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Resumen

Especies del género Salvia se han reportado como parte de los recursos vegetales
empleados en la medicina tradicional del Estado de Morelos; una de ellas es la Salvia sessei
Benth conocida popularmente como “pipilolxochitl” o “sabanito” es una planta utilizada en
México en la medicina tradicional para el tratamiento de la erisipela. El objetivo del estudio
fue evaluar el potencial antiinflamatorio, antibacteriano y antioxidante de los compuestos
aislados de las partes aéreas de la especie vegetal Salvia sessei Benth.

La actividad antiinflamatoria fue evaluada en el modelo de edema en oreja de ratén a 1
mg/oreja de los extractos, fracciones y compuestos aislados (1, 2, 3 y 4), para los
compuestos 1y 2 se realizaron curvas dosis respuesta y se determiné la DEsg de cada uno.
La actividad antibacteriana fue determinada calculando la concentracion minima inhibitoria
por microdilucion a 12.5, 25, 50 y 100 yg/mL y la capacidad antioxidante mediante los
ensayos de DPPH, ABTS y CARF donde para los dos primeros ensayos mencionados se
calculd la Clso tanto de los extractos como de los compuestos aislados.

En el extracto hexanico fueron identificados cinco compuestos alifaticos (11, 12, 13, 14 y
15) y dos fitosteroles (6 y 16); del extracto metandlico se obtuvieron tres fracciones, de las
cuales se aislaron y caracterizaron tres polifenoles (7, 8 y 9) y una flavona (10), ademas en
una de las fracciones fueron identificados cinco compuestos tipo flavonoide; del extracto
diclorometanico fueron aislados y caracterizados cuatro diterpenos tipo royleanona los
cuales son tautémeros entre si, es decir 1 con 2y 3 con 4.

El extracto SsM, su fracciéon SsM13-15 y los compuestos 1 y 2 mostraron un potencial
antiinflamatorio elevado; 1 y 2 no presentaron diferencia en sus DEsy, ademas 1 tuvo un
efecto similar a Indo a una misma dosis. La actividad antibacteriana mostrada por SsM,
SsD, SsM10-12, SsM13-15 y los diterpenos 1, 2, 3 y 4 fue de amplio espectro,
destancandose la actividad que mostraron contra S. pyogenes, bacteria responsable de la
enfermedad de la erisipela; en el caso de la capacidad antioxidante, las fracciones
metandlicas en las que se identificaron polifenoles y flavonoides y los compuestos 1 y 2
fueron las que tuvieron la mejor capacidad antioxidante.

El presente estudio mostré que los extractos, fracciones y compuestos aislados de Salvia
sessei Benth poseen actividad antiinflamatoria, antibacteriana y antioxidante, indicando el
potencial farmacoldgico de S. sessei y los metabolitos aislados, los cuales estan asociados

al uso tradicional que se le da a esta especie.
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Abstract

Species of the Salvia genus have been reported as part of the vegetal resources used in the
traditional medicine of the Morelos State; one of them is Salvia sessei Benth popularly
known as "pipilolxochitl" or "sabanito" is a plant used in Mexican traditional medicine for the
treatment of erysipelas. The objective of the study was to evaluate the anti-inflammatory,
antibacterial and antioxidant potential of the compounds isolated from the aerial parts of the
plant specie Salvia sessei Benth.

The anti-inflammatory activity was evaluated in the edema model in mouse ear at 1 mg/ ear
of the extracts, fractions and isolated compounds (1, 2, 3 and 4), for the compounds 1 and
2 dose response curves were made and determined the EDsp of each one. The antibacterial
activity was determined by calculating the minimum inhibitory concentration by microdilution
at 12.5, 25, 50 and 100 yg / mL and the antioxidant capacity by means of the DPPH, ABTS
and CARF assays, where for the first two tests the ICso was calculated from both the extracts
as of the isolated compounds.

Five aliphatic compounds (11, 12, 13, 14 and 15) and two phytosterols (6 and 16) were
identified in the hexane extract; of the methanolic extract, three fractions were obtained,
from which three polyphenols (7, 8 and 9) and one flavone (10) were isolated and
characterized; in addition, in one of the fractions, five flavonoid compounds were identified;
of the dichloromethane extract were isolated and characterized four royleanone-type
diterpenes which are tautomeric with each other, ie 1 with 2 and 3 with 4.

The SsM extract, its SsM13-15 fraction and compounds 1 and 2 showed a high anti-
inflammatory potential; 1 and 2 had no difference in their EDso, and 1 had an effect similar
to Indo at the same dose. The antibacterial activity shown by SsM, SsD, SsM10-12, SsM13-
15 and diterpenes 1, 2, 3 and 4 was of a broad spectrum, with the activity shown against S.
pyogenes, bacteria responsible for erysipelas disease; In the case of antioxidant capacity,
the methanolic fractions in which polyphenols and flavonoids were identified and compounds
1 and 2 were those that had the best antioxidant capacity.

The present study showed that the extracts, fractions and compounds isolated from Salvia
sessei Benth possess anti-inflammatory, antibacterial and antioxidant activity, indicating the
pharmacological potential of S. sessei and the isolated metabolites, which are associated to

the traditional use that is given to this species.
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1. Introduccidén

Nuestro pais es poseedor de una amplia biodiversidad y desde tiempos prehispanicos hasta
la actualidad se continian empleando las plantas dentro la medicina tradicional no sélo en
comunidades rurales, sino que también en zonas suburbanas donde resultan inaccesibles
para la poblacién los medicamentos comerciales (CONABIO y UAEM, 2004). Debido a ello,
resulta imperativo desarrollar investigacion relacionada con plantas que son empleadas en
la ethomedicina, por su rigueza como una fuente de una amplia variedad de compuestos,
los cuales pueden ser aislados, caracterizados y modificados quimicamente para potenciar
sus actividades biologicas.

Ademas, los compuestos bioactivos provenientes de especies vegetales representan una
gran diversidad de estructuras novedosas que en muchos casos han servido de base para
generar compuestos analogos para atender enfermedades como la diabetes, cancer,
afecciones cardiacas, hipertension, etc., que son problemas de salud que afectan a millones
a nivel mundial. Por lo tanto, las especies vegetales juegan un papel preponderante en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de diversas
enfermedades (Gautam y Jachak, 2009), que a menudo el aislamiento e identificacién de
estos compuestos se basa en el conocimiento local sobre las especies y su uso en la
medicina tradicional (Bremner et al., 2009), constituyéndose en una guia para los expertos
que consideran el potencial que en compuestos bioactivos tienen muchas plantas y que
falta por explorar.

En el Estado de Morelos existe una gran variedad de especies vegetales con fines
etnomédicos, dentro de las cuales se encuentra Salvia sessei Benth, a la que le llaman
“pipilolxochitl” 6 “sabinito” y se emplea para el tratamiento de “disipela roja o blanca”, es
decir, la hinchazén de las piernas con manchas rojas o blancas, la forma de empleo es
mediante coccion de la planta completa y posterior uso para lavado de la zona afectada
(Monroy-Ortiz y Castillo-Espafia, 2007). Por lo anterior, el presente proyecto de
investigacion tuvo como propdsito evaluar el potencial antiinflamatorio, antimicrobiano y
antioxidante de los compuestos aislados de la especie vegetal Salvia sessei Benth y los
resultados obtenidos aporten evidencias que confirmen las propiedades que se le confieren
en la medicina tradicional y coadyuven a mejorar los tratamientos para la enfermedad donde

es utilizada dicha especie.
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2. Antecedentes

2.1 Inflamacioén
La inflamacion es una respuesta del sistema inmunolégico de un organismo, al dafio

causado a células y tejidos vascularizados por patégenos bacterianos y por cualquier otro
agente danino fisico, quimico o bioldgico y tiene fundamentalmente un caracter protector,
cuyo objetivo final es librar al organismo de la causa inicial de lesion celular (figura 1).
Generalmente, la inflamacion se clasifica en dos tipos: aguda y crénica. Una inflamacién
inicial puede terminar de dos formas: eliminando al agente patégeno, reparando el tejido y

concluir con la reaccion o dar origen a una lesion crénica (Robbins y Cotran, 2010).
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Figura 1 Eventos involucrados en la respuesta inflamatoria (Nathan, 2002)
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2.1.1 Tipos de inflamacién
Inflamacién aguda: Es una respuesta rapida que se desencadena a los pocos minutos u

horas de haber ocurrido la lesién tisular y puede caracterizarse por los sintomas clasicos
de la inflamacién: enrojecimiento, calor, edema. Hay una compleja orquestaciéon de eventos
integrados principalmente en dos tipos: 1) modificaciones en el calibre de los vasos
sanguineos: vasodilatacion inicial que permite a las proteinas plasmaticas abandonar la
circulacion (aumento de la permeabilidad vascular) y 2) eventos celulares: migracion de
proteinas  plasmaticas y leucocitos, principalmente  neutréfilos  (leucocitos
polimorfonucleares) y su acumulacién en el foco de lesion (reclutamiento). EI aumento de
la permeabilidad vascular, por el ensanchamiento de los poros en los capilares o lesion
endotelial directa, da lugar a un exudado de liquido rico en proteinas (edema). Esta
respuesta inflamatoria es util para el mecanismo de defensa destinado a matar bacterias,
virus y parasitos mientras aun facilita la reparacién de heridas (Robbins y Cotran, 2010;
Ward, 2010).

Inflamacioén croénica: Es una respuesta inflamatoria que se ha prolongado en el tiempo
(semanas, meses 0 afos) y se caracteriza por la infiltracion de linfocitos, macrofagos y
células plasmaticas resultando en angiogénesis, fibrosis y necrosis tisular (Robbins y
Cotran, 2010; Ward, 2010). Ademas, se ha establecido una asociacién entre la inflamacién
crénica y una variedad de enfermedades como cancer, diabetes, hipertension,
autoinmunes, cardiovasculares y neurolégicas, asi como en el proceso de envejecimiento
(Scrivo et al., 2011).

2.1.2 Mediadores moleculares en la respuesta inflamatoria
El proceso inflamatorio es una combinacién de varias vias como la sintesis de

prostaglandinas, interleucinas, quimiotoxinas; accion del receptor de la proteina adhesiva;
factores activadores de plaquetas y todos pueden actuar como agonistas quimiotacticos.
La inflamacion se inicia con cualquier estrés en la membrana o por otro desencadenante o
estimulo, estos activan la hidrdlisis del fosfolipido de membrana mediante la fosfolipasa A
en acido araquiddnico, que ademas es sustrato para las enzimas ciclooxigenasas (COX) y
lipooxigenasas (LOX) y subproductos de estas son las prostaglandinas E2, H2 (PGEZ2,
PGH2) y leucotrienos como LTC4, LTB4 (Medzhitov, 2008).

Una de las claves fundamentales en la inflamacion es la liberacion secuencial de
mediadores tales como: aminas bioactivas, eicosanoides, citocinas, quimiocinas y factores

de crecimiento que regulan el aumento de la permeabilidad vascular y el reclutamiento de
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leucocitos de transmision sanguinea. Entre las dianas terapéuticas mas importantes en la
cascada proinflamatoria incluyen las enzimas COX-1 y COX-2, la inosina monofosfato
deshidrogenasa, receptores para citocinas y quimiocinas, factor de necrosis tumoral (TNF-
a), la interleucina (IL)-1B y la IL-1RA, IL-2 e IL-2R, el interferén (IFN)-a2, IFN-B1, y IFN-y,
receptores acoplados a proteinas G, histamina 1 y cisteinil leucotrieno 1; receptores

nucleares de hormonas, factores nucleares (NF-kB) (Gautam y Jachak, 2009).

2.1.3 Principales agentes antiinflamatorios
La caracteristica ideal que debe tener un farmaco eficaz es la de inhibir el desarrollo de la

inflamacién sin interferir en la homeostasis normal, de igual manera la alta prevalencia de
la inflamacion obliga al desarrollo de nuevos farmacos con moléculas mas seguras y
eficientes. A partir de la premisa anterior, hoy en dia se encuentran disponibles agentes
terapéuticos con diferentes mecanismos de accién. A continuacion, se mencionan los mas
importantes.

Inhibidores de prostaglandinas (AINE). Dentro de este grupo, los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) son los mas empleados a nivel mundial, con un estimado de alrededor
de 30 billones de dosis al afo, solo en Estados Unidos (Smith et al., 2017), siendo su
principal caracteristica la alta inhibicion de las isoenzimas ciclooxigenasas (COX-1y COX-
2) implicadas en la sintesis de los mediadores inflamatorios prostaglandinas y tromboxanos,
en especial, se han desarrollado AINES que sean selectivos para COX-2, capaces de inhibir
en especial la PGE2 (Dinarello, 2010); sin embargo, este mecanismo de accién esta
asociado a reacciones adversas en el consumo de estos farmacos, como son los
gastrointestinales: esofagitis, Ulceras y perforaciones (Lounkine et al., 2012).
Glucocorticoides: El mecanismo principal mediante el cual reducen la inflamacién es la
reduccién de la expresion de genes inducidos por las citocinas. Los glucocorticoides entran
en todas las células y se unen al receptor de esteroides citoplasmicos, y luego este complejo
se trasloca al nucleo donde es reconocido por secuencias especificas de ADN (Dinarello,
2010). Los glucocorticoides afectan casi todo el organismo, por ello las reacciones adversas
especialmente tras la terapia sistémica son multiples y variadas, tales como, atrofia de la
piel y los musculos, retraso en la cicatrizacién de las heridas, mayor riesgo de infeccion,
osteoporosis y necrosis 0sea, glaucoma y cataratas, cambios de comportamiento,
hipertension, ulceras pépticas y hemorragia gastrointestinal y diabetes, en su mayoria que

dependientes de la dosis y la duracion de la administraciéon (Schacke et al., 2002).
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Mediadores lipidicos: Se han identificado nuevas clases de autacoides implicados en el
proceso de resolucion de la inflamacion: lipoxinas, resolvinas de las series E y D, protectinas
y maresinas. Estos mediadores lipidicos especializados pro-resolucion previenen la
inflamacion excesiva y promueven la eliminacion de microbios y células apoptoticas,
favoreciendo la resolucion y el retorno al homeostasis tisular. Su identificacion y la de los
mecanismos bioquimicos y procesos celulares implicados han cambiado la consideracion
de la resolucion de la inflamacion aguda de un proceso pasivo a un proceso tisular activo
programado. La aspirina desencadena la biosintesis de los mediadores lipidicos pro-
resolucion (Buckley et al., 2014).

Terapias biologicas: Dentro de este grupo destacan los anticuerpos monoclonales, los
cuales actuan bloqueando la actividad de citocinas proinflamatorias. El bloqueo de la
actividad de las citosinas proinflamatorias IL-1, TNF, IL-6, IL-12, IL-17, IL-18, o IL-23 reduce
la inflamacion y suprime las vias especificas que activan las células T. El anticuerpo
monoclonal anti-TNF-a para el tratamiento de la enfermedad de Crohn es un buen ejemplo

de este tipo de terapias (Dinarello, 2010).

2.1.4 Compuestos de plantas medicinales con actividad antiinflamatoria
Las plantas medicinales han sido el principal remedio para tratar varias enfermedades

durante mucho tiempo y hoy en dia, muchos medicamentos se han desarrollado a partir de
la medicina tradicional. El encontrar plantas para el tratamiento de la inflamacién ha sido
uno de los enfoques de la medicina tradicional desarrollada en diversas regiones del mundo
y que a partir del conocimiento generado permite buscar los compuestos presentes en las
especies vegetales empleadas con dicho fin, como ejemplo, desde la antigliedad plantas
que contienen salicilatos como la corteza del sauce, fueron empleados como
antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos y condujeron al desarrollo de la aspirina, muy
empleada en la practica clinica en la actualidad (Yuan et al., 2016).

Los metabolitos con actividad antiinflamatoria provenientes de plantas medicinales reflejan
una amplia diversidad en cuanto a su estructura, perteneciendo a grupos quimicos como
alcaloides, esteroides, terpenos, polifenoles, fenilpropanoides, flavonoides, acidos grasos y
lipidos, etc. Entre los posibles compuestos que en la actualidad se consideran como lideres
en actividad antiinflamatoria se contemplan a la curcumina, resveratrol, baicaleina, acido
boswélico, acido betulinico, acido ursdlico y oleandlico (Gautam y Jachak, 2009). Dentro de

los grupos de compuestos que han mostrado actividad antiinflamatoria, en este documento
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nos enfocamos a los terpenos, flavonoides y polifenoles que corresponden a las estructuras
de los principales metabolitos aislados de la especie en estudio (figura 2).

Terpenos: Dentro de este grupo podemos mencionar a como ejemplo a un nuevo glicésido
triterpénico lanostanico aislado de la fruta de Fomitopsis pinicola, el cual presenté un mayor
efecto inhibitorio sobre la enzima COX-2 que indometacina (Clsq 0.60 mM) y un débil efecto
sobre la COX-1(Gautam y Jachak, 2009). El acido boswélico aislado de Boswellia serrate y
de Boswellia carteri con efecto antiinflamatorio, inmunomodulador y antiasmatico,
uniéndose a las quinasas IKKa y IKKg restringiendo su accion y posterior modulacion de la
senalizacion de NF-kB (Jeong y Bae, 2014). El acido ursdlico, un triterpeno pentaciclico,
encontrado en hojas, flores y frutos de muchas plantas medicinales empleadas en el
tratamiento de la inflamacién, su actividad ha sido asociada a su capacidad de inhibir el
metabolismo del acido araquidonico, en la reduccion de la produccion de las enzimas éxido
nitrico sintasa (iINOS) y COX-2 via represion de NF-kB en macréfagos RAW264.7. De las
semillas de Podocarpus nagi fueron aislados diterpenos tipo abietanos, destacando el 7-
oxo-18-hidroxiferruginol, que inhibié significativamente la produccion de NO (Clso = 5.38 +
0.17 uM), suprimio la expresion iINOS de forma dosis-dependiente (Feng et al., 2017).
Flavonoides: Constituyen una clase importante de compuestos polifendélicos, ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y que han mostrado una importante actividad
antiinflamatoria, como la luteolina y la quercetina que inhibieron la producciéon de TNF-a y
IL-6 en células RAW264.7 estimuladas por lipopolisacalido (LPS). De igual forma,
flavonoides como la apigenina, hesperidina y luteolina han mostrado actividad
antiinflamatoria y se considera que la via es mediante la inhibicion de sistemas enzimaticos
como tirosina y serina-treonina protein quinasa, las cuales estan involucradas en la
transduccién de senal y activacion procesos en células del sistema inmune (Kumar vy
Pandey, 2013).

Polifenoles: Los polifenoles son compuestos sintetizados por las plantas de manera ubicua
y se encuentran presentes ya sea como glicésidos o agliconas libres y estan asociados con
el color y sabor de las especies vegetales, asi como de sus propiedades medicinales como
la antiinflamatoria. Es un grupo numeroso de compuestos y de acuerdo a su estructura
quimica pueden ser clasificados como flavonoides, chalconas, antocianinas,
proantocianidinas, no flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y aminas fendlicas (Yahfoufi
et al., 2018).En el caso del resveratrol, se sabe que regula la respuesta inflamatoria, al
inhibir la sintesis y liberacion de mediadores proinflamatorios, modificacion en la biosintesis

de eicosanos, asi como la inhibicion de las enzimas iINOS y COX-2 (Rathee et al., 2009).
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De la curcumina, que es un polifenol no flavonoide, presente en los rizomas de la Curcuma
longa, se demostré que reduce la expresion de citocinas inflamatorias: TNF y IL-1,
moléculas de adhesion ICAM-1 (molécula-1 de adhesion intercelular) y VCAM-1 (molécula-
1 de adherencia de células vasculares) en células endoteliales de la vena umbilical humana
y mediadores inflamatorios como prostaglandinas y leucotrienos; también inhibe a enzimas
como las ciclooxigenasas (COX) vy lipooxigenasas (LOX) involucradas en la respuesta
inflamatoria (Marchiani et al., 2014). Los acidos cafeico y rosmarinico, son polifenoles
presentes en muchas especies del género Salvia, las cuales son usadas en la medicina
tradicional para el tratamiento de la inflamacién, como es la Salvia miltiorrhiza, en la cual se
encuentran presentes ambos acidos fendlicos, asi como derivados esterificados de los
mismos; todos ellos han mostrado un efecto antiinflamatorio muy importante, donde se ha
demostrado que inhiben fuertemente la produccion de las enzimas INOS y COX-2 (Choi et
al., 2018).

Acidos Grasos: Cuatro acidos grasos como el &cido a-linolénico (ALA), &cido
docosahexaenoico (DHA), acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido 5-tia-8,11,14,17-
eicosatetraenoico que estan presentes en muchas plantas han sido reportados por su
elevado efecto inhibitorio sobre las enzimas COX-2 y COX-1, involucradas en la biosintesis
de prostaglandinas (Gautam y Jachak, 2009). En general, los reportes indican que los
acidos grasos entre 18 a 20 atomos de carbono y con insaturaciones son los que mayor
actividad antiinflamatoria presentan, esto puede derivarse que probablemente las enzimas
los prefieren como sustratos, contrario a los acidos grasos saturados que son

proinflamatorios en parte al imitar la accién del LPS (Fritsche, 2015).

11




Aislamiento y evaluacion bioldgica de compuestos de la especie vegetal \‘
Salvia sessei Benth \jgcultad
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

ESTADO DE MORELOS _de Farmacia

Conocimiento al servicio de la salud

Flavonoides
Terpenos
Of
2 O

H

HiCO.
AN
OH
HC " o

i

Escopoletina

OH OH

Curcumina

Quinina

OCH,

Figura 2 Principales grupos de compuestos aisalados de plantas con actividad bioldgica

2.2 Radicales libres
Es un atomo o molécula que contiene uno o mas electrones desapareados y son productos

normales de muchas vias metabdlicas. Algunos se encuentran en concentraciones
controladas ya que realizan funciones esenciales como la de control en las vias de
sefializacion reguladas por redox; otros existen en forma libre e interactuan con varios
componentes del tejido, tal interaccion puede ocasionar disfunciones tanto agudas cémo
cronicas (Keher y Klotz, 2015). Son altamente reactivos, con tiempos de vida media de
microsegundos y pueden generar mas radicales libre mediante reacciones en cadena con
moléculas aledanas incrementando el dafno potencial que pueden causar. Dentro de los
grupos mas importantes se encuentran las especies reactivas de nitrégeno (ERN), dentro
de los cuales se conocen al éxido nitrico (NO'), didxido de nitrégeno (NO.), y especies pro-
radicales como el acido nitroso (HNOy); las especies reactivas de oxigeno (ERO), en este
grupo destacan, el ion superéxido (O27), radical hidroxilo (OH'), radical alcoxilo (RO),
oxigeno singulete ('0O.), y especies pro-radicales como el peroxido de hidrégeno (H20.),
acido hipocloroso (HOCI) y ozono (O3) (Apel e Hirt, 2004).

A nivel celular existen varios sitios de formacién de radicales libres; en el caso de las ERO,
la cadena de respiracién mitocondrial es el principal sitio de produccién seguido por los

peroxisomas y el citosol; por otro lado, una de las células en donde existe la mayor
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produccién es el eritrocito seguido del cerebro, higado y riidn que son dérganos que
presentan una alta tasa metabdlica. A su vez, los ERN se producen principalmente en
reacciones metabdlicas en el citosol de la célula y como producto de la accién de enzimas
localizadas en las membranas celulares en las células endoteliales de los vasos sanguineos
(Amir Aslani y Ghobadi, 2016).

2.2.1 Beneficios y dainos ocasionados por radicales libres
Dentro del metabolismo oxidante de las células, existen muchas reacciones en las cuales

se presenta una participacién importante de los radicales libres derivados del oxigeno o del
nitrogeno. En el caso de las ERO, han sido implicados en la sintesis de hormonas,
proteinas, carbohidratos e incluso, la reaccion de fusion del évulo con el espermatozoide
es un proceso mediado a través de ellos. Por su parte, las ERN fueron inicialmente descritas
como responsables del proceso de la contraccién del musculo liso en las células que
componen el endotelio de los vasos sanguineos y actualmente han sido involucradas en
los procesos de regulacién del metabolismo de las neuronas (Droge, 2002). Por lo que a
concentraciones bajas o moderadas pueden servir en la sefializacién y regulacion en
procesos celulares; por ejemplo, el oxido nitrico, es un importante neurotransmisor
generado por las neuronas, asi como un mediador clave en la respuesta inmune producida
por macréfagos activados; de igual forma las ERO, participan en la transduccién de sefales,
transcripciéon de genes, en la regulacién de la actividad de la guanilato ciclasa, como
defensa en procesos infecciosos de bacterias invasoras (Amir Aslani y Ghobadi, 2016).

En altas concentraciones, los radicales libres producen estrés oxidante, un proceso
perjudicial que puede causar dafo a todos los tipos de biomoléculas presentes en nuestro
cuerpo, incluyendo proteinas, enzimas, aminoacidos, lipidos, ADN y carbohidratos. El daio
a las proteinas y las enzimas que contienen azufre puede provocar desnaturalizacién,
inactivacion y reticulacion (Pham-Huy et al., 2008); también se ha informado la oxidacion
de aminoacidos que poseen azufre o anillos aromaticos como la metionina, cisteina,
fenilalanina, triptéfano y tirosina, los cuales son propensos a ser oxidados por ERO. Aunque
oxidativamente las proteinas modificadas son normalmente reconocidas y degradadas
dentro de las células, algunas de ellas pueden acumularse gradualmente con el tiempo y
conduce a una disfuncion celular (Cecarini et al., 2007).

El dafio oxidante a los carbohidratos puede resultar en la alteracién de cualquiera de las
funciones del receptor celular, tales como aquellas asociadas con respuestas hormonales

y neurotransmisoras, actividad de interleucinas y formacién de prostaglandinas.
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Modificaciones como la escision del ADN, la reticulacion ADN-proteina, la oxidacion de las
purinas pueden ocurrir debido a reacciones con ERO, particularmente OH-. Enlaces
insaturados en la membrana lipidica también son muy susceptibles al dafio de los radicales
libres resultando la peroxidacion lipidica conduce a la ruptura de la membrana celular que
a su vez resulta en modificaciones en fluidez y permeabilidad de la membrana, propiedades
de transporte y proteinas incorporadas (Amir Aslani y Ghobadi, 2016).

