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RESUMEN

Salvia purpurea Cav. (Lamiaceae), es una planta medicinal conocida cominmente
como “salvia moradita”, es usada por sus propiedades analgésica, antiinflamatoria
y antidiarreica en los estados de Oaxaca, Veracruz y Chiapas. En la actualidad no
hay reportes fitoquimicos ni farmacol6gicos que corroboren su actividad biologica.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar los metabolitos secundarios
de los extractos de Salvia purpurea y evaluar el efecto antinoceptitvo en ratones.
Para la obtencion de los extractos orgénicos, la parte 4rea seca se macerd con
acetona y posteriormente con metanol, el disolvente fue separado por destilacion a
presion reducida. Para el extracto acuoso, se realizé una decoccién y
posteriormente se liofilizé. La cuantificacion de los terpenos y flavonoides presentes
en los extractos se realiz6 por cromatografia en capa fina de alta resolucion
(HPTLC, por sus siglas en inglés)-densitometria. Los extractos se evaluaron en dos
modelos de antinocicepcion: estiramiento abdominal y formalina. Se utilizaron
ratones machos CD1 (25-30 g) y la via de administracion de los tratamientos fue por
via oral. También se determin6 la DLso siguiendo los protocolos de toxicidad
establecidos por la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico
(OCDE). El perfil cromatografico mostré semejanzas en la composicion de terpenos
entre los extractos de acetona y de metanol. Se determinaron como componentes
mayoritarios la mezcla de los acidos ursolico y oleandlico, B-amirina y estigmasterol.
Asimismo, los flavonoides identificados fueron canferol y quercetina, siendo el
componente mayoritario la quercetina. El extracto acuoso no presenté componentes
de naturaleza terpénica, sin embargo, fue el que tuvo un mayor numero de
flavonoides y el Unico que se identificd fue la rutina. La valoracién farmacolégica
determiné que todos los extractos en las dosis de 3, 30 y 300 mg/kg producen un
efecto antinociceptivo significativo en los dos modelos evaluados, donde las dosis
bajas tienen la mayor inhibiciéon en la conducta nociceptiva, sin embargo, cabe
resaltar el efecto muy similar que presento el extracto acuoso en la dosis de 3 mg/kg
con el farmaco de referencia (Diclofenaco, 10 mg/kg) en la fase de dolor
inflamatorio. La determinacion del margen de seguridad de los extractos de S.
purpurea, sugiere que la Dosis Letal se encuentra por arriba de los 2000 mg/kg ya
qgue a dicha dosis no hubo mortalidad, sin embargo, con el extracto de metanol se
observaron en los ratones efectos toxicos (dafio gastrico y hepatico). Los resultados
obtenidos sustentan el uso de Salvia purpurea en la medicina tradicional mexicana
por sus propiedades analgésicas y antiinflamatorias, demostrando que tanto
terpenos como flavonoides son compuestos activos parcialmente responsables de
dichas actividades. Ademas, nos permite sugerir que la administracion oral en
concordancia con las indicaciones proporcionadas por los pobladores de las
comunidades es segura.

Xiv



1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales son todas aquellas que contienen en alguno de sus
organos, principios activos, los cuales, administrados en dosis suficientes, producen
efectos curativos. Su origen viene desde la historia de la humanidad y de la cultura
de los pueblos, constituye un conocimiento que, aun en nuestros dias, se transmite

en forma oral de generacion en generacion (Cosme, 2008).

En México se cuenta con un acervo de conocimientos etnobotanicos muy extenso,
especialmente de plantas medicinales, de las cuales, hay referencia de
aproximadamente 4,000 de ellas (Ramamoorthy et al., 1998). En este sentido, en el
registro de las plantas medicinales que se realiz6 en Santiago Huauclilla, Oaxaca,
se destacé el género Salvia por la diversidad de usos, cuyas especies son utilizadas
para tratar enfermedades gastro-intestinales, del corazon, diabetes y dolor (Nambo,

2015), siendo este ultimo padecimiento el interés de este estudio.

La Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés)
define dolor como una “experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada
con un dafo tisular ya sea real, potencial o descrito en términos de dicho dafio”
(IASP, 2017). Se estima que el 15% de la poblacion esta afectada por una
manifestacion de dolor, por lo cual, se considera un problema de salud publica
desde la década de los 70°s (Covarrubias- Gémez, 2008). En su tratamiento, los
analgésicos mas comunes son los opioides y los antiinflamatorios no esteroidales
(AINE’s), de los cuales se sabe que, de acuerdo con las experiencias preclinicas y
clinicas, su uso indiscriminado ocasiona efectos adversos tales como dafio al
sistema digestivo, cardiovascular y rifion entre otros. Por tal motivo, se sugiere el
uso de plantas medicinales solas y/o en combinacién con los farmacos para mejorar

la eficacia y disminuir los efectos colaterales (LOpez Munoz et al., 2004).

En busca de nuevos farmacos Uutiles en el tratamiento del dolor, las salvias

mexicanas ofrecen una buena alternativa de estudio, debido a su amplio espectro

1



de usos medicinales y a la diversidad de metabolitos secundarios. Desde tiempos
ancestrales el género Salvia ha sido utilizado en la medicina tradicional alrededor
del mundo por sus actividades como antibacterial, espasmadico, antidepresivo,
ansiolitico y otras mas. Se ha descrito que dichas actividades biologicas estan
asociados a metabolitos secundarios que el género produce, tales como aceites
esenciales, terpenoides, &acidos fendlicos, taninos y flavonoides, siendo los
principales los terpenos (Xu et al., 2014). En este sentido, en este proyecto se
plante6 trabajar con Salvia purpurea Cav. por sus usos etnobotanicos como
antidiarreico, para aliviar el dolor y como antiinflamatorio (Dominguez-Vazquez y
Castro-Ramirez, 2002; Guzman, 2014; Nambo, 2015) y ademas, porgue no existe
literatura cientifica acerca de su fitoquimica y farmacologia, para ello, se evaluaron
los extractos de S. purpurea para determinar su eficacia, ventana de actividad
biolégica y el margen de seguridad. Asimismo, los extractos activos fueron

analizados quimicamente para conocer sus constituyentes.



2. ANTECEDENTES

2.1 Plantas Medicinales en México

Planta medicinal, es el nombre con que se designa a aquellas plantas que,
contienen principios activos, los cuales producen efectos curativos sobre una
enfermedad (Cosme, 2008).

Las plantas medicinales son materia prima de muchos farmacos, por ejemplo, la
aspirina, fue aislada de la corteza del sauce (Salix alba), uno de los AINEs mas
prescritos alrededor del mundo. Se sabe que un tercio de los farmacos usados en
clinica provienen de extractos botanicos o compuestos aislados. Incluso con la
aparicion de la medicina de farmacia, la poblacion de pueblos indigenas, aisladas o
vulnerables usan las plantas medicinales como su principal recurso para aliviar
enfermedades. De acuerdo con la OMS, 80% de la poblacion usa plantas
medicinales como fuente primaria para cuidar su salud (Cosme, 2008) y en algunos

paises, toman un papel central en su sistema médico, como en la India y China.

En México, la practica de la medicina tradicional data de la época prehispanica, y la
gran diversidad de plantas medicinales esta registrada en diversas obras escritas
como el Cédice de la Cruz-Badiano (1552), el Cédice Florentino (1570) y el trabajo
de Francisco Hernandez, Historia de las Plantas de la Nueva Espafia (1571-1576)
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2016). En el presente siglo, destaca la obra de Maximino
Martinez, Las Plantas Medicinales de México publicada en 1934, otra contribucion
importante es El Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana (3

volimenes) publicada en 1994 (Argueta et al., 1994).

En la actualidad, el estudio de las plantas entra en una etapa con difundido interés
en el medio médico y cientifico nacional, debido a que los remedios herbolarios
proveen una alternativa para los pacientes, principalmente para evitar los efectos
adversos provocados por los farmacos y el hecho de que en la preparacion de un

gran numero de medicamentos la ciencia no puede prescindir de los principios



activos de la flora medicinal en la elaboracién y formulacion de los mismos, lo que

demuestra claramente las virtudes curativas de ciertas especies (Juscafresa, 1995).

2.2 Generalidades del género Salvia

El nombre de salvia proviene de la palabra latin “salveo” que significa salvar o curar
en referencia a las propiedades curativas atribuidas a algunas plantas del género.
Salvia (Lamiaceae) representa un ensamble cosmopolita de casi 1000 especies
(Walker y Sytsma, 2007). La principal area de diversidad se localiza en Centro y
Sudamérica donde se registran cerca de 500 especies, Asia Occidental con casi
200 especies y Asia Oriental con 100 especies (Alziar, 1993).

Las formas de crecimiento de Salvia incluyen hierbas anuales y perennes, arbustos
y raramente arbustos trepadores; las flores son pediceladas: el caliz es zigomorfo,
bilabiado; con tonalidades blancos, amarillos, purpuras, rojas, violetas o azules, a
menudo aromaticos (Martinez-Gordillos et al., 2013). La caracteristica diagnostica
del género Salvia respecto a otros géneros de Lamiaceae es la presencia de 2
estambres, en los cuales la parte estéril del conectivo funciona como una palanca,
lo que permite que el polen se adhiera a la cabeza o cuerpo de los polinizadores

principalmente abejas o colibries (Walker y Sytsma, 2007).

2.3 Distribucion del género Salvia en México

México es considerado como una de las areas con mayor diversidad del género en
el mundo, con aproximadamente 300 especies de las cuales un 75% son endémicas
(Walker et al., 2004), siendo el segundo género mas diverso, superado por el género
Mammillaria con mas de 300 especies (Villasefior, 2004). De acuerdo con la
clasificacion de Bentham (1876), el género Salvia se divide en 4 subgéneros:
Calosphace, Leonia, Salvia y Sclarea. Las especies mexicanas del género Salvia
se incluyen en su mayoria dentro del subgénero Calosphace (Bentham, 1876;
Walker et al., 2004).



Las zonas con mayor diversidad del género Salvia se presenta en las regiones
montafiosas, principalmente en las del Centro-sur del pais. En consecuencia, los
bosques templados y en particular los de coniferas y encinares, son los tipos de
vegetacion que albergan la mayor proporcién de especies (Espejo y Ramamoorthy,
1993). No obstante, también se encuentran en los bosques tropicales caducifolios y
subcaducifolios, zonas aridas y desérticas (Davila et al., 1993). En 1998,
Ramamoorthy y Elliot indican que los estados con mayor rigueza de salvias son

Oaxaca (63 especies), Guerrero (51), Puebla (50), Jalisco (49) y Michoacan (48).

2.4 Metabolitos secundarios aislados del género Salvia

Los principales grupos de metabolitos secundarios que se han aislado del género
Salvia son terpenos, esteroides y compuestos fendlicos. Siendo los terpenos, los

mas diversos.
2.4.1 Terpenos

Los terpenos y esteroides constituyen el mas amplio grupo de productos naturales
de los vegetales, con alrededor de 36 000 moléculas, sintetizadas a partir de la via
del acetato-mevalonato y constituidas por un numero variable de unidades
isoprénicas (C5) y se clasifican de acuerdo con el niumero de isoprenos: dos
unidades isoprénicas (monoterpenos), tres unidades (sesquiterpenos), cuatro
(diterpenos), cinco (sesterterpenos), seis (triterpenos) y ocho (tetraterpenos) (Wink,
2010). Los terpenos se distribuyen ampliamente en el género Salvia, siendo los
diterpenos y triterpenos los mas estudiados por sus actividades biolégica (Janicsak
et al., 2015).

