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RESUMEN

En la medicina tradicional, el uso de plantas medicinales como remedio para curar diversos
padecimientos, es una practica comudn. Existen diversas especies utilizadas para la
inflamacion de una manera efectiva. El presente trabajo, tuvo como objetivo evaluar el efecto
antiinflamatorio de dos especies medicinales mexicanas, que pertenecen al género Salvia. Se
seleccionaron a las plantas Salvia mexicana Yy Salvia polystachya, debido a que no hay
suficientes estudios de éstas, para ser evaluadas como antiinflamatorios en dos modelos in
vivo, edema auricular-inducido con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) y edema
plantar-inducido con carragenina, utilizando como modelo de estudio ratones Balb-C. A
partir de las partes aéreas de las dos plantas, se prepararon extractos con polaridad
ascendente, n-hexano (SpH/SmH), diclorometano (SpD/SmD) y acetato de etilo
(SpACOEt/SmACOEL). En el bioensayo se indujo un edema con TPA en el pabellon auricular
a una dosis de 2.5 pg/oreja, como control positivo se utiliz6 indometacina. Los tratamientos
experimentales utilizados fueron obtenidos de S. polystachia y S. mexicana. Los extractos
inhibieron significativamente el edema SpD (88.14 %) y SmD (82.55 %). Con base en estos
resultados, ambos extractos y una fraccion obtenida de SpD, la SpF33-44, se evaluaron sobre
el edema plantar que fue provocado por la administracién intraplantar del irritante
carragenina. La INDO (10 mg/kg), SpD (50 mg/kg), SmD (50 mg/kg) y R33-34 (50 mg/kg),
provocaron una inhibicion de la inflamacién plantar, durante un curso-temporal de 4 h, con
una disminucion del area bajo la curva respecto al control negativo. EI fraccionamiento por
cromatografia en columna de SpAcOEt, llevo al aislamiento de un compuesto, su analisis por
CCF y HPLC determinaron la presencia de un compuesto de tipo terpeno. La elucidacion
estructural del mismo se llevé a cabo por anélisis de RMN, el cual fue identificado como un

diterpeno del tipo neo-clerodano llamado rhyacophilina.
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1. INTRODUCCION

La inflamacién es una reaccion compleja de los tejidos vascularizados del sistema
inmunitario en los sitios de infeccidn, exposicion a toxinas o lesion celular y se asocia con
muchas afecciones patologicas (Ou et al., 2019). Esta relacionada con enfermedades cronico-
degenerativas entre las que destacan el cancer, la diabetes a artritis, entre otras (Salinas et al.,
2012). Los principales tratamientos son los antinflamatorios no-esteroidales (AINES) y
corticoides (Croxtall et al., 2000). En si la respuesta inflamatoria es un mecanismo de
defensa del organismo contra agentes fisicos, quimicos o biologicos, los cuales provocan la
liberacion de células y moléculas del sistema inmunitario directo a la lesion (Barreno et al.,
2008). Las plantas medicinales, pueden convertirse en un tratamiento efectivo y sustentable,
debido a que poseen compuestos derivados de su dindmico metabolismo, capaces de inducir
actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora, entre otros efectos farmacoldgicos (Guzman
et al., 2008).

En la comunidad de San Juan Tlacotenco, Tepoztlan-Morelos, se encuentran especies del
género Salvia perteneciente a la familia Lamiacea. Varios estudios farmacoldgicos han
demostrado que especies del género poseen capacidad hepatoprotectora, antioxidante, efecto
antiproliferativo, antidiabético, antimicrobiano y antiinflamatorio (Ramirez et al., 2016). Las
especies S. mexicana y S. polystachya, no cuentan con estudios quimico-farmacolégicos
sobre la inflamacidn, pero son usadas ampliamente por la poblacién para tratar padecimientos
que cursan con este proceso fisiopatoldgico, con esta base el objetivo del presente trabajo,
fue medir el efecto antiinflamatorio de extractos de diferente polaridad, de ambas especies,
posteriormente de fracciones y de un compuesto de la planta mas activa, utilizando dos
ensayos de inflamacion, induccion de edema en el pabelldn auricular de ratén por 13-acetato

de 12-O-tetra-decanoiforbol (TPA) y edema plantar en raton inducido con carragenina.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Inflamacién

Reaccion de defensa que se manifiesta ante cualquier agresion, actia como un mecanismo
de restablecimiento de la homeostasis y tiene como finalidad adaptar al organismo a
circunstancias anormales. Es un proceso complejo, que se presenta como respuesta tanto a
infecciones como a una diversidad de estimulos generadores de lesion tisular (traumaticos,
toxicos, isquémicos, autoinmunes, etc.). La inflamacion puede clasificarse segun el dafio, la
temporalidad y/o los efectores involucrados. Las principales moléculas son las citocinas
como TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-10, IL-6, TGF-B (Gonzéales et al., 2019). La respuesta
inflamatoria es benéfica si es breve y se localiza en el sitio del dafio; se torna patogénica, si

tiene una extension o duracion excesiva. Sus principales objetivos son:

v" Localizar el proceso
v Remover el agente causal
v’ Reparar el area dafiada (Vega et al., 2008).

2.1.1. Signos clinicos

Estas manifestaciones son causadas por la liberacion y acumulacion de leucocitos, proteinas
plasmaticas y derivados de la sangre hacia el sitio de los tejidos extravasculares donde existe
lainfeccion o lesién la pudo o no se provocada por agentes patdgenos (Gonzales et al., 2007).

Los signos caracteristicos de la inflamacion son:

1) Calor: o aumento local de la temperatura secundarias a la vasodilatacion, y aumento de
consumo local de oxigeno.

2) Dolor: provocada por la distencién de los tejidos liberacion de las prostaglandinas como
mediadores quimicos.

3) Edema: restante del aumento de la permeabilidad capilar y consiguiente de liquido en el
tejido intersticial.

4) Eritema: producido por el aumento de irrigacion en la zona afectada, por incremento del
flujo sanguineo (Villalba et al., 2014).

A estos podemos agregar la perdida de la funcién de la zona afectada, este ultimo punto lo
tenemos como resultado después de haberse manifestado los cuatro puntos anteriores
(Mitchell et al., 2007).
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2.1.2. Tipos de inflamacion

La respuesta inflamatoria (RI) est4 estrechamente relacionada con el proceso de reparacion,
es util para destruir, atenuar o mantener localizado al agente lesivo, y simultaneamente inicia
una serie de acontecimientos que pueden determinar la cura o reconstruccion del tejido
lesionado. Por lo que la inflamacion es fundamentalmente una respuesta de proteccion, ya
que, de no existir, las infecciones se propagarian incontroladamente, las heridas no se
curarian y los érganos lesionados presentarian lesiones supurativas de forma permanente. Sin
embargo, en ciertas situaciones, como en reacciones alérgicas y enfermedades crénicas, el

proceso inflamatorio constituye el mecanismo patogénico basico (Ledn et al., 2000).

La inflamacién tiene dos fases: aguda y crénica como se observa en el cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas de la inflamacion aguda y cronica (Kumar et al., 2014).

Caracteristicas Aguda Cronica
Inicio Répido: minutos u horas Lento: dias

Monocitos, macrofagos y

Infiltrado celular Sobre todo, neutrofilos . .
linfocitos

Lesion tisular, fibrosis ~ En general leve y autolimitada. A menudo grave y progresiva

Signos locales y

.. Notables Menores
sistémicos

2.1.1.1. Inflamacion Aguda

Estéa caracterizada por el paso de proteinas plasmaticas y leucocitos de la sangre a los tejidos.
Este proceso estd regulado por sustancias que directamente actlan sobre las diversas
poblaciones celulares ubicadas en torno al area afectada o lesionada; estas sustancias son
secretadas principalmente por mastocitos, basoéfilos, plaquetas, células fagocitadas y

endoteliales (Vegaet al., 2016). La inflamacidn aguda presenta tres componentes principales:

¢ Dilatacion vascular, que induce el aumento del flujo sanguineo.

e Cambios estructurales en la microvasculatura, que permite la salida de circulacion de
proteinas plasmaticas y leucocitos.

e Migracion de leucocitos a partir de los vasos sanguineos, y acumulacion y activacion
en el lugar dafiado (Mitchell et al., 2007).
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2.1.1.1.1. Cambios en el flujo y el calibre de los vasos

Una vez generado el dafio de forma inmediata la pared celular comienza a desarrollar
cambios de calibre y permeabilidad, que posibilitan y maximizan la salida de proteinas y
celulas plasmaticas hacia el foco inflamatorio, todo depende de la naturaleza de la agresion
y su gravedad (Wendie 2004).

2.1.1.1.2. Aumento en la permeabilidad vascular (extravasacion vascular)
Desencadenada por mediadores quimicos (histamina, bradicinina y leucotrienos). Es uno de
los primeros cambios es la B U

L eucocitos

vasodilatacion, aumenta el  flujo  Proteinas plasmaticas—= ¢+ ° ., 'ﬁ

sanguineo en el area lesionada, Endotello S o X

provocando con esto un aumento en la A L

presion hidrostatica y disminucion en la B — . -
presion osmética llevando liquido del * * .+ - ﬁ o @
espacio intravascular al extracelular ;ﬁ Lﬂ; Lﬁ . & _t ‘
(Figura 1) provocando un edema o . . m ﬁ o

(Wendie 2004). La combinacion de
Figura 1. Principales mecanismos de aumento de la

dilatacion vascular y la perdida de permeabilidad de la inflamacion. A. Normal B.
Retraccion de células endoteliales C. Lesion endotelial

liquido, aumenta la  viscosidad
(Kumar et al., 2014).

sanguinea, asi como un incremento en

la concentracion de eritrocitos provocando una congestion vascular (estasis), la cual es
responsable de la marginacion de los leucocitos. Los leucocitos comienzan a acumularse a lo
largo del endotelio y resultan activados por mediadores provocando con esto un aumento en

su adhesion y migracion a través de la pared celular (Mitchell et al., 2007).
2.1.1.1.3. Respuesta de los ganglios linfaticos

Los vasos y ganglios linfaticos filtran y vigilan los liquidos extravasculares, junto con el
sistema de fagocitos mononucleares, constituyen una linea de defensa secundaria, esto
sucede cuando la RI local no es capaz de contener la infeccion. En este proceso inflamatorio
el flujo linfatico aumenta para drenar el liquido del edema, los leucocitos y restos de células
desde el espacio extravascular las lesiones graves, es imposible que la circulacion linfatica

también transporte al agente agresor; los vasos linfaticos pueden inflamarse, al igual que los
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ganglios linfaticos regionales. EI aumento del tamafio de los ganglios suele deberse, en
general, a hiperplasia de los fagocitos de las sinusoides y de los foliculos linfoides (Kumar
etal., 2014).

2.1.1.1.4. Reclutamiento de leucocitos para los sitios de inflamacion

El reclutamiento de los leucocitos hacia los tejidos exige la adhesion de los leucocitos al
recubrimiento endotelial de las vénulas poscapilares y después el movimiento a través del
endotelio y la pared vascular hacia el tejido extravascular donde reconocen los patdégenos
invasores y restos necraticos, los eliminan y producen factores de crecimiento que favorecen
a la reparacion. El tipo de leucocito que migra hacia la localizacion de la zona afectada
depende del estimulo original y de la duracion de la RI. Los leucocitos se mueven desde la
luz del vaso hacia el intersticio tisular en un proceso de varios pasos (Figura 2) (Abbas et al.,
2022).

Rodadura Activacion de integrina  Adhesion Migracion a través
por quimiocinas estable del endotelio
Integrina (estado
de baja afinidad)
! Ligando de selectina

P Integrina (estado

Wr\ s
"se;:“.\ |A1§i| téﬁ * ’j = ”qiit

oPao Quimiocinas

mo-° “W @ & o8 L\ﬂt
R 6 @odge ag®
Ve 2778 4™~ quimiocnas 2 @ %o
Citocinas oreree” 28 a 9
(TNF, IL-1) ;e ~ s
57— Macrofagos estimulados Fibrina y fibronectina — @
por microbios (matriz extracelular)

Figura 2. Interaccion entre leucocitos y el endotelio en multiples pasos
que median el reclutamiento de los leucocitos hacia los tejidos dafiados
(Abbas et al., 2022).

2.1.1.1.5. Adhesion de leucocitos al endotelio

Ante la presencia de estasis progresiva, los leucocitos van distribuyéndose a lo largo de la
periferia del vaso (marginacion), sobre la cual puede rodar, para luego adherirse firmemente
a ella, antes de cruzar finalmente por la pared vascular. El rodamiento, la adhesion y la
trasmigracion son producidas por interacciones entre las moléculas complementarias de

adhesion sobre los leucocitos del endotelio (Figura 2). La expresion de estas moléculas de
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adhesion se ve forzada por proteinas segregadas, llamadas citocinas. Las principales

moléculas de adhesidn se muestran en el cuadro 2 (Mitchell et al., 2007).

Cuadro 2. Principales moléculas de adhesion como los leucocitos y el endotelio
(Mitchell et al., 2007).

