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RESUMEN.

En esta Tesis de Maestria se evalud el potencial antioxidante del extracto
metandlico obtenido de la raiz de la planta Salvia mellifera por medio de dos
métodos espectrofotométricos El extracto fue fraccionado en 8 partes (R1,
R2..., R8), siendo R1 no polar y R8 polar. Los valores se expresaron en
concentracion efectiva media (CEso) de cantidad maxima y minima a utilizar
para observar un efecto antioxidante. Para el método DPPH los valores
maximos y minimos fueron 1.389 y 0.001 mg/mL, mientras que para el
método ABTS se obtuvieron los valores 2.89 y 0.26 mg/mL, respectivamente.
En general, las 8 fracciones presentaron una potente actividad antioxidante
en comparacion con los estandares utilizados, destacando R8 con los valores
mas bajos obtenidos en ambas pruebas, y por lo tanto, la que presentdé mejor
perfil antioxidante. Asi mismo, se seleccion6 R5 y R6 de polaridad media para
la identificacidon de compuestos del tipo diterpeno, logrando el aislamiento e
identificacion de la molécula criptotanshinona, la cual fue caracterizada por
medio de RMN. Como parte de las pruebas biolégicas, se medio la viabilidad
celular de macréfagos frente a R5 y R6. Sin embargo, la recristalizacion del
extracto en los cultivos celulares evité que fuera posible la permeabilidad de
la linea celular para medir el efecto antiinflamatorio. Se sugiere un cambio en
la metodologia para lograr observar la bioactividad en los extractos
seleccionados, asi como el seguimiento en la busqueda de nuevas moléculas
de interés farmacoldgico y la investigacion de sus posibles efectos
terapéuticos.
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1.MARCO REFERENCIAL.



El empleo etnofarmacologico de Salvias y los estudios que se han
generado al respecto, no se limitan a una region especifica, ya que el género
es muy diverso en todo el globo terraqueo y su uso medicinal es reconocido
por diferentes culturas. Por ejemplo, en América, de los estudios realizados
en plantas nativas, enfocados en la obtencion de moléculas con potencial
farmacoldgico, se describié a Salvia texana con una mayor concentracion de

diterpenos aislados de su raiz (Gonzalez et al. 1989).

Otras especies de Salvia fueron puestas en la mira de grupos
académicos interesados en la obtencion de productos naturales, como es el
caso de Salvia apiana, especie endémicas de Baja California, que al igual
que Salvia mellifera comparte una relacion ecoldgica de hibridacién (Epling
1947; Gonzalez et al. 1992), ambas bien conocidas entre los pueblos
indigenas por su propiedades terapéuticas y a las cuales se les ha dado un

valor cultural muy alto en la conformacién de su vision universal.

Quiza se la caracteristica mas notable de algunas Salvias descritas
como medicinales es ser plantas muy aromaticas, resultado del
desprendimiento de los terpenos altamente volatiles que producen. Dement y
colaboradores en 1975, explicaron los mecanismos de volatilizacion de
monoterpenos desprendidos de Salvia mellifera y su relacidén con la actividad
metabdlica durante la fotosintesis. Observaron que estos compuestos

contribuian significativamente a la composicion de la atmdsfera circundante.



Asi pues, se establecid que existia una relacidn entre presion de vapor
generada de los productos volatiles al interior de la hoja con respecto a los
cambios de temperatura y la humedad del aire. Este trabajo llevd al
aislamiento de dichos terpenos en diferentes estructuras de la planta,
contribuyendo asi al conociendo de sus componentes principales que fueron
reportados con los siguientes porcentajes: 50% alcanfor, 25% 1,8-cineol, y en
porcentajes menores a-pineno, B-pineno, canfeno, limoneno, cimeno,

mirceno, B-felandreno y y-terpineno.

Los estudios sobre S. mellifera continuaron con el apoyo de
metodologias mas especializadas, encontrando presencia de otras
estructuras de terpenos, como triterpenos (Génzalez et al. 1990), diterpenos
abiatanos (Gonzalez et al. 1991), asi como compuestos ya conocidos: acido
carnosico y carnosol (Gonzalez et al.1987), rosmanol (Gonzalez et al. 1985),
isorosmanol (Nakatani e Inatani 1983), galdosol (Gonzalez et al. 1985),
rosmadial (Nakatani e Inatani 1984), salvicanol (Bandaranayake 1980; Fraga

et al. 1986) y dimetilsavicanol (Kelecom y Mediemos 1989).

En 1992, con los nuevos diterpenos aislados de la parte aérea de la S.
mellifera, junto con los compuestos ya conocidos, se propone la postulacion
de una ruta biogenética de diterpenos altamente oxidados, en el que los
procesos enzimaticos de deshidrogenacion y la participacion de oxigeno en

estado singlete juega un papel clave en la planta (Gonzales et al 1992).



Poco después se logré aislar nuevos terpenos por medio de la
espectroscopia y correlacién quimica: acido 16-acetoxicarnosico, 16-
hidroxirosmanol, 16-hidroxisorosmanol, 16-hidroxiepirosmanol, 11,12,16,20-
tetrahidroxi-abieta-8,11,13-trieno, 16-hidroxi-20-20-deoxocarnosol y 16-
hidroxi-rosmadial mas los compuestos conocidos, acido 16-hidroxicarndsico,
acido carndsico, carnosol, rosmanol, 7-O-metil-rosmadol, isorosmanol,
epirosmanol, rosmadiol, pisiferol, salvicanol y demetilsalvicanol aislados de la
parte aérea de S. mellifera, asi como Criptotanshinona aislada de la raiz de la
planta, y usado como punto de comparacién para la configuracién en el
Carbono 15 (C-15) de los nuevos diterpenos, con base a las consideraciones

biogenéticas mas probables (Luis y Andrés1993).

Extraido de sus aceites esenciales, un nuevo tipo de sesquiterpeno
eramofilano, el cual llamaron salvimelliferol, se sumo a la lista de compuestos
identificados de la raiz de S. mellifera, asi como los ya conocidos: salvicanol,
pisiferanol, 8(14),15-isopimaradien-7a-ol, 3-sitosterol y el natural 5a,6-dihidro-
salviasperanol (Luis y Andrés 1999). Pero hasta 2010, De Martino y
colaboradores, identificaron por medio de cromatografia de gases acoplado a
masas un total de 54 componentes del aceite esencial de S. mellifera,
obteniendo una fraccion de 14.2% de sesquiterpenos, y 76.1% de
monoterpenos, siendo los compuestos oxigenados representativos con 57%,
de los cuales destacan 1,8-cineol con 39.8% y alcanfor con 12.2%. Pineno
fue reportado como el principal monoterpeno no oxigenado con una

presencia de 9.2% (De Martino et al. 2010).



A medida que los trabajos de aislamiento de productos naturales
fueron creciendo el interés por analizar su actividad biologica también fue en
aumento. Por ejemplo, se habia establecido una relacion entre los diterpenos
encontrados en algunas especies de Salvia y su actividad antimicrobiana
(Gonzalez et al. 1989), pero en 1993 la estructura de veintiun diterpenos
abietatrienos de S. canadienses y S. mellifera se evaluaron frente a tres
cepas de bacterias y una levadura. Los resultados obtenidos mostraron que
la agrupacion catecol libre es esencial para la actividad antimicrobiana frente
a bacterias Gram positivas. Los investigadores observaron que en presencia
de un grupo hidroxilo adicional en C-6 o C-7, la actividad se redujo a menos
de un tercio, y un grupo hidroxi-metileno en C-16 también produjo un
rendimiento ineficaz, concluyendo que los compuestos en los que la
agrupacion catecol habian sido oxidados a una quinona exhibieron actividad

mejorada (Mouijir et al. 1993).

Mas adelante, la bioactividad de veintiun diterpenoides (terpenos con
esqueleto modificado y reorganizado quimicamente por oxidacién) aislados
de diferentes especies de Salvias fue estudiada en las lineas celulares
humanas Hela (cancer cérvico-uterino) y Hep-2 (carcinoma epidermoide).
Para el caso de Salvia mellifera, los compuestos ferruginol, taxodiona,
isotanshinona 1ll y 7a-hidroxi-roileanona aislados de S. mellifera, tuvieron
actividad citotéxica. Asi mismo, roileanona y demetilsalvican-11-12-diona se

observaron activos en las células HelLa y Hep-2 respectivamente. Por otro



lado, se observé la actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas
con los diterpenoides ferruginol, taxodiona, 7a-hidroxi-roileanona y
demetilsalvican-11-12-diona, no encontrandose actividad para cepas Gram

negativas o Candida albicans (Mouijir et al. 1996).