Mas de 550 diterpenos han sido aislados de especies de Salvia, ampliamente
distribuidas en México, Turquia, Espafia y China. Estos diterpenos son de dos
categorias. La primera incluye diterpenos monociclicos y biciclicos (labdanos,
clerodanos, neoclorodanos, seco-clerodanos y otros derivados de los clerodanos).

Dentro de la segunda categoria se incluyen los diterpenos triciclicos y tetraciclicos
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(abietanos, nor-abetianos, tachinonas y otros derivados de los abietanos) (Fig. 1)
(Kabouche et al., 2008). Un gran numero de diterpenos exhiben interesantes
actividades bioldgicas, como antituberculosis, antitumorales, antibacteriales,

antiparasitarias y antiespasmadicas (Kabouche et al., 2008).

Figura 1. Diterpenos biciclicos y triciclicos. Tipo clerodano (A) labdano (B) y abietano (C).

Se han aislado un total de 74 triterpenos y esteroles en las salvias, entre los cuales
se encuentran ursanos, oleonanos, lapanos, dammaranos y esteroles (Wu et al.,
2012). Sin embargo, los mas comunes son los acidos ursolico y oleandlico (Fig. 2),
ambos triterpenos poseen propiedades antiinflamatorias, hepatoprotectoras,
antitumorales, antivirales, antimicrobianas y gastoprotectoras (Janicsak et al.,
2015).

acido ursélico acido oleandlico

Figura 2. Acido ursélico y el acido oleandlico.



2.4.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno o mas grupos hidroxilo
unidos a un anillo aromatico. Estos metabolitos secundarios proceden de dos vias
biogenéticas: 1) via del acido shikimico precursor de cumarinas, lignanos,
fenilpropanoides, compuestos aromaticos simples, taninos y quinonas y 2) via del
acetato malonato y conduce a la formacién de compuestos policiclicos, quinonas,
isocumarinas (Pefarrieta et al., 2014). Los compuestos fendlicos, de acuerdo con
el nUmero de carbonos en su molécula se clasifican en: fenoles simples (C6), acidos
derivados del &cido benzoico (C6-C1), acidos fenilacéticos (C6-C2), acidos
derivados del acido cinamico (C6-C3), flavonoides (C15), biflavonoides (C30), entre
otros (Pefarrieta et al., 2014). Los acidos fendlicos mas abundantes en las especies

de Salvia son el caféico, ferulico, cumarico y rosmarinico (Fig. 3) (Islas, 2013).

o]
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HO HO HO
acido caféico acido ferulico acido cumarico

0. _OH OH
~ O
HO acido rosmarinico

OH
Figura 3. Estructura quimica de los acidos fendlicos mas abundantes en salvias. Derivados del &cido benzoico y

del &cido cinamico.
Los flavonoides también estdn ampliamente distribuidos en las especies de Salvia,
los principales son apigenina, luteolina, quercetina, canferol y rutina (Fig. 4) (Islas,
2013).

Las actividades bioldgicas de los compuestos fendlicos se han registrado como
antioxidante, antitumoral, antiinflamatoria, antimicrobiana, quimiopreventiva,

neuroprotectora, antiinfimatoria (Lazaro, 2009).



Figura 4. Flavonoides mas comunes en salvias. Flavonas como A) camferol, B) quercetina, C) apigenina y D)
luteolina. Flavonoide glicosilado E) rutina.

2.5 Compuestos con actividad antinociceptiva y antiinflamatoria del

género Salvia.

Existen diferentes formas para evaluar la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria
de los productos naturales (Le Bars et al., 2001; Barrot, 2012). En el género Salvia
se han aislado diversos compuestos con actividad antinflamatoria y antinociceptiva,
destacando terpenos y flavonoides como responsables, por ejemplo, se aislé un
sesquiterpeno, plebeiolide C, de las hojas de S. plebeia, que inhibe la produccién
de oxido nitrico (NO) inducido por lipolisacaridos (LPS) (Liu y Huang, 2014). La
salvinorina A de S. divinorum Epling, se ha propuesto como un agonista no alcaloide
de los receptores de opioides K, que tienen efecto en las vias de nocicepcién
centrales (McCurdy et al., 2006). En el cuadro 1 se enlistan terpenoides y
compuestos fenolicos del género Salvia que se han reportado por poseer actividad

antinociceptiva y antiinflamatoria.



Cuadrol. Terpenos y flavonoides con actividad antinociceptiva y antiinflamatoria aislados de especies de

Salvia
Compuesto Estructura quimica Actividad Referencia
Tanchinona Il A Antiinflamatorio Liu y Huang, 2014
(Triterpeno) ﬂ ; Jieetal., 2014
O A
L
|. || |
Plebeiolide C OH Antiinflamatorio Dai et al., 2014
Jang et al., 2016
(Diterpeno)
AcO
Salvinorina A Antinociceptivo- Roach 'y Shenvi,
Analgésico 2018
(Diterpeno)
B-sitosterol Antiinflamatorio Bustos-Brito 2011
Kim et al., 2014
(Triterpeno)
a-f amirina Antiinflamatorio Nogueira et al., 2018
Antinociceptivo
(Triterpeno)




Acido ursélico

(Triterpeno)

Antiinflamatorio
Antinociceptivo

Pironi et al., 2018
Verano et al, 2013

Acido oleandlico

Antiinflamatorio

Park et al., 2013

Antinociceptivo Xu et al., 2014
(Triterpeno)
Acido rosmarinico /CEOH Antiinflamatorio Liu et al., 2018
o : OH
(Acido fendlico) HOWoAcozn
HO
Acido salviandlico B HO Antiinflamatorio Liu et al., 2018
(Acido fendlico)
Quercetina Antiinflamatorio Liu et al., 2018

(Flavonoide)

HO

Luteolina

(Flavonoide)

Antiinflamatorio

Lépez- Lazaro, 2009
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Rutina Antiinflamatorio Nikfarjam et al., 2017

(Flavonoide)

Naringenina Antiinflamatorio Pinho-Ribeiro et al.,

(Flavonoide) Antinociceptivo 2016

2.6 Usos etnobotanicos, fitoquimica y farmacologia del género Salvia en
México

En México, desde tiempos ancestrales y debido a su diversidad cultural, se han
propiciado diversas formas de usos para las plantas del género Salvia, de las cuales
destacan por su valor nutrimental (Salvia hispanica L.) (Cabhill, 2001), actividades
relacionadas con la concepcién del mundo -rituales espirituales- (Salvia divinorum
Epling y Jativa-M.) (Jenks y Kim, 2013) y alivio de enfermedades del cuerpo y del
alma. En el cuadro 2 se describen los usos en medicina tradicional, su actividad

bioldgica, fitoquimica y farmacologia de las especies de salvias en México.

De las 300 especies de Salvia distribuidas en México (Walker et al., 2004), solo 47
(15.6%), cuentan con un registro en la literatura de sus usos tradicionales, su
fitoquimica y/o farmacologia. Con respecto a la etnobotanica, 23 (7.6%) especies
tienen un registro de uso medicinal dentro de los cuales, los mas mencionados son
para el dolor e inflamacion (12 especies), 10 de éstas cuentan con estudios
fitoquimicos, y solamente 8 de ellas han sido evaluadas por sus efectos

antinociceptivos y antiinflamatarios.
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Existe informacion fitoquimica de 43 especies (14.3%), donde los principales
compuestos sintetizados por las salvias son de naturaleza terpenoide, dentro de los
cuales, los de mayor diversidad son los diterpenos y los mas comunes los
triterpenos ursolico y oleandlico. Solo 20 especies (6.6 %) han sido estudiadas
biolégicamente, dentro de éstas, los efectos més evaluados son antiinflamatorio y
antimicrobiano en los extractos de salvias, mientras que, de los compuestos
aislados, se estudio su citotoxicidad en lineas celulares de cancer. Se han registrado
en 8 especies (2.6%) estudios farmacologicos que confirman actividad

antinociceptiva, y/o antiinflamatoria.

Los estudios realizados para verificar su seguridad y toxicidad son escasos, solo se
ha determinado el margen de seguridad de 3 especies (0.66%), S. ballotiflora, S.
circinata y S. divinorum, el margen de seguridad de estas especies es mayor a 625
mg/Kg, sin embargo, los estudios a nivel mundial registran que en general son
seguras y los estudios sugieren que las dosis téxicas superan los 2000 mg/kg
(Sharifi-Rad et al., 2018).

La revision realizada de salvias mexicanas nos permitié visualizar que los estudios
son escasos, Yy esto contrasta con los reportes de salvias a nivel mundial, en este

sentido, es necesario ampliar las investigaciones al respecto.

Cuadro 2. Etnoboténica, fitoquimica y farmacologia de salvias mexicanas

Etnobotanica

Especie

Nombre
comun

Usos

Fitoquimica

Farmacologia

Referencia

S. adenophora
Fernald

S.i.

Diarrea

Diterpenos (parte aérea):
Derivados del &cido
hardwickii

S.i.

Bisio et al., 2014
Calzada et. al.,
2015

S. albocaerulea
Linden

S.i.

S.i.

Triterpenos (parte aérea):

Sugiol, bromo lactona,
acido oleandlico (AO) y
maslinico

Extracto de acetona:
Antimicrobiano

Pereda et al., 1992

S. anastomosans
Ramamoorthy

S.i.

S.i.

Diterpenos: Roileoanona,
horminona,
desacetilnemorona,
desacetoxinemoronona

S.i.