Molécula endotelial

P-selectina

E-selectina

GlyCam-1 CD34

ICAM-1 (familia de
las
inmunoglobulinas)

VCAM-1 (familia de
las
inmunoglobulinas)

CD31 (PECAM)

Molécula leucocitaria

Proteinas sialil-Lewis X
modificadas

Proteinas sialil-Lewis X
modificadas

L-selectina*
Integrinas CD11/CD18 (By)
(LFA-1, MAC-1)

Integrinas VLA-4 (B1)

CD31

Principal funcion

Rodamiento (neutréfilos, monocitos,
linfocitos T)

Rodamiento y adhesion (neutrofilos,
monocitos, linfocitos T)

Rodamiento (neutréfilos, monocitos)

Adhesion, detencion, transmigracion
(neutrofilos, monacitos, linfocitos)

Adhesion (eosinéfilos, monocitos
linfocitos)

Migracién del leucocito a través del
endotelio

2.1.1.1.6. Transmigracion de leucocitos a traves del endotelio

Puede ocurrir en la unién de células endoteliales o directamente a través del cuerpo

endotelial. La cascada de extravasacion (Figura 3) esta controlada por una serie de eventos

que dan como resultado la activacion de sefiales bidireccionales a los neutrdfilos y las células

endoteliales para una respuesta adecuada (Filippi 2016). La interaccon entre las plaguetas y

las moléculas de adhesion a células endoteliales 1= CD31 (PECAM-1) situadas en la

superficie de leucocitos y celulas endoteliales en vénulas pos-capilares. Estas moléculas, una

vez que atraviesan el endotelio se adhieren a la matriz extracelular (MEC) por medio de
integrinas a CD44 (Mitchell et al., 2007).
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Adhesive molecules and ligands

Mac-1-ICAM
LFA-1-ICAM1/2 sl
VLA4-VCAM CD99
L-Selectin . - JAM
) - ac-1-ICAM1 ESAM
Leukocytes E/P-Sepectin-PSGL1
\Blood vessel Capture Adhesion Crawling Diapedesis

\ @ rolling Paracellular/transcellular

Floating

| <y ) - ) -
Endothelial cells Basemen/ J
Pericytes membrane Tissue

Figura 3. La cascada de extravasacion de leucocitos y neutréfilos esta controlada por las interacciones
adhesivas entre leucocitos y células endoteliales, implica una secuencia de sujecion y rodadura a lo largo
del endotelio, seqguida de una adhesion firme y detencidn en el endotelio (Nourshargh et al., 2010)

2.1.1.1.7. Quimiotaxis de los leucocitos

Después de la migracion a través de las uniones inter-endoteliales y de atravesar la membrana
basal. Los leucocitos se dirigen hacia los sitios de lesion siguiendo gradientes de agentes
quimiotécticos. Para los neutrofilos, estos agentes son productos bacterianos exégenos y
medidores enddgenos, tales como fragmentos de complemento, metabolitos del acido
araquidénico (AA) y quimiocinas. Los quimiotacticos se unen a receptores especificos
acoplados a la proteina de la superficie G de leucocitos; induciendo el aumento de la actividad
de la GTPasa y del calcio citosélicos, que polimeriza la lactina y favorece el movimiento
celular. Los leucocitos se mueven se mueven extendiendo pseuddpodos, que se unen a la

matriz extracelular (MEC) y después tiran de la célula hacia adelante (Kumar et al., 2014).

2.1.1.1.8. Atrapamiento, fagocitosis y eliminacion del agente causal

Posterior a la union de los receptores, seudopodos citoplasmicos rodean la particula y
finalmente forman una vesicula o fagosoma. Forman una fagolisosoma (fagosoma+lisosoma)
descarga el contenido lisosémico en el espacio en torno al microorganismo, aunque, en
ocasiones, también vierte granulos lisosdmicos al espacio extracelular. La consecuencia mas
importante de la activacion de los leucocitos es aumento en la fagocitosis y de la destruccion

intracelular de material fagocitado, y la liberacion de citocinas, factores de crecimiento y
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mediadores inflamatorios. La fagocitosis implica: 1) reconocimiento y fijacion de una
particula al leucocito 2) atrapamiento, y 3) destruccion y degradacion de material ingerido
(Figura 4) (Kumar et al., 2014).

1. RECONOCIMIENTO Y FIJACION
Los microbios se unenalos o & % :IRAPA:'ENTO
receptores fagociticos del va;‘:“cnomromdn Microbio ingerido
g F \ vy en el fagosoma
)""“1&':*”1 Fagosoma . NS

lRecexl; con el microbio o Y

ogoc S /g/« ™

& }

Lisosoma £5 T ’f/

con enzimas /ﬁ‘,) \\“‘“‘“’" Fusién
e del fagosoma
@ M con el lisosoma
i L ~~Arginina
- <
"“"“\../ o it 9 ey ,f

LD ¢ s P ‘*:////*\-.

He*—% *dj) -— — f"éﬁc; %‘\

S et D - Fagocito \&‘i L i &

L R oxidasa W“
Degradacién de microbios por las ’ Fagolisosoma

i en el f; Destruccion de mi ios a cargo de ERO y NO
3. oesmuccodn Y DEGRADACION

Figura 4. Atrapamiento, fagocitosis y destruccion intracelular de microbios.
(Kumar et al., 2014).

2.1.1.1.9. Terminacion de la respuesta inflamatoria aguda
La inflamacion puede restituirse al completo estado de normalidad solamente si se elimina
el agente causal, se absorbe totalmente el exudado y se regeneran los tejidos dafiados. Este
proceso dependera del grado de respuesta de cada organismo a los mediadores quimicos, y
se podran evidenciar tres posibles resultados del mismo:

v Resolucion completa.

v Curacion por remplazo de tejido conectivo (fibrosis).

v" Progresion a una inflamacion cronica (Wendie 2004).

2.1.1.2. Inflamacién cronica

Es el proceso inflamatorio con una duracién prolongada (semanas o meses), en la que la
inflamacion activa, la destruccién de tejido y la curacion sobreviven simultdneamente. Es
producida como parte del proceso de curacion normal debido a la persistencia de un estimulo
provocador en repetidos episodios de la inflamacion aguda (Kumar et al 2014). Esta mediada
por la infiltracién de células mononucleadas como los macréfagos, linfocitos y células
plasmaticas encaminadas a una destruccion histica, provocada por las células inflamatorias.
Implica la proliferacion de nuevos vasos y fibrosis debido al intento repetitivo de
recuperacion (Wendie 2004).
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2.1.1.2.1. Causas de la inflamacion crénica

La RI siempre se desencadena por agresiones provenientes de agentes patdgenos, elemento
que pone en peligro la integridad de las células atacadas provocando la lesion inicial que

creara la chispa que encenderé este proceso fisioldgico (Roulier 2020).

Infecciones
microbianas

r N
Exposicion
agentes
: toxicos
|\ enddgenos y

ex6genos Qausas dt_a/la
inflamacion

cronica

[ Enfermedades ‘/ Persggenua

: autoimunitarias |

L (Arritis)

@

Diagrama 1. Causas que pueden ocasionar el desencadenamiento de
la inflamacion crénica (Roulier 2020).

&\\

Infecciones
viricas

inflamacion
aguda
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2.1.1.2.2. Células y mediadores de la inflamacion cronica

Macrofagos: Derivan de los monocitos circulantes, los cuales migran del endotelio

inducidos por las quimiocinas. Después de alcanzar el tejido extravascular, los monocitos se

transforman en macrofagos fagociticos. Los macréfagos son activados por efecto de las

citocinas producidas por los linfocitos T inmunoactivados o por factores no inmunolégicos

(Figura 5). Dependiendo de la naturaleza del estimulo, los macréfagos se activan por una de

Monocito

: Adherente Migracion
circulante
. - —
-__ AT T e——— -—.
f ' = =
‘ [ & :’ 03
\ ) Q "
T - =L B
r ) -
Macroéfago tisular
Respuesta ’ g
inmunitari
a linfocito
T activado Microbios

citocinas (IFN-y)

‘ ) —>

.

INFLAMACION Y
LESION TISULAR.

* Especies reactivas del
oxigeno y nitrégeno.

* Proteasas

« Citocinas, incluidas las
quimiocinas

* Factores de la
coagulacion
Metabolitos del AA

IL-4,

«——— otras citocinas

"

REPARACION

* Factores de crecimiento
(PDGF, FGF, TGF-B)

» Citocinas fibrogénicas

* Factores angiogenos

* Factores de la
coagulacion (FGF)

* Colagenasas
(remodeladoras)

Figura 5. Funciones de los macréfagos activados en la
inflamacion. Los macréfagos se activan por citocinas derivadas de
linfocitos T activados por mecanismos inmunitarios o por
estimulos inmunitarios como las endotoxinas. Dependiendo de la
naturaleza de los estimulos activadores, los macréfagos pueden
sintetizar productos que son microbicidas, pero también lesionan a
los tejidos o pueden inducir vias de reparacion que culminan en
fibrosis (Kumar et al., 2014).

las dos vias siguientes:
1. Macrdéfagos clasicos (M1):
inducidos por productos microbianos,
INF-y o sustancias extrafias, entre ellos
cristales; segregan citocinas
proinflamatorias, producen NOy EROy
regulan al alza las enzimas lisosémicas
para aumentar su capacidad microbiana.
2. Macrdéfagos alternativos (M2):
son activados por IL-4 e IL-3, e
impulsan el proceso de reparacion de la
herida a través de la produccion de
mediadores, que dan lugar a
proliferacion de fibroblastos,
produccion de tejido conjuntivo y

angiogeénicos (figura 5).

Aunque los productos de los macréfagos
son beneficiosos para la persona
afectada, los mediadores producen dafio
tisular ejemplo de ellos ERO y NO,
toxicos para las células. A diferencia de
la inflamacion aguada donde los

macrofagos mueren 0 salen

relativamente de prisa por la via linfatica, en la inflamacion cronica, la
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acumulacion de macrofagos persistente, por atraccion continuada de monocitos y

proliferacion (Kumar et al., 2014).

2.1.1.2.3. Papel de los linfocitos

Activados por agentes microbianos y otros antigenos ambientales, amplifican y propagan la

inflamacion cronica. Linfocitos y macrofagos interactian de manera bidireccional: los

macrdfagos activados presentan el antigeno a los linfocitos T a través de moléculas de

superficie y citocinas (Figura 7). Existen tres poblaciones principales de linfocitos T CD4",

poseen distintos perfiles de citocinas provocando diferentes tipos de inflamacién:

» Linfocitos Thl segregan INF-v, determinando la activacion de macréfagos M1.

= Linfocitos Th2 segregan IL-4, IL-5 E IL-10, que condicionan la atraccion y activacion de
eosinofilos y la activacion de los macrofagos M2.

» Linfocitos TH17 segregan IL.7 impulsando la produccion de quimiocinas responsables de

la atraccion de neutrofilos.

Linfocitos Tul y Twl7participan directamente en la defensa contra virus y bacterias, y
contribuyen al desarrollo de enfermedades autoinmunitarias. Los Tn2 constituyen una
defensa frente parasitos helmintos y contribuyen en la inflamacion alérgica. Los linfocitos B
activados y las células plasmaéticas estan a menudo presentes en los sitios de inflamacion
cronica, los anticuerpos son potencialmente especificos para antigenos persistentes o -pueden
dirigir contra componentes tisulares alterados. Su especificad y su importancia no ha quedado

esclarecida (Kumar et al., 2014).

Linfocito T Citocinas
(p. €j., IL-12,
L 6, IL-23)
Linfocito T

activado Macroéfago ‘
. actlvado f
(Tu1, Tu17) ‘ Presenla
{ antigenos
g ‘—W— alinfocitos T TNF
4 NF IL-1,
p qwmlocmas
v

y IFN-Y Reclutamiento
Reclutamiento Otros Otros dg Ieucoc!tos,
de leucocitos,  mediadores AP mediadores _ inflamacién

inflamacién  inflamatorios Z':;gg’" inflamatorios

| de macréfagos
Macmfago

Figura 6. Papel de los linfocitos T. (Kumar et al., 2014).
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2.1.1.2.4 Otras células en la inflamacion

Eosindfilos: son caracteristicos de la reaccion inmunitaria los cuales son mediados por IgE
y de las infecciones parasitarias, su reclutamiento depende de la eotaxina (quimiocina CC).
Los eosinofilos presentan granulos donde contiene proteinas basicas principal (MBP),
molécula catidnica, toxica para los parasitos, pero produce lisis en el epitelio de los
mamiferos (Galeana 2003).

Mastocitos: se encuentran ampliamente distribuidos por el tejido conjuntivo, participan en
la inflamacién aguda y cronica. Expresan receptores de superficie que se unen a la porcion
Fc de IgE. En las reacciones agudas, la union de antigenos especificos a estos anticuerpos
IgE conduce a la desgranulacion de los mastocitos y a la liberacion de mediadores. Los
mastocitos activados segregan una gran cantidad de citocinas, con actividad tanto

proinflamatoria como antiiflamatoria. (Bordes et al., 2010)

2.1.1.2.5 Reparacion de tejidos

Después de haberse generado un dafio, algunos tejidos quedan completamente reconstituidos.
Esta regeneracion se consigue por la proliferacion de células supervivientes adyacentes o a
través de la actividad de células madre tisulares. En la mayoria de los casos, la capacidad
reparadora es limitada y la grave lesion que da lugar a dafio extenso de elementos del
parénquima y/o del estroma no puede curarse por regeneracion. En ese contexto, una
respuesta fibroproliferativa (fibrosis) induciendo un depdsito de coldgeno y otros
constituyentes de la MEC (cicatriz) que, que mas restaurar parchan el tejido. La resolucion
de los exudados inflamatorios también induce fibrosis, en un proceso denominado
organizacion. En la mayoria de los casos la curacion es una combinacion de regeneracion y
cicatrizacion; el resultado se ve afectado por: 1) la capacidad de proliferacion de tejido
dafado; 2) la integridad de MEC, y 3) la cronicidad de la inflamacion asociada (Kumar et
al., 2014).

2.1.1.2.6. Inflamacion cronica granulomatosa

Se caracteriza por la proliferacion focalizada de macréfagos transformados en células
epitelioides, cuyo nombre deriva de su parecido con las células epiteliales, sus citoplasmas
son amplios, granulares y de limites poco precisos sin espacio intersticial, generando la
presencia de estructuras microscopicas denominadas granulomas. Los granulomas pueden

ser clasificados en granulomas inmunes y por cuerpo extrafio. Se desarrollan frente a material
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extrafio e inerte, enddgeno y exdgeno, no degradable, frente a agentes infecciosos de vida
intracelular y baja patogenicidad, y frente a algunas respuestas inmunes (Lattante 2012).

2.2. Enfermedades con fondo inflamatorio

Las afecciones inflamatorias pueden ser infecciones persistentes, enfermedades
autoinmunes, exposicion prolongada a toxicos. Entre las inflamaciones de bajo grado
encontramos la aterosclerosis, envejecimiento, cancer, obesidad, enfermedades metabdlicas
y degenerativas. El sistema inmunologico (SI) evoluciono para desarrollarse en momentos
donde las principales causas de mortalidad eran extrinsecas como infecciones de escasa
duracién. Se conoce mucho sobre los eventos moleculares y celulares involucrados en la

respuesta inflamatoria aguda a las infecciones, pero poco sobre el dafio en los tejidos.

