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RESUMEN

Desde la antigiiedad, las plantas han sido valoradas por su capacidad curativa, por lo cual, es
comun que hoy en dia, éstas sean utilizadas como terapia complementaria y alternativa en el
tratamiento de diversas enfermedades. Diferentes especies del género Salvia (Lamiaceae), han
sido empleadas en la medicina tradicional mexicana, para tratar padecimientos como
bronquitis, tos, ansiedad, insomnio, inflamacion, dolor de estdmago, diarrea, disenteria, entre
otros. A pesar de que México cuenta con la mayor diversidad de salvias del Neotropico, solo
se conoce la fitoquimica y farmacologia de un bajo porcentaje de estas especies. Por ello, el
objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto antinociceptivo de los extractos organicos y
acuoso de la parte aérea de Salvia involucrata y aislar e identificar al menos un compuesto del
extracto activo.

El material vegetal de la especie fue colectado en mayo de 2019 en La Trinidad, San Luis
Potosi. Los extractos organicos fueron obtenidos por maceracién utilizando disolventes de
polaridad creciente (hexano, acetato de etilo y metanol), y el extracto acuoso mediante
decoccion y liofilizacion. Se determind la toxicidad oral aguda de éstos por medio del
protocolo de la OCDE (2001). Para la evaluacion farmacoldgica se utilizaron ratones macho
de la cepa CD1, a los cuales inicialmente se les administro la dosis de 300 mg/kg de cada
extracto para ser evaluados en los modelos de “Writhing” y formalina, posteriormente se
realizd una curva dosis-respuesta (3 y 30 mg/kg) correspondiente a los extractos de acetato
de etilo y metanol. La DLso de los extractos de S. involucrata fue > 2000 mg/kg, p.o., por
lo cual fueron clasificados en la categoria cinco (no toxicos). El extracto de acetato de etilo
fue el que presentd mayor efecto antinociceptivo no dependiente de la dosis en ambas
pruebas, por lo que fue analizado con técnicas cromatograficas (cromatografia en columna y
cromatografia liquida de alta resolucion), identificando asi, triterpenos como [-Sitosterol y
acido ursolico, ademas de distintos flavonoides, tales como: Apigenina, Canferol,
Isoramnetina y Quercetina. Asi mismo, de dicho extracto se aislé un compuesto
caracterizado como Estigmasterol por medio de RMN-'H y *3C. Los resultados del presente
estudio dan evidencia de que S. involucrata posee actividad antinociceptiva, posiblemente
debido a la presencia de constituyentes de naturaleza terpénica y fendlica previamente

identificados en otras especies del género.



1. INTRODUCCION

Desde la antiguiedad las personas hemos recurrido a las plantas en busca de alivio y curacion
para distintos malestares y enfermedades, razén por la que éstas han sido valoradas por su
capacidad curativa desde el inicio de la civilizacién. Actualmente, siguen teniendo gran peso
en el &mbito alimenticio y medicinal; éste Gltimo se ha visto impulsado por los estudios
fitoquimicos y farmacoldgicos que avalan la efectividad de los metabolitos secundarios de
las plantas en distintas afecciones, permitiendo de esta manera el aislamiento de aquellos
compuestos activos promoviendo la elaboracion de fitofarmacos (Kantati et al., 2016).
México es un pais que cuenta con un vasto registro etnobotanico que abarca desde plantas
que alivian malestares estomacales y gastrointestinales hasta aquellas capaces de tener
efectos positivos en personas con cancer, lo que ha servido como motivacion para realizar
gran variedad de investigaciones de la flora medicinal, con el propédsito de desmentir o dar
veracidad a los efectos de dicha planta y en caso de ser estos positivos hallar y aislar aquellos
componentes activos presentes y efectivos en la cura de trastornos comunes (Newall, 1996).
Actualmente se sabe que el dolor, definido por la Asociacién Internacional para el estudio
del dolor (IASP) como “una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada con
un dafio tisular, real o potencial” (Loeser & Treede 2008) es un problema de salud publica a
nivel mundial, convirtiéndolo asi en una de las preocupaciones mas relevantes en los ultimos
30 afios dentro del &mbito médico; incluso recientemente al dolor cronico (dolor que
prevalece por mas de tres meses) se le ha considerado una enfermedad y no un sintoma como
hace algunos afios, debido a los graves efectos que puede producir tanto a nivel fisiolégico
como psicologico (Niv & Devor, 2004).

En cuanto a dolor abdominal, se dice que comprende aproximadamente el 30% del total de
consultas de urgencias en el pais presentando diagndsticos diferenciales muy amplios y
dificiles, pues en algunos casos el dolor abdominal puede ser un sintoma de distintas
patologias severas que de no diagnosticarse a tiempo son capaces de ocasionar la muerte del

paciente (Rivera et al., 2007).

Los farmacos empleados para aliviar el dolor se denominan analgésicos y principalmente se
dividen en dos grupos, los opioides y los antiinflamatorios no esteroidales, los cuales en

algunos casos se administran de manera conjunta, dando lugar a la terapia multimodal, con

1



el fin de potenciar la analgesia del paciente. Por otro lado, es importante mencionar que el
uso de dichos farmacos no esta exento de efectos secundarios pues se tiene registro de que
han provocado problemas cardiovasculares y renales, entre otros (Jiménez-Lo6pez et al.,
2003; O'Neil et al., 2012).

Con base en los trabajos fitoquimicos de algunas plantas del género Salvia se sabe que
muchas de ellas sintetizan monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y
compuestos fendlicos (Wu et al., 2012; Jenks & Kim, 2013). Cabe destacar que en las salvias
americanas hay abundante presencia de diterpenos neo-clerodanos (Rodriguez-Hahn et al.,
1989; Esquivel, 2008; Jenks & Kim, 2013).

Diversas investigaciones han reportado los efectos farmacoldgicos sobre sistema nervioso
central de extractos y compuestos (terpenoides y flavonoides) de especies de Salvia como
ansioliticos, sedantes, antidepresivos, antinociceptivos y antiinflamatorios (Imanshahidi &
Hosseinzadeh, 2006). Dentro de las investigaciones realizadas en especies mexicanas se
encuentra el estudio de los extractos de Salvia divinorum Epling & Jativa, que presentaron
actividad en modelos de dolor neuropético (Simdn-Arceo et al., 2017). Por otra parte, los
extractos de Salvia amarissima Ortega y Salvia semiatrata Zucc. han presentado actividad
antinociceptiva en los modelos de estiramiento abdominal y formalina, cuyos metabolitos
parcialmente responsables fueron el diterpeno neo-clerodano amarisolida A y el flavonoide
pedalitina (Moreno-Pérez et al., 2019), asi como al diterpeno 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-
18,19:15,16-didlida (Ortiz-Mendoza et al., 2020).

El propdsito del presente estudio fue evaluar el efecto antinociceptivo de extractos de la parte
aérea de Salvia involucrata Cav. y, en su caso, identificar algin compuesto bioactivo a partir

del extracto con mayor actividad.



2. ANTECEDENTES

2.1 Medicina Tradicional Mexicana
Se considera un sistema médico a todas las creencias y practicas relacionadas con la salud y
la enfermedad (Glick, 1967), existen muchos sistemas médicos puesto que toda sociedad
humana cuenta con uno, dado que preservar la salud siempre sera considerada una prioridad.
Todos los sistemas médicos constan de dos componentes importantes; los agentes de salud,
que son los encargados de diagnosticar y brindar una cura, como médicos, curanderos y
yerbateros (entre estos se incluye a parteras, hueseros, sobadores y yerberos), por mencionar
algunos; y los métodos o procedimientos adecuados, los cuales engloban desde un
tratamiento con plantas medicinales hasta una elaborada cirugia y la administracion de

farmacos sofisticados (Glick, 1967).

En México se cuenta con una gran variedad de sistemas médicos, siendo uno de estos la
medicina tradicional. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), define a la medicina
tradicional como la suma total de los conocimientos, habilidades y practicas basadas en las
teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, sean explicables o no,
utilizadas para diagndstico, prevencion y cura de trastornos fisicos, mentales y sociales
transmitidas de generacion en generacion ya sea de manera verbal o escrita (OMS, 1978), la
cual esta catalogada como un acervo de informacion de los recursos y como un componente

del patrimonio tangible e intangible de la diversidad cultural mundial.

Por su parte, la Comision Nacional para el Desarrollo de los Pueblos Indigenas (CDI) define
a la medicina tradicional mexicana como “el conjunto de sistemas de atencion a la salud que
tiene sus raices en conocimientos profundos sobre la salud y la enfermedad, que los diferentes
pueblos indigenas y rurales del pais han acumulado a través de su historia, fundamentados
en su propia interpretacion del mundo, donde han incorporado elementos provenientes de
otras medicinas, como la medicina antigua espafiola, la medicina africana y en menor medida

de la medicina occidental” (Almaguer et al., 2009).



El recurso més utilizado dentro de la medicina tradicional mexicana son las plantas, puesto
que el éxito del ser humano ha dependido del conocimiento tradicional y de la manipulacion
de su medio, en el cual, las plantas siempre han estado presentes, dando lugar al
descubrimiento de sus propiedades benéficas, siendo estas auxiliares altamente eficaces en
el tratamiento de diversos padecimientos (Velasco, 1999).

En México se tienen extensos recursos sobre la medicina tradicional, ejemplo de esto son los
numerosos manuscritos mayas donde se relata de manera detallada la sintomatologia de
varias enfermedades y los distintos efectos benéficos de algunas plantas sobre el cuerpo
humano (Xiu-Chacon, 1998), ademas de escritos como “Libellus de Medicinalibus Indorum
Herbis”, mejor conocido como el Codice de la Cruz-Badiano (1552), siendo este el primer
libro de su tipo en América y por ende, la fuente mas antigua sobre la herbolaria en México.
En este escrito, Martin de la Cruz se encargd de recopilar informacion sobre las plantas
utilizadas en la medicina indigena mexicana. Otros ejemplos son la Historia de las Plantas de
la Nueva Espafia (1571-1576) de Francisco Hernandez de Toledo (Lozoya, 1999), el Cddice
Florentino (1577) y relatos mas contemporaneos como El Atlas de las Plantas de la Medicina
Tradicional Mexicana (1994) de Arturo Argueta y Maria Concepcion Gallardo VVazquez, por

mencionar algunos.