Por ultimo, si el estrés oxidante no se regula de manera adecuada, puede inducir a una
variedad de enfermedades cronicas y degenerativas, como cancer, enfermedades
cardiovasculares, neurologicas, pulmonares, renales, artritis reumatoide, dafio ocular, asi
como un proceso de envejecimiento acelerado y algunas patologias agudas (traumas,

apoplejia) (figura 3) (Pham-Huy et al., 2008).

Pulmén
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Cerebro cronica

Alzheimer
Parkinson
Pérdida de la memoria
Depresion
Derrame
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. Corazon-Arterias
Multl-organos Estrés oxidante Arterioesclerosis
Cancer
Envejecimiento
Diabetes
Inflamacion
Infeccion

Hipertensién
Isquemia
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Enfermedad de la retina

Articulaciones
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Reumatismo

Figura 3 Enfermedades inducidas por estrés oxidante
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2.2.2 Antioxidantes

El cuerpo humano tiene varios mecanismos para contrarrestar el estrés oxidante, mediante
la produccion de antioxidantes, ya sea generados naturalmente in situ (antioxidantes
endoégenos), o suministrados externamente (antioxidantes exdgenos). La funcién de los
antioxidantes son neutralizar el exceso de radicales libres para proteger a las células contra
sus efectos toxicos y contribuir a la prevencion de enfermedades (Pham-Huy et al., 2008).
Los antioxidantes enddgenos pueden clasificarse como enzimaticos y no enzimaticos. Las
principales enzimas antioxidantes involucradas en la neutralizacion de las ERO y ERN son:
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutatién
reductasa (GRx). SOD es la primera linea de defensa contra los radicales libres, catalizando
la dismutacién por reduccion del radical anion superédxido en peréxido de hidrégeno, el cual
es transformado en agua y oxigeno (O2) por CAT y/o GPx (Pham-Huy et al., 2008). Los
antioxidantes no enzimaticos enddgenos se producen por el metabolismo del cuerpo, como
el acido lipoico, el glutation, la L-ariginina, la coenzima Q10, la melatonina, el acido urico,
la bilirrubina, las proteinas quelantes de metales, la transferrina, etc. (Willcox et al., 2004).
Los antioxidantes exdgenos se derivan principalmente de alimentos y plantas medicinales,
es decir, frutas, verduras, cereales, hongos, flores, especias y hierbas medicinales
tradicionales. Estos antioxidantes naturales a partir de materiales vegetales son
principalmente polifenoles. (acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas, lignanos y
estilbenos), carotenoides (xantofilas y carotenos) y vitaminas (vitamina E y C). En general,
estos antioxidantes naturales, especialmente los polifenoles y carotenoides exhiben una
amplia gama de efectos biolégicos, como los antiinflamatorios, antibacteriano, antiviral,
antienvejecimiento y anticancerigeno (Xu et al., 2017).

Terpenos: Dentro de este grupo destacan los tetraterpenos como el B-caroteno y licopeno
con una elevada capacidad antioxidante, extracto de Bixa orellana que contiene bixina
como principal carotenoide mostré capacidad para modular el equilibro en la concentracion
de ERO y ERN y otro andlogo la cis-bixina mostré capacidad de inhibir enzimas asociadas
con el estrés oxidativo (Moraes et al., 2013). Los abietanos, grupo especial de diterpenos
presentes en el género Salvia, han mostrado una elevada capacidad antioxidante en
ensayos in vitro igual o mayor al acido ascorbico, acido vainilico y naringina. En un estudio
comparativo de abietanos aislados del duramen de Taiwania cryptomerioides, en orden de
mayor a menor capacidad antioxidante fueron, ferruginol, hinokiol, secoabietano, 6[3-

acetoxi-7a-hidroxiroyleanona, isopimarinol y sugiol. Los diterpenos, inuroyleanol, 7ao-
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acetoxiroyleanona-12-metil éter, royleanona, horminona, 7-acetilhorminona y criptojaponol,
aislados de las raices de Salvia barrelieri, presentaron una elevada capacidad antioxidante
en ensayos in vitro; se asocia la capacidad antioxidante de estos diterpenos a la presencia
de grupos hidroxilos, metoxilos e insaturaciones como los responsables de dicha actividad
(Gonzalez-Burgos y Gémez-Serranillos, 2012).

Polifenoles: Los polifenoles no flavonoides, son acidos fendlicos, que presentan un grupo
carboxilo funcional y se clasifican en derivados de acido benzoico y cinamico, muchos de
ellos han estado presente en la dieta del ser humano y constituyen uno de los principales
grupos de antioxidantes exdgenos que ayudan a prevenir enfermedades relacionadas con
el estrés oxidativo (Moraes et al., 2013). Por ejemplo, el acido cafeico, un acido
hidroxicinamico, encontrado en altas concentraciones en la semilla del café y de algunas
frutas, induce la apoptosis en células de cancer de mama. Ademas, el uso de este
compuesto para la proteccion contra dafos ocasionados por el estrés oxidante ha sido
evaluado y evidenciando que ayuda a prevenir los procesos de envejecimiento de la piel
(Pluemsamran et al., 2012). Otros polifenoles antioxidantes como el acido rosmarinico y
acido carnésico eliminan los radicales libres y estimulan las defensas antioxidantes
endogenas, por ejemplo, la activaciéon del factor nuclear (derivado de eritroide 2) similar al
2 (Nrf2); otros mecanismos de accién de estos compuestos son la modulacion de la
transduccién en las cascadas de sefializacion o tienen efecto en la expresidén genética
(Ataie et al., 2010).

Flavonoides: La capacidad antioxidante de muchos flavonoides puede ser mucho mas
fuerte que la de las vitaminas C y E. Por ejemplo, el potencial de reduccién de un electrén
de galato de epigalocatequina presente en Camellia sinensis, es de 550 mV, menor que el
de glutatién, que es de 920 mV. Ademas, pueden prevenir los dafos ocasionados por los
radicales libres por los siguientes mecanismos: captacion directa de ERO, activacion de
enzimas antioxidantes, actividad quelante de metales, reduccion de radicales a-tocoferol,
inhibicién de oxidasas, mitigacion del estrés oxidante causado por ERN, aumento de los
niveles de acido urico, incremento de las propiedades antioxidantes de compuestos de bajo

peso molecular (Heim et al., 2002; Prochazkova et al., 2011).

16




Aislamiento y evaluacion biolégica de compuestos de la especie vegetal \‘
Salvia sessei Benth \jﬁcu Fiond

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL o
ESTADO DE MORELOS de Farmacia
Co

onocimiento al servicio de la salud

2.3 Resistencia a los antibidticos

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un problema de salud a nivel mundial, en
2013, alrededor de 700, 000 muertes fueron reportadas por ésta causa y se espera que
para el 2050, pueda llegar a constituirse como una de las principales causas de fallecimiento
a nivel mundial con alrededor de 10 millones de casos potenciales (O'Neill, 2014). En
México, la resistencia a antibioticos ocupa el 17vo lugar con un total de 3 754 casos de
mortalidad (INEGI, 2015). La investigacién sobre la resistencia bacteriana a los antibioticos
en México se centrd inicialmente en las infecciones gastrointestinales, aunque también se
ha enfocado en la generacion de reportes y en la descripcion de los mecanismos de
resistencia en aislamientos provenientes principalmente de muestras de pacientes con
infecciones hospitalarias, asi como de brotes, endemias o de patdgenos persistentes. Se
cuenta, igualmente, con un panorama general de la resistencia en las infecciones
comunitarias mas frecuentes en nuestro pais, como son las de las vias respiratorias
(Rodriguez-Noriega et al., 2014).

Los antibioticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las infecciones
bacterianas por lo que la resistencia se produce cuando las bacterias mutan en respuesta
al uso de estos farmacos, éstas bacterias farmacorresistentes pueden causar infecciones
en el ser humano y en los animales y esas infecciones son mas dificiles de tratar que las
no resistentes; ademas, la resistencia a los antibiéticos hace que se incrementen los costos
médicos, que se prolonguen las estancias hospitalarias y que aumente la mortalidad (OMS,
2018)

La resistencia bacteriana, surge de manera natural, principalmente por modificaciones
genéticas o por un proceso de seleccién adaptativa, éste ultimo ocurre cuando se somete
una poblacién bacteriana que contiene tanto mutantes resistentes y sensibles a la accién
inhibitoria del antibidtico, llegando a producirse un efecto en el que las bacterias sensibles
lleguen a inhibirse mientras que la subpoblacion resistente puede continuar su desarrollo,
llegando a sustituir a toda la poblacion bacteriana, a esto se le llama proceso de seleccion
adaptativa (Blair et al., 2015). Por lo que los antibiéticos que estaban hechos para combatir
a este tipo de poblacién ahora pierden su efectividad y por lo tanto los pacientes se agraven
aun mas, requieren mayor tiempo de hospitalizacién y que los gastos por el nuevo
tratamiento incrementen (O’Neill, 2014). Ademas, este problema se ha incrementado por el
exceso de prescripcion de antibiéticos, los pacientes que no han acabado su tratamiento,

el uso excesivo de antibiéticos en la cria de ganado y pescado, el control inadecuado de
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las infecciones en los hospitales y clinicas, la falta de higiene y saneamiento deficiente y la
falta de desarrollo de nuevos antibiéticos (tabla 1) (OMS, 2018).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé en 2017, la lista de “patégenos
prioritarios” resistentes a los antibiéticos, en la que se incluyen las 12 familias de bacterias
mas peligrosas para la salud humana. La lista fue elaborada con el propésito de guiar y
promover la investigacion y desarrollo (I+D) de nuevos antibidticos, como parte de las
actividades de la OMS para combatir el creciente problema mundial de la resistencia a los
antimicrobianos. En la lista se pone de relieve especialmente la amenaza que suponen las
bacterias Gram negativas resistentes a multiples antibioticos, las cuales tienen la capacidad
innata de encontrar nuevas formas de resistir a los tratamientos y pueden transmitir material
genético que permite a otras bacterias hacerse farmacorresistentes. La lista de la OMS se
divide en tres categorias con arreglo a la urgencia en que se necesitan los nuevos
antibioticos: prioridad critica, alta o media (OMS, 2017).

El grupo de prioridad critica incluye las bacterias multirresistentes que son especialmente
peligrosas en hospitales, residencias de ancianos y entre los pacientes que necesitan ser
atendidos con dispositivos como ventiladores y catéteres intravenosos. Entre tales bacterias
se incluyen las siguientes: Acinetobacter, Pseudomonasy varias enterobacteriaceas
como Klebsiella, E. coli, Serratia, y Proteus. Son bacterias que pueden provocar
infecciones graves y a menudo letales, como infecciones de la corriente sanguinea y
neumonias. Estas bacterias han adquirido resistencia a un elevado nimero de antibioticos,
como los carbapenémicos y las cefalosporinas de tercera generacién (los mejores
antibidticos disponibles para tratar las bacterias multirresistentes). Los niveles segundo y
tercero de la lista —las categorias de prioridad alta y media— contienen otras bacterias que
exhiben una farmacorresistencia creciente y provocan enfermedades comunes como la
gonorrea o intoxicaciones alimentarias por Salmonella. Los criterios para incluir patégenos
en la lista fueron los siguientes: el grado de letalidad de las infecciones que provocan; el
hecho de que el tratamiento requiera o no una hospitalizacién larga; la frecuencia con que
presentan resistencia a los antibidticos existentes cuando infectan a las personas de las
comunidades; la facilidad con la que se transmiten entre animales, de animales a personas
y entre personas; si las infecciones que provocan pueden o no prevenirse (por ejemplo,
mediante una buena higiene y vacunacion); cuantas opciones terapéuticas quedan; y si se
estan investigando y desarrollando nuevos antibidticos para tratar las infecciones que
causan (OMS, 2017).
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Tabla 1 Lista OMS de patégenos prioritarios para la |+D de nuevos antibiéticos (OMS,
2017)
Bacterias resistentes a antibioticos

Prioridad 1: CRITICA

e Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos

e Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos

o Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras de ESBL
Prioridad 2: ELEVADA

e Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina

o Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y
resistencia a la vancomicina

e Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina

e Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas

e Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas

o Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina, resistente a las
fluoroquinolonas

Prioridad 3: MEDIA

o Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina

e Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina

o Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

2.3.1 Principales antibioticos
En el pasado, se consideraba que los antibiéticos eran compuestos organicos producidos

por un microorganismo que son téxicos para otros microorganismos; como resultado de
esta nocion, un antibidtico originalmente se defini6 como una sustancia, producida por un
microorganismo, o de origen bioldgico que a bajas concentraciones puede inhibir el
crecimiento de o son letales para otros microorganismos. Sin embargo, esta definicion se
ha modificado en los tiempos modernos, para incluir antimicrobianos que también se
producen parcial o totalmente por medios sintéticos (Etebu y Arikekpar, 2016). Mientras que
algunos antibiéticos pueden matar completamente otras bacterias, otros solo pueden inhibir
su crecimiento. Los que matan las bacterias se denominan bactericidas, mientras que los
que inhiben el crecimiento bacteriano se denominan bacteriostaticos (Walsh, 2003).

Hay varias formas de clasificar los antibiéticos, pero los esquemas de clasificaciéon mas

comunes se basan en sus estructuras moleculares, modo de accién y espectro de actividad.
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Los antibidticos dentro de la misma clase estructural generalmente mostraran un patron
similar de efectividad, toxicidad y efectos secundarios alérgicos potenciales. Algunas clases
comunes de antibidticos basados en estructuras quimicas o moleculares incluyen beta-
lactdmicos, macrdlidos, tetraciclinas, quinolonas, aminoglicésidos, sulfonamidas,
glicopéptidos y oxazolidinonas (figura 4) (Etebu y Arikekpar, 2016).

Beta-lactamicos: Los miembros de esta clase de antibidticos contienen un anillo de 3
carbonos y 1 nitrégeno altamente reactivo. Interfieren con las proteinas esenciales para la
sintesis de la pared celular bacteriana y, en el proceso, destruyen o inhiben su crecimiento.
De forma general, ciertas enzimas bacterianas denominadas proteina de unién a la
penicilina (PBP) son responsables de la unién cruzada de unidades peptidicas durante la
sintesis de peptidoglicano; los miembros de los antibidticos beta-lactamicos son capaces
de unirse a estas enzimas PBP y, en el proceso, interfieren con la sintesis de peptidoglicano
que resulta en la lisis y la muerte celular. Los representantes mas destacados de la clase
incluyen penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémico (Guarlezi et al.,
2013).

Macrdlidos: Se caracterizan por tener un anillo macrociclico de lactona con 14 a 16
miembros unidos a desoxiazucares como L-cladinosa y D-desosamina. Tienen un espectro
mas amplio de actividad antibidtica que las penicilinas y a menudo se administran a
pacientes alérgicos a la penicilina. Los macrélidos matan o inhiben los microorganismos
efectivamente inhibiendo la sintesis de proteinas bacterianas; lo hacen uniéndose a los
ribosomas bacterianos y, en el proceso, impiden la adicion de aminoacidos a las cadenas
polipeptidicas durante la sintesis de proteinas. Los macrélidos tienden a acumularse en el
cuerpo porque el higado puede reciclarlo en la bilis y también tienen la capacidad de causar
inflamacién, como resultado, los médicos generalmente recomiendan administrar dosis
bajas, aunque, los macrélidos son generalmente de amplio espectro, algunas especies
bacterianas como Streptococcus pneumoniae tienen resistencia contra esta clase de
antibiéticos. Ejemplo de miembros incluye eritromicina, azitromicina y claritromicina (Skold,
2011).

Tetraciclinas: El primer miembro de esta clase fue la clorotetraciclina y los miembros de
esta clase tienen como caracteristica 4 anillos de hidrocarbonos, a los que en su nombre
se le agrega el sufijo “~ciclina”. Histéricamente, los miembros de esta clase de antibiéticos
son agrupados en diferentes generaciones basados en el método de sintesis; los obtenidos
por biosintesis son considerados como la primera generacion como son la tetraciclina,

cloroteteciclina, oxitetraciclina y demeclociclina. Dentro de la segunda generacion se
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cuentan a la doxiciclina, limeciclina, meclociclina, metaciclina, minociclina y rolitetraciclina
ya que fueron obtenidos mediante semi-sintesis. Los obtenidos mediante sintesis total como
la tigeciclina son considerados como tercera generacion.

Su blanco de accion es el ribosoma de las bacterias, interrumpiendo la adicion de
aminoacidos a las cadenas polipeptidicas durante la sintesis de proteinas en este organulo.
A pesar de que llegaron a constituirse como antibiéticos de amplio espectro, hoy dia,
numerosas bacterias han desarrollado resistencia a este tipo de farmaco (Chopra y Roberts
2001; Fouco, 2012).

Quinolonas: Esta clase de antibidticos fue descubierta por primera vez como acido
nalidixico por cientificos involucrados en la busqueda de medicamentos antipaltudicos y se
descubrié como una impureza durante el desarrollo de la quinina a principios de los afios
sesenta. Son capaces de interferir con la replicacion y la transcripcion del ADN en bacterias.
Se han desarrollado dos grupos principales de compuestos a partir de la molécula basica:
quinolonas y naftiridonas que incluyen cinoxacina, norfloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina,
temafloxacina, etc. Su estructura generalmente consiste en dos anillos, pero las
generaciones recientes de quinolonas poseen una estructura de anillo adicional que les
permite extender su espectro de actividad antimicrobiana a algunas bacterias,
particularmente a las bacterias anaerobicas que hasta ahora eran resistentes a la quinolona
(Etebu y Arikekpar, 2016).

Aminoglicésidos: El primer compuesto de esta clase, fue la estreptomicina aislada de los
Actinomicetos del suelo y empleada contra Mycobacterium tuberculosis, el agente causal
de la tuberculosis. Los aminoglicésidos estan constituidos generalmente por 3 amino
azucares unidos mediante enlace glicosidico. Son de amplio espectro de actividad
bacteriana al inhibir la sintesis de proteinas mediante la unién a una de las subunidades
ribosémica. A pesar de su eficacia contra una amplia gama de infecciones, se encontré que
la estreptomicina era altamente tdxica; ésta desafortunada caracteristica del medicamento
requeria la necesidad de buscar nuevos miembros de aminoglucdsidos que aun serian
efectivos contra las bacterias, pero menos toxicos para los humanos. La busqueda fue
fructifera con los descubrimientos de antibidticos como gentamicina, neomicina,
tobramicina y amikacina. La gentamicina es menos téxica y se usa ampliamente para las
infecciones causadas por bacterias Gram-negativas (Escherichia, Pseudomonas, Shigella
y Salmonella). La tobramicina, en particular, se utiliza en el tratamiento de infecciones por

Pseudomonas en pacientes con fibrosis quistica (Guarlezi et al., 2013).
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Sulfonamidas: Son el primer grupo de antibidticos utilizados en medicina terapéutica y aun
desempefan un papel muy importante en la medicina y la practica veterinaria. Las
sulfonamidas inhiben las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas como Nocardia, E.
coli, Klebsiella, Salmonella, Shigella y Enterobacter, Chlamydia trachomatis y algunos
Protozoos, y se usan ampliamente en el tratamiento de diversas infecciones, como
amigdalitis, septicemia, meningitis meningocdcica, disenteria bacilar y algunas infecciones
del tracto urinario. En general, se cree que las sulfonamidas son bacteriostaticas en lugar
de bactericidas y aunque se consideran buenas y efectivas para tratar diversas
enfermedades e infecciones, se recomiendan y administran con precaucion debido a su
toxicidad y efectos secundarios, algunos de los cuales incluyen trastornos del tracto
urinario, anemia hemolitica, porfiria, y reacciones de hipersensibilidad (Guarlezi et al.,
2013).

Glicopéptidos: Los antibidticos glicopeptidicos se obtuvieron originalmente como productos
naturales, pero en los ultimos 20 afos se observo la aparicion de derivados semisintéticos
con actividad mejorada y propiedades farmacocinéticas. Naturalmente, los glicopéptidos
estan hechos de un péptido ciclico de 7 aminoacidos, a los que se unen 2 azlcares, de ahi
el nombre de glicopéptidos. La unién del antibidtico a su diana se produce a través de la
formacion de 5 enlaces de hidrégeno con la columna vertebral peptidica del farmaco; a
veces, un cloro y / o azucar adicional se adhiere (como es el caso en oritavancina) durante
la sintesis; de manera similar, una cadena lipofilica lateral potencia la actividad
antibacteriana y prolonga la vida media de los glicopéptidos (Etebu y Arikekpar, 2016).
Oxazolidinonas: Las oxazolidinonas son un grupo de antibidticos sintéticos aprobados
recientemente para su uso. Linezolid que representa el primer miembro a sintetizar, fue
aprobado para aplicacion clinica solo en el afio 2000; aunque el mecanismo de accién de
éstos aun no se conoce completamente, se informa que interfieren con la sintesis de
proteinas al unirse al sitio P de la subunidad 50S ribosomal; tienen un amplio espectro de
actividad contra las bacterias Gram-positivas, como los estafilococos resistentes a la
meticilina y la vancomicina, los enterococos resistentes a la vancomicina, los heumococos
resistentes a la penicilina y los anaerobios. Las oxazolidinonas constituyen el farmaco de
eleccion para tratar las infecciones quirdrgicas porque penetran y se acumulan facilmente
en el tejido, incluidos los huesos, los pulmones, las vegetaciones (crecimiento de las plantas

en los tejidos), el hematoma y el liquido cefalorraquideo (Bozdogan y Appelbaum, 2004).
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Figura 4 Clasificacion de los antibiéticos con base a sus estructuras moleculares

2.3.2 Compuestos de plantas medicinales con actividad antibacteriana
La creciente incidencia de patdgenos farmacorresistentes ha llamado la atencion de las

comunidades farmacéutica y cientifica hacia estudios sobre la posible actividad
antimicrobiana de las sustancias derivadas de las plantas, una fuente no explotada de
quimiotipos antimicrobianos, que se utilizan en la medicina tradicional en diferentes paises.
En un estudio realizado por Sharma y colaboradores, se reporta que en México hay
alrededor de 343 especies vegetales que han demostrado in vitro actividad antibacteriana
contra 72 cepas como son, Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis,
Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa (Sharma et al., 2017). Dentro de los principales
compuestos que han mostrado actividad antibacteriana destacan, los flavonoides,
polifenoles, terpenos y alcaloides.

Flavonoides: La actividad antibacteriana de los flavonoides depende de las sustituciones
que tengan en los anillos aromaticos presentes en sus estructuras, principalmente grupos
hidroxilos, mejoran su actividad, mientras que grupos metilos la disminuyen. Los
mecanismos antibacterianos propuestos para los flavonoides son los siguientes: inhibicion
de la sintesis de acido nucleico, inhibicion de la funcién de la membrana citoplasmica,
inhibicion del metabolismo energético, inhibicion de la unién y formacién de biopeliculas,

inhibicién de la porina en la membrana celular, alteracién de la permeabilidad de la
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membrana, y atenuacién de la patogenicidad (Xie et al., 2015). Por ejemplo, Kuete
demostré que entre los flavonoides que hidroxilan los grupos prenilo de la estipulina, los
compuestos obtenidos, la angusticornina B y la bartericina A, tenian una actividad
antimicrobiana superior (Kuete, 2010). Asi, el grupo prenilo juega un papel importante en la
actividad de los chalconas. Recientemente, dos flavonoides (6-hidroxi-7-metoxiluteolina y
8-carboximetil-1,5,6 trihidroxi-3-metoxixantona) extraidos de las hojas de Leiothrix spiralis,
una planta sudamericana perteneciente a la familia Eriocaulaceae, mostraron una potente
actividad contra Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Araujo et al., 2011).
Polifenoles: Son ampliamente distribuidos en las plantas, donde las protegen contra
infecciones microbianas; en especial, las quinonas y los taninos han mostrado una elevada
actividad antimicrobiana. Las quinonas (anillos aromaticos con dos sustituciones de
cetonas), de naturaleza ubicua, son otro grupo significativo de metabolitos secundarios con
posibles propiedades antimicrobianas. Proporcionan una fuente de radicales libres estables
e irreversiblemente complejos con aminoacidos nucledfilos en proteinas microbianas que
determinan la pérdida de su funcién. Las antraquinonas en particular tienen un gran
espectro antibacteriano basado en la inactivacion y la pérdida de la funcién de proteinas
bacterianas, como las adhesinas, los polipéptidos de la pared celular y las enzimas unidas
a la membrana, lo que conduce a la muerte de los patégenos (Kurek et al., 2011). Los
taninos son un grupo de sustancias fendlicas poliméricas que se encuentran en casi todas
las partes de las plantas caracterizadas por su actividad antibacteriana debido a la
inactivacion de las adhesinas bacterianas, enzimas, envoltura celular y proteinas de
transporte. Recientemente, los extractos de plantas ricas en galotaninos demostraron
actividades inhibitorias en diferentes bacterias atribuibles a su fuerte afinidad por el hierro
ya la inactivacion de proteinas unidas a la membrana (Engels et al., 2011).

Terpenos: La actividad antibacteriana de algunos monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos manifiesta una fuerte influencia de la estructura y la funcién del
potencial antibacteriano de los terpenos. Los diterpenos y sesquiterpenos, aislados de
diferentes plantas exhibieron actividad bactericida contra las bacterias Gram-positivas e
inhibieron el crecimiento de M. tuberculosis; el acido isopimarico, que es un diterpeno tipo
abietano, aislado de los conos inmaduros de Pinus nigra inhibié el crecimiento de cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (Smith et al., 2005). EI mecanismo de accion
de los terpenos no se comprende completamente, pero se especula que involucra la ruptura
de la membrana por los compuestos lipofilicos (Kurek et al., 2011; Garcia et al., 2012). De

especial interés son dos triterpenos pentaciclicos: el acido ursélico y el acido oleandlico, asi
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como sus derivados glicosilados; se ha demostrado que ambos acidos afectaron el
metabolismo del peptidoglicano en Listeria monocytogenes (Kurek et al., 2010).
Alcaloides: Los alcaloides son compuestos de nitrégeno heterociclicos caracterizados por
diferentes actividades antimicrobianas. Se han identificado varios monémeros de alcaloides
antibacterianos potentes (CMI = 10 pg/mL) como son indol, indolizidina, isoquinolina,
piperazina, quinolina, quinolona, agelasina y poliamina; alcaloides diméricos con efecto
similar son bisindol, indol-quinolina, piridoacranina, bispirrol, pirrol-indometazol; la
informacion toxicoldgica de estos compuestos es limitada, pero en in

vitro, queleritrina, hapalindol y prosopilosindona, mostraron actividad antibacterial en
concentraciones que no fueron hemoliticas o no fueron toxicas para células Vero (Cushnie
et al., 2014). La berberina, un alcaloide de la isoquinolina, presente en las raices y en las
especies de Berberis, es un cation hidrofobico ampliamente utilizado en la medicina
tradicional debido a su actividad contra bacterias, hongos, protozoos y virus, se acumula en
células impulsadas por el potencial de membrana y es un excelente intercalador de ADN
activo en varios microorganismos con un objetivo en la ARN polimerasa, girasa y

topoisomerasa IV y en el acido nucleico (Yi et al., 2007).

