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RESUMEN

En el presente estudio se describe el potencial antinociceptivo del preparado
tradicional (infusion) y aceite esencial de Salvia microphylla Kunth (Lamiaceae) en
dos modelos animales: el de estiramiento abdominal “writhing” y la prueba de la
formalina, ambos en ratones. Los resultados demostraron que la infusién (30, 100
y 300 mg/kg, s.c.) produce una respuesta antinociceptiva significativa con respecto
al control que recibi6 el vehiculo en el modelo de estiramiento abdominal. La dosis
mas baja se administré también por la via intraperitoneal y la respuesta fue
significativamente mejor, y comparable al del control positivo tramadol (30 mg/kg,
i.p.). En la prueba de la formalina la infusiébn de la planta produjo un efecto
antinociceptivo significativo a partir de la dosis de 100 mg/kg (i.p.) en la fase
neurogénica. En la fase inflamatoria todas las dosis ensayadas (30, 100 y 300
mg/kg, i.p.) disminuyeron significativamente los comportamientos nociceptivos, en
forma similar al control positivo tramadol. EI compuesto mayoritario de la infusion,
el &cido rosmarinico (31), demostré una participacion en el efecto antinociceptivo
del extracto en la prueba de formalina, especialmente en la dosis mas alta (100
mg/kg, i.p.) en ambas fases del experimento.

La eficacia antinociceptiva del aceite esencial (10, 30 y 100 mg/kg, i.p.) se
establecio en la prueba de formalina, donde se presenta un efecto dependiente de
la dosis con respuesta significativamente diferente al vehiculo a partir de la dosis
de 30 mg/kg en ambas fases del experimento. Estos resultados dan sustento al

uso tradicional de la planta para el alivio del dolor.

El estudio fitoquimico del extracto activo permitié el aislamiento de los &cidos 3-
cafeoilquinico (28), 4-cafeoilquinico (29), 5-cafeoilquinico (30), y rosmarinico (31),
ademas de cuatro flavonoides, la hesperetina (32), la orientina (33) y una mezcla
(1:1) de hiperésido (34) e isoquercitrina (35), galactosédido y glucésido de la
guercetina, respectivamente. El perfil cromatografico del extracto acuoso indico
que los acidos son los compuestos predominantes, en particular el acido

rosmarinico (31).

El volatiioma de S. microphylla fue analizado mediante microextraccion en fase

sélida del material vegetal, con exposicion del espacio de cabeza a diferentes
+— 10



fibras (polidimetilsiloxano, polidimetilsiloxano/divinilbenceno,
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano y carboxeno/polidimetilsiloxano) y
posterior analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas. Este andlisis permitié establecer que el B-cariofileno (21), el y-eudesmol
(24), el B-eudesmol (23) y el deshidroxiisocalamendiol (61) son los compuestos
mayoritarios del volatiioma. El aceite esencial, analizado por cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas, contiene principalmente a-eudesmol
(22), guaiol (59), dihidroxiisocalamendiol (61), y-eudesmol (24), p-cariofileno (21) y
eucaliptol (40).

11



ABSTRACT

This study describes the antinociceptive potential of the traditional preparation
(infusion) and essential oil of Salvia microphylla Kunth (Lamiaceae) in two
pharmacological models, namely the writhing and formalin tests in mice. The
results showed that the infusion (30, 100, and 300 mg/kg, s.c.) produced a
significant antinociceptive response compared to the control group in the writhing
test. The lower dose was also administered intraperitoneally, and the response
was significantly better and comparable to that observed in the positive control
tramadol (30 mg/kg, i.p.). In the formalin test, during the neurogenic phase, the
infusion produced a significant antinociceptive effect at the higher doses (100 and
300 mg/kg) tested. In the inflammatory phase, all tested doses (30, 100, and 300
mg/kg, i.p.) significantly decreased the nociceptive behavior resembling that
obtained with the positive control tramadol. Rosmarinic acid (31) showed
participation in the antinociceptive effect of the extract in the formalin test,

especially at the dose of 100 mg/kg (i.p.) in both phases of the experiment.

The antinociceptive efficacy of essential oil (10, 30, and 100 mg/kg, i.p.) was
established in the formalin test; the pharmacological action was dose-dependent
with a significantly different response from the vehicle at the dose of 30 mg/kg in
both phases of the experiment. These results support the traditional use of this

plant for the treatment of pain.

The phytochemical study of the active extract allowed the isolation of 3-
caffeoylquinic (28), 4-caffeoylquinic (29), 5-caffeoylquinic (30), and rosmarinic (31)
acids, as well as the flavonoids hesperetin (32), orientin (33) and a mixture (1:1) of
hyperoside (34) and isoquercitrin (35). Compounds 34 and 35 are quercetin
galactososide and glucoside, respectively. The chromatographic profile of the
agqueous extract indicated that acids were the most abundant compounds, specially

rosmarinic acid (31).

The plant material solid phase microextraction, expose to the headspace to
polydimethylsiloxane, polydimethylsiloxane/divinylbenzene,
divinylbenzene/carboxene/polydimethylsiloxane, and

carboxene/polydimethylsiloxane fibers, and the subsequent analysis by gas
12



chromatography coupled to mass spectrometry allowed establishing the volatile
composition of the plant. The main compounds were [(-caryophyllene (21), y-
eudesmol (24), B-eudesmol (23) and dehydroxy-isocalamendiol (61). The essential
oil analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry allowed the
identification of the main compounds a-eudesmol (22), guaiol (59), dihydroxy-
isocalamendiol (61), y-eudesmol (24) B-caryophyllene (21) and eucalyptol (40).
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1. ANTECEDENTES
1.1. Generalidades del género Salvia.

Salvia L., del latin salvare (ser salvado), es el género mas rico en especies
(~1000) de la familia Lamiaceae, que en su mayoria son aromaticas y perennes.
México es considerado el lugar con mayor diversidad de especies de Salvia
(~500), y de éstas 63 se localizan en el estado de Oaxaca (Cornejo-Tenorio e

Ibarra-Manriquez, 2011; Hernandez-Leon et al., 2021).

La distribucion de Salvia es casi cosmopolita (Figura 1) con los principales centros
de diversidad en el suroeste de Asia y América (Lara-Cabrera, 2021). Las
especies del género se han introducido en otras regiones del mundo con mucho

éxito (Royal Botanic Gardens 2022).

Figura 1. Distribucibn del género Salvia (Lamiaceae). Imagen obtenida de
powo.science.kew.org [en linea]. Consultado el 17 de agosto de 2022. Cédigo de color,
verde: género nativo; morado: género introducido. Disponible en

https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:30000096-2.

Las plantas son herbaceas con tallos tetrdgonos, hojas simples, opuestas y
decusadas carentes de estipulas y flores en inflorescencias bracteadas, cimosas o

racemosas. Las flores son zigomorfas y pentameras con céliz bilabiado persistente
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con cinco sépalos parcialmente soldados en una estructura tubulosa. La corola

esta constituida por cinco pétalos soldados.

Las especies del género Salvia tienen aplicaciones variadas entre las que
destacan su uso ornamental, medicinal (Abd Rashed & Rathi, 2021; Afonso et al.,
2021; Baricevic et al., 2001; Coffeen & Pellicer, 2019; Diaz, 2014; Ezema et al.,
2022; Hafez Ghoran et al., 2022; Hernandez-Leon et al., 2021; Ortiz-Mendoza et
al., 2022, 2022; Rodrigues et al., 2012; Valizadeh et al., 2021), alimenticio (Sharifi-
Rad et al., 2018) y culinario (Kintzios, 2000). De acuerdo con revisiones recientes,
muchas especies de Salvia tienen una amplia historia de uso medicinal; de tal
forma, que la mayoria se emplea para el tratamiento de trastornos de los sistemas
digestivo, genitourinario, nervioso y respiratorio (Ortiz—Mendoza 2022); otras se
usan como agentes antidiabéticos, antioxidantes, hipolipemiantes (Alfonso et al.,
2021; Rashed, et al., 2021), anticancerigenos, antivirales (Ezema et al., 2022;
Hafez Ghoran et al., 2022), antibacterianos, antidepresivos, ansioliticos,
antifangicos, antiprotozoarios, antinociceptivos, antiinflamatorios,
neuroprotectores, y antihipertensivos (Hernandez-Leon et al., 2021; Ortiz-Mendoza
et al., 2022). La propiedad medicinal de mayor interés para este trabajo es la
analgésica, ya que el alivio del dolor es uno de los principales atributos de las
especies del género (Baricevic et al.,, 2001; Hernandez-Leon et al., 2021;
Rodrigues et al., 2012; Valizadeh et al., 2021, inter alia).

Las especies mas conocidas a nivel global son Salvia officinalis L., Salvia
hispanica L., Salvia divinorum Epling & Jativa-M y Salvia milithorriza. La primera
es de origen Mediterrdneo y fue utilizada por los antiguos griegos y romanos para
tratar varias enfermedades. Su uso se extendié durante la edad media, y hasta
nuestros dias se mantiene como agente curativo (Ghorbani & Esmaeilizadeh,
2017; Hamidpour et al., 2014; Pizani etal., 2022; Poulios et al., 2020). Salvia
hipanica L. es originaria de México y Guatemala y tradicionalmente se ha cultivado
en ambientes tropicales y subtropicales. Los aztecas y mayas la utilizaron con
fines medicinales y ceremoniales. Los numerosos usos culinarios, medicinales,
artisticos y religiosos convirtieron al grano y su harina en las materias primas mas

usadas de la época de la conquista espafiola, formando parte de los cuatro granos

+—15



mas importantes. Las semillas se usan actualmente como un alimento funcional,
ya que contiene proteinas, antioxidantes, fibra dietética, vitaminas y minerales, y

un alto contenido de un aceite rico en acidos omega 3 (Motyka et al., 2022).

Salvia divinorum Epling & Jativa-M es conocida popularmente como "yerba Maria",
es una planta mazateca utilizada en varias ceremonias rituales con fines
adivinatorios; se dice que las hojas producen visiones. Sus propiedades se
atribuyen a la presencia de un diterpenoide llamado salvinorina A, un agonista de

los receptores opioides tipo K (Coffeen & Pellicer, 2019; Diaz, 2014).

Finalmente, Salvia miltiorrhiza Bunge, conocida también como salvia china o
danshen, es muy valorada en la medicina tradicional china, principalmente para el
tratamiento de afecciones cardiovasculares y cerebrovasculares. Ademas, sus
propiedades anticancerigenas y hepatoprotectoras se han comprobado para tratar

enfermedades del higado y del sistema nervioso central (Jung et al., 2020).

1.1.1. Fitoquimica

Las especies de Salvia, gracias a su popularidad en la medicina tradicional y gran
variedad de aplicaciones, han sido objeto de muchos estudios quimicos. Al menos
134 especies de Salvia han sido analizadas quimicamente, caracterizandose por
la biosintesis de sesquiterpenoides, diterpenoides, sesterpenoides, triterpenoides
y flavonoides (Ortiz-Mendoza et al., 2022; Wu et al., 2012).

Los diterpenoides representan el grupo mas numeroso con 545 compuestos
identificados. A su vez, el subgrupo méas grande de diterpenoides corresponde al
de los abietanos con 365 entidades quimicas, seguido por 138 clerodanos. Dos
abietanos tipicamente encontrados en el género Salvia son el ferruginol y el
iguestol, mismos que presentan un anillo aromatico. Otros abietanos comunes del
genéro son la horminona, la 7-acetilhorminona y la roileanona; estos ultimos han
sido aislados de al menos 14 especies del género. Los derivados de isocarnosol
son también comunes, en particular, el 16-hidroxicarnosol que ha mostrado

actividad anticancerigena contra diferentes lineas celulares derivadas de tumores
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humanos [A2780 (ovario) y HBL-100 (mama)]. Otros diterpenoides comunes en el

género, incluyen al rosmanol, un 6,20-epoxiabietano, y la salvinorina A.

Otro grupo de metabolitos especializados abundantes en las salvias son los
triterpenoides, principalmente derivados del &cido oleandlico y el ursélico (Topgu,
2006).