2.2 Plantas medicinales

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (1978) se considera planta medicinal a “toda
especie vegetal que pueda ser empleada para propdsitos terapéuticos o cuyos principios
activos puedan considerarse precursores para la sintesis de nuevos farmacos”.

Se estima que en México existen alrededor de 25,000 y 30,000 especies de plantas vasculares
(Hersch, 1999) de las cuales, aproximadamente 5,000 tienen propiedades medicinales
(Sarukhan et al., 2009), sin embargo, se considera que, en México, Unicamente se ha
realizado el estudio de la quimica y farmacologia la de aproximadamente el 5% de estas
especies (Huerta, 1997; Alonso, 2003). Las principales familias botanicas a las cuales
pertenecen estas especies son: Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Malvaceae,
Rosaceae, Solanaceae y Verbenaceae (Aguilar et al., 1994).

Si bien es cierto que mucho de este conocimiento tradicional de las plantas medicinales es

producto del manejo de los recursos naturales por parte de diversas comunidades, su uso no



se limita Unicamente a las comunidades rurales, pues es comudn su aplicacion en areas
urbanas, como remedios a distintos padecimientos por brindar tratamientos de origen natural
y de esta manera evitar el uso de farmacos que en ocasiones podrian ocasionar efectos
secundarios, algunos ejemplos son: la guayaba (Psidium guajava L.) utilizada como remedio
para la diarrea en distintas partes del pais (Echemendia-Salix & Moron-Rodriguez, 2004;
Neira et al., 2005), la manzanilla (Matricaria chamomilla L.) tomada en infusiones para
aliviar malestares estomacales, al igual que la hierbabuena (Mentha spicata L.), la cual
también se emplea de forma tdpica e inhalatoria para el alivio de todo tipo de afecciones
digestivas, catarros y constipados, por mencionar algunas (Lagarto-Parra et al., 1997).

Otro aspecto relevante sobre las plantas medicinales es que, como su definicion lo menciona,
algunas son utilizadas para la sintesis de nuevos farmacos, haciendo uso generalmente de
metabolitos secundarios aislados de ellas; por ejemplo, el &cido acetilsalicilico aislado de la
corteza del sauce (Salix alba L.), la morfina y la codeina conocidos por ser potentes
analgésicos son aislados de la flor de amapola (Papaver somniferum L.), el bromuro de
galantamina, utilizado para la enfermedad de Parkinson proviene de la campanilla de invierno
(Galanthus nivalis L.) y el bromuro de tiotropio, el cual es un derivado de la atropina, la cual
a su vez es aislada de la belladona (Atropa belladona L.) utilizado generalmente para tratar
los bronco espasmos producidos por la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
(Chin et al., 2006).

Sin embargo, hoy en dia, la transmision y preservacion del conocimiento tradicional se ha
visto estropeado, pues en muchas ocasiones se le ha subvalorado por carecer de estudios
cientificos que avalen su eficacia, lo que ocasiona no solo la pérdida de interés de las personas
para su divulgacién y uso, sino que también puede llevar a un desinterés por la conservacién
de la flora considerada medicinal.

Con base en lo anterior, se puede concluir que el estudio de las plantas medicinales se vuelve
cada vez mas importante, tanto para dar un respaldo a la medicina tradicional y salvaguardar
sus técnicas y conocimiento como para la extraccion de compuestos bioldégicamente activos

que den pauta a la creacion de nuevos farmacos efectivos.



2.3 Generalidades de la familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae perteneciente al orden Lamiales, se encuentra distribuida en todo el
mundo, exceptuando Unicamente las regiones polares, contiene 240 géneros y de 6900 a 7200
especies, ocupando el sexto lugar en riqueza a nivel mundial. Posee una amplia
diversificacion, pues engloba especies altamente adaptadas a climas aridos, semi-aridos,
humedos y templados, predominando en su mayoria en climas templados, de esta manera se
reconocen como regiones de alta diversidad a: la Zona Mediterranea, Norteamérica
(incluyendo a México), Centro y Sudamérica, SO de Asia Central, las zonas tropicales de
Africa y China, ademas de las islas del Pacifico (Hedge, 1992).

Los miembros de esta familia se distinguen por presentar hojas opuestas, tallos tetrangulares,
corolas gamopétalas, androceo compuesto por dos o cuatro estambres, gineceo bicarpelar
dividido en cuatro l6culos, ovario supero y su inflorescencia generalmente compuesta de
cimas rodeadas por bracteas, ademas de que muchas especies secretan compuestos
aromaticos debido a la presencia de glandulas epidérmicas en la superficie de su lamina foliar
(Martinez-Gordillo et al., 2017).

En México, Lamiaceae es la octava familia mas diversa, conteniendo aproximadamente el
5.5% del total de especies de la familia a nivel mundial, abarcando 33 géneros y 598 especies
con una proporcion de endemismo del 66.2%; esta distribuida, principalmente a lo largo de
las zonas montafiosas y de manera primordial en el eje Neovolcanico Transversal (Martinez-
Gordillo et al., 2017).

El género Salvia es el més abundante de la familia, con aproximadamente 1000 especies
distribuidas en todo el mundo, excepto en las regiones frias del mundo y en Australia.



2.4 Genero Salvia en México

Las Salvias (del latin Salvare: ser salvado) son hierbas perennes o anuales, arbustos y pocas
veces arbustos trepadores, a menudo aromaticos, con tallos tetragonos, hojas simples,
opuestas y decusadas, carentes de estipulas y flores en inflorescencias bracteadas, cimosas o
racemosas. Las flores son zigomorfas y pentameras, pediceladas o subsésiles, con caliz
bilabiado, persistente, con 5 sepalos parcialmente connados, en una estructura tubulosa. La
corola es bilabiada, 4-5-lobada, presentando el labio superior generalmente galeado, entero
o emarginado y el labio inferior trilobado, extendido, o en ocasiones reflejado. (Hernandez-
Agero et al.,2002 & Martinez-Gordillo et al., 2013).

El género Salvia se distingue de los demas géneros de la familia Lamiaceae por la presencia
de dos estambres con elongacion del tejido conectivo que separa las tecas; dicha elongacion
se asocia con un mecanismo de polinizacion exclusivo, en el cual el polinizador empuja la
teca posterior para acceder al néctar, que se encuentra en la base del tubo de la corola,
permitiendo de esta manera que la teca anterior derrame gran cantidad de polen sobre el

polinizador, mejor conocido como mecanismo de palanca (Walker et al., 2004).

México es el pais con mayor nimero de especies del género Salvia subgénero Calosphace
contando con poco mas de 300 especies de las aproximadamente 1000 conocidas
mundialmente, de las cuales, cerca del 45% son endémicas. Es comdn encontrarlas en las
zonas montafiosas del pais, principalmente en las del centro-sur de la republica. Los estados
con mayor riqueza de salvias son Oaxaca (63), Guerrero (51), Puebla (50), Jalisco (49) y
Michoacan (48) (Ramamoorthy & Eliot, 1998).

Dicho género se clasifica en cuatro subgéneros: Calosphace, Leonia, Salvia y Sclarea.
Las salvias mexicanas estan incluidas dentro del subgénero Calosphace, con excepcion de

tres pertenecientes al subgénero Leonia (Walker et al., 2004).

De las 1000 especies del género, Gnicamente se tienen registros de investigacion fitoquimica
y/o etnobotanica de 138 spp. (14%), de las cuales solo el 5% corresponden a especies
mexicanas (45 spp.) (Wu et al., 2012).



2.5 Etnobotanica del género Salvia en México

Desde hace muchos afios, las salvias o mirtos, como suelen Ilamarles dentro de las
comunidades, han estado presentes en la medicina tradicional mexicana e incluso en algunos
ritos ceremoniales pues se les han atribuido efectos tranquilizantes y sedantes. Son muy
populares para el tratamiento de problemas gastrointestinales como la diarrea, dolores
estomacales, vomito, cdlicos e incluso para la pérdida de apetito. Son un recurso importante
en limpias pues curan el mal de ojo, el espanto, el mal del aire. También son efectivas para
aliviar dolores posteriores al parto y dolores menos fuertes como el dolor de cabeza, de igual
manera son un componente herbolario para curar afecciones de la piel como granulomas
(Jenks & Seung-Chul, 2013).

En la actualidad, su uso como auxiliar en la medicina tradicional sigue estando presente en
varias comunidades, por ejemplo, S. amarissima se utiliza en Santiago Huaclilla, Oaxaca
para tratar la diarrea y el dolor estomacal (Nambo, 2015); S. divinorum es empleada en
Oaxaca por los Mazatecas en distintos ritos espirituales, como antidiarreico y para aliviar
dolores de cabeza (Reisfield, 1993); S. semiatrata es efectiva ante el dolor y la ansiedad en
Oaxaca; Salvia microphylla Kunth es un auxiliar para las erupciones cutneas, hematomas,
e inflamacion de la piel en la Meseta Purepecha en Michoacéan, al igual que S. mexicana L.
en el mismo estado donde se le utiliza como auxiliar para las mordidas de insectos y
erupciones cutaneas (Esquivel-Garcia, 2018); Salvia tiliifolia \VVahl es aprovechada para tratar
heridas infectadas en Huasca de Ocampo, Hidalgo (Molina-Mendoza, 2012); Salvia
ballotiflora Benth. mejor conocida como “mejorana” en regiones de San Marcos Tlacoyalco
y San Juan Atzingo en el estado de Puebla, es empleada por mujeres después del parto para
desinflamar el abdomen, mientras que en el noreste de México, la infusion de este arbusto se

utiliza para aliviar malestares estomacales (Esquivel, 2008) por mencionar algunos ejemplos.



2.6 Fitoquimica del género Salvia
El tipo de compuestos que destaca en el género Salvia son los terpenos y los polifenoles.
Dentro de los terpenoides, sobresalen los diterpenos con aproximadamente 500 compuestos,
seguidos de los triterpenos con alrededor de 74, y por Gltimo los sesquiterpenos con 48
estructuras (Wu et al., 2012). En cuanto a los polifenoles se han aislado alrededor de 100
(Wu et al., 2012). Es importante mencionar que la mayoria de los estudios fitoquimicos del
género se han realizado en las partes aéreas de las plantas, siendo muy limitados aquellos en

los que se utilice como principal muestra las raices de la planta (Esquivel, 2017).

