimentales, mismo analista y durante un
intervalo corto de tiempo. Los datos experimentales y analisis estadistico de los
mismos se presentan en la Tabla 16. Estos resultados demuestran que el
método es preciso ya que el CV calculado para las determinaciones es menor al

2.0%.

Tabla 16. Repetibilidad del método para la cuantificacion de la ZGE.

Replica .C?ncentracién PDA ESI-Positivo
adicionada (ug/mL) ABC ABC

1 50 961425.4 634187904
2 50 951030.7 629248256
3 50 955854.6 638180352
4 50 963436.5 624058176
5 50 964749.3 623460032
6 50 957897.6 623857408
7 50 956782.0 623415104
8 50 963107.8 613860928
9 50 967425.3 632939584
10 50 969651.1 629656064
11 50 964193.4 630222720
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12 50 951634.6 620055168
X 960599.0 630248288
DE 5954.4 4770474.9
CV (%) 0.619 0.756

Precisién intermedia

Para el analisis de este parametro se determiné la respuesta analitica

bajo las mismas condiciones experimentales,

mismo analista,

en dias

diferentes, utilizando datos de doce réplicas de una concentracién definida del

estandar (50 pg/mL). Los resultados del andlisis estadistico que se presentan

en la Tabla 17 indican que el CV es menor al 2.0% por lo que se cumple con los

limites establecidos por la ICH para este parametro.

Tabla 17. Precision intermedia del método para la cuantificaciéon de ZGE.

Dia Replica Concentracién uv ESI-Positivo
adicionada ABC ABC
(ug/mL)

1 1 50 961425.4 634187904
2 50 951030.7 629248256

3 50 955854.6 638180352

4 50 963436.5 624058176

5 50 964749.3 623460032

6 50 957897.6 623857408

7 50 956782.0 623415104

8 50 963107.8 613860928

9 50 967425.3 632939584

10 50 969651.1 629656064

11 50 964193.4 630222720

12 50 951634.6 620055168

1 50 965660.8 624572928

2 50 961949.6 633487232

2 3 50 969434.8 629785856
4 50 966148.5 632401920
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5 50 961267.8 631022400
6 50 971694.4 633648704
7 50 964211.6 629747136
8 50 956431.4 623662848
9 50 961267.8 635634688
10 50 967710.0 636867456
11 50 968302.9 630508352
12 50 963095.8 621639936
X 962681.8 628588381.3
DE 5488.2 5954962.9
CV (%) 0.570 0.947
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7. CONCLUSIONES

e Se establecio el potencial antiinflamatorio y antialodinico de la ZGE,
compuesto activo de la infusiéon de Zinnia grandiflora, en el modelo de
edema inducido por carragenina en ratones. Asi como su potencial

antialodinico en un modelo un modelo de neuropatia diabética en ratones.

e Se determind que el mecanismo de acciéon antiinflamatorio y antialodinico
de la ZGE es multidiana involucrando al sistema serotoninérgico,
opioidérgico, GABAérgico, y a la cascada de ON-GMPciclico-canales de

K*arp.

e Se identificaron los compuestos volatiles de la infusion y el aceite esencial
de Zinnia grandiflora, siendo los compuestos mayoritarios germacreno D,
desmetilisoencecalina, 6xido de cariofileno, D-limoneno, a-cadineno, y

eucaliptol.

e Se establecio la eficacia preclinica antiinflamatoria y antialodinica del
aceite esencial de Zinnia grandiflora en el modelo del edema de pata

carragenina y en el modelo de la ligadura de nervios espinales en ratones.

e Se encontré que uno de los principios activos del aceite esencial y de la
infusion de Z. grandiflora es la desmetilisoencecalina, y se estableci6 su
potencial antiinflamatorio y antialodinico en el modelo del edema de pata

carragenina y en el modelo de la ligadura de nervios espinales en ratones.

e Se realizaron estudios de acoplamiento molecular con lo que se predijo la

afinidad de la ZGE por los receptores serotoninérgicos 5-HT1p, los receptores
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opioides «, 8, y u, y el receptor GABAA Todos relacionados en la modulacién del

dolor.

e Se estudib el efecto hipoglucemiante agudo y el efecto antihiperglucémico,
mediante una curva de tolerancia a la sacarosa, del extracto acuoso de Z.
grandiflora, con lo que se estableci6 su eficacia preclinica como agente para

tratar la diabetes.

e Se encontr6 que metabolitos secundarios en el extracto acuoso de Z.
grandiflora poseen actividad inhibitoria de las enzimas a-glucosidasas de
levadura, entre ellos las zinagrandindlidas E y F. Este efecto explica, la
actividad antihiperglucémica del extracto acuoso, observada en la curva de

tolerancia a la sacarosa en ratones.

e Se realizaron los estudios de acoplamiento molecular de las
zinagrandinélidas D-F y desmetilisoencecalina con la enzima a-glucosidasa
de Saccharomyces cerevisiae, con lo que se estableci6 que la todos los
metabolitos secundarios de Z. grandiflora ensayados podria unirse se unen a

la enzima en sitios alostéricos.

e Los estudios in vitro e in silico permitieron indicar que la especie Z.
grandiflora es una fuente una fuente potencial de metabolitos secundarios
con actividad inhibitoria de a-glucosidasas, y por lo tanto una fuente de

agentes con potencial antidiabético.

e Se estudiaron in silico las propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas,
toxicolégicas y farmacolégicas de los metabolitos de Z grandiflora,
zinagrandinélidas D-F y desmetilisoencecalina, con lo que se pudo predecir
que todas estas moléculas cumplen parametros de similitud a farmacos para

ser considerados potenciales farmacos orales potenciales.
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e Se establecieron pruebas para el control de calidad del preparado
tradicional de Z. grandiflora, a partir de la validacion de un método

analitico para la cuantificacién de zinagrandinélida E.
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Fig. 1. Espectro de 'H-RMN (500 MHz, CDCls) de la desmetilisoencecalina (DME).
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Fig. 2. Espectro de 3C-RMN (125 MHz,

CDCls) de la desmetilisoencecalina (DME).
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Fig. 5. Grafico del porcentaje de % de inflamacién contra tiempo (h) causado por la
administracién de 30 pL/pata al 1% de 1) Carragenina C1013 (predominantemente x,
con una menor cantidad de A carragenanos), 2) Carragenina C1867 (mezcla de x y A
carragenanos). VEH: vehiculo (solucién salina, 0.9% de NaCl).
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Fig. 6. Seguimiento en 14 dias del efecto de la administracién de 30 pl/pata al 1% de
Carragenina C1013. Panel A: Grafico del porcentaje de inflamaciéon contra el tiempo
(dias). Panel B: Grafico del 50% de la letencia de retirada (g) contra el tiempo (dias).
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Fig. 7. Efecto de la administracién de 20 uL/pata de tres diferentes vehiculos: 1) VEH:
SSI (0.9% de NaCl), 2) SSI + Tween 80 al 5%, 3) SSI + DMSO al 50%, en el modelo del
edema de pata inducido por carragenina. Panel A: Grafico del porcentaje de
inflamacién contra el tiempo (h). Panel B: Gréfico del 50% de la latencia de retirada (g)
contra el tiempo (h).
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Fig. 8. Evaluacion de la alodinia tactil durante 6 semanas después de la
administracién de STZ (150 mg/kg). Cada medicién representada como la media +
EEM con seis ratones por grupo (n=6)
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5-HT-ERM
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GABAa—Flumazenil

Fig. 9. A) Comparacién de las poses de unién de ERM co-cristalizado (verde) con ERM
acoplado (azul) en el receptor 5-HT:s (RMSD 0.233 A). B) Comparacién de las poses de
unién de DPI co-cristalizado (verde) y DPI acoplado (naranja) en el receptor 5-Opioide
(RMSD 1.124 A). © Comparacion de las poses de union de JDTic co-cristalizado
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(verde) y JDTic acoplado (amarillo) en el receptor x-Opioide (RMSD 0.979 A). D)
Comparacién de las poses de unién de 4VO co-cristalizado (verde) y 4VO acoplado
(rosa) en el receptor p-Opioide (RMSD 0.816 A). E) Comparacion de las poses de unién
del flumazenil co-cristalizado (verde) y el flumazenil acoplado (naranja) en el receptor

GABAa (RMSD 0.992 A).

Compuestos

Tl

ERM

flumazenil

Fig. 10. Estructuras de los compuestos co-cristalizados con los receptores 5-HT1s, 6, k,
p opioides y GABAA utilizados para la validacién del protocolo de acoplamiento
molecular.
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Fig. 11. Gréficas del efecto inhibitorio y c4lculo de Clsode la acarbosa (A), fracciones de

CH:Cl: (B) y AcOEt (C) obtenidas por reparto de la infusién, y los metabolitos
zinagrandinélida E (D) y zinagrandinélida F (E) de Z. grandiflora sobre las a-

glucosidasas de Saccharomyces cerevesiae.
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1. ANTECEDENTES

1.1. Insectos que producen lacas

La familia Kerriidae se conforma por insectos coéccidos, que se
caracterizan por la produccién de “lacas” (exudados). En la Figura 1 se
muestran algunas fotografias del aspecto de las lacas producidas por diferentes

especies de la familia Kerriidae.

Figura 1. Algunos insectos de laca conocidos en el Nuevo Mundo. (A) Kerria laca. (B)
Paratachardina pseudolobata. (C) Austrotachardiella colombiana. (D) Tachardiella
ferrisi. (E) Tachardiella fulgens. (F) Tachardiella glomerella. (G) Tachardiella ingae.
(H) Tachardiella larrae. 1) Tachardiella mexicana. Tomado de (Kondo and Gullan,
2011)

Las especies asiaticas, especialmente del género Kerria, son las mas

estudiadas, debido a que estas generan un exudado que se refina y se vende
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comercialmente como esmalte para las unas o “shellac”. Se ha encontrado que
los componentes quimicos de estas lacas dependen del taxén y de la planta
hospedera. (Mills y White, 2012). La especie Kerria lacca, es de especial interés
econémico en la India, que acapara cerca del 50 % del mercado mundial
(aproximadamente 2000 toneladas anuales). Este insecto exuda tres
importantes productos: tinte laca, cera laca y goma laca que, a su vez, se
refinan para la produccion de una variedad de otros productos como lo son tinte
para lana, colorante para la industria alimentaria, cera para confiteria, lapices
de cera, labiales, resina para recubrimiento de frutas y dulces, aditivo para
champt, acondicionadores de cabello, aislante, adhesivo, entre otros (Shamim

et al., 2016).