Los compuestos fendlicos aislados del género incluyen monémeros y oligdbmeros
de acidos cafeicos los cuales son antioxidantes, anticoagulantes y protectores
celulares (Wang et al.,, 2007). El &cido salviandlico L, un dimero de &cido

rosmarinico, es uno de los mas comunes.

El género Salvia también se caracteriza por la produccion de flavonoides, incluidas

flavonas, flavanonas, flavonoles, glicosilados o no (Veitch et al., 1998).

Finalmente, las especies de Salvia son ricas en aceites esenciales constituidos
principalmente por monoterpenoides y sesquiterpenoides. Los monoterpenoides
que se encuentran con mayor frecuencia en sus aceites son a-pineno, B-pineno,
1,8-cineol, mentol, limoneno, y y-terpineno. Entre los sesquiterpenoides se
encuentran el a-humuleno y el B-cariofileno. Estos compuestos son generalmente
los responsables de los efectos analgésicos de estas plantas (Hafez Ghoran et al.,
2022; Ortiz-Mendoza et al., 2022).

1.2. Salvia microphylla

Salvia microphylla Kunth, comunmente llamada “mirto”, es un arbusto erecto de
hasta 1.2 m, frecuentemente muy ramificado y fragante. Sus hojas son mas
anchas abajo que en la punta, con borde ondulado y pocos dientes. Tiene racimo
de flores color rojo brillante (frecuentemente variable, por ejemplo, rosado o
magenta) con dos a cuatro flores en la parte terminal de la planta (Figura 2)
(Missouri Botanical Garden, 2022). Esta especie, originaria de México, se
distribuye desde Arizona hasta Guatemala, y fue introducida con éxito en
Argentina, Grecia, Marruecos, norte de Nueva Zelanda, Portugal, Espafia, Texas,
Tanez y Uruguay (Royal Botanic Gardens, 2022).
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Figura 2. Salvia microphylla Kunth. (A) Flores vivas; (B) Planta completa fresca; (C) Distribucion de
la especie en territorio mexicano. Imagen obtenida de https://www.gbif.org [en linea]. Consultado el
22 de agosto de 2022. Disponible en https://www.gbif.org/species/2927045.

1.2.1. Usos tradicionales

La infusion de las hojas y flores del “mirto” se utiliza como somnifero, y para tratar
problemas gastrointestinales, dolor e inflamacion de estomago, diarrea, cdlicos
intestinales, e indigestion. En algunas regiones se hace referencia a su uso
medicinal para problemas gineco-obstétricos como coélicos menstruales,
hemorragia vaginal, infertilidad y limpieza postparto. También se ha documentado
su aplicacién para el dolor de oido. En algunas ocasiones la planta se usa
externamente para aliviar la irritacion de la piel, granulomas, reumas, y el lavado
de heridas. Finalmente, cabe sefialar que S. microphylla es altamente valorada
para hacer “limpias” y el tratamiento de enfermedades culturales como “susto”,
“‘mal de aire” y “mal de o0jo” (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana,
2009; Jenks y Kim, 2013; Ordoéiiez Diaz, Maria de Jesus, 2018).

1.2.2. Composicion quimicay propiedades biolégicas de S. microphylla

A partir de un extracto elaborado con acetona de las hojas y tallos de S.
microphylla, Esquivel et al. (1987) aislaron y caracterizaron el acido 7a-

hidroxisandaracopimarico (1), el 7,15-isopimaradien-14a-18-diol (2) y el 7a-hidroxi-
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neoclerodano-3,13-dieno-18,19: 15,16-diolido (3). Posteriormente Bautista et al.
(2013, 2014) obtuvieron a partir de un extracto de acetona de las hojas y flores de
la planta dos nuevos 5,10-seco-neo-clerodanos, las salvimicrophylinas Ay B (4 y
5); dos nuevos neo-clerodanos, las salvimicrophyllinas C, D (6 y 7), y un clerodano
denominado microphyllandiolido (8). El producto 8 presenté actividad
antiprotozoaria, misma que podria estar asociada al uso de la planta para el

tratamiento de diarrea y enfermedades estomacales (Calzada & Bautista, 2020).

A partir del extracto de acetona de S. microphylla recolectada en Turquia,
Aydogmus et al. (2006) lograron el aislamiento de nueve entidades quimicas: dos
ésteres fenolicos [éster de acido 2-(p-hidroxifenil)etil eicosaheptandico (9),
hexacosilferulato (10)], varios sesquiterpenoides [B-eudesmol (11), 8a-hidroxi-B-
eudesmol (12)], triterpenoides [3-acetato de eritrodiol (31), acido oleandlico (14),
lupeol (15) y B-sitosterol (16)] y un diterpenoide [acido 12-metil éter carndsico
(17)]. El extracto de la planta y el producto 17 mostraron actividad antibacteriana

moderada contra Staphylococcus aureus.
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Salvia microphylla también ha sido investigada por su accion insecticida contra
Spodoptera frugiperda. El extracto de hexano de las partes aéreas (tallo, hojas y
flor) ocasion6 mortalidad de las larvas y las pupas del insecto en un 65 % y 82.5%,
respectivamente. Por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG-EM) se identificaron los compuestos mayoritarios del extracto
activo que fueron caracterizados como los acido palmitico (18) y oléico (19), y el B-

sitosterol (20) (Romo-Asuncién et al., 2016).
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El aceite esencial de S. microphylla es también un eficiente bactericida y
antioxidante, efectos que se asocian a sus compuestos mayoritarios: el B-
cariofileno (21), varios isémeros del eudesmol (a, By y) (22, 23, 24), el 1,8-cineol
(25), la p-mentan-3-ona (26) y el B-selinenol (27) (Chouit et al., 2021; Khadhri et
al., 2022; Lima et al., 2012).

\
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1.3. Dolor y nocicepcion

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, 2021) define el dolor
como una experiencia sensorial y emocional desagradable, que esta asociada o
gque parece asociada a un dafio tisular real o potencial. Aunque el dolor se refiera
a la experiencia subjetiva del dafio real o inminente, la nocicepcion hace referencia
al proceso fisiolégico o patolégico en la percepcion del mismo. Las consecuencias
de dicha codificacion pueden ser autonOmicas (por ejemplo, presion arterial
elevada) o conductuales (reflejo de abstinencia motora o comportamiento

nociceptivo mas complejo). La complejidad de los sistemas nociceptivos, que
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finalmente producen dolor, aumenté durante la evolucion para evitar dafios,

lesiones o agravamiento de estas mismas (Mischkowski et al., 2018).

Aunque la nocicepcion y el dolor parecen estar estrechamente relacionados, la
evidencia clinica también demostré que pueden disociarse uno del otro. Cuando
es pertinente, la nocicepcion y el dolor son criticos para la supervivencia. Ambos
ofrecen un sistema de alarma que tiene la capacidad de iniciar una respuesta
adaptada inmediata, puede evolucionar hacia mejores respuestas adaptativas a
través del aprendizaje asociativo emocional. A pesar de esta importante funcién
fisiologica, también es fundamental “silenciar” la nocicepcion o el dolor cuando
pierden su pertinencia como sistema de alarma, como es el caso en que una
lesion o riesgo de lesidon identificada se anticipa al dolor o cuando el dolor se

vuelve crénico o se disocia de una lesion real (Barrot, 2012).

1.3.1. Dolor

El dolor no es simplemente una sensacion generada por los nociceptores, sino un
fendmeno perceptivo con cualidades emocionales particulares; la sensacion del
dolor debe ser tal que requiera una atencion inmediata (Woolf, 2004). Parece tener
dos propiedades: (a) una sensacion corporal y (b) un efecto aversivo. Cada uno de
estos, a su vez, puede caracterizarse a lo largo de otras dimensiones: la
sensacién puede ser externa (presion y temperatura) o interna (dolor y ardor), y el
efecto puede pertenecer al nivel de excitacibn o emociones cualitativamente

diferentes (ira, miedo o tristeza) (Fernandez & Turk, 1992).

En la Figura 3 se esquematiza el proceso de transmision de dolor. Para lograr la
percepcion del dolor, terminaciones nerviosas, presentes en la mayoria de los
tejidos del cuerpo, tienen receptores especificos del dolor que responden a
estimulos dafiinos o potencialmente dafinos. En segundo lugar, la terminacién
nerviosa sensible en el tejido y el nervio unido a ella forman una unidad
denominada nociceptor aferente primario. El nociceptor aferente primario contacta

con las neuronas de transmision del dolor de segundo orden en la médula espinal.
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Las neuronas de segundo orden transmiten el mensaje a través de vias bien

definidas a los centros superiores (Osterweis et al., 1987).

Corteza
Diencéfalo ! _._/

somatosensorial

S Via espinotalamica
reticulotalamica directa

Médula

Tejido GRD
/ \

Sitio de N\
trasduccion | = N

Via anterolateral

Figura 3. Sistema neuronal involucrado en la percepcion del dolor. GRD: Ganglio de la raiz dorsal.

Tomado de Institute of Medicine (US) Committee on Pain (1987) y traducido al espafiol.

Generalmente el dolor se clasifica en diferentes tipos dependiendo del mecanismo
fisiolégico (Thai y Fainsinger, 2011):

e Dolor nociceptivo: Causado por la activacion de las fibras nerviosas

nociceptivas por destruccion fisica del tejido o por procesos quimicos,
térmicos o de presion. El dolor somatico nociceptivo puede deberse a una
lesion en la piel, los masculos, los tejidos blandos o los huesos y puede
tener un fuerte componente relacionado con el incidente o el movimiento. El

dolor nociceptivo visceral es normalmente dificil de localizar y constante.

e Dolor neuropético: Es causado por una lesion en el tejido nervioso, ya sea

central, periférico o incluso del sistema autondmico. Muchas veces se
difunde a través del nervio y sus raices. Este tipo de dolor puede asociarse

con disestesia (entumecimiento y hormigueo), hiperalgesia (respuesta
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exagerada a un estimulo doloroso), dolor lacerante y alodinia (dolor

experimentado por un estimulo que normalmente no produce dolor).

Dolor nociplasico: Surge de la nocicepcion alterada, no hay evidencia clara

de dafo tisular real o potencial que provoque la activacion de los
nociceptores periféricos, evidencia de enfermedad o lesion del sistema
somatosensorial que causa el dolor. Aunque a menudo se busca un factor
causal por lo general no es evidente. Los factores predisponentes comunes
incluyen antecedentes familiares de dolor, antecedentes de experiencias

dolorosas y factores psicosociales (Fitzcharles et al., 2021).

Dolor inflamatorio: Es el incremento de la sensibilidad debido a una

respuesta inflamatoria asociada al dafio de un tejido, la percepcion y
respuesta a estimulos nocivos que se producen durante una respuesta

inflamatoria o inmunitaria (Vasko, 2009).

Dolor mixto: Es una superposicion compleja de los diferentes tipos de dolor
conocidos (nociceptivo, neuropatico, nociplasico) en cualquier combinacion,
actuando simultdneamente y/o concurrentemente para causar dolor en la
misma area del cuerpo. Cualquiera de los mecanismos puede ser
clinicamente mas predominante en cualquier momento. El dolor mixto
puede ser agudo o cronico. Este tipo de manifestacion del dolor es comun

en enfermedades como el cancer (Freynhagen et al., 2019).

1.3.2. Nocicepcion

La Asociaciéon Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en

inglés), define nocicepcion como el proceso neural de codificar estimulos nocivos,

lo que quiere decir que es el proceso en el cual se incluyen los mecanismos con

los cuales se identifica un estimulo dafino que es detectado por el sistema

nervioso periférico, codificado, transferido y tratado (Barrot, 2012).

Un estimulo nocivo es aquel que puede causar dafos en el tejido ya sea mecéanico

y por exposicion a temperaturas extremas o dafios quimicos. La transduccion del

dafio puede ser realizada por una variedad de nociceptores somatosensoriales
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tanto en el sistema nervioso periférico como en visceras y tejidos profundos
(Sneddon, 2018). Los nociceptores hacen la transicion del dolor agudo al dolor
inflamatorio cuando persiste la duracion del estimulo y los nociceptores liberan sus
marcadores proinflamatorios, sensibilizando las células locales sensibles
(Armstrong & Herr, 2022). El estudio nociceptivo tiene una gran significancia
clinica, los individuos son conscientes de la presencia de una herida gracias a los
nociceptores que se encuentran a lo largo del organismo y el tratamiento de estas
heridas o dafios son de suma importancia, por lo que la necesidad de modelos
para su estudio es necesaria (Le Bars et al., 2002).