Terpenos

Los terpenos son compuestos organicos ampliamente distribuidos en plantas, siendo asi el
grupo mas numeroso de metabolitos secundarios (aproximadamente mas de 40,000
moléculas diferentes). Generalmente son insolubles en agua y se derivan de la unién de
unidades de isopreno (Figura 1).

Las moléculas de isopreno se unen mediante uniones cabeza-cola, union conocida como “la
regla biogenética del isopreno”, la cual, es valida para la mayoria de los terpenos mas

comunes (Mann et al., 1994).

=

Figura 1. Estructura quimica del isopreno (2-metil-1,3-butadieno)

Los terpenos se clasifican por el nUmero de unidades de isopreno que los conforman. En el
Cuadro 1 se describen los terpenos de acuerdo con el nimero de carbonos que presentan y

SUS precursores.



Cuadro 1. Clasificacion de los terpenos segln su nimero de carbonos (Mann et al., 1994; Heldt,
1997).

Tipo de terpeno Numero de carbonos
C5

Hemiterpenos 1 unidad de isopreno
Monoterpenos C10

2 unidades de isopreno

C15

Sesquiterpenos 3 unidades de isopreno

C20

Diterpenos 4 unidades de isopreno

C30

Triterpenos 6 unidades de isopreno

C40

Tetraterpenos 8 unidades de isopreno

Los sesquiterpenos son hidrocarburos de 15 carbonos que forman parte importante de los
aceites esenciales, dos de los mas comunes en el género Salvia son el B-cariofileno y el
espatulenol. Por su parte, los diterpenos son los compuestos que mejor caracterizan al género
Salvia y particularmente hablando de las salvias mexicanas, se distinguen por la sintesis
mayoritaria de diterpenos derivados del esqueleto neo-clerodano (Fig. 2) (Esquivel, 2008;
Bautista, 2012), a diferencia de las salvias de Asia 'y Europa que se caracterizan por sintetizar
en mayor medida diterpenos de tipo abietano. Debido a su gran diversificacion, los diterpenos
incluso se han llegado a considerar como marcadores taxondmicos tanto a nivel de

subgéneros, como de secciones botanicas (Esquivel, 2017).

En cuanto a los triterpenos, los més abundantes en este género son aquellos derivados de los
esqueletos de ursano, oleanano y lupano (Jash et al., 2016). Algunos triterpenos aislados de
Salvia son: a-Amirina, p-Amirina, Lupeol, Acido maslinico, Acido ursélico y Acido

oleandlico, siendo estos dos ultimos los mas comunes (Figura 2) (Topgu, 2006). Algunos de
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estos son componentes estructurales de las membranas de los seres vivos, las cuales, a su vez
son un elemento multifuncional muy importante de las células animales y vegetales, pues

desempefian funciones protectoras, estructurales, de transporte y de sefializacion (Valitoba et
al., 2016).

Algunos fitoesteroles aislados de plantas pertenecientes al género Salvia son B-Sitosterol y
Estigmaterol (Figura 3) (Saeidnia et al., 2011).

Figura 2. Estructura quimica de terpenoides sintetizados por el género Salvia; neo-clerodanos:
1) Salvinorina A y 2) 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-18,19:15,16-di6lida; Triterpenos: 3) Acido
ursélico y 4) Acido oleandlico; Diteperno: 5) Tanshinona 1A
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Figura 3. Estructura quimica de fitoesteroles aislados del género Salvia: (A) p-Sitosterol,

(B) Estigmaterol

Polifenoles

Se denomina polifenoles a aquellos compuestos con presencia de uno o varios anillos
fenolicos, es decir, su esqueleto basico es el fenol (Figura 4), el cual se compone de un anillo
aromatico (fenilo) unido a un grupo hidroxilo (OH). Estas moléculas derivan de las vias del
shiquimato y de los fenilpropanoides (Munin & Edwards-Lévy, 2011). Entre otras cosas, 10s
polifenoles se ven involucrados en los mecanismos de defensa de las plantas frente a agentes
externos como la agresion de patdgenos y depredadores y la radiacion ultravioleta
(Bravo,1998).

OH

Figura 4. Estructura quimica del fenol

Su clasificacion esta basada precisamente en el nimero de anillos que poseen y el tipo de
sustituyente unido a estos anillos fendlicos. Los principales grupos de polifenoles son: &cidos
fenolicos (derivados del acido hidroxibenzoico o del acido hidroxicindmico), flavonoides,
estilbenos y lignanos, siendo los flavonoides la subclase de polifenoles mas abundante dentro

del reino vegetal (Manach et al., 2004; Quifiones et al., 2012).
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La estructura guimica comun de un flavonoide es un difenilpropano (C6-C3-C6), constando
de dos anillos aromaticos (A y B) unidos a traves de tres atomos de carbono que forman un
heterociclo oxigenado (anillo C) (Figura 5).

En el género Salvia se han encontrado gran variedad de polifenoles, como son el Acido
cafeico, felurico, cumarico, galico (Figura 6). La Apigenina, Luteolina, Quercetina, Canferol

y Rutina (Islas, 2013).
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Figura 5. Estructura basica de un flavonoide
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Figura 6. Estructura quimica de algunos 4acidos fendlicos aislados del género Salvia.

1) Acido galico, 2) Acido feldrico y 3) Acido cafeico
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2.6.1 Metabolitos con accion bioldgica

Se ha documentado la accion antiinflamatoria y antioxidante de los extractos aceténico y
metandlico de las partes aéreas de Salvia mexicana L. var. minor, de donde se aislaron [3-
Sitosterol, Betulinol, Acido betulinico, Acido ursélico y Arbutina (Argumedo-Delira et al.,
2003). Del mismo modo, se ha demostrado la accion antioxidante de la infusion acuosa de
Salvia officinalis L. al ser evaluada in vivo en ratas y ratones mediante la cuantificacion de
la actividad de la transaminasa plasmatica y la actividad de las enzimas glutation-S-
transferasa y glutation reductasa hepatica (Lima et al., 2005).

Son numerosos los metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de las plantas
pertenecientes al género Salvia; dentro de estos, tenemos tres acidos triterpénicos
pentaciclicos: los Acidos oleandlico (OA), ursélico (UA) y betulinico (BA), correspondientes
a los esqueletos de oleano, ursano y lupano respectivamente. Por su parte, OA y UA exhiben
actividad  antiinflamatoria,  antimicrobiana  (Topgu, 2006),  hepatoprotectora,
anticarcinogénica, antiulcerosa e hipoglucémica (Misra et al., 1999). Ademas, tienen efectos
protectores contra la peroxidacion lipidica, y se propuso que su potencial antioxidante esta
influenciado por los sustituyentes metilo en las posiciones 4, 19 y 20 (Topgu, 2006). Mientras

que BA tiene actividad antitumoral contra el melanoma humano (Hyeh-Jean et al., 1999).

Algunos metabolitos aislados tienen propiedades alucin6genas, como es el caso de la
Salvinorina A, un diteperno neo-clerodano presente en S. divinorum (Giroud et al., 2000),
mismo al que se le ha determinado como un agonista no alcaloide de los receptores de
opioides K, que tienen efecto en las vias de nocicepcion centrales (McCurdy et al., 2006).
A continuacion, en el cuadro 2 se enlistan algunos compuestos aislados de plantas del género

Salvia que presumen tener actividad antiinflamatoria y antinociceptiva.
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Cuadro 2. Terpenos y flavonoides con actividad antinociceptiva y antiinflamatoria aislados de especies de

Salvia

Compuesto

Actividad

Estructura quimica

Referencia

Acido ursolico

B-Sitosterol

Acido
oleandlico

Quercetina

Luteolina

Antinociceptivo
Antiinflamatorio

Antiinflamatorio

Antiinflamatorio
Antinociceptivo

Antiinflamatorio

Antiinflamatorio

Pironi et al., 2018
Verano et al, 2013
Topcu, 2006

Argumedo-Delira
et al., 2003

Park et al., 2013
Xu et al., 2014
Topcu, 2006

Liu et al., 2018

Lopez-Lazaro,
2009
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oy B-Amirina

Acido

rosmarinico

Naringenina

Tilifodidlida

Antiinflamatorio

Antinociceptivo

Antiinflamatorio

Antiinflamatorio

Antinociceptivo

Antinociceptivo

Nogueira et al.,
2018

Liuetal., 2018

Pinho-Ribeiro et
al., 2017

Gonzalez-Chavez
etal., 2018
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2.7 Salvia involucrata
S. involucrata, es una planta herbacea perenne de hasta 2 m de altura, endémica del este de
Meéxico, se distribuye en la parte centro-sur de la Sierra Madre Oriental, encontrandose asi
en los estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo
y Veracruz hasta Puebla (Figura 7) (Bedolla-Garcia & Zamudio, 2017).

Posee un tallo tefiido de morado con tricomas simples y en ocasiones tricomas glandulares
largos, su peciolo es de color verde a morado y va disminuyendo notoriamente en longitud
hacia arriba, llegando a ser casi imperceptible en la base de la inflorescencia. Su céliz es
rosaceo-purpdreo campanulado, de 10-16 mm de largo y 3—7 mm de ancho, con tricomas
glandulares largos y tricomas simples sobre las venas. Su corola es de color rosa-purpura
pudiendo medir de 28-45 mm de largo, notablemente hinchada en el medio, presentando el
labio superior densamente viloso (Figura 8). Su epiteto especifico involucrata hace referencia
a sus bractéolas prominentes que forman un involucro alrededor de las flores (Bedolla-Garcia
& Zamudio, 2017).

Crece en bosques de pino y encino, bosques meséfilos de montafia y en la vegetacion
secundaria derivada de éstos. Su intervalo altitudinal va de los 1100 a los 26000 msnm; Se
sabe que su floracién y fructificacion se da del mes de julio al mes de enero y se presume que

es polinizada por colibries (ornitofilia) (Bedolla-Garcia & Zamudio, 2017).
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Figura 7. Mapa de distribucion de Salvia involucrata. Modificado de Bedolla-Garcia & Zamudio

2017.

Figura 8. Salvia involucrata
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2.7.1 Fitoquimica de Salvia involucrata

En 2021, Bustos-Brito y colaboradores aislaron tres compuestos novedosos de las partes
aéreas de S. involucrata caracterizados como diterpenos neo-clerodanos, nombrados
involucratina A, involucratina B e involucratina C (Figura 9) (Bustos-Brito et al., 2021).