1.2. El género Tachardiella

El género Tachardiella (Kerriidae) se puede encontrar en toda la regién
neartica y regiones neotropicales, pero de manera mas usual es distribuye en
las zonas desérticas del suroeste de Estados Unidos (California, Arizona. Nuevo
México, Texas) y norte de México; asi como en algunas zonas de Argentina y
Brazil. El género Tachardiella, actualmente, se encuentra conformado por 17

especies (Tabla 1). (Kondo y Gullan, 2011).

Tabla 1. Especies de Tachardiella.

Nombre
Tachardiella argentina Tachardiella Iycii
Tachardiella artocarpi Tachardiella mexicana
Tachardiella cordaliae Tachardiella nigra
Tachardiella ferrisi Tachardiella ourinhensis
Tachardiella fulgens Tachardiella palobrea
Tachardiella glomerella Tachardiella parva
Tachardiella ingae Tachardiella postulata
Tachardiella larrae Tachardiella resinatum
Tachardiella cornuta
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Hembras y machos de este género se pueden distinguir facilmente, ya
que son precisamente las hembras quienes producen las lacas de interés. De
forma individual, las hembras son insectos ovalados a elipticos, con un margen
de seis l6bulos en los especimenes mas jovenes; que se vuelven de tres lobulos
en los especimenes mas viejos, adultos, y sin lébulos y ovoides en los
especimenes mas viejos. Su cuerpo tiene de 0.9-2.4 mm de largo, y de 0.9-2.5
mm de ancho. En la Figura 2 se ilustra la apariencia de un hembra adulta

joven de la especie Tachardiella argentina (Kondo y Gullan, 2011).

Figura 2. Hembra adulta de Tachardiella argentina. Imagen tomada de Kondo y
Gullan, 2011.

Las hembras del género Tachardiella, se hospedan en plantas especificas
para producir exudados rigidos (lacas) que revisten sus cuerpos y huevos. A
medida que se desarrollan, las células de resina se unen gradualmente
formando una incrustacion gruesa continua sobre la rama de la planta
huésped. Inmediatamente antes de poner las larvas, la hembra retira parte de
su cuerpo de la cubierta resinosa endurecida para crear un espacio vacio en el

que las coloca (Bose, Sankaranarayanan y Sen Gupta, 1963). En general, la
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produccién de laca para las especies de este género se forma en masas de
aspecto resinoso, de color rojo (generalmente), que envuelve una superficie
considerable de la rama por completo. La masa resinosa se forma por la fusion
de numerosos individuos, y es rugosa, desigual, cubierta de protuberancias
(Figura 3-A) que corresponden a las células de los insectos que quedan debajo;
algunos individuos estan en contacto con el exterior durante todo el afno a
través de pequefios orificios. El material que constituye este producto es
inodoro, sin sabor, mas denso que el agua, duro y facilmente rompible, pero

dificil de pulverizar. (Kondo y Gullan, 2011)

Figura 3. (A) Tachardiella argentina sobre una rama de Acacia caven (Fabaceae). La
flecha apunta a una elevacién de tipo “protuberancia”. (B) Tachardiella palobrea
atendida por Camponotus sp. cf. rosariensis, sobre Parkinsonia praecox (Fabaceae).
Imagen tomada de Kondo y Gullan, 2011.

Las especies de 7Tachardiella son capaces de formar asociaciones
simbiéticas con especies de hormigas para asegurar su supervivencia (Figura
3-B). Las hormigas se alimentan del envoltorio que cubre al insecto del género
Tachardiella, y cargan las larvas en su abdomen, y las esparcen sobre las
ramas de la planta hospedera; o bien cuidan las larvas en sus hormigueros

cuando las condiciones climaticas son poco favorables como en el invierno.
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En la literatura, los reportes sobre los usos de las lacas de este género
son limitados, y se centran en su aplicaciéon tradicional en Norteamérica,
principalmente como adhesivos organicos. En Arizona, las especies mas
comunmente asociadas con un uso cultural son 7Tachardiella larrae y
Tacardiella fulgens (Figura 4), aunque existen otras. Los grupos nativos
americanos, principalmente los Hohokam, utilizaban estas lacas como un
adhesivo, pintura aglutinante, en la elaboraciéon de enseres y construcciones,
como agente contra el agua en materiales para cocinar y guardar alimentos o
liquidos, para la construccién de flechas, e incluso para la elaboracién de
pelotas de juego. (Fox, Heron y Sutton, 1995; Bisulca, Pool y Odegaard, 2017).
Estas lacas no son solubles en agua, por lo que en el Suroeste prehispanico

debieron ser calentadas antes de utilizarse. (Sutton, 1990)

Figura 4. Exudados (lacas) de insectos. (A) Tachardiella larrae. (B) Tachardiella
fulgens. (C) Tachardiella cornuta. (Bisulca, Pool y Odegaard, 2017)

Las lacas de los coccidos del género Tachardiella no han sido estudiadas

como las que producen las especies asidticas (Kerria spp.). El tnico estudio
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quimico con el que se cuenta es el del exudado de 7. Larrea; asi, un analisis por
CG-EM de un extracto cloroformo-metanol confirmo la presencia en el exudado
de acido tetradecanoico, acido hexadecanoico, acido 7-hidroxitetradecanoico y
acido 7-hidroxihexadecanoico. Este estudio también demostré que estos
compuestos se encuentran en mayor proporcién que en las lacas asiaticas (Fox

et al., 1995).

Se distribuye en la regiéon neartica que comprende México y Estados
Unidos, especialmente en el estado de Arizona. Tiene como plantas huéspedes a
especies de la familia Fabaceae, Sebania sp. (Cockerell 1895), Mimosa o
Prosopisy Cousetia spp. (Chamberlin 1923). Cockerell (1985), fue el primero en
describir las propiedades medicinales de este insecto de laca, tal como se

menciona a continuacion:

“Hab. Arizona, received from Prof. J. W. Toumey, who gives the
following interesting particulars. He got it from a Mexican and has
seen only the stem of the food-plant, but thinks it 1s a Sesbania. He
was told that this lac was used quite extensively by the Mexicans as a
medicine for stomach troubles, under the name of “Gomea”. It is kept
In the drug shops at Tucson, and meets quite a sale. It is also used to
some extent in mending pottery, etc. Finally, he adds, the Mexicans
make a marked distinction between this and T. larreae, the latter not
being considered to have any medicinal qualities”. [Hab. Arizona,
recibido por el Prof. J. W. Tourney, quien proporciona las siguientes
caracteristicas interesantes. El lo obtuvo de un mexicano, y ha visto
solo el tallo de la planta comestible, pero piensa que es Sesbania. Le
fue dicho que la laca se utilizaba extensamente por los mexicanos
como una medicina para problemas del estomago, bajo el nombre de
“Goma” (“Gomea”). Se encuentra en las farmacias de Tucson, y se
vende muy bien. También se utiliza, en cierto grado, para arreglar
ceramica, etc. Finalmente, agrega, los mexicanos hacen una marcada
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distincién entre 7. larreae, la Gltima no se considera tiene ninguna
cualidad medicinal]. (Cockerell, 1985)

Cockerell (1985), también describié la apariencia de los individuos de la

especie, tal como se muestra a continuacion:

Female scales “usually massed together, more or less surrounding the
twig, forming an irregular nodulose bright reddish-orange coating
about 4 mm. thick. A single scale is about 56 mm. long and 4 broad,
and presents a conspicuous somewhat curved, blunt, shining, dorsal
hump; also a tail-like projection, sometimes directed upwards, and
two or three irregular projections on the side.” [Las cochinillas
hembras, generalmente se agrupan, mas o menos rodeando la ramita,
formando una capa nodulosa irregular de color rojo anaranjado
brillante de unos 4 mm de grosor. Una sola cochinilla es de unos 5
mm de largo y 4 de ancho, y presenta una joroba dorsal conspicua
algo curvada, roma, brillante; también una proyeccién en forma de
cola, a veces dirigida hacia arriba, y dos o tres proyecciones
irregulares en el costado”. (Cockerell, 1985)

La laca que produce 7. fulgens, no ha sido antes estudiada
quimicamente, sin embargo, Bisulca y col. (2017), realizaron andlisis de
espectroscopia de infrarrojo (FTIR) para su reconocimiento en materiales
arqueolégicos (Figura 5). La banda més caracteristica para esta, y otras lacas,
es la de los carbonilos, en el rango de ~1700-1715 cm-1. Esta region contiene
bandas superpuestas de ésteres (~1715-1740 cm-1) y 4cidos carboxilicos (~1695
cm-1). El hombro en la banda de carbonilo en 1647 cm-! se debe a las
insaturaciones (C=C). La laca también muestra las bandas caracteristicas 1460
cm-l, 1410 cm-l, y 1370 cm-! correspondientes a la flexion de metilos y
metilenos. Las bandas entre ~2950-2850 cm-! se deben a las vibraciones
tensionales de los metinos. Por dltimo, las bandas a 720 ¢m-! corresponden a
las cadenas largas de alcanos asociadas a el componente ceroso del exudado.

(Bisulca, Pool y Odegaard, 2017)
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Figura 5. Espectro FTIR de la (b) laca de Tachardiella fulgensy (a) la laca comercial
“shellac”. Imagen tomada de (Bisulca, Pool y Odegaard, 2017).