Aln se ignoran todos los cambios sistémicos que en un organismo causa la respuesta
inflamatoria. La respuesta inflamatoria es muy compleja, las relaciones y nexos que se
establecen entre sus elementos y etapas son mdaltiples. La orquestacién de este proceso
fisioldgico imbrica casi todos los sistemas de drganos.

La inflamacion estd implicada en varias enfermedades de la indole infecciosa que son
originadas por bacterias, virus, hongos y protozoarios; asi como las degenerativas, como lo
es el cancer, diabetes e hipertension, la artritis reumatoide, esclerosis madaltiple, lupus

eritematoso sistémico, entre muchas otras degenerativas.

Muchos de estos problemas de salud, causan altos niveles de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial (Salinas et al., 2013). En el cuadro 3 que se encuentra en la parte inferior, se indican

ejemplos de este grupo de enfermedades
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Cuadro 3. Ejemplos de enfermedades inflamatorias (Barreno et al., 2000).

Enfermedades en las que la inflamacién juega un papel patogénico importante

Anafilaxis Gota

Artritis reumatoide Lupus eritematoso

Asma Osteoartritis

Aterosclerosis Pénfigo

Colitis ulcerosa Psoriasis

Dermatitis atopica Rechazo xenoinjerto
Enfermedades de Alzheimer Sarcoidosis

Enfermedad de Crohn Sindrome de isquemia — reperfusion
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) Sindrome de fiebre periddica
Esclerosis multiple Tiroiditis de Hashimoto
Espondilitis anquilosante Vasculitis

Enfermedades de origen infecciosos en las que la inflamacién contribuye a la patologia tanto como la toxicidad

bacteriana
Disenteria bacteriana Lepra (forma tuberculoide)
Enfermedad de Chagas Meningitis neumocdcica o neissérica
Filariasis Neumonitis fibrosa quistica
Gastritis por H. pilory Neumonia viral
Glomerulonefritis postestreptocdcica Sepsis
Hepatitis C Tuberculosis

Enfermedades de origen diverso en las que las fibrosis postinflamatoria es una causa
principal de patologia

Cirrosis hepética (alcohdlica o virica) Fibrosis pulmonar post-irradacion
Esquistosomiasis Fibrosis pulmonar inducida por bleomicina
Fibrosos pulmonar idiopatica Rechazo cronico alogénico

2.3. Proceso fisiopatolégico asociado a la inflamacion

La defensa natural del organismo se basa en tres elementos: barrera externa, sistemas
inespecificos y respuestas antigeno-especificas. La inflamacion es la respuesta inicial e
inespecifica ante estimulos mecénicos, quimicos o microbianos. ES una respuesta rapida y
ampliada, controlada humoral y desencadenada por la activacion conjunta de fagocitos y
células endoteliales. Es una respuesta beneficiosa si el proceso inflamatorio mantiene un
equilibrio entre células y mediadores. Aparece vasodilatacion, aumento de la permeabilidad
vascular, activacion/adhesion celular e hipercoagulabilidad. La vasodilatacion y el

incremento de la permeabilidad microvascular en el lugar de la inflamacién aumentan la
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disponibilidad local de nutrientes y de oxigeno, produciendo calor, hinchazén y edema
tisular. La respuesta a la agresion induce cambios cardio vasculares (aumento de la frecuencia
cardiaca, de la contractilidad y del gasto cardiaco) y neuroendocrinos (liberacion de
catecolaminas, cortisol, hormona antidiurética, hormona de crecimiento, glucagén e
insulina). Existe atrapamiento de liquidos debido al tercer espacio, e incremento del consumo
de oxigeno (Garcia de Lorenzo et al., 2008). La diferencia en la concentracion arteriovenosa
de oxigeno se mantiene en rangos normales por la adaptacion del aporte de oxigeno, pero, si
aparece deuda de oxigeno, el organismo adopta rapidamente la via anaerobia. Asociado al
aumento en las necesidades metabdlicas, se comprueba una caida en las resistencias
vasculares sistémicas. Si no aparece una segunda agresion estas alteraciones fisiologicas
locales y sistémicas persisten de tres a cinco dias y desaparecen en siete diez dias, con
reduccidn clinica del tercer espacio, aumento de la diuresis y normalizacion del pulso y de la
temperatura. En ocasiones, la intensidad o la repeticion de la agresion provocan la pérdida
del control local o la activaciéon de unos mecanismos de respuesta que estan habitualmente
quiescentes y que sobrepasan los sistemas de control, con una reaccion sistémica exagerada
que se denomina SIRS. Puede desencadenarse por una infeccion (virus, bacterias, protozoos
y hongos) o por una causa no infecciosa (traumatismo, reacciones autoinmunes, Cirrosis o
pancreatitis) (Garcia de Lorenzo et al., 2008). El proceso inflamatorio representa una
reaccion tisular imprevista ante una agresion, que incluye: decisiones de puesta en marcha o
de cese, basadas en la integracion de secuencias moleculares incitadas por el dafio tisular
causado por la penetracion de microbios o por la presencia de material extrafio exdgeno o
enddgeno; reclutamiento, instruccion y envio de células; eliminacion de microbios, cuerpos
extrafios y de células infectadas y/o dafiadas; creacion de barreras para evitar las metastasis
microbianas, y la reparacion del tejido lesionado por la agresion o por la respuesta del
huésped. Si diferentes causas alteran o bloguean cualquiera de las etapas de este ordenado
proceso, la inflamacion puede derivar hacia soluciones no deseadas, como la infiltracion
tisular por agregados de linfocitos y leucocitos (granulomas) que, en ocasiones —en las
articulaciones—, son embebidos en una masa de fibroblastos sinoviales hiperproliferativos
(pannus), o la distorsion tisular mediante la biosintesis incontrolado de colageno (fibrosis o
cirrosis). La inflamacion persistente puede provocar depositos de proteinas amieloides, en

principio protectoras pero que, a la larga, pueden inducir enfermedades cronicas
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degenerativas, y, también, lesiones oxidativas en el &cido desoxirribonucleico (ADN) que,
con el tiempo, favorezcan transformaciones neoplasicas (Barreno et al., 2008).

2.4. Liberacion de mediadores

La liberacion de mediadores ocurre por distintas causas, pero quizas la mas frecuente sea la
lesion directa de la célula por el agente agresivo. Cuando la inflamacion progresa y se
acumulan en el foco suficientes factores activados del complemento, el C3a y el Cba,
actuando sobre receptores de membrana, inducen la activacion del mastocito y la
consiguiente liberacion de mediadores. Otro mecanismo de activacion se desarrolla mediante
la IgE que es captada en la membrana del mastocito, ya que éste presenta receptores para la
porcién Fc de esta inmunoglobulina (FcR). El antigeno activa al mastocito cuando conecta
especificamente con dos IgE contiguas sobre la membrana. Los mecanismos bioquimicos
gue subyacen a este proceso no son aun bien conocidos. Parece que el proceso se inicia en la
membrana con activacién de adenilato-ciclasa y de fosfolipasa A2. La adenilato-ciclasa
determina un incremento inicial de la concentracion intracitoplasmética de CAMP, mientras
que la fosfolipasa ataca a los lipidos de membrana produciendo &cido araquidonico. También
aumenta la permeabilidad de membrana al Ca*™, con lo que se incrementa la concentracion
de este ion en el citoplasma (Bordés et al., 2010). El aumento de la concentracion de Ca*™y
el del cAMP determinan la formacion de microtibulos en el mastocito, asi como el
movimiento de granulos citoplasméaticos hacia la membrana celular, produciéndose
posteriormente la fusion de los granulos con ésta y la liberacion de mediadores al espacio
extracelular. Estos mediadores, que se encontraban preformados en los granulos, son
principalmente histamina, enzimas proteoliticas, el factor quimiotactico del eosinéfilo (ECF-
A, eosinophil chemotactic factor por sus siglas en inglés), factor quimiotactico del neutréfilo
(NCF, neutrophil chemotactic factor por sus siglas en inglés) y heparina. El acido
araquidénico formado puede seguir dos vias metabdlicas, la de la enzima ciclooxigenasa
(COX) que determina la produccion de prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX) y la de la
lipooxigenasa que conduce a la formacion de leucotrienos (LT). Todas estas sustancias de
caréacter lipidico, sintetizadas por de novo son un segundo grupo importante de mediadores
de la inflamacion. El basoéfilo es una célula preponderantemente sanguinea, acude a los

tejidos durante el proceso inflamatorio y supone un refuerzo en la liberacion de mediadores
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ya que se activa por los mismos mecanismos que el mastocito y libera mediadores

equivalentes a los de esta célula (Bordés et al., 2010).

2.5. Efecto de los Mediadores

2.5.1. Mediadores preformados

= Histamina: Es un mediador ampliamente distribuido por el organismo, aunque se detecta
principalmente en el mastocito y basofilo. Deriva, por descarboxilacion, del aminoécido
histidina. Actuando sobre los receptores H1 (histamina 1) de los vasos produce
vasodilatacion e incremento de la permeabilidad. Como veremos posteriormente, cuando la
histamina actla sobre receptores H2 (histamina 2) produce efectos inhibidores o reguladores

de la inflamacion.

= Enzimas proteoliticas: De las distintas enzimas proteoliticas liberadas por el mastocito,

quizas la mas interesante sea la kininogenasa que actta sobre las proteinas procedentes de la
sangre y denominadas kinindgenos, produciendo su ruptura en péptidos mas pequefios
denominados kininas. Las kininas inducen vasodilatacion, aumento de la permeabilidad

vascular y estimulan las terminaciones nerviosas del dolor.

= Factores quimiotacticos: EI ECF-A incluye dos tetrapéptidos de alrededor 500 d. de peso

molecular que atraen eosinofilos al foco inflamatorio, induciendo simultdneamente la
activacion de estas células. EI NCF es una proteina de un peso molecular superior a 750.000

d. con capacidad de atraer y activar al neutréfilo.

= Heparina: Al inhibir la coagulacién, favorece la llegada al foco inflamatorio desde la
sangre de moléculas y células. Es, ademas, un factor regulador, por lo que sera estudiado en

el apartado correspondiente (Gonzales et al., 2010).

2.5.2. Mediadores sintetizados de novo

= PGE2: Es la prostaglandina mas importante en el proceso inflamatorio. Produce
vasodilatacion y dolor. En coordinacion con el factor C5a 'y LTB4 aumenta la permeabilidad
vascular. El efecto antiinflamatorio de la aspirina se debe a que al bloguear la via de la

ciclooxigenasa impide la formacion de esta prostaglandina.

= LTB4: Es un factor quimiotactico para eosinofilos, neutréfilos, mastocitos y macréfagos.
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= Factor activador de plaguetas: Este factor tiene varias propiedades. Activa las plaquetas

determinando su agregacién, con la liberacion de mediadores por parte de estos cuerpos e
inicio de los procesos de coagulacion. Produce, ademaés, vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad vascular. Es, por otra parte, un potente factor quimiotactico y activador de
neutrofilos (Bordés et al., 2010).

2.6. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio
2.6.1. Fase inicial

= Inmunoglobulinas: Anticuerpos se uneny bloguean al germen y sus toxinas. La IgM e 1gG

activan la via clasica el complemento. 1gG, se une a fagocitos mediante receptores Fc. Lo

que potencia la fagocitosis.

= Factores de complemento: Ademas de la via clésica se puede activar por via alternativa.

Esto debido a productos liberados por el germen o una célula extrafia inductora de
inflamacién. Factores como C3a y Cba, actlan sobre receptores de membrana activando los
mastocitos y basoéfilos, potente factor quimiotactico, mientras que el C3b, potencia la

fagocitosis al unirse a receptores de membrana de los fagocitos.

= Kinindgenos: sobres estas moléculas acttan las kininogenasas liberadas por los mastocitos

y basofilos dando lugar a las kininas.

= Proteina de fase aguda: la proteina C que tiene la capacidad de fijar determinados gérmenes

como el neumococo y de activar el complemento por la via clésica.

= Factor de coagulacion (Bordés et al., 2010).

2.6.2. Fase tardia (Llegada de células)

= Basofilo: junto con el mastocito ayuda a la liberacion de mediadores.

= Neutrdfilo: Son las primeras células en llegar al foco inflamatorio y estas se encargan de
eliminar al germen mediante fagocitosis 0 mediante la liberacion de factores toxicos

contenidos en sus granulos citoplasmaticos y asi producir una muerte extracelular.

= Monocito/Macro6fago: Llegan al foco tardiamente, actan como células presentadoras del

antigeno a las células especificas T y B iniciando la respuesta especifica.
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= Linfocitos T y B: Potenciados por los macrofagos realizan la respuesta especifica. Células

B unidas a mastocitos o basofilos pueden potenciar la inflamacién, por otro lado, las células
T comienzan a producir linfoquinas las cuales se encargaran de prolongar la inflamacion en

una respuesta inmune mas elaborada.
= Eosindfilos: Su funcion es regular la inflamacion (Bordes et al., 2010).

2.7. Regulacion de la respuesta inflamatoria

El proceso inflamatorio se encuentra estrechamente regulado evitando asi una respuesta
exagerada o perjudicial. Algunos de los mediadores que provocan activacion al actuar en
distintos receptores van a producir inhibicién, y asi conseguir una forma de equilibrio o

modulacion a la respuesta inflamatoria. Factores que intervienen:

a. Histamina: Actla sobre receptores H2, induce la liberacion de PGE e inhibe la actividad

del neutrdéfilo. Inhibe la quimiotaxis y activas las células T supresoras.

b. PGE: Produce la liberacion de mediadores y en los linfocitos una inhibicion en la

proliferacion y diferenciacion de estos.

c. Agonistas autonémicos: el mastocito y baséfilo presentan receptores o y B-adrenérgicos y

colinérgicos que producen la liberacion de mediadores asociados a la regulacién autonémica.
d. Heparina: inhibe la coagulacién y la activacion de los factores de complemento.

e. Eosindfilo: Acude al foco inflamatorio liberando enzimas degradadoras de mediadores

potenciadores de la inflamacién (Gonzales et al., 2010).