Se determiné que la involucratina A y B son diterpenos con esqueleto tipo cis-neo-clerodano,
mientras que la involucratina C corresponde a un diterpeno con esqueleto tipo 5,10-seco-neo-
clerodano, es importante mencionar que cuando existe una ruptura de enlace C-C en
compuestos terpénicos se antepone el prefijo x,y-seco seguido del nombre del esqueleto del
que se trata, en donde x y y hacen referencia al enlace que se rompio, esto se establece
mediante los analisis espectroscopicos considerando las variables de acoplamiento, por lo
que en el caso de esta molécula se determiné que no podria existir un doble enlace entre C4-
C5 al ser C-5 un carbono cuaternario y por ello se nombré de esta manera (Bustos-Brito et
al., 2021).

Figura 9. Estructura quimica de los diterpenos neo-clerodanos aislados de Salvia involucrata
1) involucratina A, 2) involucratina B y 3) involucratina C
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2.8 Dolor
El dolor, segun la Asociacion Internacional para el estudio del dolor (IASP) se define como
“una experiencia sensorial o emocional desagradable, asociada al dafio tisular real o potencial
o bien descrita en términos de tal dafio”. Debido a que todos definimos nuestro dolor con
base en la experiencia, se le considera algo subjetivo y su intensidad dependerd de los
aspectos bioldgicos y neurofuncionales involucrados, incluso el estado emocional en el
momento en que se presenta el estimulo nociceptivo puede interferir en cuanto a su

percepcion (Merskey, 1986).

2.8.1 Nocicepcion

La nocicepcion envuelve una interaccion muy compleja de las estructuras de los sistemas
nervioso central y periférico. Después de la integracion en la médula espinal, la informacion
nociceptiva es transferida a las estructuras talamicas antes de que llegue a la corteza
somatosensorial. Cada uno de estos niveles del sistema nervioso central (SNC) contiene
mecanismos moduladores, sin embargo, los dos sistemas mas importantes en la modulacion
de la nocicepcion y la antinocicepcion son el N-metil-D-aspartato (NMDA) (activado por el
glutamato) y el sistema del receptor de opioides, mismos que tienen un patrén de distribucién
contiguo en casi todas las regiones del SNC, ademas se sabe que la activacion de los
receptores de NMDA contribuye a la hiperalgesia asociada con la lesion o inflamacion
nerviosa (Riedel & Neeck, 2001).

2.8.2 Nociceptores

Se conoce como nociceptores a las neuronas aferentes que se proyectan en los tejidos
incluyendo piel, musculo y visceras (Basbaum et al., 2009), éstos surgen de los cuerpos
celulares en los ganglios de la raiz dorsal o en el ganglio del trigémino y constantemente
traducen una variedad de estimulos que podrian indicar un posible dafio en potenciales
receptores, los cuales a su vez desencadenan potenciales de accion aferentes (Mertens et al.,
2015). Los nociceptores tienen terminaciones de tipo purinérgico, de sustancia P, de factor
de crecimiento nervioso, de serotonina, de GABA, canales de sodio, calcio y potasio, Ademas
de receptores metabotropicos diversos como los opioides, cannabinoides y glutaminérgicos
(Sociedad Espariola del Dolor, 2016).
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Hay tres clases principales de nociceptores en la piel:
- Nociceptores mecanosensibles Ad
- Nociceptores mecanotérmicos Ad

- Nociceptores polimodales

Los nociceptores Ad Son fibras mielinicas con velocidades de conduccion alta, se encuentran
situados en la dermis y epidermis y responden Unicamente a estimulos mecanicos

peligrosamente intensos.

Por otro lado, los nociceptores polimodales o nociceptores C amielinicos, también ubicados
en la dermis, tienen una velocidad de conduccion lenta y son capaces de responder a
estimulos mecéanicos, quimicos y térmicos, ademas de a aquellas sustancias liberadas de dafio
tisular (Purves et al., 2001).

La médula espinal es la primera estacion sinaptica; la primera sinapsis esta formada por las
terminales de los axones que se proyectan centralmente de las células ganglionares de la raiz
dorsal sobre las neuronas en los ndcleos del tronco encefélico, los axones de estas neuronas
Ilamadas de segundo orden hacen una sinapsis con las neuronas de tercer orden del complejo
nuclear ventral posterior del tAlamo, el cual, es la estructura espinal integradora y de relevo
de la informacién, de esta manera, dichas neuronas envian sus axones a la corteza sensorial

somatica primaria (Figura 10) (Purves et al., 2001).
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Figura 10. Organizacién general del sistema sensorial somético
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2.8.3 Clasificacion del dolor
Existen diferentes maneras de clasificar el dolor, sin embargo, es importante considerar que
esta clasificacion no es excluyente en sus categorias. A continuacion, se mencionan las mas
comunes.

- Dependiendo de su duracion

Dolor crénico: Aquel dolor que se manifiesta de forma persistente o recurrente por un periodo
mayor a tres meses despuées de una lesion o incluso en ausencia de ella, generalmente
pacientes de ciertas enfermedades como céncer, presentan este tipo de dolor (Montgomery
etal., 2017).

Dolor agudo: Es la consecuencia sensorial inmediata provocada por un estimulo, como
consecuencia de dafio tisular somatico o visceral, que desaparece a la par de la lesion que lo

ocasiono (Bonica, 1990).

- Segln su intensidad

Se utiliza la escala de dolor leve, moderado o severo (Puebla-Diaz, 2005).

- Enfuncion de los mecanismos fisiopatoldgicos

Dolor neuropatico: Aquel dolor causado por una lesion en el sistema nervioso central o
periférico con alto grado de complejidad, definido frecuentemente por presentarse en
ausencia de dafo tisular agudo concurrente o progresivo, dentro de este tipo de dolor se
engloba a aquellos dolores que aparecen en ausencia de una lesién actual (Turk & Okifuji
2001).

Dolor nociceptivo: Dolor que se desencadena debido a la deteccion de algun estimulo que
produce dafio o lesion a drganos somaticos y viscerales por parte de los nociceptores
periféricos, las vias centrales de la sensacion dolora y la corteza cerebral: sistema

neurofisiologico (Lopez, et al., 2007).
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- Segln su anatomia.

Somatico: Se presenta por la excitacién anormal de nociceptores somaticos superficiales o
profundos (piel, musculoesquelético, 6seos, vasos, etc.), generalmente esta bien localizado y
se describe como una sensacion punzante (Puebla-Diaz, 2005).

Visceral: Aquel que se presenta en 6rganos y estructuras internas, generalmente es dificil de
localizar y difuso y, a medida que pasa el tiempo, suele remitirse a estructuras mas
superficiales (Fink, 2005). Este dolor viene acompafiado de distencion, inflamacion o

isquemia (Kansal & Hughes, 2016).

2.9 Dolor inflamatorio
El dolor inflamatorio, se agrupa dentro del dolor nociceptivo, y es aquel desencadenado por
lesiones tisulares que dan lugar a una respuesta inflamatoria la cual, a su vez, estimula
directamente a los nociceptores. El dolor inflamatorio es el que se presenta al tener rupturas
tisulares (heridas, fracturas, desgarros musculares, etc.) presiones intensas, quemaduras, frio

intenso y lesiones quimicas (por sustancias acidas o alcalinas) (Dawes et al., 2013).

Al proceso inflamatorio que se activa por la via nociceptiva también se le conoce como
inflamacion neurogénica y se considera que es un proceso bidireccional, pues la informacion
no solo viaja hacia la médula espinal o el cerebro, sino que también tiene funciones eferentes
(Pinho-Ribeiro et al., 2016).

Desde las células lesionadas se inicia la liberacion de una gran variedad de sustancias,
mientras que otras son sintetizadas durante los eventos consiguientes a la lesion. Algunas de
estas sustancias solo sensibilizan a los nociceptores (prostaglandinas, los leucotrienos y la
Sustancia P), mientras que otras los activan directamente (iones K+, la serotonina, la
bradiquinina y la histidina) (Hunt, 2001).
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2.10 Farmacos para tratar el dolor
Los farmacos capaces de suprimir o aliviar la sensacion dolorosa sin provocar la pérdida de
la conciencia reciben el nombre de analgésicos. Estos farmacos se clasifican principalmente

en antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y opioides.

Desde el punto de vista farmacologico, el efecto analgésico se puede producir en tres niveles
diferentes:
1. Anestésicos locales: Farmacos que interrumpen la transmisién del impulso nervioso
(Jacquier, 1997). Como la lidocaina
2. A nivel SNC: Con ayuda de analgésicos que acttan a nivel del neuro-eje como los
opioides (Kumar et al., 2010).
3. A nivel periférico: Mediante el uso de analgésicos antiinflamatorios no esteroideos
(AINESs) inhibidor de la transmision por los nociceptores a nivel periférico (Burke et
al., 2016).

Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Se consideran los farmacos mas utilizados a nivel mundial para tratar el dolor debido a que
poseen actividad analgésica, antiinflamatoria y antipirética. Su accion se debe a su inhibicion
de la enzima ciclooxigenasa (COX) reprimiendo de esta manera la sintesis de prostaglandinas
(PG). Si bien las PGs no estimulan de manera directa los nociceptores son capaces de
sensibilizar a otras sustancias que si pueden estimularlos, como la serotonina o la histidina.
Se conocen dos tipos de ciclooxigenasas; COX-1 y COX-2. La COX-1 es una enzima
constitutiva responsable de la sintesis de las PGs gastrointestinales citoprotectoras, PGs
renales implicadas en la diuresis (PGE2 y PGI2) de la sintesis de TXA2 en las plaquetas y
de aquellas PGs involucradas en la circulacion. Por otra parte, COX-2 es la enzima encargada
de la sintesis de PGs de importancia para los procesos inflamatorios y carcinogénicos.
Debido a esto, es importante conocer el tipo de selectividad que presenta el farmaco, pues
ante un dolor inflamatorio es necesaria la inhibicion de la sintesis de las PGs inducidas por
COX-2 (Tejon et al., 2016).
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Algunos de los AINEs mas comunes son: Ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, indometacina,
acido acetilsalicilico y sus derivados acetilados.

Es importante recalcar que los AINEs no son medicinas inocuas para el cuerpo humano, pues
se sabe que tienen factores de riesgo cardiovasculares, renales, gastrointestinales y

hematoldgicos (Mendoza, 2008).