Medina, 1998

12




S. aspera S.i. Diterpenos (parte aérea): | s.i. Guerrero, 1993
M.Martens & Salviasperanol, sugiol y Esquivel, B. et al.,
Galeotti ] taxodione. 2002
S.l. Triterpeno: Ambliol, Baldomero et al.,
damarano, semiatrina, 3- 1995.
sitostero
S. apiana Jeps S.i. Terpenos: rosmadial, Extracto de hexano: Cérdoba-Guerrero
carnosol, ferruginol, Antibacterial y antifingico et al., 2016.
miltiodiol,
Dolor de . . . .
criptotansinona, Srivedavyasasri et
garg_anta, tos, salvicanol. al., 2017.
resfriado e . .
infecciones de Trtgrpenos. AO, acido .
pecho ursoélico _(AU). Dentali et al., 1990.
' Flavonoides: sageona,
cirsimaritina, salvigenina
S. axillaris Moc. S.i. . Diterpeno: Tanchinona S.i. Esquivel et al.,
S.i. 1997
S. ballotiflora Mejorana Diterpenos (parte aérea): | DEOX: Antidiarreico y Pérez-Gutiérrez et
Benth y Labiat Icetexona (ICT), 19- citotoxico al., 2013
Bafios deoxicet_eana (DEOX) DIC: Citc_)tc'»'(ico Baldqmero-
DOStParto 19-de05|50|ce_texona ICT: Ar_1t|0X|dant_¢ _ Esquivel et al.,
(DIC) y conacitona. Conacitona: Antiinflamatorio | 2017
La DLso del extracto acuoso= | Campos-Xolapa et
625 mg/ Kg al., 2017.
Salvia S.i. Terpenos: S.i. Bisio, et al., 1999.
blepharophyla Si AU, blefarolide Ay B.
Brandegee ex - Flavonoide: Pedalitina
Epling
S. breviflora Moc | s.i. Diterpeno: S.i. Cuevas et al.,
& Sessé ex S.i. Brevifloralactona, AU y 1987.
Benth AO.
S. candicans M s.i, Diterpenos: ICT, 7-O- 7OM: citotdxico (prostata y Esquivel et al.,
Martens y metilconacitona (7OM), leucemia). 1997
Galeotti S.i. anastomosina Colin, 2013
Triterpenos: AU y AO
S. carduacea S.i. Si Triterpenos: AU y AO S.i. Ballesta-Acosta, et
Benth o al., 2002
S. S.i. Diterpenos (parte aérea): | Extracto de cloroformo: Bisio et al., 2017
chamaedryoides Salvimicrofilina B, 7-a- Antimicrobiano e
Cav e Icon S.i. hidroxibacotricuneatina hipoglucémico
A, tilifodiolida,
esplendidina C.
S. cinnabarina M. | s.i. Diterpeno: &cido 3,4- Di Sotto et al., 2009
Martens & secoisopimara- STO3: Bisio et al., 2007
Galeotti. 4(18),7,15-trien-3-oico Antiespasmadico Romussi et al.,
Tos, (STO3), acido 3,4- SCB: 2001.
bronquitis seicosopimarano- Efecto en la presion Argueta et al., 1994
4(18),7,15-triene-3-oico sanguinea
(SCB)
S. circinnata Hierba del Dolor de Diterpenos (Parte aerea): | Extracto acuoso, AMy PE Nambo, 2015
Cav. e lcon cancer, estomago, Teotihuacanina (TE), con efecto hipoglucémico Flores-Bocanegra
Toronjil, diabetes amarisolide (AM) TE y AM con efecto et al., 2017
Mirto rojo dugesina F, infuscatina citotoxico Bautista et al., 2017

Flavonoides: Pedalitina
(PE)
Apigenina

La DLso del extracto acuoso >
5g/Kg
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S. clevalandii A. Salvia de S.i. Diterpenos (raiz): Isorosmanol: Citotoxico Guerrero et al.,
Cleveland, Carnosol, rosmanol, colon y pancreas 2006
Salvia azul y isorosmanol
Salvia jim
S. coccinea Flor de Disenteria, S.i. S.i. Jenks y Kim, 2013
Juss. Ex Murr colibri, Aire, espanto, Guzman, 2014
Hoja de dolor de Argueta et al., 1994
viento estomago,
diarrea
S. columbariae Chia Problemas de | Diterpenos: Tanchinona, | s.i. Adams et al., 2005
Benth coagulacién. miltionona y
criptotanchinona.
S. connivens S.i. Inflamacion de | Triterpenos (parte aérea): | Extracto de metanol: Gonzéalez-Chéavez,
Epling, ojos, fiebre, AUy AO Antiinflamatorio, antidiarreico | 2013
diarrea Pérez-Gutierrez et
al., 2014
S. divinorum Pastora, Rituales Diterpenos (parte aérea): | Extracto de hexano: Valdés et al., 1983
Epling y Jativa Maria, espirituales, Salvinorina Ay B Antinociceptivo, Simoén-Arceo et al.,
Hojas de alucinégeno, antiinflamatorio, analgésico, 2017
Maria, diarrea, dolor sedante Gonzalez-Trujano
Hierba de la | de cabeza, La DLso del extracto de et al., 2016
pastora reumatismo metanol >2000 mg/Kg
S. elegans Mirto, Dolor de Triterpenos (parte aérea): | Extracto de metanol: Gonzélez-Cortazar
Vahl. Salvia de flor | estdmago, Acido ursélico Antidepresivo, ansiolitico, etal., 2013
roja, Yerba espanto, aire, Flavonoides: antihipertensivo Bautista et al., 2014
del burro insomnio, Isosacuranetina-5-O- Argueta et al., 1994
dolor de rutinosido
cabeza
S. farinacea S.i. Si Flavonoides (hojas): S.i. Popova et al., 2016
Benth " Rutina y quercetina
S. filipes Fernald | s.i. Diterpenos: Salvifiline A, S.i. Maldonado et al.,
B. 2016
S.i. Triterpenos: AU, AO
betulinico
Flavonoides: Eupatorina
S. fruticulosa S.i. si Diterpeno: Fruticulina S.i. Rodriguez-Hahn et
Benth. o al., 1989
S. fulgens Cav Mirto Somnifero Diterpenos (parte aérea: | s.i. Baldomero et al.,
infantil, Salvigenolide, 1985
limpias, acido sandaracopimarico, Esquivel et al.,
enfermedades | salvioccidentalin 1996
estomacales Triterpeno: B-sitosterol Argueta et al., 1994
S. gesneriiflora Mirto Dolor, S.i. S.i. Guzman, 2014
Lindl. Diarrea
S. greggii A Gray | Salvia de Diterpenos (parte aérea): | s.i. Kawara et al., 2003
otofio S.i. Salvigresina, salviarina,
Acido isopimarico
S. hispanica L. Chia Acidos grasos. Extracto de metanol: Oliveira-Alves et
Suplemento Acidos fenolicos: Antigenotoxico, antioxidante | al., 2017
nutricional, Rosmarico, salvianélico, Vuksan et al., 2017
enlechado de clorogénico, galico Rosa et al., 2017
los nifios Flavonoides: canferol, De Falco et al.,
quercetina, rutina 2018
S. involucrata S.i. . S.i. S.i. Jenks y Kim, 2013
Aire
Cav.
S. laevis Benth. Salvia real Parto S.i. S.i. Guzman, 2014
S. lavanduloides | Altamiza, Diterpenos: Salviadulinas S.i. Maldonado et al.,
Kunth alucema, si A,ByC. 1994
azulilla, " Triterpenos: AUy AO Maldonado et al.,
cenicilla. 1992
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Flavonoides: Eupatorin,
glucoférido

Ortega et al., 1991

S. leucantha Cordon de Dolor, Diterpeno: Salvileucalina | Salvileucalina B: Guzman, 2014
Cav. Jesus, abortiva, B Citotdxico (cancer pulmonar) | Aoyagi et al., 2008
Algodoncillo, | mal aire, tos, Extracto de metanol: Ibrahim, 2012.
Moco de dolor de Antioxidante, Argueta et al., 1994
palo pulmon antiinflamatorio, analgésico y
antimicrobiano
S. melissodora S.i. Triterpenos (parte aérea): | s.i. Baldomero et al.,
Lag si B-sitosterol, acidos 1988
" ursoélico y oleandlico. Baldomero et al.,
acido melisodoérico 1989
S. mellifera S.i. Triterpenos: Lupeol, S.i. Gonzélez et al.,
Greene si acido ursoélico, carnosol 1989
o Flavonoides: Rosmanol Gonzéles et al.,
1992
S. mexicana L S.i. Triterpenos: B-sitosterol, Extracto de acetonay Calzada et al.,
Diarrea betulinos, AU-AO y metanol: 2015
arbutina. Antiinflamatorio y Fontana-Uribe et
Flavonoide: Naringenina | antioxidante al., 2011
Argumedo-Delira et
al., 2003
S. microphylla Bandera Susto, Triterpenos (parte aérea): | Extracto de metanol: Martinez et al.,
Kunth mexicana, espanto, B-sitosterol, acido Antiinflamatorio 1989;
Mirto, Mustia | mal de ojo, ursoélico. Taylor et al., 2006
nervios, mal Diterpeno: Jenks y Kim, 2013
aire, granos y Salviamicrofilina A-D Bautista et al., 2014
salpullido, Acidos fendlicos Argueta et al., 1994
sarampién,
diarrea,
empacho, bilis,
dolor de oido,
limpias
S. oaxacana S.i. Diterpenos (parte aérea): | s.i. Esquivel et al.,
Fernald S.i. Taxodona, sugiol, 1996
14-deoxicoleona
Salvia S.i. Si Salvioccidentalina S.i. Jaime-Vasconcelos
occidentalis S.W. o etal., 2011
S. phachyphylla S.i. Diterpenos: Carnosol, S.i. Guerrero et al.,
Epling ex Munz si rosmanol, acido 2006
o carnosico, isorosmanol y
pachifilona
S. polystachia Chia de Empacho, Diterpenos: Linerolactona | Linerolactona: Antiparasitario | Calzada et al.,
Ort. campo, purgativo, polistachina A-F, 2010
Salvia diurético, salvifaricina, salvifilina A Bautista et al., 2017
compacta hemorragias yC
nasales
S. purpurea Cav. | Moradita D Triterpenos (parte aérea): | Extracto de metanol: Dominguez-
olor de s o . .
Acidos ursélico y antiinflamatorio Vazquez y Castro-
muela, - . 5
antidiarreico qleanollco,'B_-snosterol, Ramirez, 2002
~ ' acido betulinico Nambo, 2015
bafios "
poStparto Hernandez-Ortega,
1989
S. ramosa S.i. Terpenos (raiz): S.i. Esquivel et al.,
Brandegee Salviarina 1996
iy Flavonoides: jaceodidina,

cirsineol
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S. reflexa Planta de Terpenos (parte aérea): Extracto acuoso: William y Hines,
Hornem menta Salviarina Antioxidante 1940
_ Acidos fendlicos: Nieto et al., 1996
S.l. &cido rosmarinico Colina: Citotoxico Malencic et al.,
Alcaloide: Colina 2000
S. regla Cav S.i. Triterpenos (raiz): S.i. Ortega et al., 1995
Acidos ursolico y Hernandez et al.,
. olendlico, 1987
Sl seseina, B-sitosterol
S. reptans Jacq Hierba de la Diterpenos (parte aérea): | Extracto de hexano: Martinez-Véazquez
golondrina, | Salvireptanolide Antimicrobiano etal., 1998
Romeril Dolor Triterpenos: Acidos Baldomero-
estomacal, 2 - .
Fiebre ursgllco y oleandlico, Esquivel et al.,
B-sitosterol 1991
Flavonoides:Diosmetina
S. semiatrata Mirto Cicatrizante, Diterpenos: Semiatrin y Nambo, 2015
Zucc. morado golpes, dolor salvifarin Argueta et al., 1994
de oido y
estdmago,
bafios
postparto,
tension
nerviosa
S. tiliifolia Vahl, Chan de Diterpenos: Extracto de acetona: Rodriguez et al.,
monte Tilifodiolida, Neuroprotectivo 1990
tilidolidiona, ferrugino, Adewusi et al.,
si tiliofilinas A-E Extracto de metanol: 2011
v Flavonoides:lsosalipurpol | Antiinflamatorio y Fan et al., 2017
antinociceptivo Gozéalez-Chavez et
al., 2018
Tiliofilina E: Efecto neuronal
S. xalapensis S.i. Diterpenos (hojas): S.i. Calzada et al.,
Benth si Salvixalapadieno, 2015

Isosalvixalapadiano,
salviaxalapoxido

Sin informacion (s.i.)
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2.7 Salvia purpurea Cav.