1.4. Coursetia glandulosa

La planta hospedera del céccido Tachardiella fulgens para la produccion
de la goma de Sonora, es Coursetia glandulosa (sin. Coursetia microphylla), la
cual pertenece a la familia Fabaceae o de las leguminosas. Se distribuye desde
el sur de Arizona hasta Oaxaca (esencialmente, a lo largo de la vertiente del
Pacifico) y se le conoce comtinmente en México con los nombres de palo dulce,
samo prieto, becerrero, cacalahualillo, chipil, frijolillo, guachipil, matarrata,
tambacho, vara alcalde y zuzupe, y en Arizona como “Rosary babybonnet”. Es
un arbusto o arbol caducifolio de hasta 10 m de alto, de ramillas piloso-vilosas y
hojas de hasta 15 cm de largo; sus inflorescencias son en forma de racimos
solitarios o fasciculados, de hasta 12 cm de largo; mientras que su fruto es
linear (glandular-pubescente), a menudo constrefiido entre las semillas, de 2.5

a 11 cm de largo y de 4 a 7 mm de ancho (Figura 6) (Rzedowski et al., 2016).
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t

Figur 6. Coursetia glandulosa. (A) Hojas. (B) Flores. (C) Frutos. (D) Semillas. (E y F)
Planta completa. (Felger et al, 2015)

1.5. La goma de Sonora

La goma de Sonora o ari es un exudado producido por el insecto coccido
Tachardiella fulgens, huésped del arbol Coursetia glandulosa (Fabaceae). El
ari, es un agente medicinal en los estados de Chihuahua y Sonora,
principalmente, como gastroprotector (Cockerell, 1985). De acuerdo con Bye y
Linares (2018, comunicacién personal) este material se utiliza para el
tratamiento de la diabetes también, en el estado de Chihuahua. El ari se
consume como un ingrediente la bebida ancestral “tesgiiino”, que proviene del
vocablo nahuatl tescuini que significa latido del corazén. Esta bebida consiste
principalmente en la fermentacion del maiz a la que se le agregan un conjunto
de raices, hierbas, cortezas y en ocasiones, el ari (Fournier Garcia and
Mondragén Barrios, 2012). Otra manera mas contemporanea de consumir el ari
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es como condimento para la elaboracion de aguachile, que es un platillo con
camarones que se bafian en una salsa hecha con chile chiltepin, limén y ari,
principalmente. También se consume solamente la salsa para el tratamiento de
la resaca producida por la ingesta de bebidas alcohdlicas y para el tratamiento

de la gastritis.

A la fecha no existen datos cientificos que respalden su uso medicinal.
Los estudios sobre este material se han centrado en la investigacion
arqueoldgica de sus usos por los nativos americanos (Fox, Heron y Sutton,
1995). Como ya se mencioné anteriormente, el tinico estudio quimico que existe
sobre un exudado similar es el de Fox y col. (1995), donde mencionan algunos
de los componentes de 7Tachardiella larra. Mientas que para el exudado de
Tachardiella fulgens, solo se cuenta con su caracterizacion mediante
espectroscopia de infrarrojo (FTIR) (Bisulca, Pool y Odegaard, 2017). Por lo
tanto, el estudio de la composicién de estos recursos naturales es un campo

virgen y promisorio.
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2. HIPOTESIS

Los antecedentes etnobotanicos de la goma de Sonora sugieren una
composicion quimica que justifique sus propiedades medicinales, mismas que

se pueden justificar mediante estudios farmacolégicos apropiados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Estudiar la composicién quimica de la goma de Sonora con el propdsito

de establecer una relacién con su uso tradicional como agente antidiabético.

3.2. Objetivos Especificos

e Realizar la revision bibliografica de los antecedentes etnobotanicos de

la goma de Sonora.

e Aislar, purificar y caracterizar metabolitos secundarios de la goma de

Sonora mediante la aplicacién de los métodos apropiados.

e Establecer el volatiloma del exudado mediante estudios de

microextraccion en fase sblida acoplada a CG-EM.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1. Droga cruda

La goma de Sonora fue recolectada en la Barranca de Urique en el estado
de Chihuahua, por el Dr. Robert Bye y la Dra. Maria Edelmira Linares, en el
mes de septiembre de 2016; y un ejemplar se deposité en el Herbario Nacional

de México (MEXU) (Bye 38403 & Linares).

4.2. Preparacion del extracto aceténico

Se realizo el extracto organico a partir de 458 g de la droga cruda, seca y
molida, mediante maceracion en 1.5 L de acetona. Pasados 7 dias el extracto se
filtr6 y se concentré a vacio. El procedimiento se repitié6 tres veces. Se
obtuvieron 80 g del extracto, el cual presenté una apariencia gomosa y de color

naranja rojizo- intenso.

4.3. Aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios

El fraccionamiento primario del extracto de acetona se llevé a cabo
mediante cromatografia en columna abierta (CCA) Para ello, se colocaron 75 g
del extracto organico, en una columna cromatografica empacada con 800 g de
silice desactivada al 10%, utilizando un gradiente de eluciéon hexano-acetato de
etilo, para terminar con una mezcla de acetato de etilo: metanol 80:20. Se
obtuvieron 196 fracciones de 200 mL, los cuales se reunieron por su similitud

cromatografica, para hacer un total de 12 fracciones (GS1 — GS12).
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Se continud con el fraccionamiento secundario por CCA, utilizando gel de
silice y/o Sephadex, para la obtencién de compuestos puros. Las columnas de
gel de silice se eluyeron con mezclas de hexano-acetato de etilo-metanol o
hexano-diclorometano en gradiente de polaridad. Las columnas de Sephadex se
eluyeron de manera isocratica, ya sea con metanol 100% o con mezclas de
acetona-metanol. De estos fraccionamientos se logré obtener 34.3 mg de acido
7-hidroxihexadecanoico (1) y 439 mg de emodina (2). La caracterizacién de

estos productos se llevé a cabo por RMN, IR, y CG-EM.

Acido 7-hidroxi-hexadecanoico (1): S¢lido en forma de hojuelas
transltcidas; "H-RMN (MeOD, 400 MHz): & 3.49 (1H, m, H-7), 2.27 (2H, t, J = 7.4 Hz,
H-2), 1.60 (2H, d, J = 14.8, 7.4 Hz, H-3), 0.89 (3H, t, J = 6.8 Hz, H-16); 13C-RMN (MeOD,
100 MHz): § 177.7 (C-1), 72.4 (C-7), 38.5 (C-6), 38.3 (C-8), 34.9 (C-2), 33.1 (C-14), 30.9
(C-10), 30.8 (C-13), 30.7 (C-11), 30.5 (C-12), 30.3 (C-4), 26.8 (C-9), 26.5 (C-5), 26.1 (C-
3), 23.7 (C-15), 14.4 (C-16).

Emodina (1,3,8-Tri-hidroxi-6-metil-antra-quinona) (2): Sélido cristalino
en forma de agujas, color naranja; *H-RMN (MeOD, 400 MHz): § 7.39 (1H, d, J = 2.7
Hz, H-5), 7.01 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-4), 6.87 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-7), 6.47 (1H, d, J = 2.5
Hz, H-2), 2.67 (3H, s, H-11); 3C-RMN (MeOD, 100 MHz): § 189.2 (C-9), 184.2 (C-10),
166.3 (C-3), 165.4 (C-1), 163.1 (C-8), 146.6 (C-6), 138.4 (C-5a), 135.9 (C-4a), 125.6 (C-7),
124.3 (C-8a), 113.3 (C-5), 111.7 (C-9a), 109.3 (C-2), 108.2 (C-4), 24.2 (C-11).

Los analisis GC-EM se realizaron en un cromatografo de gases Agilent
serie 6890 N equipado con un detector de espectrometro de masas de tiempo de
vuelo LECO PEGASUS 4D (MS-TOF; Agilent Technology, Palo Alto,
California, EE. UU.), utilizando una Columna capilar de 5% difenil-95%
dimetilpolisiloxano (DB-5) (20 m x 0.18 mm % 0.18 pm de espesor de pelicula)
(Agilent J&W Scientific, Palo Alto, California, EE. UU.). Las condiciones de
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CG-EM fueron: caudal del gas portador (He): 1,0 mL/min; “splitless”; volumen
de inyeccion: 1,0 uL; inyector y temperatura de la linea de transferencia de EM:
300 y 250 °C, respectivamente; rampa de temperatura del horno: 40 °C
mantenida durante 3 min, luego elevada a 300 °C a 20 °C/min (mantenida
durante 15 min, isotérmicamente); modo de ionizacién: impacto electrénico a 70
eV; escaneo de rango de masa: 33-500 m/z. La identificacion de los componentes
se llevo a cabo mediante la inyeccion conjunta de la muestra con una solucién
que contiene la serie homéloga de n-alcanos (C8—C20) para establecer los
indices de retencién (indices de Kovats), y mediante la comparacién de los
patrones de fragmentacién observados en los espectros de masa de los analitos
detectados con aquellos de patrones almacenados en la base de datos del
Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST). En todos los casos, las

determinaciones se realizaron por triplicado.

Para la obtenciéon de los compuestos volatiles de la laca, se utilizé la
técnica de microextraccién en fase sélida en el espacio de cabeza (MEFS-EC).
Se colocé una cantidad de la droga cruda (300 mg), cloruro de sodio (300 mg) y
agua HPLC (15 mL), simulando la preparacién de una infusién, en un vial de
30 mL sellado herméticamente con un tapén de polipropileno PTFE / recubierto
con un septo de silicona. Las condiciones experimentales para la extraccion
fueron: temperatura de extraccion: 60 ° C; tiempo de equilibrio: 5 min; tiempo
de extraccion: 25 min. En el procedimiento se utilizaron cuatro fibras de MEFS
(Supelco Technology, St. Louis, Mo., EE. UU.): una fibra revestida con
polidimetilsiloxano (PDMS; 100 um), wuna fibra revestida con
polidimetilsiloxano / divinilbenceno (PDMS / DVB; 65 pm), una fibra recubierta
de divinilbenceno / carboxeno / polidimetilsiloxano (DVB / Carboxen / PDMS;

50/30 um) y una fibra recubierta de carboxeno / polidimetilsiloxano (Carboxen /
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PDMS; 75 pm). Todas las fibras se expusieron al espacio de cabeza (EC) para
interaccionar con compuestos volatiles. El acondicionamiento de las fibras
antes del andlisis de CG-EM se realiz6é de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las proporciones relativas de los componentes individuales
adsorbidos en las fibras se calcularon con base en las areas de los picos del
cromatograma de iones totales (CIT) y se reportan como porcentaje de la suma

de todas las areas de pico. Todas las muestras se analizaron por triplicado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Aislamiento, purificacion y caracterizacion de

metabolitos secundarios presentes en la goma de sonora
Como se menciond en la secciéon experimental, a partir del extracto de

aceténico (75 g), se realizaron una serie de fraccionamientos mediante CCA,

utilizando gel de silice o Sephadex, de acuerdo con la Figura 7.