2.4 Plantas y medicina tradicional: Panorama general
El empleo de plantas para el tratamiento de diversas enfermedades ha sido una practica

recurrente desde cientos de anos en casi todos los pueblos del mundo, llegando a
constituirse como un elemento fundamental de la cultura de los mismos, lo que
comunmente se ha denominado como medicina tradicional, en donde las plantas
medicinales son administradas en forma de extractos crudos, como tinturas, infusiones,
cataplasmas y otras formulaciones herbolarias (Balunas et al., 2005).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconoce y define la medicina tradicional, como
la suma total de los conocimientos, capacidades y practicas basados en las teorias,
creencias y experiencias propias de diferentes culturas, bien sean explicables o no,
utilizadas para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades
fisicas y mentales; de igual manera, alude a la medicina complementaria o medicina
alternativa como un amplio conjunto de practicas de atencion de salud que no forman parte
de la tradicién ni de la medicina convencional de un pais dado ni estan totalmente
integradas en el sistema de salud predominante. En algunos paises, esos términos se
utilizan indistintamente para referirse a la medicina tradicional; por lo anterior, dicho

organismo internacional fusiona ambos aspectos y plantea lo que ha denominado como
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medicina tradicional y complementaria (MTC), abarcando también, productos, practicas y
profesionales. Actualmente, la estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2014 -2023
busca ayudar a las autoridades sanitarias a encontrar soluciones que propicien una vision
mas amplia respecto del mejoramiento de la salud y la autonomia de los pacientes. La
estrategia tiene dos objetivos principales, a saber: prestar apoyo a los Estados Miembros
para que aprovechen la posible contribucién de la MTC a la salud, el bienestar y la atencion
de salud centrada en las personas, y promover la utilizacién segura y eficaz de la MTC
mediante la reglamentacién de productos, practicas y profesionales mediante el desarrollo
de una base de conocimientos y formulacién de politicas nacionales, fortalecimiento de la
seguridad, la calidad y la eficacia mediante la reglamentacion y fomento de la cobertura
sanitaria universal por medio de la integracion de servicios de MTC y la autoatencion de
salud en los sistemas nacionales de salud (OMS, 2013). Lo anterior, apunta la importancia
que tendra la MTC los proximos afos y en especial las plantas medicinales dentro de los
productos de mayor empleo en la misma, por lo que es necesario realizar estudios sobre
las propiedades terapéuticas de las mismas que coadyuven en su eficacia y seguridad.

En México, la MTC es la primera forma de atencion a la salud y en muchas situaciones, la
Unica posibilidad de atenciéon para diversos padecimientos, especialmente en zonas de
marginacién social y econémica. Por lo que desde 2001, y con fundamento en la
Constitucién Politica de los Estados Unidos Mexicano, se han venido desarrollado politicas
gubernamentales que buscan garantizar el acceso a los servicios de salud a toda la
poblacién aprovechando la MTC y en especial el empleo de las plantas medicinales y sus
derivados, por lo que en los programas nacionales de salud recientes se promueve el
estudio y validacion cientifica de la MTC, y en el caso de las plantas es necesario
someterlas a estudios que permitan identificar los principios activos asociados con el uso
tradicional, lo cual podra permitir un uso mas racional y establecimiento de esquemas
regulatorios que garanticen la eficacia y seguridad en el desarrollo de medicamentos

herbolarios (Gomez-Castellanos, 2009).
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2.5 Compuestos bioactivos a partir de plantas medicinales
La identificaciéon de la propiedad medicinal de una especie vegetal es en la inmensa mayoria

de los casos por ensayo y error, éste conocimiento ha sido en algunos casos documentados
en libros y codices, mientras otros fueron preservados mediante la transmisién oral de una
generacion a otra. Hoy en dia este cimulo de saberes constituyen un elemento central en
estudios etnomédicos y que permiten un acercamiento sistematico multidisciplinario con el
proposito de reconocer mediante bases cientificas las propiedades terapéuticas que una
especie vegetal pueda tener y en muchos casos, descubriendo los compuestos presentes
y que se relacionan directamente con la propiedad atribuida a la planta (Mustafa et al.,
2017). En los ultimos afos, la demanda de remedios y medicamentos herbolarios ha tenido
un gran incremento a nivel mundial; la OMS estima que alrededor de un 65 -80% de la
poblacion a nivel mundial los estan empleando ya sea para la atenciéon primaria o
complementaria en el tratamiento de algun padecimiento (Thomford et al., 2018) por lo que
es necesario realizar investigacion de las plantas usadas tradicionalmente, asi como de
nuevas especies vegetales que se han introducido en la MTC, en la busqueda de nuevos
compuestos con potencial terapéutico.

Las plantas medicinales desde épocas tempranas han sido fuente para el descubrimiento
de nuevos compuestos y el desarrollo de farmacos, como lo han sido la codeina, empleando
como analgésico y aislada del Papaver somniferum, la digitoxina, un glucdsido cardiotonico
aislado de la Digitalis purpurea y la quinina, empleado como antipaltudico que fue aislado
de la corteza de la Cinchona officinalis (Bluter, 2004) y en época reciente, anticancérigenos
como el taxol aislado del Taxus brevifolia y la vinblastina aislada del Catharanthus roseus,
se estan empleando eficazmente como farmacos para el tratamiento del cancer (Horwitz,
S.B., 2004; Okouneva et al., 2003). Actualmente, hay un interés creciente en el estudio de
las plantas medicinales como una alternativa que mediante estrategias de investigacion y
desarrollo apropiadas puedan obtenerse compuestos activos y desarrollarse medicamentos
innovadores que den respuesta a los desafios en salud a nivel mundial. Sin embargo, esto
sigue representando un gran desafio ya que la busqueda y desarrollo de nuevos farmacos,
se estima la inversion de un tiempo aproximado de 10 afnos en adelante y una inversion de
800 millones de délares (Dickson y Gagnon, 2004), por lo que se hace necesario el
mejoramiento continuo e implementacién de nuevas técnicas que analisis que permitan ir
disminuyendo tiempos y costos, asi como un mayor aseguramiento de la eficacia y

seguridad de los nuevos farmacos (figura 5).
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Figura 5 Esquema tipico en el descubrimiento y desarrollo de medicamentos a partir de
plantas medicinales (Dickson y Gagnon, 2004)

En el estudio de plantas medicinales, el aislamiento y caracterizacion de compuestos con
actividad bioldgica son estrategias fundamentales hoy en dia, en las cuales se estan
desarrollando mejores técnicas que permiten optimizar los rendimientos y una
caracterizacion apropiada de los mismos; llegando algunas de estas técnicas a emplearse
en la estandarizacion de un compuesto activo en medicamentos herbolarios. Dentro de las
técnicas que han venido a contribuir significativamente, se encuentra la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (CLAR), la cual se ha acoplado a la Espectrometria de Masas;
de igual forma la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) tanto uni como bidimensionales
han permitido avances significativos en la caracterizacién de compuestos que pueden
aislarse solo en pequefias cantidades. Hoy dia, continuan desarrollando técnicas para una
mejor extraccion y aislamiento como es el empleo de fluidos supercriticos, uso de
microondas y ultrasonido, empleo de membranas selectivas, entre otras (Williams et al.,
2012; Gil-Chavez et al., 2013; Hofstetter et al., 2018); por ultimo, la introduccion de nuevas
tecnologias “omics”, automatizacion y modelacion molecular en afos recientes, estan
permitiendo avances significativos en una mejor elucidacion de compuestos complejos, asi

como estudiar sus efectos moleculares en condiciones fisiologicas (Ozdemir, 2015)
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Por ultimo, es importante sefialar que, en el futuro inmediato, el desarrollo de medicamentos
innovadores a partir de especies vegetales, requiere de un enfoque multidisciplinario donde
se apliquen diferentes metodologias innovadoras que permitan acercarlos a la practica
médica de forma segura y eficaz, para dar respuesta a los desafios en salud que enfrentara

la proxima generacion.

2.6 Plantas medicinales en México
En nuestro pais, se considera que unas 4,000 especies de plantas (alrededor del 15% de

la flora total), se les atribuye propiedades medicinales, Sin embargo, se estima que la
validacién quimica, farmacoldgica y biomédica de los principios activos que contienen se
ha llevado a cabo s6lo en 5% de estas especies, tomando en cuenta que una sola planta
medicinal puede contener de ocho a diez principios activos, los cuales pueden encontrarse
0 no dependiendo de la edad de la planta, clima, época del afio, suelo, humedad, entre
otros (Ocegueda, et al., 2005).

Dentro de los principales esfuerzos para integrar la informacion generada con respecto a
las plantas medicinales en México, se encuentra la Farmacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos, publicada por la Secretaria de Salud y que tiene como propdésito
establecer los lineamientos oficiales relacionados con el control de calidad, destinados a
asegurar la idoneidad de las plantas utilizadas, haciendo especial énfasis en su identidad
(nombre cientifico) y optimizacién. Ademas, trata de establecer los métodos de analisis y
especificaciones técnicas que deberan cumplir las plantas y los derivados de ellas utilizados
en la elaboracién de medicamentos y remedios herbolarios, contribuir al mejoramiento de
la calidad de los productos y a su uso adecuado, asi como difundir y promover el potencial
terapéutico de la flora de México (FHEUM, 2013). Sin embargo, todavia existen una amplia
variedad de especies vegetales que se utilizan en la MTC de nuestro pais, de las que no
se cuenta con informacion oficial para su correcto empleo y en otros casos no falta integrarla
la Farmacopea herbolaria.

En el estado de Morelos, se encuentran reportadas alrededor de 570 especies de plantas
y de ellas un 43.3% estan catalogadas como medicinales (CONABIO-UAEM, 2004), las
cuales estan integradas en tres familias principalmente: Asteraceae, Fabaceae y
Lamiaceae, dentro de esta ultima se tiene al género Salvia donde se encuentran varias
especies reconocidas por su uso en la medicina tradicional, atribuido a los terpenos que
poseen (Monroy-Ortiz y Castillo-Espana, 2007), siendo una de ellas la especie Salvia

sessei, la cual fue objeto de estudio en el presente trabajo.
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2.7 Antecedentes de la especie Salvia sessei Benth

2.7.1 Género Salvia
El género Salvia pertenece a la familia Lamiaceae, la cual esta compuesta por 220 géneros

y alrededor de 4 000 especies (Frodin, 2004); es un género muy abundante que incluye de
900 a 1000 especies a nivel mundial (Rosua, et al., 1986); encontrandose principalmente
en tres regiones del mundo: Centro y Sudamérica (500 especies), Asia Central y Regién
del Mediterraneo (250 especies) y Asia Oriental (90 especies). Las formas de crecimiento
en Salvia incluyen hierbas anuales y perennes, arbustos y rara vez arbustos trepadores; las
flores presentan caliz y corola bilabiados, el ovario se divide en 4 I6culos y el estilo es
ginobasico. La caracteristica principal que la distingue de otros géneros de Lamiaceae es
la presencia de 2 estambres, en los cuales la parte estéril del conectivo funciona como una
palanca, lo que permite que el polen se adhiera a la cabeza o cuerpo de los polinizadores,
principalmente abejas o colibries (Jay, et al., 2004).

En México, alrededor de 300 especies del género Salvia se encuentra principalmente en
las zonas serranas localizadas hacia la vertiente del océano Pacifico, principalmente en la
zona centro-sur del pais; los subgéneros Audibertia y Calosphace son las de mayor
presencia en nuestro pais (Espejo y Ramamoorthy, 1993; Fragoso-Martinez y Martinez
Gordillo, 2013). En el estado de Morelos, se estima que existen alrededor de 8 especies
endémicas de éste género localizadas en zonas de bosque tropical caducifolio, dentro de
ellas se encuentra la especie Salvia sessei. (CONABIO-UAEM, 2004).

2.7.2 Estudios etnofarmacolégicos del género Salvia
Derivado de la amplia presencia del género Salvia, en muchas regiones del planeta,

muchas especies se han empleado en la MTC de forma milenaria, por lo que se han hecho
estudios etnofarmacolédgicos con el objetivo de documentar el conocimiento en su uso
tradicional, asi como los cambios evolutivos derivados de la adopciéon de nuevos
conocimientos en las comunidades donde son empleadas, como ejemplo de ello, Li M.y
colaboradores, encontraron en la republica de China, alrededor de 40 especies de Salvia
que han sido empleadas por cientos de anos en la medicina tradicional de este pais para el
tratamiento de una amplia diversidad de enfermedades; el estudio incluyé informacion
detallada sobre el nombre que se le da a las especies en las comunidades, condiciones
ambientales de crecimiento, distribucién y efectos terapéuticos. Ademas, se incluyo
informacion sobre reportes de investigacion fitoquimica y farmacoldgica de las especies

mayor uso, como la Salvia milthiorriza, empleada en enfermedades del corazén, otras
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especies son empleadas en enfermedades ginecolégicas, problemas musculares y
esqueléticos, enfermedades urinarias, problemas oftalmicos, entre otros. Por ultimo,
destacan la evolucién en el uso tradicional, siendo principalmente infusiones de las
especies solas o en combinacion con otras, hasta la generacién actual de preparados
herbolarios que se encuentran en el mercado de los fitofarmacos (Li, et al., 2013).

En nuestro pais, si bien no se encontré un estudio etnofarmacolégico exclusivo para el
género Salvia, podemos destacar la presencia de algunas de sus especies dentro de
trabajos donde reportan plantas medicinales en México, como ejemplo puede citarse lo
reportado por Esquivel G. E. y colaboradores, acerca de plantas utilizadas en la medicina
tradicional mexicana con propiedades antidiabéticas y antihipertensivas; para lo anterior,
realizaron una busqueda de informacion (bases de datos) en diversos herbarios del pais,
tomando en cuenta el uso tradicional, encontrandose que la planta completa de Salvia
officinalis, tiene actividad antidiabética y su empleo tradicional es mediante la coccién en
agua. Otra especie del género Salvia que se incluye en este trabajo es la Salvia elegans, a
la que sus extractos hidro alcohdlicos se le atribuyen propiedades antihipertensivas
(Esquivel-Gutiérrez, 2012).

Con relacién al estado de Morelos, Monroy-Ortiz y Castillo-Espanfa, realizaron un estudio
sobre las plantas medicinales utilizadas en la regién, mencionando a la familia de
Lamiaceae, dentro de la que podemos destacar al género Salvia y como ejemplo pueden
citarse a la Salvia breviflora, conocida como “salvia” en varias comunidades del estado,
donde su principal uso es calmar el dolor de estbmago; Salvia gesneriflora conocida como
“mirto”, se emplea hervida junto con ramas manzanilla y hierba buena para la disenteria,
diarrea y dolor de estdbmago y Salvia sessei, llamada como “pipilolxochitl” 6 “sabinito” y se
emplea para el tratamiento de “disipela” roja o blanca, es decir, la hinchazén de las piernas
con manchas rojas o blancas, la forma de empleo es mediante coccion de la planta
completa y posterior uso para lavado de la zona afectada (Monroy-Ortiz y Castillo-Espafia,
2007); ésta enfermedad denominada clinicamente como Erisipela, es una infecciéon
bacteriana cutanea producida por el estreptococo beta-hemolitico del grupo A o
Streptococcus pyogenes o, mas raramente, por el Staphylococcus aureus. Se caracteriza
por la presencia de signos inflamatorios agudos (eritema, edema, calor y dolor local) en el
tegumento cutaneo, a menudo asociados a sintomas sistémicos de malestar, escalofrios y
fiebre. Afecta de forma difusa a la dermis y a la parte superficial del tejido celular
subcutaneo, siendo importante el compromiso de los vasos linfaticos locales. Sus

localizaciones preferentes son las extremidades inferiores, area centrofacial y pabellones
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auriculares y el tratamiento estandar es el empleo de penicilina (figura 6) (Asenjo et al.,
2004; Nitto, 2007).

Extremidades inferiores Area centrofacial Pabellon auricular

Figura 6 Partes del cuerpo afectados por la erisipela

2.7.3 Estudios quimicos y farmacolégicos del género Salvia
A partir de los usos encontrados en la MTC para el género Salvia se han desarrollado

investigaciones en donde se busca aislar y caracterizar los principios activos presentes en
diversas especies y que permitan construir una quimiotaxonomia apropiada para dicho
género; asi también, se han generado trabajos donde se estudia la actividad biologica de
dichas especies que permitan contribuir a un conocimiento sistematico en el uso tradicional
y también identificar nuevos potenciales de actividad terapéutica como es el caso de las
enfermedades cronico degenerativas que actualmente afectan la salud millones de
personas a nivel mundial.

Los principales metabolitos que se han aislado de diversas especies del género Salvia son:
aceites esenciales, terpenos como el acido ursolico y lupeol; flavonoides como apigenina y
cirsimaritina y polifenoles como el acido rosmarinico, acido cafeico, acido carndsico y
acidos salviandlicos (figura 7); siendo las partes aéreas (hojas y flores) las que contienen
flavonoides, triterpenos y monoterpenos, mientras que los diterpenos son encontrados
principalmente en las raices (Shehadeh et al., 2014; Dziurzynsky et al., 2013; Murat et al.,
2009) y muchos de ellos han sido probados en estudios de actividad anticancerigena,

antimicrobiana y antioxidante (Topgu, 2007; Ayatollahi, et al., 2009).
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Figura 7 Ejemplo de compuestos bioactivos presente en el género Salvia

En el caso de la Salvia sessei, el unico reporte encontrado hasta antes del presente trabajo
es el de Jiménez E.M. y colaboradores (1988), quienes aislaron a partir del extracto de
acetona de las partes aéreas de S. sessei Benth colectada en Cuernavaca Morelos, un
nuevo diterpeno tipo royleanona a la cual nombraron como sesseina y a partir de los datos
quimicos, espectroscopicos y cristalograficos establecieron que la estructura correspondio
a 7a-acetil- 12-hidroxyabieta-8,12-diene-11, 14-diona-19,20-5-lactona (figura 8) (Jiménez
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et al., 1988). Cabe indicar que tampoco se encontraron reportes sobre estudios de actividad

biolégica tanto de extractos como del compuesto aislado para esta planta.

Figura 8 Sesseina aislada de S. sessei (7a-acetil- 12-hidroxyabieta-8,12-diene-11, 14-
diona-19,20-6-lactona)

Gonzalez Cortazar M y colaboradores, demostraron que el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de S. elegans Vahl, que se utiliza en la MTC para el tratamiento de desérdenes del
sistema nervioso central, en especial, la ansiedad, presentd actividad, en donde aislaron un
terpeno conocido como el 4cido ursdlico y una nueva flavona, la 5-O-(6-ramnosillglucésido)-
7-hidroxi-4'-metoxiflavanona; la elucidacion de estas estructuras fue realizada mediante
derivatizacion quimica (acetilacion) y analisis espectroscopicos, tales como RMN de 'H y
13C y empleando técnicas de correlacion bidimensional homo y heteronucleares tales como:
COSY, HMQC y HMBC. Los compuestos aislados presentaron una significativa actividad
antidepresiva (Gonzalez-Cortazar, et al., 2013).

Las raices de Salvia digitaloides maceradas en alcohol, son empleadas por comunidades
tibetanas en China como una bebida energizante y para fortalecer el sistema inmunoldgico;
con fundamento en lo anterior, Wu y Chan, aislaron 5 nuevos iridoides (hombrados como
Salvioldcidos A, B, C, D y E) a partir del extracto metandlico de las raices, la elucidaciéon de
estas nuevas estructuras consistieron en una combinacion experimentos bidimensionales
de RMN y andlisis de espectroscopia de masas de alta resolucion (Wu y Chan, 2014).

En estudios bio-dirigidos, monitoreando la actividad antioxidante de varias especies del
género Salvia, se han empleado principalmente extractos etandlicos de las partes aéreas y
raices, donde se han encontrado compuestos del tipo fendlicos y flavonoides a quienes se
les ha atribuido dicha actividad. Los polifenoles como el acido cafeico, acidos rosmarinico,

carnosico y salviaolico aislados de extractos alcohdlicos han mostrado una alta actividad
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antioxidante (Lu y Yeap, 2001, Xu et al., 2018). Tosun M. y colaboradores estudiaron las
propiedades antioxidantes y el contenido de fenoles totales de extractos metandlicos de
ocho especies de Salvia en Turquia; para lo anterior elaboraron extractos metandlicos de
S. aethiopis, S. candidissima, S. limbata, S. microstegia, S. nemorosa, S. pachystachys, S.
verticillata y S. virgata. La actividad antioxidante fue evaluada mediante el ensayo del
radical libre DDPH y el del sistema acidos 3-caroteno/linolinoico; siendo S. verticillata la que
mostrd la mayor actividad antioxidante en ambos ensayos antioxidante (ICso = 18.3 pyg/mL
y 75.8%, respectivamente) y la que mayor contenido de fenoles totales (167.1 mg EqQAG/g),
por lo que su elevada actividad antioxidante puede estar relacionado directamente con el
contenido de compuestos fendlicos en el extracto evaluado (Tosun et al., 2009).

La actividad anti-inflamatoria del género Salvia ha sido reconocida en la MTC y se asocia
con los aceites esenciales, terpenos y flavonoides que puedan estar presente en una
determinada especie, siendo el terpeno acido ursélico presente en la mayoria de este tipo
de plantas, el principal responsable de dicha actividad, como es el caso de la S. officinalis,
donde sus hojas con una elevada concentracién de acido ursélico son empleadas en
preparaciones de uso externo para inflamaciones e infecciones de membranas mucosas,
garganta y boca (estomatitis, gingivitis y faringitis) (Baricevic et al., 2001). De igual forma,
Abu-Darwish M. y colaboradores, estudiaron el potencial anti-inflamatorio de Salvia
officinalis presente diferentes regiones de Jordania; para dicho propésito, de las partes
areas de las plantas extrajeron los aceites esenciales mediante hidrodestilacion y fueron
caracterizados por cromatografia de gases-espectrometria de masas; la actividad
antiinflamatoria fue evaluada mediante la medida de produccion de 6xido nitrico usando
macrofagos de ratén estimulados por lipopolisacaridos; los principales aceites encontrados
fueron 1,8-cineol y alcanfor; los cuales inhibieron la producciéon de NO estimulada por LPS
en macroéfagos, sin afectar la viabilidad celular en concentraciones de 0.64 uL/mL (Abu-
Darwish et al., 2013). De igual forma, se han reportado flavonoides presentes en varias
especies de Salvia, como la cirsimaritina, salvigenina, apigenina, luteolina, etc. (Wu et al.,
2012); en un estudio realizado con Salvia bicolor, reporté que un extracto metanolico, el
cual mostré un elevado efecto antiinflamatorio y analgésico, evidencié la presencia de
flavonoides como el luteolin 7-O-glucosido y apigenina (lbrahim, 2012)

La actividad antimicrobiana de varias especies de Salvia, ha sido reportada y en algunos
casos fueron identificados los compuestos relacionados con el mencionado efecto, como
ejemplo, la actividad antimicrobiana de 4 nuevos diterpenos aislados de las raices de S.

deserta, fue reportada por Bufalo J. y colaboradores; los diterpenos fueron: taxodiona,
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ferruginol, horminona y la 7-O-acetihorminona; los resultados mostraron que el ferruginol
mostrd gran actividad contra Streptococcus iniae (Clso 4.5 uM), la fraccién que contenia los
compuestos aislados 7-O-acetihorminona y horminona mostré una elevada actividad contra
Staphylococcus aureus (1.3 mg/mL) y contra S. aureus resistente a meticilina y la
horminona fue la que mejor actividad mostré contra S. aureus (Bufalo et al., 2015)

Por ultimo, es importante mencionar que se han reportado estudios de otras actividades
biolégicas que se le han atribuido a diversas especies del género Salvia, tales como, el
tratamiento de cancer, diabetes, colesterol, obesidad, sofocos (menopausia) y antidiarréico
y también buscan identificar los metabolitos asociados con los tipos de actividad
anteriormente mencionados (Eidi et al., 2005; Bommer et al., 2011; Keshavarz et al., 2011;
Kianbakht et al., 2016).

2.7.4 Descripcion botanica y taxonomia de Salvia sessei Benth
La especie Salvia sessei es un arbusto de hasta 5 m de alto, ramificado, hojas opuestas de

13 cm de largo por 6 cm de ancho, racimos de flores en paniculas, flores rojas y pequefas
(6 mm); florece de agosto a febrero. Forma parte del bosque caducifolio y en ocasiones en
el bosque de encino, se ha reportado su presencia en los estados de Morelos, Michoacan,
Puebla, Guerrero y Oaxaca. En el estado de Morelos se le conoce con los nombres de
“pipilolxochitl” y “sabanito”, es empleada en la MTC, sin embargo, solo un estudio quimico
previo se ha reportado y ninguno con relacién a actividad biolégica (Clebsch B. y Barner
C.D., 2003; Monroy-Ortiz y Catillo-Espafa, 2007) (figura 9).
Familia: Lamiaceae

Género: Salvia

Especie: sessei

Nombre cientifico: Salvia sessei Benth

Localizacion: Municipio de Tepoztlan, Morelos (Monroy-Ortiz y Catillo-Espafia, 2007)
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Figura 9 Salvia sessei Benth
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3. Justificacion

El empleo de plantas medicinales continta siendo un recurso terapéutico, y en muchas
comunidades el Unico para el alivio de las enfermedades que aquejan a las personas; a
nivel mundial se estima que un 80% de la poblacién las utiliza de manera directa o derivados
de la misma (Majaz et al., 2016). México cuenta una inmensa riqueza en flora y un milenario
conocimiento de plantas utilizadas en la medicina tradicional y complementaria que deben
ser preservados y protegidos como patrimonio de nuestra nacion.

Las plantas medicinales son fuente de compuestos activos que se han aislado y empleado
con fines terapéuticos, ejemplo de lo anterior, lo constituyen, compuestos anti-cancerigenos
como vinblastina, etopdsido placlitaxel; anti-malaricos como cloroquina, artemisina, anti-
diabéticos, como metformina, biguanidas y anti VIH como calanolida A.