Es una hierba perenne que llega a medir 2.5 m, los tallos algunas veces tornandose
purpura, glabrescentes a pelosos con tricomas simples multicelulares (Fig. 5). Con
floracion en los meses de marzo, septiembre, octubre y noviembre. Se distribuye
ampliamente desde Jalisco, centro y sur de México hasta Costa Rica. Habita en
Bosques montafiosos humedos y bosques de Quercus-Pinus. Es una especie muy
visitada por colibries. Es conocida con el nombre comun de “moradita” en Oaxaca
y santomexochitl en Veracruz (Guzman, 2014). Se reconocen como sinénimos:
Salvia affinis Schtdl. & Cham., Salvia farinosa M Martens & Galeotti, Salvia
graciliflora M. Martens & Galeotti, Salvia iodanta Fernald, Salvia michoacana
Fernald, Salvia oxyphylla Brandegee, Salvia purpurea var. pubens A. Gray. (Instituto
de Biologia, 2010; Tropicos, 2018).

Salvia purpurea es una especie utilizada en la comunidad de Santiago Huauclilla,
Oaxaca para aliviar el dolor de muela, se usan las hojas en fresco de forma oral
(Nambo, 2015). En el municipio de Xalapa, Veracruz la usan para dar bafios
postparto y hemorragias nasales, emplean la parte aérea (Guzman, 2014). En
Chiapas se emplea principalmente para los malestares estomacales (diarrea y
disenteria), se aprovecha la parte aérea en infusiones de forma oral (Dominguez-
Vazquez y Castro-Ramirez, 2002). Hernandez-Ortega en 1989 realizé un estudio
fitoquimico y report6 triterpenos y esteroles como acido ursolico, acido oleandlico,

acido betulinico y B- sitosterol en el extracto de metanol.
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Figura 5. Salvia purpurea

2.8 Dolor

La IASP, define dolor como una “sensacion no placentera y experiencia emocional
asociada con un actual o potencial dafio tisular o descritas en términos de dicho
dano” (Merskey y Bugduk, 1994). Dolor es una experiencia subjetiva, que no puede
ser facilmente medible. Describiendo dolor como una “experiencia” separa dolor de
“nocicepciéon”. Nocicepcion es el proceso neural que envuelve procesos de
transduccion y transmision del estimulo nocivo hacia el cerebro. Dolor es el
resultado de una compleja interaccion entre sistemas de sefializacion, modulacion

de centros y la Unica percepcion del individuo (Steeds, 2016).

18



2.9 Clasificacion del dolor

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se clasifica el dolor de
acuerdo con su origen anatdémico, por su relaciéon con otras enfermedades
(etiologico), a la intensidad de la experiencia, la duracién del dolor y por sus
mecanismos fisiopatoldgicos (Fig. 6), sin embargo, ésta clasificacion no es
excluyente en sus categorias, pero es importante en la clinica diferenciarlas para su

optimo tratamiento (Montgomery et al., 2017).

Dolor
Anatémico Etiologico Intensidad Duracion  Fisiopatolégico
Dolor Cdancer Dolor Dolor Dolor
-Somdatico Diabetes -Leve -Agudo -Nociceptivo
~Visceral Sindromes -Moderado -Crénico -Neuropdatico
inflamatorios -Infenso

Figura 6. Clasificacion del dolor

2.9.1 Segun su origen anatomico

Se puede clasificar el dolor de acuerdo con el aérea en el cuerpo donde se
experimenta el dolor (Montgomery et al., 2017), asi se puede dividir como:

Dolor somatico: El dolor ocurre en la piel, musculos, articulaciones, ligamentos o
huesos. Se trata de un dolor bien localizado, circunscrito a la zona dafiada y

caracterizado por sensaciones claras y precisas (Lopez et al., 2007).

Dolor visceral: Se produce sobre érganos internos, por lo que es la forma de dolor

gue aparece mas frecuentemente como consecuencia de enfermedades. Una de
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las caracteristicas que tiene es que se puede presentar, aunque no exista una lesion

en el érgano (Lopez et al., 2007).

2.9.2 Seguln su origen etiolégico

Se refiere al factor causal que origina el dolor. Este dolor debe su origen a las
enfermedades como cancer, diabetes, enfermedades inmunes, insomnio Yy
desordenes neuropaticos entre otros, por lo cual, en algunas condiciones el dolor
puede llegar a ser crénico y es necesario el implemento de los tratamientos para
cada condicion (Cole, 2017).

2.9.3 Segun su intensidad

Puede describirse como dolor leve, moderado o intenso y las personas usan escalas

para describir la sensacion (IASP, 2017).

2.9.4 Segun su duracion

Representa el tiempo en el cual se experimenta dolor. Se reconocen principalmente

el agudo y el crénico (Montgomery et al., 2017):

Dolor agudo: Se reconoce como dolor agudo aquel que tiene una duracion
aproximada de 3 a 6 meses. Es la consecuencia inmediata de una sefial de alarma
en los sistemas protectores del organismo, esta asociado con traumas en dafio
tisular o visceral por lo cual el dolor deja de percibirse en cuanto el trauma sea

reparado (Lopez et al., 2007; Montgomery et al., 2017).

Dolor crénico: Se reconoce como dolor agudo aquel que persiste por mas de 6
meses (Porche, 2010). Puede ocurrir de forma intermitente y otras veces continua.
Es comunmente asociado con varias enfermedades como cancer, artritis, SIDA y

desordenes neuropaticos (Montgomery et al., 2017).
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2.9.5 Segun sus mecanismos fisiopatologicos

Se basa en los mecanismos fisiopatolégicos que originan dolor. Se describen tres
vias importantes, la nociceptiva, la inflamatoria y la neuropatica (Fig. 7) (Woolf,
2010).

Dolor nociceptivo: Forma parte del repertorio de sensaciones normales, como la
vision o el tacto. Este tipo de dolor aparece en todos los individuos como
consecuencia de la aplicacion de estimulos que producen dafio o lesion en 6rganos
somaticos o viscerales. El dolor nociceptivo es la consecuencia de la activacion del
sistema neurofisiolégico constituido por nociceptores periféricos, vias centrales de

la sensacion dolorosa y, finalmente corteza cerebral (Lopez, et al., 2007).

Dolor inflamatorio: Comparte caracteristicas adaptativas y de proteccién con el dolor
nociceptivo. Es activado por el sistema inmune por dafio tisular o infeccién en el
cual se secretan mediadores que sensibilizan la via del dolor nociceptivo al igual

que promueven la recuperacion, éstos mediadores son las citocinas (Woolf, 2010).

Dolor neuropético: Este tipo de dolor no genera proteccion, es un dolor anormal,
patoldgico, aparece como resultado de una enfermedad o lesién en el sistema

nervioso central (SNC) o periférico (Lopez et al., 2007).
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Figura 7. Clasificacion fisiopatolégica del dolor. (A) Dolor nociceptivo representado por el estimulo nocivo y la
respuesta adaptativa de proteccion. (B) Dolor inflamatorio representado por los mediadores secretados por el
sistema inmune que sensibilizan la via nociceptiva. (C) Dolor neuropatico representado por el dafio en tejidos

del sistema nervioso. Editado de Woolf, 2010.
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2.10 Nocicepcién

Nocicepcion (noci deriva del latin nocere, “herir’) es un mecanismo sensorial que
permite a los animales sentir y evitar un dafio potencial, es critico para la
supervivencia (Tracey, 2017). Este proceso se lleva a cabo por los nociceptores,
gue son neuronas especializadas para detectar y responder a un dafio que puede
ser provocado por la temperatura, mecanico y quimico (Tominaga, 2007; Tracey,
2017; Bell, 2018). El proceso nociceptivo envuelve sefales desde la periferia hacia
el cerebro donde el dolor es percibido. La via se describe con cuatro procesos
tipicos (Fig. 8) (Steeds, 2016):

a) Transduccién: La conversion de la energia desde un nucleo sensorial ya sea
térmico, mecanico o quimico hacia energia eléctrica por receptores llamados

nociceptivos.

b) Transmision: La transmisién de un sitio de transduccion periférico hacia la

espina dorsal y el cerebro.

c) Modulacion: El estimulo eléctrico sea suficiente para generar una respuesta

por la espina dorsal o el cerebro.

d) Percepcion: La apreciacion de la sefial de dolor en las estructuras.
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Figura 8. Vias de sefializacion del dolor. Desde el estimulo nocivo hasta la percepcion del cerebro. .
Modificado de Bell, 2018.

2.11 Nociceptores

Se conocen como nociceptores a las neuronas aferentes que se proyectan en los
tejidos incluyendo piel, musculo y visceras (Basbaum et al., 2009), éstos
constantemente reconocen el ambiente detectando cualquier sefial de alarma y
responden a estimulos que sean suficientemente intensos, que podrian indicar un
posible dafio (Mertens et al., 2015). Los nociceptores estan localizados en el ganglio
de laraiz dorsal adyacente a la médula espinal o en el ganglio trigémino (Bell, 2018).
Los nociceptores se clasifican en dos clases, los cuales responden a estimulos
térmicos, mecanicos quimicos, e inflamatorios (Steeds, 2016; Bell, 2018). Los
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primeros son fibras largas, mielinizadas, llamadas fribras Ad y son responsables de
la transmision localizada y rapida del dolor (Ringkamp et al., 2013). Los segundos
no estan mielinizados, son fibras cortas, denominados fibras C y son responsables

del dolor del tipo difuso (Treede et al., 1998).

2.12 Dolor visceral

El dolor visceral es el resultado de la activacion de nociceptores que se encuentran
en la parte toracica, pélvica o de 6rganos viscerales. La region toracica y los 6érganos
viscerales estan inervados por fibras del sistema nervioso simpatico (toracolumbar)
y parasimpatico (craneosacral). El nervio vago (parasimpéatico) inerva toda la region
toracica y los 6rganos abdominales bajos (estbmago e intestino delgado) y las fibras
de nervios simpéticos que vienen de la cadena ganglionar inerva érganos viscerales
(estbmago, intestinos, rifiones y vejiga) (Fig. 9). (Kansal y Hughes, 2016). Este dolor
viene acompafiado de distencion, inflamacién o isquemia (Kansal y Hughes, 2016).
Es uno de los dolores mas comunes y dificiles de manejar, por ser poco localizado
y difuso (La y Gebhart, 2014; Kansal y Hughe, 2016).
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Figura 9. Vias neuronales eferentes que transmiten estimulos nocivos en érganos viscerales
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2.13 Dolor inflamatorio

Se le denomina dolor inflamatorio al resultado enddégeno que activa nociceptores
terminales por medio de mediadores o factores inflamatorios. Comunmente las
enfermedades y lesiones resultan en este tipo de dolor (Dawes et al., 2013). El
sistema inmunoldégico tiene un rol importante en el proceso de dolor, la relacion
resulta en los cuatro puntos cardinales del proceso inflamatorio, en primer lugar,
eritema y enrojecimiento (secundario a una vasodilatacion), hinchazén (secundario
al proceso de extravasacion de las células inmunes) y por ultimo la hipersensibilidad

(secundario a la excitabilidad de los nociceptores) (Svensson y Sorkin, 2017).

Los nociceptores expresan receptores para los derivados de las células inmunes,
estos incluyen citocinas, lipidos, proteasas y factores de crecimiento (Fig. 10), éstos
desencadenan vias de sefalizacion que cambian las propiedades excitatorias de
los nociceptores (Pinho et al., 2016).Las citocinas son mediadores criticos de la
sensibilizacion de nociceptores, IL-1B fosforila los canales de Na * de los
nociceptores (Ebbinghaus et al., 2012) 1I-6 y TNFa induce la produccion de
prostaglandinas la cual incrementa la expresion de TRPV1y TRPAL (Malsch et al.,
2014) Estos mediadores provocan la activacién de los nociceptores provocando

dolor inflamatorio.

