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Resumen

En este documento de investigacion se presentan pruebas de actividad antioxidante y
biologica del aceite esencial obtenido de la parte aérea de la planta Salvia pachyphylla

recolectada en la Sierra de Juérez, Baja California.

En la introduccion de esta tesis se presenta y la importancia de las plantas medicinales
desde tiempos antiguos hasta la actualidad a continuacion se muestran las generalidades
donde se pueden encontrar algunos estudios que se realizaron a diversas Salvias
anteriormente y que nos pueden ayudar a una mejor comprension del contenido de este
trabajo, que incluye la evaluacion de aceites esenciales mediante experimentos de tipo

antioxidante.

En la metodologia podemos encontrar los datos relevantes sobre la recolecta del materia
vegetal, el proceso de obtencion del aceite esencial y la caracterizacion de su
composicion quimica. Un segundo apartado se encuentran los estudios biolégicos
realizados al aceite, 3 técnicas antioxidantes: la decoloracién oxidativa del p-caroteno, la

reduccién del radical DPPH y radical catiénico ABTS.

Y para finalizar se encuentran los resultados y conclusiones de este trabajo donde se

indica como resultado medular la actividad antioxidante de dicha planta
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Abreviaturas y acronimos

°C: Grados centigrados

S.: salvia

Abs: Absorbancia

Ac: Absorbancia de la muestra control

AcO: Absorbancia de la muestra a 0 minutos.
Aci20: Absorbancia de la muestra a 120 minutos.
Am: Absorbancia de la muestra.

AmO: Absorbancia de la muestra a 0 minutos.
Amiz Absorbancia de la muestra a 120 minutos.
B.C: Baja California

Cm: Centimetro

cm?®:Centimetros clbicos

DPPH: Dipicril-fenil-hidrazilo (por sus siglas en inglés)
EM: Espectrometria de masas

EM-CG: Espectrometria de masas- cromatografia de gases
etc.: Etcétera

g: gramo

ICso: Concentracion media inhibitoria

CEso: concentracion efectiva media

Kg: Kilogramo

L: Litro

M: Molar

Mg: Miligramos

min: Minutos

mL: Mililitros

nm: Nanometros

pH: Potencial de hidrégeno

t: Tiempo

UV: Ultravioleta

VIS: Visible

v/v: volumen/volumen

p/p: peso/peso
13




p/v: peso/volumen

et al.: Y otros mas

B: Beta

Hg: Microgramos

MM: Micromolar

ML: Microlitro

CMI: Concentracion minima inhibitoria

mm: Milimetros
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Las plantas medicinales

El concepto de planta medicinal se refiere a toda aquella planta que presenta propiedades
curativas. Se calcula que de las 260,000 especies de plantas que se conocen en la
actualidad el 10% se pueden considerar medicinales, es decir, se encuentran dentro de
los tratados médicos de fitoterapia, modernos y de épocas pasadas, por presentar algin
uso. El estudio de los componentes de las plantas medicinales se centra en las sustancias
gue ejercen una accion farmacolégica sobre el ser humano o los seres vivos. Los
principios activos de las plantas pueden ser sustancias simples (como alcaloides) o bien

mezclas complejas (resinas, aceites esenciales, etc.).iy

Las plantas con atributos medicinales fueron las primeras medicinas utilizadas en forma
empirica para la cura de enfermedades que padecia el hombre; asi diferenciaron las que
curaban de las que mataban, conocimientos transmitidos oralmente por la carencia de
escritura. Al desarrollarse la escritura y con la aparicion del papiro como soporte de la
misma se comenz0 a recopilar informacion, convirtiéndose en patrimonio de la sociedad

por las cuales ha atravesado la humanidad hasta nuestros dias. 7

El aprovechamiento por el hombre de las plantas medicinales consta en numerosos
testimonios escritos pertenecientes a distintas civilizaciones y culturas. La medicina
tradicional practicada desde los albores de la humanidad a través de errores y aciertos fue
utilizada en la prevencion, diagndstico y eliminacion de desequilibrios fisicos, mentales o
sociales, obtenidas exclusivamente sobre la experiencia practica y observacion, vy

empirismo transmitido a través de generaciones.
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Historia de las plantas medicinales

Seguramente, la busqueda de alimento en el reino
vegetal, llevo al hombre a descubrir por azar que
algunas plantas en lugar de ser comestibles eran
venenosas, mientras que otras le producian efectos

diversos: aliviar el dolor de una articulacion, aumentar

el sudor, o les hacian defecar con mayor facilidad. 3

o &P

Fig 1 Hombre Neoliti . o
Tkt v En el periodo neolitico, el hombre se vuelve

sedentario y aparece la agricultura, se cultivan granos y plantas como el hinojo y el
cilantro, las que se utilizaban como condimentos. También se inicia la fermentacién de
ciertos cereales con la ayuda de semillas aromaticas como el comino y el anis, se intenta
realzar el sabor con hierbas aromaticas y se descubren sabores como el de la angélica y

los frutos de la uva, 4

Antes del nacimiento de la escritura, todos los conocimientos se transmitian oralmente,
recién alrededor del afio 2800 a.C. se encuentra el primer documento escrito que registra
el uso de las plantas medicinales. Aparece en unas tablillas de arcilla en escritura
cuneiforme pertenecientes a la cultura de los Sumerios, un pueblo que vivia al sur de los
rios Eufrates y Tigris en el actual Irak hace unos 4.000 afios. Los egipcios aislaron méas de
700 férmulas sobre estas plantas recopiladas en el papiro de Ebers, y en China el Pent
Saoy se le atribuye al emperador chino Shen Nung que reiné en el siglo XXVII a.C.,
donde se describen y clasifican 366 hierbas con aplicaciones medicinales para aquella

época

Los griegos usaban plantas aromaticas en su medicina y las incorporaron a su mitologia
tejiendo leyendas, como la de Dafne convertida en laurel y la de la hechicera Medea y sus
encantamientos a base de plantas aromaticas. Homero menciona en su Odisea jardines

compuestos de plantas aroméaticas y especias. j4

El siglo XVII marcd el apogeo de las plantas medicinales y aromaticas, que hasta

entonces se emplearon de manera limitada como medicina; su nimero habia aumentado,
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pues aparecieron otras como la manigueta de Guinnea y el anis estrellado de China. A
finales del siglo XVIII, su valor principal era el curativo. (4

Pero se considera que los grandes precursores de las plantas medicinales fueron los
griegos, que recopilaron todos los escritos que se habian realizado hasta el momento. La
obra Materia médica de Dioscérides recoge estos conocimientos en cinco voliumenes. En
el siglo XV el farmacéutico leridano Pio Font Quer revis6 mas de las 600 especies
descritas por el botanico. (s

Fig. 2 Dioscorides y su Materia médica son un referente de
la medicina tradicional

Los griegos y los romanos recogen la tradicién de la Mesopotamia y Egipto y hacen uso
de las plantas para curar las enfermedades y mantener un buen estado de salud.
Hipdcrates (460-377 a.C.), considerado el padre de la medicina, sistematiz6 los grupos de
medicamentos, dividiéndolos en purgantes, narcéticos y febrifugos, para prepararlos se

usaban simples vegetales y minerales y algunas sales de naturaleza inorganica. 3

También en la India, donde la medicina Ayurveda se ha practicado durante 5.000 afios,
los antiguos libros sagrados del brahmanismo, como el Rig Veda, mencionan el empleo
de las hierbas medicinales estableciendo verdaderos rituales para la recoleccion de las
plantas. Un ejemplo extraido de uno de ellos: "solo seran recolectadas por un hombre
puro y religioso, que antes habra ayunado como es debido. Las plantas frescas producen
los mayores efectos. Soélo se las recogera en los lugares de dificil acceso para el hombre,
en suelo fértil, con una favorable evacuacion para las aguas, donde no haya ni templos ni

lugares sagrados, ni tampoco cementerios. [
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En la Edad Media, el estudio de las plantas medicinales se concentraba en los
monasterios, donde los monjes cultivaban y probaban especies descritas en los textos
clasicos, estos huertos fueron el origen de lo que ahora conocemos como jardines
botanicos. Mas adelante, la ultima gran revolucion histérica de las plantas medicinales se
produjo a partir del siglo XVII, con la ilustracién y el desarrollo de las grandes
expediciones botanicas al Nuevo Mundo. )