2.8. Reparacion

Cuando las causas de la agresién desaparecieron o fueron eliminadas por la respuesta
inflamatoria comienza el proceso de reparacion. Comienza la llegada de fibroblastos los
cuales van a proliferar y sintetizar colageno, proliferacion de células epiteliales y
proliferacion de vasos dentro de la herida. No se conocen bien los mediadores de este
proceso, pero parecer ser que la IL1 es la encargada de la activacion de los fibroblastos
(Gonzales et al., 2010).

2.9. Tratamiento contra la inflamacion
Existen un tipo de farmacos llamado, antiinflamatorios no esteroidales (AINES). Estos

pueden clasificarse en diferentes formas, uno de los mas utilizados se basa en su estructura
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quimica. Se agrupan en salicilatos, para-aminofenoles, derivados pirazélicos, derivados del
acido propidnico, etc. Estos actian sobre diversas enzimas que participan en las reacciones
de sintesis de las prostaglandinas a partir del acido araquidénico (AA). Una de estas enzimas
es la ciclooxigenasa, conocidas como COX-1y COX-2. A partir de este descubrimiento se
han desarrollado algunos inhibidores de selectivos de la ciclooxigenasa 2. Ambas enzimas
poseen caracteristicas y funciones diferentes, por ello al ser bloqueadas el resultado es
distinto.  El bloqueo de la enzima COX-1, se generan los efectos secundarios
gastrointestinales, renales y plaquetarios. Al inhibir COX-2 sin inhibir la COX-1, se inhiben

los mecanismos de la inflamacién y se reduce la respuesta inflamatoria en el organismo.

Los corticoides son drogas utilizadas con frecuencia debido a que son potentes
antiinflamatorios e inmunomoduladores. Estos se difunden de forma pasiva a través de la
membrana celular, donde se unen con proteinas receptoras solubles del citoplasma. Este
complejo hormona-receptor se desplaza luego al ndcleo y regula la transcripcion de una
cantidad ilimitada de genes diana. Otro mecanismo de accidn consiste en modular la cascada

de segundos mensajeros a través de vias no genémicas.

A pesar de ser sustancias con efectos benéficos sobre la enfermedad, el uso constante de estos
farmacos conduce a efectos adversos de corto y largo plazo, como problemas
gastrointestinales: gastritis, ulceras pépticas y hemorragias gastrointestinales.  Dafios
renales: insuficiencia renal, hipercalemia, retencion de sodio y hepatotoxicidad.
Osteoporosis, aumento de apetito, obesidad centripeta, miopatia, hipertensién, diabetes
mellitus, pancreatitis, entre otros. Por lo que la investigacion de nuevos antiinflamatorios

sigue siendo actual (Aguillén et al., Fye, 2000).

2.10. Plantas medicinales y la inflamacion
En México, se estima que aproximadamente el 90 % de la poblacion hace uso de plantas
medicinales. Una gran variedad de especies medicinales, son usadas para el tratamiento de

enfermedades con un fondo antiinflamatorio (Guzman et al., 2014).

2.11. Género Salvia
El nombre Salvia proviene de la palabra latina “curar” que resume la creencia folklérica de
sus propiedades terapéuticas magicas, para muchos tipos de dolencias y su popularidad en la

medicina tradicional (Kesimu et al., 1998). Este género, pertenece a la familia Lamiaceae, y
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es el mas diverso ya que existe un registro que indica que hay 1000 especies que estan
distribuidas por todo el mundo (Walker et al., 2004; Wester, 2007). Se calcula que México,
con aproximadamente 300 especies, alberga la mayor diversidad alrededor del mundo
(Ramamoorthy, 1984; Walker et al., 2004), de las cuales entre el 85-88 % son endémicas
(Dieringer et al., 1991; Ramamoorthy, 1998). A pesar de este dato, existen pocos estudios de

su posible actividad farmacologica.

2.11.1. Botanica general de Salvia

La mayor diversidad del género Salvia se encuentra en zonas montafiosas de México (bosque
templado, coniferas y encinares), con un alto auge en la zona centro-sur, también estan
presentes en bosques tropicales caducifolios y subcaducifolios, zonas aridas-desérticas
(Davila et al., 1993; Fernandez et al., 1998; Ramamoorthy y Elliot, 1998). Las especies del
género Salvia, tienen varias formas de crecimiento entre ellas las que son anuales, perennes,
arbustos y raramente arbustos trepadores. Una de las caracteristicas especificas del género es

la flor con caliz y corola biliada (Ramamoorthy et al., 2001).

2.11.2. Actividad antiinflamatoria del género Salvia
A continuacién, se mencionan algunas especies de este variado género, de las cuales se ha

demostrado su efecto antiinflamatorio en diferentes modelos bioldgicos.

a) Salvia elegans, planta originaria de Meéxico. Se ha demostrado su capacidad
antiinflamatoria de extractos obtenidos de un cultivo hidropénico evaluados en el ensayo
de edema auricular inducido con el éster de forbol, TPA (Brisson et al., 2008). Extractos
de esta planta ejercen efecto modulador de la respuesta al modificar las concentraciones
de citocinas en diferentes drganos, provenientes de ratones con obesidad (Martinez et
al., 2013).

b) Se utilizaron extractos etanolicos de las hojas de Salvia lachnostachys asi como la
fruticulina A (compuesto aislado de S. lachnostachys), que fueron evaluados en ratones
usando el ensayo de edema plantar y pleuresia inducida por carragenina, y se midié
ademas la hiperalgesia. Se observé una disminucion en el conteo de leucocitos totales
en lavado pleural, en la extravasacion de proteinas y en el edema plantar. Ademas de
esto, tanto el extracto etanolico como la fruticulina A mostraron una actividad

antihiperalgésica en el modelo utilizado (Picellini et al., 2014).
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c)

d)

f)

9)

Con Salvia sessei Benth, se utilizaron las partes aéreas para la obtencién de un extracto
de diclorometano y un metandlico, de los cuales se aislaron dos compuestos sesseina e
isosesseina, que junto con los extractos fueron evaluados en la prueba de edema de
pabellon auricular de raton-inducido con TPA, se mostrd que ambos compuestos poseen
efecto antiinflamatorio con un comportamiento dosis-dependiente (Gomez-Riveraet al.,
2018).

El extracto etandlico de nueve especies del género Salvia, de la zona de Veracruz (S.
lasiocephala Hook, S. Microphylla Kunth, S. misella Kunth, S. micinoi Benth, S.
coccinea Juss, S. purpurea Cav, S. xalapensis Benth, S. albiflora M. Mertens & Galeotti
y S. tiliifolia Vahl.), fueron evaluados en la prueba de edema auricular con TPA. Siendo
S. microphylla la de mayor actividad con una inhibicion del edema del 65.72 %,
superando a la indometacina (51.61 %), la actividad de varias especies de Salvia ha sido
atribuida a la presencia de diferentes metabolitos secundarios como terpenos (Davalos
et al., 1999), compuestos fendlicos y flavonoides (Braley et al., 2008, Guzman, 2014).
El extracto acuoso de S. africanalutea L. fue analizado en las pruebas de dolor inducido
con &cido acético, placa caliente y en pirexia inducida por LPS en ratas y ratones, los
datos indican una potencial actividad analgésica y antipirética (Amabeoku et al., 2001).
En las raices de S. aethiopis se aisl6 un diterpeno Ilamado etiopinona el cual al ser
administrado via oral ejerce un efecto antiinflamatorio y analgésico (Hernandez et al.,
1995) que esté relacionado con la inhibicion de 5-LO (Benrezzouk et al., 2001).

De las partes aéreas de S. lavanduloides fueron evaluados extractos hexénicos, AcOEt y
diclorometano, asi como algunas fracciones y compuestos aislados de los extractos, los
cuales fueron sometidos en dos modelos farmacoldgicos. EI primer modelo fue una
evaluacion como antimicrobianos contra bacterias Gram-positivas, el segundo modelo
fue edema auricular inducido por TPA, los extractos de hexano y AcOEt asi como como
dos fracciones (SID-2 y DID-3) mostraron una actividad antimicrobiana mayor, por otro
lado en la activad antiiflamatoria los extractos de hexano (SIH 62 %) y diclorometano
(SID 45 %) y una fraccién (SID 61 %) mostraron un buen porcentaje de inhibicién del
edema mientras que los compuestos aislados mostraron un mayor porcentaje de

inhibicion por su parte la Salviandulina obtuvo un 70 % de inhibicion del edema mientras
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que la Eupatorina obtuvo un 72 % de inhibicidn respectivamente ( Gonzales-Cortazar et
al., 2022).

2.11.3. Quimica de especies de Salvia que poseen actividad antiinflamatoria

De las especies de este genero se ha mostrado la presencia de grupos diversos de metabolitos
secundarios, entre ellos terpenos, monoterpenos, sesquiteropenos los cuales constituyen a los
aceites esenciales de la planta; ademéas de diterpenos y triterpenos, derivados del ursano y
oleanano, al igual que compuestos fendlicos como flavonoides y &cidos fenolicos (Accame
et al., 2002).

B)

D)

HO
OH O OH

Figura 7. Estructura de compuestos aislados en especies de Salvia que poseen actividad antinflamatoria
(Accame et al., 2002). A) Acido ursélico, B) Carnosol, C) Apigenina, D) Acido rosmarinico.
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2.12. Salvia mexicana (Figura 8)

Figura 8. Hojas, flor y tallo de Salvia mexicana L., asi como un ejemplar colectado por el
Herbario de la Universidad de Washington.

2.12.1. Clasificacion taxonomica
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Salvia

Especie: Salvia mexicana L. (Figura 8)
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2.12.2. Botéanica, distribucidén y nombres comunes

Nativa y Endémica de México y con una distribucidn registrada desde Sinaloa a Coahuila y
de Veracruz a Oaxaca, en el Valle de Meéxico se encuentra hasta los 3000 m de altitud, con
preferencia en los lugares perturbados. Comunmente la llaman: Tlacote, Tapachichi, azul-
sipari, charahuesca, chia y ichukuta (Martinez et al., 1979). Fue descrita por Rzedowski y
Rzedowski, 2001 (Rzedowski et al., 2001). Planta herbacea perenne o arbustiva, su tamafio
ronda entre los 0.5 y 3 m de alto, su tallo normalmente con pelos blancos, largos y
entrecruzados y estan recostados sobre la superficie. Sus son opuestas, ovadas de hasta 20
cm de largo, pero generalmente mas pequefias, puntiagudas, con abundantes pelos blancos,
largos y entrecruzados cuando son jovenes, pero con el paso del tiempo se van cayendo,
peciolo de hasta 10 cm de largo con pelos largos y entrecruzados. Su inflorescencia, las flores
en verticilos distanciados, formando espigas y bracteas caedizas. Flores: Sobre pedicelos, el
caliz es un tubo acampanado, ligeramente comprimido lateralmente, con pelillos a lo largo
de las venas, hacia el 4pice se divide en dos labios , el superior puntiagudo y el inferior se
divide en dos 2 dientes largos, es de color azul con abundantes pelos de mas de 2.5cm de
largo con un tubo abundante hacia el apice y divido en dos labios, el superior en forma de
capuchon y el inferior dividido en 3 l6bulos, el de en medio mas grande que los laterales;
dos estambres estilo bifido con un mechén de pelos y sus semillas. El fruto encuentra
encerrado en el caliz y este esta divido en 4 segmentos con una semilla cada uno lateralmente
(Vibrans et al., 2009).

2.12.3. Usos medicinales

Se utiliza toda la planta en general (hoja, semilla, flor etc.) y el uso medicinal que se le da es
para evitar calculos en los rifiones y para el buen funcionamiento del aparato digestivo y el
respiratorio, ademas de que se le da otros usos y es comestible. La forma de uso de esta planta

es hervida y se toma como agua de uso normal (Ramirez et al., 2016).

2.12.4. Farmacologia y quimica

Se evaluaron los extractos acetonico y metanolico de S. mexicana L. utilizando las partes
aéreas, se demostro que es capaz de inhibir la inflamacién local provocada por TPA. En los
extractos se aislaron diferentes triterpenos como B-sitosterol, betulinol, alcohol betulinico,

acido ursdlico y arbutina. Los autores deducen que el efecto analizado se debe a la presencia
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de B-sitosterol y &cido ursélico, debido a que a estos se les ha comprobado su accion
(Argumendo et al., 2003).

Figura 9. Estructura del Figura 10. Estructura del
acido ursolico. B-sitosterol.

HO OH
~eo (Y
HO
Ho' OHO
Figura 11. Estructura del Figura 12. Est_ructura de la
betulinol. arbutina.
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2.13. Salvia polystachya (Figura 13)

1406681

Figura 13. Hojas, flor y tallo de Salvia polystachya Ort., asi como un ejemplar colectado por el Herbario
Nacional de México (MEXU).

2.13.1. Clasificacion taxonomica
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Salvia

Especie: Salvia polystachya Ort. (Figura 13)
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2.13.2. Botéanica, distribucién y nombres comunes

Esta especie de Salvia es un componente tipico de las orillas de caminos y de cultivos en
grandes partes del centro de México y afiade un toque azul a estos paisajes. Es polimorfico,
0 sea, puede tener formas variables. Se utiliza el nombre de “chia” para esta planta, pero no
es la especie con los frutos comestibles (Salvia hispanica), otros nombres que se le asignan
son “tepechia”, “chinetlacol”. Su area de origen es México y Panama. En México se
distribuye por Chiapas, Colima, Distrito Federal, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz (Rzedowski et al., 2001; Villasefior, 1998). Es una
hierba perenne o arbusto que tiene un tamafo de hasta 3.5 m de alto, su tallo esté cubierto de
pelos largos t enredados, o bien de pelillos recostados sobre la superficie y dirigidos hacia
abajo o sin pelos. Tiene hojas opuestas, ovadas o elipticas, de hasta 14 cm de largo y hasta 7
cm de ancho, puntiagudas, con la base variable, a veces cubiertas de pelillos, éstos méas largos
en la cara inferior donde también suelen presentarse glandulas en forma de puntos. Los
peciolos de hasta 5 cm de largo, a veces con pelillos. Su inflorescencia generalmente larga,
compuesta de numerosas flores densamente agrupadas en verticilos muy poco distantes unos
de otros, ubicados hacia la parte terminal de los tallos. Las bracteas caedizas, de
aproximadamente 1 mm de largo, a veces con pelos largos y suaves. Y sus flores, el céliz es
un tubo, acostillado, generalmente con pelillos en la superficie y con glandulas entre las
costillas, que hacia el apice se divide en 2 labios puntiagudos; la corola de color azul, rara
vez blanca, es un tubo algo abultado hacia su apice y dividido en 2 labios, el superior en
forma de capuchon y cubierto de pelillos, el labio inferior mas largo y mas o menos dividido
en lébulos desiguales; estambres 2. La puedes encontrar en matorrales secundarios y areas
perturbadas y por zonas bioclimaticas en pastizales, bosque de encino y de pino a una altura

de hasta los 2900m sobre el nivel del mar (Ramirez et al., 2016).