Dada la habilidad de las neuronas de propagar el impulso nervioso, son las primeras
células que responden ante una lesion. Y es por ello por lo que el proceso
inflamatorio que se activa por la via nociceptiva se le conoce como inflamacion
neurogénica. Los nociceptores aferentes no solo conducen la informacién hacia la
médula espinal o al cerebro, también tiene funciones eferentes, a esta propiedad de
producir efectos en ambos sentidos se le conoce como reflejo de la espina dorsal,

por lo cual el proceso inflamatorio neurogénico es bidireccional (Pinho et al., 2016)
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Figura 10. Sensibilizacion de los nociceptores por mediadores inflamatorios. Modificado de Pinho et al., 2016.

2.14 Aspectos terapéuticos del dolor

Existen diversos tratamientos para aliviar el dolor, generalmente son categorizados
como farmacoldgicos o no farmacolégicos (NPC, 2001). Los no farmacoldgicos son
usados para el tratamiento de dolor agudo Yy etiolégico, los tratamientos incluyen
rehabilitacion fisica y psicoldgica, entre otros. Sin embargo, las personas que sufren
dolor prefieren el uso de farmacos con propiedades analgésicas. Se define
analgesia como la ausencia del dolor sin la pérdida del conocimiento (Kumar et al.,
2010). Desde el punto de vista farmacolégico, el efecto analgésico se puede

producir en tres niveles diferentes (IASP, 2017):

1. Anestésicos locales: Farmacos que interrumpen la transmision del impulso

nervioso. Lidocaina y procaina (Jacquier, 1997).

2. A nivel SNC: Mediante analgésicos que actuan a nivel del neuro-eje como

los opioides (Kumar et al., 2010).
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3. A nivel periférico: Mediante el uso de analgésicos antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) que inhiben la transmisién por los nociceptores a nivel
periférico (Burke et al, 2016).

Su amplia distribucién y el uso indiscriminado los han convertido en farmacos de
administracion controlada, ya que tienen severas reacciones secundarias como
pérdida de la conciencia, alucinaciones, generan tolerancia, depresion (NCP, 2001),
disfuncion renal y falla hepatica (Yogaratnam et al., 2016). Asimismo, a algunos

individuos les provoca reacciones alérgicas como anafilaxia (Creeg et al., 2013).

Existe una gran variedad de analgésicos no opioides que se usan frecuentemente
para aliviar varios tipos de dolor (traumas, cancer, dolor de artritis), ejemplos de
ellos son el paracetamol, los AINEs (aspirina, ketorolaco, diclofenaco, etc.), todos
ellos tienen propiedades antiinflamatorias, antipiréticas y analgésicas (Miyoshi,
2001). Los AINEs son los farmacos mas accesibles alrededor del mundo (NPC,
2001; Creeg et al., 2013). Estos exhiben su efecto analgésico por la inhibicion de la
enzima ciclooxigenasa (COX) (Terzi et al., 2017). Por tal motivo, presentan los
siguientes efectos adversos: falla renal, ulceras en el tracto gastrointestinal y

problemas cardiovasculares (Kim et al., 1995; Ong et al., 2007).

2.15 Epidemiologia del dolor en México

El dolor es considerado un serio problema de salud, social y econémico alrededor
del mundo, se presenta como sintomas en muchas enfermedades (Henschke et al.,
2015), de las cuales en nuestro pais se asocian con las principales causas de
mortalidad, como enfermedades del corazon, diabetes y cancer (Covarrubias-
Gomez et al., 2010). En México el dolor crénico es un problema de salud publica,
afectando del 25 al 29% de la poblacion en general, siendo los adultos mayores a
65 afos los mas afectados (Covarrubias-Gomez et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

En México el uso de la medicina tradicional para el alivio de enfermedades
es de manera frecuente, sin embargo, no se cuenta con estudios cientificos que
respalden su uso, un ejemplo de ello son las plantas utilizadas para el alivio del
dolor. El dolor es un serio problema de salud mundial y es la causa mas frecuente
de consulta médica. En nuestro pais, se estima que, aproximadamente el 15% de
la poblacion sufre de un tipo de dolor. En su tratamiento, los analgésicos mas
comunes son los opioides y los antiinflamatorios no esteroidales (AINE’s), los
cuales, de acuerdo con experiencias clinicas, por su uso indiscriminado, ocasionan
efectos adversos, tales como dafio al sistema digestivo, cardiovascular y rindn entre
otros. Lo anterior conlleva a la continua busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas, siendo la herbolaria una buena propuesta, ya que, de ésta, pocos
efectos adversos severos se han divulgado. La riqueza y diversidad de metabolitos
secundarios que sintetizan las salvias mexicanas, asi como su abundancia, hacen
posible la blusqueda de compuestos biolégicamente activos. Una previa revision
realizada sobre la etnobotanica, fitoquimica y farmacologia del género, permitié
registrar que 12 especies son utilizadas para tratar dolor e inflamacion, 10 de las
cuales se conoce que sintetizan principalmente compuestos de naturaleza terpénica
y solamente 8 de ellas han sido evaluadas por sus efectos antinociceptivos y
antiinflamatarios. En este sentido este proyecto plante6 el estudio fitoquimico y la
evaluacion del efecto antinociceptivo de Salvia purpurea, para ello se determiné la
eficacia, la ventana de actividad bioldgica y el margen de seguridad mediante la
preparacién de extractos, tanto organicos como acuosos los cuales fueron
administrados en forma aguda y se compararon con farmacos de referencia
utilizados en la clinica. Lo anterior aporté evidencias de las propiedades que se
atribuyen a especies de este género y enriquecidé el conocimiento de plantas
medicinales confiables para la terapéutica del dolor. El interés actual en la busqueda
de extractos y/o compuestos activos como analgésicos de las salvias estd en
relacion con la busqueda de alternativas terapéuticas con la finalidad de evitar
efectos secundarios de los farmacos en la medicina convencional y precios
accesibles para las personas que los necesiten.

29



4. HIPOTESIS

Si los extractos de S. purpurea, tienen metabolitos secundarios con actividad
antinociceptiva, entonces disminuira la conducta de nocicepcion en los modelos de

estiramiento abdominal y formalina en ratones.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Caracterizar los metabolitos secundarios de los extractos de S. purpurea y evaluar

el efecto antinociceptivo en ratones.

5.2 Objetivos particulares

e Obtener los extractos organicos y acuoso de S. purpurea

e Determinar la seguridad de extractos mediante el protocolo de la OCDE para
compuestos orales (dosis letal media DLso).

e Caracterizar los metabolitos secundarios de tipo terpenoide y flavonoide

mediante métodos cromatograficos.

e Evaluar el efecto antinociceptivo de los extractos de S. purpurea.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material vegetal

Salvia purpurea fue recolectada en la localidad de Santiago Huauclilla Oaxaca en
los meses de agosto y octubre del 2017. Esta localidad se localiza en los paralelos
17°25" y 17°34 de latitud norte y los meridianos 96°56°y 97°08 longitud oeste y a
una altitud entre 1200 y 2700 m. Cuenta con vegetacion tipo selva baja caducifolia,
bosque de Quercus y enebro (Juniperus) y pastizal (INEGI, 2015).

FITOQUIMICA

6.2 Disefio experimental en fitoquimica
La Figura 11 muestra un diagrama general del disefio experimental seguido en la
parte fitoquimica para la obtencion de extractos, identificacion y determinacion de

concentraciones de los terpenos y flavonoides presentes en los extractos organicos

y acuoso de S. purpurea.
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Figura 11. Diagrama general del disefio experimental para la parte fitoquimica.
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6.3 Obtencion de los extractos de Salvia purpurea

Para la obtencidn de los extractos organicos de S. purpurea se utilizaron 1.84 Kg de
la parte aérea, los cuales se secaron a temperatura ambiente y molieron finamente.
El material vegetal se sometio a tres extracciones sucesivas de 24 horas con cada
uno de los disolventes utilizados (acetona y metanol). El exceso de disolvente se
elimind en un rota evaporador (Buchi bath B-490) y finalmente, una vez obtenido el

extracto, se peso para calcular su rendimiento.

Para la obtencion del extracto acuoso, 90 g del material vegetal seco fueron
utilizados para preparar una decoccion con la siguiente proporcion: por cada 5 g de
material vegetal se le adicionaron 10 mL de agua destilada, los cuales se pusieron
en ebullicion durante 10 minutos. El extracto se congel6 en nitrégeno liquido y se

liofilizo.

6.4 ldentificacion preliminar de terpenos y flavonoides presentes en los

extractos de S. purpurea por cromatografia en capa fina (CCF)

La identificacidn preliminar de los terpenos y flavonoides presentes en los extractos
se realiz6 por medio de CCF. Para ello se utilizaron placas de silica gel (Merck) de

0.1 mm de espesor mediante la siguiente metodologia:

6.4.1 Terpenos

Las muestras de cada uno de los extractos, asi como los estandares se aplicaron
en las placas cromatograficas Los terpenos utilizados fueron -amirina, acido
ursolico, acido oleandlico y estigmasterol de la marca Sigma-Aldrich. Las placas se
colocaron en una cadmara de cromatografia con una fase mévil de hexano-acetato
de etilo (7:3 v/v). Posteriormente, las placas fueron observadas en una camara de

luz UV (onda corta 254 nm y onda larga 365 nm) y finalmente fueron reveladas con
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el reactivo de anisaldehido para identificar terpenoides (Poole y Poole, 1994;
Kinghorn, 1997).

6.4.2 Flavonoides

Para la deteccidbn de flavonoides agliconas se aplicaron en las placas
cromatograficas cada uno de los extractos y los estandares quercetina y canferol
(Sigma-Aldrich). Para el corrimiento de la placa se utilizé una mezcla de cloroformo-
acetona-acido formico (8:1:1 v/v/v). Posteriormente, la placa se asperjo con el
reactivo de Productos Naturales (Wagner y Bladt, 1996) y fue observada en una

camara de luz UV en una longitud de onda de 365 nm.

Para la identificacion de flavonoides glicosilados, los extractos fueron aplicados en
la placa cromatografica y la rutina como estandar. La fase moévil que se preparo fue
acetato de etilo-acetona-acido formico-acido acético-agua (12:4:1:1:1 viviviviv). La
placa fue revelada con el reactivo de Productos Naturales y observada en una

camara de luz UV a una longitud de onda de 365 nm (Wagner y Bladt, 1996).

6.5 Identificacion y cuantificacién de terpenos y flavonoides en los
extractos de S. purpurea por cromatografia de capa fina de alto
rendimiento (HPTLC)-Densitometria

Para la determinacion y cuantificacion de terpenos y flavonoides de S. purpurea, se
pesaron 1 mg de extractos y estandares y se disolvieron cada uno de ellos por
separado en 1 mL de acetona, metanol y agua respectivamente. Dichas muestras
fueron aplicadas en forma de banda con un ATS4 (CAMAG) sobre placas
cromatograficas de silica gel 60 F254 de 20 X 10 cm (Merck) usando nitrégeno para
el soplado. Las placas después de ser eluidas con la fase movil adecuada, fueron
escaneadas con un Scanner3 (CAMAG) usando longitudes de onda especificas
para cada grupo de metabolito o estandar. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.
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La cuantificacion de los metabolitos se realiz6 mediante la elaboracion de curvas de
calibracion para cada uno de los estandares, se aplicaron 3 puntos y se hicieron las
interpolaciones correspondientes para construir el modelo matematico de regresion
lineal con la formula Y = mX + b por medio del software WinCATS (CAMAG).