Extracto organico
total (75 g)

Gel de silice

GS1-GS4, GS7,
GS9-GS12 GS5(2.9¢g) GS8(8.93 g)
Gel de silice Gel de silice
F1-F14
[ | x
X F6: Acido 7- . -
ceroso blaneo (10 ) Fs (208) hidrodhexadecan | % TR
He oico (34.3 mg) ) g
Sephadex Sephadex
[ | F1-F6 | F1-Fa
F2:Compuesto F6: Sélido amorfo . :
ceroso blanco (1.3 F3 (639 mg) naranja-amarillo F2: Em:::lgl;la (439
g) (3.3 mg)
Gel de silice
F1-F7
F3: Liquido
amarillo aceitoso
(289 mg)

Figura 7. Fraccionamiento por CCA del extracto de acetona de la goma de

Sonora. F: Fraccion.

De este fraccionamiento se lograron aislar y purificar 34.3 mg de acido 7-

hidroxihexadecanoico (1) y 439 mg de emodina (2) (Figura 8). El primero con

apariencia de escamas soélidas cristalinas, y el segundo con apariencia de
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cristales en forma de aguja color naranja, tal como se muestra en la Figura 9.
Los espectros de RMN de 'H y 13C, para el compuesto (1) se muestran en las
Figuras 10 y 11. Mientras que los resultados de los experimentos de RMN de
1H y 13C para el compuesto (2) se muestran en la Tabla 2, y Figuras 12 y 13.
Los experimentos de RMN en dos dimensiones HMBC, HSQC, COSY y NOESY
para el compuesto (2), ademds de los espectros de IR y masas para (1) y (2) se

encuentran el Anexo II.

OH O OH
o OH
40\/\/\)\/\/\/\/\ O‘O
o HaC OH
(1) 0
(2)

Figura 8. Estructuras de los compuestos (1) y (2) aislados de la goma de Sonora.

(M (2)

Figura 9. Sélidos cristalinos puros obtenidos del extracto organico total de la goma de
Sonora.
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Tabla 2. 'H (400 MHz, CDs;0D) y "*H (100 MHz, CDsOD) de la emodina

Posicién 8o g HMBC

1 165.4 -

2 109.3 6.47 (d, J~2.46 Hz) 4,9a,3,1,9

3 166.3 -

4 108.2 7.01(d, J=2.46 Hz) | 2,9a,10,1, 4a,9
4a 135.9 -

5 113.3 7.39 (d, &2.67 Hz) 8a, 10, 8, 5a
5a 138.4 -

6 146.6 -

7 125.6 6.87 (d, #=2.34 Hz) 11,5, 8a, 8

8 163.1 -

8a 124.3 -

9 188.6 -

9a 111.7 —

10 184.2 -

11 24.2 2.67 (s) 7, 8a, 6, 5, 5a, 9

Pagina | 188



RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO II

N (N N N R
16

2

|
1

! 1
7

1.9 1.7 1.5 13 1.1 0.9 0.7 0.5 0.3

Figura 10. Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CDs0D) de (1).
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Figura 11. Espectro de 3C-RMN (100 MHz, CDs0D) de (1).
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Figura 12. Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CDs0D) de (2).
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Figura 13. Espectro de 3C-RMN (100 MHz, CDsOD) de (2).
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Estos dos compuestos son mayoritarios el extracto de acetona de la goma
de Sonora. Por su parte el 4cido 7-hidroxihexadecanoico (1) ya se habia
reportado en la especia Tachardiella larrea, sin embargo, es la primera vez que
se reporta la presencia de emodina (2) en el género Tachardiella, y en la especie

T. fulgens.

De acuerdo con la informaciéon disponible en la literatura, hay una
cantidad importante de estudios sobre la actividad farmacolégica de la
emodina, asi como de diversos preparados tradicionales que la contienen, sobre
todo, de plantas de la medicina tradicional china, como lo son Rheum
palmatum, Polygonum cuspidatum, Polygonum multiflorum. La evidencia
cientifica indica que esta antraquinona posee un amplio espectro de
propiedades farmacolégica, que incluye actividad anticancerigena,
hepatoprotectora, neuroprotectora, antioxidante, antimicrobiana, antiviral,
antialérgica y antidiabética; e inclusive, se sugerido que la emodina puede ser
un valioso agente terapéutico para tratar enfermedades como la constipacion,

dermatitis, osteoartritis, ateroesclerosis y Alzheimer. (Dong et al, 2016)

Debido al enfoque de este trabajo, y a los antecedentes etnobotanicos de
la goma de Sonora en el estado de Chihuahua, es destacable la informacién
disponible sobre el efecto de la emodina en el tratamiento de la diabetes. En
este sentido, se ha demostrado in vitro, que la emodina tiene una alta afinidad
por PPARY induciendo un incremento en la captacion de glucosa, y la expresion
de mRNA para GLUT1 y GLUT4, en adipocitos diferenciados 3T3-L1 (Yang et
al, 2007). Mientras que in vivo, se encontré que la emodina disminuye de los
sintomas en ratones diabéticos inducidos con STZ, a través de la activacién de
receptores PPARy (Xue, Ding y Liu, 2010). Otros autores, han sefialado que el
efecto de la emodina sobre el metabolismo de la glucosa se debe a la activacion
de la cinasa activada por AMP (AMPK, por sus siglas en inglés), lo que favorece
la glicolisis (Chen et al, 2012; Song et al, 2013; Zhang et al, 2015). También

se ha demostrado que la administracion de emodina a largo plazo, aumenta la

Pagina | 191



CAPITULO II RESULTADOS Y DISCUSION

tolerancia a la glucosa, disminuye la hiperglicemia y aminora otros desérdenes,
como la disfuncién renal y la albuminuria, en animales con diabetes inducida
por STZ; por lo que este compuesto es tiene un rol potencial en el tratamiento
de la neuropatia diabética también. (Wang et al,, 2006; Wu et al., 2014; Chen et
al., 2015)

Toda esta informacion sobre los efectos farmacolégicos de la emodina,
ademas de su alto contenido en la goma de Sonora, sugieren que es el principio
activo de la laca, y por lo tanto, justifica los efectos gastroprotectores y
antidiabéticos senalados por los habitantes originarios y actuales de las zonas
desérticas de México. Sin embargo, no se puede descartar que otros metabolitos

secundarios puedan contribuir a su actividad farmacolégica.

5.2. Analisis de la composicion de diversas fracciones del

extracto de acetona de la goma de Sonora por CG-EM

Para continuar con la caracterizacion del contenido de la laca, se
analizaron las diversas fracciones primarias (GS1-GS5), y secundarias y
terciarias obtenidas a partir de los fraccionamientos mediante CCA, descritos
en la seccion anterior. La identificacion se llevé a cabo por comparacion de los
espectros de masas de los picos de cada fracciéon con los disponibles en la base
de datos del NIST, considerandose solo aquellos que presentaran un valor de
similitud mayor a 900. Adicionalmente, se compararon los indices de Kovats
obtenidos experimentalmente con los disponibles en la literatura para los
compuestos senalados. Derivado de este analisis se logré identificar 19

compuestos (Tabla 3), en su mayoria 4cidos grasos y aldehidos.

Estos datos concuerdan con las bandas caracteristicas de IR para los
grupos funcionales sefialados por Bisulca y colaboradores (2017) en sus anélisis

de la laca de T. fulgens.
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Tabla 3. Compuestos de la goma de Sonora identificados por CG-EM

No. Nombre IR Similitud
1 | Acido hexanoico 978 947
2 Octanal 985 924
3 Lactona lavanda 1020 931
4 |Acido heptanoico 1073 901
5 |Nonanal 1090 952
6 |Acido octanoico 1163 941
7 Decanal 1185 948
8 2-Decenal 1241 947
9 | Acido nonanoico 1254 945
10 |2-Undecenal 1342 910
11 | Acido n-decanoico 1345 902
12 | Acido dodecanoico 1537 910
13 |Acido azelaico 1649 948
14 | Metil éster del acido tridecanoico 1693 917
15 | Acido tetradecanoico 1762 902
16 | Acido n-hexadecanoico 1955 924
17 | Metil éster del acido 9-octadecenoico 2065 939
18 | Acido 9-octadecinoico 2185 902
19 |Acido eicosanoico 2327 926

5.3. Analisis de los compuestos volatiles de la goma de

Sonora

Continuando con la caracterizacién quimica de los compuestos en la
goma de sonora, se utilizé la técnica de microextraccion en fase sélida en el
espacio de cabeza (MEFS-EC), con el posterior andlisis por CG-EM de los

compuestos adsorbidos en cada una de las cuatro fibras utilizadas (Figura 14).
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Figura 14. Cromatogramas de iones totales obtenidos CG-EM de los compuestos
volatiles presentes en la goma de Sonora obtenidos por la técnica de MEFS-EC. Cada
cromatograma corresponde a una fibra diferente de MEFS: PDMS, 100 pm (rojo);
PDMS/DVB, 65 pm (azul); DVB/ Carboxen/PDMS, 50/30 um (gris); Carboxen/PDMS,

75um (negro). Cada anélisis se llevé a cabo por triplicado.