Varias especies del género Salvia se han empleado con fines ethomédicos y donde también
se han identificado y aislado compuestos bioactivos como son del tipo de acidos grasos,
polifenoles, terpenos y flavonoides principalmente y a partir de esto, también se han
desarrollado extractos estandarizados que son comercializados como terapias alternativas
y/o complementarias para el tratamiento de diversos padecimientos.

En el Estado de Morelos, la especie Salvia sessei Benth esta presente dentro la medicina
tradicional y complementaria para el tratamiento de la erisipela, sin embargo, no se han
encontrado reportes suficientes sobre el contenido de compuestos bioactivos en esta
especie. Hasta la realizacién de este proyecto, no se encontrd reporte sobre estudios de
actividad bioldgica de extractos o compuestos aislados de esta planta.

Por lo anterior, fue fundamental realizar estudios sistematicos que permitieran identificar los
principales principios activos en la especie Salvia sesssei Benth y relacionar las actividades
biolégicas como la anti-inflamatoria, antibacteriana y antioxidante de los extractos,
fracciones y compuestos aislados con el uso en la medicina tradicional y aun proponer
nuevos usos de las mismas. Lo anterior, podra coadyuvar también, en el conocimiento

quimiotaxonémico y en un uso mas sistematico de dicha especie.
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4. Hipotesis

Con base en el uso ethomédico descrito, Salvia sessei Benth contiene metabolitos con

actividad antiinflamatoria, antibacteriana y/o antioxidante.

5. Objetivo general

Evaluar el potencial antiinflamatorio, antimicrobiano y antioxidante de los compuestos

aislados de la especie vegetal Salvia sessei Benth.

5.1 Objetivos especificos
» Obtener extractos y fracciones organicas de la especie vegetal Salvia sessei Benth.
» Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios presentes mediante técnicas

cromatograficas, espectroscopicas y espectrométricas.

» Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos, fracciones y compuestos aislados

mediante el modelo in vivo de edema de ratén con TPA.

» Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos, fracciones y compuestos aislados
frente a patdgenos de importancia clinica mediante el método de micro diluciéon en

caldo.

» Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos, fracciones y compuestos aislados
mediante los métodos DPPH, ABTS y CARF.

41




Aislamiento y evaluacion bioldgica de compuestos de la especie vegetal \‘
Salvia sessei Benth %u T

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL o
ESTADO DE MORELOS de Farmacia

Conocimiento al servicio de la salud

MATERIALES

METODOS

42




Aislamiento y evaluacion biolégica de compuestos de la especie vegetal \‘
Salvia sessei Benth %ulmd

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL o
ESTADO DE MORELOS Cde FarmaCla
onocimierto i

d servicio de la saluc

6. Materiales y Métodos

6.1 Recoleccion y obtencién de los extractos organicos de Salvia sessei B.
La recoleccién de las partes aéreas (5 kg) se llevé a cabo en el poblado de San Andrés de

la Cal perteneciente al municipio de Tepoztlan, Morelos, México (182 57’ 31.96” N; 99° 07’
04.33” W. 1557 msnm) en el mes de noviembre de 2015 Un espécimen se depositd en el
Herbario HUMO-CyBIC de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos para su

resguardo e identificacion taxonomica (voucher 33909).

El material vegetal fue secado en estufa a 40 °C por tres dias y pulverizado en un molino
Pulvex MPP300. Un kilogramo del material vegetal seco fue puesto a maceracion con 10 L
de n-hexano (Merck) por triplicado, el cual fue filtrado y concentrado al vacio empleando
rotaevaporador (Heidolph G3) a 40 °C y posterior liofilizacion (Heto Dpywinner DW3), hasta
la obtencion de un polvo denominado extracto hexanico (SsH). El residuo vegetal seco fue
puesto a maceracién con diclorometano (Merck) y posteriormente con metanol (Merck)
siguiendo el mismo procedimiento mencionado anteriormente, hasta la obtencién de los
extractos de diclorometano (SsD) y metanol (SsM), respectivamente. Una porcion de cada
extracto sirvid para efectuar los ensayos de actividad bioldégica que se describen mas

adelante.

6.2 Extraccion y aislamiento de compuestos

6.2.1 Cromatografia en capa fina (CCF)

Para el monitoreo de las fracciones obtenidas en las etapas empleadas para la extracciéon
y aislamiento de los compuestos fue empleada la CCF la cual sirvié reunir las fracciones
que presentaron un perfil cromatografico similar y para la identificacion de aquéllos

compuestos que pudieron aislarse.

La CCF se llevo a cabo empleando placas de aluminio recubiertas de silica gel 60 F2s4 (fase
normal, Merck y silica gel RP-18 Fasss (fase reversa, Merck); para la fase mévil se utilizaron
diferentes disolventes en mezclas como, metanol GR (MeOH, J.T. BAKER), n-hexano GR
(Hex, Merck), acetato de etilo GR (AcOEt, J.T. BAKER), agua-HPLC (H.O-HPLC, Merck),
acetonitrilo-HPLC (ACN-HPLC, TECSIQUIM). Las placas se analizaron con una lampara
de luz ultravioleta (UVGL-58, UVP, 254-365 nm UV, Cambridge, UK). Para la deteccién
fisica de terpenos y flavonoides se utilizaron reveladores apropiados como el de

Komarowsky (KOM), sulfato sérico al 1% en acido sulfurico 2N y NP-PEG
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(difenilboriloxietilamina/polietilenglicol). El reactivo KOM contiene 1 mL de acido sulfurico-
etanodlico al 50% y 10 ml de 4-hidroxibenzaldehido metandlico al 2% los cuales son
mezclados antes de ser usados, éste reactivo es empleado para detectar aceites
esenciales, saponinas, etc. El reactivo NP-PEG contiene 200 mg de difenilboroloxietilamina
(NP) y 5 mL de polietilenglicol-400 (PEG) disueltos en 40 mL de etanol. En todos los casos
antes de revelar con el agente cromogénico, se visualizaron las placas mediante luz UV de

254 nm y 366 nm. Una vez rociada la placa se calienta a 100 °C durante 1-2 min.

6.2.2 Fraccionamientos cromatograficos y aislamiento de compuestos.
Los extractos SsD y SsM fueron sometidos a un fraccionamiento primario mediante

cromatografia en columna abierta (CCA) empleando eluyentes donde se vario el gradiente
de polaridad. Las fracciones fueron analizadas por cromatografia en capa fina, se hicieron
reuniones con aquellas que presentaron un contenido quimico similar y se eligieron las que
presentaron potencial para el aislamiento de compuestos. A continuacion, se describe el

procedimiento especifico para cada uno de los extractos.

El extracto SsD (20 g) fue adsorbido en gel de silice (Silica gel 60 Merck) y colocada en
una columna de vidrio (15x30 cm) con gel de silice (300 g) como fase estacionaria. Para
eluir la columna como fase movil se utilizé un gradiente de n-hexano:acetato de etilo con
un aumento de polaridad del 5% v/v, colectando 45 fracciones de 2 L cada una (tabla 2).
Las fracciones fueron concentradas en un rotaevaporador a presion reducida y analizadas
CCF fase normal, eluyente n-hexano:acetato de etilo (7:3) y reveladas con solucion de
sulfato cérico y NP-PEG. Las fracciones que mostraron similitud en su contenido quimico
fueron agrupadas en 16 reuniones (SsD1-16). En las reuniones SsD1-3 se observo la
presencia de un compuesto puro, el cual mediante CCF y comparacién con un estandar
comercial se identificé como acido ursdlico (5, Merck). En la reunién SsD-10 se observo la
presencia de un polvo de color amarillo el cual fue analizado por CCF y mostré la presencia

de un compuesto mayoritario, pero con impurezas (Jork et al., 1990).
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Tabla 2 Sistema de elucién empleado para el fraccionamiento primario del extracto SsD

de S. sessei
Sistema Proporcion (%) Reuniones
Fraciones/clave
Hex:AcOEt 100:0 1/SsD-1
Hex:AcOEt 95:5 2-3/SsD-2
Hex:AcOEt 90:10 4-5/SsD-3
Hex:AcOEt 85:15 6-9/SsD-4
Hex:AcOEt 80:20 10-12/SsD-5
Hex:AcOEt 75:25 11-14/SsD-6
Hex:AcOEt 70:30 15-17/SsD-7
Hex:AcOEt 65:35 18-20/SsD-8
Hex:AcOEt 60:40 21-22/SsD-9
Hex:AcOEt 55:45 23-25/SsD-10
Hex:AcOEt 50:50 26-27/SsD-11
Hex:AcOEt 45:55 28-30/SsD-12
Hex:AcOEt 40:60 31-32/SsD-13
Hex:AcOEt 0:100 33-34/SsD-14
AcOEt: MeOH 70:30 35-40/SsD-15
AcOEt: MeOH 60:40 41-45/SsD-16
AcOEt: MeOH 50:50
MeOH 100

La SsD-10 (5.0 g) fue seleccionada para un segundo fraccionamiento cromatografico en
CCA, para lo cual fue absorbida y colocada en una columna con gel de silice (150 g) y
eluida con un sistema de gradiente n-hexano:acetato de etilo con un incremento de
polaridad del 5%, obteniéndose 55 fracciones las cuales analizadas por CCF fase normal
fueron agrupadas en 13 sub-fracciones (SsD-10R1-13). Las sub-fracciones 2 - 4 fueron
agrupadas (1.0 g) y adsorbidas con gel de silice fase reversa (1.0 g, RP-18. 40-63 um,
Merck) y se montd una columna “flash” (Supelco LC18 ™) fase reversa, empleando como
fase movil un sistema de gradiente agua:acetonitrilo con un cambio en la polaridad del 5%
y volumenes de colecta de 10 mL, obteniéndose 75 fracciones (tabla 3), las cuales fueron
concentradas y analizadas por CCF fase reversa (gel de silice RP-18 F254s, Merck), de la
fraccion 25 - 35 se obtuvo un compuesto diterpénico en forma de polvo color morado,
compuesto 1 (0.38 g), que se denominé Isosseina, mientras que de la fracciéon 41 - 65 se
presento un compuesto diterpénico cristalino amarillo, compuesto 2 (0.45 g), conocido como
Sesseina. Estos fueron caracterizados por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)
y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) unidimensional (1D) y

bidimensional (2D).
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Tabla 3 Sistema de elucién empleado para el fraccionamiento por columna “flash” de SsD-
10R2-4 para el aislamiento de los compuestos 1y 2

Sistema Proporcion (%) Fraccion
H.O:ACN 100:0 1-5
H.O:ACN 95:5 6-10
H.O:ACN 90:10 11-15
H20:ACN 85:15 16-18
H2O:ACN 80:20 19-20
H.O:ACN 75:25 21-24
H.O:ACN 70:30 25-28
H2O:ACN 65:35 29-30
H2O:ACN 60:40 31-35
H2O:ACN 55:45 36-40
H.O:ACN 50:50 41-45
H.O:ACN 45:55 46-50
H2O:ACN 40:60 51-65
H.O:ACN 0:100 66-68
ACN: MeOH 20:80 69-70
ACN: MeOH 30:70 71-72
ACN: MeOH 40:60 73
ACN: MeOH 50:50 74
MeOH 100 75

Fracciones del extracto SsD donde se evidencié la presencia de los compuestos 1y 2 mas
otro compuesto con una relacion de frentes (Rf) superior que los anteriores, fueron reunidas
(1.0 g) y sometida a fraccionamiento por cromatografia en columna fase reversa (10 g),
empleando como eluyente agua:acetonitrilo con gradiente de polaridad variable (10 %), se
obtuvieron 52 fracciones y el analisis por CCF fase reversa, eluyente agua:acetonitrilo (5:5)
y revelador flavonoides (NP-PEG), poniendo a 1 como referencia, permitio reunir aquéllas
fracciones con contenido metabdlico similar generandose en total 14 reuniones. En la
reunion SsDC2-R3 se evidencio la presencia de un compuesto (3) con comportamiento
similar a 2 cuando se observé a luz UV, pero con un Rf distinto, siendo el Rf de este nuevo
compuesto menor al observado para 2. Cabe sefalar que el compuesto 3 presente en la
SsDC2-R3 presenté un color morado y en la medida que el gradiente de elucion fue
cambiando a menos polar se observé que ese mismo compuesto en las reuniones SsDC2-
R9 a SsDC2-R13 con el mismo Rfla placa cromatografica, tomé una coloracion amarilla en
solucion, comportamiento similar observado anteriormente cuando se aislaron a 1 y 2 por
lo que se infirid que los compuestos presentes en SsDC2-R3 (3) y SsDC2-R9-13 (4) podrian
ser también isomeros estructurales entre ellos. La cantidad obtenida del compuesto 3 fue

de 45 mg, mismo que fue caracterizado por CLAR y cromatografia liquida de ultra-alta
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resolucion (UPLC) sin embargo, por la cantidad obtenida no fue posible generar espectros
RMN de '"Hy 3C.

El extracto SsM (40 g) fue adsorbido en gel de silice (Silica gel 60 Merck) para realizar una
separacion por percolaciéon a grosso modo, fue empleada silica gel fase normal y un sistema
eluyente de Hex:AcOEt el cual fue variando en su polaridad. Derivado de la separacién
anterior, se generaron 50 fracciones, las cuales fueron analizadas por cromatografia en
CCF-fase normal, eluyente Hex:AcOEt (7:3), revelador de sulfato cérico y se pusieron como
referencia a 2 y 5 donde solo de éste ultimo se evidencid su presencia en las fracciones;
ademas se hicieron las reuniones con las fracciones que mostraron un perfil cromatografico

con igual contenido de metabolitos generandose un total de 16 reuniones.

Tabla 4 Sistema de elucién empleado para la percolacion del extracto SsM de S. sessei

Sistema Proporcion (%) Reuniones
Fracciones/clave
Hex:AcOEt 100:0 1-5/SsM-1
Hex:AcOEt 95:5 6-7/SsM-2
Hex:AcOEt 90:10 8-9/SsM-3
Hex:AcOEt 85:15 10-11/SsM-4
Hex:AcOEt 80:20 12/SsM-5
Hex:AcOEt 75:25 13-15/SsM-6
Hex:AcOEt 70:30 16-19/SsM-7
Hex:AcOEt 65:35 20-21/SsM-8
Hex:AcOEt 60:40 22-25/SsM-9
Hex:AcOEt 55:45 26-28/SsM-10
Hex:AcOEt 50:50 29-31/SsM-11
Hex:AcOEt 45:55 32-34/SsM-12
Hex:AcOEt 40:60 35-36/SsM-13
Hex:AcOEt 0:100 37-38/SsM-14
AcOEt: MeOH 90:10 39-42/SsM-15
AcOEt: MeOH 80:20 43-50/SsM-16
AcOEt: MeOH 70:30
AcOEt: MeOH 60:40
AcOEt: MeOH 50:50
MeOH 100

Las fracciones fueron concentradas en un rotaevaporador a presion reducida y analizadas
por CCF fase normal (gel de silice 60 F254, Merck), eluyente n-hexano: acetato de etilo
(7:3) y reveladas con solucion de sulfato cérico y NP-PEG, se puso como referencias a 2
aislada del extracto SsD y acido ursélico donde so6lo este ultimo estuvo presente en alguna

de las fracciones. Las fracciones que mostraron similitud en su contenido quimico fueron
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agrupadas en 16 fracciones (SsM1-16). En SsM-8 y SsM-9 hubo presencia mayoritaria de
acido ursdlico, mientras que de SsM10 — 12 se evidencio la presencia de dos compuestos
distintos a 2 y acido ursdlico en comparacion con sus Rf's y al observarse en luz UV
mostraron una coloracién azul-verde, por lo que se decidid juntar dichas reuniones con el
proposito de aislar dichos compuestos (SsM10-12). De igual forma, las fracciones SsM13 -
15 fueron reunidas ya que el analisis por CCF evidenciaron presencia de compuestos

distintos a 2, acido ursélico y a los que estaban presentes en SsM10 -12.

200 mg de SsM10-12 fueron empleados para separar mediante cromatografia en columna
fase normal (SsMC1), teniendo como eluyente una mezcla de diclorometano:metanol con
gradiente de polaridad creciente. Se obtuvieron 84 fracciones, mismas que fueron
analizadas por CCF-fase normal y se empleando 2 sistemas de eluyentes: diclorometano:
metanol (95:5) y hexano: acetato de etilo (7:3), como revelador se empled una solucion de
sulfato cérico y NP-PEG, ademas 2 y acido ursdlico estandar como referencias; a partir del
analisis se reunieron las fracciones que presentaron el mismo contenido de metabolitos
dando como resultado un total de 17 reuniones a las cuales se les asigno la clave
SsMC1R1-R17. En SsMC1-R7 a SsC1-R9 se observd la presencia de un compuesto
mayoritario; ademas se analizaron por CCF-fase reversa las reuniones SsMC1-R5 a
SsMC1-R8, empleando como eluyente agua:acetonitrilo 5:5, reveladores sulfato cérico y
NP-PEG, de este analisis se constato la presencia de acido galico (7) y acido cafeico (8)
mediante comparacion de sus Rf's con estandares comerciales (Merck) de dichos

compuestos por CCF, asi como también por CLAR y RMN ('H y '3C)

De SsM13-15 fueron empleados 1.4 g para separacion mediante cromatografia en columna
fase normal (SsC2), eluyente diclorometano:metanol con gradiente de polaridad creciente,
obteniendo un total de 110 fracciones. Las fracciones fueron analizadas por CCF-fase
normal, eluyente dicloromentano:metanol (9:1 y 95:5); asi como por CCF-fase reversa,

eluyente agua:acetontrilo (6:4 y 8:2); reveladores sulfato cérico y NP-PEG.

De los analisis por CCF-fase normal y CCF-fase reversa fueron reunidas las fracciones con
igual contenido metabdlico generandose un total de 20 reuniones a las que se les asigno la
clave SsMC2R1 - R20, ademas en la reunion SsMC2-R7 se evidencio la presencia de 8 y

en las reuniones SsMC2-R13 y SsMC2-R16 se constato la presencia de acido rosmarinico

(9), lo cual fue mediante CCF y CLAR donde se empled un estandar comercial de dicho

compuesto para comparacion, asi como también por RMN ('H y '3C).
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Asi mismo, la SsMC2-R3 fue seleccionada para una separacion por cromatografia en
columna ya que el andlisis por CCF-fase normal y CCF-fase reversa mostro la presencia
de un compuesto mayoritario distinto a 8 y 9, por lo que a partir de 300 mg de SsMC2-R3
se hizo una separacion por cromatografia en columna fase reversa, eluyente
agua:acetonitrilo variando el gradiente de polaridad dio como resultado un total de 105
fracciones, las cuales fueron analizadas por CCF-fase reversa, eluyente agua:acetonitrilo
(9:1, 6:4 y 5:5), reveladores de sulfato cérico y NP-PEG. Las fracciones que presentaron
contenido metabdlico similar fueron reunidas generandose un total de 30, a las cuales se
les asigné la clave SsMC3R1-R30.

Las reuniones obtenidas fueron analizadas nuevamente por CCF-fase reversa, eluyente
agua:acetonitrilo 5:5 y como reveladores sulfato cérico y NP-PEG, como referencia se
emplearon estandares comerciales de 8, 9, luteolina, quercetina y glucosido de quercetina
(Merck); de éste analisis se seleccionaron las reuniones SsMC3R3-8 (16.5 mg),
SsMC3R14-16 (43.0 mg), SsMC3R21(7.5 mg) SsMC3R23 (7.6 mg) y SsMC3R26 (8.0 mg)
donde en cada una de ellas se evidencid un compuesto aislado distintos en sus Rf's y
tiempos retencion en CLAR a 2, 5, 7, 8, 9 y entre ellos, teniendo en comun que al ser
revelados con NP-PEG evidenciaron un comportamiento de tipo flavonoides. Los
cromatogramas por CLAR se presentan mas adelante y el inconveniente de la cantidad
obtenida de los 5 compuestos tipo flavonoide aislados no permitieron generar los espectros

de RMN correspondientes.

Del analisis por CCF del primer fraccionamiento de SsM, también fue seleccionada la
SsM16 ya que se observo la presencia de un compuesto mayoritario que manifesté un color
naranja cuando se observé en luz UV-Vis, por lo que se llevd a cabo una percolacion (SsP,
5.0 g) empleado silica gel fase reversa, eluyente agua:acetonitrilo variando el gradiente de
polaridad, obteniéndose un total de 8 fracciones, las cuales fueron analizadas por CCF-fase
reversa, eluyente agua:acetonitrilo (8:2 y 6:4), reveladores de sulfato cérico y NP-PEG y de
éste analisis se evidencio en la fracciones 2 - 5 un compuesto mayoritario que reveld un
color naranja al ser observado en luz UV, por lo que se decidio llevar a cabo una separacion

cromatografica con dicha fraccién (SsP2-5).

La separacién por cromatografia en columna fase reversa fue empleando 1 g de SsP2-5y
como eluyente agua: acetonitrilo variando el gradiente de polaridad, esto dio como resultado
90 fracciones, las cuales fueron analizadas por CCF-fase reversa, eluyente agua:
acetonitrilo (7:3) y revelador NP-PEG, referencias de Isosakuranetina (IS) y Glucdsido de

luteolina (GL), de éste analisis se hicieron las reuniones correspondientes con las
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fracciones que mostraron un contenido metabdlico similar, obteniéndose un total 38
reuniones a las que se les asigné la clave SsP2-5C1R1-38. Derivado de este analisis de
descarto la presencia de IS y GL, asi como que en SsP2-5C1R23, SsP2-5C1R24 (6.9 mg)
y SsP2-5C1R25 se reveld la presencia de un compuesto que mostré color amarillo y del
cual SsP2-5C1R24 se selecciond para un analisis por CLAR y tuvo un comportamiento

similar al de estandar comerciar de Isoorientina (Merck).

6.3 Determinacion de puntos de fusiéon
La determinacion de los puntos de fusién no corregidos para los compuestos aislados se

realizé en un Fusiometro Thermo scientific 9100; ambos compuestos presentaron puntos
de fusion muy similares, para el compuesto 1 (polvo morado) fue de 181.2-181. 9 °C, para
2 (cristales amarillos) fue de 181.9 — 182.7 °C; para 3 (polvo morado) fue de 185.1 -186.5
°C y para 4 fue de 185.6 — 186.9 °C

6.4 Analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)
El analisis CLAR de extractos, fracciones y compuestos aislados fue realizado en un equipo

Waters 2695 con detector de fotodiodos Water 996 y con el software Empower Pro. La
separacion fue realizada usando una columna Supelcosil LC-F (4.6 mm % 250 mm i.d., 5-
pum particle size) (Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA).

Se empled el método denominado “flavonoides” con un tiempo de duracién de 30 min, en
el que la fase movil consistié de una mezcla de 0.5% acido trifluoroacético (solvente A) y
acetonitrilo (solvente B). El gradiente del sistema fue: 0-1 min, 0% B; 2-3 min, 5% B; 4-20
min, 30% B; 21-23 min, 50% B; 24-25 min, 80% B; 26-27 100% B y 28-30 min, 0% B. El
flujo fue de 0.9 mL/min y el volumen que se inyecto de las muestras fue de 10 uL. Se realizé
un barrido de longitud de onda (A) de 300-400 nm.

6.5 Analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) del
extracto héxanico de S. sessei (SsH)
La composicidon quimica del extracto SsH fue analizada en un cromatégrafo de gases (CG)

equipado con un detector de masas cuadrupolo en modo impacto electronico a 70 eV. Los
compuestos volatiles fuero separados en una columna capilar HP 5MS (25 m long, 0.2 mm
d.i., con 0.3-uym espesor de la pelicula).

La temperatura del horno se ajusté a 40 ° C durante 2 minutos, luego se programoé a 40—
260 ° C durante 10 ° C / min y se mantuvo durante 20 minutos a 260 ° C. Las condiciones

del detector de masa fueron las siguientes: temperatura de interfase 200 ° C y rango de
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adquisicion de masa, 20-550. Las temperaturas del inyector y del detector se ajustaron a
250y 280 ° C, respectivamente. El modo de inyeccion splitless fuel realizado con 1 pL del
extracto (3 mg / mL de solucién). El gas portador era helio a un caudal de 1 ml / min. Se
realizo la identificacion de compuestos volatiles, comparando sus espectros de masas con
los de la Biblioteca del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST) 1.7 vy

comparandolos con los datos en la literatura (Adams, 2007).

6.6 Analisis por cromatografia liquida de ultra-alta resolucién-espectrometria de
masas (UPLC-Masas)
En el caso del compuesto 3 aislado, se corrid una muestra en un equipo de cromatografia

liquida de ultra-alta resoluciéon (UPLC) en un equipo UPLC Waters con detector de arreglo
de fotodiodos, automuestreador y bomba cuaternaria. La separacién fue realizada usando
una columna Acquity UPLC Beh C18 1.7 ym (2.1 mm x 50 mm i.d); acoplado a un
espectrometro de masas, Zspray Waters; bajo las condiciones siguientes: La fase movil
consistié en una mezcla de 0.3% acido formico (solvente A) y acetonitrilo (solvente B). El
gradiente fue 0-3 min, 0% B; 4 min, 30% B; 5 - 6 min, 50 % B; 7 - 8 min, 100% B; 9 -15 min,

0% B. El flujo fue de 0.3 mL/min y el volumen que se inyect6 de las muestras fue de 5 pL.

6.7 Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
Las estructuras de los compuestos aislados fueron identificadas por RMN de 'H, 3C y

experimentos bidimensionales (COSY, NOESY, HSQC y HMBC) mediante un equipo RMN
Agilent Technologies DD2 de 600 MHz, empleando como disolventes CD3;COCD3 y CDCls,
el tetrametilsilano se utilizé como referencia interna; los datos de desplazamiento quimico
(6) son reportados en ppm; la multiplicidad de las senales (s, singulete; d, doblete; ¢, triplete;
m, multiplete), el numero de hidrogenos (deducidos por integracion), y la constante de
acoplamiento J (Hz). Los compuestos fueron identificados por comparacion con los
espectros de RMN de muestras de referencia y/o con datos de RMN consultados en la

literatura.