6.5.1 Terpenos

Los estandares de terpenos [(- amirina, acido ursolico, acido oleandlico,
estigmasterol (Sigma-Aldrich) y los extractos fueron aplicados en la placa
cromatografica en bandas de 7.0 mm de longitud y a una distancia entre ellas de
12.1 mm. Los estandares se aplicaron en volimenes de 0.5 pL, 2.5 pyL y 5.0 pL, y
los extractos de 13 pL. La placa se coloco en una camara cromatografica con la
fase movil de hexano-acetato de etilo (7:3 v/v) y después, ésta se asperjé con 10
mL de reactivo de anisaldehido para observar terpenos (Kinghorn, 1997). En
seguida, se escaned la placa a una longitud de onda de 700 nm y se calcularon los

Rf y la concentracion de cada uno de los terpenos presentes en los extractos.

6.5.2 Flavonoides

Los flavonoides agliconas usados como estandares fueron la quercetina y canferol
de la marca Sigma-Aldrich, éstos y los extractos fueron aplicados en la placa en
bandas de 4.0 mm de longitud y a una distancia entre ellas de 6.7 mm. Los
estandares se aplicaron en volumenes de 0.2 pL, 1.0 uL y 2.0 pL y los extractos de
30 0 uL. Después, la placa cromatogréafica se eluyé en una camara con la mezcla
de cloroformo-acetona-acido férmico (12:2:1 v/v/v) y se asperj6 con 10 mL del
reactivo de productos naturales para determinar flavonoides (Kinghorn, 1997).
Finalmente, ésta se escane6 a una longitud de onda de 365 nm y se calcularon los

Rf y la concentracién de los flavonoides identificados en los extractos.

Los extractos polares y el estdndar rutina fueron aplicados en bandas de longitudes
de 3.0 mm y una distancia entre ellas de 4.7 mm. La rutina se aplico en volimenes
de 0.2 puL, 1.0 uL y 2.8 L, y los extractos de 5 uL. La placa se eluyo en una camara

cromatografica con la mezcla de acetato de etilo-acetona-acido férmico-acido
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acético-agua (12:6:1:1:1 v/viviviv) y se asperjé con 10 mL del reactivo de productos
naturale. La placa se escane0 a una longitud de onda de 365 nm y se calcularon los

Rf y la concentracion de los flavonoides identificados en los extractos.

6.6 Separacion cromatogréafica por columna del extracto de metanol

En virtud de que en la prueba biologica el extracto de metanol present6 el mejor
efecto antinociceptivo, se decidi6 hacer la separacion de sus componentes, para lo
cual, 84.4 g del extracto se colocaron en columna de vidrio, previamente empacada
con gel de silice. La columna se inicié con una mezcla de hexano y acetato de etilo
de polaridad creciente, hasta llegar a 100% de acetato de etilo, posteriormente se
utilizaron mezclas de acetato de etilo y metanol (9:1, 8:2, 7:3 y metanol 100%). Por
altimo, se uso etanol-agua (7:3) para finalizar la columna. En total se obtuvieron 145
fracciones de 100 mL cada una (Cuadro 3), las cuales fueron reunidas de acuerdo
con su similitud en sus perfiles cromatogréficos. Se purificaron los compuestos

mediante la técnica de cristalizacion.

Cuadro 3. Fracciones obtenidas de la cromatografia del extracto de metanol

Disolventes Proporcion de los Fracciones obtenidas
disolventes
Hexano-Acetato 7:3 1-37
Hexano-Acetato 6:4 38-46
Hexano-Acetato 11 47-55
Hexano-Acetato 4:6 56-63
Hexano-Acetato 73 64-70
Hexano-Acetato 2:8 71-80
Hexano-Acetato 1:8 81-92
Acetato 1 93-102
Acetato-Metanol 9:1 103-110
Acetato-Metanol 8:2 111-126
Acetato-Metanol 7:3 127-130
Metanol 1 131-141
Etanol-Agua 7:3 142-145
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EVALUACION FARMACOLOGICA

6.7 Animales

En la evaluacion farmacoldgica se utilizaron ratones machos de la cepa CD1
provenientes del bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM, con un peso de 25-30
g. Los sujetos experimentales se colocaron en cajas de acrilico en grupos de seis
sin restriccion de alimento y agua, a una temperatura de 22°C y con ciclo de
luz/oscuridad de 12 h. Para el manejo adecuado de los animales se siguieron los
lineamientos éticos establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-
1999).

6.8 Preparacion de los extractos y farmacos

Los farmacos de referencia (Ketorolaco y Diclofenaco), acido acético y los extractos
de metanol y acuoso fueron diluidos con soluciéon salina 0.9%. El extracto de
acetona se resuspendido con Tween 80 al 0.5% en solucion salina. Todos los
tratamientos fueron administrados via esofagica (p.o) en un volumen de 10 mL/kg y
evaluados 30 minutos después. En cada una de las pruebas se utilizaron grupos de

6 ratones

6.9 Determinaciéon del margen de seguridad

La dosis letal media (DLso) se determiné siguiendo el protocolo establecido por la
Organizacion para la Cooperaciéon y el Desarrollo Econémico (OCDE). Este método
consiste en administrar una dosis maxima de 2000 mg/kg a tres ratones, para
comprobar si tienen un efecto toxico o letal. Los ratones fueron observados por dos
horas posteriores a la administracion en busca de signos toxicos como perdida de
la conciencia, ataxia o dificultad para respirar y/o muerte. El seguimiento del peso
corporal de los sujetos experimentales administrados con los tratamientos y de un

grupo control inyectando con solucion salina se realiz6 durante 14 dias, posterior a
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los cuales los ratones fueron sacrificados y se les realiz6 la necropsia en busca de

alteraciones macroscopicas en estdmago, higado, rifiones y vaso (OCDE, 2001).

6.10 Evaluacion de la actividad antinociceptiva

6.710.1 Modelo de estiramiento abdominal “Writhing”

La prueba consiste en la administracion via intraperitoneal (i.p.) de acido acético al
1%, provocando irritabilidad en la cavidad peritoneal, que a su vez ocasiona una
conducta estereotipada donde son caracteristicos los estiramientos de los
miembros posteriores y las contracciones abdominales (Fig. 12) (Collier et. al.,
1968).

Figura 12. Estiramientos abdominales del ratdén (conductas nociceptiva)

La evaluacién de los extractos se realiz6 administrando via esofagica a cada grupo
con las dosis de 3 mg/Kg, 30 mg/Kg y 300 mg/Kg, Ketorolaco (10 mg/Kg) y solucién
salina, 30 min antes de la administracion del acido acético (1%). Enseguida se
registro el nimero de estiramientos en bloques de 5 minutos, la prueba tuvo una
duracion de 30 min. El efecto antinociceptivo se establecié al comparar los grupos
tratados con el grupo control.

6.10.2 Modelo de la formalina

El modelo consiste en inyectar 20 pL de formalina al 1% en el dorso de la pata

inferior derecha de cada ratdbn y enseguida se cuenta el tiempo de lamidas
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realizadas en la extremidad administrada con el agente nociceptivo, registrando dos
fases: la neurogénica de 0-10 minutos y la inflamatoria de 10-30 minutos. La
disminucién de cualquiera de las fases se interpreta como efecto antinociceptivo
(Tjolsen et al., 1992).

En los experimentos, los ratones fueron administrados en dosis de extracto de 3, 30
y 300 mg/kg, Diclofenaco (10 mg/kg) y solucion salina. Treinta minutos después de
la administracion de los tratamientos, los ratones fueron inyectados con la formalina
y se contabilizé el tiempo de lamidas de la extremidad inyectada en intervalos de 1
minuto cada 5 minutos durante 30 minutos, tiempo de duracién de la prueba (Fig.
13). El efecto antinociceptico se establecié al comparar las fases de los grupos

tratados con el grupo control.

Figura 13. Modelo de formalina
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6.11 Andlisis estadistico

Se realizé mediante andlisis de varianza de un factor (ANDEVA) seguido de la
prueba de comparacion mdultiple de medias de Dunnett, para comparar los
tratamientos contra el grupo control. Se utilizé el programa Graphpad Prism 6 (Zar,
2010). Los datos de nocicepcion se describen como el curso temporal y los datos
del efecto antinociceptivo como curvas dosis-respuesta representadas como area

bajo la curva. Todos los datos estan representados con promedio el error estandar.
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/. RESULTADOS

Fitoquimica

7.1 Rendimiento de los extractos de S. purpurea

El rendimiento de cada uno de los extractos fue calculado con base al peso del
extracto obtenido con respecto al peso de la materia vegetal seca del que se partio.
En el cuadro 4 se presentan los valores de los tres extractos obtenidos de S.
purpurea expresados en peso y porcentaje. El extracto con mayor rendimiento fue
el acuoso (3.84 %) y el que menor rendimiento presentdé fue el extracto de acetona
(3.68%).

Cuadro 4. Rendimientos de los extractos obtenidos de la parte aérea de S. purpurea.

Hojas EXTRACTOS
(parte aérea)

ACETONA METANOL ACUOSO

PESO (9)| (%) |Peso ()| (%) |PESO (9)| (%)
S. purpurea
Extractos organicos (1.84 Kg) 80.0 3.68| 83.34 3.82
Extracto acuoso (90 g) 3.46 3.84
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7.2 ldentificacion de metabolitos secundarios por CCF de los extractos

de S. purpurea

7.2.1 Identificacion de terpenos por CCF

El perfil cromatografico permitié identificar que solo en los extractos de acetona y
metanol se encuentran los compuestos de tipo terpenoide. También dicho pefrfil
guimico muestra la presencia de estigmasterol (E), acido ursélico (U), acido

oleandlico (O) y B-amirina (B) en ambos extractos organicos (Fig.14).

A M Ac E

Figura 14. Identificacion de terpenos por CCF de S. purpurea. Extracto acuoso (A), extracto de
metanol (M) y extracto de acetona (Ac). Estandares de terpenos: estigmasterol (E), acido ursélico

(U), acido oleandlico (O) y B- amirina (B).
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7.2.2 Identificacion de flavonoides por CCF

El perfil cromatografico muestra que en los tres extractos hay presencia de los flavonoides
canferol (K), quercetina (Qu) y rutina (R) y solamente en el extracto acuoso se identifico
rutina (Fig. 15 Ay B).

A M Ac K Qu

Figura 15. Identificacion de flavonoides por CCF de S. pupurea Agliconas (A) y glicosilados (B). Extracto
acuoso (A), extracto de metanol (M) y extracto de acetona (Ac). Estandares: canferol (K), quercetina (Qu) y
rutina (R).
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7.3 Identificacion y cuantificacion de terpenos y flavonoides en los

extractos de S. pupurea por HPTLC-Densitometria

7.3.1 Identificacion de terpenos por HPTLC

Los resultados obtenidos por esta técnica revelan que el extracto de acetona es el
mas diverso en compuestos de tipo terpenoide, con un total de 12 constituyentes,
seguido por el extracto de metanol con 9, de los cuales, fueron determinados el
estigmasterol, la B-amirina y la mezcla de los acidos ursolico y oleandlico en ambos
extractos. Por otro lado, en el extracto acuoso no se identificaron terpenos (Fig. 16;
Cuadro 5).