Los analisis de los componentes volatiles de la goma de Sonora revelaron
un total de 24 compuestos, de los cuales se lograron identificar inicamente 16
(Tabla 4). Los metabolitos se identificaron por comparacién con el espectro de
masas y el indice de retencion disponibles en la biblioteca del NIST. Las
diferencias en los porcentajes de composicién en cada una de las fibras difieren

por la afinidad de los compuestos con los diferentes recubrimientos de estas.

Los compuestos volatiles mayoritarios identificados mediante las
técnicas de MEFS-EC/CG-EM son la y-vinil-y-valerolactona, aldehido lila, a-
curcumeno, nerolidol y tridecil acrilato. De los 16 compuestos identificados,
unicamente la lactona lavanda se habia identificado con los estudios de CG-EM

descritos en el inciso anterior.

En resumen, las diferentes técnicas empleadas para la separacion, aislamiento,
y analisis de la goma de Sonora, permitieron la identificaciéon de un total de 36
compuestos, de los cuales los mayoritarios son el acido 7-hidroxihexadecanoico

y la emodina.
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Tabla 4. Compuestos volatiles en la goma de Sonora.

Composicion (%)
No. Compuestos IR2 PDMS PDMS/ | DVB/Carbox | Carboxen/
Similitud* DVB en/PDMS PDMS
100 pm 65 pm 50/30 pm 75 um
1 Desconocido 636 - - 10.04 - -
2 Prenilacetona 972 901 - - - 8.86
3 m-Diclorobenceno 993 938 - 8.10 7.16 0.74
4 Lactona lavanda 1021 931 - 20.75 30.10 11.56
5 Aldehido lila 1182 714 - 9.02 5.27 3.50
6 Desconocido 1192 - - 14.82 6.70 10.5
7 Desconocido 1193 - - - - 10.5
8 | Safrol 1270 903 - 8.35 4.96 -
9 Desconocido 1312 - - - 31.45
10 | Desconocido 1333 - - 5.45 5.40 2.51
11 | a-Cedreno 1398 893 - - - 2.58
12 | Desconocido 1425 - 1.96 7.57 13.71 2.90
13 | 1-Undecanol 1444 927 10.76 - -
14 | a-Curcumeno 1460 912 11.78 4.65 11.37 5.37
15 | B-Sesquifelandreno 1502 895 10.31 2.82
16 | Nerolidol 1536 901 7.66 7.84 5.46 5.11
Pentanoic acid, 2,2,4-
17 trimethyl-3-carboxyisopropyl, 1568 851 2.27 0.58 4.42
isobutyl ester
18 | B-cedren-9-a-ol 1589 818 13.84 - -
19 | Eter caprilico 1629 939 1.86 -
20 | Tridecil acrilato 1660 920 19.92 14.83
21 | Desconocido 1665 - 1.42 - -
22 | Metil tridecanoato 1690 928 0.47 - -
23 | Desconocido 1764 11.42
24 | lsopropil miristato 1787 874 2.53
% Total identificado 81.4 62.1 79.2 451
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6. CONCLUSIONES

e Se logr6 la identificaciéon de un total de 36 compuestos en la goma de
Sonora. La mayoria de estos compuestos consisten en Aacidos grasos,

aldehidos y alcanos de cadena larga.

e Se identificaron 16 compuestos del volatiloma de la goma de Sonora, siendo
los compuestos mas abundantes la y-vinil-y-valerolactona, aldehido lila, o-

curcumeno, nerolidol y tridecil acrilato.

e Se encontr6é que los compuestos mayoritarios de la goma de Sonora son el

acido 7-hidroxihexadecanoico y la emodina.

e De acuerdo con los diversos reportes sobre la actividad farmacolégica de la
emodina, se propone que esta es el principio activo de la goma de Sonora, y
responsable de las actividades gastroprotectoras y antidiabéticas atribuidas

al exudado.

e Como perspectivas de este trabajo, se sugilere continuar con la
caracterizaciéon quimica de sus constituyentes, asi como con las pruebas
biolégicas adecuadas para establecer su eficacia preclinica. En este sentido,
la comparacion de la composicion quimica de la laca con la de la planta
hospedera, Coursetia glandulosa, es de interés también para establecer una
relacion con la producciéon del insecto de metabolitos secundarios con

propiedades medicinales.
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ANEXO II
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mation and tactile allodynia in mice and in a neuropathic pain § g

model in hyperglycemic mice. Local peripheral administration of 3 2
ZGE (1-30 pg/paw) induced dose-dependent acute anti- Inflammatory 8 4 Mechanism
pain of action

inflammatory and antiallodynic effects. The anti-inflammatory
effect was comparable to diclofenac (30 ,ug/paw). Intrathecal (i.t.)
administration of ZGE (30 pg) in acute experiments did not affect
carrageenan-induced inflammation but significantly reduced tactile
allodynia in a dose-dependent fashion. In long-term experiments
(15 or 6 days), using two different scheme treatments (pretreatment or post-treatment), ZGE (3—30 pg/paw) showed antiallodynic
but not anti-inflammatory action. Local peripheral (3—30 pg/paw) or intrathecal (3—30 ug) administration of ZGE partially
reversed tactile allodynia in hyperglycemic mice, better or comparable, respectively, with those of pregabalin (30 ug/paw or 30 ug
it.). The effects were dose-dependent. According to the pharmacological tools employed, the anti-inflammatory and antiallodynic
activities of ZGE are multitarget; these involve the opioidergic, serotoninergic, and GABAergic systems, as well as the NO-cGMP-
ATP-sensitive K channel signaling pathway.
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Zinnia grandiflora Nuttall (Asteraceae), the Rocky Mountains allodynia (pain due to a stimulus that does not normally
zinnia, is a medicinal plant that grows in northern Mexico and provoke pain) in mice and in a neuropathic pain model in
southwestern United States. The Navajo, Ramah Navajo, Zuni, diabetic mice; (ii) determine the pharmacological mechanism

and Acoma and Lagnna Lndlgennus groups ns.e infusions of this of actions underlying these effects evaluating the participation
plant for treating palnful conditions. In addition, cataplasrns of
the plant are useful remedy for strokes and bruises."” This
species biosynthesizes d-elemanolide sesquiterpene lactones,

including zinagrandinolides A—F.** Zinagrandinolides A—C

of several receptors involved in the inflammatory pain induced
by carrageenan in mice. This study contributes to a rationale

for investigation beyond the ethnopharmacological use of Z.

were cytotoxic against several cancer cell lines (NCI-H460, gmndiﬂom and pmvides new lead molecules for pain
MCF-7, SF-268, and MIA PaCa-2) and a normal human pharmacotherapy. In this regard, it is important to emphasize
fibroblast cell type (W'I-E‘;S).3 that acute and chronic inflammatory pain are health problems

During our studies to establish the preclinical efficacy of an around the world and the most common motive people search

infusion of Z. grandiflora, Zinagrandinolide E [ZGE] (1) was

for medical care. Thus, any research intending to search for
isolated as the major antinociceptive active principle of the

o .4 . L. new effective analgesic drug leads is justiﬁed.5
traditional preparation. This compound showed 51gn1ﬁcant

antinociceptive action in a formalin test in mice (3.16, 10, and

31.6 mg/kg, p.o.). The best antinociceptive effect was observed Special Issue: Special Issue in Honor of A. Douglas | EAYATT
in the inflammatory phase.” Kinghorn

Continuing with our work on the potential anti-inflamma- Received: July 16, 2020
tory and antinociceptive effects of ZGE (1), this work aimed to Published: September 1, 2020

(i) establish the anti-inflammatory and antiallodynic action of
ZGE (1) in carrageenan-induced inflammation and tactile
© 2020 American Chemical Society and . .

American Society of Pharmacognosy https://dx.doi.org/10.1021/acs jnatprod.0c00793
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B RESULTS AND DISCUSSION
Anti-inflammatory and Antiallodynic Effect of ZGE.

Carrageenan-induced paw edema in mice is a suitable
laboratory model for the study of inflammation and
nociception; the latter is detected as hyperalgesia (increased
response to noxious stimuli) or allodynia (nociceptive
response to normally innocuous stimu]j).6 In our experiments,
carrageenan induced a time-dependent edema and ftactile
allodynia, with a maximal effect at the third hour (Figure 1A
and C). Local peripheral pretreatment with ZGE (30 ug/paw,
15 min) partially prevented carragenaan-induced inflammation
(Fsas3 = 203.2, P < 0.0001, Figure 1A) and tactile allodynia
(Fsa48 = 112.5, P < 0.0001; Figure 1C). Diclofenac (30 yug, ipl;
15 min), used as a positive control, also partially prevents
edema and tactile allodynia in mice injected with carrageenan
(Figure 1A and C). Thus, ZGE (1-30 ug/paw) induced dose-
dependent anti-inflammatory (F; ;; = 56.20, P < 0.0001, Figure
1B) and antiallodynic effects (F5,32 =72.59, P < 0.0001, Figure
ID). The maximal anti-inflammatory effect of ZGE (1) was

reached between 4 and 6 h. Diclofenac (30 pg/paw) provoked
a greater anti-inflammatory effect than ZGE (Figure 1B), but
its antiallodynic effect was lower (Figure 1D).

Next, we explored the anti-inflaimmatory and antiallodynic
effect of ZGE after intrathecal (30 pg) administration. In this
case, ZGE did not affect carrageean-induced inflammation
(Figure SSA and B, Supporting Information), but significantly
reduced tactile allodynia (F;,,s = 36.93, P < 0.0001, Figure
S5C, Supporting Information). This antiallodynic effect was
dose-dependent (F;,; = 20.82, P < 0.0001, Figure S3D,
Supporting Information). Thus, ZGE has an antiallodynic
effect at the spinal cord (Figure $13, Supporting Information).
Interestingly, previous studies have demonstrated a lack of
effect of intrathecal or systemic administration of some
NSAIDs (ketorolac and ibuprofen) in humans on hyperalgesia
and allodynia from topical ca\psaicin.7 Therefore, it is
important to continue searching for useful molecules that
reduce pain produced by central sensitization due to acute
inflammatory pain.