Como se puede observar desde tiempos antiguos las plantas medicinales han sido
utilizadas para distintos usos desde rituales, curaciones etc. Pero en México también se
observa que los mayas se remontan a los inicios de la época colonial donde de ahi en
adelante fueron redactados muchos escritos desde recetarios hasta compilaciones de
plantas medicinales y sus usos como el Popol vuh de los mayas yucatecos de México
contiene el concepto de enfermedades mayas y medicina asociada a la religion, el Chilam
Balam contiene informacion sobre la terapia medicinal y mencionan remedios acerca de
una variedad de enfermedades, y el Diccionario de Motul en cual fue escrito alrededor de
1577 y consta de un vocabulario del area Maya de Yucatan con valiosa informacion sobre
enfermedades y sus tratamientos. Como se puede ver los mayas también tienen relevante
importancia en lo que respecta a plantas con valor medicinal asi como también sus

documentos. [g]

Fig. 3 Tikal Un Gobernante presenta ofrendas en un vaso a
Tal ha Itzam’na e Ix'ch’el los dioses de la Medicina sido el
éxito de las plantas como fuente para aislar compuestos bioactivos para su uso directo o
como precursores de moléculas modificadas por sintesis quimica para producir nuevas
entidades patentables con mayor actividad y/o menor toxicidad que, en la actualidad casi

el 25% de los farmacos que se prescriben contienen uno 0 mas principios activos
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derivados de alguna planta segun datos del National Prescription Audit de los Estados

Unidos obtenidos solo de farmacias. 3

Hoy en dia se dispone de avanzadas técnicas para la purificacion e identificacion de
compuestos quimicos; y de rapidos ensayos biol6gicos desarrollados in-vitro y en forma
automatizada para la deteccién de muchas actividades farmacolégicas, que aceleran y
facilitan la busqueda de nuevas drogas. También, a lo largo de la historia del uso de las
hierbas medicinales, se ha acumulado la valiosa informacion sobre las propiedades

terapéuticas de muchas especies de plantas. 3
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Hipotesis

La composicion quimica de los aceites esenciales de Salvia pachyphylla presenta

actividad antioxidante asi como también un efecto antifungico.
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Objetivo general:

Evaluar la composicion quimica, actividad antioxidante del aceite esencial de Salvia
pachyphylla.

Objetivos particulares:

1. Obtener el aceite esencial de la planta Salvia pachyphylla por el método de

hidrodestilacion

2. Llevar a cabo una evaluacion antioxidante del aceite esencial de Salvia pachyphylla
mediante técnicas de reduccién del radical DPPH, decoloracion oxidativa del -

caroteno y radical cationico ABTS.

3. Caracterizar quimicamente del aceite esencial de Salvia pachyphylla mediante

cromatografia de gases acoplado a masas.

4. Identificar los metabolitos secundarios mayoritarios de los aceites de Salvia

pachyphylla .
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Familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae (Labiatae nom. conocidas como labiadas) Se distingue por poseer
sblo dos estambres, conectivos alargados y modificados en estructuras a manera de
timén hacia la porcién distal, agrupa hierbas anuales y perennes, arbustos y arboles,
carece de elementos epifitos o parasitos, sus hojas son simples y opuestas, con
inflorescencias cimosas, flores gamosépalas y gamopétalas, sus corolas por lo regular
son bilabiadas, presentan cuatro o dos estambres epipétalos, el estilo es con frecuencia
ginobasico y los dos carpelos se dividen en dos por el desarrollo de un septo falso, los
frutos en mericarpios con una semilla cada uno, su polen es tricolpado o hexacolpado, y
su nimero cromosémico varia de 10 a 240 (Harley et al., 2004). 7

La diversidad que relune a escala global es de 236 géneros y 7173 especies (Harley et al.,
2004), las cuales se distribuyen en todo el globo con excepcién de las areas de mayor
latitud y altitud (Hedge, 1992). México resguarda una riqueza de 32 géneros y 591
especies nativas o naturalizadas, 379 endémicas al pais (Martinez-Gordillo et al., 2013).
Lo que posiciona a la familia como la octava mas diversa entre las plantas vasculares de
la flora mexicana (Villasefior, 2003). Sin embargo, a pesar de su riqueza e importancia, su
conocimiento sigue siendo insuficiente y fragmentado. Esto se refleja en su ausencia en
las floras contemporaneas con la excepcion de la Flora Fenerogamica del Valle de México
(Calderén de Rzedowski & Rzedowski, 2005) y Flora Mesoamericana (David se et al.,
2012), y por el constante descubrimiento de taxones nuevos de la misma. (David et
al.,2012). 7

La familia Lamiaceae es una de las mas diversas de México, ocupando el octavo lugar en
cuanto a riqueza de especies (Villasefor, 2003). En ella destaca el género Salvia L., por
su diversidad y endemismo en el pais, con alrededor de 300 especies (Villasefior, 2004) vy
un endemismo de casi 88% (Ramamoorthy y Elliot, 1998). Se trata de un taxén con
afinidad por las zonas templadas, cuyos representantes crecen principalmente en tipos de
vegetaciéon como bosques de coniferas, de Quercus y meséfilos de montafia, y presenta
una mayor concentracion de especies en Oaxaca, Puebla, Guerrero, Michoacan y Jalisco
(Ramamoorthy y Elliot, 1998). La seccion Membranaceae, propuesta por Bentham (1833),
incluye 7-14 especies, distribuidas principalmente en México, tres de ellas en
Mesoamérica (Epling, 1939, 1940; Fragoso-Martinez, 2011; Klitgaard, 2012), en su
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mayoria se encuentran al sur del Eje Neovolcéanico en los estados de Guerrero y Oaxaca,
prefiriendo los bosques de Quercus g

Es comun que presenten una gama amplia de compuestos quimicos, entre ellos los de
tipo terpeno que les confieren la propiedad de ser aromaticas (Richardson, 1992; Tomas
Barberan & Gil, 1992). Esta caracteristica ha propiciado que se aprovechen como
condimentos, en la medicina vernacula y en la industria a través del uso de sus aceites
(Heinrich, 1992; Lawrence, 1992; Rivera-Nufiez & Obdén De Castro, 1992; Ayerza &
Coates, 2005; Jenks & Kim, 2013). Ademas algunas especies son apreciadas por su valor
ornamental (Clebsh, 1997; Froissart, 2008). [7

Género Salvia

El género Salvia destaca del resto de los integrantes de Lamiaceae por la morfologia
particular de sus estambres. El estimado de 900 a 1000 especies (Standley & Williams,
1973; Harley et al., 2004; Walker et al., 2004) de Salvia le posiciona como el género mas
rico de Lamiaceae, y con una distribucion tan amplia como la de la familia misma. En
México reune 307 especies (Martinez-Gordillo et al., 2013), siendo uno de los tres
géneros mas ricos (Villasefior, 2004) y caracteristicos del pais, ya que se encuentra en
toda la Republica y en casi todos los tipos de vegetacién (Ramamoorthy & Elliott, (1998)
Dominguez Vazquez et al., (2002) Cornejo-Tenorio & Ibarra-Manriquez, (2011)). Exhibe
una distribucién casi cosmopolita, no tiene representantes silvestres en Australia y las
regiones mas frias de ambos hemisferios. Sus principales centros de diversificacién se

encuentran en México, la cuenca del Mediterraneo, China y Medio Oriente. 7

Las caracteristicas de algunas de las plantas de la familia Lamiaceae como por ejemplo
Arischrada Pobed, Audibertia Benth, Audibertiella Briq Fenixanthes Raf, Polakia Stapf
Pycnosphace Rydb, Ramona Greene, Salviastrum Scheele, Schraderia Medik. Es que
son arbustos, o hierbas perennes, a menudo aromaticas con hojas simples, opuestas, en
ocasiones verticiladas; margen lobado o dentado, en ocasiones pinatifidas o pinatisectas;
peciolo presente o ausente. Inflorescencias tirsoides, axilares o terminales, en espigas o
paniculas, con 1 a muchas flores en verticilastros; bracteas grandes o pequefias,
deciduas o persistentes; bractéolas presentes o no. Flores pediceladas o subsésiles; céliz

zigomorfo, bilabiado, 3-5-lobado, labio superior usualmente entero, a veces trifido, el
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inferior bilobado; nervios 9-15; corola zigomorfa, bilabiada, 4-5-lobada, blanca, amarilla,
parpura, roja, violeta o azul, labio superior generalmente galeado, entero o emarginado,
labio inferior trilobado, extendido o en ocasiones reflejado, el I6bulo medio mas amplio;
tubo recto, a veces ventricoso o invaginado, con papilas o sin ellas, anillo presente o
ausente; estambres 2, el conectivo muy alargado, articulandose sobre un filamento corto,
la teca fértil en uno de los brazos (rara vez en ambos); estilo ginobasico, estigma bifido,
ramas estigmaticas por lo general desiguales. Nuculas ovoides o suborbiculares, en