Figura 16.ldentificacion de terpenos por HPTLC de S. purpurea. Extracto acuoso (A), extracto de metanol (M) y
extracto de acetona (Ac). Estandares: estigmasterol (E), B-amirina (), acido ursdlico (U) y acido oleandlico (O).
Los estandares se encuentran en carril 1y 2 (0.5 uL), 3y 4 (2.5 uL) y, 5y 6 (5.0 pL). Fase movil: hexano-acetato
de etilo (7:3, viv).
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En el Cuadro 5 se expresan los valores de los Rf de los terpenos identificados en

los extractos de S. purpurea.

Cuadro 5. Terpenos identificados por HPTLC en los extractos de S. purpurea

Terpenoide Rf Extracto Extracto de | Extracto de
acuoso metanol acetona
1 0.05 n.i. X
2 0.09 n.i. X X
3 0.13 n.i. X X
4 0.17 n.i. X X
5 0.25 n.i. X X
6 0.29 n.i. X X
7 0.47 n.i. X X
Mezcla acidos
ursolico y
oleandlico
8 0.53 n.i. X
9 0.62 n.i. X X
10 0.68 n.i. X X
-amirina
11 0.79 n.i. X
12 0.84 n.i. X X
Estigmasterol

No identificado (n.i.)
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7.3.2 ldentificacion de flavonoides agliconas por HPTLC

El andlisis por HPTLC permiti6 demostrar que existen semejanzas en la
composicion de flavonoides agliconas en los tres extractos de S. purpurea,
observandose una mayor similitud en los extractos de metanol y acuoso, puesto
que, tienen en comun 7 flavonoides detectados. Por otro lado, el extracto de
acetona, solamente comparte 5 de estas moléculas. La quercetina y el canferol
fueron determinados tanto en los extractos organicos como en el acuoso (Fig. 17;
Cuadro 6).

12 A M Ac 34 A M Ac 5 6

Figura 17. Identificacién de flavonoides agliconas por HPTLC de S. purpurea. Extracto acuoso (A), extracto de

metanol (M) y extracto de acetona (Ac). Estandares: canferol (K) y quercetina (Qu). Los estandares se
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encuentran en carril 1y 2 (0.2 pl), 3y 4 (1.0 ) y 5 y 6 (2.0 pl). Fase movil: cloroformo-acetona-acido férmico
(12:2:1, viviv).

El cuadro 6 muestra los valores de los Rt de los flavonoides agliconas identificados

en los extractos de S. pupurea.

Cuadro 6. Flavonoides agliconas identificados por HPTLC de los extractos de S. purpurea.

Flavonoides Rf Extracto Extracto de | Extracto de

acuoso metanol acetona

1 0.05 X X X

2 0.30 X X X

3 0.53 X X X

4 0.61 X X X

Quercetina
5 0.72 X X X
Canferol
6 0.85 X X n.i
7 0.98 X X n.i.

No identificado (n.i.)
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7.3.3 ldentificacion de flavonoides glicosilados por HPTLC

En el extracto acuoso se identificaron 4 flavonoides glicosilados, 2 de los cuales,
también fueron detectados en los extractos organicos. Rutina solo se encontré en

el extracto acuoso (Fig. 18; Cuadro 7).

] B3 B TER WY B

12 3 AMAc4 5 6 AMAc 78 9 A MAc

Figura 18. Identificacion de flavonoides glicosilados por HPTLC de S. purpurea. Extracto acuoso (A), extracto
de metanol (M) y extracto de acetona (Ac). Estandar: Rutina (R), localizado en los carriles 2 y 3 (0.2 pl), 5y 6
(1.0 ) y 8 y 9 (2.8 pl). Fase movil: acetato de etilo-acetona-acido formico-acido acético-agua (12:6:1:1:1
VIVIVIVIV).

El cuadro 7 muestra los valores de los Rf de los flavonoides glicosilados

identificados en los extractos de S. purpurea.
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Cuadro 7. Flavonoides glicosilados identificados por HPTLC en los extractos de S. purpurea.

Flavonoides Rf Extracto Extracto de Extracto de
acuoso metanol acetona
1 0.09 X X X
3 0.17 X n.i. n.i.
3 0.38 X n.i. n.i.
Rutina
4 0.89 X X X

No identificado (n.i.)

7.3.4 Cuantificacion por HPTLC-Densitometria de terpenos y flavonoides en los

extractos de S. purpurea

El Cuadro 8 muestra que los terpenos mas abundantes son la mezcla de los acidos

ursolico y oleandlico, seguido por la B-amirina y el estigmasterol tanto en el extracto

de acetona como en el de metanol. Con respecto a los flavonoides, la quercetina es

la mayoritaria en los extractos organicos y la rutina solamente fue identificada en el

extracto acuoso y en baja concentracion.

Cuadro 8. Cuantificacion por HPTLC de terpenos y flavonoides presentes en los extractos de S. purpurea.

Terpenos Flavonoides
(Lg/mg) (Hg/mQ)

Mezcla Estigmasterol B-amirina Canferol Quercetina |Rutina

acidos

ursélico y

oleandlico
Extracto n.d. n.d. n.d. 28+£0.3 39+£0.1 3.9%£0.6
acuoso
Extracto 93.7+9.9 594+ 11.8 27.9+10.3 72+0.5 20.9+0.6 n.d.
de
metanol
Extracto 152.0 £ 30.1 545+245 27.1+10.9 29+1.1 23.6+23 n.d.
de
acetona

No determinado (n.d.)
Los datos se presentan como la media * el error estandar de tres repeticiones
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7.4 Cromatografia en columna del extracto de metanol de S. purpurea

El fraccionamiento cromatogréfico del extracto de metanol permitioé purificar de las
primeras 53 fracciones, reunidas en seis grupos, un solido blanco, el cual mediante
CCF fue identificado como mezcla de los acidos ursolico y oleandlico. Los datos se

reinen en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Mezcla de los &cidos ursélico y oleandlico aislada del extracto de metanol

NUmero de fraccién Mezcla acidos
ursolico/oleandlico

(mg)
7-10 45.6
11-13 13.5
17-19 31.2
23-25 18.6
26-28 28.5
33-53 15.6
Total 153
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Farmacologia

7.5. Efecto antinociceptivo del extracto de acetona

7.5.1 Modelo de estiramiento abdominal

El extracto de acetona en dosis de 3, 30 y 300 mg/Kg en comparacion con el grupo
control son mostradas mediante cursos temporales, donde se observa una
disminucién de la conducta nociceptiva del extracto en todas las dosis evaluadas
(Fig. 20).

30 1

20 1

10 1

No.de estiramientos

T T
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo en minutos

-~ VEH -® Ketorolaco =% 3mg/Kg - 30mg/Kg ~—* 300mg/Kg

Figura 19. Curva curso temporal (CCT) del efecto del extracto de acetona en la nocicepcién inducida con acido
acético al 1% en ratones. En presencia del vehiculo, ketorolaco a 10 mg/kg (farmaco de referencia). Cada punto
en la CCT representa la media * el error estandar de 6 ratones.

En la Figura 20 se observa que todas las dosis del extracto reducen el nUmero de
estiramientos de forma significativa en comparacion con el control, siendo las dosis
de 3 y 30 mg/kg las de mayor efecto con un porcentaje de inhibicion de la actividad

nociceptiva de 65 y 67% respectivamente.
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Figura 20. Porcentaje de la actividad antinociceptiva del extracto de acetona. En presencia grupo control y
ketorolaco 10 mg/kg (farmaco de referencia). Las barras representan la media + el error estdndar de seis
animales. El asterisco indica diferencias significativas p<0.05 con respecto al control, ANADEVA seguida de la

prueba de Dunnett

7.5.2 Modelo de formalina

El extracto de acetona evaluado en la prueba de la formalina indica que todas las
dosis tienen un efecto significativo en la inhibicion del comportamiento nociceptivo
en ambas fases con respecto al control. En la primera fase (Fig. 21A) las dosis de
30 y 300 mg/Kg inhiben mayormente la actividad nociceptiva. Por otro lado, en la
segunda fase (Fig. 21B) la dosis de 300 mg/Kg fue la de mayor actividad, muy

similar al farmaco de referencia.
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Figura 21. Efecto antinociceptivo del extracto de acetona en la prueba de formalina. A) 12 fase (0-10 min) y B)
22 fase (10-30 min), vehiculo, diclofenaco 10 mg/kg (farmaco de referencia) y dosis de extracto. Las barras
representan la media + el error estandar de seis animales. El asterisco indica diferencias significativas p<0.05
con respecto al control, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett

7.6 Efecto antinociceptivo del extracto de metanol

7.6.1 Modelo de estiramiento abdominal

Los resultados del extracto de metanol obtenidos de la evaluacion en dosis de 3, 30
y 300 mg/Kg en comparacion con el grupo control son mostrados mediante cursos
temporales, en donde se observa la disminucién de la conducta nociceptiva del

extracto (Fig. 22).
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Figura 22. Curva curso temporal (CCT) del efecto del extracto de metanol en la nocicepcion inducida con acido
acético al 1% en ratones. En presencia del vehiculo, ketorolaco a 10 mg/kg (farmaco de referencia). Cada punto
en la CCT representa la media + el error estandar

En la Figura 23 se observa que todas las dosis reducen significativamente la
conducta nociceptiva en comparacion con el grupo control. La dosis con mayor
efecto (30 mg/Kg) inhibe el 85% del dolor.
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Figura 23. Porcentaje de la actividad antinociceptiva del extracto de metanol. En presencia del control y
ketorolaco a 10 mg/kg (farmaco de referencia). Las barras representan la media + el error estandar de seis
animales. El asterisco indica diferencias significativas p<0.05 con respecto al control, ANADEVA seguida de la
prueba de Dunnett

55



7.6.2 Modelo de formalina

El extracto de metanol evaluado en la prueba de la formalina indica que todas las
dosis tienen un efecto significativo en la inhibicion del comportamiento nociceptivo.

En ambas fases, la dosis de 30 mg/kg fue la més efectiva (Fig. 24 A 'y B).
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Figura 24. Efecto antinociceptivo del extracto de metanol en la prueba de formalina. A) 12 fase (0-10 min) y B)
22 fase (10-30 min), vehiculo, diclofenaco a 10 mg/kg (farmaco de referencia) y dosis de extracto. Las barras
representan la media + el error estandar de seis animales. El asterisco indica diferencias significativas p<0.05

con respecto al control, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnet

7.7 Efecto antinociceptivo del extracto acuoso

7.7.1 Modelo de estiramiento abdominal

Los resultados del extracto acuoso en las dosis evaluadas en comparacion con el
grupo control son mostrados mediante cursos temporales, donde se observa una

disminucién de la actividad nociceptiva (Fig. 25).
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Figura 25. Curva curso temporal (CCT) del efecto del extracto acuoso en la nocicepcion inducida con acido
acético al 1% en ratones. En presencia del vehiculo, ketorolaco 10 mg/kg (farmaco de referencia). Cada punto
en la CCT representa la media + el error estandar

En la Figura 26 se observa que todas las dosis evaluadas disminuyen
significativamente el dolor en comparacion con el grupo control, siendo la dosis de
30 mg/kg la de mayor efecto antinociceptivo con un 69% de inhibicion.
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Figura 26. Porcentaje de la actividad antinociceptiva del extracto acuoso. En presencia del control y ketorolaco
a 10 mg/kg (farmaco de referencia). Las barras representan la media * el error estandar de seis animales. El
asterisco indica diferencias significativas p<0.05 con respecto al control, ANADEVA seguida de la prueba de
Dunnett
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7.7.2 Modelo de formalina

Los resultados del extracto acuoso obtenidos en la prueba de formalina indican que
todas las dosis inhiben la actividad nociceptiva de manera similar en la primera fase
(Fig. 27A). Por otro lado, en la segunda fase las dosis de 3 y 30 mg/kg son las mas

efectivas, siendo la dosis de 3 mg/Kg la mejor (Fig. 27B).