2. PREGUNTA DE INVESTIGACION.



¢Las propiedades fisico-quimicas del extracto metandlico de raiz de
Salvia mellifera son capaces de producir porcentajes altos de inhibicion

oxidativa para poderlos catalogar como antioxidantes fuertes?

¢, De los compuestos aislados de tipo terpeno, es posible establecer un

perfil con actividad biolégica?

2.1. HIPOTESIS.

La actividad antioxidante del extracto metandlico de la raiz de Salvia
mellifera tiene un perfil antioxidante similar en comparacion con los
estandares considerados antioxidantes fuertes, asi como un potencial de
bioactividad debido principalmente a la presencia de compuestos del tipo

terpeno.



3. JUSTIFICACION.



Justificacion

El uso etnofarmacolégico de plantas para el tratamiento de diversos
padecimientos derivados de la oxidacion celular y la necesidad de su
caracterizacion farmacoldgica, promueven la evaluaciéon de actividad

antioxidante.

Los radicales libres y el dano oxidativo estan relacionados con la
muerte celular, siendo la peroxidacion lipidica un mecanismo que lleva a la
destruccién oxidativa de la membrana celular. Por lo cual, los radicales libres

y el dafno oxidativo pueden llevar a la inflamacion aguda y cronica.

En la actualidad, gran parte de las enfermedades se relaciona con
estrés oxidativo y con procesos de inflamacién aguda y crénica, ejemplo son:
artritis reumatoide, diabetes, obesidad y cancer. Los efectos secundarios
causados por los farmacos antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos
(AINES) utilizados para tratar dichas enfermedades podrian dejar de ser una
preocupacion para la salud de los pacientes si existen mas opciones
terapéuticas y/o farmacéuticas para el tratamiento de enfermedades

relacionadas con la inflamacion.

Con el fin de contribuir con el conocimiento de la flora de Baja

California, se eligi6 la especie Salvia mellifera, debido a que el Género Salvia
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Justificacion

es representativo en el territorio nacional y particularmente S. mellifera es

encontrada en el territorio binacional México-Estados Unidos.

En el presente estudio, se realizé un analisis fitoquimico preliminar de
la composicion quimica y bioactividad a nivel antioxidante del extracto de la
raiz de la planta. Este paso es importante, ya que permite establecer las
caracteristicas fisicoquimicas para lograr una busqueda mas efectiva en la
obtencién y aislamiento de otros compuestos de interés farmacolégico, como
fue el caso de los compuestos de tipo terpeno. La presencia de terpenos es
bien conocida en este género, por lo que se esperaba lograr observarlos y

obtener moléculas aisladas para su caracterizacion quimica.

Las propiedades farmacologicas de los terpenos, como se ha
reportado en especies cercanas a Salvia mellifera, ha despertado gran
interés debido a su uso medicinal tradicional, y que gracias a los estudios
realizados en los ultimos afios, donde se ha logrado aislar e identificar
moléculas con actividad bioldgica con resultados alentadores para su uso
contra células de cancer humano, es que se debe dar continuidad a la
busqueda y comprension de los mecanismos de accion bioldgica de dichos

compuestos.

En el caso de plantas endémicas, este conocimiento no sélo
contribuye benéficamente al uso tradicional de los recursos naturales de la

region norte de México, también promueve la apertura de nuevas lineas de

11



Justificacion

investigacion enfocadas al aprovechamiento sustentable de la flora regional,
a la conservacion del conocimiento medicinal indigena, asi como a la
ampliacion del conocimiento en materia farmacolégica medicinal, hasta ahora
aun insuficiente para lograr abarcar el estudio de la gran diversidad de
especies del Género Salvia en todo el territorio nacional, asi como el de la
flora endémica con uso tradicional medicinal conocido por los diversos

pueblos indigenas.
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4. OBJETIVOS.



Objetivos

4.1. Objetivo general.

Determinar la bioactividad de los compuestos extraidos a partir de la
raiz Salvia mellifera presentan porcentajes altos de inhibicion oxidativa para

poderlos catalogar como antioxidantes fuertes.

4.2. Objetivos especificos.

1. Establecer el perfil fitoquimico preliminar del extracto de raiz de Salvia
mellifera.

2. Fraccionar y medir la actividad antioxidante del extracto de raiz de S.
mellifera.

3. Comprobar la presencia de compuestos del tipo terpeno mediante el
aislamiento e identificacion de los metabolitos.

4. Determinar viabilidad celular con mejor perfil antioxidante en

macrofagos.
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5. MARCO TEORICO.



Marco tedrico

5.1. Sobre Salvia mellifera.

La revision de la literatura ha evidenciado la importancia de estudiar
los efectos medicinales de plantas que han sido utilizadas de manera
tradicional en nuestro pais. El hecho de que en Baja California existe una
cantidad de salvias endémicas tanto de la region fronteriza norte de Mexico y
sur de Estados Unidos, ha despertado el interés por estudiar especificamente

a Salvia mellifera y sus posibles acciones antioxidantes y antiinflamatorias.

A continuacion se revisan conceptos importantes para el sustento
tedrico de la presente investigacidon sobre esta planta de uso tradicional

medicinal.

5.1.2. Familia Lameacea.

La familia Lamiaceae (Labiatae nom. cons., y conocidas como
labiadas) agrupa hierbas anuales y perennes, arbustos y arboles, de hojas
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 numero cromosomico varia de 10 a 240 (Harley et al. 2004).
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De sus caracteristicas notables se destaca la amplia gama de
compuestos quimicos, entre ellos los de tipo terpeno que les confieren la
propiedad de ser aromaticas (Richardson 1992) caracteristica que se ha
aprovechado para su uso culinario como condimentos y en la medicina
popular como complemento terapéutico o medicinal y en la industria como

insumo debido al uso de sus aceites esenciales (Heinrich et al 1992).

Respecto a su jerarquia taxondmica, estudios recientes sobre su
analisis filogenético demuestran la necesidad de modificar y reagrupar varios
géneros conferidos a las Lamiaceas, como es el caso del Género Salvia
subgénero Calosphace (Walker et al. 2004; Jenks et al 2013; Martinez-

Gordillo et al. 2013).

5.1.3. Género Salvia.

Son hierbas anuales, perennes, de formas arbustivas y con hojas
enteras, lobuladas; sus racimos son generalmente de forma esférica
caracterizados por sus abundantes flores de caliz de dos labios (labiadas), de
donde se distinguen 1 o 2 estambres con el conectivo alargado, articulados

sobre un filamento corto.

Este género, se encuentra conformado por tres clados, uno de los
cuales corresponde al subgénero Colosphace, mas la seccion Audibertia,

considerados como grupos naturales y exclusivos al continente americano.
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Su distribucién abarca desde Estados Unidos hasta Argentina y Chile y con
representantes también en las islas del Caribe, albergando alrededor de 500
especies solo del subgénero Colosphace, lo que lo convierte en el linaje mas

diverso del género.
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Fig. 1. Distribucién de la familia Lamiaceae en la Republica Mexicana (Martinez-
Gordillo et al. 2013).

En México existen 61 de las 106 secciones reconocidas (Epling 1939,
1940, 1941; Epling y Lewis 1942, 1947) siendo Salvia el género mas diverso
de la familia en el pais, con 307 especies, de las cuales 232 son endémicas
(Martinez-Gordillo et al. 2013). Esta gran diversidad ha dificultado el

reconocimiento preciso de algunas especies, y hasta la fecha es tema
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controversial las 106 secciones propuestas por Epling por ser considerada

una clasificacion muy amplia.

5.1.4. Orden taxonémico.

La tabla 1 muestra el orden taxondémico integrando por informacion

publicada en la Integrated Taxonomic Information System (ITIS) (System

2010). Sin embargo, recientemente estudios moleculares realizados en

especies integradas al subgénero Calosphace separan tres especies de

Audivertia: Salvia greatae, S. californica y S. mellifera (Jenks et al 2013).