ocasiones trigonas g

De manera general, las especies americanas pertenecen al subgénero Calosphace vy tal
es el caso de México. De las 106 secciones reconocidas por Epling (1939, 1940, 1941,
1947, 1951), Epling y Jativa (1966) y Harley et al. (2004)), en México existen 61. Es el
género mas diverso de la familia en el pais, con 307 especies, 232 endémicas. Las
secciones, tal y como fueron publicadas por Epling (1939).Géneros de Lamiaceae de
México presentan, en algunos casos, limites muy imprecisos y es necesario proponer una
nueva clasificacion infraespecifica. Se trata de un género facil de reconocer por el
androceo compuesto de 2 estambres, por lo general monotecos, debido a la pérdida de
una de las tecas que, en ocasiones, puede ser rudimentaria (S. axillaris) y por el conectivo
alargado que se encuentra modificado en una estructura especializada para la
polinizacién. No obstante lo anterior, es un género dificil, que necesita estudios detallados

de algunos de sus grupos. [ig

Es importante apuntar que en afios recientes se han llevado a cabo revisiones
taxondmicas de algunas de las secciones del género, en las cuales se han aportado
especies nuevas, descripciones, claves y algunos apuntes sobre la distribucion de las
especies (Espejo y Ramamoorthy (1993), Fragoso-Martinez (2011), Peterson (1978) vy
Turner (1996, 2008, 2009, 2010, 2011). [0

Casi la totalidad de las especies de nuestro pais pertenecen al
subgénero Calosphace (Benth) Epling. Sin embargo, también existen representantes de
los subgéneros Heterosphace (Salvia henryi A. Gray, S. roemeriana Sheele y S.
summa A. Nelson), y Salviastrum (S. texana (Sheele) Torr. y S. whitehousei Alziar), y de
la seccién Audibertia (S. apiana Jeps., S. brandegeei Munz, S. californica Jeps., S.

carduacea Benth., S. clevelandii (A. Gray) Greene, S. columbariae Benth., S.
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mohavensis Greene, S. munzii Epling, S. pachyphylla Epling ex Munz y S. vaseyi (Porter)
Parish) (Epling, 1938; Strachan, 1982; Neisess, 1983; Walker y Elisens, (2001); Martinez-
Gordillo et al., 2013). Ramamoorthy y Elliott (1998) reconocieron, con base en referencias
bibliograficas y datos inéditos del primer autor, que el estado de Oaxaca contiene la
mayor cantidad de especies al poseer una cifra de 63. En esa misma publicacién
sefialaron 35 especies para Chiapas y 48 para Michoacan. Sin embargo, revisiones
puntuales recientes para estas dos ultimas entidades revelan una cantidad mayor para
cada una de ellas, 84 para Oaxaca (Garcia-Mendoza y Meave, 2011), 75 para Chiapas
(Dominguez-Vazquez et al., 2002) y 73 (Rodriguez-Jiménez y Espinosa-Gardufio, 1996) o
64 (Cornejo-Tenorio e Ibarra-Manriquez, 2011) para Michoacan. El incremento en el
namero de especies es contundente, lo que sefiala que persiste un conocimiento
insuficiente del género en el pais. Es de esperar que el desarrollo de investigaciones y
exploracién botanica resulten en el descubrimiento de taxones en lugares donde no hayan
sido registrados antes, y de algunos aun no descritos. En este sentido, aqui se presenta y
describe una de estas nuevas adiciones: Salvia tilantongensis, especie que es semejante
en su morfologia a Salvia fulgens Cav. y S. gesneriiflora Lindl. & Paxton; éstas son a la

vez parecidas entre si y confundidas con frecuencia,g

Muchas especies han sido investigadas por sus componentes quimicos biol6gicamente
activos. Estudios fitoquimicos en las especies de Salvia se han llevado a cabo
ampliamente, y sus principales componentes quimicos pueden ser clasificados como
polifenoles, y terpenoides. Los principales metabolitos de partes aéreas son flavonoides,
triterpenos y sustancias volatiles, principalmente monoterpenos mientras diterpenoides se
encuentran comunmente en las raices (Topcu, 2006). Predominantemente se han
encontrado Ciertos tipos de &cido fendlico, derivados del &cido caféico (Lu y Foo,
2002).111]

Las especies del género Salvia son plantas que se caracterizan por sus propiedades
farmacoldgicas y por la produccién de aceites esenciales. La especie de Salvia mas
cultivada a nivel nacional y europeo es S. officinalis, siendo, por lo tanto, la mas
implantada en el mercado, es, junto con S. fruticosa, la especie mas importante
comercialmente de las salvias mediterraneas, con una larga tradicibn como planta

aromatica y medicinal (Putievsky et al., 1990, (12
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El género Salvia es rico en componentes antioxidantes. De la especie S. lavandulifolia,
Toméas-Lorente et al. (1988) aislaron en plantas de su subespecie Vellerea 16 flavonoides,
4 glicoxidos de las vacuolas y 12 agliconas libres en la superficie de la hoja, mientras que
Zarzuelo et al. (1995) aislaron de Salvia lavandulifolia ssp. oxyodon el flavonoide luteolin-
5-O-B-rutinosido, de reconocido efecto médico en el tratamiento contra la diabetes

mellitus 12
Uso medicinal de salvias

— El nombre Salvia se deriva de la palabra latina
;' HUALARA "salvere"” que significa "salvar" debido a sus
— P2 o propiedades medicinales (Dweck, 2000). Salvia se

DS . . -
& —_— utiliza tradicionalmente para tratar dolencias
N y comunes, por ejemplo, flatulencia, dolor de

LA .q!_;iqu ._ﬁ{'rﬂ.‘.‘hrc'cn

estébmago, la boca y la infeccién de la garganta, y

M L A ., . . .
o también para fines culinarios (Barnes et al., 2007). 1y
PARAL \
R~y > . S ,
\ ( Tilford (1993).indica que las partes aérea de las
L, geee ) 5 Salvias son antisépticas, astringentes, hemostaticas,
Dobans Phoifes ™, ‘;\_\'—' ol {
AV | tonico alterativo y tonico. Es un buen desinfectante

i i o para lavados topicos de abrasiones, contusiones, y
Fig. 4 Localidades indigenas S . . o
la piel irritada. También son Utiles para eliminar el

dolor de garganta mediante la realizacion de gargaras y tratar la nariz congestionada j11

La Salvia tiene un uso medicinal por las comunidades indigenas de Baja California.
Algunos taxones del género Salvia se han utilizado para la medicina por las tribus de
Ameérica del Norte como Navajo, Hopi, Kumiai, Norte Paiute, Paipai, Shoshone, Washoe y
Kawaiisu (Whiting (1939), Tren et al. (1941), Zigmond (1981), Moerman (1986), Fowler
(1989) y Teodora Cuero, Teodora Homewytewa, Benito Peralta, Robin Taylor). Salvia
dorrii ssp. mearnsii puede haber sido utilizado por las personas que viven en el centro de
Arizona en el pasado. Eruditos tradicionales de varias tribus (Hopi, Kumiai, Paipai) han
sido consultados; han indicado que los familiares de esta subespecie (Salvia dorrii ssp.

dorrii y S. pachyphylla) se utilizan ampliamente para dolores de estémago, dolores de
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cabeza y otros usos medicinales, y que S. dorrii ssp. mearnsii probablemente fue utilizado
en el centro de Arizona en el pasado como una alternativa a las plantas que la gente
conocia de diferentes areas geogréficas de medicamento similar y razones ceremoniales

(Homewytewa y Taylon i3

Plantas significativas utilizadas para ciertos medicamentos o ceremonias pudieron haber
sido lo suficientemente importantes y ser transportadas para volver a sembrar en los
nuevos asentamientos. Salvia puedo haber sido una de estas plantas. Una curandera
Kumiai, Teodora Cuero (Homewytewa y Taylor), observé que era la Salvia pachyphylla,

una de sus plantas mas veneradas i3

La raiz de S. miltiorrhiza Bunge (Danshen) ha sido utilizada en la China tradicional para
medicamentos para tratar la enfermedad cardiaca coronaria, enfermedad
cerebrovascular, varios tipos de hepatitis, crénica insuficiencia renal, dismenorrea, y para
estimular la circulacién sanguinea (Jiang et al., 2005; Li et al. , 2008). Especies turcas de
Salvia se han utilizado para dolor estomacal, diurético, hemostatico, espasmolitico,
carminativo, la boca y las infecciones de garganta, incluyendo resfriados (Topcu et al.,
2008). La Salvia griega (S. fruticosa Miller) ha sido conocida como una especia o
ingrediente de remedios populares para las quejas de dolor de muelas e intestinales
(Karousou et al., 2000). Las infusiones de ciertas especies de Salvia en Sudéfrica, se han
utilizado para tratar los resfriados, la tos, la gripe, cdlicos, diarrea, indigestién, molestias

abdominales e infecciones bacterianas (Kamatou et al .2008). 11

En Chiapas, segun la informaciéon etnobotanica, es generalizada la utilizacion de las
labiadas para tratar padecimientos gastrointestinales, respiratorios, febriles, reumaticos y
dermatoldgicos. Los padecimientos gastrointestinales, principalmente las diarreas, utilizan
el 48 % de las labiadas medicinales, seguido por los padecimientos respiratorios y las

fiebres 14

Un amplio espectro de uso tienen las 15 especies de Salvia que son utilizadas en
medicina tradicional. Algunas de estas son utilizadas en padecimientos gastrointestinales
como disenteria (Salvia coccinea Juss ex Murr.), diarreas (S. purpurea Cav., S. rubiginosa
Benth. y S. urica Epling) y gases (S. karwinski Benth.). Las reumas se tratan con S.