Analgésicos opioides

Los analgésicos opioides son efectivos contra el dolor debido a la activacion del sistema
opioide enddgeno (SOE), principal mecanismo inhibitorio que modula de forma fisioldgica
la transmision nociceptiva en los mamiferos. Este tipo de analgésicos son utilizados
principalmente para el tratamiento de dolores de gran intensidad y persistencia, algunos de
los més utilizados en la medicina son la morfina, oxicodona, metadona y la codeina por
mencionar algunos (Trescot, 2008).

Debido a la amplia distribucion de los receptores opioides en el organismo pueden provocar
otros efectos farmacoldgicos como somnolencia, nausea, sedacion, vomito, depresion,

dependencia fisica (Trescot, 2008).

2.11 Modelos animales para el estudio del dolor
Como se mencionod anteriormente, el dolor es una sensacién compleja y su descripcion es
bastante arbitraria pues su percepcion depende del individuo en cuestion, sin embargo, el
avance de las investigaciones en cuanto al campo de la nocicepcion es gracias a la utilizacion
de modelos animales de dolor. Para que esto fuese posible, la definicion de dolor de la IASP

fue modificada.

De este modo, el dolor en animales se define como “una experiencia sensorial aversiva
causada por una lesién real o potencial que produce reacciones motoras y vegetativas
progresivas desencadena un comportamiento aprendido de evitacion y puede modificar
comportamientos especificos de la especie, incluyendo los sociales” (Zimmerman, 1986;

Langford et al., 2010).
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Por lo tanto, en este sentido, un modelo de dolor es el procedimiento por el cual se valora la
reaccion de un animal ante un estimulo nocivo inducido que puede ser utilizado en

circunstancias fisiol6gicas o patolégicas.

2.11.1 Modelo de “Writhing”

La prueba de contorsiones abdominales inducidas por 4acido acético o prueba de “Writhing”,
se considera como una herramienta de deteccion para evaluar agentes analgésicos o
antiinflamatorios. En dicho modelo, el dolor se induce mediante la inyeccion de agentes
irritantes en la cavidad peritoneal de los ratones (Koster et al., 1959; Singh & Majumdar,
1995), y como consecuencia los animales reaccionan con un comportamiento ya sea de
estiramiento, extension de las patas traseras, giro de su cuerpo o tronco y/o con una
contraccion del abdomen en la que su panza alcanza a tocar el piso de la superficie donde se
estd evaluando (Burke et al., 2016). Cualquiera de estos movimientos se considera una
respuesta positiva para nocicepcion (Mishra et al., 2011). Por consiguiente, la actividad
analgésica del compuesto de prueba se infiere a partir de una disminucion en la frecuencia
de los retorcimientos de los sujetos de estudio. Generalmente la observacion de cada sujeto
de estudio es de media hora después de la administracion del compuesto prueba.

2.11.2 Modelo de formalina

La prueba de formalina en ratones es un modelo valido y confiable de nocicepcion puesto a
que es sensible a varias clases de farmacos analgésicos. Dado que este modelo implica un
dolor moderado y continto induce una aproximacién mas acertada a las condiciones del dolor
clinico, razon por la que se considera un modelo muy adecuado para medir este tipo de dolor.
El estimulo nocivo es una inyeccion de formalina al 1% debajo de la piel de la superficie
dorsal de la pata trasera. El modelo de formalina consta de dos fases, la primera fase refleja
un dolor nociceptivo debido a la irritacion quimica de la formalina subcutanea, la cual abarca
de los 0-10 minutos, mientas que la segunda fase refleja un dolor de origen inflamatorio y va
de los 10-30 minutos. La respuesta ante el dolor se mide con la cantidad de tiempo que los
animales pasan lamiendo la pata inyectada ademas de un parametro reflejo como las
sacudidas de dicha extremidad (Hunskaar & Hole, 1987).
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3. JUSTIFICACION

Hoy en dia, la busqueda de terapias alternativas efectivas y con pocos o nulos efectos
adversos para tratar afecciones como el dolor, particularmente en México, se torna muy
necesaria, debido a la prevalencia de la misma en la poblacion nacional (aproximadamente
en el 15% de la poblacion), ademas de la existencia de pocas opciones en su tratamiento, las
cuales, si bien tienen efectos positivos como analgesicos, suelen ser agresivas para los

pacientes y desencadenar varios efectos secundarios fuertes a largo plazo.

Son varias las especies de Salvia que se utilizan en la medicina tradicional mexicana como
alternativa a distintos males, sin embargo, la mayoria de éstas no se han estudiado de manera
fitoquimica o farmacoldgica por lo que su estudio sin duda, aparte de corroborar el
conocimiento tradicional, podria proponer extractos y/o compuestos activos pioneros de
nuevas alternativas farmacologicas mas inocuas con el cuerpo humano en el tratamiento de
ciertas enfermedades. Existen antecedentes etnobotéanicos de salvias mexicanas para el alivio
del dolor, sin embargo, pocos estudios cientificos corroboran dicho efecto, por lo que en este
trabajo se plantea el estudio fitoquimico y la evaluacion del efecto antinociceptivo de S.

involucrata mediante las pruebas de estiramiento abdominal (“Writhing”) y formalina.
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4. OBJETIVOS

Obijetivo general
Evaluar la actividad antinociceptiva de los extractos organicos y acuoso de S. involucrata y

caracterizar al menos un compuesto a partir del extracto activo.

Objetivos particulares

1. Obtener los extractos organicos y acuoso de S. involucrata.

2. Determinar la toxicidad oral aguda de los extractos (Dosis letal media, DLsp).

3. Evaluar el efecto antinociceptivo de los extractos mediante las pruebas de estiramiento
abdominal “Writhing” y formalina.

4. Aislamiento e identificacion de por lo menos un metabolito del extracto activo.
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5. HIPOTESIS

Si los extractos de S. involucrata, contienen metabolitos secundarios con actividad
antinociceptiva, entonces la conducta de dolor en los sujetos experimentales disminuira en

ambos ensayos (“Writhing” y formalina).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Colecta de material vegetal
S. involucrata (Figura 11) fue colectada en mayo de 2019 en La Trinidad, San Luis Potosi
por la Dra. Eva Aguirre Hernandez. Dicha localidad se encuentra en las coordenadas
21°23'28.3"N y 99°0226.2"0 y a una altitud entre 1402 m. y 1700 m. La identificacion
taxonomica de la especie fue realizada por la Dra. Martha Juana Martinez Gordillo del
herbario de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Figura 11. Salvia involucrata

6.2 Preparacion de los extractos de la parte aérea de S. involucrata

Extractos organicos

Para la obtencion de los extractos se utilizaron 1.2 kg de material vegetal, el cual se puso a
secar a temperatura ambiente y a la sombra, posteriormente se tritur6 (Figura 12) y se peso,

esto Gltimo con el propdsito de calcular su rendimiento posterior a la extraccion.
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Figura 12. Parte aérea de S. involucrata. (A) Parte aérea seca; (B) parte aérea triturada

La molienda de la planta (1102 g) se colocé en dos frascos de vidrio para comenzar con la
extraccion por maceracion utilizando solventes organicos de polaridad creciente, iniciando
con hexano, seguido de acetato de etilo y finalizando con metanol. Se realizaron tres
extracciones consecutivas de 48 h con cada disolvente con la finalidad de obtener el mayor
rendimiento posible de metabolitos extraibles. Pasadas las 48 h se filtré el material vegetal.
El disolvente se elimind6 mediante destilacion a presién reducida con ayuda de un
rotaevaporador para la obtencion de los extractos. Posteriormente estos se introdujeron en
una cdmara de vacio para eliminar por completo los residuos de disolvente. Finalmente, los

extractos fueron pesados y se obtuvo el rendimiento de cada uno de ellos (Figura 13).

Extracto acuoso

Para obtener el extracto acuoso, a 90 g de material vegetal se le adiciond 250 mL de agua
destilada y se puso en ebullicion durante 5 minutos. Posteriormente, la decoccién se filtré y
se congeld con nitrogeno liquido para su liofilizacion (HETO FD3, Heto-Holten A/S,

Denmark).
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Figura 13. Proceso de obtencion de los extractos organicos de S. involucrata.
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6.3 Evaluacion farmacoldgica
6.3.1 Sujetos de estudio

El protocolo utilizado para la evaluacion farmacoldgica de los extractos fue revisado y
aprobado por la Comision de Etica y Responsabilidad Cientifica de la Facultad de Ciencias,
con numero de Folio: T_2019 09 002/ P1_2019 08 001.

Se utilizaron ratones macho de la linea CD1 con un rango de peso de 25 a 30 g. Dichos
sujetos experimentales estuvieron en el Bioterio de la Facultad de Ciencias en cajas de
acrilico sin restriccion de alimento y agua a temperatura controlada (22°C) con ciclos de
obscuridad/luz de 12 h (Figura 14). En todo momento que fueron manipulados se siguieron
los lineamientos y recomendaciones de la NOM-062-200-1999 y del comité de ética. Para
evitar comportamientos agresivos entre ellos, los ratones se dividieron en cajas de acrilico de

6 individuos como mé&ximo, ademas de colocarles enriquecimiento ambiental.

Figura 14. Ratones CD1 utilizados para la evaluacion farmacol6gica de los extractos de S.

involucrata.

6.3.2 Preparacion de extractos y farmacos de referencia
Los extractos de hexano y acetato de etilo se disolvieron con ayuda de Tween 80 al 0.5%,
mientras que los extractos de metanol y acuoso solamente con solucién salina (0.9%). Como
farmacos de referencia se utilizd ketorolaco en el modelo de estiramiento abdominal y
diclofenaco en la prueba de formalina, ambos disueltos en solucidn salina. Los farmacos y

extractos fueron administrados via oral (p.0.) en un volumen de 10 mL/kg.
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Como agente nociceptivo en la prueba de “Writhing” se utiliz6 acido acético al 1% diluido
en solucién salina, administrado via intraperitoneal (i.p). Por su parte, para la prueba de
formalina, tal como lo indica su nombre, se administr6 formalina al 1% via intraplantar (20
pL/pata). Aquellos individuos pertenecientes al grupo testigo fueron administrados
Gnicamente con solucion salina. Los tratamientos se prepararon el dia de la evaluacion

farmacologica.