Carragenan injection induces an acute inflammatory
response with neutrophilic infiltration during the first week,
and then a macrophage-dominated chronic inflammation
occurs the following 8 weeks.® Therefore, in order to evaluate
the effect of ZGE during a longer term, we performed two
different sets of experiments. We delivered a single dose of
ZGE (3, 10, and 30 pg/paw) and monitored the anti-
inflammatory and antiallodynic effects during 15 days after

carrageenan administration. The results revealed that local
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Figure 1. Anti-inflammatory and antiallodynic effect of the local peripheral administration of zinagrandinolide E (ZGE) in the carrageenan-induced
paw edema test. Panel A: Time course of the inflammation percentage. Panel B: AUC of the time course (inflammation percentage against time
curve, AUC). Panel C: Time course of the 50% withdrawal threshold (g). Panel D: AUC of the temporal course (50% withdrawal threshold against
time curve, AUC). VEH: DMSO 50% in saline. DIC: Diclofenac (30 ug/paw). Data are presented as the mean (n = 8) + SEM. Significantly
different from vehicle values (VEH) (****P < 0.0001), as determined by two-way ANOVA, followed by the Bonferroni's post hoc test (panels A
and C) or one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test (panels B and D).
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Figure 2. Anti-inflammatory and antiallodynic effect during 15 days of the local peripheral pretreatment with zinagrandinolide E (ZGE) in the
carrageenan-induced paw edema test. Panel A: Time course of the inflammation percentage. Panel B: AUC of the time course (inflammation
percentage against time curve, AUC). Panel C: Time course of the 50% withdrawal threshold (g). Panel D: AUC of the time course (50%
withdrawal threshold against time curve, AUC). VEH: DMSO $0% in saline. Data are presented as the mean (n = 8) + SEM. Significantly different
from vehicle values (VEH) (*P < 0.05, ***P < 0.001, **#*P < 0.0001), as determined by two-way ANOVA, followed by Bonferroni's post hoc test
(panels A and C) or one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test (panels B and D).

peripheral pretreatment with ZGE did not affect carrageenan-
induced inflammation when tested at 30 and 3 pug/paw (Figure
2A). However, ZGE had a mild effect at 10 ug/paw (F3,20 =
25.80, P < 0.0001, Figure 2B). Local peripheral administration
of ZGE induced a preventive long-lasting antiallodynic effect in
a dose-dependent fashion (Figure 2C and D).

In the second set of experiments, mice were injected with
carrageenan, and 6 days later they were treated with vehicle,
ZGE (30 ug/paw), or diclofenac (30 ug/paw). In this case,
local peripheral post-treatment with ZGE showed a trend to
reverse carrageenan-induced inflammation, but it did not reach
significance (Figure 3A and B). Likewise, diclofenac was not
able to reverse inflammation induced by carrageenan (Figure
3A and B). In contrast, ZGE (30 ug/paw), but not diclofenac,
partially reversed established tactile allodynia in mice (F, 43 =
37.58, P < 0.0001 and F, ,, = 13.24, P < 0.001, Figure 3C and
D). The differences between ZGE and diclofenac effects could
be due to the mechanisms of action triggered by both
compounds.

In summary, local peripheral administration of ZGE reduces
only carrageenan-induced acute inflammation, as well as
acute—also when administered intrathecally—and long-lasting
allodynia. This finding is important because more than 50% of
patients after surgery or trauma still have severe to intolerable
pain. In most cases these post-trauma complaints become the
primary need for medical treatment.” The antiallodynic effect
demonstrated by ZGE in this work is consistent with its
antinociceptive effect when tested orally in the formalin model
in mice.” Altogether, these data suggest that ZGE is effective
for treating and preventing inflammatory pain.
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Antiallodynic Effect of ZGE in Hyperglycemic Mice.
To determine whether ZGE is able to decrease neuropathic
pain in hyperglycemic mice (streptozotocin, STZ, i.p., 150 mg/
kg), we used two schemes of administration, local peripheral
and intrathecal. Under these conditions, local peripheral
administration of ZGE (30 ug/paw) partially reversed tactile
allodynia in hyperglycemic mice (F,,g = 29.24, P < 0.0001,
Figure 4A). Surprisingly, local peripheral treatment with
pregabalin (30 ,ug/paw), a positive control for neuropathic
pain, induced a lower antiallodynic effect than that of ZGE
(Figure 4A). The antiallodynic effect of ZGE (3—30 ug/paw)
was dose dependent (F, 5, = 10.08, P < 0.0001, Figure 4B).

Intrathecal administration of ZGE (30 ug) partially reversed
tactile allodynia in hyperglycemic mice (F,,,, = 1521, P <
0.0001, Figure 4C). Spinal treatment with pregabalin (30 pg)
induced a similar antiallodynic effect to that of ZGE (Figure
4C). The antiallodynic effect of spinal ZGE (3—30 ug) was
dose dependent (F, ;; = 7.096, P < 0.001, Figure 4D). These
data indicate that ZGE is effective to reverse neuropathic pain
in hyperglycemic mice and probably in diabetic mice sensu
stricto.

Based on our observations, ZGE may exert its antiallodynic
effect by reducing aberrant activation of peripheral and spinal
NMDA rece:ptors,8 restoring GABAergic spinal disinhibition’
or by unknown mechanisms.

Mechanisms of Action of ZGE. To devise the mechanism
of action of ZGE as an inflammatory-pain-reducing agent, we
investigated the participation of opioidergic, serotoninergic,
and GABAergic pathways using the carrageenan-induced
inflammatory pain in mice. For that, mice were treated initially

https://dx.doi.org/10.1021/acs jnatprod.0c00793
J. Nat. Prod. 2021, 84, 713-723
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Figure 3. Anti-inflammatory and antiallodynic effect of the local peripheral administration of zinagrandinolide E (ZGE) after 6 days of carrageenan
injection (post-treatment). Panel A: Temporal course of the inflammation percentage. Panel B: AUC of the time course (inflammation percentage
against time curve, AUC). Panel C: Time course of the 50% withdrawal threshold (g). Panel D: AUC of the temporal course (50% withdrawal
threshold against time curve, AUC). VEH: DMSO 50% in saline. DIC: Diclofenac (30 ug/paw). Each measurement represented as the mean (n =
8) + SEM. Significantly different from vehicle values (VEH) (*P < 0.05, *#P < 0.01, ##*P < 0.001, *#¥*P < 0.0001), as determined by two-way
ANOVA, followed by Bonferroni's post hoc test (panels A and C) or one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test (panels B and D).

with naloxone (5 and 50 gg/paw), methiothepin (0.03 and 0.3
ug/paw), or flumazenil (6 and 30 ug/paw), respectively. In
addition, the NO-cyclic GMP-K',p channel cascade was
investigated by pretreating animals with NG-L-nitro-arginine
methyl ester (L-NAME) (15 and 150 pg/paw), 1-H-[1,2,4]-
oxodiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) (7.5 and 75 ug/
paw), or glibenclamide (10 and 100 pg/paw). In all cases, after
the administration of the antagonists, the animals received the
most active dose of ZGE (30 pg/paw) found in this work
(Figure 1).

The results revealed that local peripheral administration of
naloxone (inflammation: F,3 = 80.92, P < 0.0001, Figure 5A;
allodynia: F,;; = 329.5, P < 0.0001, Figure 5B), methiothepin
(inflammation: F, 3, = 62.60, P < 0.0001, Figure 5C; allodynia:
F,5 = 1432, P < 0.0001, Figure SD), or flumazenil
(inflammation: F, 3 = 55.85, P < 0.0001, Figure SE; allodynia:
F,5 = 5892, P < 0.0001, Figure S5F), prevented the anti-
inflammatory and antiallodynic effects of ZGE (30 ug/paw) in
a dose-dependent fashion, suggesting the participation of the
opiodergic, serotoninergic, and GABAergic systems, respec-
tively. These receptor antagonists administered alone did not
produce any effect on carrageenan-induced inflammation and
tactile allodynia (Figure 5).

There is mounting evidence that opiodergic, serotonergic,
and GABAergic pathways lead to antinociception in several
pain models in rodents."’ Interestingly, we observed that local
peripheral administration of naloxone (a nonselective opioid
receptor antagonist), methiothepin (a S-HT) 5,557 receptor
antagonjst“) , or flumazenil (a GABA, receptor antagonistu)
dose-dependently prevented the anti-inflammatory and anti-
allodynic effect of ZGE. These data suggest that ZGE induced
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its effect by activating peripheral opioid, 5-HT, and GABA,
receptors.