Tabla 1. Orden taxondmico de Salvia mellifera

Reino
Subreino
Infrareino

Superdivision
Division
Subdivision

Clase

Subclase
Superorden
Orden
Familia
Subfamilia
Género
Subgénero
Seccion

Especie

Plantae
Viridiplantae
Estreptofita
Embriofita
Traqueofita
Espermatofita
Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Asteridae
Asteranae
Lamiales
Lamiaceae
Nepetoideae
Salvia
Calosphace
Audibertia

Mellifera

19



Marco tedrico

5.1.5. Sinonimia.

Audibertia spinulosa. Nutt. ex Benth.
Audibertia stachyoides. Benth.
Audibertiella stachyoides. (Benth.) Briq.

Ramona stachyoides. (Benth.) Briq.

5.1.6. Etimologia.

Salvia: nombre latino de la “salvia”, que procede del latin salvus, en
espanol su significado es “salud” o salvo, refiriendose a la accidn de curar o
aludir a las virtudes medicinales de las plantas de este género.

Mellifera: palabra del epiteto latino que significa “melifera”, es decir,

que lleva o tiene miel.

5.1.7. Descripcion.

Salvia mellifera fue descrita por Edward Lee Greene en 1892,
considerada nativa de la regién sur de Estados Unidos y noreste de México
(Anderson y Anderson 1954). Crece cerca de la costa a 600 m de altura del
nivel del mar en habitats de matorral costero (Gonzalez et al. 1990). En
cuanto a su forma de crecimiento, predominan las hierbas perennes o

arbustos. La mayoria presenta flores azules o moradas de 1.2 cm de largo
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que afloran durante todo el afo con una actividad maxima en octubre

(Cornejo-Tenorio e Ibarra-Menriquez 2011).

Derawing by Mimi Kamyp

Fig. 2. llustracion de Salvia mellifera (Moore 2003).

El fruto es liso y de color café de 2 mm de largo; las raices alcanzan
poca profundidad formando sistemas raramente extensos (0.6 m) que por
debajo del suelo se concentran apretados en 12.5 cm; su tiempo estimado de

vida es de 20 a 30 afos (Horton y Kraebel1955).

Los arbustos suelen crecer entre 1 y 2 m de altura y en primavera es

cuando la planta suele abrir sus bracteas (Munz y Keck 1973) Mientras la
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planta es joven sus tallos son de color verdes a violeta, pero al envejecer se

tornan café a gris. Su nombre en el idioma inglés es Blank sage.

5.1.8. Aspectos ecolégicos.

Habita principalmente en ecosistemas como matorral costero,
chaparral y desérticos de clima mediterraneo. Es capaz de crecer en suelos
de piedra arenisca, granito, serpentina y basalto. Su presencia en dichos
ecosistemas es de gran importancia ya que su forma arbustivas es
aprovechada para alojar diferentes especies de insectos y aracnidos, asi
como la formacion de avisperos y escondites para reptiles, aves y algunos

mamiferos pequenos (Kinucan 1965).

Salvia mellifera suele relacionarse en procesos de hibridacion con
otras salvias, aunque este hecho es poco comun. Se han encontrado hibridos
con S. apiana, S. leucophylla y S. columbariae (Gonzalez et al. 1990) hecho
que se distingue sobre todo en zonas altamente perturbadas donde las
especies comparten territorios con poco espacio disponible para su
reproduccion y por la tal, comparten los mismos vectores de polinizacion

( Epling 1947; Grant y Grant 1964).

Su estrategia reproductiva puede ser sexual y asexual, asi como
reproduccion vegetativa, esta ultima junto con la germinacion de semillas

dispersadas por el viento de verano, ocurren inmediatamente después de un

22



Marco tedrico

incendio, aunque en intervalos prolongados libres de fuego la exposicion
prolongada al sol (12 h) y temperaturas mayores a 23 °C también favorecen

la germinacion (Keeley 1986).

Los terpenos, son el principal constituyente de los aceites esenciales
de algunas plantas y son de gran importancia dentro de sus mecanismos de
defensa. Es el caso de las interacciones ecoldgicas alelopaticas, fendmeno
biolégico en el que las plantas producen compuestos que influyen en el
crecimiento, supervivencia o reproduccion de otras plantas. En Salvia
mellifera, los terpenos cineol y alcanfor son responsables de la inhibicion del
crecimiento de otras plantas debido a la toxicidad que les producen sus

compuestos altamente volatiles (Muller 1965).

5.1.9. Usos tradicionales.

Salvia mellifera fue una de las 150 especies de plantas utilizadas por
los grupos étnicos de Norte América, como la etnia Tonga de lengua
Chumash, antiguos habitantes de la zona noreste de México y gran parte de
California, Estados Unidos. Esta etnia se acento desde hace 15,000 afios
cohabitando con la planta y atribuyendole un gran valor cultural como
alimento, medicinal, como complemento esencial dentro de sus rituales y
misticismo, asi como para higiene personal y de limpieza para objetos dentro

de su hogar (Timbrook 1990).
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Dentro de sus usos y costumbres se sabe que ellos colocaban
semillas de Salvia en ambos ojos durante la noche para retirar impurezas.
Las mujeres tomaban té de raiz un dia después de su cumpleafos para
expulsar sus afnos anteriores y promover la salud del siguiente afio, ademas
la fumaban dentro de sus hogares ya que los aceites volatiles les
proporcionaron confort y calidez. Para el higiene personal también fue util

como limpiador del cabello e inhibido del crecimiento de canas (Adams y

Garcia 2005b).

Fig. 3. Rafael, un chumash, en Soxtonoxmu, Santa Ynez.
Finales del siglo XIX.

5.1.10 Usos ceremoniales.

La salvia fue muy valorada como implemento ceremonial, como
ofrenda en los altares con racimos aflorados, quemada en forma de incienso

para alejar los malos espiritus, enfermedades y malos pensamientos. Su uso
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para limpiar y purificar objetos como utensilios, armas y sus viviendas

también se encuentra documentado (Adams y Garcia 2006).

5.1.11. Usos medicinales y culinarios.

Los Chumash de California, consideraban tan importante a la Salvia
que solo tomaban lo necesario para sus necesidades, almacenando las hojas
secas para su uso posterior. En su practica medicinal, las plantas eran
prendidas con fuego para purificar el sistema nervioso central de los
pacientes enfermos y se les daba de beber una infusién de las hojas para
destruir agentes patdgenos y reducir la inflamacion (Walker y Hudson 1993).
La maceracién sobrante de la infusién se aprovechaba para frotar las heridas
por golpes, mordeduras de serpiente o insectos, y remojar los pies doloridos

e hinchados (Adams y Garcia 2005a).

Fig. 4. La concha del abulon como utensilio casero con hojas de Salvia apiana.
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Las semillas fueron utilizadas como alimento, recolectadas y secadas
para elaboraban una especie de pan que consumian durante el invierno,
ademas usaban las hojas como condimentos en sus comidas. Se sabe que
Salvia mellifera produce una rara miel de sabor picante y fuerte, muy
apreciada por ser dificil de obtener ya que sdélo es producida en condiciones
climatoldgicas adecuadas durante un aio de abundantes lluvias, la cual hasta
hoy en dia es altamente valorada por las etnias que aun sobreviven en la

region de California en Estados Unidos.

5.1.12. Terpenos de Salvia mellifera.

Actualmente a Salvia mellifera no se le ha considerado con algun valor
nutricional, sin embargo es conocida por su accidén analgésica, debida a los
componentes del tipo terpenos que produce durante el metabolismo
secundario y que son bien conocidos en numerosas especies de Salvias

(Mouijir et al. 1993).

Por su volatilidad, los terpenos le confieren la caracteristica aromatica
a estas plantas. Algunas formas de terpenos aisladas de Salvia mellifera son
los diterpenoides, como el alcanfor, cineol y pineol que representan los
porcentajes mayoritarios en la produccion de metabolitos secundarios, asi
como el acido carndsico, carnosol, rosmanol, 7-O-metil-rosmadol,

isorosmanol, epirosmanol, rosmadiol, pisiferol, salvicanol y demetilsalvicanol,
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en menores proporciones pero presentes en la parte aérea de la planta (Luis

y Andrés 1999).