cinnabarina (M. & G). Para aliviar enfermedades respiratorias como bronquitis y tos son
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utiizadas S. lavanduloides (H.B.K.,) S. cinnabarina (M. & G.), S. rubiginosa, (2002)
Benth., S. officinalis, S. tiliaefolia Vahl., S. urica Epling y S. misella (H.B.K.). [20]

Asimismo, se utilizan para disminuir la fiebre y para los edemas Salvia rubiginosa Benth.
Es ademas utilizada para los edemas, mientras que S. microphylla 'y S. mexicana se usan
para estimular el parto; S. lasiantha Benth., es utilizada para tratar sindromes de filiacién
cultural que se relaciona con la pérdida del espiritu. S. tiilifolia var. albiflora (M. & G., L. O.
Williams) es utilizada en casos de mordeduras de viboras, mientras que S. lasiocephala
(H. & A.) es considerada como medicinal, sin embargo, no se pudo registrar su uso

exacto. 14

Salvias de Baja California.

Existen gran variedad de Salvias distribuidas en el mundo, ya que el objetivo de estudio
de esta tesis se encuentra en el estado de Baja California es importante mencionar

algunas de las especies de salvias que también se pueden encontrar en esta region.

Se hace mencion de las salvias mellifera, s, apiana, y clevelandii.por mencionar algunas

Fig 5. Salvias de Baja California
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Salvia clevelandii

La especie Salvia clevelandii es una planta vascular de la
familia Lamiaceae del género Salvia, que al igual que Salvia
pachyphylla crece en zonas con un clima tipo mediterrdneo
caracteristico de esta region de América. Esta especie se
encuentra como un arbusto redondeado de color verde que
llega a medir entre 60 cm y 1,5 m de altura. Presenta hojas
verdes y grisaceas de forma lineal o lanceolada que miden
aproximadamente entre 3 cm de longitud de contorno
aserrado, y presentan un aroma fuerte. Las flores de esta

planta son de color moradas o azuladas en forma de racimos.

El periodo de florecimiento es de un mes generalmente

iniciando el verano. El tallo es de estructura rigida y aérea 15 Rig:oroaia clakaianal

(Guerrero, et al. 2006) realiz6 un estudio donde referencia al aislamiento, purificacion y la
elucidacion de metabolitos obtenidos a partir de Salvias pachyphylla y clevelandii, y de la
busqueda de productos bioactivos a través de la sintesis orientada a la diversidad en el

espacio quimico de compuestos de tipo diterpeno s

Salvia mellifera

Los arbustos son muy aromatico, abierto, de 1 a 2 m de altura,
con trenzado, lefiosa fruncido tallos en la base, y herbacea
puntas de las ramas verdosas que son de seccién transversal
cuadrada. Las ramas Y las hojas son glandular, y muy aromatico.
Las hojas oblongas - elipticas son de 2 a 6 cm de largo, de color
verde oscuro y ruguloso (convexa entre las venas obvias) con
crenulado (finamente festoneado) margenes y disminuye a unos
pocos a 12 mm de largo peciolo (Munz y Keck 1968). Las flores

pequefias, de 6 a 12 mm de largo los labios se producen en

racimos compactos subtendido por bracteas verdes y estan
Fig. 7 Salvia mellifera  espaciadas de 2 a 6 cm de distancia a lo largo de la
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inflorescencia menudo ramificado. Corolas varian desde el blanco puro al azul palido o
lavanda. El estilo y los estambres se extienden mas alla del tubo de la corola. Flores
soportan cuatro nuculas oblongas (frutas de una sola cabeza de serie) dentro de un céliz
persistente. NUculas varian de gris moteado a oscuro marrén y son aproximadamente 1

mm de ancho y 2 mm de largo. (Modificado de Montalvo y McMillan 2004 1¢)

(Laura De Martino y col., (2010). realizaron un estudio de la composicién quimica y
antigerminante y actividad biolégica de aceites esenciales de 5 especies de Salvia. La
composicion quimica de los aceites esenciales de Salvia L. africana, Salvia elegans Vahl,
Salvia greggii A. Gray, Salvia mellifera verde y Salvia munzii Epling, cultivada en Eboli
(Salerno, sur de ltalia), fueron estudiadas por medio de CG y CG-MS. En total, se
identificaron 88 compuestos, 54 para S. africana, que representan el 95,4% de la cantidad
total de petréleo, 55 para S. elegans (92,9%), 50 para S. greggii (96,9%), 54 para S.
mellifera (90.4%) y 47 para S. munzii (97,5%), respectivamente. En el aceite de S.
mellifera, la fraccién de monoterpenos ascendié a 76.1%, mientras los sesquiterpenos se
encontraron es un 14,2 %. También en este caso, la fraccion de monoterpenos fue
representada principalmente por compuestos oxigenados (57,0%), con gran prevalencia
de 1,8- cineol (39,8%) y alcanfor (12,2%). a —pineno (9,2%) era el componente principal

de monoterpenos no oxigenados [17]

Salvia apiana

Salvia blanca es un sub —arbusto de menos de 1 m de altura.
Las hojas son generalmente 4-8 cm de largo, lanceoladas, con
una base conica y dientes minutos. Las hojas son simples, con
pelos y una fragancia distintiva. La inflorescencia se muestra en
el racimo con muchas flores de color blanco palido y lavanda.

Los frutos son de color marron claro, ndculas brillantes [ig

Generalmente crece por debajo de 1500 en Baja California, en

la costa Sur, Sierras Transversales y Sierras Peninsulares

subregiones del suroeste de California, asi como en el borde
occidental de la Provincia del desierto en una porcion del Fig. 8 Salvia apiana
sureste de California. La planta se ha utilizado para tratar resfriados, tos, dolor de

garganta, erupciones, vaginitis por candida, y ha sido ampliamente utilizado por los
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nativos y en la curacion Churnash tradicional. Las hojas eran comidas, fumadas y se
utiliza en bafos de vapor por los indios Cahuilla, y para tratar infecciones respiratorias

superiores trata. [ig

En el afilo 2010 Gary R. y col. lograron aislar 4 nuevos diterpenos de las raices de S.
apiana. 6,7-didehidroferruginol; 6,7-didehidrosempervirol; 16-hi-4roxy-6,7-
didehidroferruginoi; 11,12,16-trihidroxi-20. abeo-abieta-1, 6,8,11,13-pentaeno, en este
mismo estudio se aislaron 2 nuevos compuestos de tipo diterpenoquinonas, 16-
hydroxiroyleanona y 6-desoxo-5,6-didehydrolanugon Q, asi como los compuestos
conocidos, ferruginol, miltiodiol, cryptanshinona, lanugon Q y salvicanol han aislados y
caracterizados a partir de las raices de S. apiana. (Gary R. Takeoka, Christopher Hobbs,

Byeoung-Soo Park; 2010).[19

Aceites esenciales de Salvias

Los aceites esenciales también llamados volatiles
(Ghenther, 1948) son liquidos oleosos obtenidos
de material vegetal como flores, raices, hojas,
frutos etc.) se caracterizan por su arona agradable
e intenso por ser volatiles y extraibles por arrastre
de vapor de agua, por ser insolubres en agua y

por presentar un indice de refraccion elevado o

Los aceites vegetales y extractos se han utilizado

Fig. 9 Aceite esencial

para una amplia variedad de propdsitos durante
muchos miles de afios (Jones 1996). Estos efectos varian desde el uso de palo de rosa y
madera de cedro en perfumeria, para dar sabor a las bebidas con limén, hinojo o el
enebro aceite de baya (Lawless 1995), y la aplicaciébn de aceite de limoncillo para la

preservacion de los cultivos de alimentos almacenados (Mishra y Dubey 1994). oy
Por otra parte, los aceites esenciales han sido empleados para llevar a cabo estudios de

diversidad intra-especifica y de patrones biogeograficos en diversas especies, incluidas

algunas representativas de la familia Lamiaceae, como los tomillos (Thymus sp.)
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(Canigueral et al., 2003; Tommasi et al., 2007), los espliegos y las lavandas (Lavandula
sp.) (Skoula et al., 1996; Mufoz-Bertomeu et al., 2007) o las salvias (Salvia sp.)
(Maksimovic et al., 2007; Herraiz-Pefialver et al., 2010), entre muchas otras. 12