Naloxone has affinity for 4 (pK; 9), § (pK; 7.8), and « (pK;
7.8—8) re:ceptors.13 Then, our data suggest that all opioid
receptors participate in the peripheral anti-inflammatory and
antiallodynic effect of ZGE. Since there are g receptors in the
peripheral terminals of nociceptors, which play an important
role in antinociception, they could be preferentially involved in
the action of ZGE."*

In order to predict the selectivity of ZGE on 6-, k-, and p-
opioid receptors, we use molecular docking. The computa-
tional study was carried out using their crystallized structures
with pdb code 6PT3,"” 6VI4,'® and 5C1M,"” respectively. The
docking results predicted that ZGE binds to &-, k-, and u-
opioid receptors with a similar binding energy (—7.5, —7.4, and
—7.6 kcal/mol, respectively); in comparison, naloxone, used as
a control, showed binding energies of —8.4, —8.9, and —7.9
kcal/mol, respectively, for each receptor. The main interactions
between ZGE and the §-opioid receptor were with the residues
of the active site, which include GInl05, Aspl28, Tyrl29,
Met132, Val281, and Ile304. Other hydrophobic interactions
comprised Trp274, 11e277, Phe280, Leu300, Cys303, Gly307,
and Tyr308 (Figure 6A).18 For the x-opioid receptor, ZGE
primarily interacts with hydrophobic residues such as Phell4,
Vall18, Tyrll9, Trpl24, Vall34, Leul3s, Ilel37, Tyrl39,
Cys210, 11e290, Tyr312, Tyr313, Ile316, and Tyr320. The
interactions with the conserved residues GIn115, Asp138, and
Tyrl39 were important for the recognition of substrates
(Figure 6B)."” Finally, the docking study of compound ZGE
with p opioid receptor revealed interactions with the major

residues in the active site, Aspl47, Tyr148, Metl51, Val300,

https://dx.doi.org/10.1021/acs jnatprod.0c00793
J. Nat. Prod. 2021, 84, 713-723
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Figure 4. Antiallodynic effect of zinagrandinolide E (ZGE) in a neuropathic pain model in mice. Panel A: Time course of the local peripheral
administration. Panel B: AUC of the time course (50% withdrawal threshold against time curve, AUC). VEH: DMSO 50% in saline. PGB:
Pregabalin (30 pg/paw). Panel C: Time course of the intrathecal administration of ZGE. Panel D: AUC of the time course (50% withdrawal
threshold against time curve, AUC). VEH: DMSO 60% in saline. PGB: Pregabalin (30 pg, i.t.). Data are the mean (n = 8) + SEM. Significantly
different from vehicle values (VEH) (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, **##P < 0.0001), as determined by two-way ANOVA, followed by the
Bonferroni’s post hoc test (panels A and C) or one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test (panels B and D).

Ile322, and Tyr326. Tyrl48 is important for small-molecule
recognition.lS Other interactions involved residues Glnl24,
Val143, lle144, Lys233, 11e296, Lys303, and Trp318 (Figure
6C). ZGE adopts a similar orientation and shares several
essential receptor—ligand interactions as naloxone and some
agonists. Thus, ZGE behaved as a nonselective opioid agonist
in silico (Figure S6 and Table S2, Supporting Information).

Regarding the serotoninergic mode of action, previous
studies showed that peripheral 5-HT,, 5-HT, and S-HT,
receptors have a pronociceptive effect, whereas peripheral S-
HT, (methiothepin affinity pK; 6.2—8.1) and S5-HT,
(methiothepin affinity pK; 7.5) receptors play an antinoci-
ceptive role.?*™*? Therefore, ZGE could activate any of the
peripheral 5-HT| and 5-HT, receptors.

Considering that the S-HT;; (pdb code 4IAR) receptor
structure is crystallized,”* we carried out a docking analysis; the
results predicted that ZGE binds to the active site of S-HT
(—8.2 kcal/mol) with higher affinity than the antagonist
methiothepin (—7.7 kcal/mol) (Table S2, Supporting
Information). The binding pocket comprises Tyrl09,
Trpl15, Cys122, Trpl25, Leul26, Cys199, Val200, Val201,
Phe330, Met337, Phe351, Asp352, Phe353, Phe354, Thr3ss,
Trp356, Leu357, and (}1}73.58.23 ZGE shows a hydrogen bond
with Tyr109 (Figure 6D). This result is consistent with fact
that sumatriptan, an agonist of the SHT,;,, receptor, is
involved in the reduction of capsaicin-induced vasodilatation
and carrageenan»induced thermal hyperalgesia in rodents.”***
Moreover, 5-HT  receptors play an inhibitory role of noxious
heat- and formalin-induced nociception in 5-HT g knock-out

. 26
mice.
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In the case of the GABAergic system, flumazenil has
different affinities for the different subunits of the receptor
GABA, [as (PKi 9.2), @ (PKi 9.1), a (PK; 9.1), a3 (PKi 9),
and ag (pK; 6.8) subunjts].ll The @ subunit promotes
nociception;”" in contrast, activation of GABA, receptor «,
a,, @3 and a4 subunits has been related with antinocicep-
tion.”* Our data suggest that interaction of ZGE with any or
all of these subunits account for its anti-inflammatory and
antiallodynic effects, in particular because GABA, receptors are
localized in primary afferent neurons.*

To have a better insight of the affinity of ZGE by the GABA,
receptor, next a docking analysis with its subunit a1y2, built by
homology was performed.ls’a'l So far, the crystalline structure
of the receptor has not been reported. The result (Figure 6E)
predicts that ZGE (—7.9 kcal/mol) binds to the subunit a1y2
of the GABA, receptor at a different site than flumazenil (—6.3
kcal/mol).”" ZGE interacts with the amino acids Arg28, Arg30,
Pro31, Gly32, 11e93, Trp94, Thr9S, Pro96, and Asp97 of the
subunit al. In the y2 subunit, ZGE interacts with Leu3l,
Leu34, Leu35, Tyr38, Serl00, AsnlOl, Metl02, VallO3,
Gly104, Lys10S, Asn128, Argl29, and Met130. Thus, ZGE
might bind to the GABA, receptor with better affinity than
flumazenil.

To continue with the study of the mechanism of action of
ZGE, we next investigated the participation of the NO-cGMP-
ATP-sensitive K channel signaling pathway. Local peripheral
administration of L-NAME (inflammation: Fy3 = 4374, P <
0.0001, Figure 7A; allodynia: F, 5, = 174.8, P < 0.0001, Figure
7B), ODQ_(inflammation: F,, = 27.84, P < 0.0001, Figure
7C; allodynia: F,,; = 221.8, P < 0.0001, Figure 7D), or

https://dx.doi.org/10.1021/acs jnatprod.0c00793
J. Nat. Prod. 2021, 84, 713-723
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Figure 5. Possible anti-inflammatory and antiallodynic mechanisms of zinagrandinolide E (ZGE) in carrageenan-induced paw edema. Evaluation of
the participation of opioid (panels A and B), serotonergic (panels C and D), and GABAergic (panels E and F) receptors. VEH: vehicle (DMSO
50% in saline). Panels A, C, E: Each bar represents the mean area under the curve (AUC, percentage of inflammation against time) (n = 8) + SEM.
Panels B, D, F: Each bar represents the mean area under the curve (AUC, 50% of withdrawal threshold against time) (n = 8) + SEM. Significantly
different from vehicle value (VEH) (****P < 0.0001), as determined by one-way ANOVA, followed by Dunnett’s post hoc test, and significantly
different from ZGE values (**P < 0.01, ™ P < 0.001, and P < 0.0001) was determined by one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.

glibenclamide (inflammation: F,,;, = 24.54, P < 0.0001, Figure
7E; allodynia: F,,5, = 225.2, P < 0.0001, Figure 7F) prevented
in a dose-dependent manner the anti-inflaimmatory and
antiallodynic effects of ZGE (30 ug/paw). L-NAME, ODQ,
and glibenclamide, per se, did not produce any effect on
carrageenan-induced inflammation and tactile allodynia
(Figure 7).

L-NAME, an inhibitor of nitric oxide synthesis, blocked ZGE
effects in a dose-dependent manner, which agreed with former
evidence about the participation of NO in the antinociceptive
effect of several drugs at the peripheral level.*** The anti-
inflammatory and antiallodynic effects of ZGE were also
blocked by ODQ, an inhibitor of nitric oxide-sensitive soluble
guanylyl cyclase,”* indicating that activation of the NO-cGMP
pathway is involved in these effects. Finally, the ATP-sensitive
K* channel blocker glibenclamide35 prevented also the effects
of ZGE. Here it is important to mention that NO can stimulate
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soluble guanylyl cyclase®® and different types of K* channels in
several tissues,”’ including muscular, such as the mouse paw.

The last group of results indicate that ZGE activates the
NO-cGMP-ATP-sensitive K'channel cascade, which is a
common mechanism for several drugs, such as NSAIDs,
dipyrone, and morphine.** They are also consistent with
previous findings showing that peripheral activation of the NO-
¢GMP-ATP-sensitive K channel signaling pathway induces
antinociception in rodents.”’

The anti-inflammatory and antiallodynic activity of ZGE is
multitarget, involving opioidergic, serotoninergic, and GA-
BAergic mechanisms as well as the NO-cGMP-ATP-sensitive
K" channel cascade. These data provide further support to the
traditional use of Z. grandiflora to relieve pain.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. NMR spectra were
recorded in CDCl; solution on a Varian VNRMS (Palo Alto, CA,

https://dx.doi.org/10.1021/acs jnatprod.0c00793
J. Nat. Prod. 2021, 84, 713-723
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Figure 6. Representation in 2D of the observed interactions between ZGE with the §- (6PT3; panel A), k- (6IV4; panel B), p-opioid (SC1M; panel
C), S-HT 5 (4IAR; panel D), and GABA, (homology; panel E) receptors created with Maestro software (2018-4).

USA) at 400 MHz ('H) or 100 MHz (°C), using TMS as an internal
standard. Ultra-high-performance liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (UHPLC-MS) was used to identify ZGE by
comparison with a sf:;mdard;4 the equipment possessed a quaternary
pump, an autosampler, a UV detector with photodiode array (PDA),
an electrospray ionization power source, and an SQ2 ELSD detector.
For the control of the equipment and the acquisition and processing

719

of the data, the Acquity program (Waters, Milford, MA, USA) was
used. A BEH Cj; column was used with an elution gradient of
CH,CN and H,0dd (formic acid 0.1%), with a flow rate of 0.3 mL/
min. The ionization conditions in the MS studies were as follows:
capillary voltage (kV): 3.5 (positive ionization) and 2.5 (negative
ionization); cone (V): 45.0; source temperature: 120 °C; desolvation
temperature: 360 °C; desolvation gas flow (L/h): 571.

https://dx.doi.org/10.1021/acs jnatprod.0c00793
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Figure 7. Possible anti-inflammatory and antiallodynic mechanism of zinagrandinolide E (ZGE) in carrageenan-induced paw edema. Evaluation of
the participation of the nitric oxide-cyclic GMP-K',;;, channel pathway. VEH: vehicle (DMSO 50% in saline), L-NAME: NG-L-nitro-arginine
methyl ester, ODQ; 1-H-[1,2,4]oxodiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one. Panels A, C, E: Each bar represents the mean area under the curve (AUC,
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withdrawal threshold against time) (n = 8) + SEM. Significantly different from vehicle value (VEH) (**##P < 0.0001), as determined by one-way
ANOVA, followed by the Dunnett’s post hoc test. Significantly different from ZGE value (*P < 0.01, P < 0.001, and **P < 0.0001), as

determined by one-way ANOVA, followed by Tukey’s post hoc test.