Por otro lado, algunos de los compuestos mas relevantes para la
fitoquimica medicinal hoy en dia, son las tanshinonas. En la especie Salvia
miltiorrhiza son los principales compuestos activos capaces de promover un
efecto antiinflamatorio que ya era conocido pero de manera empirica con el
uso del medicamento herbolario llamado “danshen” (Yang et al. 2006).

El “danshen” desde tiempo remotos en China, se emplea para el
tratamiento de enfermedades con afectacidon inflamatoria cronica,
principalmente reumatismo y enfermedades cardiovasculares (Duke y Ayensu
1985; Bae 2000). El uso de este medicamento herbolario tuvo tan buena
aceptacion que su popularidad se ha extendido a Japoén, Estados Unidos y

diferentes paises de Europa.

La prueba cientifica para el uso de Salvia miltorrhirza (danshen), se
realizé en 2008, donde se examinaron los efectos de tres moléculas extraidas
y purificadas de la raiz de la plata, la tanshinona I, criptotanshinona y 15,16-
dihidrotanshinona, en las cuales se observdé su protagonismo en el
metabolismo de prostaglandinas (PG) y oxido nitrico (ON) cuando fueron
sometidos los macréfagos con lipopolisacaridos (LPS) en un intento para
estabilizar su mecanismo anti-inflamatorio y para conocer cual era la relacion
entre el danshen y estos terpenos aislados de la planta. Los resultados

demostraron que particularmente criptotanshinona y 15,16-dihidrotanshinona
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son importantes constituyentes para la inhibicién de las vias pro-inflamatorias

(Jin et al 2008).

En la actualidad se ha reportado quino diterpenos de la raiz de otras
especies de Salvia, como S. apiana y S. mellifera (Luis y Andrés 1998). Sin
embargo, son pocos los trabajos realizados que aportan al entendimiento de
la accidn biologica de los extractos o compuestos aislados de estas plantas, o
los mecanismos de accién celular y molecular, en donde los terpenos ademas
de actuar como anti-inflamatorios pueden producir efectos citotoxicos, anti-
microbianos, y antifungicos, por tal razén han sido considerados principales

compuestos activos en Salvia (Gonzalez et al. 1992; Luis y Andrés 1993).
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5.2. Metabolismo de las plantas.

Ademas de las algas verdes y algunas bacterias, las plantas verdes
terrestres y acuaticas son el principal grupo de organismos catalogados como
productores primarios, es decir, que permiten la entrada de energia a la
biosfera al absorber energia solar y las materias primas para producir
compuestos mas complejos que les serviran de alimento y sustento. Por lo
tanto, son la fuente de alimento para organismos heterétrofos y sustento de

nuestra propia existencia.

5.2.1. Productos primarios.

Son procesos quimicos pertenecientes al metabolismo primario de las
plantas: la fotosintesis, la respiracion, el transporte de solutos, la
translocaciéon, la sintesis de proteinas, la asimilacion de nutrientes, la
diferenciacion de tejidos, y en general la formacién de carbohidratos, lipidos y
proteinas que intervienen en estos procesos o son parte estructural de las

plantas.

El metabolismo primario produce sustancias llamadas metabolitos
primarios, estos son aminoacidos, nucleotidos, azucares y acilglicéridos,
todos ellos esenciales en la supervivencia, el crecimiento y la reproduccion y
estan presentes en todas las plantas verdes (Taiz y Zeiger 2004), no asi los

metabolitos secundarios, que reunen aproximadamente poco mas de 20,000

29



Marco tedrico

diferentes sustancias identificadas (Sepulveda-Jiménez y Ducoing 2003), sin
embargo, solo algunas especies o0 grupos taxonoémicos determinados se
encuentran reportados con algunas de estas sustancias. En la actualidad el
reconocimiento de metabolitos secundarios especificos, considerados como
marcadores taxonomicos de familias y géneros ha permitido la identificacién y

clasificacion de mas especies (Garcia 2004).

5.2.2. Metabolitos secundarios o productos naturales.

El término de metabolismo secundario fue acufiado en investigaciones
pasadas por considerarlos de importancia menor respecto a los metabolitos
primarios y frecuentemente relacionados como subproductos de desecho de
las plantas. En la actualidad los metabolitos secundarios han sido
recategorizados segun el marco conceptual en el que se les refiere. Un
ejemplo desde un punto de vista ecoldgico, es catalogar a los metabolitos

primarios como sustancias fisiologicamente eficaces, mientras que los

metabolitos secundarios son catalogados como sustancias ecoldégicamente

eficaces (Strasburger et al. 1994).

Sin embargo, los metabolitos secundarios también son protagdnicos
dentro de la fisiologia de la planta, debido a que regulan el crecimiento,
desarrollo e interaccién con otros organismos (Raskin 1992). Cada
compuesto se encuentra estrechamente relacionado con alguna o varias

funciones particulares de la planta que lo produce y son numerosos los
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reportes sobre el papel que desempefan, pero aun se desconoce su
funcionamiento particular aunque ya se les ha relacionado principalmente

como agentes alelopaticos contra hongos, bacterias e incluso otras plantas.
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Fig. 5. Respuesta de defensa de la planta por medio de sus metabolitos
secundarios. Una conceptualizacion ecoldgica de la funcién de los metabolitos
secundarios (Sepulveda-Jiménez et al. 2003).

Asi mismos, se destaca su funcion de estos compuestos en la defensa
propia de la planta, ya sea por toxicidad u otras formas de proteccién como la
defensa contra radiacidén ultravioleta y desecaciéon, reserva de material
nitrogenado, fijacion de N2 atmosférico, formacion de nodulos y la relacién
simbidtica entre las raices de otra plantas (Garcia, 2004). Dirzo menciona
que si bien, en algunos casos en donde es claro el papel de defensa de los
metabolitos secundarios contenidos en ciertas especies, considera

cuestionable esta funcion en muchas otras especies, viendo estos atributos
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de proteccion mas bien como valores adaptativos de las funciones

especificas de las plantas (Dirzo 1985).
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Fig. 6. Via de sintesis de los principales grupos de metabolitos secundarios y su
relacion con la fotosintesis (Azcon-Bieto et al 2008).

La busqueda por el entendimiento sobre la funcién de los metabolitos
secundarios aun es larga. Sin embargo, se conoce que en el metabolismo
primario se proporcionan moléculas simples como el acido shiquimico, el
acetato y los aminoacidos que son las estructuras basicas de partida para las
rutas biosintéticas del metabolismo secundario, que a su vez da inicio a los

tres principales categorias de metabolitos secundarios: fenoles, compuestos

nitrogenados (alcaloides) y terpenos.
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5.2.3. Terpenos.

Estos metabolitos secundarios se encuentran ampliamente distribuidos
en el reino vegetal y presentan una gran variedad estructural, de formula
quimica base compuesta de hidrocarburos complejos (forma general
CnH2n-4), esto les da caracteristicas propias que les confiere efectos
terapéuticos, por lo cual se han vuelo muy relevantes en materia de

fitoquimica medicinal.

4

Fig. 7. Estructura molecular simplificada del isopreno, unidad de los terpenos.

Los terpenos son compuestos organicos derivados del isopreno (2-
metilbuta-1,3-dieno), un hidrocarburo de 5 atomos de carbono, el cual esta

formado por dos dobles enlaces y unidos por cadenas organicas.

Segun su estructura, los terpenos se clasifican en cinco categorias:
= Monoterpenos: formado por 2 unidades de isopreno.
- Sesquiterpenos: derivado del acido mevaldénico y esqueleto de 15

carbonos.
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- Diterpenos: poseen 20 atomos de carbono agrupados por la unién de
cuatro unidades de isopreno.

- Fitosteroles: mejor considerados como terpenoides por su esqueleto
ciclopentano-perhidrofenantreno.

- Fitoestanoles: son fitoesteroles reducidos.

Todos los cientos de diferentes estructuras de hidrocarburos de las
plantas son generadas a partir de dos vias metabdlicas, biosintesis

isoprenoide y biosintesis alcalina (Taylor y Calvin 1987).