1.3.3. Tratamiento del dolor

A pesar de tener funciones de proteccion y alarma, el padecimiento de dolor es
desagradable e incluso puede considerarse una enfermedad en si misma cuando
es cronico, y provoca debilidad en los individuos, insomnio, afectando las
actividades diaria. El dolor es una de las principales razones por la que se busca
atencién médica y por lo tanto es fundamental conocer los diferentes mecanismos
por los que se pueda atender, ya sean tratamientos alopaticos o tradicionales
(Torres Méndez, 2020; Wang & Thyagarajan, 2022). Actualmente en México
existen guias generadas para el tratamiento del dolor que dependen directamente
de la evaluacion de la intensidad (leve, moderado, y fuerte) (Torres Méndez,
2020).

Entre los farmacos mas utilizados se encuentran los analgésicos antiinflamatorios,
entre los que se encuentran el naproxeno, diclofenaco, celecoxib, etoricoxib; todos
ellos actian como inhibidores de enzimas ciclooxigenasas (COX-1y 2) y por lo
tanto reducen la formacion de prostaglandinas (potentes inductores de
inflamacion). A pesar de la efectividad analgésica de estos medicamentos,
también se conocen importantes efectos secundarios en el tracto gastrointestinal
generados por la inhibicion de COX-1 por lo que los inhibidores selectivos de
COX-2, como el celecoxib y etoricoxib, son una buena opcion de tratamiento para
el dolor (Kidd & Urban, 2001; Wang & Thyagarajan, 2022).
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Algunas plantas utilizadas en la medicina tradicional han semejado los efectos
analgésicos de estos farmacos, por ejemplo, el extracto de AcOEt de S. officinalis,
asi como el carnosol y acido carndsico, presentes en la planta, demostraron
disminuir la formacién de prostaglandina E2 (PGE2), un mediador inflamatorio
biosintetizado por COX-2, mediante la inhibicién de la isoenzima PGE2 Microsomal
Sintasa-1 en sangre humana total (Bauer et al., 2012). El extracto metandlico de
S. miltiorrhiza reduce la formacion de prostaglandina D2 y mediante un
fraccionamiento biodirigido se determiné que la tanshinona | era el principio activo
(Kim et al., 2002).

Otra familia de farmacos ampliamente utilizados para el tratamiento del dolor son
los moduladores del sistema opioide, entre los que se distinguen opioides débiles
(tramadol, codeina) y fuertes (buprenorfina, morfina, fentanilo) aunque su
aplicacion esta limitada por el desarrollo de tolerancia (Lueptow et al., 2018). Los
receptores opioides se encuentran tipicamente ubicados en sistema periférico, y
existen cuatro tipos: mu (u), delta (8), kappa (x), y los de tipo 1 (ORL-1, por sus
siglas en inglés). Los agonistas de estos receptores activan las mismas vias de
transduccion por mecanismos diferentes, lo que se traduce en diferentes efectos
farmacoldgicos. Asi, por ejemplo, los agonistas de los receptores u como el
fentanilo son muy eficaces para el tratamiento del dolor, pero provocan depresion
respiratoria y estrefiimiento; mientras que los agonistas de los receptores k son
analgésicos potentes, no causan depresion respiratoria ni producen dependencia,
pero provocan disforia. Es importante sefalar que el uso sinérgico de opioides con
diferentes mecanismos tiene un gran potencial para el alivio del dolor y la
disminucion de los efectos secundarios (Alamo, 2016; Wang & Thyagarajan,
2022).

Algunas plantas del género Salvia han demostrado actividad antinociceptiva que
involucran el mecanismo opioide, por ejemplo, los extractos acuoso y butandlico
de hojas de S. officinalis (Qnais et al., 2010), el extracto de AcOEt de S. circinnata,
(Fernando et al., 2021), y el extracto de AcOEt de S. divinorum (Tlacomulco-Flores
et al., 2020).
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En el tratamiento cotidiano del dolor también es comun encontrar otros farmacos
como el paracetamol (acetaminofen) que no cuenta con un mecanismo de accién
claro; medicamentos antidepresivos que inhiben selectivamente la recaptacion de
serotonina y norepinefrina, como la duloxetina y el antidepresivo triciclico
amitriptylina; y medicamentos antiepilépticos, como la gabapentina y pregabalina,
gue son utilizados para el tratamiento de neuralgia y dolor neuropatico mediante la
regulacion de canales de calcio, disminuyendo asi la liberacion de
neurotransmisores excitatorios como el glutamato (Chincholkar, 2018; Milani &
Davis, 2022).

1.3.4. Modelos de estudio

La investigacion preclinica y la ciencia basica del dolor son objeto de estudios
importantes para lograr un tratamiento eficiente del mismo. La investigacion
preclinica terapéutica debe asociar los modelos de dolor a las pruebas

nociceptivas para ser relevantes.

La ausencia de comunicacién verbal en animales es un obstaculo para la
evaluacion del dolor, hay circunstancias en las que puede surgir la duda si el
animal realmente esta sintiendo dolor (puede haber respuestas vocales como
chillidos o gemidos). Por otro lado, es mucho mas dificil asegurar que un animal
no siente dolor porque no presenta signos fisicos tipicos o comportamientos
evidentes, pero la Unica forma de determinarlo es por sus reacciones (Le Bars et
al., 2002).

Cuando la informacién nociceptiva se detecta son generados una serie de eventos
que incluyen: una respuesta conductual, reflejos soméaticos y auto-somaticos,
respuestas reflejas para proteger el organismo o llegar a la homeostasis. Estos
sucesos permiten adaptar métodos para evaluar la nocicepcién. Algunos modelos
animales se basan en la latencia de la aparicion de una conducta de evasion,
generalmente un reflejo de retirada de la pata o la cola, la cual depende del umbral
de estimulo (Barrot, 2012).
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Los distintos modelos nociceptivos incluyen estimulos eléctricos, térmicos,

mecanicos y quimicos. Algunos de estos modelos (Tabla 1) se basan en la

latencia de aparicibn de un comportamiento de evitacibn o en el umbral de

estimulo necesario para provocar un comportamiento de evitacion (Barrot, 2012).

Tabla 1. Modelos de nocicepcion.

Modelo Modalidad  Estimulo Parametro Especie Estandar
Retirada de _ . . . .
cola Térmico T fija Latencia de retiro (s) Rata, ratbn  +++
PI L " Latencia retir I .
a_to Térmico T fija atencia retirada/Salto Rata, ratobn  +++
caliente (s)
Plantar® Térmico T fija Latencia de retiro (s) Rata, ratbn  +++
Plato frio Térmico T fija Conteo (num) Rata, ratdbn  +/-
L, n num racion
Prueba de _ Aplicacion Conteo (nu )ody aclo .
Térmico (s) de comportamiento Rata, ratbn  +
Acetona en gota . .
nociceptivo
Plato
. _ n mbral ,
caliente Térmico Rampade T Conteo y umbral de Rata, raton  +
o respuesta (T)
dinamico
Plato frio - Conteo y umbral de .
. Térmico Rampade T y Rata, ratbn  +/-
dindmico respuesta (T)
- Presion fija . .
Von Frey Mecanico P I Umbral de retirada (g) Rata, raton  +++
mdltiple
Randall- . R i
a . da Mecanico ampfa de Umbr.al d.e' retirada (g) o Rata ot
Selitto presion vocalizacion
Prueba de . Inyeccion de .
. Quimico y Conteo (hum) Rata, ratbn  +++
formalina pata
Rampa de .
. . . . Umbral de retirada (uA) o
Jump-flinch  Eléctrico intensidad N ! (1A) Rata +
s vocalizacién
eléctrica

+++, Clasico, modelo estandarizado; ++, prueba reciente; +, pruebas con algunas dificultades

técnicas; +/—-, procedimientos delicados; s, segundos; nhum, nimero; T, temperatura; g, gramos.

Los estimulos eléctricos son cuantificables, reproducibles, no invasivos y producen

sefales aferentes sincronizadas. Estos estimulos tienen muchas desventajas,
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para empezar, no es un estimulo natural, el animal no lo encontraria en la
naturaleza, pero permite estudiar los comportamientos de evitacion o
condicionamiento al miedo. Algunas respuestas que se observan al utilizar
estimulacién eléctrica son vocalizacidn, estremecimiento o respuesta de escape
(Barrot, 2012; Le Bars et al., 2002).

Los modelos que involucran temperatura son utilizados como un estimulo de dolor
agudo con respuestas entre 5 y 10 s, la temperatura normalmente puede ser
controlada y medida. Una ventaja es que los receptores involucrados en este
proceso son mas selectivos y por lo tanto indican un mecanismo nociceptivo mas
certero. El estimulo puede detenerse automaticamente una vez que se haya
obtenido una respuesta del roedor para evitar o limitar el riesgo de quemaduras, a
pesar de que estas pruebas permiten repeticiones, también puede haber
variaciones por estrés en el animal. Por otro lado, los estimulos mecanicos se
clasifican en relaciéon con la intensidad o duracién del estimulo que genera
respuesta desde vocalizaciones a conductas motoras complejas y la prueba debe
ser suspendida tan pronto se obtiene una respuesta (Bannon & Malmberg, 2007;
Barrot, 2012; Le Bars et al., 2002).

Finalmente, los estimulos quimicos requieren de un agente irritante que produzca
la nocicepcion y permita la evaluacion preclinica, es el procedimiento mas
utilizado. Los comportamientos producidos en estas pruebas son variados, bien
identificados y pueden ser distinguidos muy claramente, permitiendo un conteo del
comportamiento. Esta clase de estimulos pueden simular correctamente el dolor

en naturaleza ademas de los dolores viscerales (Le Bars et al., 2002).
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2. JUSTIFICACION

La herbolaria en México ofrece humerosos recursos vegetales para el tratamiento
del dolor. En la Tabla 2 (Moreno Pérez et al., 2020) se indican algunos ejemplos de
estas especies que son valoradas por un sector grande de la poblacion, en
particular por la escases de recursos o por el alto costo de algunos medicamentos.
Sin embargo, no existe informacion alguna acerca de la eficacia preclinica, y mucho
menos clinica, asi como la seguridad y calidad de estas plantas. Este es el caso del

mirto.

Tabla 2. Algunas plantas utilizadas en México para el alivio del dolor.

Nombre comun Nombre cientifico Tipo de dolor Preparacion
Taraxacum officinale F. H. Wigg.

Diente de le6n Rifiones, muscular Ingeridas e infusion
(Asteraceae)
Sphaeralcea angustifolia (cav.) G. Don

Té negro Estomacal Infusion
(Malvaceae)

Muicle Justicia spicigera Schltdl. (Acanthaceae) Estomacal, menstrual Decoccion

Orégano Petroselinum crispum (Mill.) Fuss (Apiaceae) Infusion Estomacal

. . . . . Muelas, reumético, Masticado, jugo,
Perejil Petroselinum crispum (Mill.) Fuss (Apiaceae) . - 119
estomacal infusion

Mirto Salvia microphylla Kunth (Lamiaceae) Estomacal, menstrual  Infusion

Cempasuchil Tagetes erecta L. (Asteraceae) Estomacal Decoccion

Sabila Aloe vera (L.) Burm. F. (Asphodelaceae) Muscular, reumatico Cataplasma

En este contexto surge la presente investigacion, que pretende contribuir al uso
racional de los recursos vegetales medicinales de México, en este caso de S.
microphylla mediante el establecimiento de algunos parametros de eficacia y
calidad. Ademas, esta especie tiene la ventaja de que crece con facilidad y no se
encuentra en peligro de extincion, por lo que su uso como fitofarmaco es

prometedor.
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3. HIPOTESIS

Los antecedentes etnofarmacologicos de la especie Salvia microphylla, asi como
consideraciones de tipo quimiotaxonémicas permiten suponer que:

El extracto acuoso de Salvia microphylla preparado por infusibn posee
propiedades antinociceptivas debido a la presencia de compuestos abundantes
con propiedades farmacolégicas.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Determinar la eficacia preclinica de extractos de Salvia microphylla como agente
antinociceptivo utilizando diferentes modelos animales e iniciar su analisis y
pruebas de identidad de la droga cruda para definir la naturaleza de los principios
activos.