Chemicals and Reagents. Dimethyl sulfoxide (DMSO; 679),
carrageenan (9064-57-7), diclofenac sodium (5018304), 1-H-[1,2,4]-
oxodiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ; 1456), flumazenil (3373),
pregabalin (5486971), glibenclamide (3488), naloxone (5284596),
methiothepin mesylate (methiothepin; 4106), NL-nitro-arginine
methyl ester (L-NAME; 39836), and streptozotocin (29327) were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Methiothepin,
naloxone, flumazenil, ODQ, L-NAME, glibenclamide, diclofenac, and
pregabalin were dissolved in saline solution. In all experiments, ZGE,
diclofenac, and pregabalin were dissolved in 50% DMSO for
intraplantar administration and 60% DMSO for intrathecal admin-
istration, both in saline solution.

Experimental Animals. Female Swiss Webster mice of 25—30 g,
from Cinvestav, Sede Sur (Mexico City), were used in this study. The
animals had free access to water and food, in a controlled
environment at 22 °C with 12 h light/dark cycles. All experiments
were conducted according to the ethical guidelines for investigations
of experimental pain in conscious animals.** The protocol was
approved by the local ethics committe (Cinvestav, protocol 042-13).
In addition, it followed the scientific procedures established by the
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Mexican Official Norm for Animal Care and Handing (NOM-062-
Z00-1999) and the directive 2010/63/EU for animal experiments.
Animals were randomized in each treatment group (n = 8). All efforts
were made to minimize animal suffering and to reduce the number of
animals used. The animals were sacrificed in a CO, chamber after
each experiment.

Extraction and Isolation of ZGE (1). Pure ZGE (254 mg) was
obtained according to the procedure previously described, using the
same botanical material.* The identity of ZGE was confirmed by
UHPLC-ESIMS parameters in comparison with a standard* and H'
and C" NMR analysis (Figures S1—S3 and Table S1, Supporting
Information).

Carrageenan-Induced Paw Edema and Tactile Allodynia.
Before administration of any treatment, animals were placed in open
Plexiglas observation chambers for 40 min at 25 °C for conditioning
to their surroundings. The inflammation and mechanical allodynia
were determined in the carrageenan-induced edema test.*' For this,
1% carrageenan in saline was injected into the intraplantar region of
the mice’s paw. The inflammatory response was measured with a
plethysmometer (model 7150, Ugo Basilea, Italy). This equipment

https://dx.doi.org/10.1021/acs jnatprod.0c00793
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determines the volume of the mouse paw recorded every hour during
6 h after the administration of carrageenan. We determined tactile
allodynia with a previously reported method.** This method
determines the 50% paw withdrawal threshold according to the
following equation:

50%Threshold (g) = (10%%*1) /10000

where Xf is the value of the last von Frey filament used (in logarithmic
units), k is the correction factor based on the response patterns of a
calibration table and the tabulated value based on the pattern of
positive and negative responses, and ¢ indicates the average
differences between stimuli in logarithmic units, ***

In normal conditions, a value in the range of 1-1.6 g of the 50%
withdrawal threshold of the limb is considered normal for mice, while
the presence of allodynia is considered when the value is less than 0.2

Induction of Hyperglycemia and Assessment of Tactile
Allodynia. Mice were intraperitoneally administrated with a single
dose of STZ (150 mg/kg) dissolved in a citrate buffer (pH 4.4, 0.1
M) to induce experimental type 1 diabetes.” The dose of STZ was
selected according to previous assays in our laboratory. Hyper-
glycemia was confirmed after 48 h of STZ injection through the
measurement of the blood glucose levels with a commercial
glucometer (One Touch Ultra 2, Johnson & Johnson, Milpitas, CA,
USA). Mice with blood glucose levels > 200 g/dL were considered
for this study.

The evaluation of ZGE effects was carried out 4 weeks after the
injection of STZ. At this time, all hyperglycemic mice have already
developed tactile allodynia with values of a 50% paw withdrawal
threshold < 0.2 g (Figure S4, Supporting Information). Tactile
allodynia was determined as previously described.” Both conditions
(hyperglycemia and tactile allodynia) were essential to evaluate the
effects of ZGE and pregabalin in diabetic mice with neuropathic pain.

Experimental Design. Figure 8 shows that the experimental
design for this research was divided into two treatment schemes, pre-

Inflammatory AA
pain

4

Mechanismof A\
action

Neuropathic A
pain

4

Paw
administration

Spinal
administration

A

O

Figure 8. Overall experimental design.

and post-treatment of 1% carrageenan. In the pretreatment scheme,
ZGE was administered in a volume of 20 yL for the intraplantar route
or 5 uL for the intrathecal route per mouse 15 min before the
injection of 1% carrageenan (30 uL). ZGE was administered in doses
of 1, 3, 10, and 30 ug/paw. Diclofenac (30 ug/paw) was used as a
reference drug for the anti-inflammatory and antiallodynic effects in
carrageenan-induced effects. The percentage of inflammation and 50%
withdrawal threshold were measured during the following 6 h. In
another set of experiments, animals were also pretreated with ZGE (3,
10, 30 ug/paw) as described above, but, in this case, anti-
inflammatory and antiallodynic effects were evaluated every third
day during 15 days.
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In the post-treatment scheme, ZGE (30 ug/ paw) and diclofenac
(30 pg/paw) were administered 6 days after 1% carrageenan injection,
when the inflammatory process was established; inflammation and
withdrawal threshold were measured during the following 6 h after
drug administration following the same procedures described above.

In another set of experiments, the effect of ZGE in a model of
neurophathic pain in hyperglycemic mice was tested. For this, 4 weeks
after the injection of STZ, hyperglycemic mice received increasing
doses of ZGE (3-30 ug) by local peripheral (20 uL/paw) or
intrathecal (5 wL/mice) administration. Other groups of mice
received pregabalin (30 yg), as positive control in neuropathic pain.
In order to discard a possible systemic effect of the local injection of
ZGE, the drug was administered also into the contralateral paw with
respect to the carrageenan injection. Tactile allodynia was evaluated
for the next 6 h after drug administration.

For the study of the mechanism of action of ZGE, the participation
of serotoninergic, opioidergic, and GABAergic receptors as well as the
NO-cGMP-ATP-sensitive K channel cascade was analyzed. Once
more the carrageenan-induced inflammation and tactile allodynia
model in mice was used. For this, mice were pretreated (15 min) with
naloxone (5 and 50 pg/paw), methiothepin (0.03 and 0.3 pg/paw),
flumazenil (6 and 30 pg/paw), L-NAME (1§ and 150 pg/paw), ODQ
(7.5 and 75 pg/paw), or glibenclamide (10 and 100 pug/paw).
Thereafter ZGE (30 ug/paw) was administered, and the anti-
inflammatory and anti-antiallodynic responses were assessed for the
next 6 h.

Molecular Docking. Minimum energy structures were built with
Spartan’l0 software (Wavefunction Inc., Irvine, CA, USA). The
minimized structures for docking simulations were prepared using the
Autodock Tools package v1.5.6 (ADT, http://mgltools.scripps.edu/).
For metabolites, the addition of Gasteiger charges and number of
torsions was set, and nonpolar hydrogens were merged. The
crystallographic structures of 5-HT,; and &-, k-, and p-opioid
receptors were obtained from the Protein Data Bank (pdb codes
4IAR, 6PT3, 6VI4, and SCIM, respectively). S-HT); receptor was
cocrystallized with ERM; 6-OR receptor with DPI-287; x-OR
receptor with JDTic; and p-OR receptor with 4VO. The GABA,
receptor obtained by homology was retrieved from the Supporting
Information of the paper by Richter and collaborators, which also
docked the subunit a1y2 with flumazenil*' For the receptors, polar
hydrogens and Kollman charges were added, and solvation parameters
were assigned by default. Molecular docking studies were achieved
with AutoDock Vina 1.1.2.*° First, a blind docking was performed in
order to establish the common site of interaction of the metabolites
with the receptors. The search space for this preliminary docking was
defined as a box size of 80 X 80 X 80 A in the x, ¥, and z dimensions,
and the macromolecule was set as the center of the box. Next, a
refined docking was performed with a smaller box of searching space
(25 % 25 X 25 A), setting as the center of the grid box the lower state
pose obtained from the blind docking. The conformational states
from the docking simulations were analyzed using AutoDock Tools
and Maestro 11.8.012 programs, which also identified the H-bonds
and van der Waals interactions between receptors and ligands. The
predicted docked complexes (protein—ligand) were those conforma-
tions showing the lowest binding energy. The docking protocol was
validated reproducing the binding mode of each cocrystallized
compound with each receptor (Figures S6 and S7 and Table S2,
Supporting Information). RMSD values less than 2 A indicate the
correct bound structure prediction. Preparation of the figures was
accomplished with the PyMOL visualization tool (PyMOL Molecular
Graphics System v1.7.4, Schrédinger, New York, NY, USA)46’47 and
Maestro 11.8.012 (Schr'ddinger).4

Statistical Analysis. Results are expressed as mean + SEM of the
percentage of inflammation (%) or 50 percent of paw withdrawal
threshold (g) in time courses, or as the mean + SEM of the analysis of
area under the curve of parameters previously mentioned against time
(arbitrary units, AUC). All experiments were performed in groups of
eight mice (n = 8).

Statistical differences were evaluated in the GraphPad Prism
software (version 6.01 for Windows, La Jolla, CA, USA), using either

https://dx.doi.org/10.1021/acs jnatprod.0c00793
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two-way ANOVA followed by a Bonferroni’s test or one-way ANOVA
followed by a Dunnett’s or a Tukey’s test.
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