5.2.4. Sintesis isoprenoide.

Los isoprenos son sintetizados a partir del isoprenil pirofosfato (IPP)
(fig. 9). Los 5 carbonos de su estructura se combinan para formar
elongaciones de un esqueleto de carbono que es la estructura principal de los
terpenos de las plantas, asi como del esterol, la gibberilina, el acido
abscisico, el caroteno, el fitol, la quinona, el poliisopreno y el alcaloide
isoprenol. La molécula IPP es sintetizada de acetil-CoA, que en principio es
producida por la condensacién de dos moléculas de acetil-CoA y seguido de
una larga condensacion de relaciones con acetil-CoA adicional para formar (3-
hidroxil-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). La HMG-CoA es reducida en acido
mevalonico (AMV), el cual es fosforilizado y descarboxilado para formar IPP

(Taylor y Calvin 1987).
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Fig. 8. Conjugacion cabeza-cola de dos molecular de isoprenil-pirofosfato.

5.2.5. El isopreno activo o isoprenil-pirofosfato.

El isopreno activo o isoprenil-pirofosfato (IPP) es la molécula
precursora en la sintesis de terpenos. En el primer nivel de sintesis dos
moléculas de IPP se conjugan en el proceso “cabeza-cola” para formar trans-
geranil-pirofosfato que posteriormente se transformara en trans-farnesil-
pirofosfato y con este la cadena de polimerizacion enzimatica de las unidades
de isopreno (fig. 8). De acuerdo a la Regla Isoprénica de Wallach, la

condensacion de dos mondneros de isopreno puedan dar origen al precursor
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pirofosfato de geranilo (GPP) que a su vez es el precursor de los
monoterpenos. Al incorporar otra unidad mas se formara el pirofofato de
farnesilo (FPP), precursor de los sesquiterpenos. Una unidad mas de IPP
formara el pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP), compuesto base para la

formacion de diterpenos.

Jdo 8 2
O-P-0-P-O
O O

Fig. 9. Isoprenil-pirofosfato, precursor en la biosintesis de los terpenos.

5.2.6. Sesquiterpenos.

Los sesquiterpenos o sesquiterpenoides son terpenos de 15 carbonos
(es decir, terpenoides de un monoterpenoide y medio). Como los
monoterpenoides, muchos sesquiterpenoides estan presentes en los aceites
esenciales. Ademas muchos sesquiterpenoides actuan como fitoalexinas,
compuestos antibidticos producidos por las plantas en respuesta a la
aparicién de microbios, y como inhibidores de la alimentacién

("antialimentario") de los herbivoros oportunistas (Montes-Belmont 2009).
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5.2.7. Diterpenos.

Son metabolitos farmacologicamente importantes que pueden ser
encontrados en plantas superiores, hongos, insectos y organismos marinos.
Su esqueleto quimicos estd compuesto de 20 atomos de carbono y son
generados a partir de un tetraprenol denominado pirofosfato de
geranilgeranilo (GGPP) el cual es producido a partir de la prenilacion del
pirosfofato de farnesilo (FPP). Un ejemplo de esta categoria son los quino-

diterpenos como la tanshinona I, tanshinona IlIA y criptotanshinona.

Los terpenos funcionan como antioxidantes, protegen a la membrana
lipidica celular contra ataques de radicales libres, especies reactivas de
oxigeno, grupos hidroxidos, peroxidos y radicales superoxidos, incluso
previenen la apariciéon del cancer en 6rganos como pulmones, glandulas
mamarias, colon, estbmago, prostata, pancreas, higado y piel de ahi su

importancia (Reddy et al. 1997).
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5.3. Antioxidantes.

Todos los organismos aerobios emplean oxigeno diatdmico (oxigeno
molecular O2) para fabricar en el interior de sus células, moléculas de
energia en forma de adenocina trifosfato (ATP). Este proceso metabdlico
libera radicales libres, lo cual significaria dafos continuos a la vida debido a
la respiracion. Sin embargo, existen mecanismos de defensa contra estas
especies oxidativas, los antioxidantes. Considerados como cualquier
sustancia que posee una afinidad mayor que cualquier otra molécula para
interaccionar con un radical libre, los antioxidantes se pueden definir como:
“toda sustancia que hallandose presente a bajas concentraciones respecto a
las de una molécula oxidable (biomolécula), retarda o previene la oxidacion

de este sustrato” (Garcia Bacallao et al. 2001).

Estudios clinicos y epidemiolégicos han establecido la correlacion
inversa entre la ingesta de frutas y vegetales (principal fuente de
antioxidantes) y la ocurrencia de eventos inflamatorios por enfermedades
como cardiovasculares, desordenes relacionados con el envejecimiento y
cancer (Willet y Eat 2001). La inflamacién se vuelve menos presente debido a
que en el interior de las células los antioxidantes previenen el estrés oxidativo
relacionado con estas enfermedades, retardando o inhibiendo tanto la
oxidacion de otras moléculas como la iniciacion y/o propagacion de

reacciones en cadena de radicales libres.
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Por su origen, existen dos categorias de antioxidantes, los exdgenos y
los enddgenos, de esta ultima categoria se distinguen dos grupos, los

enzimaticos y los no enzimaticos:

Los antioxidantes exégenos como las vitaminas E, C, los

betacarotenos y flavonoides tienen entre sus funciones en los organismos
mamiferos la neutralizacién del oxigeno singlete, la captura de radicales
libres hidréxilo, la captura de O2, la neutralizacion de peroxidos, y en el caso
de los betacarotenos la regeneracién de la forma oxidada de la vitamina E

(Venero Gutiérrez 2002).

Los antioxidantes enddégenos enzimaticos tienen una accidon de

cofactor, como la superoxido dismutasa (SOD) (accién en el cobre, sodio y
magnesio), la catalasa (CAT) (accion sobre el hierro), el glutatation
peroxidasa (GPx) (accidn sobre el selenio). Por su parte, los antioxidantes

endégenos no enzimaticos son el acido tioctico (permite el transporte de

metales por medio de las enzimas transferrina y ceruloplasmina), las
coenzimas Q, y el glutation que establece barreras fisioldgicas para el

oxigeno a su paso desde el aire hasta las células (Venero Gutiérrez 2002).

5.3.1. Oxigeno molecular (triplete).

El oxigeno molecular es encontrado en condiciones normales de

presion y temperatura en su forma estable O.. En su configuracion
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electronica tiene dos electrones desapareados que ocupan dos orbitales
moleculares degenerados, clasificados como anti-enlazantes, por lo que su
enlace es débil. Estos orbitales desapareados pueden tener el mismo espin,
por lo que el espin total S es 1 (Sharpe 1996). Esta configuracion es conocida
como triplete (32g02), ya que el espin posee tres alineaciones posibles en un

campo magnetico externo.

La configuracion triplete le confiere al O la particularidad de tener un
momento magnético de espin nulo, por lo que el oxigeno es paramagnetico,
es decir, es atraido por los polos magnéticos de su iman. Esta configuracion
electronica inusual evita que el oxigeno molecular reaccione directamente
con muchas moléculas, no asi con moléculas en estado doblete, tales como
radicales con los que al interacciones se formaran nuevas especies reactivas

(Vazquez y Urefia 1985).

5.3.2. Especies reactivas del oxigeno.

Por sus siglas ERO, son aquellas que incluyen radicales libres y
especies no radicalarias pero que pueden participar en reacciones que llevan
a la elevacion de los agentes prooxidantes. De estas especies reactivas, las
mas frecuentes y entre ellas las mas relevantes en los sistemas bioldgicos
son: el anion superoxido (0O2-), el radical hidroxilo (HOe¢) y los radicales
formados en la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados (alcoxilo (alKOe) y

alquilperoxilo (alKOQOe). Entre las ERO no radicalarias se encuentran el
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peroxido de hidrogeno (H202) y el acido hipocloroso (HOCI). A continuacién

se enlistan las principales:

- Radical hidroxilo (HO)+

- Peréxido de hidrogeno (H202)
— Anién superdéxido (O2)

- Oxigeno singlete ('02)

— Oxigeno nitrico (NO)

- Peroxido (ROO)

- Semiquinona (Q)

- Ozono

5.3.3. Especies reactivas al nitrégeno.

Ademas de las ERO, existen también especies reactivas del nitrogeno
(ERN) como el 6xido nitrico (NO") radical del diéxido de nitrégeno (NO2’), y
formas no radicales, como el anién del peroxinitrito (ONOO-), el acido
peroxinitroso (ONOOH), el anién del nitrosoperoxicarbonato (ONOOCOy), el
catién nitronium (NO2*), y el trioxido del dinitrogeno (N203), los cuales, junto
con las ERO se generan continuamente en cantidades pequefas en
procesos celulares normales como la sefalizacion celular, la
neurotransmision, la relajacion del musculo, el peristaltismo, la agregacion de
las plaquetas, la modulacion de la presion arterial, el control del sistema

inmune, la fagocitosis, la produccion de la energia celular, la regulacion del
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crecimiento celular, la sintesis de componentes biologicos importantes y el

metabolismo de xenobidticos (Avello y Suwalsky 2006).