2.13.3 Usos medicinales

Generalmente el uso medicinal que se le da esta planta es para dolores de estdmago o de
cabeza, como purgante anti-gastralgico, antipirético y para tratar disenteria, también para el
crecimiento del cabello; normalmente se hace un té y de esa manera es como se ingiere
(Calzada et al., 2009).
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2.13.4. Farmacologia y quimica

Fueron evaluados extractos etanolicos de S. polystachya utilizando los tallos de la planta,
mediante ensayos in vivo, ex vivo e in silico, ademas de que se realiz6 un ensayo de toxicidad
aguda, donde se demostro la capacidad de reducir los niveles de glucosa en ratones
diabéticos. Los autores deducen que el efecto fue posible gracias la presencia del acido
ursélico y &cido oleandlico, esta investigacion apoya las bases fitoquimicas y farmacoldgicas

de S. polystachya y su uso como alternativa para el control de la diabetes tipo 2 (Ortega et
al., 2022).

Figura 14. Estructura del Figura 15. Estructura del
acido oleandlico. acido ursolico.

2.14. Fundamento de los modelos farmacolégicos para evaluar actividad
antiinflamatoria

2.14.1. Edema del pabellon auricular en raton-inducido con esteres de forbol (TPA)

La administracion topica de TPA trae consigo la formacion de edema agudo e infiltracion
leucocitaria con activacion de la proteina cinasa C, la cual es dependiente Ca*™ (Braley et al.,
2008). Es uno de los compuestos mas utilizados en la experimentacion debido a la
produccién de tumores e inflamacién cutanea (Rao et al., 1993). Activa la cascada de acido
araquidénico mediante fosfolipidos con ayuda de ciclooxigenasas (COX) de tipo 1y 2,
liberando sus metabolitos los cuales van a modular la inflamacion, produciendo
prostaglandinas y lipoxigenasas causantes de la fiebre y el dolor en la zona local afectada,
obteniendo como producto el &cido 5-hidroxieicotetraenoico el cual va a inducir la adhesion
de neutrofilos y la liberacion de leucotrienos los cuales cumpliran la funcién de agregar y
adherir leucocitos al endotelio vascular causando con esto la liberacion de enzimas
lisosomales, oxigeno y radicales libres (Young et al., 1989, Gabor, 2003; Braley, 2003).
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2.14.2. Edema plantar inducido con carragenina

Este método fue originalmente descrito por Winter (Winter et al., 1962), es uno de los
modelos mas utilizados para la evaluacion de la inflamacion, es agudo y altamente
reproducible. La carragenina es un mucopolisacarido sulfatado extraido de algas marinas
(Rodophytas) (Rozo, 2006). Provoca una reaccién inflamatoria que sus sintomas cardinales:
edema, hiperalgesia, y eritema (Morris et al., 2003). Todo esto como consecuencia de la
accion de agentes proinflamatorios como la bradicinina, histamina, taquicidininas,
complemento y especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (Vazquez et al., 2015). Facilitando
la migracion de neutrofilos al punto de inflamacion y pueden generar proinflamatorios
oxigenos reactivos y otras especies. La respuesta inflamatoria suele cuantificarse por
aumento en el tamafio de la pata (edema), la respuesta vascular maxima ocurre alrededor de
4 h después de la inyeccion de carragenina, y estd media por prostaglandinas (PGE1, PGE2
y PGF2), extravasacion de proteinas, por inhibidores de moléculas dentro de la cascada

inflamatoria (Morris et al., 2003)
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3. JUSTIFICACION

La inflamacidn es una respuesta natural ante las agresiones ambientales, internas y externas,
cuando el proceso se sale de control se habla de una fisiopatologia. La inflamacion esta
implicada en una gran variedad de enfermedades, entre ellas las cronicas degenerativas. Los
medicamentos de primera linea que se utilizan como antiinflamatorios son los AINES y
corticoides, compuestos que generan problemas secundarios no deseables en el paciente, lo
que provoca el desapego al tratamiento, aunado a una disminucién en la calidad de vida. Ante
este panorama, sigue siendo indispensable la busqueda de mejores tratamientos
antiinflamatorios, que pudiesen ser Utiles para aliviar sintomas asociados en las enfermedades
cronicas y cuya fisiopatologia se recarga, en parte, en la inflamacion no-controlada. Las
plantas resultan ser una fuente inmejorable de metabolitos activos sobre diversos
padecimientos. Algunas especies del género Salvia, son utilizadas en la medicina tradicional
por sus propiedades antinflamatorias, de otras se ha reportado farmacol6gicamente dicho
efecto. Salvia mexicana y Salvia polystachya, cuentan con pocos estudios, por lo que en la
presente investigacion se propuso el analisis farmacologico y quimico de ambas, por primera
vez, para indagar sobre sus propiedades antiinflamatorias y sobre algunos de sus metabolitos
secundarios como responsables de dicho efecto, para con ello contribuir a su conocimiento.
Para lo que se utilizaron dos ensayos farmacolégicos, el primero edema auricular-inducido

por el éster de forbol TPA y el segundo, el de edema plantar-inducido con carragenina.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Los extractos, fracciones y compuestos aislados de las hojas de Salvia polystachya y/o

Salvia mexicana, reduciran la inflamacion provocada por agentes quimicos?
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5. HIPOTESIS

Con base en los antecedentes etnomédicos y farmacoldgicos de algunas especies del género
Salvia, los extractos, fracciones o compuestos de las especies Salvia polystachya y Salvia
mexicana reduciran el edema del pabellén auricular y plantar, de ratones, provocado por

agentes quimicos.
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6. OBJETIVOS
6.1. General

Evaluar la capacidad antiinflamatoria de los extractos de diferente polaridad, fracciones
y/o compuestos de Salvia polystachya y Salvia mexicana utilizando los modelos de edema

de pabelldn auricular y de edema plantar en raton.
6.2. Particulares.

1. Evaluar el efecto antiinflamatorio de extractos organicos de Salvia polystachyay Salvia

mexicana, en el ensayo de edema del pabellén auricular de raton inducido con TPA.

2. Medir la actividad antiinflamatoria de las fracciones derivadas del mejor extracto
antiinflamatorio de la planta mas activa, utilizando el ensayo de edema del pabell6n

auricular de raton inducido con TPA.

5. Demostrar que el efecto antiinflamatorio de las fracciones activas también se observa

en el modelo de edema plantar-inducido con carragenina.

4. Aislar al menos un compuesto de la planta, utilizando cromatografia en capa fina, en

columnay llevar a cabo su elucidacién por RMN.

5. Medir el efecto antiinflamatorio de un compuesto aislado de la fraccidn mas activa, en

el ensayo de edema del pabellon auricular de ratén inducido con TPA.
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7. MATERIAL Y REACTIVOS

7.1. Generalidades del material

Los reactivos utilizados fueron 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA), indometacina
(INDO) y carragenina. Los disolventes utilizados para macerar el material seco de la planta
fueron hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol. El extracto organico
bioldgicamente activo, asi como sus fracciones fueron separados y analizados mediante la
aplicacion de métodos cromatograficos tradicionales como la cromatografia en columna
(CC) y la cromatografia en capa fina (CCF) analitica; se utilizo silice 60, y gel de silice de
fase reversa C18 (40-63 p) como fase estacionaria. Las placas cromatograficas son del
mismo material silice y se utilizaron los siguientes reveladores sulfato cérico amoniacal al 1
% en H>SOs4 2N y 2 amino etil difenil borinato. La determinacion estructural de la
rhiacophilina se llevo a cabo mediante el analisis de sus espectros de Resonancia Magnética
Nuclear (*H y 13C).

7.2. Colecta del material biologico.

Las partes aéreas de las especies fueron colectadas en San Juan Tlacotenco, Tepoztlan
Morelos, México, en el mes de febrero de 2020, coordenadas GPS: Longitud y latitud
aproximadas son -99.093889 y 19.017500, la localidad se encuentra a 2,350 metros sobre el
nivel del mar. Una muestra se depositdé en el herbario del CIByC-UAEM, para su
identificacion taxondmica, realizada por el M. en C. Gabriel Flores Franco, quien asigno los
siguientes numeros de identificacion por especie: Salvia mexicana nimero de herbario 30809

y Salvia polystachya 30807.

7.3. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones macho Balb-C (25 g), proporcionados por el Centro de Investigaciones
Biomédicas de Sur (CIBIS) del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Los estudios
en los ratones fueron realizados bajo la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-Z00-1999, asi
como las normas éticas internacionales para el cuidado y uso de animales de
experimentacién. Los ratones se mantuvieron a una temperatura de 22 °C +3 °C, 70 % + 5

% de humedad con ciclos de luz / oscuridad de 12 h y comida /agua.
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8. METODOS

8.1. Obtencion de extractos de las dos especies

Una vez colectadas las especies vegetales, se dejaron secar en una habitacion oscura a
temperatura ambiente, para posteriormente obtener una harina en un molino pulvex, a un
tamarfio de particula de 6 a 8 mm. El producto seco obtenido (500 g de cada una) se coloco
en un recipiente de vidrio, por separado, para proceder a la maceracion sucesiva con n-
hexano, diclorometano y acetato de etilo, cada disolvente durante 24 h. El extracto liquido,
se filtro y se concentrd por el método de destilacion a presion reducida en un evaporador
rotatorio Marca BUCHI 205, el material vegetal residual se macerd con el mismo disolvente
hasta completar 3 veces. Antes de continuar con el siguiente disolvente, a la planta se le
evapord todo el disolvente en una campana de extraccion. Los extractos de cada planta fueron
nombrados de la siguiente manera SmH (n-hexano de S. mexicana), SmD (diclorometano de
S. mexicana), SmACOEt (acetato de etilo de S. mexicana) y SmM (metanol de S. mexicana);
SpH (n-hexano de S. polystachya), SpD (diclorometano de S. polystachya), SpAcOEt
(acetato de etilo de S. polystachya) y SpM (metanol de S. polystachya).

8.2. Fraccionamiento del extracto SpAcOEt

El extracto SpAcOEt (13.1 g) fue adsorbido en 25 g de silice 60, para posteriormente realizar
una percolacion en columna abierta. Se utilizaron 100 g de silice como empaque
humectandola con 500 mL de n-hexano al 100% vy asi poder realizar el fraccionamiento en
la columna (Figura 17). Se utilizaron 9 sistemas de elusion comenzando con el disolvente de
polaridad baja (n-hexano) y se fue aumentando la polaridad gradualmente con acetato de
etilo, al final se lavd con metanol 100%. Cada fraccion obtenida fue de 200 mL y fue

concentrada en el rota-evaporador.

Fig. 16. Percolacion del extracto de SpAcOET.
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Cuadro 4. Fraccionamiento del extracto de acetato de etilo de Salvia polystachya

(SpACOET).

Polaridad del sistema
n-hexano (100 %)
n-hexano—AcOEt (90-10 %)
n-hexano—AcOET (80-20 %)
n-hexano—AcOET (70-30 %)
n-hexano —AcOET (60-40 %)
n-hexano —AcOET (50-50 %)
n-hexano —AcOET (30-70 %)
ACOET (100 %)
MeOH (100 %)

Fracciones

1-5
6-10
11-15
16-20
21-25
26-30
31-35
36—40
40-43

1

© 00 NO O b Wi

[y
o

11

Reuniones Fracciones

1-6
7-8
9-12
13-16
17-20
21-24
25-29
30-32
33-36
37-39
40-43

Clave
SpRTR1C1
SpRTR2C1
SpRTR3C1
SpRTR4C1
SpRTR5C1
SpRTR6C1
SpRTR7C1*
SpRTR8C1
SpRTRIC1
SpRTR10C1
SpRTR11C1

8.3. Proceso quimico de la reunion SpRTR7C1

* Reunion de interés

Con los resultados obtenidos y basandonos en su composicion quimica, mediante una

segunda CC en FR se fracciond la reunion 7 (SpRTR7C1). Se tomaron 1.4 g de extracto los

cuales fueron adsorbidos en 2 g de silica, 1g FN y 1g FR, se utilizd un sistema Agua-

Acetonitrilo comenzando con la elucion de los sistemas: Agua 100 %, Agua 95-5 %

Acetonitrilo y asi hasta llegar 45-55 %, con la finalidad de aislar un metabolito secundario

que presente actividad antiinflamatoria.

De este proceso se obtuvieron 64 fracciones (Cuadro 5) de 50 mL las cuales fueron

concentradas en rota-evaporador y sometidas a cromatografia de capa fina, que fueron

agrupadas conforme a su homogeneidad quimica de las cuales se obtuvieron 7 reuniones.

Figura 17. Extracto de la reunién 7
(SpRTR7C1), adsorbidos en 2 g de silica
(1g FNy 1g FR) listo para la CC.

\,, =

Figura 18. CC de la reunién 7.
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Cuadro 5. Fraccionamiento de la Reunion SpRTR7C1.