6.3.3 Determinacion de la toxicidad oral aguda
La evaluacién de la toxicidad de los extractos se realiz6 de acuerdo con el protocolo de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico (OCDE, 2001), el cual consiste
en administrar una dosis maxima de 2000 mg/kg via esofagica a tres ratones por extracto y
tres més para el grupo control (solucion salina al 0.9%) para determinar si se produce muerte
(toxicidad aguda). Posterior a la administracién, se registraron los efectos toxicos como:
pérdida de la locomocidn, convulsiones, paro respiratorio 0 muerte durante 30 min y cada
2 h el primer dia y diariamente hasta completar 15 dias, registrando el peso durante este lapso
de dias. Al finalizar, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y se les realizé una
necropsia para llevar a cabo una exploracion macroscépica con el fin de observar posibles

efectos toxicos en estomago, bazo, higado, rifion y vesicula biliar.

6.3.4 Evaluacion del efecto antinociceptivo de los extractos de S. involucrata

La actividad antinociceptiva de los extractos fue determinada mediante los modelos de
estiramiento abdominal “Writhing” y formalina. Los ratones se dividieron en 6 grupos de 6
individuos para evaluar los diferentes tratamientos (solucion salina, farmaco de referencia,
extractos de hexano, acetato de etilo, metanol y acuoso). Los extractos se administraron a la
dosis de 300 mg/kg en ambos modelos, con el fin de determinar el o los més activos, de los
que posteriormente se realizd una curva dosis respuesta utilizando las dosis de 3y 30 mg/kg.
Los farmacos de referencia ketorolaco y diclofenaco fueron administrados a 10 mg/kg, p.o.

Treinta minutos después de la administracion, los animales se sometieron de manera

independiente a los modelos de estiramiento abdominal y formalina.
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6.3.4.1 Modelo de estiramiento abdominal “Writhing”
Los ratones fueron administrados oralmente con los extractos (Figura 15), pasados 30
minutos se les inyectd via intraperitoneal (i.p.) acido acético al 1%, provocando asi
irritabilidad en la cavidad peritoneal, la cual, a su vez, desencadena una conducta
estereotipada: estiramientos de los miembros posteriores y contracciones abdominales
(Collier et al., 1968). EI nUmero de estiramientos se contd cada 5 minutos en un periodo total
de 30 minutos después de la inyeccion del agente nociceptivo. El efecto antinociceptivo se

establecio al comparar los grupos tratados con el grupo control.

Figura 15. Modelo de “Writhing”. (A) Administracion de los tratamientos y (B) estiramiento

abdominal de un raton (conducta nociceptiva).

6.3.4.2 Modelo de formalina
Los ratones fueron administrados con los extractos media hora antes de iniciar el
experimento. Posteriormente, éstos fueron inyectados con 20 uL de formalina al 1% en la
extremidad posterior derecha, inmediatamente después de la administracion del agente
nociceptivo se contabilizé el tiempo que el ratén lamid su extremidad en intervalos de 1

minuto cada 5 minutos por un periodo de 30 minutos (Figura. 16).
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En esta prueba se registran dos fases: la fase neurogénica que va de 0-10 minutos y
corresponde a la activacion de la fibra C como respuesta a un estimulo periférico; y la fase
inflamatoria que abarca del minuto 10 al 30, la cual depende de la combinacién de una
reaccion inflamatoria en el tejido periférico y cambios funcionales en la médula espinal
(Tjelsen, et al., 1992). La disminucion de cualquiera de las fases se interpreta como efecto

antinociceptivo (Hunskaar & Hole, 1987).

Figura 16. Modelo de formalina.

6.4 Fitoquimica de S. involucrata

6.4.1 Anélisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) del extracto

de acetato de etilo de S. involucrata
El anélisis de terpenoides y compuestos fendlicos del extracto de acetato de etilo de S.
involucrata se realiz6 en un cromatégrafo marca Agilent serie 1100 equipado con un detector
de arreglo de diodos. El extracto se prepard a una concentracion de 50 mg/mL y se disolvio
en acetato de etilo grado CLAR. Los estdndares se prepararon a una concentracion de 3
mg/mL. Las muestras se filtraron para eliminar impurezas mediante acrodiscos con
membrana de nylon con una apertura de poro de 0.45um. Se inyectaron 5 puL. del extracto y
10 pL de los estandares.
La identificacidn de terpenoides y compuestos fendlicos se realizé comparando el tiempo de

retencion con el de los estandares adquiridos en Sigma-Aldrich. Para la cuantificacion de los
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compuestos se generaron curvas de calibracion del compuesto de referencia, obtenidos bajo
las mismas condiciones cromatograficas. Las curvas se construyeron con el modelo de
regresion lineal Y = mx + b por medio del software ChemStation de Agilent Co.

En la identificacion y cuantificacion de terpenoides se utilizé una columna Zorbax Eclipse
XDB-C8 (125 x 4.0 mm). La fase movil fue acetonitrilo (ACN)/agua (80:20) con un flujo de
1 mL/min a una temperatura de 40 °C. El equipo se calibré a longitudes de onda de 215 y
220 nm con un tiempo de analisis de 25 minutos. Los estandares utilizados fueron:

Estigmasterol, Acido ursolico, Acido oleanélico, a-Amirina, f-Amirina y B-Sitosterol

Para el analisis de compuestos fendlicos se utilizé una columna C18 Hypersil ODS (125 mm
x4 mmy 5), con un gradiente de agua a pH 2.5 ajustado con &cido trifluroacético/ACN 0-10
min, 85% de agua: 15% de ACN; 20 min, 65% de agua: 35% de ACN; 25 min, 65% agua:
35% ACN. El flujo fue de 1 mL/miny una temperatura de 30 °C. El equipo se calibré a las
longitudes de onda de 254, 280, 316 y 365 nm y el tiempo de andlisis fue de 30 min. Los
estandares de 4cidos fendlicos utilizados fueron Acido clorogénico, cafeico, fertlico, galico,
sinapico y siringico. En cuanto a los flavonoides, los estandares fueron Apigenina, Canferol,
Floretina, Florizina, Galangina, Isoramnetina, Luteolina, Naringenina, Quercetina y Rutina.

6.4.2 Aislamiento de metabolitos secundarios de los extractos de S. involucrata
mediante cromatografia en columna
Los extractos de acetato de etilo y de metanol presentaron el mejor efecto antinociceptivo en
las pruebas bioldgicas, por lo que se prosiguio a hacer la separacion de sus componentes, con
el fin de aislar y purificar algin compuesto de estos.
En cuanto al extracto de acetato de etilo, se colocaron 38.65 g del extracto en una columna
de vidrio, previamente empacada con gel de silice (Figura 18). La columna se inici6 con
hexano al 100%, posteriormente siguié una mezcla de hexano y acetato de etilo 9:1, yendo
en polaridad creciente hasta llegar a 100% de acetato de etilo, a continuacion, se utilizaron
mezclas de acetato de etilo y metanol (9:1y 8:2) y metanol 100%. Por Gltimo, se usé etanol-
agua (7:3) para finalizar la columna. En total se recolectaron 114 fracciones de 150 mL c/u
(Cuadro 3), mismas que fueron reunidas con base en su similitud en el perfil cromatografico

observado al realizar la cromatografia en capa fina de las fracciones (Cuadro 4).
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Figura 17. Preparacién de la columna del extracto de acetato de etilo. (A) Extracto de acetato de etilo

adsorbido en silica gel; (B) Columna del extracto de acetato de etilo.
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Cuadro 3. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna del extracto de AcOEt.

Disolventes Proporcién de los Fracciones obtenidas
disolventes
Hexano 1 1-7
Hexano-Acetato 91 8-17
Hexano-Acetato 8:2 18-28
Hexano-Acetato 7:3 29-33
Hexano-Acetato 6:4 34-43
Hexano-Acetato 11 44-53
Hexano-Acetato 4:6 54-63
Hexano-Acetato 3:7 64-73
Hexano-Acetato 2:8 74-83
Hexano-Acetato 1:9 84-90
Acetato 1 91-97
Acetato-Metanol 9:1 98-103
Acetato-Metanol 8:2 104-109
Metanol 1 110-112
Etanol-Agua 7:3 113-114
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Cuadro 4. Fracciones reunidas por similitud en los perfiles cromatograficos del extracto de AcOEt.

Fracciones reunidas Fracciones sin reunir
1-7 8

9-10 11
12-16 36
23-24 52
25-31 103
32-35 109
33-36
37-41
42-43
44-47
48-51
53-55
56-59
60-71
72-82
83-97

98-102

104-108

110-114

Los precipitados obtenidos de la columna del extracto de acetato de etilo se purificaron
mediante la técnica de cristalizacion. Los compuestos se llevaron a la Universidad de

Antioquia para elucidar su estructura mediante RMN-H y 13C.
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Se realiz6 una columna cromatogréafica del extracto de metanol, en el laboratorio de Quimica
de Plantas Colombianas, perteneciente a la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad de Antioquia. Se adsorbieron 32.46 g del extracto y se afladieron a una columna
de vidrio previamente empacada con gel de silice (Figura 19). La elucién de la columna se
inicio con hexano al 100%, yendo en polaridad creciente hasta llegar a 100% de acetato de
etilo. Dicha polaridad se fue aumentando con el proposito de llegar a 100% de metanol donde
se finalizo la columna.

En total se obtuvieron 205 fracciones de 50 mL c/u. (Cuadro 5), una de las sefiales para
realizar los cambios de la fase movil de la columna fue la colorimetria de las fracciones
recolectadas. Finalmente se reunieron todas aquellas fracciones que presentaban un perfil
cromatografico similar segun lo observado al realizar la cromatografia en capa fina de estas
(Cuadro 6).

Figura 18. Columna correspondiente al extracto de MeOH
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Cuadro 5. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna del extracto de MeOH

Disolventes Proporcion de los Fracciones obtenidas
disolventes

Hexano 1 1-5
Hexano-Acetato 91 5-16
Hexano-Acetato 8:2 17-27
Hexano-Acetato 7:3 28-38
Hexano-Acetato 6:4 39-49
Hexano-Acetato 11 50-60
Hexano-Acetato 4:6 61-68
Hexano-Acetato 3:7 69-75
Hexano-Acetato 2:8 76-89
Hexano-Acetato 1:9 90-101

Acetato 1 102-112
Acetato-Metanol 9:1 113-124
Acetato-Metanol 8:2 124-134
Acetato-Metanol 7:3 135-146
Acetato-Metanol 6:4 147-157
Acetato-Metanol 1:1 158-166
Acetato-Metanol 4:6 167-173
Acetato-Metanol 3:7 174-182
Acetato-Metanol 2:8 183-189
Acetato-Metanol 1:9 190-197

Metanol 1 198-205
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Cuadro 6. Fracciones reunidas por similitud en los perfiles cromatogréaficos del extracto de MeOH.