4.2. Objetivos particulares

e Determinar el potencial antinociceptivo del preparado tradicional y del aceite
esencial de S. microphylla, utilizando las pruebas de formalina y
estiramiento abdominal en ratones, para establecer la eficacia preclinica de
la especie.

e Establecer el perfil cromatogréafico de la infusién de S. microphylla mediante
cromatografia de liquidos para contribuir al desarrollo de los parametros de
identidad de la especie.

e Establecer la composicion quimica de la infusion de S. microphylla
mediante procedimientos fitoquimicos y de identificacidbn convencionales.

e Establecer el volatiloma de la planta mediante el andlisis por CG-EM del
aceite esencial obtenido por hidrodestilacion y de aquellos productos
presentes en el espacio de cabeza luego de una microextraccion en fase
sélida con el propdsito de contribuir al establecimiento de las pruebas de
identidad de la planta.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.1. Material vegetal

Las partes aéreas (tallo, hoja y flor) de Salvia microphylla fueron recolectadas en
el municipio Santiago Suchilquitongo, Etla, Oaxaca, en mayo de 2019. Un
segundo lote fue recolectado en Ixtlan de Juérez, Oaxaca, en junio de 2021. Una
muestra del material vegetal de cada lote fue depositada en el Herbario Nacional
(MEXU) Instituto de Biologia, UNAM, con numero de identificacion 1512111 y
1524729, respectivamente. El material vegetal se sec6é a temperatura ambiente y
al aire libre, posteriormente se pulverizé en un molino de cuchillas Thomas Wiley
Modelo 4.

5.2. Preparacion del extracto acuoso (EA)

El extracto acuoso se prepardé mediante la técnica de infusion utilizando 10 g de
material vegetal (partes aéreas secas y molidas) y 250 mL de agua destilada en
ebullicion. La mezcla planta-agua se dej6 reposar durante 30 min y al cabo de ese
tiempo se filtr6 el extracto. El extracto acuoso total se concentr6 a sequedad
utilizando un rotaevaporador (BUCHI R-II-HB) adaptado a una bomba de vacio
(BUCHI V-710). El proceso se repitid cuantas veces fue necesario hasta obtener

20 g de extracto seco (13.37% de rendimiento).

5.3. Obtencion del aceite esencial (EO)

El aceite esencial se prepar6 por hidrodestilacién utilizando un aparato tipo
Clevenger modificado. Para ello, se colocaron 100 g de las partes aéreas, secas y
molidas del vegetal en 1 L de agua destilada. Luego de recuperar 450 mL del
destilado se realizdé un reparto con 300 mL de diclorometano (por triplicado). La
fase orgénica resultante se seco sobre Na2SO4 anhidro y se concentro al vacio
para obtener un aceite color amarillo con un rendimiento de 302.2 mg (0.30 %
m/m). El aceite esencial se sometid6 a un analisis de CG-EM con el método

descrito en el apartado 5.5.2.
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5.4Ensayos bioldgicos
5.4.1. Animales

Se utilizaron ratones Swiss Webster (25-30 g de peso) del Instituto Nacional de
Psiquiatria “Ramon de la Fuente Mufiz” (INPRFM). Los animales se mantuvieron
en un laboratorio de temperatura controlada (22 + 1°C) en ciclos de luz y
oscuridad de 12 h. La alimentacion de los animales fue ad libitum con comida
estandar (Rodent diet 5001, Lab Diet USA) y agua. Los experimentos se llevaron
a cabo siguiendo las especificaciones del comité de ética e investigacion del
INPRFM con el proyecto aprobado NC-123280.0.

En ambos modelos animales utilizados (estiramiento abdominal y prueba de
formalina, se utiliz6 como control positivo tramadol (TR), un eficaz analgésico con
un mecanismo de inhibicién de la recaptura de la serotonina y noradrenalina,
ademas de actuar via mecanismo opioide, principalmente como agonista de los
receptores p (Boora, 2007; Munro, 2009). La naloxona (1 mg/kg, i.p., antagonista
de receptores opioides) se utilizdé para explorar un posible mecanismo de accién
involucrado como parte del sistema de inhibicibn de la nocicepcion. Este
antagonista se administr6 15 min antes del vehiculo o tratamiento. Este

mecanismo se evalué en ambos modelos de dolor.

5.4.2. Prueba de estiramiento abdominal

Para inducir las contracciones abdominales caracteristicas de este modelo se
administré acido acético al 1% (0.1 mL/10 g, i.p.), las cuales consistieron en
extension exagerada del abdomen combinada con el estiramiento de las
extremidades posteriores. El agente algogénico se administré 30 min después de
recibir el tratamiento e inmediatamente se registré el comportamiento nociceptivo.
El conteo de la conducta nociceptiva se realizé en periodos de 5 min (0-5, 5-10,
10-15, 15-20, 20-25 y 25-30 min).

Los ensayos se llevaron a cabo en ocho grupos experimentales con al menos seis

animales cada uno. Los grupos fueron los siguientes:
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1) Vehiculo (Solucién salina).
2-4)  Extracto acuoso en dosis independientes (EA, 30, 100 y 300 mg/kg, s.c.).

5) Extracto acuoso en administracion intraperitoneal (i.p.) (30 mg/kg).

6) Farmaco antinociceptivo de referencia, tramadol i.p. (TR, 30 mg/kg).

7) Antagonista de opioides enddgenos, naloxona i.p. (1 mg/kg).

8) Naloxona i.p. combinada con el extracto acuoso s.c. (1 mg/kg, 100
mag/kg).

5.4.3. Prueba de formalina

Treinta min después de la administracion (i.p.) del tratamiento se administro
formalina al 1% (20 pL) subplantar como agente algogénico. Posteriormente, los
ratones fueron colocados individualmente en cilindros de vidrio con espejos para el
conteo de la respuesta. Dos comportamientos diferentes fueron considerados: el
namero de sacudidas y tiempo invertido en la lamida de la pata administrada. La
actividad nociceptiva se midié en dos periodos: la fase temprana considerada
desde los 0 a 5 min (fase neurogénica) y la fase tardia desde los 5 a los 30 min
(fase inflamatoria) después de administrar el agente algégeno formalina.

Los tratamientos administrados consisten en el extracto acuoso (EA, 30, 100 y 300
mg/kg, i.p.), aceite esencial (EO, 10, 30 y 100 mg/kg, i.p.), y acido rosmarinico
(AR, 30 y 100 mg/kg, i.p.). EA (100 mg/kg, i.p.) también se administré en presencia
del antagonista naloxona (1 mg/kg, s.c.).

5.4.4. Andlisis estadistico

Los resultados son expresados como la media + error estandar de la media
(EEM). EI &rea bajo la curva (ABC) fue calculado a partir de las curvas de curso
temporal utilizando el método de los trapecios. En cada uno de los modelos
analizados se realizé el analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de la
prueba de Dunnet. Para la comparacién de grupos especificos se realiz6 la prueba
t de student no pareada. p<0.05 es considerado estadisticamente significativo. El

analisis estadistico se llevo a cabo en el programa GraphPad Prism (v 8.0).
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5.5. Procedimientos generales
5.5.1. Caracterizacion de compuestos aislados

La caracterizacion estructural de los metabolitos aislados se realiz6 mediante la
aplicacion de métodos espectroscopicos y espectrométricos. Los espectros de
infrarrojo (IR) se obtuvieron por la técnica de reflectancia (FTIR-ATR9 en un
espectrometro FTIR/FIR Spectrum 400. (Perkin Elmer, Waltham, MA, EU). Las
mediciones UV se realizaron con un espectrofotometro UV-vis Perkin-Elmer
Lambda 2.

Los espectros de RMN se realizaron en un equipo JEOL ECA-500 (RMN-'H 600
MHz y RMN-3C 151 MHz) empleando como disolvente CHs;OH-ds. Los espectros
de masas de alta resolucion fueron obtenidos en espectrometros Thermo LTQ

Orbitrap XL (Waltham, MA, EUA) en modo positivo o negativo.

5.5.2. Andlisis cromatograficos

La cromatografia en capa fina (CCF) se realizé en placas de aluminio de 0.25 mm
de grosor recubiertas de gel de silice (60 Fzs4, malla 3-5 mm, ASTM) de varias
dimensiones utilizando diferentes sistemas de elucion segun el caso. Como
agente revelador se utilizé una solucién de sulfato cérico amoniacal en H2SO4 y
posterior calentamiento a 110 °C por un minuto aproximadamente. Las placas
también se visualizaron con una lampara de luz UV (A 254 y 356 nm). La CCF
preparativa se realiz6 en placas de vidrio de 20x20 cm de 1 mm de grosor
recubiertas con gel de silice. La Cromatografia en Columna Abierta (CCA) se llevo
a cabo en columnas de vidrio de diferentes dimensiones empacadas con
Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich-Fluka, MO, EUA) y con mezclas de elucién de

metanol y acetona en diferentes proporciones.

La cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) se realiz6 en un equipo Waters
con bomba cuaternaria, detector de arreglo de fotodiodos (PDA, por sus siglas en
inglés) y un detector de dispersion de luz evaporativo (ELSD, por sus siglas en

inglés), acoplado con un inyector automatico y recolector de fracciones, con una
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columna XBridge Shield RP18 5 uym. El control del equipo, la adquisicion y el

procesamiento de datos se realizo con el programa Empower version 3.0 (Waters).

Para determinar el perfil cromatografico del extracto acuoso se utiliz6 un
cromatdgrafo Agilent Technologies 1200 equipado con un detector de triple
cuadrupolo (QqQ) LC/MS 6410 y con ionizacién electrospray. La determinacion del
perfil cromatografico se realiz6 en una columna ZORBAX Extend-C18 con un

tamafo de particula 5 pm, diametro interno 4.6 mm y 150 mm de longitud.

Los analisis por CG-EM se realizaron en un cromatégrafo de gases Agilent serie
6890N equipado con un detector de espectrometro de masas de tiempo de vuelo
LECO PEGASUS Ill (MS-TOF; Agilent Technology, Palo Alto, California, EE. UU.),
utilizando una Columna capilar de 5% difenil-95% dimetilpolisiloxano (DB-5) (20 m
x 0.18 mm x 0.18 um de espesor de pelicula) (Agilent J&W Scientific, Palo Alto,
California, EE. UU.). Las condiciones de CG-MS fueron: flujo del gas portador
(He): 1,0 mL/min; split 20:1; volumen de inyeccion: 1,0 uL; inyector y temperatura
de la linea de transferencia de MS: 300 y 250 °C, respectivamente. La rampa de
temperatura del horno: 40 °C mantenida durante 3 min, con aumentos de
20°C/min hasta alcanzar 300 °C donde se mantiene durante 15 min,
isotérmicamente. Modo de ionizacion: impacto electronico a 70 eV; escaneo de
rango de masa: 33-500 m/z. La identificacion de los componentes se llevo a cabo
mediante la inyeccidn conjunta de la muestra con una soluciéon que contiene la
serie homéloga de n-alcanos (C7—C30) para establecer los indices de retenciéon
(indices de Kovats). Para la identificacién de los compuestos se compararon los
patrones de fragmentacion e indices de retencidn reportados en la base de datos
del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST, por sus siglas en inglés)
(NIST Standard Reference Data, 2021).

5.6. Estudios quimicos de la especie Salvia microphylla Kunth.
5.6.1. Fraccionamiento y analisis del extracto acuoso

El extracto acuoso de S. microphylla (EA, 5.52 g) se resuspendié en MeOH y la
fraccion soluble se sometio a un fraccionamiento primario por medio de una CCA
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en Sephadex LH-20 (volumen de lecho de 400 mL) usando como fase movil
MeOH. Se obtuvieron 9 fracciones primarias (Fi-F9) que fueron reunidas por
similitud cromatografica. La fraccion Fs (578.7 mg) fue sometida nuevamente a
CCA con Sephadex LH-20 (acetona:MeOH, 3:7) para generar cinco fracciones
secundarias (Fs1 - Fss). La fraccidn Fs4 se sometié a un tercer fraccionamiento
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) utilizando las condiciones
que se indican en el Esquema 1. Este proceso generd los compuestos 28 (2.4
mg), 29 (9.8 mg), 30 (3.8 mg) y 31 (11 mg). El procedimiento general se muestra
en el Esquema 1.