5.3.4. Otra fuente de radicales libres, las enzimas.

A escala bioldgica, una de las principales fuentes de radicales libres
son las enzimas. Algunas de ellas producen radicales como intermediarios
cataliticos, ocurre generalmente para las enzimas que metabolizan
xenobidticos, los cuales son oxidados o reducidos por intercambio de un solo
electron para formar radicales intermediarios. Las mas importantes enzimas

del metabolismo de xenobidticos son:

 Citocromo P450: es una enorme y diversa superfamilia de hemoproteinas
que actuan principalmente como funcion monoxigenasa.

« Peroxidasas, en particular prostaglandina H sintasa, y en poco grado la

metamioglobina.

« Flavoproteinas: en particular las que se involucran en la cadena

transportadora de electrones con funcion oxidasa.

5.3.5. Radicales endégenos.

Entre los radicales enddgenos que actuan como intermediarios del
metabolismo celular se encuentran: los derivados de coenzimas, por ejemplo

la oxidacion de un solo electrén del NAD(P)H puede producir NADP® que son
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radicales derivados del glutatiéon (GSH), radical til (GS*). Este proceso ocurre
cuando el GSH, la molécula tiolada mas concentrada y soluble en la célula,
reacciona con el radical anion superoxido (O2*) o el radical hidroxi- lo (HO");
este es un mecanismo de proteccion natural contra radicales mas reactivos; y
generalmente los radicales derivados de &cidos grasos poliinsaturados,
donde estos ultimos son blancos muy sensibles para la iniciacion de una

reaccion en cadena mediada por radicales.

5.3.6. Estrés o dano oxidativo.

Aunque en temperaturas fisiologicas normales el Oz es estable, las
interacciones quimico enzimatico puedan dar origen a la produccion de
diferentes especies quimicas o sustratos pro-oxidantes altamente reactivos,
mejor conocidos como radicales libres. Cuando esto sucede los beneficios
metabdlicos de la incorporacion del Oz al organismo se vuelven toxicos,
capaces de producir dafo celular. A esto se le conoce como estrés o dafo

oxidativo (Fridovich 1978).

Venereo-Gutiérrez, 2002 define el estrés oxidativo como: “la
exposicion de la materia viva a diversas fuentes que producen una ruptura
del equilibrio que debe existir entre las sustancias o factores pro-oxidantes y
los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies
quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento

exagerado de la produccion de especies reactivas del oxigeno, que como
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consecuencia, provocaran dano en la estructura o funcién de las células y por

lo tanto del 6rgano, sistema o grupo celular especializado”.

Si bien, existe una estrecha relacidén entre factores como: dieta, estilo
de vida, asi como la exposicion a radiacion, metales, pesticidas, toxicos, y
algunos medicamentos; con la aparicion y desarrollo de enfermedades como
cancer, diabetes, aterosclerosis, desordenes neurodegenerativos y
envejecimiento, hoy en dia estd bien documentado que casi todas las
enfermedades estan relacionadas al estrés oxidativo y al dafo celular que

comienza afectando a las macromoléculas esenciales.

En las estructuras lipidicas es donde se produce el mayor de los dafios
con la peroxidacion lipidica, donde la estructura membranal es dafada por la
degeneracion de los &cidos grasos, en consecuencia hay formacion de
edema y muerte celular. En proteinas hay oxidacién de los grupos
aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina y metionina y se forman
entrecruzamientos de cadenas peptidicas y formacién de grupos carbonilos.
Finalmente en el acido desoxirribonucleico (ADN), se originan mutaciones y
carcinogeénesis, pérdida de expresion de proteinas, modificaciones oxidativas
en las bases nitrogenadas, reordenamiento cromosomico, y desmetilacion de

citocinas del ADN que activan genes (Dominguez et al. 2014).
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5.4. Sistema inmune.

Junto con el sistema neuroenddcrino, el sistema inmune actua como
barrera protectora contra ataques patdogenos a través de mecanismos bien
estructurados y complejos. Células como granulocitos, linfocitos, mocitos y

macrofagos participan en los mecanismos de proteccion.

5.4.1. Macroéfagos.

Los macréfagos son células residentes en los tejidos, que se originan
a partir de los monocitos (glébulos blancos) del plasma con un tiempo de vida
longevo (meses o incluso anos). Segun el tejido en el que se encuentran, los
macrofagos tisulares reciben nombres diferentes: por ejemplo, los histiocitos
(tipo de célula animal) del tejido conjuntivo, las células de Kupffer del higado,
las células de Langerhans de la piel, los osteoclastos (células multinucleada s
que reabsorben hueso del tejido 6seo), la microglia del sistema nervioso
central o los macrofagos alveolares del pulmén. Los macrofagos tisulares
junto con los mastocitos actuan como centinelas por su capacidad de
detectar agentes infecciosos. Esta particularidad es conferida debido a que
poseen receptores especificos capaces de detectar agentes infecciosos. La
unién de estos receptores a sus ligandos activa a los macrofagos asi como a
monocitos y neutréfilos, proceso que puede inducirse ademas por la

presencia de moléculas plasmaticas como las citocinas.
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5.4.2. Citocinas.

Son moléculas de sefializacion que actuan cuando los mecanismos de
defensa del sistema inmune y neuroenddcrino fallan y la inflamacion
sistémica es iniciada en las celulas endoteliales. Las moléculas plasmaticas
incluyen ademas de citocinas, el factor de necrosis tumoral (TNF-a), las
interleucinas (IL), las caspasas, proteasas, leucotrienos, especies reactivas
de oxigeno, oxido nitrico (NO), acido araquiddnico, eicosanoides y el factor
activador de plaquetas. Adicionalmente, la activacion del complemento y las
cascadas de coagulacion pueden amplificar la cadena de eventos. Estas
interacciones ocurren en el endotelio vascular y puede provocar dafio
microvascular, trombosis y pérdida de la integridad endotelial, lo que
desencadena isquemia tisular (ruptura endotelial), responsable de la pérdida
de funcion de organos y la presencia de hipoxia tisular (choque séptico).

(Gutiérrez-Quintanar, et al 2074).

5.4.3. Lipopolisacaridos (LPS).

Los lipopolisacaridos (LPS) son polimeros complejos con restos de
acidos grasos como parte lipdfila y cadenas caracteristicas de oligosacaridos
y polisacaridos que forman gran parte de la capa externa de la membrana
externa de bacterias Gram negativas. Estos compuestos han sido utilizados
en diversos trabajos de investigacion para probar experimentalmente algun

farmaco o molécula con potencial antiinflamatorio en modelos in vitro.
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El mecanismo de accidon biolégica en vivo en presencia de LPS (u
otros componentes bacterianos o patdégenos) consiste en que una vez
rebasada la primera linea de defensa, los macréfagos inducen la liberacion
de mediadores proinflamatorios (TLF-a, IL-1, IL-6, eicosanoides, PAF, NO y
especies reactivas al oxigeno), activando la respuesta inmune del hospedero
a través del receptor TLR-4, ya que este receptor y sus ligados estan

estrechamente vinculados con la estructura de los LPS.

Sin embargo algunos microorganismos han evolucionado para
controlar la expresion y la estructura de los LPS, como las bacterias
Helicobacter pylori, Francisella tularensis, Chlamydia trachomatis y
Salmonella spp. que han logrado producir estructuras variantes que son
usadas para la modulacién de la respuesta del sistema inmune de los
hospederos durante la infeccidn, causando fiebre al incrementar la taza de
calor corporal. Esta elevacion de la temperatura provoca choque séptico y la
muerte cuando las concentraciones de LPS son altas, en concentraciones
relativamente bajas algunos LPS pueden encontrarse inactivos (Aldapa-Vega

et al. 2016).