Fracciones reunidas Fracciones sin reunir
1-4 38
5-9 50

10-17 51
18-25 90
26-37

39-49

52-59

60-71

73-79

80-89

91-108
109-118
119-126
127-135
136-145
146-156
157-161
162-169
170-182
183-190
191-198
199-205

6.4.3 Elucidacion estructural de compuestos
Para elucidar la estructura del precipitado obtenido de la columna del extracto de acetato de
etilo se realizaron analisis de resonancia magnética nuclear (RMN-!H y *3C), utilizando un
equipo marca Bruker a una frecuencia de 600 MHz (Figura 19).
Para comenzar dichos analisis fue necesario realizar una prueba de solubilidad al precipitado
en diclorometano (CH2Cl) con el fin de determinar si dicho compuesto seria soluble en el
solvente en el que se realiza el anlisis, que en este caso corresponde a cloroformo deuterado

(CDClz). Comprobada la solubilidad, se procedié a empacar la muestra disolviendo el
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compuesto en 650 uL. de CDClIz en un tubo para resonancia para su posterior analisis

espectroscapico.

Figura 19. Equipo de Resonancia Magnética Nuclear marca Bruker

6.4.4 Anélisis estadistico
Los valores obtenidos en el modelo de estiramiento abdominal se presentan como la media
de los estiramientos totales + el error estandar de 6 sujetos experimentales. En la prueba de
formalina los datos se grafican como el &rea bajo la curva. En ambos casos, se realizd un
analisis de varianza de una via (ANADEVA), seguida de la prueba post hoc de Dunnett para
la comparacion de los tratamientos contra un grupo control. Se utilizo6 el programa GraphPad

Prism version 8.
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7. RESULTADOS

7.1 Rendimiento de los extractos
El rendimiento de los extractos fue calculado con base en el peso del extracto obtenido con
respecto al peso del material vegetal seco del que se partio inicialmente. Los rendimientos
se muestran en el Cuadro 7, donde se observa que los extractos polares (metanol y acuoso)

son los que se obtuvieron en mayor cantidad.

Cuadro 7. Rendimiento de los extractos

Peso del extracto

Peso seco Extractos Rendimiento (%)
crudo (Q)
Hexano 4.30 0.43
S. involucrata. .
Parte aérea (1100 g) Acetato de Etilo 23.30 2.2
Metanol 30.15 2.75
S. involucrata. ACLOSO 218 5 g7

Parte aérea (120 g)

7.2 Determinacion de la toxicidad oral aguda (DLso)
Ninguno de los extractos produjo efectos toxicos (temblores, convulsiones, salivacion,
diarrea, letargo, pérdida de apetito, etc.) o mortalidad en la dosis probada de acuerdo con el
protocolo de la OECD, 2001. Ademas, los ratones no presentaron pérdida de peso (Figura
20) ni dafios macroscopicos en rifiones, estbmago, vesicula biliar o higado por lo que la DLsg
es > 2000 mg/kg y se clasifica como categoria 5 0 no toxico de acuerdo con el Sistema Global
Armonizado (GSH).
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Figura 20. Gréafica de ganancia de peso de los sujetos experimentales.
Farmacologia

7.3 Evaluacion del efecto antinociceptivo
7.3.1 Modelo de “Writhing”
Todos los extractos evaluados presentaron actividad antinociceptiva significativa con
respecto al control a la dosis de 300 mg/kg, p.o., siendo los mas efectivos los extractos de

acetato de etilo y metanol (Figura 21).
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NUmero de estiramientos totales

S.8. KTL Hexano AcOEt MeOH Acuoso
Salvia involucrata (300 mg/kg, p.o.)

Figura 21. Evaluacion del efecto antinociceptivo mediante la prueba de “Writhing”. Solucion salina
(S.S.), ketorolaco (KTL). Las barras representan la media + el error estdndar de los estiramientos

abdominales totales de seis ratones. *p <0.05.

7.3.2 Modelo de formalina
Todos los extractos evaluados, excepto el de hexano presentaron actividad antinociceptiva
en la dosis de 300 mg/kg en la fase neurogénica, mostrando diferencias significativas con el
control (Figura 22 A). Por otro lado, durante la fase inflamatoria, todos los extractos, a

excepcion del metanolico tuvieron efecto significativo con respecto al control.
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Figura 22. Evaluacion del efecto antinociceptivo mediante la prueba de formalina. La grafica muestra
la relacién entre lamidas (area bajo la curva) vs diferentes dosis evaluadas. (A) fase neurogénica, (B)
fase inflamatoria. Solucion salina (SS), diclofenaco (DFC). Las barras representan la media + el error
estandar de seis ratones. *p <0.05.

A partir de los resultados observados en los ensayos biol6gicos se determiné que los extractos

de acetato de etilo y metanol presentaron la mejor actividad antinociceptiva en ambos

modelos, por lo que ambos extractos se probaron a las dosis de 3 y 30 mg/kg.
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7.3.3 Curvas dosis-respuesta del extracto de AcOEt
- Writhing
El extracto de acetato de etilo mostr6 un comportamiento no dependiente de la dosis,
observandose diferencias significativas con respecto al control a las dosis de 30 y 300 mg/kg
(Figura 23).

150+

100

50- T

NuUmero de estiramientos totales

S.S. KTL 3 30 300
AcOEt (mg/kg, p.o.)
Figura. 23. Curva dosis-respuesta del extracto de AcOEt mediante el ensayo de “Writhing”.

Solucidn salina (S.S.), ketorolaco (KTL). Las barras representan la media + el error estandar de
los estiramientos abdominales totales de seis ratones. *p <0.05.

-Formalina

Las figuras 24 Ay 24 B muestran que las tres dosis evaluadas tienen diferencias significativas

con respecto al control en ambas fases: neurogénica e inflamatoria.

50



Fase Neurogénica Fase Inflamatoria

400

200+

6 1504 G 300
i}

< <
"] W 200 *
E 100 * _tgu
E S
3 50 _ 1oo i

u T T T l o T L) T 1

S.S. DFC 3 30 300 S5 DFC 3 30 300
AcOEt (mg/kg, p.o.) AcOEt (mg/kg, p.o.)

Figura. 24. Curva dosis-respuesta de la prueba de formalina del extracto de AcOEt. La grafica muestra
la relacién entre lamidas (area bajo la curva) vs diferentes dosis evaluadas. Solucion salina (S.S.),

diclofenaco (DFC). (A) Fase neurogénicay (B) Fase inflamatoria. Las barras representan la media
+ el error estandar *p <0.05.

7.3.4 Curva dosis respuesta del extracto de MeOH
-Writhing
Los resultados obtenidos muestran que las dosis de 30 y 300 mg/kg presentan diferencias
significativas con respecto al control. La dosis de 3 mg/kg reduce el nimero de estiramientos

totales, sin embargo, no presenta diferencia significativa (Figura 25).

51



150 1

(7]
2]
It
]
[72]
£100 -
c
2
£
£ * *
i
Q
[«}]
o 50 A [
g
Q
E
3 *
=
0 . . .

S.S. KTL 3 30 300

MeOH (mg/kg, p.o.)

Figura 25. Curva dosis-respuesta del modelo de “Writhing” del extracto de MeOH. Solucion salina
(S.S.), ketorolaco (KTL). Las barras representan la media + el error estdndar de los estiramientos

abdominales totales de seis ratones. *p <0.05.

-Formalina

Los resultados obtenidos muestran que Unicamente las dosis de 30 y 300 mg/kg presentaron
diferencias significativas con respecto al control en la fase neurogénica (Figura 26 A). Por
otro lado, durante la fase inflamatoria, la dosis que resulta no ser significativa con el control
es la dosis de 300 mg/kg (Figura 26 B).
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Figura 26. Curva dosis-respuesta de la prueba de formalina del extracto de MeOH. La gréafica muestra
la relacion entre lamidas (&rea bajo la curva) vs diferentes dosis evaluadas. Solucién salina (SS),
diclofenaco (DFC). (A) Fase neurogénicay (B) fase inflamatoria. Las barras representan la media £

el error estandar *p <0.05.

7.4 Anélisis por CLAR del extracto de AcOEt
El andlisis cromatogréfico del extracto de acetato de S. involucrata mostré un mayor numero

y abundancia de terpenoides (Cuadro 8). El Estigmasterol y el p—Sitosterol fueron los de
mayor concentracion con 38.98 y 35.07 pg/mg, respectivamente (Cuadro 8). El Acido
sinapico fue el unico acido fenolico identificado y a una baja concentracion (0.048 ug/mag).
Con respecto a los flavonoides, la Apigenina, el Canferol, la Isoramnetina y la Quercetina

fueron determinados en un rango de 0.129 a 0.395 pg/mg (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Concentracion de terpenoides y compuestos fenolicos identificados en el extracto de
acetato de etilo de Salvia involucrata mediante CLAR.