6.8 Actividad antiinflamatoria
La evaluacidon del efecto antiinflamatorio fue mediante el modelo de edema inducido en

oreja de ratén con TPA (acetato 12-O-tetradecanoilforbol) (Young et al., 1983); para lo cual
se emplearon ratones machos de la cepa ICR (25-30 g). Los animales (n=5) se colocaron
en cajas de acrilico transparente a temperatura constante de 24 °C, con un fotoperiodo de

12/12 horas luz/oscuridad y con agua y alimento ad libitum. Como el proyecto incluyé
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animales de experimentacion, fue evaluado y aprobado previamente por el Comité Local de
Investigacion en Salud 1702 (COFEPRIS 17CI1031050) con el numero de registro R-2018-
1702-002; el manejo y cuidado de los animales se realizd de acuerdo a los procedimientos
aceptados internacionalmente (SAGARPA, NOM-062-Z00-1999). La dosis probada de
cada extracto, fraccion y compuesto, asi como de indometacina como farmaco testigo fue
de 1.0 mg/oreja. Para los compuestos 1 y 2 también se llevd a cabo una curva dosis-
respuesta con las siguientes dosis: 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/oreja y a partir de ella se
calculd la DEsp para cada uno. En la oreja derecha de cada ratdon se aplicé de forma tépica
20 pL de una solucion de TPA (0.25 pg/mL). Diez minutos después, en la misma oreja se
aplicé la cantidad correspondiente a cada una de las muestras antes mencionadas, es decir,
1.0 mg de la muestra disuelto en 20 pL del vehiculo. En la oreja izquierda (control) solo se
aplicé 20 uL del vehiculo utilizado, es decir, acetona. De igual forma se establecié un grupo
control que solo recibié en la oreja derecha 20 pL de una solucion de TPA (0.25 mg/mL) y
en la izquierda solo 20 pL del vehiculo. Cuatro horas después de la aplicacion del TPA, los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical para tomar una muestra de 6 mm de
didmetro de ambas orejas por horadacion. El incremento del peso de la muestra derecha
con respecto a la izquierda representé el edema. La inhibicion del edema se calculd con la

siguiente férmula:

Porcentaje de inhibicion (%I) = x100

Donde:
C= Edema del grupo control (tratado con TPA)

E= Edema del grupo experimental (TPA mas el compuesto)

Para el caso del compuesto 1, que presenté una actividad similar al farmaco testigo, se

calculd la potencia entre ambos empleando la siguiente expresién:

) [UM compuesto]
Potencia =

[uM farmaco]

MM es la concentracion micromolar
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6.9 Actividad antibacteriana

6.9.1 Cepas bacterianas
Los extractos, fracciones y compuestos fueron evaluados contra ocho bacterias Gram-

positivas: Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus haemolyticus 1036
(aislado clinico), Staphylococcus haemolyticus 1163 (aislado clinico), Staphylococcus
aureus ATCC 43310 (resistente a meticilina), Streptococcus fecalis ATCC 2912,
Staphylococcus pyogenes ATCC19615, Staphylococcus epidermidis 1042, Staphylococcus
hominis 592 y contra cuatro bacterias Gram-negativas: Klebsiella pneumonae ATCC
700603, Escherichia coli 4036, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella dublin ATCC
9676, las cepas ATCC asi como las aisladas del Hospital General de Acapulco, Guerrero,
México fueron proporcionadas por la Dra Patricia Alvarez Fitz y corresponden al banco de
bacterias de la Universidad Autonoma de Guerrero. Las cepas fueron resembradas en Agar
antibiotico No 1 (Merck) por 24 h a 37 °C.

6.9.2 Preparacion del Inéculo
Para los ensayos fueron tomadas de 3 a 4 colonias de cada una de las cepas a evaluar y

resembradas en caldo Mdueller-Hinton (Merck) e incubadas a 37 °C por 3 horas,
posteriormente se hizo la dilucién de cada una ellas empleando agua destilada estéril y

ajustando la turbidez con soluciéon de MacFarland 0.5, correspondiendo a 1x10* UFC/mL.

6.9.3 Concentracion minima inhibitoria (CMI)
La CMI para los extractos, las fracciones y los compuestos aislados fue determinada por la

técnica de microdilucion en caldo de acuerdo a lo indicado por el CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2013) con adecuaciones minimas (Rios et al, 1988). El
meétodo se realizé en microplacas estériles de 96 pocillos. Las muestras se disolvieron en
una mezcla DMSO: agua (20:80) a 5000 pg/mL y las concentraciones ensayadas fueron de
12.5, 25, 50 y 100 pg/mL con 200 pL de caldo Mueller-Hinton; el indculo (2 yL) conteniendo
1x10* UFC/mL fue afiadido a cada pocillo. Un nimero de pocillos fueron reservados para
el control de la viabilidad del in6culo con Mueller-Hinton y otros con Mueller-Hinton+DMSO
(sin extractos 6 compuestos). Como antibiotico de referencia fue utilizado sulfato de
gentamicina (Gen, Sigma) y las concentraciones ensayadas para determinar la MIC de este

antibidtico fueron de 0.625, 1.125, 2,5, 5, 10 y 20 pg/mL. Las placas fueron incubadas a 37
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°C por 24 horas. Después de la incubaciéon la CMI fue determinada afiadiendo a cada pocillo
una solucion de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazoilo (MTT, Sigma) al 0.05% del cual se observo
desarrollo de color rojo si hubo viabilidad de las bacterias e incoloro en el caso de no haber
viabilidad.

En el caso de los compuestos, asi como del antibidtico de referencia el valor de la CMI se

reporta en micromolar (uM).

6.10 Evaluacion de la capacidad antioxidante

6.10.1 Capacidad antioxidante por 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
Para el ensayo con DPPH, se siguio lo descrito por Mac Donald-Wicks et al. (2006) con

modificaciones menores. La actividad de los extractos, fracciones y compuestos se midié a
partir del blanqueo de una solucion metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, DPPH (Sigma)
de color purpura. Se evaluaron 25 uL de diferentes concentraciones de los extractos y
fracciones (156.25, 312.5, 625, 1250, 2500 y 5000 pg/mL) y compuestos (7.81, 15.62,
31.25, 62.5,125, 250, 500 y 1000 pg/mL) contra 175 uL de una solucion de DPPH (0.025
mg/mL). El blanco contenia todos los reactivos menos los extractos, fracciones y
compuestos mientras que los controles positivos fueron el extracto estandarizado de
Camellia sinensis (Cs) que contiene epigalocatequina 3-galato 94% (Teavigo®, 2014), y
Trolox Tx (Sigma). Las absorbancias se midieron en un espectrofotometro UV-Vis a 515
nm, en un lector de placas de Elisa (Perkin-Elmer Lambda 40 UV-Vis). El porcentaje de

inhibicién se calculé de acuerdo a la siguiente expresion:

A0 - A1

100
A1

Porcentaje de inhibicion (%I) =

Donde: A0 es la absorbancia del blanco y A1 es la absorbancia de la muestra con los
extractos a evaluar. Las determinaciones se hicieron por triplicado.

A partir de la ecuacion de la recta elaborada para cada uno de los extractos, fracciones y
compuestos, se determiné por analisis de regresion lineal la concentracion inhibitoria media
(Clso), la cual fue definida como la concentracion para inhibir la formacion de 50 % de
radicales DPPH.
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6.10.2 Capacidad antioxidante por 2,2"-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS)
Se estimé la capacidad antioxidante por ABTS conforme a los descrito previamente por Mac

Donald-Wicks et al. (2006). En general, el complejo ABTS™ se produjo in situ por la reaccion

de una solucion de 2,2 -azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico ABTS (Sigma) con
persulfato de potasio (Sigma), se tomaron 230 L y se mezclaron con 20 L de los extractos,
fracciones y compuestos a las concentraciones establecidas en el ensayo por DPPH, el
blanco contenia todos los reactivos menos los extractos o compuestos y también se
corrieron controles positivos del extracto estandarizado de C. sinensis y trolox. Se leyeron
las absorbancias a 734 nm, el porcentaje de inhibicion y la concentracion inhibitoria media
(Clso) fueron calculados conforme a lo descrito previamente en el ensayo por DPPH. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

6.10.3 Capacidad antioxidante/reductora de férrico (CARF)
El ensayo CARF se siguid con el método reportado por Firuzi et al. (2005) con

modificaciones menores. Para ello, el reactivo CARF fue preparado mezclando: FRAP en
tampodn de acetatos 300 mM (3,1 g de CH3COONa en 16 mL de acido acético glacial);
solucion 10 mM de 2,4,6-tris- (2-piridil) -s-triazina, TPTZ (Sigma) en acido clorhidrico 40 mM
y solucion acuosa 20 mM de FeClz*6H-0, lo anterior en una proporcién 10:1:1 (v/v). Los
extractos, fracciones y compuestos analizados fueron a las concentraciones previamente
indicadas en el ensayo de DPPH. Se tomaron 175 uL de una preparacion reciente del
reactivo de CARF y se incub6 a 37 °C y junto con un blanco de reactivos se ley6 a 595 nm;
luego se agregaron 25 pL de extractos, fracciones y compuestos a diferentes
concentraciones y 50 L de metanol. Se prepard una curva de calibracién con una solucién
estandar de FeSOs. Los resultados se expresaron como los mM equivalentes de FeSO4 por

gramo de extracto. Todos los experimentos se hicieron por triplicado.

6.11 Analisis Estadistico
Los resultados se expresan como la media £ error estandar. Los andlisis estadisticos se

efectuaron utilizando el paquete estadistico (SPSS™ version 23.0), las diferencias
estadisticas de la actividad antiinflamatoria y capacidad antioxidante fueron determinadas
mediante ANOVA vy prueba de Tukey, se consideraron significativas las diferencias para
una p < 0.05.
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7. Resultados y Discusién

7.1 Recoleccion y obtencion de los extractos de S. sessei B.
La cantidad de material vegetal seco y molido fue 2.74 Kg. Los rendimientos obtenidos de

la maceraciéon de 1 Kg de material vegetal son presentados en la tabla 5 donde se indica
que el total de extractos obtenidos fue de 132.2 g que corresponden 13.17% de la masa
vegetal empleada y siendo el extracto SsM el de mayor rendimiento, seguido de SsD y de
SsH.

Tabla 5 Extractos organicos obtenidos por maceracion de las partes areas de S. sessei

Extracto Clave Peso Rendimiento
() (%)
Hexanico SsH 12.9 1.29
Diclorometanico SsD 40.6 4.06
Metandlico SsM 78.8 7.82
Total 132.3 13.17

7.2 Fraccionamiento cromatografico del extracto diclorometanico (SsD)
A partir de los fraccionamientos primario y secundario de extracto SsD pudieron

identificarse y aislarse el acido ursélico (5, figura 10) y los diterpenos 1 y 2. La figura 11
muestra las placas cromatograficas donde pudieron identificarse el compuesto 5 el cual fue
comparado con el estandar comercial y ademas se compararon las reuniones del segundo
fraccionamiento con 1 y 2 aislados previamente, donde se evidencié que estaban presentes

en alguna de las reuniones; también es posible observarse la presencia de otros

metabolitos que posteriormente fueron identificados como los compuestos 3 y 4.

HO Acido ursélico (5)
Figura 10 Estructura del acido ursélico (5) presente en el extracto SsD
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Figura 11 Placas cromatograficas CCF-fase normal del extracto SsD
Eluyente Hex: AcOEt 7:3, revelador SC. R= extracto integro, C2 = Sesseina, (2); AU =
acido ursdlico, estandar comercial; R2 y R3 = AU aislado

El aislamiento de los compuestos 1 y 2 por cromatografia “flash” permitié observar que al
ser eluidos en la columna uno de ellos tomé una coloracion morada y el otro una amarilla
(figura 12) y el andlisis por CCF-fase reversa mostré que tenian unos Rf distintos. Al eliminar
el disolvente el compuesto color morado que eluyé primero formé un polvo (1) mientras el
amarillo que eluy6 posteriormente formo cristales amarillos (2), como puede observarse en

la figura 13.

2

Figura 12 Separacion por cromatografia “flash” de los compuestos 1, color morado
(Isosesseina) y compuesto 2, color amarillo (Sesseina)
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Figura 13 Placas cromatograficas CCF-fase reversa con los compuestos 1y 2
Eluyente H.O: ACN 5:5, revelador NP-PEG.

Los resultados correspondientes a la separacidén cromatografica de la reunion de fracciones
que contenian al compuesto 1, permitié también identificar en alguna de las reuniones un
nuevo compuesto (3), el cual mostré en CCF-fase reversa un Rf distinto al de 1, es decir, el
Rf de 3 fue mayor que el de 1 (figura 14). En el aislamiento 3 por cromatografia “flash”, se
observo el mismo comportamiento que 1y 2, es decir, primero fue observado la presencia
de un compuesto morado (4) y conforme se movio el gradiente de polaridad se observé la
presencia de uno de color amarillo (5), por lo que, a partir de este comportamiento, se infirié
que fuesen analogos a isosesseina (1) y seseina (2). La caracterizacién por CLAR y UPLC

del compuesto 3 se presentan mas adelante.

Figura 14 CCF fase reversa, revelador NP-PEG, eluyente H,O: ACN (5:5)
Fracciones obtenidas por cromatografia “flash” para aislar sesseina (S, 2). En las
fracciones 3 y 9 se evidencia la presencia de un compuesto aislado con un Rf distinto al
de 2, el cual fue identificado como compuesto 3.
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7.2.1 Perfil cromatografico por CLAR del extracto diclorometanico (SsD), sesseina (2)

y sesseinol (4)
El analisis por CLAR del extracto SsD (figura 15) permitié identificar un compuesto

mayoritario que presentd un tiempo de retencion de 26.169 min con dos longitudes de
maxima absorbancia (A= 270 y A2 = 400 nm) lo que indic6 de acuerdo a los datos descritos
por Michavila y colaboradores (1986) que corresponde a una estructura con la presencia
del cromoéforo quinona, el cual proporciona un color intenso en la molécula que lo contiene
debido a la presencia de dobles enlaces conjugados en el anillo de seis carbonos y que
presentan dos longitudes de maxima absorbancia entre 260 a 500 nm y que se ha reportado
que ésta presente en diterpenos tipo royleanona, como la horminona y 7o-
acetoxiroyleanona (Michavila et al., 1986), el cual fue identificado posteriormente como el

compuesto 2.
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Figura 15 a) Perfil cromatografico por CLAR del extracto diclorometanico (SsD) de S.
sessei; (b) cromatograma por CLAR y (c) espectro UV-Vis del compuesto 2

En la figura 16 se presenta el cromatograma correspondiente al compuesto 4 el cual tuvo
un tiempo de retencién de 26. 908 min y mostré en luz UV dos bandas absorbancia (A1 =
298.2 y A\> = 434.3nm); estos datos corroboraron que es un nuevo metabolito distinto a 2, el
cual en las mismas condiciones de CLAR, presenté un tiempo de retencion de 26.154 min

y dos bandas de absorbancia a (A1 = 269.8 y A2 = 407.8nm). Aunque ambos compuestos
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presentaron de igual forma dos longitudes de absorbancia, pero siendo éstas diferentes, el
desplazamiento de la mismas hizo inferir que pudiesen estar presenten los mismos
cromoforos (anillo de quinona y grupos carbonilos) pero con algun cambio en los grupos
funcionales sustituyentes presentes en 4, como la presencia del grupo hidroxilo (OH"), el
cual estuviera haciendo esos corrimientos a regiones mas altas en las longitudes de
maxima absorbancia en ambas estructuras, este efecto es conocido como batocrémico que
consiste en el desplazamiento del espectro de absorcién de una sustancia hacia longitudes
de ondas mayores, ocasionado por la presencia de electrones desapareados los grupos

funcionales presentes en la estructura molecular (Yadav L.D.S., 2005).
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Figura 16 a) Cromatograma por CLAR y b) Espectro UV-Vis del compuesto 4

7.3 Fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico (SsM)
Del fraccionamiento primario del extracto SsM fueron obtenidas 16 reuniones las cuales

fueron analizadas por CCF-fase normal y al ser comparadas con 2, asi como con
estandares comerciales de acido ursolico (5) y B-sitosterol (6); no se evidencio la presencia
de 2 en ninguna de las reuniones (figura 17 a y b), la presencia y aislamiento de 6 fue
principalmente en las reuniones 4 a 6 (figura 18) , de igual manera 5 se encontré en las
primeras fracciones, siendo el compuesto mejor identificado en la reuniéon 9; de igual
manera, en las reuniones 10 -12 fue observada la presencia de un metabolito distinto a 1,
5 y 6 comparado con su desplazamiento en la CCF; en las reuniones 13 a 15 se encontrd
un compuesto con un desplazamiento similar a 5 pero con un comportamiento diferente al
observarse a la luz ultravioleta (UV) (figura 17 b). A partir del anterior analisis se decidié

juntar las reuniones 10 a la 12 (SsM10-12) con el propdsito de aislar el compuesto
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identificado distinto a 1 y 5, asi como también se juntaron las reuniones 13 a la 15 para

aislar compuestos de interés (SsM13-15).
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Figura 17 Placas cromatograficas: a) CCF-fase normal (eluyente Hex: AcOEt 7:3, revelador
SC) y b) CCF-fase reversa (eluyente H2O: ACN 7:3, revelador NP-PEG) de las reuniones
del fraccionamiento de SsM). R = extracto SsM, C2 = Compuesto 2, AU = acido ursélico
estandar, BS = B-sitosterol estandar

p-sitosterol (6)

HO
Figura 18 Estructura del 3-sitosterol (6) presente en fracciones del extracto SsM

Del resultado del fraccionamiento cromatografico de SsM10-12 y a partir del analisis por
CCEF se evidencio la presencia de dos compuestos en las fracciones 2 a la 7 (figura 19), los
cuales una vez identificados y aislados correspondieron al acido galico (7) y al acido
cafeico 8 (figura 20) y cuyas estructuras fueron corroboradas por comparacion con los tr’s
de los estandares comerciales en CLAR y por el analisis de sus desplazamientos quimicos
de las sefales de sus espectros de RMN ('H y '3C) (figuras A4, A5, A6, A7).
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Figura 19 Placas cromatograficas: a) CCF-fase normal (eluyente Hex: AcOEt 5:5, revelador
SC) y b) CCF-fase reversa (eluyente H2O: ACN 7:3, revelador NP-PEG) de las reuniones
del fraccionamiento de SsM). R = fraccion SsM10-12, AU = acido ursdlico estandar.

RO ~ OH

HO OH
Acido galico (7) Acido cafeico (8)

Figura 20 Estructura del acido galico (7) y acido cafeico (8) presentes en la fraccion
SsM10-1

El resultado del fraccionamiento de SsM13-15 y el analisis por CCF se identifico la
presencia del compuesto 8 en la reunion SsMC2-R7 y en las reuniones SsMC2R13 y
SsMC2-R15 se identificd al acido rosmarinico (9) (figura 21 a), lo cual fue corroborado por
comparacion de su tr con el de un éstandar comercial, asi como también por RMN ('H y
13C) (figura 22). El fraccionamiento de la SsMC2-R3 y el andlisis por CCF se muestran en
la figura 21 b) donde se indican los cinco compuestos tipo flavonoides aislados y que fueron
comparados en sus Rf’s con luteina, quercetina y glucésido de quercetina comerciales,
mostrando los cinco metabolitos aislados distintos Rf’'s comparados con los de los

estandares comerciales.
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Figura 21 Placas cromatograficas: a) CCF-fase reversa del fraccionamiento de SsM13-15,
R = fraccion SsM13-15, AC = acido cafeico estandar; AR = acido rosmarinico aislado; b)
CCF-fase reversa del fraccionamiento del SsMC2-R3. R = fracciéon SsMC2-R3, L =
luteolina, Q = quercetina, GC = glucésido de quercetina, AC = acido cafeico, AC = acido
rosmarinico, fracciones con compuestos tipo flavonoides aislados: SsMC3R3-8,
SsMC3R14-16, SsSMC3R21, SsMC3R23 y SsMC3R26

OH
HO
\ (0] OH
HO Acido rosmarinico (9)

Figura 22 Estructura del acido rosmarinico (9) presente en la fracciéon SsM13-15

La presencia de 7, 8 y 9 en el extracto metandlico de S. sessei evidenciada en este estudio
contribuyen a la quimiotaxonomia de esta especie, ya que en otras especies del género
Salvia han sido reportado este tipo de compuestos y también se han asociado a sus
actividades farmacolégicas estudiadas, por ejemplo la S. palaestina donde fue reportado la
presencia de flavonoides como la luteolina y polifenoles como la salpalaestinina, a los
cuales se le ha demostrado actividad antiinflamatoria y antioxidante; la S. miltiorrhiza, una
especie utilizada en la medicina tradicional china, esta presente el acido salviondlico B, que
es un polifenol y demostré que tener actividad neuroprotectora; en otras especies como S.
candidissima, S. limbata, S. microstegia, S. nemorosa, S. verticillata y S. virgata, se han
reportado una elevada concentraciéon de polifenoles y flavonoides con actividad
antioxidante, antiinflamatoria, citotoxica y anticancérigena. (Shehadeh et al., 2014;
Dziurzynsky et al., 2013; Murat, et al., 2009).
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La figura 23 muestra el resultado del analisis por CCF de la SsP2-5 donde fue identificado
y aislado un compuesto tipo flavonoide similar a isoorientina (10) (figura 24) pero debido a
que la cantidad obtenida fue pequefia (10 mg) no pudo caracterizarse por RMN este

compuesto, solo su comportamiento en CLAR fue comparado con un estandar de

isoorientina (10).

Figura 23 CCF fase reversa, revelador NP-PEG, eluyente H20: ACN (7.3). R = SsP2-5;
23,24,25 y 26 fracciones donde se aislé un flavonoide tipo isoorientina (10). IS =
Isosakuranetina; GL = Glucdsido de luteolina.

Isoorientiena (10)

OH O

Figura 24 Estructura de la isoorientina (10) propuesta para el compuesto aislado de la
fraccion SsP2-5
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7.3.1 Perfil cromatografico por CLAR del extracto SsM y del acido cafeico (8), acido
rosmarinico (9) e isoorientiena (10)
El analisis por CLAR del extracto SsM (figura 25) permitié identificar un total de 6

compuestos con los siguientes tiempos de retencion y longitudes de maxima absorbancia:
tr=38.83 min (A= 243.9 y A2 = 327.9 nm); tr = 8.98 min (A= 245.1 y A2 = 327.9 nm); tr= 9.11
min (A= 215.7, A2 = 273.4 y A3 = 351.7 nm); tr= 9.4 min( A= 219.2, A, = 242.7 y \3 = 325.5
nm ); tr = 9.7 min (A= 208.7 y A2 = 284.0 nm); tr = 11.3 min (A= 207.5y A2 = 329.1 nm).
Conforme a lo citado en literatura, las longitudes de onda que oscilan entre 200 a 220 nm
son caracteristicas en compuestos con grupos carbonilos en su estructura, mientras que
las longitudes de onda que oscilan entre 230 a 250 nm son tipicas para insaturaciones y
grupos aromaticos, mientras que las que oscilan entre 260 a 330 nm pueden corresponder
a la presencia de acidos carboxilicos en la estructura, por lo que estos compuestos pueden
corresponder a polifenoles acidos, asi como flavonoides, los cuales tienen anillos
aromaticos y grupos carbonilicos dentro de su estructura y como fue sefalado con
anterioridad son los tipos de compuestos que mayormente se han reportados en varias

especies del género Salvia (Yadav L., 2005).
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Figura 25 Perfil cromatografico por CLAR y espectros UV-Vis del extracto metandlico (SsM)
de S. sessei

En la figura 26 a) muestra el cromatograma de 8 con un tr=9.22 miny A= 219.2, A\ =241.5
y Az = 325.5 nm y que comparados con un estdndar comercial de 4cido cafeico analizado
en las mismas condiciones fueron muy similares, por lo que se dedujo que el compuesto
aislado y el estandar son el mismo compuesto; de igual forma la figura 26 b) presenta el
cromatograma para 9 con un tr=11.01 miny A= 207.5y A2 = 330.3 nm, los cuales al ser

comparados con un éstandar comercial de acido rosmarinico analizado en las mismas
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condiciones fueron muy similares por lo que se dedujo que ambos son el mismo compuesto;
ademas en ambos casos, el analisis de sus espectros por RMN (se muestran los resultados
mas adelante) confirmaron que en ambos metabolitos aislados, las sefiales
correspondieron a la de los éstandares con los que se compararon y lo reportado

previamente en la bibliografia.

Con respecto al compuesto 10, la figura 27 presenta el cromatograma obtenido donde se
observa un tr = 8.97 min, A= 218.4, A2 = 255.7 y A3 = 348.2 nm, mismos que al ser
comparados con un éstandar comercial de isoorientina analizada en las mismas
condiciones cromatograficas fueron muy similares ( tr=9.03 min, A= 219.1, A2 = 257.7 y A3
= 349.4 nm) por lo que pudo inferirse que el compuesto aislado puede tratarse de una
flavona, pero debido a que no pudo realizarse el analisis de la muestra por RMN, no fue

posible confirmarse la estructura, sin embargo, se propone que 10 corresponda a la

isoorientina.
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Figura 26 a) Cromatograma por CLAR y b) espectro UV-Vis del compuesto 8; c)
Cromatograma por CLAR y d) espectro UV-Vis del compuesto 9
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Figura 27 Cromatograma por CLAR del compuesto 10

7.4 Caracterizacion por UPLC-Masas del isosesseinol (3)
En la figura 28 se presenta el espectrograma correspondiente al compuesto 3 mismo que

tuvo ion molecular (m/z) = 361.22 uma [M+1] que comparado con el peso molecular de 2
(402.44 uma) presenta una diferencia de 41.22 uma, lo cual puede ser derivado de la
pérdida del grupo acetilo (CH3CO-, 43.0 uma) presente en la posiciéon 7 y quedando ahora
en esa posicién un grupo hidroxilo (OH), lo cual nos permite proponer la estructura que
denominamos Isosesseinol (3) y que su correspondiente isdmero seria el sesseinol (4)
aislados en la misma estrategia experimental, los ion con una m/z = 315.17 uma puede ser
generado por la pérdida en la posicion 10 del grupo isopropilo [M+ CH3;CCH3*?]* y el de m/z
= 167. 89 uma a la de [benzofenona] (figura 29); la estructura de 4 fue reportado por
Jiménez y colaboradores (1988), quienes a partir del compuesto 2 aislado previamente de
un extracto acetoénico de hojas de y mediante una reaccion de derivatizacion de hidrélisis
basica, empleando metanol basico y reflujo pudieron obtenerla (Jiménez et al., 1988), y en
el caso del presente trabajo es el primer reporte donde se han aislado ambos compuestos
isoméricos (3 y 4) a partir de material vegetal, sin ninguna reaccion de derivatizacién previa
y junto con los compuestos 1 y 2 permiten destacar la presencia de éste tipo de diterpenos
que hasta la fecha no se han reportado en otras especies tanto del género Salvia como en

las que integran a la famila de las Lamiaceae.
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Figura 28 Espectro de masas del compuesto 3 ion molecular (m/z) = 361.22 uma [M+1]

Figura 29 Estructuras quimicas de los diterpenos tipo royleanona aislados de Salvia sessei

Benth.
3: 7,14-dihidroxiabieta-8,13-diene-11,12-diona-19,20-6-lactona (Isosesseinol)

4: 7,12-dihidroxiabieta-8,13-diene-11,14-diona-19,20-6-lactona (Isosesseina)
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7.5 Perfil cromatografico por CG-EM del extracto héxanico de S. sessei (SsH)

El analisis del espectrograma (figura A1) de SsH por CG-EM permitié la identificaciéon de 7
compuestos (figura 30), en la tabla 6 son listados los compuestos en orden de elucién:
espatulenol (11), oxido de p-cariofileno (12), heptacosano (13), nanocosano (14),
hentriacontano (15), B-sitosterol (6) y acetato de -sitosterol (16); de lo anterior, podemos
destacar que se encontré6 una elevada presencia de compuestos alifaticos como el
hentriacontano (17.4%), nonacosano (8.35%) y heptacosano (5.39%) y también la

presencia de triterpenos como B-sitosterol (5.19%) y acetato de 3-sitosterol (2.35%).