La destilacion por arrastre de vapor es el método mas comunmente utilizado para la
produccion de empleadores sobre una base comercial. Extraccion por medio de diéxido
de carbono liquido bajo baja temperatura y alta presion produce un perfil mas
organoléptico natural, pero es mucho mas caro (Moyler, 1998). La diferencia en un peffil
organoléptico indica una diferencia en la composicién de los aceites obtenido por
extraccién con disolvente en lugar de destilacion y esto también puede influir en las
propiedades antimicrobianas. Esto parece ser confirmado por las hierbas extraidas con
hexano que presentan mayor actividad antimicrobiana que las extraidas por destilacion a
vapor del aceite esencial (Packiyasothy y Kyle, 2002). Los aceites esenciales son volatiles
y por lo tanto necesitan para ser almacenados en recipientes herméticos en la oscuridad
con el fin para prevenir cambios en la composiciébn. Los componentes mayoritarios
pueden constituir hasta el 85 % del aceite esencial, mientras que otros componentes

estan presentes solo como trazas (Senatore, 1996; Bauer et al., 2001) [

En tiempos recientes se ha adelantado un trabajo de prospeccién en labiadas nativas de
Colombia, y en este sentido se han efectuado extracciones y caracterizacion de lectinas y
mucilagos en mas de 50 taxones, con muy buenos resultados. Estas lectinas tienen
importancia clinica, ya que interactiian de modo especifico con determinados antigenos
Tn (Pérez et al. 1998, Fernandez- Alonso et al. 2003b). Mas recientemente, el grupo de
investigacion de proteinas de la Universidad Nacional de Colombia, viene trabajando de
forma especifica en la actividad bioldégica de algunas de estas lectinas (de Salvia
bogotensis y Lepechinia bullata), en relacién con la deteccién temprana de algunos tipos

de células cancerigenas (Vega & Pérez 2001, Vega et al. 2001, Vega & Pérez 2006 22
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Efectos insecticidas, antifungicos y antibacterianos de los aceites

esenciales.

Las actividades antibacterianas y antifungicas de los aceites esenciales y de los extractos
procedentes de plantas aroméaticas y medicinales han sido los efectos mas estudiados y
ensayados. Existe una extensa literatura sobre las capacidades antimicrobianas del
género Salvia, las cuales revelan una gran variabilidad en cuanto a la sensibilidad que
presentan los microorganismos y la eficacia de los compuestos ensayados. En general,
las especies mas estudiadas son las que representan la mayor produccién comercial de
aceite esencial (S. officinalis, S. triloba y S. fruticosa) (Baricevic y Bartol, 2000). La
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales provenientes de éstas y otras especies

esta bien documentada (Bakkali et al., 2008). 17

En particular, la actividad antimicrobiana de aceites de plantas y extractos ha constituido
la base de muchas aplicaciones, incluyendo la preservacion de alimentos crudos y
procesados, productos farmacéuticos, medicina alternativa y terapias naturales (Reynolds
1996; Lis- Balchin y Decanos 199717

Diversos compuestos volatiles que forman parte del aceite esencial, derivados
isoprenoides, tienen actividad antibacteriana, anti-herbivoria, atrayente de polinizadores, o
funciones alelopaticas en relacion a la inhibicion de la germinacion de ciertas semillas

(Dudareva et al., 2004; Owen y Pefiuelas, 2005).(12)

Salvia lavandulifolia Vahl. Es una especie con gran potencial de mercado, ademas de
estar incluida entre las especies que experimentard un mayor aumento en la demanda
(Peroy, 2003), y de estar siendo actualmente estudiada para su uso en tratamientos de
enfermedad de Alzheimer y Parkinson debido a la demostrada capacidad
anticolinesterasa de sus aceites esenciales (Perry et al., 2003; Tildesley, et al., 2005;
Kennedy y Wightman, 2011). Aunque existen diversas referencias a la diversidad en la
composicidon quimica que presentan los aceites esenciales de esta especie (Guillén y
Ibargoitia, 1995; Zarzuelo et al., 1995; Guillén et al., 1996; Guillén y Manzanos, 1999;
Giannoulli y Kintzios, 2000). 12
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Salvia pachyphylla

La especie Salvia pachyphylla conocida también como
Rosa o Salvia de la montafia del desierto, es una planta
vascular de la familia Lamiaceae del género Salvia y de
categoria perenne, que crece en un clima tipo

mediterraneo caracteristico de esta region de Ameérica. 5

Esta planta se encuentra como un arbusto que llega a
medir entre 60 y 90 cm de altura. Presenta hojas verdes y
grisaceas de forma lanceolada que miden entre 2 y 5 cm

de longitud, y flores de color morado o0 rosa con una

fragancia muy agradable. El caliz de cada flor mide

Fig. 10 Salvia pachyphylla

aproximadamente entre 9 y 12 mm, mientras que la
corola en forma de tubo cilindrico mide entre 13 y 23 mm de longitud. El periodo de
florecimiento de esta planta se da entre mediados y finales del verano o iniciando el

periodo de otofio (julio a septiembre). 15

La mayoria de las poblaciones Salvia pachyphylla ocurren en los rangos transversales de
la provincia floristica de California y las sierras del desierto de Mojave, al Sur de
California, al suroeste de Nevada, y el norte de Baja California, México. Un grupo mas
pequefio disyuncién ocurre en el este de Arizona, cerca de la orilla meridional de tierras
de la reserva Navajo y Hopi, cerca de la ciudad de Wislow, AZ. Esta interesante
distribucién discontinua plantea preguntas sobre si los grupos geograficos son
morfolégicamente distintos y si estos grupos forman una unidad cohesiva facilmente
separada de S. dorrii. Salvia Pachyphylla se recolect6é por primera vez por los hermanos
Parish en las montafias de San Bernardino y se describi6 como Audibertia var incana,
pachystachya por Gray (1878). Samuel B. Parish (1898) elevé este taxdn a Audibertia
pachystachya. Amos A. Heller (1900) transfiri6 Audibertia pachystachya al género
Ramona. Harvey M. Hall (1902), transfiri6 Ramona pachystachya de Salvia y la reconoci6
como una variedad de S. carnosa (ahora conocido como S. dorrii) dandole el nombre var.
compacta. Phillip A. Munz elevé a nivel de especie (Salvia compacta) la creaciéon de un
homoénimo de S. compacta kuntzz (Munz, 1027). Por ultimo, Munz (1935) cambi6 el

nombre S. compacta a S. pachyphylla Munz. p»3
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Se ha informado de la bioactividad y usos de las plantas y sus componentes en la
medicina popular asi como también de las actividades antibacterianas, antiflogisticas,
antituberculosas y antitumurales de los contituyentes de especies de Salvia (Lamiaceae).
Cientificos han fundido algunas dudas toxicoldgicas sobre antioxidantes sintéticos debido
a sus efectos secundarios adversos, y la gente estd mas preocupada por la seguridad y
la calidad de los alimentos. Debido a la actividad antioxidante de plantas Lamiacae
(Labiatae) utilizan para conservar los alimentos, especialmente la carne y el queso,
debido a sus propiedades antioxidantes, ademas de ser empleadas como especias para

condimentar 24

Guerrero et al. (2006) report6 tres diterpenoides con actividad citotéxica, carnosol, 20-
deoxocarnosol y 16-hydroxycarnosol de S. pachyphylla Epling ex Munx, y S. clevelandii
(Gray Greene). Ellos mostraron un 50% de inhibicién del crecimiento de lineas celulares
de cancer de A2780 ovario y de mama HBL-100 en el rango de 3.6 a 5.4 M. Por otra
parte, se examinaron diferentes tipos de lineas celulares de cancer de mama. Ellos
inhibieron las células del cancer de mama sin estrégeno-receptores (HBL-100) con la
concentracion mas baja que aquellos con estrégenos receptores (T-47D). Un diterpenoide
abietano, carnosol, fue revisado por su actividad contra la lucha contra el cancer y este
promovid la detencién del ciclo celular G2 en células de cancer de prdstata disminuyendo
la viabilidad celular. Ello también mostré citotoxicidad contra el cancer de piel, cancer de

colon y leucemia (Johnson, 2011) ;15

También el grupo de Esquivel y col. (2005) realizaron un estudio preliminar de un extracto
de S. pachyphylla de origen californiano, aislando sélo compuestos que ya habian sido
aislados de otras especies de Salvia como S. canariensis, como (1) carnosol y como (2)

acido carnésico.