[ Extracto acuoso de S.microphylla J

1. 30 min, dHzO
2. Filtrar

Residuo
organico
CCA, Sephadex LH-20 (MeOH)
l A \J Y A Y \

o
L) =) =) ) =) ) 7 =] 2

CCA, Sephadex LH-20
(MeOH:Acetona, 7:3)

o b

F8-1 ‘ F8-2 ’ ‘ F8-3 ’ F8-4 ’ {FB-EJ

CLAE: XBridge Shield RP18 5 um
80A:20C --> 100C.

A: 0.1% Acido férmico

C: Metanol

EIREIRERREY

Esquema 1. Aislamiento de compuestos mayoritarios del extracto acuoso.

Acido 3-cafeoilquinico (28): Sélido blanco; IR (FT-IR) vmax 3314.86, 1684.06,
1598.95, 1113.65 cm™?; UV Amax 204.45, 215.16, 327.57; ESI-MS m/z 353.0887
[M-H]= RMN-1H (600 MHz, CHzOH-d4) 81 (ppm) 7.59 (d, J = 15.9 Hz, H-8'), 7.06 (d,
J = 2.1 Hz, H-2'), 6.95 (dd, J = 8.0, 2.1 Hz, H-6'), 6.78 (d, J = 8.0 Hz, H-5"), 6.32 (d,
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J = 15.9 Hz, H-8), 5.38 (d.a., J = 3.9 Hz, H-3), 4.13 (dt, J = 8.2, 4.4 Hz, H-5), 3.69
(dd, J = 8.2, 3.9 Hz, H-4), 2.19 — 2.13 (m, H-6), 2.00 — 1.95 (m, H-2); RMN-13C
(151 MHz, CH3OH-da) 8c (ppm) 178.2 (C-7), 169.4 (C-9’), 149.9 (C-4’), 147.3 (C-
3'), 147.2 (C-7’), 128.4 (C-1"), 123.3 (C-6"), 116.9 (C-5"), 116.2 (C-8), 115.6 (C-2),
76.0 (C-1), 74.9 (C-4), 73.3 (C-3), 69.1 (C-5), 41.4 (C-2), 37.2 (C-6).

Acido 4-cafeoilquinico (29): Sélido blanco; IR (FT-IR) vmax 3329.96, 1692.15,
1598.15, 1116.36 cm™?; UV Amax 204.45, 215.16, 327.57; ESI-MS m/z 353.0887
[M-H]= RMN-H (600 MHz, CH3OH-d4) 81 (ppm) 7.65 (d, J = 15.9 Hz, H-7’), 7.08 (d,
J=2.1Hz, H-2), 6.98 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, H-6"), 6.79 (d, J = 8.2 Hz, H-5'), 6.38 (d,
J =15.9 Hz, H-8'), 4.82 (dd, J = 9.3, 3.0 Hz, H-4), 4.33 — 4.25 (m, H-5), 2.24 — 1.99
(m, H-2).; RMN-13C (151 MHz, CH3OH-da) ¢ (ppm) 176.9 (C-7), 168.4 (C-9'),
148.9 (C-4’), 146.5 (C-3"), 146.2 (C-7’), 127.2 (C-1’), 122.3 (C-6’), 115.8 (C-5'),
115.1 (C-8'), 114.7 (C-2’), 78.6 (C-4), 76.1 (C-1), 69.0 (C-3), 65.0 (C-5), 42.1 (C-2),
37.8 (C-6).

Acido 5-cafeoilquinico (30): Sélido blanco; IR (FT-IR) vmax 3315.82, 1696.01,
1598.83, 1176.07, 1115.58 cm™; UV Amax 204.86, 300.19, 327.71; ESI-MS m/z
353.089 [M-H]= RMN-'H (600 MHz, CH3OH-d4) dn (ppm) 7.57 (d, J = 15.9 Hz, H-
7’), 7.06 (d, J = 2.1 Hz, H-2), 6.97 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, H-6’), 6.79 (d, J = 8.2 Hz,
H-5), 6.28 (d, J = 15.9 Hz, H-8’), 5.36 (dt, J = 8.6, 4.6 Hz, H-5), 4.18 (s.a., H-3),
3.73 (dd, J = 8.6, 3.1 Hz, H-4), 2.25 — 2.18 (m, H-6), 2.11 — 2.07 (m H-2); RMN-13C
(151 MHz, CH3OH-d4) 8¢ (ppm) 177.4 (C-7), 168.9 (C-9’), 149.7 (C-4’), 147.2 (C-
3"), 147.0 (C-7’), 128.0 (C-1’), 123.1 (C-6’), 116.6 (C-5’), 115.5 (C-8), 115.3 (C-2)),
72.2 (C-5), 71.8 (C-1), 71.7 (C-4), 73.9 (C-3), 39.2 (C-2), 38.4 (C-6).

Acido rosmarinico (31): Sélido blanco; IR (FT-IR) vmax 3310.89, 1598.86, 1153.58
cm™; UV Amax 203.58, 289.79, 328.57; ESI-MS m/z  359.079 [M-H]= RMN-'H (600
MHz, CH3OH-da) 81 (ppm) 7.56 (d, J=15.9 Hz, H-7), 7.05 (d, J=2.1 Hz, H-2), 6.96
(dd, J=8.2, 2.1 Hz, H-6), 6.79 (d, J=8.2 Hz, H-5), 6.77 (d, J=2.1, H-2'), 6.71 (d,
J=8.1 Hz, H-5), 6.63 (dd, J=8.1, 2.1, H-6"), 6.28 (d, J=15.9 Hz, H-8), 5.19 (dd,
J=8.4, 4.2 Hz, H-8'), 3.11 (dd, J=14.3, 4.2 Hz, H-7’a), 3.01 (dd, J=14.3, 8.4 Hz, H-
7’b).
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5.6.1.1. Obtencion de fraccién orgénica de la infusion

La fraccion organica de la infusion (ver apartado 5.2.) se obtuvo mediante el
método de reparto. La infusion se coloc6 en un embudo de separacion y se
agregaron 200 mL de AcOEt. El embudo se agit6 vigorosamente y se dejo reposar
hasta la separacién de las dos fases, el procedimiento se llevé a cabo por
triplicado. La fraccion organica se recuperé en un matraz, se filtr6 sobre Na2SO4
anhidro y se concentré al vacio en un rotaevaporador. El rendimiento de la
fraccion fue de 47.2 mg (0.47% con base en el peso del material seco), este

proceso se repitid hasta obtener 1.2 g de la fraccidn orgénica.

5.6.1.2. Aislamiento de metabolitos secundarios de la fraccién

organica.

La fraccion orgénica fue resuspendida en MeOH y se fraccion6 por medio de una
CCA sobre Sephadex LH-20 (volumen de lecho de 400 mL); MeOH se usé como
fase movil. Al cabo de la elucién se obtuvieron 12 fracciones (FO1-FO12). FOg (34
mg) y FO1o0 (34.9 mg) se sometieron a un segundo fraccionamiento en CCA sobre
Sephadex LH-20 (acetona:MeOH, 1:1) para generar cuatro y tres fracciones,
respectivamente. De la fraccion FOio-2 (15 mg) se obtuvieron, mediante CCF
preparativa (CHCIs: MeOH, 95:5), 7 mg de hesperetina (32). Las fracciones FOg.4 y
FO10-3 se combinaron (12 mg) y la fraccion resultante se sometié a un proceso de
separacion por CLAE; como resultado se obtuvieron 3 mg de orientina (33) y 5 mg
de una mezcla de hiperdsido (34) e isoquercitrina (35). Los procedimientos recién

descritos se resumen en el Esquema 2.
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[ Extracto acuoso de S.microphylla ]

Fraccion
acuosa

200 mL AcOEt (x3)

Fraccion
organica

CCA, Sephadex LH-20 (MeOH)

FO1-8 FO9 FO10 FO11-12
—
CCA, Sephadex LH-20 CCA, Sephadex LH-20
(MeOH:Axcetona, 1:1) (MeQOH:Acetona, 1:1)
l \ A\
[FOQ-l] FOS‘-Z] [FOQ-3] [F09-4] [F010—3] [F010—2] [FOlO—l]
CLAE: XBridge Shield RP18 5 um CCF, CHCI3:MeOH (95:5)
80A:20C --> 30A:70C.
A: 0.1% Acido férmico L ] l v

EIREIRENIED

Esquema 2. Aislamiento de metabolitos secundarios de la fraccidn organica del extracto acuoso.

Hesperetina (32): Sélido blanco; IR (FT-IR) vmax 3268.69, 1588.29, 1271.28 cm'%;
UV Amax 203.74, 286.65; ESI-MS m/z  301.0725 [M-H]= RMN-H (600 MHz,
CH3OH-d4) 81 (ppm) 6.91 (d, J = 2.1 Hz, H-2"), 6.90 (d, J = 8.2 Hz, H-5), 6.87 (dd, J =
8.2, 2.1 Hz, H-6"), 5.86 (d, J = 2.1 Hz, H-8), 5.83 (d, J = 2.1 Hz, H-6), 5.27 (dd, J = 12.6,
3.1 Hz, H-2), 3.82 (s, OCHs), 3.02 (dd, J = 17.1, 12.6 Hz, H-3a), 2.67 (dd, J = 17.1, 3.1 Hz,
H-3b); RMN-13C (151 MHz, CH3zOH-d4) 8¢ (ppm) 197.2 (C-4), 168.7 (C-7), 165.1 (C-
5), 164.4 (C-9), 149.1 (C-4’), 147.5 (C-3’), 132.9 (C-1’), 118.7 (C-6’), 114.2 (C-2)),
112.3 (C-5), 103.3 (C-10), 96.9 (C-6), 96.1 (C-8), 79.9 (C-2), 56.1 (OCHs), 43.8
(C-3).

Orientina (33): Sélido amarillo; ESI-MS m/z 447.0943 [M-H] ~. RMN-!H (600 MHz,
CH3OH-d4) 81 (ppm) 7.54 (s.a., H-2), 7.50 (d, J = 8.4 Hz, H-6), 7.40 (s.a., H-5),
6.52 (s, H-3), 6.26 (s, H-6), 4.98 (d, J = 9.9 Hz, H-1"), 4.12 (t, J = 9.4 Hz, H-2"),
3.98 (d, J = 12.1 Hz, H-6"a), 3.85 (dd, J = 12.2, 5.8 Hz, H-6"b), 3.69 (t, J = 9.4 Hz,
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H-4”), 3.53 (d, J = 9.1 Hz, H-3"), 3.47 (M, H-5”). RMN-13C (151 MHz, CHsOH-
ds) 5c (ppm) 184.6 (C-4), 167.1 (C-2), 165.1 (C-7), 163.0 (C-5), 158.5 (C-9), 150.1
(c-4'), 147.5 (C-3), 124.4 (C-1'), 121.3 (C-6’), 115.3 (C-2'), 114.6 (C-5), 105.5 (C-
8), 104.4 (C-10), 104.0 (C-3), 99.8 (C-6), 83.3 (C-5"), 80.7 (C-3"), 75.7 (C-1"), 73.3
(C-2"), 72.7 (C-4”), 63.6 (C-6").