A) Ta Fase B) 2da Fase

200+ 500 -

300

2004

Tiempo invertido en lamer (seg),
Tiempo Invertido en lamer (seg)

e

300 VEH Diclofenaco 3 30 300

VEH Diclofenaco 3 30

Extracto acuoso (mg/Kg, p.o.) Extracto acuoso (mg/Kg, p.o.)

Figura 27. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso en la prueba de formalina. A) 12 fase (0-10 min) y B) 22
fase (10-30 min), vehiculo, diclofenaco 10 mg/kg (farmaco de referencia) y dosis de extracto. Las barras
representan la media = el error estandar de seis animales. El asterisco indica diferencias significativas p<0.05

con respecto al control, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett

7.8 Determinacion del margen de seguridad

No se observé mortalidad en ninguno de los extractos en las dosis de 2000 mg/Kg,
sin embargo, durante la primera hora después de la administracion del extracto de
metanol, los ratones se observaron muy quietos. Por otro lado, no hubo diferencias
significativas en la pérdida de peso entre los ratones administrados con el vehiculo
y los extractos (Fig. 28). Al realizar la necropsia de los animales, no se observo
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ningun dafio macroscopico, a excepcion, de los ratones administrados con el

extracto de metanol, quienes presentaron ulceras en el estbmago y dafio hepatico.
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1 2 4 5 9 12 13 15 17

Dias de pesaje

—¥— VEH —e— EXxtracto acuoso —=— Extracto de metanol —+— Extracto de acetona

2000 mg/Kg (p.o.)

Figura.28. Curso temporal de la ganancia de peso (g) de los grupos tratados y el grupo control. Las
barras representan la media * el error estandar de seis animales
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8. DISCUSIONES

El presente estudio demuestra por primera vez que la administracion oral de los
extractos organicos y acuoso de S. purpurea reducen la nocicepcion en roedores,
corroborando asi, el uso tradicional en la region de Santiago Huauclilla, Oaxaca.
Asimismo, los resultados obtenidos en este proyecto concuerdan con los reportados
en otras especies del género Salvia distribuidas en México, tales como S. reptans
(Martinez-Vazquez et al., 1998), S. microphylla (Bautista et al., 2014), S. coccinea,
S. leucantha y S. gesneriiflora (Guzmén, 2014), S. divinorum (Gonzalez-Trujano et
al., 2016) y S. ballotiflora (Baldomero-Esquivel et al., 2017). Lo anterior, permite

proponer a las salvias como candidatas para ser usadas como analgésicos.

En la evaluacion del efecto antinociceptivo de los extractos de S. purpurea, los
ratones fueron inyectados con acido acético para inducir dolor, esta bien establecido
que la inyeccién de acido acético causa un tipo de nocicepcion visceral, por el
incremento de los niveles de prostaglandinas y el acido araquiddnico en el fluido
peritoneal, los cuales desencadenan la respuesta nociceptiva (Deraedt et al., 1980).
Dicha actividad nociceptiva involucra la activaciéon de nociceptores polimodales y
mediadores enddgenos inflamatorios como bradicidina, prostaglandinas y citocinas
(Collier et al.,, 1968; Ribeiro et al, 2000; Ikeda et al, 2001). Las curvas dosis
respuesta de los extractos de S. purpurea en la prueba de estiramientos
abdominales mostraron que todos los extractos tienen un efecto antinociceptivo, no
dosis dependiente, donde la dosis de 30 mg/kg tuvo la mayor eficacia
antinociceptiva, estos resultados son semejantes a los obtenidos en el trabajo de
Rodrigues et al. (2012) quienes determinaron la efectividad de la dosis de 30 mg/kg
del extracto de metanol evaluado en el modelo de estiramiento abdominal en

ratones.

La evaluacion de los extractos de S. purpurea en el modelo de formalina confirmo
su efecto antinociceptivo, tanto en la fase de dolor neuropatico como inflamatorio,
donde, de acuerdo con la actividad nociceptiva de la formalina, la fase neurogénica

es causada por la activacion de los nociceptores, principalmente fibras C y la fase
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inflamatoria por la liberacién de mediadores inflamatorios (Hunskaar y Hole, 1987;
Tjolsen et al., 1992). En el caso del extracto de acetona se observo una disminucion
de la actividad antinociceptiva en ambas fases, sin embargo, la dosis de 300 mg/kg
tiene un mayor efecto en la fase de dolor inflamatorio, este hecho hace suponer que
los metabolitos presentes en el extracto, principalmente terpenos, inhiben la sintesis
de prostaglandinas o citocinas involucradas en la sensibilizacion de los receptores
(hiperalgesia). Por otro lado, el extracto de metanol a dosis de 30 mg/kg tiene una
actividad muy parecida al farmaco de referencia, lo cual permiten predecir que los
metabolitos en el extracto interactian con el sistema opioide, pues se ha reportado
gue especies del género Salvia inhiben la nocicepcion por su accion en el sistema
opioide, como es el caso de S. officinalis, S hypoleuca y S divinorum (Rodrigues et
al., 2012; Karami et al., 2013; Simo6n-Arceo et al., 2017). En este mismo sentido, el
extracto acuoso a dosis de 3 mg/kg, tuvo su mayor efecto en la inhibicién de la
actividad nociceptiva en la fase de dolor inflamatorio. Dichos resultados nos
permiten deducir que las diferencias observadas en la actividad antinociceptiva
entre los extractos, estdn intimamente relacionadas con la presencia vy
concentracion de los terpenos y flavonoides identificados en cada uno de ellos y por

su participacion en diversos mecanismos de accion.

El estudio fitoquimico determind que los extractos organicos (acetona y metanol)
tienen semejanza en su composicién quimica, pues en ambos fueron identificados
la mezcla de los acidos ursolico y oleandlico, B-amirina, estigmasterol, canferol y
quercetina, de los cuales, la mezcla fue la que en mayor cantidad se encuentra. Lo
anterior, concuerda con lo mencionado por Janicsék et al. (2015), quienes reportan
gue en las especies del género Salvia, los acidos ursdlico y oleandlico se hallan
generalmente en forma de mezclas. Asimismo, de estos triterpenos se han
destacado sus actividades antiinflamatoria y antinociceptiva (Maia et al., 2006;
Gonzalez-Trujano et al., 2012; Seo et al., 2018). En el trabajo de Gonzales-Trujano
et al, (2012) se determiné que el acido ursélico, componente principal de Agastache
mexicana (Kunth) Lint & Epling, tiene actividad antinociceptiva en el modelo de
estiramiento abdominal. Asimismo, se ha reportado el efecto antinociceptivo del

acido oleanolico evaluado en este mismo modelo (Maia et al., 2006). En el estudio
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de Rodrigues et al, (2012) se menciona que la mezcla de &cido ursélico-acido
oleandlico aislado de S. officinalis tiene actividad antinociceptiva en el modelo de
formalina en la fase del dolor inflamatorio en una dosis de 30 mg/Kg. De acuerdo
con lo anteriormente mencionado, en este estudio, la mezcla de los &cidos ursdlico-
oleandlico identificados en los extractos organicos podria estar involucrado en el
efecto antinociceptivo de S. purpurea. Otro terpenoide identificado en los extractos
organicos de S. purpurea con actividad antiinflamatoria y analgésica fue B-amirina,
de este triterpeno, se demostré que tiene efectos analgésicos, independiente al
sistema opioide, en el modelo de la formalina a una dosis de 30 mg/Kg, i.p., donde
s6lo inhibi6 la fase de dolor inflamatorio (Holanda et al., 2008). También, Oliveira et
al., (2005) mencionan que B-amirina tiene actividad antinociceptiva en el modelo de
estiramiento abdominal. En esta investigacion, otro metabolito identificado fue el
estigmasterol, del cual, ain no se ha referido su actividad antinociceptiva y
antiinflamatoria, sin embargo, Villa et al. (2016), describen el efecto antiinflamatorio
del extracto de hexano de Critonia aromatisans (DC.) R.M. King & H. Rob., donde

este triterpeno fue el constituyente principal.

En cuanto a la presencia de flavonoides libres en los extractos de S. purpurea, los
tres extractos tienen dichos metabolitos, sin embargo, los extractos polares
comparten un mayor numero de estos flavonoides. Se identificaron canferol y
qguercetina en los tres extractos, pero quercetina se encuentra en mayor cantidad
en los extractos organicos. De ambos flavonoide, ya se han demostrado sus
propiedades analgésicas y antiinflamatorias. En el trabajo de do Nascimiento et al.
(2018), el canferol aislado de las hojas de Ouratea fieldingiana Engl. demostré tener
actividad en la fase de dolor inflamatorio en el modelo de formalina. Con respecto a
guercetina, esta bien detallado su efecto antiinflamatorio, inhibiendo la participacién
de la enzima COX-2 (Lesjak et al., 2018). Rutina, fue el flavonoide glicosilado,
identificado solamente en el extracto acuoso, en el trabajo de Selvaraj et al., (2014)
evaluaron la actividad antinociceptiva de este flavonoide, aislado de Excoecaria
agallocha L., cuyos resultados obtenidos, mostraron a la rutina como potente agente

antinociceptivo tanto periférico como central.
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La evaluacion in vivo de la toxicidad aguda sugiere que la DLso se encuentra por
arriba de los 2000 mg/Kg para todos los extractos de S. purpurea, sin embargo, el
extracto de metanol presentd dafio gastrico y hepatico. De acuerdo con la OCDE
(2001), los extractos pertenecen a la categoria 5 (no téxicos). Los resultados de la
toxicidad aguda son consistente con los reportes de otras especies de Salvias,
donde determinan que las DLso son mas altas que 2.5 g/Kg, por ejemplo, la DLso del
extracto de metanol de S. officinalis = 44.75 g/Kg (Rodrigues et al., 2012). También
existen estudios de Salvia donde se demuestran los efectos toxicos a dosis altas
como el dafio neurotédxico de S. fruticosa Mill. (Sharifi-Rad et al., 2018) y la perdida
de la conciencia ocasionado en ratones por salvinorin A, aislado de S. divinorum y

S. haematodes (Simon-Arseo et al., 2017).
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9.

CONCLUSIONES

Los resultados farmacoldgicos proporcionan por primera vez evidencia de la

actividad de S. pupurea para el tratamiento del dolor.

La administracion oral del extracto acuoso, tal como lo indican los estudios

etnobotanicos, es segura al menos en dosis aguda.

El estudio farmacol6gico demuestra que, todos los extractos tienen un efecto
antinociceptivo, no dosis dependiente, donde la dosis de 30 mg/Kg tuvo la mayor

eficacia.

Los resultados del estudio fitoquimico de S. purpurea, asi como los previamente
reportados para otras salvias, muestran que especies del género Salvia
sintetizan principalmente terpenos, dentro de los cuales, los acidos ursolico y

oleandlico son los mayoritarios.
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