Tabla 6 Composicion quimica del extracto SsH de S. sessei

Tiempo de retencion | Peso Molecular Compuesto % en la muestra

(min) (u.m.a)

15.18 220 Espatulenol 3.54
15.26 220 Oxido de B-cariofileno 6.86
27.37 380 Heptacosano 5.39
28.38 408 Nonacosano 8.35
32.66 436 Hentriacontano 17.4
36.43 414 B-Sitosterol 5.19
39.36 456 Acetato de (B-Sitosterol 2.35
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Figura 30 Estructura de los compuestos identificados en el extracto SsH.

Espatulenol (11), 6xido de pB-cariofileno (12), heptacosano (13), nanocosano (14),
hentriacontano (15), 3-sitosterol (6) y acetato de 3-sitosterol (16)
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7.6 Elucidacion por RMN de isosesseina (1) y sesseina (2)
El analisis de los espectros de RMN 'H y '3C (figuras 31, 32, 33y 34) y de los experimentos

bidimensionales COSY, NOESY, HSQC y HMBC (figura A2, figura A3), nos permitié obtener
los datos espectroscopicos (tabla 7) de 1 y 2 mismos que fueron comparados con lo descrito
en la literatura (Jiménez et al., 1988) lo cual confirmd que, en el caso de 1, este compuesto
diterpénico es el 7a-acetil- 12-hidroxiabieta-8,13-diene-11,14-diona-19,20-0-lactona,

conocido como “sesseina” (2) (figura 35).
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Figura 31 RMN 'H (CD3COCD3, 600 MHz) compuesto 1
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Figura 33 RMN 'H (CDCls, 600 MHz) compuesto 2
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Figura 34 RMN 3C (CDClIs, 150 MHz) compuesto 2

El compuesto 1 presentd los mismos desplazamientos quimicos que 2, excepto en las
posiciones C-12 y C-14, ya que se trata del par tautomérico, es decir, hay intercambio de
los grupos funcionales de un carbonilo (C=0) a un hidroxilo (OH-) y de un hidroxilo (OH") a
un carbonilo (C=0), respectivamente. Esto fue corroborado por las correlaciones en los
experimentos bidimensionales (figura 36, figura A3), principalmente entre el protéon H-7 (&
= 5.98) y el C-14 (6 = 184.51), dando una mayor consistencia para el tautomero de O-
quinona, por lo que este compuesto es el isdbmero estructural 7a-acetil- 14-hidroxiabieta-
8,13-diene-11,12-diona-19,20-0-lactona (figura 35), al cual se denominé “isosesseina”(1)
este efecto se ha reportado previamente para estructuras diterpénicas con el anillo de
quinona, como el caso de los diterpenos tipo abietano, la 7-O-acetilhorminona y horminona,
que se encuentran en muchas especies de Salvia y a los que se le comprobd su
tautomerismo mediante el andlisis de las correlaciones entre los H-7 y C-14, empleando
ensayos bidimensionales como HMBC y NOESY (Rungsimakan y Rowan, 2014); por lo

que éste efecto es reportado por primera vez en éste trabajo para la sesseina y solo fue
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posible su determinacion mediante técnicas de RMN 2D, como el ensayo HMBC y NOESY

aplicados para dicho fin en el presente trabajo.

Figura 35 Estructura quimica de los dos diterpenos tipo royleanona aislados de S. sessei
Benth.

1: el 7a-acetil- 12-hidroxiabieta-8,13-diene-11,14-diona-19,20-5-lactona (isosesseina).

2: 7a-acetil- 14-hidroxiabieta-8,13-diene-11,12-diona-19,20-6-lactona (sesseina)

Figura 36 Correlaciones claves de HMBC en los compuestos 1y 2
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Tabla 7 Datos espectroscopicos de RMN para los compuestos 1y 2 (600 Mhz, 1 en

CDsCOCDs3, 2 en CDCls, & ppm, J en Hz)

" HSQC HSQC
Posgzlon 1 2 HMBC
&5 'H-RMN | & °C-RMN & "H-RMN & SC-RMN
Ha 1.46 (td, J =
1.93, 5.15, 12.88) 2,3, 5,10,
1 133, 275 36.16 b 3.87 o e | 3539 ~
12.88)
Ha 1.86 (m)
2 176, 1.76 21.82 o 193 o) 20.84 | 1,3,4,10
Ha 2.0 (ddd, J =
13,52, 9.01, 3.8) fo4E
3 181, 1.60 41.19 Hb1.60 (ddd, J | 4010 | o %h
=13, 5.15, 52, 18,
8.37)
4| 4273 41.84
3,6,7,9
H 1.89 (dd, J = 6, 7, 9,
5 1.89 43.68 g yat 4258 | 10,1819,
Ha 1.59 (ddd, J =
3.86, 3.86, 14.81) 4,5,7,8,
6 157, 2.07 26.62 o210 (dt ) o 25.85 .
1.3, 4.51, 14.81)
H 6.01 (dd, J = 56,89 1,
7 5.98 64.09 1 65, 586 1 62.01 8
8 | 142.40 140.37
R 143.44 143.72
10 | e 38.08 37.59
T 193.15 183.4
12 | 168.65 150.74
13 | 120.34 125.04
14 | 181.83 184.51
H 3.18 (hept, J = 12,13, 14,
15 3.19 24 81 6, 24.25 6 it
H1.19 (d, J=
16 111 20.97 700 1958 | 13,1517
17 114 21.51 H 1'§50(2‘7;’J: 1976 | 13,15, 16
18 113 23.54 H 1.24 (s) 23.08 | 3,4,5, 14
19 | v 175.17 174.83
Ha 4.86 (d, J =
12.23)
20 | 4.79,4.31 75.06 Hb 426y u= | 7337
1,93, 12.23)
T 169.81 169.05
2 1.95 21.31 H2.07 (s) 21.01
OH-12 7.29
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s: singulete, d: doblete, t: triplete, hept: heptete, m: multiplete; dd: doble de dobles; ddd:
doble de doble de dobles, td: triplete de dobles; d, br. doblete ancho

7.7 Elucidacién por RMN del acido galico (7), acido cafeico (8) y acido rosmarinco (9)

En el caso de 7, el analisis del espectro RMN 'H (figura A4) se encontré un singulete a 6 =
7.05 ppm que integra para dos protones equivalentes (H-2 y H-6). En el espectro de RMN
13C (figura A5) se observo una sefial en 6 = 110.4 ppm relacionada con los carbonos
equivalente C-2 y C-6, la sefal en 6 = 146. 5 ppm correspondieron a los dos carbonos
equivalentes C-3 y C-5 y una sefial en 6 = 170.5 ppm caracteristica de carbono carbonilico
en C-1’; estos datos fueron comparados con los reportados en la literatura y corresponden
al acido galico (Reiersen et al., 2003).

El analisis RMN 'H (figura A6) y '3C (figura A7) de 8, mostré sefiales de protén del tipo
aromatico en sistema ABX y enlace doble en posicion trans. De acuerdo con la comparacion
de los datos espectroscopicos con los de la literatura (Jeong et al., 2011), este compuesto
corresponde al acido cafeico.

El analisis RMN 'H (figura A8) y '3C (figura A9) de 9, mostré sefiales de protén del tipo
aromatico en sistema ABX y enlace doble en posicion trans el cual corresponde a un éster
de acido cafeico, el cual se encuentra unido a un acido 3,4-dihidroxifenilactico. De acuerdo

a los datos espectroscopicos este corresponde al acido rosmarinico.
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7.8 Actividad antiinflamatoria de extractos, fracciones y compuestos aislados de S.
sessei

Debido a que la erisipela (hinchazén roja o blanca de las piernas) cursa con un fondo
inflamatorio importante y S. sessei es usada en la MTC para tratar dicho padecimiento, se
decidié medir su capacidad antiinflamatoria con el método de edema en oreja de ratdon
inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), por ser un ensayo confiable para
evaluar en un modelo de inflamacién aguda (Patel et al., 2012); es conocido que esta
sustancia es capaz de inducir una respuesta inflamatoria aguda empleando una dosis de
2.5 ug/oreja, la respuesta inflamatoria es caracterizada por la vasodilatacion, migracién
celular, generacién de especies reactivas de oxigeno y formaciéon de edema durante las
primeras 3 0 4 horas de la aplicacion del irritante (Rao et al., 1993; Gabor, 2000).

Los resultados correspondientes al efecto antiinflamatorio de los extractos, fracciones y los
compuestos aislados se presentan en la tabla 8 y figura 37 donde a una misma dosis de
1.0 mg/oreja, todos los extractos y compuestos presentaron actividad antiinflamatoria; en el
caso de los extractos, el porcentaje de inhibicién fue incrementandose conforme se
aumento la polaridad del disolvente empleado, es decir, 40.55 £ 0.5% para el SsH, 56.01
1.1% para el SsD y 66.0 05 + 0.3% para el SsM. Mientras que de las fracciones
provenientes del extracto metandlico, la SsM13-15 es la que tiene el mas alto efecto
inhibitorio (72.37 £ 1.6%), seguida de la SsP2-5 (53.31 £ 1.2 %) y la de menor efecto
correspondié a la SsM10-12 (38.69 + 1.2%). La comparacion estadistica de los extractos y
fracciones frente al farmaco de referencia mostré que la fraccion SsM13-15 no presento
diferencia significativa en el porcentaje de inhibicion de la inflamacion (p < 0.05).

De los compuestos aislados el mayor porcentaje de inhibicion fue de 79.85 + 3.5% para 1,
seguido de 64.47 £ 0.7% para 4, de 54.36 £ 1.7% para 2 y de 42.67 £ 0.7% para 3; para
Indo fue 75.24 + 2.4%. La comparacion estadistica entre compuestos contra Indo indico
que el compuesto 1 no es significativamente diferente en el porcentaje de inhibicion de la
inflamacién (p < 0.05) y ademas al calcular su potencia contra este fue de 0.9, lo cual
demuestra una equivalencia en actividad antiinflamatoria entre ambos tratamientos.

La actividad antiinflamatoria de los extractos y fracciones puede estar asociada a su
contenido metabdlico, el caso del extracto SsH, que mostré la presencia de hidrocarburos
como es el hentriacontano, compuesto mas abundante en el extracto, para el cual se ha

reportado un potencial supresor en mediadores proinflamatorios como NO, PGE2, LTB4 y
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en la translocacion de NF —kB inducida por LPS (Khajuria et al., 2017). De igual manera, es
de destacar que la presencia del B-sitosterol puede contribuir de manera significativa en el
efecto que alcanzo dicho extracto ya que se ha reportado la capacidad que tiene de inhibir
la inflamacion (Valerio et al., 2011).

Para el caso del extracto SsD, la actividad antiinflamatoria puede estar relacionada
directamente con los compuestos aislados del mismo, como fueron el acido ursélico (5) y
los diterpenos 1, 2, 3, 4. En cuanto a 5 que es uno de los principales componentes en
muchas plantas, la actividad antiinflamatoria esta asociada a su capacidad de inhibir la
produccion de mediadores de la inflamacion al suprimir al NF —kB, enzimas como la FLA-2
iINOS, COX-2 (Checker et al., 2012). En relacion a los cuatro diterpenos tipo abietano
aislados en el presente trabajo, es la primera vez que se evaluan y reporta su efecto
antiinflamatorio; no obstante, se ha reportado que diterpenos tipo abietanos con anillos de
quinona aislados de Tripterygium hypoglaucum, tuvieron la capacidad de inhibir la
produccion de mediador importante de la inflamacion como lo es el NO, en el ensayo con
macrofagos RAW 264.7 inducidos por LPS (Chen et al. 2018); por lo anterior, es importante
profundizar en el mecanismo de accién de éstas nuevas estructuras ya que la posicion que
tienen los grupos carbonilo e hidroxilo pudiera estar jugando un papel determinante en el
efecto que tienen estos compuestos.

La actividad mostrada por el extracto SsM y sus fracciones SsM10-12, SsM13-15 y SsP2-
5 puede asociarse a la presencia de los compuestos tipo polifenoles en los mismos, como
fueron el acido galico(7), acido cafeico (8) y rosmarinico (9), asi como la de una flavona,
como fue la isoorientina (10), que fueron identificados y aislados en este trabajo para los
que se ha reportado su elevada actividad antiinflamatora inhibiendo el funcionamiento de
los leucocitos polimornucleares, en el caso 7 y 10, se reportdé que disminuyen la expresion
de NF—kB vy la secrecion de la IL-6, para 7 el estudio fue realizado con cultivos primario de
endometriosis y para 10 fue con células RAW 264.7, iducicidas por LPS; de igual forma
para 8, 9 y 10 se ha reportado en ensayos in vitro una elevada actividad al inhibir Ila
produccion de NO, iINOS y COX-2; ademas para 7 se ha reportado que inhibe las reacciones
alérgicas inflamatorias al bloquear la liberacion de histamina y citosinas proinflamatorias
(Choi et al., 2018, Chen et al., 2018, Anilkumar et al., 2017; Kim et al., 2006).
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Tabla 8. Porcentaje de inhibicién de la inflamacién (%) de los extractos, fracciones y
compuestos aislados de S. sessei a 1.0 mg/oreja.

Porcentaje de
Muestra inhibicion (%)
SsH 40.55+0.5
SsD 56.01+1.1
SsM 66.07 £ 0.5
SsM10-12 38.69+1.2
SsM13-15 72.37 1.6
SsP2-5 53.31+1.2
1 79.85+ 3.5
2 54.36 + 1.7
3 42.67 £ 0.7
4 64.47 + 0.7
Indo [1mg/oreja] 7524+ 2.4
100 1
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Muestra [1.0 mg/oreja]

Figura 37 Porcentaje de inhibicién de la inflamacion (%) de los extractos, fracciones y
compuestos aislados de S. sessei en edema inducido por TPA en oreja de ratén a 1.0
mg/oreja.

SsH (S. sessei hexano), SsD (S. sessei diclorometano), SsM (S. sessei metanol), SsM10-
12, SsM13-15 y SsP2-5 (fracciones de SsM) 1, 2, 3 y 4 (compuestos aislados), Indo
(Indometacina). Los valores se reportan como promedio £ sem. n=5. ANOVA, Tukey *
p<0.05 Indo.

81




Aislamiento y evaluacion bioldgica de compuestos de la especie vegetal \‘
Salvia sessei Benth \;ﬁcu T

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL de FarmaCl.a
Conocimiento a

ESTADO DE MORELOS

d servicio de la saluc

Los compuestos 1 y 2 probados a diferentes dosis (0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mg/oreja),
suprimieron el edema inducido por TPA en oreja de raton de una manera dosis dependiente
como se puede observar en la figura 38. Para el compuesto 1, los porcentajes de inhibicién
fueron: 7.73 £+ 1.2, 25.78 £ 1.5, 49.0 £ 1.4, 77.85 £+1.3 y 74.02 + 1.2 %; para el compuesto
2 fueron: 17.53 £ 1.7, 30.81 + 1.0, 44.88 + 1.4, 54.36 + 3.0, 43.30 £ 0.6 %. Todas las dosis
evaluadas de ambos compuestos presentaron diferencias significativas entre ellas, excepto
las dosis del compuesto 1 a 1.0 y 2.0 mg/oreja que tuvieron efecto similar al de indometacina
a 1.0 mg/oreja. La dosis efectiva media (DEso) calculada para el compuesto 1 fue de 0.337
+ 0.04 mg/oreja y para el compuesto 2 fue de 0.267 £ 0.06 mg/oreja y no presentaron
diferencias significativas entre ambas. Derivado de lo anterior, se puede inferir que la
actividad antiinflamatoria de SsD se debe a la presencia mayoritaria de los compuestos 1y

2 para los que no habia reportes farmacolégicos previos.
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Figura 38 Curvas dosis-respuesta para los compuestos 1 y 2 aislados de S. sessei e Indo
(Indometacina).
Los valores se reportan como promedio + sem. n=5. ANOVA, Tukey *p<0.05 Indo.
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7.9 Actividad antibacteriana

Los resultados de la actividad antibacteriana de los extractos y compuestos determinada
como CMI, son mostrados en la tabla 8. El extracto SsH presenté una importante actividad
contra S. hominis 592 (12.5 ug/mL) el cual es un patégeno oportunista, capaz de causar
diversas enfermedades (bacteremia, septicemia y especialmente endocarditis) (Gill et al.,
1983), en pacientes inmunocomprometidos, aunado con una preocupacion creciente de su
resistencia a meticilina llegando a constituirse como el tercer patégeno en aislados clinicos
(Bouchami, 2011; Soroush et al., 2017); la actividad de este extracto podria deberse a
compuestos alifaticos presentes como el hentriacontano que es el compuesto mayoritario y
del cual se ha reportado su actividad bacteriana (Shukla et al., 2017), ademas de los otros
aceites esenciales identificado que por lo general estan presentes en especies del género
Salvia y que han mostrado actividad antibacteriana (Tenore et al., 2011; Tan et al., 2016).
Los extractos SsD y SsM presentaron actividad relevante contra las siguientes bacterias
Gram-positivas: S. haemolyticus 1163 (100 y 50 y pyg/mL) y E. faecalis ATCC 2912 (100 y
12.5ug/mL); ademas, el SsD presento actividad contra S. hominis 592 (100 ug/mL).

La fraccion SsM10-12 fue la que mostré la mayor actividad bacteriana, con efecto contra
Gram-positivas como fueron las del género Staphylococcus: S. aureus ATCC 25923 (100
pg/mL), S aureus ATCC 43310 (100 pg/mL), S. pyogenes ATCC 19615 (12.5 pg/mL), S
hominis 592 (100 yg/mL) y contra Gram-negativas del género Escherichia: E. coli 4036 (50
pg/mL) y E coli ATCC 25922 (50 pg/mL). Cabe destacar que de esta fracciéon se aislaron
los compuestos 7, 8 y 9 los cuales podrian ser responsables de la elevada actividad de esta
fraccidon con espectro amplio. La fraccion SsM13-15 fue activa contra dos bacterias Gram
positivas: S. pyogenes ATCC 19615 (12.5 ug/mL) y S hominis 592 (50 pg/mL) y contra tres
Gram-negativas: E. coli 4036 (25 ug/mL), E coli ATCC 25922 (12.5 pug/mL) y Salmonella
dublin 9676 (12.5 pg/mL), se destaca la actividad de esta fraccién ya que las ultimas dos
bacterias mencionadas son de la familia Enterobacteriaceae y estan asociadas a
enfermedades gastrointestinales, por lo que los compuestos 8, 9 y los 5 flavonoides
presentes en ésta fraccion podrian ser selectivos para bacterias Gram-negativas, las cuales
estan presentando una elevada resistencia a antibiéticos (OMS, 2017). Para la fraccién
SsMP2-5, la actividad fue contra S. pyogenes ATCC 19615 (100 ug/mL), E. coli 4036 (100
pg/mL), E coli ATCC 25922 (25 pg/mL), donde el compuesto 10, aislado de esta fraccion

puede estar ejerciendo un papel importante en la actividad mostrada.
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El compuesto 1 presenté actividad contra dos bacterias Gram-positivas, S. haemolyticus
1163 (12.5 pg/mL, 31.09 pM) y E. faecalis ATCC 2912 (12.5ug/mL, 31.09 uM) y contra una
bacteria Gram-negativa: E. coli ATCC 25922 (12.5 pg/mL, 31.09 pM). En el caso del
compuesto 2 fue de los diterpenos isémericos aislados (1 y 2) el que presenté mayor accién
antibacteriana, es decir, cinco bacterias Gram-positivas mostraron sensibilidad contra este
compuesto: S. aureus ATCC 29213 (100 pg/mL, 248. 75 pyM), S. haemolyticus 1036 (100
pg/mL, 248. 75 uM), S. aureus ATCC 43310 (100 pg/mL, 248. 75 uyM), S. pyogenes (100
pa/mL, 248. 75 uM), S. epidermidis 1042 (100 ug/mL, 248.75 uM). El compuesto 3 fue activo
contra S. pyogenes (12.5 pg/mL, 34.72 uM), S. hominis 592 (100 ug/mL, 277.76 uM) y K.
pneumoniae ATCC 700603 (100 pg/mL, 277.76 uM). El compuesto 4, de los diterpenos
isdbmericos aislados (3 y 4), fue el que mayor actividad presentd, el efecto mostrado fue
contra dos Gram-positivas, S. pyogenes (100 pg/mL, 277. 76 uM) y S. epidermidis 1042
(100 ug/mL, 277.76 uM) y contra tres Gram-negativas, K. pneumoniae ATCC 700603 (50
pg/mL, 138.88 uM), E. coli 4036 (25 pug/mL, 138.88 uM) y E coli ATCC 25922 (25 ug/mL,
138.88 uM). Cabe indicar que este es el primer estudio sobre la actividad antibacteriana de
éstos diterpenos aislados y que ademas resultados muestran que el par de isbmeros 1y 2
tienen una mayor selectividad de actuar sobre bacterias Gram-positivas, mientras que el
par de isomeros 3 y 4 su mayor selectividad es sobre bacterias Gram-negativas, por lo que
podria inferirse que la posicion de los grupos carbonilos en el anillo de quinona vy la
acetilacion o deacetilacion en la posicion 7 en las estructuras de éstos compuestos estaria
teniendo un papel relevante en la selectividad que presentan contra las bacterias.

También es importarte mencionar la actividad de los extractos, fracciones y de los
compuestos aislados de S. sessej contra varias especies de Staphylococcus empleadas en
este trabajo, las cuales tienen hoy en dia gran relevancia clinica, como es S. aureus y S.
haemolyticus, ya que ambos se han convertido en patdgenos multirresistentes a antibiéticos
en infecciones nosocomiales (Sader et al., 2010; Barros et al., 2012; Teeraputon et al.,
2017). Es relevante indicar que, para las dos bacterias antes mencionadas, el antibiético de
referencia empleado presentd actividad a la concentracion mas alta utilizada (20 pg/mL,
43.14 uM). De igual forma se destaca que las fracciones SsM10-12 (12.5 uyg/mL) , SsM13-
15 (12.5 ug/mL), SsMP2-5 (100 pg/mL) y los compuestos 2 (100 pyg/mL, 248.75 uM), 3 (12.5
pg/mL, 34.72 uM) y 4 (100 pg/mL, 277,76 uM) fueron activos contra S. pyogenes, que es
el principal agente infeccioso en la erisipela, enfermedad para la cual es empleada la planta
en la medicina tradicional y contra cepas de S. aureus, que es el segundo agente infeccioso

para el desarrollo de la enfermedad antes referida (Celestin et al., 2007; Blackberg et al.,
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2015), por lo que podriamos considerar que en el caso de las fracciones SsM10-12, SsM13-
15y SsMP2-5 en donde estan presentes compuestos como 7, 8, 9 y 10, flavonoides y de
los isdmeros diterpénicos (1, 2, 3y 4) aislados de la planta, estan relacionados con el efecto
antiinflamatorio y antibacteriano de la S. sessei, confirmando el uso que en la MTC ha tenido
esta especie. Ademas, se destaca la actividad contra E. faecalis de los extractos SsD, SsM
y el compuesto 1, obteniendo este ultimo una actividad significativa (12.5 ug/mL, 31.09 M)
comparada con la que alcanz6 Gen, el antibidtico de referencia (20 pg/mL, 43.14 uM); la
relevancia hoy en dia de esta especie bacteriana radica en su presencia en bacteremias,
infecciones del tracto urinario, pélvicas, intra-abdominales, endocartitis, sepsis neonatal y
meningitis, ademas del desarrollo de resistencia a antibioticos (Saeidi et al., 2017). De igual
forma, se destaca que la actividad de las fracciones SsM10-12, SsM13-15, SsMP2-5 y de
los compuestos 1 y 4 contra E. coli asociada a infecciones gastrointestinales y desarrollo
de resistencia a antibiéticos beta-lactamicos (Chellapandi et al., 2017).

La elevada actividad antibacteriana de los compuestos 1, 2, 3 y 4 contra las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas evaluadas en este trabajo, esta de acuerdo con lo
reportado previamente por varios autores que a partir de algunas especies del género
Salvia de las que se han aislado diterpenos tipo royleanona que tienen al grupo quinona
presente en su estructura y que han mostrado una mayor actividad antimicrobiana
comparados con aquellos que no tienen dicho grupo, por lo que sugieren que dicha
actividad esta relacionada con este grupo funcional, como es el caso para 1, 2, 3y 4 (Yang
et al., 2001; Ulubelen 2003; Kuzma et al. 2007), aunado a que estos dos compuestos
presentaron un anillo &-lactona, que puede contribuir significativamente en su actividad
antibacteriana y que en general los hacen ser compuestos con potencial de amplio espectro

bacteriano.
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Tabla 8 Actividad antibacteriana de los extractos, fracciones y compuestos aislados de S.
sessei. Concentracién minima inhibitoria (MIC) expresado en pug/mL y micromolar (uM)
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SsH (S. sessei hexano), SsD (S. sessei diclorometano), SsM (S. sessei metanol);
fracciones activas del extracto metandlico: SsM10-12, SsM13-15, SsMP2-5; compuestos
aislados 1: Isosesseina, 2: Sesseina 3: Isosesseinol, 4: Sesseinol; Gen (Gentamicina).