(1) (2 OH

39




La presencia del compuesto criptotanshinona fue un interesante hallazgo quimico en los
estudios fitoquimicos de la parte aérea y raiz de la Salvia axillaris, una de las plantas mas
primitivas del subgénero Jungia y muy relacionada con las plantas del subgénero

Audibertia j15)

También se han realizado otros estudios como el efecto inhibidor sobre el crecimiento de
Moraxella catarrhalis. Utilizando extracto de Salvia pachyphylla en acetona. En la escuela
de Ciencias de la Salud, CISALUD, Valle de las Palmas. Universidad Autbnoma de Baja

California. Tijuana, BC. (Sanchez D. Remedios y col.).s
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Recolecta e identificacion taxondmica

Salvia pachyphylla fue recolectada y el dia 10 de abril de 2015 localizada en la region
Sierra de Juéarez, en el Municipio de Ensenada, Baja California, con la colaboracion del
Laboratorio de investigacion de quimica medicinal y productos naturales y la ayuda del Dr.
Martin Ortiz Acosta (Geologo). La autentificacion se realiz6 por el Dr. José Delgadillo
Rodriguez. Un ejemplar (voucher specimen 9783) fue depositado en el herbario
BCMEX de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autébnoma de Baja
California.

- Fig. 11 Chal d Salwahphy"aenSuerraJuarez S

Tratamiento del material vegetal

El material vegetal obtenido de Salvia pachyphylla en la recolecta, se deshojé y se llevo
a sequedad a temperatura ambiente, del material obtenido se utilizaron 500 gramos
donde se obtuvo el aceite esencial por medio de un tratamiento de de hidrodestilacion

por arrastre de vapor.

El material a destilar de Salvia pachyphylla se pone en un matraz bola de vidrio de 5L

adaptado a un sistema de destilacion, colocando 100 gramos de hojas dentro de un
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matraz bola de vidrio , se adicionan 2 litros de agua destilada y de adapta un sistema de
destilacion por un tiempo de 4 a 5 horas. Al romperse las cuticulas de las glandulas de
aceite de la planta, el vapor de agua arrastra los compuestos volatiles que se liberan,
pasan por el refrigerante, se condensan y se separan por su distinta densidad e
inmiscibilidad con el agua.

El aceite obtenido se secd con sulfato de sodio anhidro, para su conservacion y su
posterior uso, se coloco en viales bajo atmosfera inerte de N.» y protegidos de la luz,

posteriormente se guardo en refrigeracion.

Este procedimiento se realizé hasta completar los 500 gramos de material vegetal

originales.

Fig. 12 Metologia para obtener el aceite esencial
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Analisis quimico por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas

El equipo utilizado para la identificacion quimica del aceite esencial de Salvia pachyphylla
fue un Cromatégrafo de Gases Acoplado a Espectrometria de Masas Agilent
Technologies 7890A / 5975C. Utilizando una columna capilar de 30m x0.25 mm x 0.25
pm con un volumen de inyeccién de 0.5 pL, una dilucion con gas 1:1200, con una
temperatura de columna de 70°C y una temperatura del inyector de 250°C y una rampa de
columna desde 70°C hasta 100°C a 2°C/min y posteriormente de 100°C hasta 250°C a
10°C/min.

Espectrofotometro de UV-VIS
Las mediciones de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro Thermo Scientific

modelo Genesys 20, en una celda de cuarzo de 10 mm. Como disolvente se empled
MeOH. Los valores de absorbancia (A\) se expresan en nm.

Fig. 13 Espectrofometro UV-VIS
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Evaluaciéon antioxidante

Numerosos estudios han puesto de manifiesto Ultimamente la relacion existente entre el
estrés oxidativo, el envejecimiento celular y algunas enfermedades. El estilo de vida
actual estd favoreciendo la acumulacion de radicales libres y especies reactivas del
oxigeno en nuestro organismo y como consecuencia de ello un aumento del estrés
oxidativo a nivel fisiolégico. Por esto es recomendable el aporte de antioxidantes de

caracter exdgeno

Debido al interés que estan adquiriendo este grupo de compuestos, en este trabajo se
presenta una investigacion que tiene por objeto la busqueda de la actividad antioxidante
a partir del aceite esencial Salvia pachyphylla mediante 3 técnicas; Reduccion del radical

libre DPPH, decoloracion oxidativa del B-caroteno y radical catiénico ABTS.

Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas, atdmicas o moleculares, con 1 electron
desapareado en su orbital mas externo. Este tipo de configuracién electronica hace que
sean muy inestables y altamente reactivos, pudiendo alterar estructuras bioldgicas
fundamentales como lipidos de membrana acidos nucleicos y proteinas. Todo ello se
traduce en un aumento de estrés oxidativo, que esta directamente relacionado con el
envejecimiento celular y algunos procesos fisiopatolégico como enfermedades

cardiovasculares, neurodegenerativas, cataratas y determinadas formas de cancer 2

O O 6ox;dom
o O o
0. o0

Les catioxideates reutrolizon B
los radiceles libres
donéndoles electrones

Rodical libre

Fig. 14 Mecanismo antioxidante
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En el afio 1956 Harman propuso la teoria de los radicales
libres en el envejecimiento, sugiriendo que los radicales
libres producidos durante la respiracion aerobia causan
dafio oxidativo que se acumula, y resulta en una pérdida
gradual del homeostético, en una interferencia de
patrones de expresion génica y pérdida de la capacidad
funcional de la célula, lo que conduce al envejecimiento y

a la muerte. En ese momento se conocia relativamente

poco sobre los sitios celulares de generacion de los
¥ radicales libres y sus subsecuentes reacciones
Fig. 15 Harman moleculares. De acuerdo con dicha teoria, existe

interrelacion entre la generacién de oxidantes, la
proteccion antioxidante y la reparacién del dafio oxidativo (los 2 ultimos pueden ser
inducidos en respuesta al dafio). La expectativa de vida puede ser aumentada al disminuir
el grado de los fenbmenos oxidantes. Esto se lograria con la mejoria de los habitos

higiénico-dietéticos y con el aumento de las defensas antioxidantes.

Se considera que la mitocondria es la fuente generadora de especies reactivas del
oxigeno (ERO) mas importante. El incremento en la formacion de O;" y H.O, se justifica
con el hallazgo de que en el envejecimiento se modifican las condiciones del flujo de
electrones en la cadena de transporte de estos. Los investigadores postulan que las ERO
generadas pueden producir dafio tanto a la membrana interna de la mitocondria como a
los componentes de la cadena de transporte de electrones o al ADN mitocondrial, lo que
incrementa mas la produccién de ERO y consecuentemente mas dafio a la mitocondria e
incremento del estrés oxidativo por aumentar la producciéon de oxidantes. EI genoma
mitocondrial es muy susceptible al ataque por radicales libres producido en la propia
mitocondria. Esto produce cambios con el tiempo, se compromete la formacién de ATP y
la sintesis de proteinas. En los Ultimos afios se ha continuado trabajando en el dafio que
se produce en la mitocondria por los radicales libres, asi como el funcionamiento de los
procesos que se desarrollan en este organelo. Existen mdltiples evidencias que
corroboran la importancia de la disfuncibn mitocondrial en la patogénesis de la
destruccion celular que causa envejecimiento, y es el estrés oxidativo el principal inductor

de esas alteraciones. Numerosos estudios se han realizado para determinar si las
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defensas antioxidantes declinan con la edad. La célula tiende a generar oxidantes y
antioxidantes en una forma interdependiente. Mientras que los oxidantes estimulan la
produccion enddgena de antioxidantes; la administracién de antioxidantes suprime varios
componentes de las defensas enddgenas. Estos hallazgos sugieren que el estado

oxidativo de la célula es mantenido por mecanismos de retroalimentacion.zz

Pero para neutralizar este efecto, nuestro organismo posee sistemas fisiologicos
antioxidantes enzimaticos pero debido al estilo de vida actual como se mencionaba
anteriormente nos esta inclinando hacia un aumento de estrés oxidativo por eso es
recomendable el aporte de antioxidantes exdgenos ya sea a través de la dieta,
suplementos de vitaminas y minerales o mediante el consumo de plantas medicinales con
este espectro de actividad de ahi el interés por el cual el estudio de esta salvia por sus

antecedentes medicinales s

Los campos de aplicacion de los antioxidantes son muy variados; ademas de terapias
farmacologicas también tienen interés como suplementos nutricionales, ingredientes
cosméticos para evitar el envejecimiento cutdneo, alimentos funcionales y como

conservadores alimenticios. 2

Pruebas antioxidantes

Decoloracion oxidativa de B-caroteno

5 La inhibiciébn de la decoloracién del

s
. _T 1 B-caroteno en una oxidacién

- -'""':C;-"'n“\:;.--""ﬁ_.f" Hf;ﬁ:b‘-"’"%w"”‘%"‘l_ e
L T T conjunta con el acido linoleico; es