Cuando la respuesta inmune innata es activada TLR-4 (Toll-like
receptor 4 por sus siglas en inglés) se une a los LPS para dar inicio a una
cadena de reacciones de fosforilacién y ubiquitinacién, que permiten la

activacion de NFL-a (factor de transcripcidén), cinasas de proteina por
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nitrogenos (MAPK) y el factor de respuesta a interferén (IRF). Los TLR son
una familia de receptores de deteccion de microorganismos patégenos, como
TLR-4, que es una proteina trasmembranal tipo | compuesta de 22
segmentos extracelulares, ricos en leucinas (LRR), un dominio

transmembranal y un dominio receptor toll/IL-1 (dominio TLR).

Por lo tanto, los LPS, son utilizados como un estimulo para la

produccion inducida de inflamacion in vitro en numerosos estudios.

5.4.4. Inflamacion.

En el tratado sobre la historia de la inflamacion escrito por Agustin
Bullon Ramirez en 1983, se explica el concepto de inflamacion desde sus
origenes. El autor menciona que este término fue usado por primera vez por
los médicos griegos con el nombre de “flogosis” que significa calor o llama,
término que no ha sido hallado en ninguna otra cultura antigua, sino en la
medicina hipocratica y que referiria a dos momentos en una lesion, el rubor y
el calor. Posteriormente la medicina greco-romana retomo el concepto de
inflamacion bajo los llamados signos cardinales de Aurelio Cornelio Celso (30
a.C.), los cuales son rubor, tumor, calor y dolor. Es asi que desde sus inicios y
gracias a una observacién correcta, la “flagosis” o como hoy en dia le
conocemos por inflamacion, ha sido capaz de soportar su significado sin
alterarse por el camino de la evolucién de la practica médica durante mas de

tres milenios (de la Quintana 1983).
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A pesar de los usos y desusos de la terminologia médica a través del
tiempo, si bien el proceso de inflamacion es una caracteristica inherente de
dafio en los tejidos por lesion, infeccidn, trauma etc. La formacion del edema
es uno de los primeros estadios del proceso de inflamacion que continda con
la extravasacion de los fluidos, migracion de leucocitos al sitio dafado y
finalmente la liberacion de proteinas pro-inflamatorias, pasos que componen
el mecanismo de defensa de los tejidos. Si los sintomas se presentan en
periodos de tiempo corto, la inflamacion puede ser aguda, o croénica si la
manifestacion de estos es constante, siendo éste el caso de algunas
enfermedades como artritis reumatoide, diabetes, obesidad y cancer en
donde el tipo de inflamacién que se manifiesta es del tipo crénico
degenerativo con afectaciones mas severas para la salud y la integridad del

organismo.

5.4.5. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo numeroso
de farmacos de quimica variada que comparten acciones terapéuticas como
antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos, que reducen los sintomas de
inflamacion, dolor y fiebre respectivamente, asi como efectos secundarios
adversos.

Los AINES actuan directamente en el sistema nervioso central y

periférico con efectos directos en la inhibicion de la sintesis de
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prostaglandinas (PG) en donde es blogqueada su produccion periférica y
central impidiendo la sensibilizacion de las neuronas medulares y
supramedulares que dan origen a la modulacion (inbibicién) central del dolor
(Rivera-Ordénez 2006). Por lo tanto, son farmacos completamente
necesarios para controlar el dolor agudo y crénico, impidiendo o

disminuyendo la partida de impulsos nociceptivos.

Fosfolipidos de membrana

Fosfolipasa A2

Acido araquidénico | - - Lipooxigenasa - ~>

: v
CICLOOXIGENASA - Quimiotaxis
Constitutiva (C0X1) -

Inducible (COX2)

Endopéroxidos

PGG2 PGH2
vy v v v v
Prosaeldind pep2  PGE2  PGF2 Tromboxano
(TXA2)

Antiagregante
plaquetario
y vasodilatador

Trobosis y
vasoconstriccion

Fig. 11. Sintesis y funcion de eicosanoides
(Rivera-Ordoioz 2006).

Los estimulos fisicos, quimicos, hipoxicos, hormonales entre otros,
pueden iniciar la sintesis de PG, cuando en la membrana celular es liberado
el acido araquidonico por la accion de la fosfolipasa A2. Posteriormente el
acido araquidénico sigue otras rutas para formar los compuestos

denominados como eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos,

51



Marco tedrico

prostaciclinas y leucotrienos, todos sintetizados a partir de acidos esenciales

poliinsaturados de 20 atomos de carbédn (Rivera-Ordoioz 2006).

Los compuestos eicosanoides cumplen su funcion en el organismo por
la interaccion con receptores especificos de la membrana celular, todos ellos
relacionados con la proteina G y permiten el incremento de la AMP ciclico y
calcio intracelular en el sistema adenil ciclasa producido en las neuronas y

que permiten el impulso doloroso (McCormack 1994).

5.4.6. Ciclooxigenasa (COX) y oxido nitrico (NO).

Las COX o prostaglandina endoperéxido sintasa, son las enzimas que
producen las PG a partir del acido araquidénico. La COX por si misma se
canaliza en dos reacciones: en primer lugar actua en forma de ciclooxigenasa
al combinar el acido araquidonico con dos atomos de oxigeno, de esta forma
produce PGG2. Posteriormente, actia como una peroxidasa reduciendo la

PGG2 a PGH2, asi las PG obtienen diferentes especificaciones.

Existen dos isoformas de COX: la ciclooxigenasa 1 (COX-1), enzima
constitutiva involucrada en funciones fisiolégicas como el mantenimiento de la
proteccion gastrica, flujo renal y otros como la agregacién plaquetaria,
migracion de neutrofilos y en el endotelio vascular. Y la COX 2, una
isoenzima inducida por los mediadores de la inflamacion en condiciones

patologicas.
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La funcién de los farmacos no esteroideos disponibles en el mercado,
es inhibir la actividad de ambas ciclooxigenansas, COX-1 y COX-2 y por lo

tanto la sintesis de prostagrandinas y tromboxanos.

En la regulacion del proceso inflamatorio, tanto COX como NOS
(sintasa) se asocian, debido a que ambos tienen isomorformas constitutivas e
inductibles, al ser NOS un importante modulador de la actividad de COX. De
hecho una gran cantidad de compuestos que afectan tanto a COX-2 como a
NOS inducible o ambas, han sido estudiadas como agentes antiinflamatorios

potenciales, un ejemplo es el farmaco diclofenaco (Salvemini et al. 1995).
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5.5. Fundamentos de técnicas de perfil fitoquimico.

Para lograr una aproximacion a la identificacion de sus componentes y
los métodos mas adecuados que faciliten la fase de extraccién y purificacion,
dentro de un estudio fitoquimico biodirigido, es importante el analisis
fitoquimico preliminar cualitativo de los extractos a analizar por lo cual, la
implementacion de métodos mas precisos y cuantitativos sera mas efectiva
posteriormente. Los métodos colorimétricos son simples y permiten observar
la presencia de moléculas estandarizadas para dicho fin. Los principales
grupos de interés farmacolégico son: alcaloides, taninos, esteroides y
triterpenoides, flavonoides, antocianinas, carbohidratos, saponinas y glusidos
antraquinoénicos. A continuacion se menciona el fundamento tedrico de las

técnicas para estos grupos descrito por Carvajal Rojas et al. en 2009.

5.5.1. Alcaloides.

A excepcion de los alcaloides de amonio cuaternario y N- 6xidos de
amina, la mayoria de los alcaloides son solubles en disolventes organicos
poco polares como cloroformo y sus mezclas, sin embargo pueden formar
sales solubles en agua en presencia de acidos minerales diluidos como el
acido clorhidrico al 5% en agua. Esta propiedad acido-base se aprovecha
para realizar pruebas de precipitaciéon en un medio acido, para ello se utilizan

sales de metales pesados como el yoduro de potasio (reactivo de
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Dragendorff), el yoduro de potasio y mercurio (reactivo de Mayer) son

comunmente utilizadas en la técnica de identificacidn de alcaloides.