Mezcla de (34 y 35): Solido amarillo; IR (FT-IR) vmax 3234.00, 1598.79, 197.01
cm™; UV Amax 205.29, 255.83, 356.50; ESI-MS m/z 463.0893 [M-H]~. RMN-'H (600
MHz, CH3OH-d4) 61 (ppm) 7.82 (d, J = 2.2 Hz, H-2""), 7.69 (d, J = 2.2 Hz, H-2)),
7.56 (dd a., H-6’, H-6""), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, H-5""), 6.84 (d, J = 8.4 Hz, H-5’), 6.36
(s.a., J =, H-8, H-8”), 6.17 (s.a., H-6, H-6"), 5.23 (d, J = 7.2 Hz, H-1""),5.14 (d, J =
7.8 Hz, H-1"""), 3.83 (d.a., J = 3.0 Hz, H-4"""), 3.80 (dd, J = 9.7, 7.8 Hz, H-2"""),
3.70 (dd, J =11.8, 2.4 Hz, H-6a""), 3.62 (dd, J = 11.2, 6.0 Hz, H-6a™""), 3.52 — 3.57
(m, H-3"”, 6b™”, 6a””), 3.48 — 3.45 (m, H-2"", H-5"""), 3.41 (t, J = 9.0 Hz, H-3""),
3.33 (t, J = 9.2 Hz, H-4""), 3.21 (ddd, J = 9.0, 6.0, 2.4 Hz, H-5""); RMN-13C (151
MHz, CH3OH-d4) 6c (ppm) 179.5 (C-4, C-4”), 166.1 (C-7, C-7"), 163.0 (C-5, C-5”),
159.0 (C-2), 158.8 (C-2”), 158.4 (C-9, C-97), 149.9 (C-4’), 149.8 (C-4’’), 145.9 (C-
3’), 145.8 (C-3"), 135.8 (C-3), 135.6 (C-3”), 123.2 (C-6’), 123.1 (C-6""), 122.9 (C-
1, C-1"), 117.8 (C-2"), 117.6 (C-2"), 116.1 (C-5™"), 116.0 (C-5), 105.7 (C-10, C-
10”), 105.6 (C-10), 105.4 (C-1"""), 99.9 (C-6, C-6”), 94.7 (C-8, C-8”), 78.4 (C-5""),
78.1 (C-3"), 77.2 (C-5""), 75.7 (C-2""), 75.1 (C-4"), 73.2 (C-2""), 71.2 (C-4""),
70.0 (C-3"7"), 62.5 (C-6""), 61.9 (C-6""").

5.7. Analisis de compuestos volatiles

5.7.1. Andlisis e identificacibn de compuestos volatiles mediante micro
extraccion en fase sélida con espacio de cabeza (MEFS-EC)

La obtencion de los compuestos volatiles se efectué también mediante la técnica
de microextraccion en fase soélida con espacio de cabeza (MEFS-EC). Para ello,
en un vial sellado herméticamente con un tapon de polipropileno PTFE/recubierto
con un septo de silicona de 30 mL se colocaron 100 mg de S. microphylla seca y
molida, 50 mg de cloruro de sodio y 15 mL de agua grado HPLC. Las condiciones
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experimentales para la extraccion fueron una temperatura de 60°C y un tiempo de
extraccion de 15 min con agitacién de 450 rpm. En el procedimiento se utilizaron
cuatro fibras de MEFS (Supelco Technology, St. Louis, Mo., EE. UU.): una fibra de
polidimetilsiioxano (PDMS; 100 um. Fibra roja), una fibra de
polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB; 65 um. Fibra azul), una fibra de
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/Carboxen/PDMS; 50/30 pm.
Fibra gris) y una fibra de carboxeno/polidimetilsiloxano (Carboxen/PDMS; 75 um.
Fibra negra). Todas las fibras se expusieron en el espacio de cabeza (EC) con el
objetivo de adsorber los compuestos volatiles. El acondicionamiento de las fibras
antes del andlisis de CG-EM se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las proporciones relativas de los componentes individuales presentes
se calcularon con base en las areas de cada uno de los picos en el cromatograma
de iones totales (CIT) y se reportan como porcentaje de la suma de todas las
areas de los picos presentes en el cromatograma ionico. Todas las muestras se
analizaron por triplicado. Los compuestos fueron identificados por comparacion de
sus indices de retencion y de los espectros de masas generados con los
reportados en la base de datos del National Institute of Standards and Technology
(NIST).

42



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Evaluacién del efecto antinociceptivo del preparado tradicional de S.

microphylla
6.1.1. Prueba de estiramiento abdominal

El modelo de estiramiento abdominal es una herramienta para la deteccion de
agentes analgésicos o antiinflamatorios. Esta prueba consiste en la induccién de
dolor periférico al administrar un agente irritante como el acido acético (Dzoyem
et al., 2017). Este tipo de modelo tiene la ventaja de estimar el dolor visceral y/o
abdominal que no es facilmente localizado y que se puede difundir del lugar de
origen (Yam et al., 2020). En la Figura 4 y 5 se puede observar que, al administrar
subcutaneamente el extracto acuoso a los roedores a las dosis de 30, 100, y 300
mg/kg hay una respuesta antinociceptiva significativa (p<0.05) respecto al control.
La dosis de 30 mg/kg se administr6 también por via intraperitoneal, y la respuesta
fue significativamente mejor respecto al vehiculo y comparable al del control

positivo tramadol (30 mg/kg, i.p.).

Con el objetivo de estimar la participacion de los receptores a opioides enddgenos
como posible mecanismo de accion del extracto se realiz6 un experimento en
presencia de la naloxona (NX, 1 mg/kg, i.p.) como antagonista de estos receptores
15 min antes del tratamiento con EA (100 mg/kg, s.c). Para comparar el efecto
antinociceptivo de la dosis de 100 mg/kg sola o en combinaciéon de naloxona se
realiz6 una prueba t de student donde no se encuentra diferencia significativa
(p>0.05).

+— 43



Vehiculo (s.s.) EA (30 mg/kg, s.c.)

EA (30 mg/kg, i.p.) EA (300 mg/kg, s.c.)

>
Tramadol (30 mg/kg, i.p.) - EA (100 mg/kg, s.c.)
-
404
-4

3 e

NX1+EA100

NX (1 mg/kg, i.p.)

Nocicepcién (Nimero de estiramientos)

Tiempo (min)

Figura 4. Curso temporal del efecto antinociceptivo del EA en el modelo de estiramiento
abdominal. Extracto Acuoso (EA) y farmaco de referencia Tramadol (TR) en comparacién con el
vehiculo (s.s. 0.9%). Naloxona (1 mg//kg, i.p.) fue ensayada sola y en combinacién con EA (100
mg/kg, s.c.). ANOVA de dos vias seguido por la prueba de Dunnet. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
***%n<0.0001. n=6.
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Figura 5. Efecto antinociceptivo de EA en el modelo de estiramiento abdominal. EA y tramadol
(TR) en comparacion con el vehiculo (VEH, s.s., i.p.). Naloxona (NX, 1 mg/kg, i.p.) se ensay6 sola 'y
en combinacién con EA (100 mg/kg, s.c.). ANOVA de una via seguido de prueba de Dunnet:
comparacion contra el vehiculo. t de student no pareada: comparacion entre grupos EA (100
mg/kg, s.c.) en presencia o ausencia de NX (1 mg/kg, i.p.). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,

#r44p<0.0001. N=6.
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6.1.2. Prueba de la formalina

La formalina es un agente quimico que causa dafio tisular y por lo tanto un efecto
nociceptivo en los roedores. El agente algégeno genera conducta estereotipada
como son lamidas y sacudidas de la extremidad afectada (Langford y Mogil, 2008).
La prueba de la formalina en roedores es ampliamente utilizada para la evaluacion
de agentes analgésicos. El modelo de dolor presenta un curso temporal bifasico,
con una fase “temprana” o “aguda” (5-10 min) seguida de un periodo de reposo
(10 min) donde no hay conducta o es minima. Finalmente, se observa una fase
“tardia”, en la cual el animal responde con lamidas o sacudidas. Ambas fases
involucran dos mecanismos diferentes, la “temprana” ocurre por el dano directo
por la estimulacién quimica de los nociceptores (fase neurogénica), mientras que
la fase “tardia” genera sensibilizacién central e inflamacién periférica (Hunskaar y
Hole, 1987; Tjglsen et al., 1992).

El EA de S. microphylla produjo un efecto antinociceptivo con respuesta
dependiente de la dosis en la fase neurogénica que fue significativa (p<0.001) a
partir del tratamiento con 100 mg/kg, y en comparaciéon con el vehiculo en el
comportamiento de lamida (Figura 6A). La respuesta antinociceptiva también se
observd en el comportamiento de sacudidas (Figura 6B) donde hay diferencia
significativa (p<0.01) desde la dosis mas baja (30 mg/kg, i.p.). En este
experimento la respuesta antinociceptiva se redujo en ambas fases. En la fase
inflamatoria (Figuras 6C y 6D) los efectos del EA fueron mas relevantes ya que
todas las dosis disminuyeron drasticamente los comportamientos nociceptivos

(sacudidas) similar al control positivo TR.

A diferencia de la fase neurogénica, cuando se utilizé la NX (1 mg/kg, i.p.) en
conjunto con el EA (100 mg/kg, i.p.) se demostré una participaciéon parcial de los
receptores a opioides enddégenos en la fase inflamatoria de la prueba,
especificamente para el comportamiento de sacudida donde hay diferencia

significativa (p<0.05) (Figura 6D).

En conjunto los resultados obtenidos con ambos modelos de dolor sugieren que el
extracto acuoso de S. microphylla ejerce un efecto antinociceptivo, principalmente

antiinflamatorio.
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El afecto antinociceptivo de EO de S. microphylla se evalué en la prueba de
formalina (Figura 7), donde se ve un claro efecto dosis dependiente en ambas
fases del experimento, siendo la dosis mas alta (100 mg/kg, i.p.) la que muestra
mejores resultados mientras la dosis menor (10 mg/kg, i.p.) no presenta diferencia

estadistica con el vehiculo.

Por otro lado, el acido rosmarinico (AR) aislado del extracto activo fue evaluado en
dos diferentes dosis (30 y 100 mg/kg, i.p.) muestra un buen efecto en ambas fases
(Figura 8), particularmente en el comportamiento de sacudida, que es una
respuesta mas espontanea y que no depende de otros factores (como el caso de
la lamida, que requiere que el animal pose su atencion en la pata afectada)
(Wheeler-Aceto & Cowan, 1991a, 1991b). La dosis de 100 mg/kg (i.p.) fue la que
mostré mejor respuesta. Los resultados de este compuesto aislado permiten
atribuir parcialmente el efecto antinociceptivo del preparado tradicional (Figura 6) a

este compuesto mayoritario.
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Figura 6. Efecto antinociceptivo de EA en la prueba de formalina. EA a diferentes dosis (30, 100,
300 mg/kg, i.p.) y un control positivo (TR, 30 mg/kg i.p.) en comparacién con VEH (s.s., i.p.) y en
presencia de naloxona (NX, 1 mg/kg). Fase neurogénica: (A) comportamiento de lamida y (B)
comportamiento de sacudida. Fase inflamatoria: (C) comportamiento de lamida y (D)
comportamiento de sacudida. ANOVA de una via seguido de prueba de Dunnet: comparacién
contra el vehiculo. t de student no pareada: comparacién entre grupos EA (100 mg/kg, i.p.) en
presencia o ausencia de NX (1 mg/kg, i.p.). *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001. n=6.
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Figura 7. Efecto antinociceptivo de EO en la prueba de formalina. EO a diferentes dosis (10, 30,

100 mg/kg, i.p.) y un control positivo (TR, 30 mg/kg i.p.) en comparacion con VEH (s.s., i.p.). Fase

neurogénica: (A) comportamiento de lamida y (B) comportamiento de sacudida. Fase inflamatoria:

(C) comportamiento de lamida y (D) comportamiento de sacudida. ANOVA de una via seguido de

prueba de Dunnet: comparacién contra el vehiculo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

n=6.
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Figura 8. Efecto antinociceptivo de AR en la prueba de formalina. AR a diferentes dosis (30, 100
mg/kg, i.p.) y un control positivo (TR, 30 mg/kg i.p.) en comparacién con VEH (s.s., i.p.). Fase
neurogénica: (A) comportamiento de lamida y (B) comportamiento de sacudida. Fase inflamatoria:
(C) comportamiento de lamida y (D) comportamiento de sacudida. ANOVA de una via seguido de
prueba de Dunnet: comparacién contra el vehiculo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
n=6.