- \" . .

una metodologia bien conocida para
Fig.16 B-caroteno la evaluaciébn de la capacidad

antioxidante en productos naturales, ya que los carotenoides son extremadamente
susceptibles a la oxidacién por especies radicales libres. Esta técnica se basa en la
medicion espectrofotométrica de la decoloracién de los carotenoides causada por su
interaccion con radicales peroxilo (LOO®), producidos durante la oxidacién del acido
linoleico. La reaccion que tiene lugar es una adicion del radical peroxilo al sistema

poliénico de los carotenoides, produciendo un radical estabilizado por resonancia. Este
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radical centrado en el carbono, es capaz de reaccionar con otros radicales, dando
productos no radicales (etapa de terminacion). De no ocurrir esto, el nuevo radical
estabilizado afiadird oxigeno molecular en una etapa de propagacion de una reaccion en
cadena, produciendo un radical caroteno-peroxilo. Si existen antioxidantes en la sustancia
analizada, los radicales libres reaccionaran con dichos compuestos, en lugar de atacar al
B-caroteno, evitando que se decolore. En consecuencia, cuanto mayor sea la actividad
antioxidante en la sustancia de interés, menor sera la decoloracion del B-caroteno. Esta
técnica ha sido usada en la evaluacién del poder antioxidante de sustancias diversas,
tales como alcaloides, jugos vegetales, guayaba, chocolate, plantas medicinales, mieles,

polen apicola y prop6leos jzg

Procedimiento.

1. someter a un burbujeo con aire agua destilada por 1 hora.

2. Se prepara una disoluciéon de B- caroteno (0.5 mg de B-caroteno disuelto en 1 mL de

cloroformo).

3. Se prepara la emulsion con 25 L de acido linoléico y 200 pL de Tween 20.

4. A esta emulsion preparada se le adiciona 1 mL de la solucion de B- caroteno (1 mL por

cada 100 mL de emulsién preparada).

5. Se agita y se deja evaporar el cloroformo.

6. Una vez evaporado, se adicionan 100 mL de agua destilada (previamente en burbujeo

de aire durante 1 hora).

7. Agitar vigorosamente hasta la formacion total de la emulsion.

8. Pesar 2 mg de aceite esencial y hacer una disoluciéon con concentraciéon 2 mg/ mL en el

disolvente que mas le favorezca al aceite esencial.

9. Se toman 350 L de la disolucién del aceite esencial y se adicionan a cada tubo (cada

extracto por triplicado), posteriormente a cada tubo se agregan 2.5 mL de la emulsion.
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10. Posteriormente se mide la absorbancia a 470 nm inmediatamente después de agregar

la emulsion (t=0 minutos).

Las absorbancias obtenidas se promedian para realizar los correspondientes calculos, el

porcentaje de actividad antioxidante se determina utilizando la siguiente ecuacion:

Am0 — Am120

% actividad antioxidante = |1 — 10 — Ac120 * 100

Donde:

AmO = absorbancia de la muestra a 0 minutos.
Am120 = absorbancia de la muestra a 120 minutos.
AcO = absorbancia del control a 0 minutos.

Ac120 = absorbancia del control a 120 minutos.

Nota: el control positivo se realizd con acido ascérbico

Reduccion del radical DPPH

Brand-Williams et al., (1995) evaluaron la actividad

de compuestos especificos o extractos usando el -
2

radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

(DPPHe) en una soluciéon metandlica. La reduccién

=
|
=

NO,

del DPPH+ se monitorea por la disminucién en la

absorbancia a una longitud de onda caracteristica. Ny

En su forma de radical libre, el DPPH+ absorbe a 515
., _ Fig. 17 Radical DPPH
nm y cuando sufre reduccion por un antioxidante,

esta absorcidon desaparece. En consecuencia, la desaparicién del DPPHe+ proporciona un
indice para estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales. El
modelo que explica la actividad de un compuesto como anti radical se ejemplifica con la
siguiente ecuacion: HAHHH A DPP + () n DPP + ()n Donde AH es un antioxidante que

actia como antirradical donando atomos de hidrégeno, dando como resultado radicales
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con estructuras moleculares estables que detendran la reaccion en cadena, tal es el caso
de los fenoles. El nuevo radical formado (A) puede interactuar con otro radical para formar
moléculas estables (DPPH-A, A-A). La reaccion entre el DPPH+ y un compuesto depende
de la conformacién estructural del mismo, por lo que las comparaciones cuantitativas no

siempre son apropiadas. 9

Procedimiento

1. Se prepara una disolucién de DPPH 125 yM en etanol. Se utiliza esta concentracion

con el propésito de cumplir con la Ley de Beer.

2. Para los extractos, se pesa 1mg y se disuelve en 1mL de etanol. Utilizar un Sonicador

para ayudar a disolver los extractos con los que se presentan problemas.

3. Una vez disueltos todos los extractos, se agregan 500 pL de etanol a todos los tubos

(10 tubos por triplicado méas 2 controles).

4. Se afiaden 500 pL del extracto al primer tubo, para realizar después diluciones seriadas
en los 9 tubos restantes, tomando 500 pL y pasandolos al siguiente tubo y asi
sucesivamente, en el décimo tubo se desechan los 500 pL.

5. Se afladen 500 pl de solucién de DPPH 125 uM a todos los tubos.

6. Se dejan en reposo por 30 minutos en la oscuridad.

7. Se realiza la lectura en una celda de cuarzo a 517 nm utilizando un blanco de etanol.

8. Se promedian las absorbancias obtenidas para realizar los calculos y obtener el % de

reduccion de DPPH, con el cual se realizar la grafica correspondiente y se obtiene la C50.

9. se realizan los célculos con la siguiente ecuacion:

Am
% actividad antioxidante = [1 - Ac] x 100
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Donde:
Am = absorbancia promedio de la muestra.
Ac = absorbancia de la muestra control (solucién de DPPH).

Radical cationico ABTS

El radical ABTSe+ se genera a partir de su
precursor el Acido 2,2-azinobis  (3-
_ i T etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS),

= ™ (Ronald L. Prior, 2005). El radical catiénico

obtenido es un compuesto de color verde-

- azulado, estable y con un espectro de
Fig. 18 Radical Cationico ABTS

absorcion en el UV-visible. Es un radical
artificial que no mimetiza bien la situacién in vivo, termodinAmicamente puede ser
reducido por compuestos que tengan un potencial redox menor que el del ABTS (0.68V),
pudiendo reaccionar con el radical, muchos compuestos fendlicos con un potencial mas
bajo. El punto final de la reaccion lo marca la sustancia antioxidante empleada, fijando
tiempos cortos o muy elevados que pueden interferir en los resultados finales, lo cual, es
un inconveniente. La ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto en muestras
hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado en cada caso. Existen

varios métodos de generacion del radical ABTS e+.j3q)

Procedimiento

1. Se pesa en balanza analitica 0.0033 g de persulfato de potasio y 0.0194 g de ABTS y

se disuelven con 5 mL de agua desionizada.

2. La solucién preparada se tapa con aluminio y se deja reposar en la oscuridad por 18

horas antes de realizar el ensayo.

3. Pasadas las 18 horas (para generar el radical), se toman 150 pL de la solucién patrén

de ABTS (preparada anteriormente) y se diluyen con 15 mL de MeOH. La solucion
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obtenida se protege de la luz. NOTA: se pueden preparar mas de 15 mL de solucion, esto

estara en funcién de la cantidad de extractos a evaluar.

4. Preparar la solucion patron del extracto vegetal a evaluar, para esto, se pesa 1l mgy se

disuelve en 1 mL de etanol, para obtener una concentracién de 1 mg/mL.

5.Se realizaran 10 diluciones seriadas por triplicado, obteniendo las siguientes
concentraciones: 1, 0.5, 0.25, 0.12, 0.06, etc,. mg/mL de extracto. Para realizar estas
diluciones seriadas: adicionar 100 ul de etanol a los 9 ultimos tubos de cada fila (NO

agregar al primero de cada fila).