Compuesto TR Cantidad
(min) (Mg/mg)
Terpenoides
Acido ursélico 2.68 15.58
Acido oleandlico 4.39 5.83
Estigmasterol 2.98 38.98
o—Amirina 6.73 18.70
B—Sitosterol 18.32 35.07
Acidos fenélicos
Acido sinapico 5.87 0.048
Flavonoides
Apigenina 17.01 0.200
Canferol 17.35 0.395
Isoramnetina 18.66 0.305
Quercetina 13.34 0.129

TR: tiempo de retencion

7.5 Elucidacién estructural del compuesto aislado del extracto de AcOEt de

S. involucrata
El fraccionamiento cromatografico del extracto de acetato de etilo permitid purificar un
compuesto de la fraccion 17, con un rendimiento de 15.3 mg. Con los datos obtenidos
mediante el uso de espectroscopia RMN-'H (Figura 27 y Cuadro 9) y RMN-'3C (Figura 28
y Cuadro 10), los datos reportados en la Human Metabolome Database y en la Spectral
Database for Organic Compounds y en concordancia con el andlisis de CLAR dicho

compuesto se identifico como Estigmasterol (24-etil-5,22-colestadien-3beta-ol).
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Figura. 27. RMN-'H del Estigmasterol

Cuadro 9. Sefiales del espectro de RMN-tH del Estigmasterol

No. Atomo Sefial (ppm)
1 11 5.388

2 16 3.552

3 17 2.273

4 19,15,10 2.032

5 14 1.870

6 8 1.714

7 9,14,7,28,6 1.161

8 18 0.721
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Figura 29. RMN-3C del Estigmasterol

Cuadro 10. Sefiales del espectro de RMN-3C del Estigmasterol

No. Atomo Sefal (ppm)
1 1 140.77
2 4 120.17
3 6 56.05
4 9 50.13
5} 10 42.37
6 13 39.78
7 14 37.26
8 15 36.18
9 17 31.66
10 20 28.29
11 21 24.34
12 23 21.11
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7.6 Cromatografia en columna del extracto de MeOH
Del extracto de metanol se obtuvieron cuatro precipitados correspondientes a las siguientes
fracciones reunidas: 18-25, 26-37, 146-156 y 157-161. Debido a la contingencia por COVID-

19, no fue posible continuar con su purificacion, para su posterior elucidacion estructural.
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8. DISCUSION

La evaluacién in vivo de la toxicidad aguada de los extractos de S. involucrata determina que
la DLso se encuentra por arriba de los 2000 mg/kg para todos los extractos evaluados pues
ninguno de estos provocé signos de toxicidad y/o mortalidad, por lo que se les considera no
toxicos y dentro de la categoria 5 de acuerdo con la OCDE. La seguridad en el uso de esta
salvia es consistente con los resultados obtenidos en otras especies del género, tal es el caso
de Salvia purpurea Cav (Cuevas-Morales, 2022), S. semiatrata (Ortiz-Mendoza et al., 2020)

y S. amarissima (Moreno-Pérez, 2019) donde también se les reporta dentro de la categoria 5.

Dentro de la medicina tradicional mexicana, las Salvias han sido utilizadas como un recurso
efectivo para el tratamiento de diversos problemas digestivos, dolor e inflamacion, por
mencionar algunos (Wu et al. 2012, Jenks & Kim 2013). Recientemente, diversas
investigaciones farmacoldgicas han respaldado las propiedades antinociceptivas y
antiinflamatorias de extractos y compuestos aislados de salvias mexicanas en diversos
modelos murinos (Moreno-Pérez et al. 2019, 2021; Ortiz-Mendoza et al. 2020; Tlacomulco-
Flores et al. 2020).

La administracion oral de los extractos orgénicos, particularmente el de acetato de etilo y el
de metanol de S. involucrata producen actividad antinociceptiva significativa en roedores en
los modelos de estiramiento abdominal y formalina. Otros estudios han comprobado la
efectividad antinociceptiva de los extractos de mediana y alta polaridad de salvias en el
modelo de “Writhing”, como es el caso de S. semiatrata, donde los extractos de acetato de
etilo y acetona/metanol presentaron actividad antinociceptiva (Ortiz-Mendoza, et al., 2020)
y el de S. amarissima donde dicho efecto se observo con los extractos de mediana y alta
polaridad a la dosis de 300 mg/kg, siendo el extracto de mediana polaridad el que presentd
mayor efectividad (Moreno-Pérez, 2019). Este ultimo estudio coincide con los resultados
obtenidos en este trabajo pues se observa que el extracto de acetato de etilo tiene el mejor
efecto antinociceptivo en el modelo de estiramiento abdominal.

La evaluacion en la prueba de formalina a la dosis de 300 mg/kg p.o. mostro que el extracto
de hexano y el de metanol no fueron activos en la fase neurogénica e inflamatoria,

respectivamente. Ambas fases tienen diferentes mecanismos de nocicepcion, por un lado, la
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fase neurogénica es aquella que comienza inmediatamente después de la inyeccion de
formalina y abarca los primeros 10 minutos de la prueba como resultado de la activacion
directa de los nociceptores; mientras que la segunda fase que abarca de los 10 — 30 minutos,
refleja un dolor de origen inflamatorio donde las prostaglandinas juegan un rol importante
(Tjelsen et al., 1992).

Se ha reportado que farmacos como la indometacina, naproxeno, hidrocortisona y
dexametasona presentan actividad antinociceptiva en la segunda fase (inflamatoria) de la
prueba de formalina (Hunskarr & Hole, 1987), tal como se observa con el extracto de hexano.
Por otro lado, también se ha documentado que analgésicos como la morfina, la codeina, el
nefopam y la orfenadrina, presentan efectos antinociceptivos en ambas fases de esta prueba
(Hunskarr & Hole, 1987). Este comportamiento se puede observar en los resultados
obtenidos para el extracto de acetato de etilo y el extracto acuoso de S. involucrata, por lo
que se puede inferir que estos extractos actuaron como un analgésico de accién central en los
sujetos de estudio en este modelo.

Los datos derivados de las evaluaciones farmacologicas en este estudio han sido observados
en otras especies de Salvia. Por ejemplo, los extractos hidroalcohdlico (10-100 mg/kg, p.o.)
y acuoso (10-1000 mg/kg) de S. officinalis mostraron tanto actividad antinociceptiva como
antiinflamatoria en los modelos de “Writhing” y formalina en ratones (Rodrigues et al. 2012).
Lo mismo se observo para los extractos de hexano, acetato de etilo y metanol de S. divinorum
(100-400 mg/kg, p.o.) (Tlacomulco-Flores et al., 2020).

Estudios fitoquimicos del género han demostrado que en los extractos de salvias estan
presentes una serie de metabolitos como Acido ursélico, Estigmasterol y a-Amirina
(Imanshahidi & Hosseinzadeh, 2006) por mencionar algunos. Lo cual coincide con los
resultados obtenidos mediante CLAR de S. involucrata, donde se identificaron 5 terpenos en
el extracto de acetato de etilo, los cuales fueron: Acido ursélico, Acido oleandlico,
o—Amirina, [B-Sitosterol y Estigmasterol; este dltimo se logré purificar y elucidar
estructuralmente mediante técnicas de RMN. Asi mismo se observo que los terpenos fueron
mas abundantes con respecto a los compuestos fenodlicos; resultados similares son reportados
para S. semiatrata (Ortiz-Mendoza et al., 2020) y para S. amarissima (Moreno-Pérez et al.,
2019).
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Estudios previos han corroborado el efecto analgésico de algunos terpenos comunes en el
género (Nogueira et al., 2018). Se ha documentado la actividad antinociceptiva tanto del
Acido ursélico como el Acido oleanélico en el modelo de “Writhing” (Maia et al., 2006;
Gonzélez-Trujano et al., 2012). En cuanto al estigmasterol, recientemente se comprobd su
actividad antinociceptiva e inflamatoria en los modelos de placa caliente, “Writhing” y
formalina; dichos efectos antiinflamatorios probablemente se encuentran mediados por
receptores de glucocorticoides (Morgan et al., 2021). En cuanto a la a—Amirina se ha
reportado que en combinacion con B-Amirina inhiben la nocicepcion en ambas fases del
modelo de formalina (Otuki et al., 2005). De igual forma, se ha demostrado que el
B-Sitosterol disminuye la nocicepcién en los modelos de placa caliente y “tail-flick”
presentando un efecto dosis-dependiente, en dicho estudio Sakul y Okur (2021) concluyen
que este terpeno actla en el sistema nervioso central.

Con respecto a los compuestos fenolicos, los flavonoides detectados fueron la Apigenina, el
Canferol, la Isoramnetina y la Quercetina. De dichos flavonoides, ya se han demostrado sus
propiedades antinociceptivas, por ejemplo, se tiene registro de la actividad de la Apigenina
en el modelo de “Writhing” a las dosis de 25 y 50 mg/kg, donde incluso se observa una mayor
disminucion de la conducta nociceptiva en comparacion con el farmaco de referencia
(diclofenaco 100mg/kg) (EI Shoubaky et al., 2016); para el caso del Canferol, la Isoramnetina
y la Quercetina, se ha documentado su actividad antinociceptiva en las pruebas de formalina
y placa caliente (Filho et al., 2008; de Aquino, et al., 2013; Hirota et al., 2016). Es probable
que la accion de estos metabolitos juegue un papel importante en la actividad del extracto de
mediana polaridad de S. involucrata.

Particularmente del Acido ursolico y la Quercetina se ha propuesto un mecanismo de accion
favorecedor del efecto antinociceptivo, el cual, se atribuye a la capacidad de ambas moléculas
para inhibir la expresion de la COX-2 (Lu et al., 2010, Lesjak et al., 2018), enzima encargada
de la sintesis de PGs que son de gran importancia para los procesos inflamatorios. Tanto las
PGs como los leucotrienos (LT) son mediadores de la respuesta inflamatoria; aumentan el
flujo sanguineo, la permeabilidad vascular y, en ciertas concentraciones, logran sensibilizar

las terminaciones nerviosas, atenuando el dolor y la inflamacion (Hassani et al., 2015).
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Los efectos antinociceptivos de las salvias principalmente se atribuyen a los terpenos. En un
estudio reciente de S. involucrata aislaron y purificaron tres diterpenos neo-clerodanos,
Ilamados involucratina A, involucratina B e involucratina C (Bustos-Brito et al., 2021). Los
terpenos neo-clerodanos son abundantes en especies de salvias, ademas, estructuras de este
tipo han mostrado tener un efecto analgésico importante, como resultado de su alta afinidad
con los receptores opioides (Nagase, 2011), tal es el caso de la Salvinorina A, molécula
aislada de S. divinorum (Giroud et al., 2000), el 7-ceto-neoclerodan-3,13-dien-18,19:15,16-
didlida, aislado del extracto de acetato de etilo de S. semiatrata (Ortiz-Mendoza et al., 2020),
la amarisolida A obtenido de S. amarissima (Moreno-Pérez et al., 2021) vy la tilifodiolida
aislada de S. tiliifolia (Gonzélez-Chéavez et al., 2018).

Es posible que tanto los compuestos aqui identificados y sus respectivas concentraciones en
el extracto de acetato de etilo, que fue el mas activo, asi como los terpenoides de tipo neo-
clerodano aislados con anterioridad en S. involucrata sean los responsables del efecto

antinociceptivo de dicho extracto.
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9. CONCLUSIONES

En este estudio se presenta evidencia por primera vez del efecto antinociceptivo en modelos
murinos de los extractos organicos y acuoso de S. involucrata, asi como la presencia de
compuestos fendlicos en el extracto de mediana polaridad. Asi mismo, el consumo de esta

planta es seguro en la dosis aguda evaluada, pues no se observaron efectos toxicos.
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