Polaridad del sistema  Fracciones Reuniones  Fracciones Clave

Agua (100 %) 1-5 1 8-37 SpRTR1C2

Agua-ACN (95-5 %) 6-10 2% 38-44 SpRTR2C2

Agua-ACN (90-10 %) 11-15 3 45-48 SpRTR3C2

Agua-ACN (85-15 %) 16-20 4* 49 SpRTR4C2

Agua-ACN (80-20 %) 21-25 5* 50-52 SpRTR5C2*

Agua-ACN (75-25 %) 25-30 6 53-57 SpRTR6C2

Agua-ACN (70-00 %) 31-36 7* 58—64 SpRTR7C2

Agua-ACN (6535 %) 37-42

Agua-ACN (60-40 %) 43-47

Agua-ACN (5545 %) 48-53

Agua-ACN (50-50 %) 54-58

Agua-ACN (45-55 %) 59-64

Acetonitrilo (100 %)
MeOH (100 %)

* Compuesto identificado

8.4. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia de HPLC constituye uno de los métodos cromatograficos mas empleados
para el andlisis de plantas medicinales debido a su facilidad de uso, este no se ve limitado
por la volatilidad o estabilidad de los compuestos de la muestra. En general, el HPLC puede
ser empleado para el andlisis de casi todos los compuestos presentes en las plantas
medicinales, de tipo organico e inorganico. (Canell et al., 1998) Uno de los detectores més a
menudo empleados en HPLC es el detector UV (Ultravioleta), esto debido a su alta
sensibilidad, asi como a que la mayoria de los compuestos de origen natural presentan
absorcion a longitudes de onda baja (195-210 nm). Cabe hacer mencion que algunos
compuestos alifaticos no absorben luz UV, debido a la ausencia de cromoforos tales como
anillos aromaticos, dobles enlaces, y otros sistemas conjugados; sin embargo, estos son una
excepcion. (Gad et al., 2013).

8.5. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La espectroscopia de RMN es una técnica que es utilizada para la elucidacion de estructuras
quimicas de compuestos organicos, esta técnica solo puede utilizarse para estudiar ndcleos
atémicos con un nimero impar de protones o neutrones como lo es el, *H, 3C, °F y 3!P. Esta
técnica se basa en la caracteristica intrinseca de los nicleos: sus propiedades magnéticas
(Laurella, 2016).
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8.6. Modelos Farmacoldgicos:

8.6.1 Edema del pabellon auricular-inducido con TPA

La inflamacion se indujo siguiendo el método descrito previamente por (Paya et al., 1993).
Se agruparon los ratones (seis individuos) cepa ICR y se les aplicé TPA (2.5 ug) disuelto en
acetona (20 pL) en la superficie interna y externa de la oreja derecha para causar edema. Se
aplicaron dosis de 1 mg / oreja de cada tratamiento (extracto) en la oreja de cada individuo.
El farmaco antiinflamatorio indometacina se administré a 1 mg/oreja. Todos los tratamientos
se disolvieron en acetona y se aplicaron tdpicamente en ambas orejas inmediatamente
después de la administracion de TPA. Seis horas después de la administracion del agente
inflamatorio, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se tomaron secciones
circulares de 6 mm de diametro de ambas: las orejas tratadas (t) y no tratadas (nt), las cuales
fueron pesadas para determinar la inflamacién. El porcentaje de inhibicién se obtuvo

utilizando la siguiente expresion: % de inhibicién = [Aw control - Aw tratamiento / Aw] [100].

8.6.2. Modelo de edema plantar inducido por carragenina.

Para esta evaluacion se utilizaron 6 grupos de 7 ratones Balb-C. El edema agudo de la pata
de carragenina fue inducido por inyeccion s.c. de 0.3 ml de carragenina (4.0 %) en el cojinete
plantar de la pata trasera izquierda segin el método de Winter et al. (1962). Todos los
tratamientos (tx) fueron por via oral (v.0), 30 min posterior de la induccién de edema de
carragenina. EI primer grupo recibié solucién salina por via oral para servir como control. El
control positivé recibié indometacina a una dosis de 10 mg, se realiz6 un grupo al cual solo
se le aplico el vehiculo, Tween 20 al 1 %. Después continuaron los grupos con los extractos
y fracciones obtenidos de Salvia polystachya. Tratamientos via oral, grupo 1. SmD, grupo 2.
SpD, grupo 3. SpF33-44 todos a una dosis de 50 mg/kg. El grosor del edema de la pata se
midio utilizando un micrdmetro 30 min antes de la induccion del edema y 4 h después del
tratamiento (edema inducido con carragenina). En estos grupos, la medicion de la hinchazon
de la pata izquierda se llevd a cabo utilizando el método con micrémetro marca mitutoyo
para determinar si fue posible llevar a cabo la actividad antiinflamatoria en la pata de los
ratones (Hambleton et al., 1989).
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8.7. Andlisis estadistico

Los resultados de los modelos de inflamacion seran sometidos a prueba de ANOVA de una
via seguida de una post-prueba de Dunnet con un nivel de significancia de *p <0.05, en
comparacion con los grupos de dafio (Veh, en ambas pruebas farmacoldgicas). Todos los

andlisis se procesaron con el paquete estadistico SPSS 11.0.
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9. RESULTADOS

Los extractos obtenidos fueron cuantificados y el rendimiento de cada uno respecto al total

de la planta seca (500 g), se presenta en el cuadro 6.

Cuadro 6. Rendimientos de los extractos de Salvia polystachya y Salvia mexicana.

Planta/parte Disolvente Clave Peso del Rendimiento (%)
extracto
S. polystachya n-hexano SpH 1.4224 0.28448
Diclorometano SpD 4.6 0.92
acetato de etilo  SpAcOEt 3.3 0.66
S. mexicana n-hexano SmH 0.806 0.16136
Diclorometano SmD 2.6 0.52
acetato de etilo  SmACOEt 0.6 0.14

[ Salvia polystachya ’

MACERACION

[ SpH ] [ SpD ’j [SpAcOEtl *]
*%

SpF33-44

Columna cromatografica silica gel Fase Normal
Columna 1 ’ 11 Reuniones

SpRTR7C1

Columna cromatografica silica gel Fase Normal

Columna 2 7 Reuniones

| | | | |

[SpRTRl C2 J [SpRTRZCZ ] [SpRTR3C2 ] [ SpRTR4C2 ] [SpRTRSCZ j [SpRTRGCZ ] [ SpRTR7C2 ]

RMN, HPLC (F: 50-52)
|

[ Rhiacophilina ]

Diagrama 2. Separacion quimica de SpAcOET.
*Extractos y fracciones con buen efecto antiinflamatorio en el ensayo de TPA
**Extractos y fracciones con buen efecto antiinflamatorio en el ensayo de Carragenina.
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[ Salvia mexicana ]

MACERACION

[ smH [ SmD,,] [ SmAcOEt,]

Diagrama 3. Extractos obtenidos de Salvia mexicana.
*Extractos y fracciones utilizados en el ensayo de TPA
**Extractos v fracciones utilizados en el ensavo de Carraaenina.

9.1. Perfil quimico de los extractos de S. polystachya.
Los extractos SpH, SpAcOEt y SpD fueron sometidos a CCF FN y FR en diferentes sistemas

COmMO se muestra a continuacion en las imagenes.

A) Fase normal
a. Perfil quimico en CCF de los extractos SpH, SpAcOEt, SpD, SpM.
1.- Sistema 8-2 n-hexano-acetato de etilo. Referencia: -sitosterol

En las imégenes abajo sefialadas, se puede observar la fotografia de las placas
cromatograficas, en fase normal (FN), eluidas en un sistema 8-2 (n-hexano: AcOEt) y
visualizadas en un sistema de luz UV. Se colocaron en un solo punto de aplicacion, en el
carril 1 se encuentra el extracto se SpH donde se puede observar una mayor presencia quimica
al momento de observar la figura 20, en el punto dos tenemos al SpAcOEt donde se puede
observar la presencia de manchas en color rojo. El analisis se hizo utilizando luz UV, en
longitud de onda larga y corta, ademé&s de revelarlo con sulfato cérico. En el carril 3, se
presenta el perfil de SpD en el que aparentemente hay una disminucion de manchas,

comparados con los extractos menos polares (SpH y SpAcOEt).

A) B) C) D)

—— Tt
17 3% R 1 23 4 R 1 2 3 438

Figura 19. Cromatografia en capa fina FN vista en luz UV de los Extractosl) SpH, 2) SpAcOEt, 3) SpD.
Sistema 8-2 Hex/AcOEt. A) Normal, B) Onda corta, C) Onda larga y D) Revelador: Sulfato sérico
amoniacal. R= Referencia B-sitosterol.
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b. Perfil quimico en CCF de los extractos SpH, SpAcOEt, SpD.

2.- Sistema 9-1Diclorometano-Metanol. Referencia: Quercetina
A continuacion, se muestran las iméagenes donde se puede observar la fotografia de cada
placa cromatografica, en fase normal (FR), en un sistema de elucion 9-1 (DCM - MeOH)
donde posteriormente fueron visualizadas en una camara de luz UV. Como se observa en las
imagenes, el extracto SpH tiene presencia de manchas rojas en la parte superior de la placa,
por otro lado el extracto de SpACOET tienen la presencia de manchas de color rojo y un poco
debajo de estas tiene la presencia de manchas color naranja (figura C), en el extracto de
diclorometano (SpD) en la parte superior de placa se ubicé la presencia de manchas de color
rojo en cantidades pequefias , el extracto de metanol ahora si empezd a mostrar un mejor
contenido quimico pues podemos ver como corrieron los componentes quimicos, podemos

observar manchas de color naranja y otras muy ligeras en color azul (Figura 21).

Il A) B) C)
-

——4+—4— ¢
b1 232 FR 1o 172 3 PR

Figura 20. Cromatografia en capa fina FN vista en luz UV de los Extractos 1) SpH, 2) SpAcOEt, 3)
SpD. Sistema 9-1 DCM/MeOH. A) Normal, B) Onda corta y C) Revelado con flavonoides. R=
B) Fase reversa Referencia Ouercetina.

a. Perfil quimico en CCF de los extractos SpH, SpAcOEt, SpD, SpM.
3.- Sistema 5-5 H2O-Acetonitrilo. Referencia: Glucésido de Quercetina

A continuacion, se muestran las imagenes donde se puede observar la fotografia de cada
placa cromatogréfica, en fase reversa (FR), en un sistema de elucion 5-5 (Agua -
Acetonitrilo) donde posteriormente fueron visualizadas en un sistema de luz UV. Como se
observa en las iméagenes, el extracto de hexano (SpH) muestra la presencia de contenido
guimico de manera muy ligera, como lo muestra en la imagen B, el extracto de AcCOET
muestra un mayor contenido de contenido quimico podemos ver unas manchas color naranja

al igual que la presencia de mancha ligera de color azul.

El extracto de diclorometano (SpD) mostro contenido quimico polar bebido a que se quedo

en su punto de aplicacion (Figura 22), en el extracto metanolico se observé una alta presencia
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de manchas que van desde manchas de color naranja hasta manchas de color azul las cuales

estan presentes y estan desplazas desde el punto de aplicacion hasta la parte superior de la

placa.

A)

R EWEY

“ B)

C)

gi?s 4 R

Figura 21. CCF en FR vista en luz UV de los Extractos 1) SpH, 2) SpAcOEt, 3) SpD y 4)
SpMeOH. Sistema 5-5 H2O/Acetonitrilo. A) Normal, B) Onda corta C) Onda larga y D) Revelado

con flavonoides. 5) R= Referencia Glucésido de Ouercetina.

b. Perfil quimico en CCF de los extractos SpHex, SpACcOEt, SpDCM, SpMeOH.

4.- Sistema 7-3 H20-Acetonitrilo. Referencia: Glucdsido de Quercetinalas fotos de

las placas cromatogréaficas en FR de los extractos SpH, SpAcCOET, SpD, SpMeOH que fueron

separadas a partir de un sistema de elucion 7-3 Agua-Acetonitrilo (Figura 23). Podemos

observar que el extracto de n-hexano mostré una mancha de color obscuro al ser revelada

con flavonoides (Figura 23), el extracto Sp ACOET mostro la presencia de manchas que van

desde colores rojos, naranja y un ligero azul (Imagen D). En el extracto de diclorometano no

se observa la presencia de contenido quimico polar como se muestra en las imagenes, por

otro lado, el extracto SpMeOH continlo mostrando la presencia de contenido quimico

(machas de color, naranja, un ligero color azul), esto lo podemos ver cuando revelamos la

placa con flavonoides, mientras que a una longitud de onda larga se observa que los

compuestos corren desde el punto de aplicacion.

A)

S99 T

Figura 22. CCF en FR vista en luz UV de los Extractos 1) SpH, 2) SpAcOEt, 3) SpDy 4)
SpMeOH. Sistema 7-3 H,O/Acetonitrilo. A) Normal, B) Onda corta C) Onda larga y D)

Revelado con flavonoides. 5) R= Referencia Glucésido de Quercetina.
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9.2. Anédlisis quimico del extracto SpAcOEt

Del proceso de CC se obtuvieron 43 fracciones de 200 mL de las cuales las que mostraron
patrones similares en Cromatografia en Capa Fina (CCF) fueron agrupadas de acuerdo con
su contenido quimico obteniendo 11 reuniones donde la reunion SpRTR7CL1 la cual agrupo
las fracciones 25, 26, 27, 28 y 29 fue de nuestro interés para nuestra investigacion al
contenido quimico que presentaba y se optd por esta para ser sometida a una segunda CC.
Todas las fracciones fueron sometidas a cromatografia de capa fina (CCF), de este proceso
se obtuvieron 43 fracciones de 200 mL las cuales fueron agrupadas de acuerdo con su
contenido quimico de las cuales obtuvimos 11 reuniones. Por ultimo, la columna
cromatografica se limpid primero con acetato de etilo (100 %); para finalizar con MeOH (100
%).