Sa1: Staphylococcus aureus ATCC 25923; Sa2: Staphylococcus aureus ATCC 43310; Sh1:
Staphylococcus haemolyticus 1036; Sh2: Staphylococcus haemolyticus 1163 (aislado
clinico); Sf: Streptococcus faecalis ATCC 2912; Sp: Staphylococcus pyogenes ATCC
19615; Se: Staphylococcus epidermidis 1042; Sho: Staphylococcus hominis 592: Kp:
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Ec1: Escherichia coli 4036, Ec2: Escherichia coli
ATCC 25922; Sd: Salmonella dublin 9676; ----sin crecimiento bacteriano; + crecimiento.
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7.10 Capacidad antioxidante de los extractos, fracciones y compuestos aislados

Los resultados obtenidos en los tres ensayos donde se evalué la capacidad antioxidante de
los extractos, fracciones y compuestos aislados de S. sessei son mostrados en las figuras
39, 40, 41, 42, 43 y 44 en la tabla 9. El extracto SsH present6 baja capacidad antioxidante
a las concentraciones evaluadas tanto en el ensayo de DPPH y ABTS por lo que no fue
posible determinar su Clso. Sin embargo, presenté mejor capacidad reductora en CARF con
1038.19 £ 10.0 Eg mM FeSOs4, aunque menor a los otros dos extractos (SsD y SsM) y al
de C. sinensis, por lo que compuestos identificados en éste extracto como los triterpénicos
B-sitosterol, acetato de [-sitosterol principalmente, pueden ser los responsables de
capacidad reductora mostrada.

Por el contrario, los extractos SsD y SsM mostraron buena actividad antioxidante; en el
ensayo DPPH, SsD fue el que obtuvo la mejor actividad de los tres extractos de S. sessei
(3313.39 £ 20.79 pg/mL) la cual mostrd un valor de Clsp, 1.7 veces mayor comparado con
la Clso de C. sinensis (1961.80 + 30.91 ug/mL), que fue el extracto de referencia y que
alcanzé la mejor actividad, cabe resaltar que en este ultimo, hay una presencia elevada
(94%) del polifenol epigalocatequina 3-galato, que posee efecto antioxidante; no obstante,
en los ensayos de ABTS y CARF es SsM (1.34 + 0.03 pg/mL, 1723.75 + 1.7 Eq. mM FeSO,)
el que mejor capacidad antioxidante y reductora presenta, superando en ambos
experimentos al extracto de C. sinensis (14.24 + 0.04 ug/mL, 1612.64 £ 0.7 Eq. mM FeSO,)
que tuvo una concentracion inhibitoria media 10.6 mayor en DPPH y su Eq. mM fue 0.9
menos que el de SsM. La actividad manifestada por SsD y SsM podria estar asociada con
compuestos flavonoides, terpenoides y polifenoles reportados en el género Salvia, como
ejemplo, lo reportado para extractos metandlicos, diclorometanicos y acuosos de S.
blepharochlaena, S. euphratica var. leiocalycina y S. verticillata subsp. amasica, en donde
fueron identificados compuestos como el &acido rosmarinico, acido galico, luteolina,
hesperidina y una amplia variedad de abietanos diterpenicos, mismos que mostraron
capacidad antioxidante en ensayos de DPPH, ABTS, CARF y enzimaticos como el de la
actividad de la catalasa (Wang et al., 1998; Tepe et al., 2006; Bahadori et al., 2015; Alipic,
2017).

Las fracciones de SsM analizadas presentaron capacidad antioxidante y en algunos casos
mejor que del extracto estandarizado de C. sinensis con el cual fueron comparados, como

lo fue la fraccion SsMP2-5 que en el ensayo de DPPH obtuvo la mejor Clso = 570.5 £ 22.5
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pMg/mL, comparada con las obtenidas por los demas extractos, fracciones y el extracto de
C. sinensis; cabe destacar que en esta fraccion se aislé una flavona, la isoorientina (10), la
cual puede estar contribuyendo de manera significativa a la capacidad antioxidante de esta
fraccion y del mismo se ha reportado en modelos celulares presenta una elevada actividad
al actuar sobre los mecanismos antioxidantes intracelular (Yuan et al., 2016). En el ensayo
de ABTS, la fraccién SsM13-15 fue la que alcanzo la mejor concentracién inhibitoria media
(Clso = 1.8 £ 0.2 pg/mL), seguido del extracto de Cs (Clsg = 14.24 + 0.03) pg/mL, de igual
forma se destaca que la fraccion SsM13-15 evidencio en su contenido metabdlico presencia
de polifenoles, como el acido cafeico y el acido rosmarinico, a los cuales se les ha reportado
una fuerte actividad antioxidante (Chen y Ho, 1997) asi como 5 compuestos flavonoides,
que estarian ejerciendo una elevada actividad antioxidante en este tipo de ensayo y como
se sabe, esta fraccidon proviene del extracto SsM que fue el que presenté la mejor actividad
antioxidante en este tipo de ensayo y también estan presentes los compuestos polifendlicos
y flavonoides aislados en las fracciones que se obtuvieron a partir de dicho extracto. En el
ensayo CARF, en donde a mayor Eq mM FeSO, empleados representan una mayor
capacidad reductora, las fracciones SsM13-15 (1718.46 £ 55.0 Eq mM FeSO4) y la SsMP2-
5(1722.36 £ 23.0 ) presentaron actividad reductora, junto con la del extracto SsM (1723.75
+17.0 Eg mM FeSO04) de donde provienen ambas fracciones, los cuales al ser comparadas
con la actividad reductora del extracto de Cs (1712.64 + 70.0 Eq mM FeSOa) no presentaron
diferencias significativas entre ellas; estas fracciones junto con el extracto de SsM
contienen polifenoles y flavonoides, los cuales pueden ser los responsables de la elevada
capacidad reductora de éstos extractos y fracciones.

Para el caso de los compuestos, en los ensayos de DPPH y ABTS, el compuesto 1, es el
de mejor capacidad antioxidante (470.9 £ 13.9, 0.46 + 0.04 uM) superando a Tx (531.2 +
10.0, 0.84 + 0.09 pM) que al ser comparado con 1 tuvo una Clsy 1.13 veces mayor en DPPH
y 0.5 veces mayor en ABTS; no asi en el ensayo de CARF donde Tx (2184.65 + 1.3 Eq mM
FeSO.) presentd una capacidad reductora de 1.42 veces mayor en comparacion con 1. Los
compuestos 3 y 4 en los tres ensayos tuvieron una actividad antioxidante con Clso muy altas
para los ensayos de DPPH 2321.2 + 16.1, 1853.27 + 13.2 uM) y ABTS (116.87 + 1.0, 162.2
+ 0.2 yM) y baja actividad reductora (699.31 + 4.6, 532.36 + 12.8 Eq mM FeSO,) siendo
aproximadamente la mitad de la alcanzada por 1y 2.

En el caso de los cuatro compuestos aislados tipo diterpenos isbmericos, se puede destacar
que, si bien es cierto que los compuestos 1 y 2 tienen presencia de los mismos grupos

funcionales en su estructura, los resultados diferentes en los ensayos de actividad
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antioxidante, sugieren que la posiciéon en que se encuentran estos grupos (OH, C=0 y C=C)
dentro de las estructuras facilitan la interaccion en la estabilizacion de especies radicalarias
mediante la transferencia de protones o electrones como lo analizado para siete diterpernos
tipo abietanos aislados de Salvia barrieleri, donde la posicion de grupos funcionales
sustituyendo al anillo de quinona hizo que la capacidad antioxidante fuera distinta, siendo
baja para estructura donde se encontraron grupos metoxilos, pero alta donde hubo
presencia de grupos oxhidrilos (Kabouche et al., 2007; Kolak et al., 2009); en el caso de los
isbmeros 3 y 4 la presencia de un grupo hidroxilo en la posicién 7, en lugar de un grupo
acetato como en los compuestos 1 y 2 puede estar teniendo un efecto directo en la baja
capacidad antioxidante que mostraron 3 y 4 comparados con 1 y 2. No obstante, se puede
destacar el hecho que este es el primer reporte sobre la capacidad antioxidante de éstos

compuestos diterpénicos isémericos aislados de S. sessei.
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Figura 39 Concentracion inhibitoria media Figura 40 Concentracion inhibitoria media
por DPPH de extractos y fracciones de S. por DPPH de compuestos aislados de S.
sessel. sessei.

SsH (S. sessei hexano), SsD (S. sessei 1:|sosesseina, 2: Sesseina 3: Isosesseinol, 4:
diclorometano), SsM (S. sessei metanol); Sesseinol, Tx: Trolox.

fracciones activas del extracto metandlico: | os valores se reportan como promedio +
SsM10-12, SsM13-15, SsMP2-5. Cs (Camellia sem. n=3. ANOVA, Tukey *p<0.05 Tx.
sinensis). Los valores se reportan como

promedio = sem. n=3. ANOVA, Tukey *p<0.05 Cs
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Figura 41 Concentracion inhibitoria media

por ABTS de extractos y fracciones de S.
sessei.

SsH (S. sessei hexano), SsD (S. sessei
diclorometano), SsM (S. sessei metanol);
fracciones activas del extracto metandlico:
SsM10-12, SsM13-15, SsMP2-5. Cs (Camellia
sinensis). Los valores se reportan como promedio
1 sem. n=3. ANOVA, Tukey *p<0.05 Cs.
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Figura 43 Equivalentes de FeSO4 de extractos
y fracciones de S. sessei. Determinada a una
concentracién de 5000 pg/mL.

SsH (S. sessei hexano), SsD (S. sessei
diclorometano), SsM (S. sessei metanol);
fracciones activas del extracto metandlico:
SsM10-12, SsM13-15, SsMP2-5. Cs (Camellia
sinensis). Los valores se reportan como
promedio + sem. n=3. ANOVA, Tukey *p<0.05
Cs.
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a una concentracion de 2.5 mM.

1: Isosesseina, 2: Sesseina 3: Isosesseinol, 4:
Sesseinol, Tx: Trolox.

Los valores se reportan como promedio + sem.
n=3. ANOVA, Tukey *p<0.05 Tx.
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Tabla 9 Capacidad antioxidante de los extractos, fracciones (pg/mL) y compuestos aislados
(MM) de S. sessei. Concentracion inhibitoria 50 (Clso)

Muestra DPPH Clso ABTS Clso CARF*
pg/mL, uM pug/mL, uM Equivalente mM
FeSO4
SsH ND ND 1038.19 £ 10.0
SsD 3313.39 + 20.79 479.0 £ 0.06 1377.08 + 13.0
SsM 5156.73 + 57.17 1.34 £ 0.03 1723.75+17.0
SsM10-12 1223.16 £ 35.9 308.76 £ 2.5 437.92 £ 10.0
SsM13-15 855.86 + 35.4 1.8+0.2 1718.47 £ 55.0
SsMP2-5 570.5+22.5 130.18 £ 2.5 1722.36 £ 23.0
Cs 1961.80 + 30.91 14.24 £ 0.04 1712.64 £+ 70.0
1 470.9£13.9 0.46 £ 0.04 1536.53 £ 11.0
2 1458.47+14.1 0.61+0.08 1034.03+ 7.0
3 2321.2 £ 16.1 116.87 £ 1.0 699.31+4.6
4 1853.27 + 13.2 162.2 £ 0.2 532.36 + 12.8
Tx 531.2+10.0 0.84 £ 0.09 2184.65+ 1.3

SsH (S. sessei hexano); SsD (S. sessei diclorometano); SsM (S. sessei metanol); SsM10-12,
SsM13-15, SsMP2-5 fracciones del extracto metandlico; 1, 2, 3 y 4 Compuestos aislados; Cs (C.
sinensis); Tx (Trolox). Los valores se reportan como promedio = sem. n=3. ND (No determinado).
*Determinada para los extractos y fracciones a una concentracion de 5000 ug/mL y para los
compuestos a una concentracion de 2.5 mM.
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8. Conclusiones

Los metabolitos aislados de Salvia sessei Benth mostraron actividad antiinflamatoria,
antibacteriana y antioxidante.

De las partes areas pudieron aislarse y caracterizarse un total de 16 compuestos; en el
extracto hexanico fueron identificados cinco alifaticos (11, 12, 13, 14 y 15) y dos fitosteroles
(6 y 16); del extracto metandlico se obtuvieron tres importantes fracciones, de las cuales
pudieron aislarse y caracterizarse tres polifenoles (7, 8 y 9) y una flavona (10), ademas en
una de las fracciones se identificaron cinco compuestos tipo flavonoide; del extracto
diclorometanico permitieron aislar cuatro diterpenos tipo royleanona los cuales son
tautomeros entre si, es decir 1 con 2y 3 con 4.

El compuesto 2 fue previamente reportado como sesseinay en el casode 1, 3y 4 es la
primera vez que se reportan sus estructuras, las que se han denominado como isosesseina,
isosesseinol y sesseinol, respectivamente.

El extracto SsM, su fraccion SsM13-15 y los compuestos 1 y 2 mostraron un potencial
antiinflamatorio elevado; la actividad antibacteriana mostrada por SsM, SsD, SsM10-12,
SsM13-15 y los diterpenos 1, 2, 3 y 4 fue de amplio espectro, destancandose la actividad
que mostraron contra S. pyogenes, que es la bacteria responsable de la enfermedad de la
erisipela; en el caso de la capacidad antioxidante, las fracciones metandlicas en las que se
identificaron polifenoles y flavonoides y los compuestos 1 y 2 fueron las que tuvieron la
mejor capacidad.

Es el primer reporte de la actividad antiinflamatoria, antibacteriana y antioxidante tanto de
la especie como de los cuatro compuestos diterpénicos tipo royleanona (1, 2, 3 y 4), las
actividades de los compuestos pueden estar asociadas por la presencia en sus estructuras
de anillos de quinona y &-lactona.

Las actividades biolégicas mostradas por los extractos, fraciones, asi como de los
compuestos aislados confirman el uso de S. sessei en la medicina tradicional del Estado de
Morelos, México para el tratamiento de infecciones en la piel, principalmente la conocida

como erisipela.
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9. Perspectivas

Aislar y caracterizar los 5 flavonoides presentes en la fraccion SsM13-15.

Aislar una mayor cantidad del compuesto tipo isoorientina que permita su completa

caracterizacion por RMN 1D y 2D de la estructura de este compuesto aislado.

Determinar el posible mecanismo del efecto antiinflamatorio de las fracciones activas y

compuestos aislados.

Determinar si las fracciones activas y compuestos aislados son bacteriostaticos o

bactericidas.

Determinar el posible mecanismo de la actividad antibacteriana de las fracciones activas y

compuestos aislados.

Estandarizar la fraccion SsM10-12 con base a su contenido metabdlico reconocido hasta el
presente trabajo para generar una forma farmacéutica para su uso como antiinflamatorio y

antibacteriano a nivel tépico.

Desarrollar una forma farmacéutica con los compuestos 1, 2, 3 y 4 para su uso como

antiinflamatorio y antibacteriano a nivel topico.

Gestionar ante las instancias adecuadas la patente en la metodologia para obtener los

diterpenos tipo royleanona y/o las formulaciones y usos que de ellos se deriven.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywaords: Ethnopharmacological relevance: Salvia sessei Benth, popularly known as “pipilolxochitl” or “sabanito”, is a plant

Salvia sessei Benth utilized in Mexico in traditional medicine for the treatment of erysipela. To date, only one report, to our

Sessein knowledge, has been found in which a rovleanone-type diterpene of the aerial parts of the species was isolated

mm but, again to our knowledge, studies have not been conducted on the pharmacological activity of extracts and

Diterpenoids . N

Anti-inflammatory co.mpaumh isolated fmr_n ﬂ?u plant. - ) ) .

Antibacterial Aim of the study: The objective of the study was to evaluate the anti-inflammatory, antibacterial and antioxidant

Antioxidant activity of the organic extracts of the aerial parts of Salvia sessei Benth and sessein and isosessein isomers isolated
from this.
Materials and methods: Anti-inflammatory activity was evaluated in a model of edema in mouse ear at 1 mg/ear
of the isolated extracts and compounds (1 and 2), a dose-response curve was performed on these latter and one-
half of the effective dose (EDsy) was determined; antibacterial activity was determined through minimal in-
hibitory concentration (MIC) by microdilution at 100, 50, 25, and 12.5 pg/mL, and antioxidant capacity, by
means of DPPH, ABTS, and FRAP assays where, for the first two assays noted, the inhibitory concentration 50%
(ICs0) was calculated for the extracts as well as for the compounds isolated.
Results: The hexanic extracts (40.55 = 0.5%), dichloromethanic (56.01 = 1.1%) and methanolic
(66.05 = 0.3%), as well as isolated compounds 1 (79.85 + 3.5%) and 2 (54.36 = 1.7%), demonstrated anti-
inflammatory activity: the methanolic extract presented the greatest percentage of inhibition, while isolated
compounds 1 and 2 did not present a difference in their EDs,; additionally, compound 1 exerted a similar effect
to that of the drug-of-reference at the same dose (75.24 = 2.4%). The antibacterial activity of the extracts and
compounds was principally against Gram-positive bacteria: the hexanic extract presented activity against
Staphylococcus hominis and the methanolic and dichloromethanic extracts, and compound 1 exhibited activity
against Staphylococcus haemolyticus, S. hominis, E. faecalis, in addition to that Escherichia coli was sensitive to
compound 1, while isomer 2 showed activity against Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus epidermis and Streptococcus pyogenes bacteria related to erysipela. In the three assays, the extract
demonstrating greatest antioxidant capacity was the methanolic extract, while that of the isolated compounds
was compound 1.
Conclusions: The results show that the three extracts evaluated in the three models presented activity and the
chromatographic separation of the dichloromethanic extract permitted the isolation of compounds 1 and 2
royleanone-ty pe isomers, which also presented significant activities such as anti-inflammatory, antibacterial and
antioxidant, thus validate the use of this species in traditional medicine.

1. Introduction Lamiaceae family, which is composed of 220 genera and approximately

4000 species (Frodin, 2004; Wu et al,, 2012). This genus is found in
The genus Salvia, comprising more than 900 species, belongs to the three regions of the world: Central and South America (500 species);
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Central Asia and the Mediterranean Region (250 species) and East Asia
(90 species) (Walker et al., 2004). In Mexico, the genus Salvia is found
in mountainous zones, mainly in the Central-South zone of Mexico. It is
estimated that 275 species are present in the country (CONABIO y
UAEM, 2004). Some of these are employed in Mexican traditional
medicine, and it has been reported that they possess anti-inflammatory,
antimicrobial, antihypertensive activity and activity against central
nervous system (CNS) disorders, among others (Aguilar et al., 1994;
Herrera-Ruiz et al., 2006; Esquivel Gutiérrez et al., 2012; Bisio et al.,
2015). In these zones, there are endemic species of this genus that are
localized in deciduous forest, and within these is found the species
Salvia sessei Benth, commonly known as “pipilolxochilt]” or “sabanito™.
Its manner of employment is by cooking its aerial parts, and later it is
utilized for washing the affected zone of “red dysipela” and “white
dysipela” (Monroy-Ortiz and Castillo-Espafia, 2007), that is, the disease
known as erysipela, which is a bacterial infection of the skin produced
by the group A beta-hemolytic streptococcus or Streptococcus pyogenes
or, more rarely, as Stophylococcus aureus. It is characterized by the
presence of acute inflammatory signs (erythema, edema, heat, or local
pain) in the cutaneous tegmentum, frequently associated with systemic
symptoms of discomfort, chills and fever. It diffusely affects the dermis
and the superficial part of the subcutaneous cellular tissue, highlighting
here the importance of the local lymphatic vessels. Its preferential lo-
calizations are the lower limbs, the central-facial area and the outer ear
(Celestin et al., 2007; Blickberg et al., 2015). With respect to S. sessel,
the sole report to be found, to our knowledge, is that of a royleanone-
type diterpene known as sessein, which was identified by its chemical,
spectroscopic and crystallographic data, as 7a-acetyl- 12-hydro-
xyabieta-8,12-diene-11, 14-dione-19,20-5-lactone denominated sessein
and was isolated from the acetone extract of the aerial parts of this
species collected in the state of Morelos, Mexico (Jiménez et al., 1988);
however, was found no report of the pharmacologic activity of the
isolated extracts or compounds. Thus, to our knowledge, their em-
ployment has not been validated within traditional medicine for the
treatment of skin disorders such as erysipela. Therefore, the purpose of
this work was to evaluate the anti-inflammatory, antibacterial and
antioxidant potential of the three extracts of increasing polarity, as well
as two royleanone-type diterpene isomers isolated from the di-
chloromethanic extract of the aerial parts of the species Salvia sessei
Benth.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Collection of the aerial parts (5kg) of the plant was carried out in
the town of San Andrés de la Cal, Tepoztlin Municipality, state of
Morelos, Mexico (18° 57 31.96” N; 99" 07° 04.33” W. 1557 msnm) in
the month of November 2015. A specimen was deposited at the HUMO-
CIByC Herbarium of the National Autonomous University of the State of
Morelos (UAEM) for safekeeping and taxonomic identification (Voucher
no. 33909) conducted by Gabriel Flores-Franco, M.Sc., herbarium
curator.

2.2, Preparation of the extracts

The plant material was oven-dried at 40 *C for 3 days and pulverized
in a Pulvex MPP300 mill. One kg of the plant material was macerated
with 10L in hexane (Merck) in triplicate, which was filtered and va-
cuum-concentrated employing a rotaevaporator (Heidolph G3) at 40 °C
for its later lyophilization (Heto Dpywinner DW3) until obtaining a
powder denominated hexanic extract (SsH). The dried plant residue
was macerated with dichloromethane (Merck) and later with methanol
(Merck) following the same procedure denoted previously, until ob-
taining the extracts dichloromethane (SsD) and methanol (SsM), re-
spectively. A portion of each extract served for conducting the
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biological-activity assays that are described later.

From the maceration of 1 kg of the dried and milled plant material
were obtained the following extracts in amounts and yields: SsH
(12.9g, 1.29%); SsD (40.6 g, 4.06%) and SsM (78.2 g, 7.82%).

2.3. Extraction and isolation

The 8sD extract (20g) was adsorbed in silica gel (Silica Gel 60,
Merck) and placed in a glass column (15 % 30 cm) silica gel (300 g) as
stationary phase. To elute the column as mobile phase, was utilized a
gradient of n-hexane: ethyl acetate gradient with an increase in polarity
of 5% v/v, collecting 45 fractions of 2-L each. The fractions were
concentrated in a rotaevaporator at reduced pressure and analyzed by
normal-phase Thin-Layer Chromatography (TLC) (silica gel at 60 Fys,;
Merck) and revealed with cerium sulfate solution. Fractions revealing
similarity in their chemical content were grouped into 16 fractions
(SsD1-16). In fraction SsD-10 was observed the presence of a yellow-
colored powder that was analyzed by TLC and that demonstrated the
presence of a majority compound with impurities.

SsD-10 (5.0g) was submitted to chromatographic column frac-
tioning, absorbed, placed in a silica gel column (150 g) and eluted with
an n-hexane: ethyl acetate gradient system with a 5% increase in po-
larity, obtaining 55 fractions, which were analyzed by normal-phase
TLC and grouped into 13 subfractions (SsD-10R1 to SsD-10R13).
Subfractions 2—4 were grouped (1.0g), adsorbed with reverse-phase
(RP) silica gel (1.0 g, RP-18. 40-63 pum; Merck) and mounted on an RP
“flash™ column (Supelco LC18™), employing a water: acetonitrile gra-
dient system as mobile phase, with a 5% change in polarity and col
lection volumes of 10 mL, obtaining 75 fractions that were concentrated
and analyzed by RP TLCs (silica gel RP-18 Fasgs: Merck). From the
25-35 fraction was obtained a purple-colored diterpenic compound,
compound 1 (0.38 g), which was denominated isosessein, while from
fraction 41-65, a yellow, crystalline diterpenic compound presented,
that is, compound 2 (0.45 g), known as sessein. These compounds were
characterized by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) in one dimension
(1D) and in two dimensions (2D).

2.4. HPLC analysis

Chromatographic analysis was performed in a Waters 2695
Separation module system equipped with a Waters 996 photodiode
array detector and Empower Pro software (Waters Corporation, USA).
Chemical separation was achieved using a Supeleosil LC-F column
(4.6 mm » 250 mm i.d., 5-um particle size) (Sigma-Aldrich, Bellefonte,
PA, USA). Mobile phase consisted of a 0.5% trifluoroacetic acid aqueous
solution (solvent A) and acetonitrile (solvent B). The gradient system
was as follows: 0-1 min, 0% B; 2-3min, 5% B 4-20min, 30% B;
21-23 min, 50% B; 24-25min, 80% B; 26-27 100% B and 28-30 min,
0% B. The flow rate was maintained at 0.9 mL/min and the sample
injection volume was 10 pL. Absorbance was measured at 270 nm.

2.5. Determination of points-of-fusion

Determination of the uncorrected points-of-fusion for the com-
pounds isolated was performed in a Thermo Scientific 9100 Fusiometer;
-both compounds presented very similar points-of-fusion: for compound
1 (purple powder), these were 181.2-181. 9°C and for compound 2
(vellow crystals), these were 181.9-182.7 °C.

2.6. Characterization by NMR

The structures of the two compounds were identified by the NMR of
'H, C and 2-D measurements (COSY, NOESY, HSQC, and HMBC) by
means of NMR Agilent Technologies 600-MHz DD2 equipment: for
compound 1, the solvent employed was CD3COCDj; and for compound
2, the solvent was CDCl;, while tetramethylsilane was utilized as
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internal reference. Chemical displacement data are reported in ppm.

2.7. Anti-inflammatory activity

Male ICR mice weighing 25-30 g each were used (n= 5 for each
treatment). Experiments were performed according to Official Mexican
Regulation NOM-062-Z00 (1999) Guidelines (Technical Specifications
for the Production, Care and Use of Laboratory Animals) and interna-
tional ethical guidelines for the care and use of experimental animals
(Zimmermann, 1983). Mice were maintained at a temperature of
22°C * 3°C, with 70% =+ 5% of humidity, with 12-h light/dark cycles
and with food/water ad libitum.