6. Estando listas las diluciones seriadas del extracto vegetal, en otra gradilla por

separado, colocar la misma cantidad de tubos que en la anterior.

7. Adicionar unicamente 20 pL de las diluciones preparadas anteriormente al tubo que le
corresponde de la nueva gradilla. NOTA: al ser un volumen muy pequefio se evapora
rapidamente, por lo que solo se adicionara a los tubos con los que se va a trabajar en el

momento, no mas de 30 a la vez.

8. Ya estando listas estas diluciones, adicionar a todos los tubos 980 pL de la solucién de
ABTS preparada (de la diluida), intentando hacerlo rapidamente y esperar 7 minutos para

realizar lecturas.

9. Mientras los tubos anteriores se incuban por 7 minutos, es necesario realizar una
lectura de la solucién de ABTS sola, sin extracto ya que se requerird esta absorbancia

para los célculos. La lectura es a 734 nm.

10. Hecha esta lectura y pasados los 7 minutos, se procede a leer el resto de los tubos a

la misma longitud de onda.
11. Promediar las absorbancias de las 3 concentraciones iguales y con ese promedio

reportar el % de reduccidn del radical ABTS o actividad antioxidante utilizando la siguiente

formula:
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Absi—absf

100
Absi -

% actividad antioxidante = (1
Donde:

Absi: absorbancia inicial
Absf: absorbacia final
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Se obtuvo un aceite esencial de color amarillo y con un olor muy caracteristico.

A continuacién se presenta la tabla de rendimientos obtenidos de las 5 destilaciones

realizadas.
Tabla de rendimientos
Fecha Cantidad de material (g) Cantidad de aceite (Q) % Rendimiento
21-abr-15 100 1.2866 1.28
23-abr-15 100 1.4569 1.45
29-abr-15 100 0.9949 0.99
15-jun-15 100 0.7814 0.78
23-jun-15 100 1.2697 1.26
Tabla 1. Resultados de rendimientos
Composicidon quimica Salvia pachyphylla
Salvia pachyphylla
# Nombre % total Clasificacion
1 a-Pineno 6.96 MH
2 Canfeno 4.40 MH
3 3-Careno 19.01 MH
4 m-Cimeno 4.05 MH
5 Limoneno 11.64 MH
6 Eucaliptol 15.61 MO
7 Canfor, Alcanfor 11.27 MO
8 Acetato de Borneol 4.31 MO
9 Cariofileno 7.18 SH
10 Epoxido de cariofileno 4.29 SO
11 B-Eudesmol 4.24 SO
12 a-Bisabolol 6.98 SO

Tabla 2. Componentes del aceite esencial de Salvia pachyphylla

Donde: MH= monoterpeno hidrocarbonado, MO= monoterpeno oxigenado, SH=
sesquiterpeno hidrocarbonado, SO= sesquiterpeno oxigenado




La tabla 2. Componentes del aceite esencial de Salvia pachyphylla muestra todos los
componentes que contiene el aceite esencial de la Salvia pachyphylla asi como también
el porcentaje de cada uno de estos obtenidos por CG-EM.

En estos resultados se puede observar que los componentes mayoritarios son el
monoterpeno 3-careno (19.01%), Eucaliptol (15.61%), limoneno (11.64%) y por ultimo
alcanfor y canfor en la misma proporcion (11.27%).

H3C CH;
CHs
O
HsC CHs,

CHs

Fig. 19 3- careno Fig. 20 Eucaliptol

':!Ha

Ha
HiC
CH,

-
IZZ.HiIJI

Fig. 21 Limoneno Fig. 22 Alcanfor

H,C

A continuacién se presentan los cromatogramas obtenidos del andlisis por EM-CG del
aceite esencial de Salvia pachyphylla
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En los cromatogramas mostrados se observa que los componentes mayoritarios son el 3-Careno (19.01%),
Eucaliptol (15.61%), Limoneno (11.64%) y Canfor y Alcanfor (11.27%) con T.R de 6.057, 6.676, 6.590 y

10.926 respectivamente.
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Decoloracion oxidativa B-caroteno

Muestra % Actividad antioxidante
Aceite esencial 10.57%
Acido ascorbico 27.64%

Tabla 3. Resultados de decoloracién oxidativa de B-caroteno

Se puede observar que de acuerdo a los datos arrojados en la prueba de decoloracién
oxidativa de (B-caroteno, Salvia pachyphylla presenta un bajo perfil antioxidante mediante
esta técnica ya que qued6 por debajo del control positivo presentando tan solo una
inhibicién oxidativa de un 10.57% sin embargo, esto no quiere decir que no sea un buen
antioxidante. Ya que esta técnica suele ser un poco mas especifica para antioxidantes
lipidicos (como el B-caroteno), en general moléculas grandes con porciones alifaticas e
instauraciones, lo cual no aplica para los monoterpenos y sesquiterpenos, los cuales

componen al aceite.
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Concentracion DPPH (%) ABTS (%)

(mg/ ml)

0.5

93,72 99,921
0.25

92,31 99,919
0.12

82,91 99,918
0.06

72,22 99,917
0.03

61,79 99,917
0.015

55,38 99,917
0.007

54,94 99,918
0.003

52,78 99,918
0.001

49,70 99,918

Tabla 4. Resultados de actividades antioxidantes DPPH Y ABTS

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de la actividad antioxidantes para

DPPH y ABTS respectivamente.

A continuacion se presentan las graficas de DPPH y ABTS con los resultados obtenidos y

su respectiva CEsqo,
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Reduccion del radical DPPH
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Gréfica 1 Resultados DPPH

En esta grafica se puede observar una correlacién de 0.993 donde se obtuvo una CEsg

de 1.1x103. Estos datos sugieren que por el método de la reduccion del radical DPPH

este aceite esencial de Salvia pachyphylla es muy activo respecto a la actividad

antioxidante.
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Ensayo decolorativo del radical cationico ABTS
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Grafica 2. Resultados ABTS

Con esta gréafica se puede observar que se tiene una correlacién de 0.993 al igual que en
DPPH, con un valor calculadO de CEsp de O lo cual nos permite inferir que por este
método de la reduccion del radical ABTS este aceite esencial de Salvia pachyphylla es

muy activo respecto a la actividad antioxidante.

En la técnica de reduccion del radical libre DPPH, el aceite de S.pachyphylla en general
mostro un excelente perfil antirradicalario, se obtuvo una mejor actividad a una
concentracion de 0.5 con 93,72%, seguido de 0.25 con 92.31%, y 0.12 con 82.91% . En
general todos los resultados fueron muy buenos, comparados con el control positivo

utilizado.

En la técnica de neutralizacion del radical catibnico ABTS el aceite de S.pachyphylla
también mostro un excelente perfil antirradicalario, se obtuvo una mejor actividad a una
concentracion de 0.5 con 99,921%, seguido de 0.25 con 99,919 y 0.12 con 99.918%.

Es importante destacar el hecho que estas dos técnicas antioxidantes, por el contrario a la
de B-caroteno, se consideran polares. Una de las ventajas que presentan estos métodos

es que los radicales pueden reaccionar lentamente incluso con antioxidantes débiles
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(Prakash 2001). El método de DPPH y ABTS se pueden utilizar en disolventes organicos
acuosos y no polares y se pueden utilizar para evaluar ambos antioxidantes; hidrofilicos y

lipofilicos, lo cual no nos permite B-caroteno.

Por lo tanto se llega a la conclusién de que el aceite esencial de salvia pachyphylla es

muy activo con respecto a su actividad antioxidante.
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Las condiciones climaticas del periodo primaveral fueron un factor determinante en el

buen rendimiento del aceite esencial obtenido de Salvia pachyphylla.

Los metabolitos secundarios principales que se identificaron como parte de la
composicion quimica del aceite esencial de Salvia pachyphylla, fueron los terpenos 3-
Careno (19.01%), Eucaliptol (15.61%), Limoneno (11.64%) y Canfor y Alcanfor (11.27%)
siendo el componente mayoritario el 3-Careno.

Salvia pachyphylla presenta una muy buena actividad antioxidante por los métodos DPPH
Y ABTS. En ambos casos se obtuvieron porcentajes de actividad antioxidante mayores al
50% en DPPH y un 99% en ABTS y con una CE50 de 1.1x10-3 y O respectivamente.

De acuerdo a la baja actividad antioxidante observada por el método de la decoloracién
oxidativa del b- caroteno se sugiere que los componentes del aceite esencial de esta
planta, presentan una mejor accion reductora que como sustrato insaturado de inhibicion

oxidativa.

Se sugiere que la accion antioxidante del aceite esencial de Salvia pachyphylla esta en

funcion de la accion sinérgica de sus componentes.
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