A) Perfil quimico en CCF de las fracciones 1 a 9

En las imagenes abajo sefialadas, se observa la fotografia de cada placa cromatogréfica, en
fase normal, eluidas en un sistema 9:1 (n-hexano-AcOEt) y visualizadas en un sistema de luz
UV. Cabe sefialar, que en esta etapa las fracciones 1 a 5, se colocaron en un solo punto de
aplicacion, de la 6 a la 9 se pusieron individualmente (Figura 24). Cada una de las fotos indica
las diferencias que hay entre las 6 fracciones, y se observa que las manchas de la 1y 6, son
menos. Mientras que la 7 y 8 son muy similares entre ellas, sin embargo, la fraccion 8
presenta una mancha roja visible en la longitud de onda corta que comparte con la fraccion
9.

v = A)
T EE Y
R16789 R167839 R167809 |

Figura 23. CCF en FN vista en luz UV Fracciones: 1-9. Sistema 9-1 Hex/AcOEt. A) Normal, B)
Onda corta, C) Onda larga y D) Revelador: Sulfato sérico amoniacal. R= Referencia extracto
(mezcla SpAcOEL/SpD).

B) Perfil quimico en CCF de las fracciones 10 a 16
Las fotos de las placas cromatogréaficas de las fracciones 10 a 16, que fueron separadas a
partir de un sistema de elucién 8-2 n-hexano-AcOEt. El perfil de corrimiento de manchas,

indica diferencias entre algunas de las fracciones. Por ejemplo, la10y la 11 tienen las mismas
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manchas; mientras que comparten con la 12 la mancha azul observada en la figura 33. Dicha
mancha se percibe muy ligera en la 13. Pero ésta, es similar a la 14, 15y 16 (Figura 25).

1

R SI 101112 13 14 15 16

Figura 24. CCF en FN vista en luz UV, Fracciones: 10-16. Sistema 8-2 n-hexano /AcOEt. A)
Normal, B) Onda corta, C) Onda larga y D) Revelador: Sulfato sérico amoniacal. R= Referencia
extracto (mezcla SpAcOEt/SpD) Sl: extracto S. lavanduloides (AcOE).

C) Perfil quimico en CCF de las fracciones 17 a 22.

En la parte inferior se muestran las fotos de las placas cromatograficas de las fracciones 17 a
la 21, que fueron separadas a partir de un sistema de elucion 8-2 n-hexano-AcOEt. Como se
muestra en la imagen 20, la fraccién 17, 18, 19, 20, 21 y la 22 tienen las mismas manchas;
mayormente son manchas de color rojo, en la parte inferior de estas se pueden observar una
mancha de color amarillo presente en la fraccion 17, 18, 19, 20 y 21 y que una vez revelado

con sulfato cérico amoniacal es parecido al acido ursolico (Figura 26).

.- - x '
R Sl 17 18 AU 19 20 21 22 R Sl 171 AU19 20 2122 22 R ?17' 18 AU19'2021 22

Figura 25. CCF en FN vista en luz UV, Fracciones: 17-22. Sistema 8-2 n-hexano/AcOEt. A) Onda
corta, B) Onda larga y C) Revelador: con sulfato sérico amoniacal. R= Referencia extracto (mezcla
SpACOELt/SpD), Sl: extracto S. lavanduloides (AcOEt) y Au: acido ursélico.

D) Perfil quimico en CCF de las Fracciones 23 a 29

A continuacion, se muestran las imagenes de cada placa cromatogréafica, en fase normal, en
un sistema de elucion 9-1 (DCM - MeOH) y que fueron visualizadas en un sistema de luz
UV. EIl corrimiento de las fracciones 23, 24, 25, 26, 27 y 28, es similar y las manchas
quedaron en la parte superior de la placa (Figura 27), incluyendo el acido ursélico. Se puede

observar que éstas son rojas y naranja cuando se observan en una longitud de onda corta.
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R §i 33 04U 25 26 27 28 R S| 23 24 AU25 26 27 28
Figura 26. CCF en FN vista en luz UV, Fracciones: 2 —29. Sistema 9-1 DCM/MeOH. A) Normal, B)

Onda corta y C) Onda larga. R= Referencia extracto (mezcla SpAcOEt/SpD), SI: extracto S.
lavanduloides (AcOEt) y Au: acido ursolico.

E) Perfil quimico en CCF de las fracciones 23 a 28

Debido a los resultados de la CCF de las fracciones 23, 24, 25, 26 y 27 se tomo la decision
de volver a someter estas fracciones a CCF en FR, en un sistema de elucion diferente (Agua
5-5 Acetonitrilo). En la parte inferior se muestran las fotos de las placas cromatograficas de
las fracciones 23 a la 28, con un perfil de separacién de manchas méas adecuado. Se pueden
observar tres grupos de manchas muy similares, como se muestra en las imagenes B, Cy D,
A una longitud de onda corta, los compuestos se observan de color azul, en las fracciones 25,
26, 27 y 28, en la parte superior de estas se pueden observar el segundo grupo de manchas
(2), son de un color azul y estan presente en las fracciones 25, 26, 27 y 28 a una longitud de
onda corta, ligeramente mas visibles que las anteriores (Figura 28). EI tercer grupo (3) se
muestran los puntos que fueron revelados con sulfato cérico, que ademas se sefialan en un

recuadro rojo, dicha mancha en cada fraccion, fueron de interés para el analisis quimico.

D)

| B v
°0 P "3‘
R Sl 23 24 AU 28 e Balloaladad| - 5’75 24 AL 25 25 27 75, |IH gngﬁ’zsgzssz .

Figura 27. CCF en FR vista en luz UV, Fracciones: 23-28. Sistema 5-5 H,O/Acetonitrilo. A) Normal,
B) Onda corta, C). Onda larga y D) Revelada con sulfato sérico amoniacal. R= Referencia extracto
(mezcla SpACOEt/SpD), Sl: extracto S. lavanduloides (AcOEt) y Au: acido ursélico.

F) Perfil quimico en CCF de las fracciones 29 a 35

En la figura de abajo, se observan las imagenes de las fracciones 29, 30, 31, 32, 33, 34y 35,
fueron sometidas CCF FR utilizando un sistema de elucion (Agua 5-5 Acetonitrilo). Se
observa una agrupacion (1) de manchas en color oscuro a una longitud de onda larga,
intensificandose en 29—35. En la parte alta de la placa, se encuentra un segundo set de

manchas (2) en color azul perfectamente visibles y esta presente en las fracciones 29, 30, 31,
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32, 33y 34, que pueden percibirse a una longitud de onda corta (Figura C) y una vez que la
placa es revelada con flavonoides se pueden apreciar un tono de azul méas claro, en las mismas
fracciones de la F29 a la F34 (Figura D). Una tercera porcion de manchas en color verde
tenue, en las fracciones 32, 33, 34y 35, se presento al revelar la placa con flavonoides (Figura
D).

T
St == S ]
3

RESHdeoR RIS R N - < 050 313 33 34 R Sl 29 30 31 32 3334

R Sl 29 30 3le82:33 34

Figura 28. CCF en FR vista en luz UV, Fracciones: 29-35. Sistema 5-5 H,O/Acetonitrilo. A) Normal, B)
Onda corta, C). Onda larga y D) Revelada con flavonoides. R= Referencia extracto (mezcla
SpACOEt/SpD), Sl: extracto S. lavanduloides (AcOEt).

9.3 Analisis quimico de la reunion 7 SpRTR7C1

A) Perfil quimico en CCF FR de las fracciones 58 a 64

En la parte baja se pueden observar las fotografias de cada placa cromatogréfica en FR,
eluidas en un sistema (Agua 5-5 Acetonitrilo) y posterior a esto se visualizaron en un sistema
de luz UV. Estas fracciones corresponden a la segunda columna que lleva por clave
SpRTR7CL1. Se muestran las homologias que hay entre las fracciones, en la fraccién 64
(Figura 30) se observa una solitaria mancha azul ligeramente visible, a una onda de longitud
corta. Por otro lado, nos encontramos que a una longitud de onda corta se observa que las
manchas quedaron apenas encima por el punto de aplicacion, con una intensidad mayor en
las fracciones 58, 59, 60 y 61 y muy tenues en la 62, 63 y 64. Una vez revelada la placa, se
mostr6 un grupo de manchas en las fracciones 58, 59, 60, 61, 62 'y 63, muy ligeramente en la

fraccion 63 pero aun asi se hace presente.

[]

64 63 62 61 60 59 58 R 64 63 62 61 60 59 58 ¢
Figura 29. CCF en FR vista en luz UV, Fracciones: 58-64. Sistema 5-5
H,O/Acetonitrilo. A) Onda larga, B) Onda corta, y C) Revelada con sulfato sérico
amoniacal. R= Referencia extracto (mezcla SpAcCOEt/SpD).
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B) Perfil quimico en CCF FR de las fracciones 57 a 64

Continuando con las fracciones se muestran las fotografias donde podemos observar cada
placa cromatografica, en FR, en un sistema de elucion 7-3 (Agua - Acetonitrilo), para
después ser visualizadas en una camara de luz UV. Como podemos observar en las imagenes,
son fracciones con un menor contenido quimico, a una longitud de onda larga podemos
observar un grupo de manchas muy parecidas, todas se quedaron en la parte superior de la
placa (Figura B), se observan con mayor presencia en las fracciones 57—61 y en la6ly 62

vemos como se observan muy ligeramente.

ol v )

Figura 30. CCF en FR vista en luz UV, Fracciones: 57-64. Sistema 7-3 H,O/Acetonitrilo.
A) Onda larga y B) Onda corta. R= Referencia extracto (mezcla SpAcOEt/SpD),

R 64 63 62 61 60 59 58

C) Perfil quimico en CCF FR de las fracciones 49 a 56

A continuacion, se muestran las imagenes de cada placa cromatogréfica, en FR, eluido en
un sistema Agua 6-4 Acetonitrilo, donde posterior a esto se visualizaron en un sistema de
luz UV. Se observa en las imagenes, las fracciones 49—56 tienen una homogeneidad en
cuanto su contenido quimico, las manchas comienzan a visualizarse por encima del punto
de aplicacion, en las cuales se alcanzan a ver dos grupos diferentes a pesar de estar de
manera muy estrecha, en el grupo 1 se observa manchas de color amarillo, fracciones 50 a
la 56 (Figura B) y en la parte inferior se encuentran otro grupo con manchas en color verde
de la fraccion 51 a la 56 (Figura A).

56 55 54 53 52 51 50 49

R 56 55 54 53 52 51 50 49

Figura 31. CCF en FR vista en luz UV, Fracciones: 56-49. Sistema 6-4 H,O/Acetonitrilo. A)
Onda corta y B) Onda larga. R= referencia extracto (mezcla SpAcOEt/SpD).

D) Perfil quimico en CCF de las fracciones 39 a 50
Se muestran las imagenes de las placas cromatograficas de las fracciones 39 a 40, que fueron
separadas a partir de un sistema de elucion 6-4 Agua-Acetonitrilo (Figura A, By C). El perfil
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de corrimiento de manchas, indica diferencias y similitudes entre algunas de las fracciones.
Por ejemplo, en la imagen A se presenta un grupo de manchas de la fraccion 43 a la 50 vista
a una longitud de onda larga; pero cuando se revela la placa con sulfato cérico amoniacal
todas estas fracciones en cierto punto comparten por lo menos una mancha como se
observada en la Figura C. Cada una de las fotos, muestra las similitudes que hay entre las
fracciones, y se observa que las manchas de las fracciones 48, y 45 son mas, indicando un

mayor contenido quimico.

A)

R 504948 474645 444342 41 ‘4‘
Figura 32. CCF en FR vista en luz UV, Fracciones: 39-50. Sistema 6-4 H,O/Acetonitrilo. A)

Onda corta, B) Onda larga C) Revelada con sulfato sérico amoniacal. R= extracto (mezcla
SpACOEt/SpD).

47 46 45 44 43 42 41 40 R 5049 48|47 46 45| 44 43 42 41 40

E) Perfil quimico en CCF de las fracciones 51 a 52

En la reunion 5 (F: 51-52) se logr6 observar un compuesto puro a partir de un sistema
de elucion 7-3 Agua-Acetonitrilo, el cual fue comparado con el acido ursélico, este fue
enviado a HPLC junto con otras fracciones de la columna 2 puesto que a simple vista parecen

que es un compuesto puro. Se visualiza una macha Unica.

Figura 33. CCF en FR vista en luz UV, Fracciones: 51-52. Sistema 7-3 H,O/Acetonitrilo. A)
F: 51-52 y &cido ursolico, B) F: 51-52 y AU, onda corta C) F: 51-52 onda larga, y D) F: 51-
52 Revelada con sulfato sérico amoniacal.
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9.4. Identificacion del compuesto, rhiacophilina en la fraccion SpRTR5C2

Habiéndose comprobado la actividad
antiinflamatoria en Salvia polystachya, se desarroll6 el
método por HPLC para el analisis de algunas fracciones,
donde se muestra el aislamiento de un es un diterpeno
seco-clerodano aromético llamado rhyacophilina. Los
datos de HPLC mostraron un tiempo de retencién de 27.8

min, con espectro de UV Anm = 212.2 y 285.2 sefiales

caracteristicas para diterpenos (Maldonado et al., 2000). A
la fraccion SpRTRSCZ, se le realizo un analisis de HPLC,  rigyra 34, Estructura quimica
donde se observd un compuesto con un tiempo de de la rhyacophilina.

retencion 26.06 min, con un espectro de UV Anm = 209.9 y 301.8 sefiales caracteristicas para
diterpenos del tipo neo-clerodano (Figura 36). La RMN de una y dos dimensiones, indico la
presencia de un diterpeno del tipo seco-clerodano (Figura 35), como los que describio del
Carmen Fernandez en 1991, este compuesto aln no ha sido reportado para esta especie, asi

COMO No Se cuentan reportes acerca de su actividad antiiflamatoria.
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Figura 35. Cromatograma de SpRTR5C2 en HPLC a 280 nm.
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9.5. S. mexicanay S. polystachia en edema del pabellén auricular-inducido con TPA

El éster de forbol, TPA, provocéd un edema del pabellon auricular de 13.76 mg, dato
que fue tomado como maximo de inflamacion. EI AINES utilizado como control positivo, la
INDO a 1 mg/or induce una reduccién de la inflamacién hasta el valor de 2.7 mg, lo que
representa una inhibicion del 80 %, que fue estadisticamente diferente al grupo con solo TPA
(*p <0.05, Cuadros 7'y 8).