6.2. Estudio fitoquimico de la especie Salvia microphylla

El estudio quimico de la planta se realiz6 sobre la infusion, considerando que es el

preparado de uso tradicional y que ademas demostréo un efecto antinociceptivo
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importante en los modelos animales. Asi, el andlisis del preparado mediante
diversos métodos cromatograficos permitié el aislamiento de varios compuestos
fendlicos: acidos 3-cafeoilquinico (28), 4-cafeoilquinico (29), 5-cafeoilquinico (30),
y rosmarinico (31). Por otro lado, de la fraccion orgénica de la infusion (obtenida
por un método de reparto con AcCOEt) se obtuvieron cuatro flavonoides:
hesperetina (32), orientina (33) y una mezcla (1:1) de hiperdsido (34) e
isoquercitrina (35). Los productos conocidos se caracterizaron comparando los
datos espectroscopicos generados en el presente estudio con los reportados en
literatura (lwai et al., 2004; Kim et al., 1992; Olivier et al., 2008; Rayyan et al.,
2005; Schmidt et al., 2008; Shen et al., 1993). Las estructuras de los compuestos

aislados se ilustran en la Figura 9.

HO, cooH Q
@\ Cafeoil= = 28: Ri=Cafeoil, R2= Rz=H
RO™ N VoR, OH 29: R1=Rs3=H, R2= Cafeoil
OR, OH 30: R1=R2=H, R3= Cafeoil

Figura 9. Compuestos aislados de S. microphylla.
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En los anexos se resumen los datos espectroscépicos, incluyendo los espectros,

de todos los compuestos aislados.

6.3. Andlisis e identificacién de compuestos volatiles

Los antecedentes etnofarmacoldgicos de la especie S. microphylla indican que se
utiliza principalmente bajo la forma de infusion, pero también se cuenta con
registros de usos en forma de cataplasmas o aromaterapia (Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2009). Estos métodos sugieren la participacion de
los compuestos volatiles en el efecto terapéutico de la planta, por lo que se llevo a

cabo el analisis del volatiloma (compuestos organicos volatiles) de la planta.

El estudio de los volatiles de S. microphylla se realiz6 utilizando la planta seca y
molida mediante MEFS-EC para posterior analisis por CG-EM. Para el proceso de
microextraccion se emplearon cuatro tipos de fibras y asi detectar el mayor
namero posible de compuestos en el espacio de cabeza, con base en la afinidad
de los volatiles con los diferentes recubrimientos de las fibras. Cada fibra esta
recubierta con materiales quimicamente diferentes por lo que su afinidad por los
diferentes compuestos volatiles serd también distinta (Yang et al., 2013). Asi, la
fibra cubierta con polidimetilsiloxano (PDMS; 100 um) tiene mayor afinidad por
compuestos no polares; la de polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB; 65
pm) adsorbe productos de polaridad media; la fibra revestida con divinilbenceno/
carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS; 50/30 um) es afin a una gran
variedad de compuestos; y, por ultimo, la de carboxeno/polidimetilsiloxano
(CAR/PDMS; 75 um) adsorbe mejor a compuestos no polares (Wasielewska et al.,
2013).

En la Figura 10 se observan los cromatogramas de iones totales generados en las
extracciones con cada una de las fibras. En total se logré la identificacion de 32
compuestos volatiles de S. microphylla (Tabla 3), entre los que destaca el B-
cariofileno (21) como compuesto mayoritario en la fibra recubierta con PDMS
(10.7%). También se encontro en una alta proporcion en las fibras recubiertas con
PDMS/DVB y CAR/PDMS (8.5 y 4.9%, respectivamente). Estos resultados se
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encuentran en armonia con los previamente reportados para el aceite esencial de
esta especie (Chouit et al., 2021; Khadhri et al.,, 2022; Lima et al., 2012). El
compuesto y-eudesmol (24) también fue aislado como mayoritario en las fibras
recubiertas con PDMS/DVB y PDMS (14.96 y 8.70% respectivamente), mientras
que su isdmero [B-eudesmol (23) solo fue identificado en la fibra con
DVB/CAR/PDMS (8.33%), en la cual se observo dehidroxi-isocalamendiol (61)
como compuesto mayoritario (9.27%). Asimismo, el producto 61 se encontré en
altas proporciones en las fibras de PDMS y CAR/PDMS (8.49 y 6.04%,

respectivamente).
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Figura 10. Cromatogramas de iones totales obtenido por CG-EM de compuestos volatiles de S.

microphylla obtenidos por el método de MEFS-EC. Cada andlisis se llevé a cabo por triplicado.
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Tabla 3. Compuestos volatiles de S. microphylla identificados por el método de MEFS-EC.

a Composicion (%

No_Compuesto " EEOMSI oveicaR PV - PovisiovEr INEIEEIEN
36 a-pineno 918 0.58 - 0.29 0.81
37 Canfeno 932 5.67 - 0.67 2.24
38 B-Pineno 960 1.68 - 1.29 -
39 B-Thujeno 1011 - - 3.18 3.46
40  Eucaliptol 1013 511 - 3.18 3.46
41  Acetato de Isobornil 1269 4.03 211 4.17 2.27
42  a-Cubebeno 1334 1.54 0.83 1.41 0.82
43 B-Cubebeno 1374 0.93 1.81 0.49 -
44 Gurjuneno 1395 1.09 0.45 1.11 0.87
21 B-Cariofileno 1407 10.70 3.37 8.50 491
45 y-Elemeno 1415 3.34 1.34 4.08 1.89
46  Humuleno 1441 1.70 0.37 0.85 1.54
47 Germacreno D 1450 5.27 0.65 2.90 2.05
48 R-Cupareno 1461 - - - 1.97
49  Cadine-1,4-dieno 1481 4.03 3.67 4.08 3.79
50 4,11-selinadieno 1483 - - 4.16 3.79
51 a-Guaieno 1483 4.03 3.67 4.08 3.79
52 y-Cadineno 1499 1.47 1.17 2.07 1.54
53 d-Cadineno 1507 - 5.35 6.30 6.19
54 Calameneno 1508 6.61 5.35 6.30 6.19
55 a-Calacoreno 1528 - 0.30 0.28 1.14
56 Germacreno B 1534 2.67 2.70 3.69 5.15
57 Diepicedrene-1-oxido 1543 6.72 4.27 - 7.26
58 Oxido de cariofileno 1571 0.54 0.75 0.67 -
59  Guaiol 1583 4.76 6.79 5.70 455
60 Hinesol 1616 - 9.27 7.48 6.53
24 y-Eudesmol 1616 8.70 9.27 14.96 6.04
61 Dihidroxi-isocalamendiol 1617 8.49 9.27 - 6.04
62 B-Vatireneno 1619 - 9.63 - -
23  B-Eudesmol 1638 - 8.33 - -
63 Cadaleno 1658 - - - 3.54
64 Valeranona 1662 2.19 1.77 1.58 3.54

TOTAL 91.84 92.48 93.47 95.40

a [ndice de retencion en columna no polar (DB-5) del compuesto identificado.
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También se obtuvo el aceite esencial de S. microphylla, utilizando el método de
hidrodestilaciéon y se analiz6 por CG-EM. Por este método se identificaron 34
compuestos siendo los mayoritarios el a-eudesmol (22) y guaiol (59), seguidos por
el dihidroxi-isocalamendiol (61), y-eudesmol (24) B-cariofileno (21) y eucaliptol
(40). Los resultados, que se presentan en la Tabla 4, tienen gran congruencia con
los identificados por MEFS-EC. Es importante mencionar que la aplicacién de un
procedimiento MEFS-EC puede acortar los tiempos de evaluacion de la calidad del
material vegetal y porporcionarnos informacién util del volatiloma de la especie.
Este se considera uno de los métodos de preparacion de muestras mas eficientes,
rapidos y amigables con el medio ambiente (Dawidowicz et al., 2016).

El efecto farmacoldgico del aceite esencial puede asociarse a los compuestos
mayoritarios que se muestran en la Tabla 4. Diversos aceites esenciales son
eficaces agentes antinociceptivos, entre ellos el de Peperomia serpens (Sw.)
Loud, rico en a-eudesmol (22), B-cariofileno (21) y humuleno (46), tiene buen
efecto antinociceptivo en las pruebas de estiramiento abdominal y de formalina
(Pinheiro et al., 2011). La esencia de Tagetes lucida Cav. posee un alto contenido
de B-cariofileno (21) y tanto el producto como la esencia fueron activos como
agente antinociceptivo en las pruebas de la formalina y estiramiento abdominal
(Hernandez-Leon et al., 2020). También, la esencia de Croton conduplicatus, rica
en B-cariofileno (21), 6xido de cariofileno (58) y alcanfor (65), fue analizada en las
pruebas de formalina y de placa caliente disminuyendo los efectos nociceptivos
del agente algogénico (De Oliveira Junior etal., 2017). Estos datos permiten
suponer que el efecto del aceite esencial de S. microphylla est4 asociado a los
compuestos mayoritarios a-eudesmol (22), guaiol (59), dihidroxi-isocalamendiol

(61), y-eudesmol (24) B-cariofileno (21) y eucaliptol (40).
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Tabla 4. Compuestos volatiles identificados por CG-EM en aceite esencial de S. microphylla.

Composicion

a

No Compuesto IR (%)
36 | a-pineno 940 0.28
37 | Canfeno 956 0.30
38 B-Pineno 984 0.43
40 | Eucaliptol 1040 4.06
65 | Camfor 1161 0.88
66 | Borneol 1181 1.04
67 | Terpinen-4-ol 1191 0.09
68 | a-Terpineol 1202 0.12
69 | Acetato de bornilo 1300 2.07
42 | a-Cubebeno 1367 0.08
70 | Ylangeno 1394 0.37
71 | a-Copaeno 1398 041
45 | y-Elemeno 1422 0.02
72 | a-Gurjunene 1437 0.53
21 | B-Cariofileno 1449 5.49
73 | Cadina-3,5-dieno 1471 0.44
46 | Humuleno 1483 0.35
74 | cis-Muurola-4(15),5-dieno 1492 1.25
75 | y-Muuroleno 1499 0.31
76 | a-Muuroleno 1504 0.25
77 | Cubebol 1522 3.09
52 | y-Cadineno 1543 1.32
78 | B-Cadineno 1546 1.84
54 | Calameneno 1550 3.07
79 | Elemol 1574 6.64
80 | Octahydro-4,4,8,8-tetramethyl-4a 1588 4.23
59 | Guaiol 1626 14.48
61 | Dihidroxi-isocalamendiol 1642 10.47
24 | y-Eudesmol 1665 8.11
81 Selin-6-en-4a-ol 1675 2.94
23 | B-Eudesmol 1691 15.79
82 | Bulnesol 1700 1.74
64 | Valeranona 1714 3.37
83 | Isocalamenediol 1788 0.44

TOTAL 96.29

a [ndice de retencion en columna no polar (DB-5) del compuesto identificado.

6.4. Perfil cromatografico del extracto acuoso

Con el objetivo de establecer el perfil cromatografico de la infusién de S.
microphylla se utilizé cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de
masas (CLAE- EM) con ionizacion por electroespray (ESI) en modalidad negativa;
esta técnica permite el analisis de matrices con compuestos principalmente
polares, poco volatiles y/o termolabiles, ya sea de forma cuantitativa o cualitativa,
gracias a la obtencion de espectro de masas correspondiente a cada compuesto

separado. Ademas, permite determinar la identidad quimica de la especie de
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estudio. La organizacibn mundial de la salud (OMS) recomienda técnicas
analiticas cromatograficas para control de calidad de las plantas por ser métodos

sensibles, rapidos y confiables (Kumar et al., 2022).

En la Figura 11 se aprecian los compuestos mayoritarios (tr= 3.6, 4.3 y 12.3 min).
Al analizar los espectros de masas correspondientes (Figura 12) se pudieron
identificar los acidos cafeoil-quinicos 28-30 y rosmarinico (31), compuestos que
fueron aislados y caracterizados de la fraccion mas polar del extracto acuoso.
Dado que los &acidos cafeoil-quinicos poseen tr similares, se visualizan como dos
picos mayoritarios (tr= 3.6, 4.3; Ar=8.55, 18.40%) considerando que al tiempo 4.3
min se encuentra una mezcla de acidos. En el tiempo 12.3 min (Ar=15.36%) se
detectd el acido rosmarinico (31) que, al ser el compuesto mayoritario, puede ser
propuesto como marcador principal para el desarrollo de pruebas de calidad de la

especie.

x104 |-ESIBPC(all [-2]D Scan Frag=135.0V U793 .d

28
51 29 31

4.