Animal inflammation was induced following the method previously
described by Paya et al. (Paya et al., 1993). The dose evaluated for the
extracts and compounds (1 and 2) was 1.0 mg/ear. A control group
received acetone as vehicle, and Indomethacin Indo (Sigma) 1.0 mg/
ear was utilized as anti-inflammatory positive control.

For the isolated compounds, we also performed a dose-response
curve with the following doses: 0.125; 0.25; 0.5; 1.0, and 2.0 mg/ear
and from this, we calculated the EDs, for each one. All treatments were
dissolved in acetone and applied topically on both ears immediately
after the administration of TPA. Six hours after administration of the
inflammatory agent, the animals were sacrificed by cervical dislocation.
Circular sections 6 mm in diameter were taken from both the treated (t)
and non-treated (nt) ears, which were weighed to determine the in-
flammation. Percentage of inhibition was obtained employing the ex-
pression below:

Inhibition % = [DW control - DW treatment/Dw control] [100]
Dw = wt - wnt

wt is the weight of the section of the treated ear

wnt is the weight of the section of the non-treated ear.

For the case of the compound that presented similar activity to that
of the witness drug, we calculated the potency between both employing
the following expression:

[uM compound]/[uM drug] = Potency
uM is the micromolar concentration.

2.8. Antibacterial activity

2.8.1. Bacterial strains

The extracts and compounds 1 and 2 were evaluated against the
following eight Gram-positive bacteria: S, aureus ATCC 29213; S hae-
molyticus 1036; S. haemolyticus 1163; S. aureus ATCC 43310 (methi-
cillin-resistant); E. faecalis ATCC 2912; S. pyogenes; . epidermidis 1042,
and S. hominis 592 and against four Gram-negative bacteria: K pneu-
moniae ATCC 700603; E. coli 4036; E. coli ATCC 25922, and S. dublin
ATCC 9676, all ATCC strains, as well as those isolated from the General
Hospital of Acapulco, state of Guerrero, Mexico, which were provided
by Dr. Patricia Alvarez-Fitz and which correspond to the bacteria bank
of the Autonomous University of Guerrero (UAG). The strains were
reseeded in Agar antibiotic No. 1 (Merck) for 24 h at 37 °'C.

2.8.2. Preparation of the inoculum

For the assays. 3-4 colonies from each of the strains were taken to
evaluate and reseed in Miieller-Hinton broth (Merck), and these were
incubated at 37 °C for 3 h. After this, the corresponding dilution was
made for each of these strains employing sterile distilled MacFarland
water and adjusting the turbidity with 0.5 solution, corresponding to
1 % 10" colony-forming units per milliliter (CFU/mL).

2.8.3. Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
The MIC for these extracts and the isolated compounds was de-
termined by the microdilution technique in the broth according to that
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indicated by the CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2013), with minimal modifications (Rios et al., 1988). The method was
carried out on sterile 96-well microplates. The samples were dissolved
in a mixture of DMSO: water (20:80) at 5000 pg/mL and the assayed
concentrations included 12.5, 25, 50, and 100 pg/mL for the extracts
with 200 uL of Miieller-Hinton broth; the inoculum (2 pL) containing
1 % 10" CFU/mL was added to each well. A number of wells were re-
served for viability control of the inoculum with Miieller-Hinton broth
and for the others, with Miieller-Hinton + DMSO (without extracts of
compounds). As antibiotic-of-reference was utilized Gentamicin sulfate
(Gen, Sigma) and the concentrations assayed to determine the MIC of
this antibiotic were of 0.625, 1.125, 2.5, 5, 10, and 20 pg/mL. The
plates were incubated at 37 °C for 24 h. After incubation, the MIC was
determined by adding to each well a solution of 2, 3,5-triphenylte-
trazoil chloride MTT (Sigma) at 0.05%, from which was observed the
development of the color red if there were viability of the bacteria and
colorlessness in the case of there being no viability.

In the case of compounds 1 and 2, as that of the antibiotic-of re-
ference, the MIC value is reported in micromoles (uM).

2.9, Evaluation of the antioxidant capacity

2.9.1. Antioxidant capacity for 2, 2-Diphenyl-1-pycrylhydrazyl (DPPH)
assay

For the DPPH assay, was followed that described by MacDonald-
Wicks et al. (2006), with minor modifications. The activity of the ex-
tracts and compounds was measured from the targeting of a methanolic
soluion of 2,2-Diphenyl-1-pyeryl-hydrazyl purple-colored DPPH
(Sigma). It was evaluated 25 pL of different concentrations of the or-
ganie extracts (156.25, 312.5, 625, 1250, 2500 and 5000 pug/mL) and
compounds (7.81, 15.62, 31.25, 62.5125, 250, 500 and 1000 pg/mL)
against 175 pL of a solution of DPPH (0.025 mg/mL). The target con-
tained all of the reagents with the exception of the positive control
extracts, which included the following: the standardized extract of
Camellia sinensis, which contains epigallocathequin-3-galate 94%
(Teavigo®, 2014) and Trolox, Tx (Sigma). Absorbencies were measured
in an Ultraviolet (UV)-Vis spectrophotometer at 515 nm, in an Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) plate reader (Perkin-Elmer
Lambda 40 UV-Vis). The percentage of inhibition was calculated ac-
cording to the following expression:

Inhibition (%) = [Ag—Ay/A;] % 100

Where: Ag is the target absorbency and Al is the absorbency of the
extracts-to-evaluate. The determinations were carried out in triplicate.

From the linear equation of the elaborated for each of the extracts
and compounds were determined by linear regression analysis, the in-
hibitory concentration 50% (ICsp), which was defined as the con-
centration necessary to inhibit the formation of 50% of the DPPH ra-
dicals

2.9.2. Antioxidant capacity for 2, 2"-Azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) assay

The antioxidant capacity for ABTS was estimated according to that
deseribed by MacDonald-Wicks et al. (2006). In general, the ABTS
complex was produced in situ by the reaction of a solution of the 2, 2°-
Azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) (Sigma) with
potassium persulfate (Sigma). 230 uL were taken and mixed with 20 uL
of the extracts and the compounds established for the DPPH assay; the
target contained all of the reagents except for the extracts or com-
pounds and also evaluated positive controls of the standardized extract
of C. sinensis and Trolox. The absorbances were read at 734 nm, while
tage of inhibition and the inhibitory concentration 50% (ICg,)
were calculated according the process described previously for the
DPPH assay. The determinations were carried out in triplicate.
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2.9.3. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay

The FRAP assay was followed according to the method reported by
Firuzi et al. (2005), with minor modifications. For the latter, the FRAP
reagent was prepared by mixing the following: in a tampon of acetates
300 mM (3.1 g de CH;COONa in 16 mL of glacial acetic acid); 10-mM of
2, 4, 6-Tris- (2-Pyridyl)-s-triazine (TPTZ) (Sigma) in 40 mM of hydro-
chloric acid, and a 20-mM solution of FeCly6H20, the latter ata 10:1:1
proportion (v/v). The extracts and compounds analyzed were at the
concentrations previously indicated in the DPPH assay. 175 uL were
taken of a recent preparation of the CARF reagent, and were incubated
at 37°C and together with a target of reagents, were read at 595 nm.
Afterward, was added 25 uL of the extracts and compounds at different
concentrations and 50 pL of methanol. A calibration curve was prepared
with a standard solution of FeS0,. The results were expressed as the
equivalent mM of FeSO4 per gram of extract. All of the experiments
were carried out in triplicate.

2.10. Statistical analysis

The results are expressed as the mean + standard error of the mean
(SEM). Statistical analyses were performed utilizing the SPSS™ ver. 23.0
statistical package and statistical differences were determined by means
of analysis of variance (ANOVA) and the Tukey test; the differences
were considered significant at p < 0.05.

3. Results and discussion

3.1. Chromatographic profile by HPLC of the SsD extract and elucidation of
compounds 1 and 2

Analysis by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) of
the 8sD extract (Fig. 1) permitted us to identify the majority compound,
which presented a retention time of 26.169 min. In the UV light spec-
trum, the compound showed two bands (A, = 270 and &> = 400 nm).
This indicated to us that, according to the data deseribed by Michavila
et al. (1986), it corresponds to a structure with the presence of the
quinone chromophore, described previously in royleanone-type di-
terpenes (Michdvila et al, 1986) and identified later in compound 2.

Analysis of NMR spectra "H and '°C and of the two-Dimensional
(2D) experiments COSY, NOESY, HSQC and HMBC, allowed us to ob-
tain spectroscopic data (Table 1), which were compared with those
described in the literature (Jiménez et al., 1988). This comparison
confirmed that this diterpenic compound is 7a-acetyl-12-
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hydroxyabieta-8,13-diene-11, 14-dione-19,20-8-lactone, known as
“sessein™ (2) (Fig. 2). Compound 1 presented the same chemical dis-
placements as compound 2, except in positions C-12 and C-14, where
there is an exchange of the functional groups of one carbonyl (C=0) for
one hydroxyl (OH) and of one hydroxyl (OH) for one carbonyl (C=0),
respectively. This was corroborated by correlations in the bi-dimen-
sional experiments (HMBC), principally between the proton of H-7
(§ =598) and carbon C-14 (§ = 184.51), providing greater con-
sistency for the o-quinone tautomer. Therefore, this compound is the
structural isomer 7a-acetyl- 14-hydroxyabieta-8, 13-diene-11, 12-
dione-19, 20-§-lactone (Fig. 3), which herein denominate “isosessein™
(1). This effect has been previously reported for diterpenic structures
possessing the quinone ring (Rungsimakan and Rowan, 2014). The re-
sult of this effect is reported here, to our knowledge for the first time, in
sessein, and its determination was only possible by means of the NMR
and 2D techniques.

3.2, Anti-inflammatory activity

With the purpose of validating the traditional use of S. sessei in the
treatment of erysipela (red or white swelling of the legs), was employed
the edema method in mouse ear induced by 12-O-tetra-
decanoylphorbol-13-acetate (TPA), because it is a reliable method for
evaluating drugs in a model of acute inflammation (Patel et al., 2012);
it is known that this substance is capable of inducing an acute in-
flammatory response on employing a 2.5-pg/ear dose. The in-
flammatory response is characterized by vasodilation, cellular migra-
tion, generation of reactive oxygen species (ROS) and the formation of
edema during the first 3 or 4h after application of the irritant (Rao
et al., 1993; Gibor, 2000).

The results corresponding to the anti-inflammatory effect of the
extracts and the isolated compounds are presented in Fig. 4, where ata
same dose of 1.0 mg/ear, all of the extracts and compounds presented
anti-inflammatory activity. In the case of the extracts, the percentage of
inhibition increased according to the polarity of the solvent employed,
that is, 40.55 + 0.5% for SsH, 56.01 * 1.1% for SsD, and
66.05 = 0.3% for SsM. In the case of the isolated compounds, the
percentage of inhibiion was 79.85 + 3.5% for compound 1,
54.36 £ 1.7% for compound 2 and for Indo, this was 75.24 + 2.4%.
Statistical comparison between the extracts and compounds against the
drug-of-reference revealed that compound 1 did not present a sig-
nificant difference in the percentage of inhibition of the inflammation
(p < 0.05) and, in addition, on caleculating its potency against this, it
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Fig. 1. HPLC chromatogram of a) dichloromethanic extract (SsD), b) compound 2 and ¢) In the UV light spectrum of compound 2 of S sessel
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Table 1
NMR spectroscopic data for compounds 1 and 2 (600 MHz, 1 in CD3C0OCD,, 2 in (D05, & ppm, J in Hz).

Position  HSQC HSQC HMBC
1 2
§ "H NMR SYCNMR 8 'HNMR § 1% NMR
1 Ha 1.33 (&d,1.93, 5.15, 12.88) 36.16 Ha 146 (td,1.93, 5.15, 12.88) 35.39 2,3,5 10,20
Hb 275 (d br, 12.88) Hb 2.87 (d.br, 12.88)
2 Hal.76 (m) 21.82 Ha 1.86 (m) 20.84 1,3,4,10
Hb1.76 (m) Hb 1.93 (m)
3 Ha 1.81 (ddd, 13, 52, 9.01, 3.8) 4119 Ha 20 (ddd, 13, 52, 9.01, 3.8) 40.10 1,2,4,5,4, 18, 19
Hb 1.60 (ddd, 13, 5.15, 52, 8.37) Hb 1.60 (ddd, 13, 5.15, 52, 8.37)
4 - 4273 - 41.84
5 H 1.89 (dd, 3.22, 14.17) 43.68 H1.89 (dd, 3.22, 14.17) 42.58 3,6,7, 9,10, 18, 19, 20
6 Ha 1.57 (ddd, 3.86, 3.86, 14.81) Hb 207 (dr, 1.93, 4.51, 14.81)  26.62 Ha 159 (ddd, 3.86, 3.86, 14.81)  25.85 4,5,7, 810
Hb 2.19 (dt, 1.93, 4,51, 14.81)
7 H 5.98 (dd, 1.93, 3.86 Hz) 64.09 H6.01 (dd, 1.93, 3.86 Hz) 62.01 5,6,89,1,1°
8 - 142.40 - 140.37
9 - 143.44 - 143.72
10 - 38.08 - 37.59
1 - 193.15 - 183.4
12 - 168.65 - 150.74
13 - 120.34 - 125.94
14 - 181.83 - 184.51
15 H 219 hept, 7.08) 24.81 H 3.18 (hept, 7.08) 24.25 12,13, 14, 16, 17
16 H 111 (d, 7.08) 20.97 H1.19 (d, 7.08) 19.58 13,15,17
17 H 114 (d, 7.02) 21.51 H 1.25 (d, 7.02) 19.76 13,15, 16
18 1.13(s) 23.54 H1.24 (5) 23.08 3,4,5, 14
19 - 17517 - 174.83
20 Ha 4.79 (d, 12.23) 75.06 Ha 4.86 (d, 1223) 73.37
Hb 4.31 193, 12.23) Hb 4.26 (dd. 1.93, 12.23)
1 - 169.81 - 169.05
2 H 1.95 (s) 2.3 H 2,07 (5) 21.01
OH-12 7.29
100
80 4 —L
F w0l = + [
= N —]
o
S = —]
£ 4 —
20 —
1] £ T t ——
SsH  8sD 2 Indo

sample 1.0 mglear

Fig. 4. Percentage of inhibition of the inflammation (%) of the extracts and compounds
isolated from S sewei in edema induced by TPA in mouse ear at 1.0 mg/ear. SsH (S sesei
hexane), SsD (5. sessei dichloromethane), SsM (S. sesei methanol), 1 and 2 (the com-
pounds isolated), and Indo (Indomethacin), the values are reported as average +
standard error of the mean (SEM). n = 5. ANOVA, Tukey *p < 0.05 Indo.

was 0.9, which demonstrates equivalence in anti-inflammatory activity
E the drug-of-refi e and metabolite 1.

Compounds 1 and 2 tested at different doses (0.125, 0.25, 0.5, 1.0,
and 2.0 mg/ear) suppressed TPA-induced edema induced in mouse ear
in a dose-dependent manner, as can be observed in Fig. 5. For com-
pound 1, percentages of inhibition were the following: 7.73 + 1.2;

0]

Fig. 3. Chemical structure of the two royleanone-type diterpenes isolated from Salvia

s Benth, 1: Ta 114 hydroxyabieta-8.1 3-diene-11,12dione-19,20-5 lactane 2578 + 1.5;49.0 + 1.4;77.85 + 1.3, and 74.02 = 1.2%, while for
(sessein), and 2 Ta-acetyl-12-hyd bieta-8,15-dienie-11. 14-dione-19. 20-5-lactae compound 2, these were 17.53 *= 1.7, 30.81 % 1.0, 44.88 = 1.4,

(isosessein). 54.36 = 3.0 and 43.30 = 0.6%. All of the doses evaluated of both
compounds presented significant differences between each other, ex-
cept for the doses of compound 1 at 1.0 and 2.0 mg/ear, which had a
similar effect to that of Indomethacin at 1.0 mg/area. The on-half
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Fig. 5. Dose-response curve for compounds 1 and 2 isolated from 5 sessed and Indo
(ndomethacn). The values were reported as average + standard error of the mean
(SEM). n = 5. ANOVA, Tukey *p < 005 Indo.

Effective Dose (EDsy) calculated for compound 1  was
0.337 + 0.04 mg/ear, and for compound 2, it was 0.267 + 0.06 mg/
ear and there were no significant differences between the two com-
pounds. Therefore, it can be inferred that the anti-inflammatory activity
of 8sD is due to the majority presence of compounds 1 and 2.

3.3. Antibacterial activity

The results of the antibacterial activity of the extracts and com-
pounds, determined as Minimal Inhibitory Concentrations (MIC) are
presented Table 2. The SsH extract presented important activity against
S. hominis 592 (12.5 pg/mL), which is an opportunistic pathogen cap-
able of causing diverse diseases (bacteremia, septicemia and especially,
endocarditis) (Gill et al., 1983) in immunocompromised patients, to-
gether with a growing concern for its resistance to methicillin, the latter
in turn constituting the third pathogen in clinical isolates (Bouchami

Table 2
Antibacterial activity of the extrads and compounds of & sessei. Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) expressed in pg/mL and in micomoles (pM).

Journal of Ethnopharmacology 217 (2018) 212-219

et al., 2011; Soroush et al., 2017); the activity of this extract could be
due to the essential oils that, in general, are present in species of the
genus Salvia and that have shown antibacterial activity (Tenore et al.,
2011; Tan et al., 2016). Extracts SsD, SsM and compotuind 1, which was
isolated by fractioning from extract SsD, presented relevant activity
against the following Gram-positive bacteria: §. haemolyticus 1163 (100,
50, and 12.5 pg/mL respectively) and Enterococcus faecalis ATCC 2912
(100, 12.5, and 12.5 pg/mL respectively). Also, SsD presented activity
against 8. hominis 592 (100 pg/mL) and only compound 1 presented
aclivity against a Gram-negative bacterium: E coli ATCC 25922
(12.5pg/mL, 31.09uM). In the case of compound 2, it presented
greatest bacterial activity, that is, the following five Gram-positive
bacteria demonstrated sensitivity against this compound: S. aureus
ATCC 29213 (100 pg/mL, 248.75 uM); S. haemolyticus 1036 (100 pg/
mlL, 248.75uM); S. aureus ATCC 43310 (100 pg/mL, 248.75 pM); S.
pyogenes (100 pg/mL, 248.75uM) and S. epidermidis 1042 (100 pg/mL,
248.75 uM).

The activity is noteworthy of the extracts and the compounds iso-
lated from S. sessei against the various species of Staphylococcus em-
ployed in this work, which currently possess great clinical relevance,
such as S. aureus and S. haemolyticus, in that both have become pa-
thogens that are multiresistant to antibiotics in nosocomial infections
(Sader et al., 2010; Barros et al, 2012; Teeraputon et al, 2017). It is
noteworthy that, for the two previously mentioned bacteria, the anti-
biotic-of-reference presented activity at the highest concentration em-
ployed (20 pg/mL, 43.14 uM). Likewise, the activity of compound 2 was
triggered against S. pyogenes, which is the principal infectious agent in
erysipela, a disease for which this the plant is employed in Mexican
traditional medicine and against strains of S. aureuws, the second in-
fectious agent for the development of the previously referred disease
(Celestin et al., 2007; Blickberg et al., 2015); thus, we could consider
that the presence of these diterpenic isomers that are found in the plant
are related to the anti-inflammatory and antibacterial effect of S. sessei
Additionally, the activity triggered against E. faecalis of extracts SsD,
SsM and of compound 1 is highlighted, the latter obtaining significant
activity (12.5 pg/mL, 31.09 pM) compared with that achieved by Gen,
the antibiotic-of-reference (20 pg/mL, 43.14 uM). The current relevance
of this bacterial species lies on its presence in bacteremias as urinary
tract infections, pelvic and intra-abdominal infections, endocartitis,
neonatal sepsis and meningitis, in addition to the development of re-
sistance to antibiotics (Saeidi et al, 2017). Similarly, it is noteworthy
that the activity of compound 1 against Escherichia coli (12.5 pg/mL,

Bacterial strain SsH  SsD sM 1 2 Gen
31.09 uM) is associated with gastrointestinal infections and the devel-
Gram- positive opment of resistance to beta-lactamic antibiotics (Chellapandi et al.,
5 aureus ATCC =100 >100 =100 =100 100 <20 2017)
29213 (248.75) (43.14) . i i . i
s H Wiicus 1036 >100 »100 >100 =100 100 0 The elevated antibacterial activity of compounds 1 and 2, mainly
(248.75) 43.14 against the Gram-positive bacteria evaluated in this work, is in agree-
S haemolyticus 1163 = 100 100 50 12.5 =100 < 0.625 ment with that reported previously by various authors who, from some
s Arce 00 =100 =100 [31-1‘;’3 100 ;.;H species of the genus Salvio, have isolated royleanone-type diterpenes
aureus = = = = 3 : :
43210 (248.75) (43.14) that have the quinone group present in l!'m?nr structure and _lhal have
(Methicillin- demonstrated greater antimicrobial activity compared with those
resistant) without this activity. Therefore, it is suggested that this activity is re-
E faecalis ATCC =100 100 125 125 =100 20 lated with this functional group, as is the case for compounds 1 and 2
< 2912 00 - 100 - 100 [fli‘;’;} 100 ?3-1‘” (Yang et al., 2001; Ulubelen, 2003; KuZma et al, 2007). In addition,
Ppyogenes E E E = . . .
(248.75) (10.78) these two compounds presented a 8-lactone ring, which can contribute
S epidermidis 1042 > 100 > 100 =100 > 100 100 5 significantly to its antibacterial activity.
(248.75) (10.78)
& hominis 592 125 100 >0 >100 =100 >20 3.4. Antioxidant capacity of the extracts and compounds isolated
Gram- negative
K. pneumonige ATGC > 100 =100 =100 =100 =100 =20
p?mm The results obtained in the three assays in which the antioxidant
E. coli 4036 =100 =100 =100 =100 =100 =20 capacity was evaluated of the extracts and compounds isolated from S.
E coli ATCC 25922 =100 =100 =100 125 =100 10 sessei are depicted in Table 3. The SsH extract presented a very low
) (3109} 257 antioxidant capacity in terms of the concentrations assayed in the DPPH
S dublin ATCC 9676 > 100 =100 =100 =100 =100 =20

SsH (5 sessei hexane); SsD (S, sessei dichloromethane); SsM (S. sessel methanal);
Compounds 1 and 2 (isolated compounds); Gen (Gentamicin).
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assay as well as in the ABTS; thus, is was not possible to determine their
ICsp. Nonetheless, this extract presented better reducer capacity in the
FRAP assay, although less than that of the remaining two extracts (SsD
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Table 3
Antioxidant capacity of the extracts (ug/mL) and the compounds isolated (uM) from S
sessel, at the inhibitory concentration 50% (ICsqa).

Journal of Edhinopharmacology 217 (2018) 212-219

first time, to our knowledge, that its structure has been reported; it has
herein been denominated isosessein. The present study showed that the
aerial parts (leaf, stem, and flower) of Salvia sessei Benth possess anti-
inflammatory, antibacterial, and antioxidant activity. Also, this is the

Extract or DPPH ICso ABTS I1Cs0 FRAP® - N N . E

Compound pg/mL, M pg/ml, M Equivalent mM first report of the anti-inflammatory, antibacterial and antioxidant ac-
FeS0, tivity of the species, as well as of the two compounds (1 and 2). The

activities of the compounds can be associated by means of the presence

SsH ND ND 1038.19 + 1.0 of their qui nd 51 . Th Its of th

SsD 331330 + 2079  479.0 + 0.06 1377.08 1.3 eir quinone- & actone-ring structures. The results e ex-

SsM 5156.73 + 57.17 L34 + 0.03 172375 + 1.7 tracts, as well as of the isolated compounds, validate the use of S. sessei

s 1961.80 + 3091 1424 + 0.04 161264 = 0.7 in the traditional medicine of the state of Morelos, Mexico, for the

1 470.9 =139 0462004 153653 11 treatment of skin infections, mainly that known as erysipela. Therefore,

z 145847 + 141 0.61 = 0.08  1034.03 = 0.7 . . . .

™ 1.2 + 10.0 084+ 000 218465 414 given these results, is suggested delving deeper into the search for the

SsH (5 sessel hexane); SsD (S, sessi dichloromethane); §sM (S, sesse methanal);
Comy ds 1 and 2 (comp ds isolated); Cs (C sinensis); Tx = Trolox. The values are
reported as average * standard error of the mean (sem). n = 3. ND (Not Determined).

* Determined for the extracts at a concentration of 5000 pg/mlL, and for the mm-
pounds, at a concentration of 2.5 mM.

and SsM) and that of C. sinensis. Contrariwise, extracts SsD and SsM
obtained good antioxidant activity; in the DPPH assay, the SsD extract
was that which obtained best activity of the three extracts of S. sessei
(3313.39 + 20.79 pug/mL), exhibiting a value of ICsy 1.7 times greater
compared with the IC;, extract of the O sinensis extract
(1961.80 %= 30.91 pg/mL), the extract-ofreference and that which
exhibited greatest activity. It is noteworthy that in this latter extract,
there is an elevated presence (94%) of the polyphenol epigallocathe-
quin-3-galate that, as is known, is a powerful antioxidant. Notwith-
standing this, in the ABTS and FRAP assays, the SsM extract
(1.34 = 0.03ug/mL, 172375 + 17 Eq. mM FeS0O,) presented
greatest antioxidant and reducer capacity, exceeding in both experi-
ments the C. sinensis extract (14.24 + 0.04 ug/mL, 1612.64 = 0.7 Eq.
mM FeS0,), which had an ICsp 10.6 greater in DPPH, and its Eq. mM
was 0.93 less than that of 8sM. The activity exhibited by extracts SsD
and SsM could be associated with the flavonoid, terpenoid, and poly-
phenolic compounds previously reported in the genus Sabva (Wang
et al., 1998; Tepe et al., 2006; Bahadori et al., 2015; Alipi¢ et al.,, 2017),
as shown the methanolic extracts of S. syriaca L., S. blepharochlaena and
S. euphratica var leiocalycina evaluated by DPPH and ABTS, where was
identified the presence of compounds such as quercetin, caffeic acid,
rosmarinic acid, among others, (Bahadori et al, 2017; Zengin et al.,
2018).

Regarding the case of the compounds, in the DPPH and ABTS assays,

mechanisms of action associated with the activities revealed in this
work.
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