9.5.1. Salvia mexicana

En la tabla 7, se puede observar que cualquiera de los 3 extractos de esta especie
medicinal, fue capaz de disminuir significativamente (*p <0.05) el edema del pabell6n
auricular, cuando son comparados con el grupo con TPA, observandose que los mas activos

fueron el SmH y SmD con una inhibicidn de mas del 80 %, y en menor nivel el SmACOEL.

Cuadro 7. Actividad antiiflamatoria de los extractos de SmH, SmD y SmACOEt en un
modelo de edema auricular en raton inducido con TPA.

Tratamiento (1mg/or) Edema (mg) Prom. £ DE  Inhibicion del edema (%)
VEH 13.780£1.410 -
INDO 2.270+0.76* 80.23
SmH 2.417+1.114* 82.43
SmD 2.400+1.355* 82.55
SMACOEt 5.400+1.507* 60.75

*p < 0.05 en comparacién con el grupo VEH= grupo que no recibi6 tratamiento antiinflamatorio y
como vehiculo acetona.
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9.5.2. Salvia polystachia

Los extractos de diferente polaridad de mexicana S. polystachia, disminuyen el edema
provocado por TPA, todos los datos fueron estadisticamente significativos en comparacion
con el grupo VEH (*p <0.05), en el cuadro 8 se puede observar que el mas activo con un

valor de inhibicion del 80 % fue el extracto SpD.

Cuadro 8. Actividad antiinflamatoria de los extractos de SpH, SpD y SpAcOEt en un
modelo de edema auricular en ratén inducido con TPA.

Tratamiento (1mg/or) Edema (mg) Prom. £ DE  Inhibicion del edema (%0)
VEH 13.760 £1.410 --
INDO 2.270 £ 0.756* 80.23
SpH 4933 £ 1.725* 64.14
SpD 1.650 + 0.644* 88.00
SpACOEt 4933 + 1.136* 64.14

*p < 0.05 en comparacion con el grupo TPA, que solo recibié como vehiculo acetona.

9.6. Efecto de extractos y fraccion, seleccionadas, en el modelo de edema plantar

En el modelo de edema plantar, se pudo observar que la carragenina al 4 %, fue capaz
de incrementar el nivel de inflamacion del cojinete plantar a partir del minuto 30 después de
su aplicacion, este efecto se mantuvo a lo largo de las 4 h de observacion, en el grupo que
solo recibi6 oralmente Tween 20 al 1 % (VEH, @); este comportamiento fue

significativamente diferente a los animales que recibieron SSF plantar en lugar de

carragenina (. *p <0.05, Grafica 1).

En la misma gréafica 1, se muestra el comportamiento de la inflamacién en los grupos
de animales que recibieron INDO, el antiinflamatorio no-esteroidal y los tratamientos
derivados de S. mexicana (SmD,=) y de S. polystachia (SpD @ y SpDF33-44@). Se puede
observar que el edema plantar en los 4 grupos, tienden a incrementar a los 30 min, a partir de
este punto el edema se mantiene a lo largo de las horas y no llega a los niveles del VEH; el

analisis estadistico indica una diferencia significativa con este grupo y los tratamientos

experimentales, a partir de las dos horas (*p <0.05).
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Graéfica 1. Efecto del extracto de diclorometano de S. mexicana (SmD), de S. polystachia (SpD) y de la

fraccion de ésta (SpF33-44), sobre el edema del cojinete plantar-inducido con carragenina, evaluado a lo
largo de 4 horas. ANOVA, post-prueba Dunnet (n=6, promedio +DE, *p < 0.05).

En la gréfica 2, se puede observar el area bajo la curva (ABC) del diametro articular

(mm/min). En ratones que solo recibieron SSI el valor es significativamente menor que el

grupo VEH (*p <0.05). La INDO, los extractos SmD y SpD; asi como la fraccion SpF33—

44 fueron capaces de disminuir la inflamacion inducida por la administracion intra-plantar

de carragenina, también significativamente en comparacion con el grupo de dafio (VEH, *p

<0.05).
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Gréfica 2. Area bajo la curva (ABC), defecto del extracto de diclorometano de S. mexicana (SmD), de S. polystachia

(SpD) y de la fraccion de ésta (SpF33-44), sobre el incremento en el diametro del cojinete plantar-inducido con

carragenina. ANOVA, post-prueba Dunnet (n=6, promedio +DE, *p < 0.05).
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9.7. Efecto de extractos y fraccion, seleccionadas sobre el bazo de ratones con edema
plantar

En la gréfica 3, se muestra que la administracion de carragenina en el cojinete plantar,
provoco un incremento en el porcentaje de peso del bazo (0.65 %) respecto al total del animal
(VEH), mientras que aquel grupo de ratones que solo recibieron en la pata SSF, tienen un
porcentaje de 0.45 %, ambos datos fueron estadisticamente diferentes (*p <0.05). La
administracion oral de INDO, de SpD y de SmD, disminuyeron significativamente el valor
respecto al grupo VEH (*p <0.05), mientras que la fraccion provoco el efecto contrario al
aumentar significativamente el porcentaje (*p <0.05)

0.8

0.6/
0

0.0/ I I I I I I

0
INDO (5.0) SmD (200) SpD (200) SpF33-44 (50)

Bazo (% respecto al peso total)
IS

N

Tratamaientos (mg/kg)

Graéfica 3. Porcentaje del bazo respecto al peso total del raton con edema plantar inducido con
carragenina en los grupos utilizados. * p < 0.05 en comparacion con el VEH.
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10. DISCUSION

Dentro de la familia Lamiaceae, el género Salvia es el mas abundante, la mayor
diversidad se encuentra en las zonas montafiosas de México, a sus especies se les considera
de enorme potencial economico, por sus propiedades culinarias, ornamentales y medicinales
(Olvera et al., 2017). En este ultimo término, son utilizadas para multiples problemas
médicos, de las cuales se destacan sus propiedades como antiinflamatorios, de los que se hace
referencia de uso contra “los golpes”, “lavar heridas”, “dafio en la piel”, “refrescantes”,
“calentura”, “inflamacion del estbmago”, “fuegos” que son causantes de lesiones dérmicas
como granos, salpullido, entre otros. Ejemplos de especies, que en México se utilizan para
estos fines son: S. coccinea Juss, S. elegans Valh, S. fulgens Cav, S. hispanica L, S.
lavanduloides Kunth, S. leucantha Cav, S. microphylla Kunt, S. misella Kunt y S.
polysthachya Ort (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana 2009
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/, consultada el 01 de junio 2022). Y
como se ha mencionado, las especies del género Salvia poseen dicha accion, que ha sido
atribuida a la presencia de diferentes metabolitos secundarios como terpenos, (Ramirez-
Davalos, N. et al., 1999) compuestos fenolicos y flavonoides, (Argumendo-Delira, R., Parra-
Delgado H. et al, 2003) los cuales tienen la propiedad de modificar la biosintesis de
eicosanoides, asi como prevenir la agregacion plaquetaria (Bradley Eve, E., Greenspan P. et
al., 2008). Como en el caso de S. hierosolymitana donde evaluaron los extractos de éter de
petrdleo, cloroformo, y metanol en un modelo de inhibicién del edema de oreja inducido por
aceite de croton en raton, en este sentido se hace hincapié en que el TPA es un éster de forbol
que forma parte de la constitucion quimica de dicho aceite. Todos los tratamientos
disminuyeron significativamente el edema. El anélisis quimico indicd la presencia de
clorofilas y lipidos, y de forma destacable triterpenos derivados del ursano y oleanano;
ademas de &cidos fendlicos principalmente acido rosmarinico (Accame et al., 2002).
Recientemente, se reportdo el efecto antiinflamatorio de otra especie mexicana, S.
lavanduloides, cuyo extracto hexanico y una fraccion mostraron la mayor actividad
antiinflamatoria con aproximadamente el 60% de inhibicién del edema. Mientras que dos de
los compuestos aislados de esta planta salviandulin A (terpeno) and eupatorin (flavonoide),

tuvieron efecto inhibitorio del edema en un 70 y 72% (Gonzalez-Cortazar et al., 2022).
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S. polystachya junto con S. mexicana fueron objeto de estudio del presente trabajo y
se evallo su actividad antiinflamatoria, utilizando dos ensayos farmacol6gicos ampliamente
referidos para tal fin, el de edema del pabellon auricular de raton-inducido con TPA 'y el de

edema plantar con carragenina.

El TPA es un éster de forbol, que se deriva de especies diferentes de plantas,
principalmente de aquellas de la familia Euphorbiaceae. Estas sustancias inicialmente se
mostraron como promotores de tumores en la piel de roedores, pero ademas poseen otras
actividades biologicas, actuando sobre la diferenciacion celular, por ejemplo. Posee similitud
con la proteina cinasa de serina/treonina llamada PKC, y algunos estudios han mostrado que
esta enzima es un receptor para el TPA y por lo tanto es capaz de estimularla. Asi que la
activacion de dicha proteina forma parte del mecanismo de accion de TPA, y conduce a la
degradacion de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato generando IP3 (inositol 1, 4, 5-trifosfato) y
DG (diacilglicerol). IP3 incrementa Ca*™ intracelular y el DG se dice es capaz de imitar las
acciones de TPA (Radaszkiewicz et al., 2020). Esta prueba biologica, es referida
ampliamente para la evaluacion inicial de especies de plantas medicinales en todo el mundo,
desde extractos, fracciones y hasta compuestos puros (Gonzélez-Cortazar et al., 2022;

Monterrosas-Brisson et al., 2019 y Porras-Dévila et al., 2021).

El ensayo de carragenina se utiliza en la biologia experimental, con la finalidad de
provocar inflamacion local de diferentes formas, una de ellas sobre el cojinete plantar de
roedores (Posadas et al., 2004) y también se usa de manera recurrente para la evaluacion de
productos derivados de plantas curativas (Paschapur et al., 2009; Fatima et al., 2021, Shaikh
etal., 2015). La carragenina es el nombre genérico que se le da a una familia de polisacaridos
que forman gel, los cuales se obtienen de especies de algas marinas rojas, de la clase
Rhodophyceae (Van de Valde et al., 2002). La administracion local de carragenina provoca
la liberacion de mediadores en la zona, entre ellos la histamina, serotonina y bradicinina, que
son las primeras sustancias que se detectan en la fase temprana de la inflamacion por este
polisacarido. Las prostaglandinas, aumentan la permeabilidad vascular y son detectables en
la fase tardia, ademas se detectan citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6;
ademas se ha observado incremento de mediadores pro-oxidantes (Necas y Bartosikova
2013).
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En el presente trabajo, se utiliz6 al edema del pabellon auricular con TPA para realizar
un tamizaje de extractos de diferente polaridad de dos plantas mexicanas, que son usadas por
la comunidad de San Juan Tlacotenco, en Tepoztlan Morelos, como son S. mexicana y S.
polystachia, y con ello seleccionar los tratamientos para el modelo de edema plantar con
carragenina. Fueron evaluados los extractos hexanico, diclorometano y de acetato de etilo.
Se observo que ambas plantas poseen actividad antiinflamatoria en ambos ensayos, 1o que va

de acuerdo con su uso tradicional.

La separacion quimica de S. polystachia llevé al aislamiento y elucidacion estructural
de rhyacophilina, el cual es un diterpeno tipo neo-clerodano que ya ha sido descrito para este
género y fue aislado de la especie Salvia rhyacophila (Ortega y Maldonado 1993), pero no

ha sido reportada su actividad bioldgica.

Este es el primer trabajo relacionado con el efecto antinflamatorio de ambas especies,
y que las coloca como valiosas para continuar con la investigacion en modelos
farmacoldgicos mas finos que lleven a tratar de definir el modo de accion por el cual actdan
sus productos, pero ademas de manera importante llevar a cabo la separacién quimica de los
componentes mas activos, ademas de la rhyacophiline aislada y purificada en el presente
proyecto. Este compuesto es un diterpeno que previamente se ha aislado de otras especies
del mismo género, S. reflexa y S. rhyacophila y del cual es necesario investigar su actividad

relacionada con la cascada de eventos de la inflamacion (del Carmen et al., 1991).

Pagina | 58



11. CONCLUSIONES

Los resultados aqui definidos, tanto en las pruebas farmacoldgicas y con los andlisis del &rea

de quimica, para S. polystachya y S. mexicana, es posible concluir con lo siguiente:

v’ Las dos especies de Salvia presentaron diferencia estadistica cuando se aplicaron
topicamente en el modelo de TPA una dosis de 1mg/oreja.

v" El extracto de diclorometano de ambas especies, S. polystachya y S. mexicana, poseen
el mayor efecto antiinflamatorio en la prueba de TPA, con 88% y 82% de inhibicion
del edema para SpD y SmD, respectivamente. La reunion SpRTR7C1 de SpD,
también inhibe el edema del pabellon auricular.

v' Ambos extractos de diclorometano, SpD, SmD y ademas SpAcOEt, inhiben la
inflamacion plantar-inducida con carragenina, durante las 4 horas de evaluacion
siendo SpD el de mayor efecto.

v Se logro6 aislar de S. polystachya el diterpeno neo-clerodano llamado rhyacophilina.
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12. PERSPECTIVAS

Probar la activad antinflamatoria de rhyacophilina en los modelos de edema auricular

inducido por TPA 'y edema plantar inducido por carragenina con raton.

Seguir con el estudio quimico bio-dirigido de S. mexicana con la finalidad de encontrar

compuestos con actividad antiinflamatoria.
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Anexo 1. RMN de 1H (CD3COCDs3, 600 MHz) de la rhyacophilina (1).
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Anexo 2. ¥*C-RMN (CD3COCD3, 125 MHz) de la rhyacophilina (1).
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Anexo 3. *C-DEPT-RMN (CD3COCD3, 125 MHz) de la rhyacophilina (1).
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Anexo 4. 'H-'H-COSY-RMN (CD3COCD3, 600 MHz) de la rhyacophilina
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Anexo 6. 'H-13C HMBC (CDsCOCD3, 600 MHz) de la rhyacophilina (1).
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Anexo 7. 'H-'H-TOCSY-RMN (CDsCOCDs3, 600 MHz) de la rhyacophilina
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Anexo 8. *H-H-NOESY-RMN (CD3COCD3, 600 MHz) de la rhyacophilina (1).
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