N 30

5]

' JA&«LLJ\ALAW\A“

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiempo de adquisicion (min)
Figura 11. Perfil cromatografico CLAE-EM del extracto acuoso total con detecciéon ESI (-). Fase
movil: gradiente acido férmico al 0.1% (A)-ACN 100% (B): 0 min, 20% B; 5 min 20% B; 15 min 95%
B; 35 min 95% B; 37 min 20% B Flujo: 0.50 mL/min.
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Figura 12. Espectros de masas (ESI-) de picos mayoritarios del perfil CLAE-EM. (A-B) Acidos

cafeoil-quinicos (C) Acido rosmarinico.

La presencia de los productos 28-31 (Figura 9) en el extracto acuoso de S.
microphylla, podrian explicar parcialmente la respuesta antinociceptiva del
preparado tradicional (Bagdas et al., 2020; Castillejos-Ramirez et al., 2021; Dos
Santos et al., 2010; Ferreira et al., 2006). Reportes previos han demostrado que el
acido rosmarinico (31), compuesto mayoritario de la infusidon, tiene efectos
antiinflamatorios y analgésicos, entre otros (Boonyarikpunchai et al., 2014; Hitl et

+— 57



al., 2021). Investigaciones clinicas de infusiones con un alto contenido de &acido
rosmarinico demostraron la disminucion de dolor en pacientes con osteoartritis
(Connelly et al., 2014; Scholey et al., 2014). Por otro lado, extractos con alto
contenido de acido clorogénico (30) y sus derivados tienen efectos
antinociceptivos en diferentes modelos animales, incluyendo el de la inflamacién
cronica CFA (adyuvante completo de Freund) (Hamann et al., 2019), y las pruebas

de la formalina y retirada de cola (Yonathan et al., 2006).

Es importante sefialar que los flavonoides aislados en el extracto acuoso de S.
microphylla también influyen en su respuesta biolégica. La hesperetina (32), ha
demostrado tener afinidad con receptores p-opioides en estudios in-vitro (Higgs
et al.,, 2013), mientras que la hesperedina induce un efecto antinociceptivo en
modelos in vivo (Loscalzo et al., 2011). Se ha comprobado también que la
hesperetina inhibe la expresiéon de COX-2 in vitro, y por ende genera una actividad
antiinflamatoria (Hirata et al., 2005). Por otro lado, la orientina (33) es un
compuesto bioactivo prometedor frecuentemente encontrado en plantas
medicinales, con efectos antioxidantes, antivirales, antibacterianos,
antiinflamatorios, vasodilatadores, cardioprotectores, neuroprotectores, vy
antinociceptivos (Lam et al., 2016). Asi el compuesto 33 gener6é un efecto
antinociceptivo dosis dependiente en los modelos de estiramiento abdominal y
capsaicina (Da Silva et al., 2010). Mientras que la fraccién organica del extracto
acuoso de Melampodium divaricatum rico en hiperoésido (34) e isoquercitrina (35),
presento actividad antinociceptiva en el modelo de la formalina (Pérez-Vasquez et
al., 2021); estos productos ademas han demostrado actividades anticancerigena,

antiinflamatoria y neuroprotectora (Raza et al., 2017; Wang et al., 2022).
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7. CONCLUSIONES

e La eficacia antinociceptiva del preparado tradicional de S. microphylla se
establecié en las pruebas de la formalina y estiramiento abdominal. El
efecto farmacoldgico demostrado puede estar relacionado con la presencia
en el preparado tradicional de los acidos 3-cafeoil quinico (28), 4-cafeaoll
quinico (29), 5-cafeoil quinico (30) y rosmarinico (31), y los flavonoides
hesperetina (32), orientina (33), hiperdsido (34) e isoquercitrina (35).

e Se establecié la actividad antinociceptiva del compuesto mayoritario del
preparado tradicional, el acido rosmarinico (31), en la prueba de la
formalina. De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion, este

producto participa parcialmente en la actividad del extracto acuoso total.

e La eficacia antinociceptiva del aceite esencial de S. microphylla se
establecié en la prueba de la formalina, actividad que se asocia a priori con
la presencia de a-eudesmol (22), guaiol (59), dihidroxi-isocalamendiol (61),
y-eudesmol (24) B-cariofileno (21) y eucaliptol (40) en el volatiioma de la

planta.

e El perfil cromatografico del extracto acuoso se establecié con la finalidad de
contribuir al desarrollo de pruebas de calidad de S. microphylla. El acido
rosmarinico (31) se propone como marcador quimico para las pruebas de

identidad y composicion de esta especie.

e El andlisis del volatiloma de la especie por MEFS-EC permitié identificar al
B-cariofileno (21), y-eudesmol (24), pB-eudesmol (23) y dehidroxi-
isocalamendiol (61) como los volatiles mas abundantes de la planta. El
analisis por MEFS-EC acoplado al CG-EM sera de utilidad como prueba de

identidad de la droga cruda del mirto.
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8. PERSPECTIVAS

Determinar la eficacia preclinica de los productos mayoritarios del aceite

esencial como agentes antinociceptivos.

Analizar el extracto orgénico total en bUsqueda de otros metabolitos que
puedan influir en la actividad antinociceptiva de Salvia microphylla.

Desarrollar y validar un método cromatografico para el establecimiento de
pruebas de calidad y composicion para contribuir con el uso racional de la

especie.

Generar las monografias tipo OMS y farmacopéica con los resultados
obtenidos en este trabajo y los que se lograr completar en un futuro

cercano.
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Tabla S1. Datos de RMN de 28, 29 y 30 en CHzOH-d4 (*H 600 MHz; 13C 151 MHz).

28 29 30
Posicién S¢c du (J en H2) 8¢ 8u (J en Hz) 8¢ du (J en Hz)
1 76.0 - 76.1 - 71.8 -
414 1.95-2.00, m 42.1 1.99-2.24, m 39.2 2.07-2.11, m
3 73.3 5.38, d** (3.9) 69.0 4.25-4.33, m 73.9 4.18, s*
4 74.9 3.69, dd (8.2, 3.9) 78.6 482, dd (9.3,3.00 717 3.73, dd (8.6, 3.1)
5 69.1 4.13,dt (8.2, 4.4) 65.0 4.25-4.33, m 72.2 5.36, dt (8.6,4.6)
6 37.2 2.13-2.19, m 37.8 1.99-2.24, m 38.4 2.18-2.25, m
7 178.2 - 176.9 - 177.4 -
1 128.4 - 127.2 - 128.0 -
2 115.6 7.06,d (2.1) 114.5 7.08,d (2.1) 115.3 7.06,d (2.1)
3 147.3 - 146.5 - 147.2 -
4 149.9 - 148.9 - 149.7 -
5’ 116.9 6.78, d (8.0) 115.8 6.79, d (8.2) 116.6 6.79, d (8.2)
6 123.3  6.95,dd (8.0, 2.1) 1223 6.98,dd(8.2,2.1) 123.1  6.97,dd (8.2, 2.1)
7 147.2 7.59, d (15.9) 146.2 7.65, d (15.9) 147.0 7.57, d (15.9)
8’ 116.2 6.32, d (15.9) 114.7 6.38, d (15.9) 115.5 6.28, d (15.9)
9 169.40 - 168.4 - 168.9 -

*singulete ancho
**doblete ancho

Tabla S2. Datos de RMN de 31 en CH3OH-ds (*H 600 MHz; 13C 151 MHz).

Posicion 81 (J en Hz)
1

7.05,d (2.1)

6.79, d (8.2)
6.96, dd (8.2, 2.1)
7.56, d (15.9)
6.28, d (15.9)

6.77,d (2.1)

6.71,d (8.1)
6.63, dd (8.1, 2.1)
3.01, dd (14.3, 8.4)
3.11, dd (14.3, 4.2)
8 5.19, dd (8.4, 4.2)

N O g R ON-=2©O© 0NN~ WwN
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Tabla S3. Datos de RMN de 32 en CH30OH-d4 (*H 600 MHz; 3C 151 MHz).

Tabla S4. Datos de RMN de 33 en CH3OH-d,4 (*H 600 MHz; 13C 151 MHz).

Posicion dc 81 (J en Hz)
2 79.9 5.27, dd (12.6, 3.1)
3 43.8 2.67,dd (17.1, 3.1)
3.02,dd (17.1, 12.6)
4 197.2 -
5 165.1 -
6 97.0 5.83,d (2.1)
7 168.6 -
8 96.1 5.86,d (2.1)
9 164.4 -
10 102.9 -
OCHs3 56.1 3.82,s
1’ 132.9 -
2 114.2 6.91, d (2.1)
3 147.5 -
149.0 -
’ 112.2 6.9, d (8.2)
6’ 118.7 6.87, dd (8.2, 2.1)

Posicién 8¢ S1 (J en Hz) Posicion Sc o1 (J en Hz)
2 167.1 - 17 75.7 4.98, d (9.4)
3 104.0 6.52 (s) 2" 73.3 4.121(9.4)
4 184.6 - 3” 80.7 3.53,d (9.4)
5 163.0 - 72.7 3.69,t(9.4)
6 99.8 6.26 (S) ” 83.3 3.46-5.49, m
7 165.1 - 63.6 3.98, d* (12.0)
8 105.5 - 3.85, dd (12.0, 5.8)
9 158.5 -

10 104.4 -

1 124.4 -

2 115.3 7.54 (s.a.)
3 147.5 -

4 150.1 -

5 114.6 6.90, d (8.4)
6’ 121.3 7.50, d (8.4)

* doblete ancho



Tabla S5. Datos de RMN de 34 y 35 en mezcla (*H 600 MHz; 13C 151 MHz, CH3OH-d,).

35 34
Posicion 8¢ Sn (J en Hz) 'LB_I)\ACC Posicion 8¢ &1 (J en Hz) I_li_IB_gAé:
2 158.8 - 27 159.0 -
3 135.6 - 3” 135.8 -
4 179.5 - 4” 179.5 -
5 163.0 - 5” 163.0 -
6 99.9 6.17, s* 6” 99.9 6.17, s*
7 166.1 - 77 166.1 -
8 94.7 6.36, s* 8” 94.7 6.36, s*
9 158.4 - 9” 158.4 -
10 105.6 - 10” 105.7 -
r 122.9 - 17 122.9
2 117.6 7.69,d (2.2) C-1,C-4,C-2 2" 117.8 7.82,d (2.2) Cc-17,C-4", C-2”
3 145.8 - 3" 145.9 -
4 149.8 - 4" 149.9 -
5 116.0 6.84, d (8.4) c-1,C-3,C-4 57 116.1 6.85, d (8.4) C-17,C-37, C-4”
6 123.1 7.56, dd** (8.4, 2.2) C-2,C-2,C-4 6" 123.2 7.56, dd** (8.4, 2.2) C-2”,C-27,C-4”
177 104.3 5.23,d (7.2) C-3 177 105.4 5.14,d (7.8) C-3”
27 75.7 345-3.48,m 27 73.2 3.80,dd (9.7, 7.8)
3" 78.1 3.41,1(9.0) 37 70.0 3.52-357, m
4”7 71.2 3.33,1(9.0) 4 75.1 3.83, d** (3.0)
577 78.4 3.21, ddd (9.0, 6.0, 2.4) 5 77.2 3.45-3.48,m
6a”” 62.5 3.70,dd (11.8, 2.4) 6a”"” 61.9 3.62,dd (11.2, 6.0)
6b” 3.52-3.57,m 6b”” 3.52-357,m

* singulete ancho
** doblete ancho
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Figura S3. Espectro de RMN 13C de 4cido 3-cafeoilquinico (28) en CHzOH-d4 (*3C 151 MHz).
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Figura S23. Espectro de RMN *H de mezcla de compuestos 34 y 35 en CH3OH-ds (*H 600 MHz).
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Figura S26. Cuadros de conectividad de azlcares en experimento COSY de la mezcla de compuestos. (A) B-glucosa de 35y (B) B-galactosa de 34.
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