5.5.2. Taninos.

Estos polifenoles tienen la propiedad de unirse a las proteinas y
precipitarlas. Por esta razon, la prueba mas empleada para la deteccion de
este grupo de metabolitos secundarios emplea el reactivo de gelatina-sal, el
cual produce un precipitado blanco en presencia de taninos, luego de haber
extraido el extracto etandlico total con una solucién acuosa de etanol (7:1).
Estos precipitados formados como consecuencia de la presencia de taninos
deben ser solubles en urea 10 M y producir coloraciones verdes, azules o

negras tras la adicion de cloruro férrico al 10% en agua.

5.5.3. Esteroides y triterpenoides.

Los esteroides, biogenéticamente muy relacionados con los
triterpenoides, y con un esqueleto ciclico base igual que los triterpenoides
tetraciclicos, de ciclopentanoperhidrofenantreno. La reaccion del colesterol
con diferentes acidos fuertes del tipo Bronsted y Lowry da como resultado
coloraciones verdes- azules y violetas. Lieberman en 1885, aprovechd este
fundamento para proponer la reaccion colorimétrica que lleva ahora su
nombre. Esta reaccion ha sido utilizada durante afios para la determinacion

cualitativa y cuantitativa de colesterol (Burke et al. 1974). Inicialmente, el
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cloroformo se utiliz6 como disolvente para esta reaccion, en la actualidad,
esta prueba puede realizarse en un medio constituido por acido sulfurico,

acido acético o cloroformo y anhidrido acético.

5.5.4. Flavonoides.

Los flavonoides con el nucleo benzopirona (flavonas, flavonoles,
flavanonas, etc.) producen coloraciones rojizas cuando a sus disoluciones
acuosas o alcohdlicas se les adiciona magnesio seguido de HCI concentrado.
Al poner en contacto acido clorhidrico con magnesio metalico se genera
hidrégeno, el cual reduce al flavonoide desarrollando los colores

mencionados.

5.5.5. Antocianinas.

Compuestos que se comportan como indicadores acido-base. En
presencia de un pH acido presentan coloraciones rojas, violetas y moradas,
mientras que a un pH alcalino presentan coloraciones verdes y azules. Con
esta prueba se observa diferencia entre las antocianinas y betacianinas
(pigmentos nitrogenados de colores rojos y violeta de plantas del orden

Centrosperma).

5.5.6. Carbohidratos.
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El reactivo de Benedict esta constituido por una disolucién de sulfato
de cobre Il, citrato de sodio y carbonato de sodio. Al tratar el azucar con estos
reactivos, experimentan una reaccion de oxidaciéon. El cobre Il en disolucion
acuosa, de color azul, se reduce a cobre |, el cual precipita como 6xido de

cobre |, de color rojo.

5.5.7. Saponinas.

Son glicosidos cuya aglicona consiste en un nucleo esteroidal o
triterpénico; esta caracteristica estructural les confiere un caracter anfétero
que les permite actuar como tensioactivos. Aprovechando esta propiedad, las
dos pruebas mas empleadas en la deteccibn de saponinas son la de
hemodlisis y la de formacién de espuma, puesto que al ser tensioactivas las
saponinas inestabilizan la membrana celular de los eritrocitos, induciendo su

ruptura.

5.5.8. Glucésidos Antraquinonicos.

Los glucdsidos antraquinonicos contienen una aglicona derivada de la
antraquinona. Estan presentes el ruibarbo y los géneros Aloe y Rhamnus;
tienen un efecto laxante purgante. Sus formas reducidas, pueden
reconocerse en muestras vegetales a través del denominado “Ensayo de
Borntranger, en el que se utiliza una solucion de acido clorhidrico acuoso

diluido. Este tratamiento no solo hidroliza los glicosidos antracénicos, sino
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que también oxida las antronas y antranoles hasta antraquinonas; se extrae
con cloroformo y cuando la fase cloroférmica es separada y es puesta en
contacto con una solucion acuosa diluida de un alcali, esta fase pierde su
color amarillo, y la fase acuosa se torna de color rojo si la muestra contiene

antraquinonas.
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5.6. Fundamentos de actividad antioxidante.

En la industria farmacéutica como alimentaria, el uso de antioxidantes
es de gran importancia para prevenir el proceso de oxidacion de los
productos. Para esto se han desarrollado diferentes métodos que miden la
resistencia de un lipido frente un agente oxidante en presencia de un
antioxidante potente. Sin embargo, la actividad antioxidante no puede ser
medida directamente, pero es posible determinarla por los efectos del

compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion controlado.

El proceso de oxidacién es lento y la formacion de un radical procede
de una cadena de reacciones que incluye los siguientes pasos: induccion,
propagacion y terminacion. Durante la induccion, radicales alquilos son
formados y sometidos a reaccion con moléculas de oxigeno con las cuales se
formaran hidroperéxidos y radicales de peroxido en la fase de propagacion.

En la fase de terminacion dos radicales se asocian para formar un aducto

estable (Brand-Williams et al1995).

La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada
basandose sélo en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos
modelos de test in vitro para evaluar la actividad antioxidante de la muestra
de interés; sin embargo, es necesario considerar que las diferencias entre
uno y otro método dificultan la comparacion de resultados. Por lo cual, Huang

et al 2005 categorizan los ensayos mas relevantes en dos categorias: los
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ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) y los ensayos

basados en transferencia de atomos de hidrégeno (HAT).

5.6.1. Ensayos basados en transferencia de electrones (ET).

En estos se involucra una reaccion redox con el oxidante como un

indicador del punto final de reaccion. En el presente estudio se considero

usar los métodos ABTS y DPPH, ambos basados en transferencia de

electrones.
Oxidante e proveniente del ___ Oxidante Antioxidante
(prueba) antioxidante reducido oxidado

Fig. 12. Mecanismos de reaccion por transferencia de electrones (Huang et al.
2005).

5.6.2.Ensayo reduccién del radical DPPH*:

El método de la reduccion del radical libre DPPH®, propuesto
originalmente por Blois en 1958, demostré por primera vez la capacidad del
radical para aceptar un atomo de hidrogeno (H*®) proveniente de una
molécula de cisteina. La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es
conocido como un radical libre estable debido a la deslocalizacion de un
electron desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no

se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La
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deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta intenso tipico
del radical, el cual absorbe en metanol a una longitud de onda de 517 nm.
Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que
puede donar un atomo de hidrogeno, el color violeta se desvanece. El cambio
de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la

determinacién de los parametros para las propiedades antioxidantes.

El procedimiento original para el ensayo DPPH*® ha sido adoptado por
muchos laboratorios sin embargo, existen modificaciones a conveniencia
para su uso. La revision bibliografica de Mishra et al en 2012, menciona que
la mayoria de estudios estan basados en un tiempo de reaccion de 20-30 min
en vez de un tiempo de reaccion total de 120 min requerido para alcanzar el

estado estacionario y completar la reaccién redox.

+ A‘H OZN N—N + A
NO, NO, \©
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(radical libre) (no radical)

Fig. 13. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante
(Alam et al. 2012).
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5.6.3. Ensayo reduccion del radical ABTS*".

Gracias a la generacién del ensayo ABTS** (acido 2,2 -azino-bis-3-
etilbensotiazolin-6-sulfonico) estos métodos espectrofotométricos han sido
aplicados para medir la actividad antioxidante total de soluciones o
sustancias puras y mezclas acuosas. Este método ha sido modificado de su
antiguo modelo, el cual estaba basado en la activacién de la metilmioglobina
con peroxido de hidrogeno en presencia de ABTS para producir un radical
cation, en presencia o ausencia de antioxidantes. Sin embargo, la rapida
reaccion de los antioxidantes, conduce a la reduccion del radical
ferrilmioglobina, por lo cual este método fue criticado. La adaptacion actual
del ensayo consiste en la técnica de decoloracion, en donde el radical es
generado directamente en una forma estable antes de la reaccién con los

antioxidantes (Re et al. 1999).

La técnica mejorada para la generacion del radical cation ABTS**
implica la produccion directa del cromoforo ABTS** verde-azul a través de la
reaccion entre ABTS vy el persulfato de potasio (K2S20s). Este presenta tres
maximos de absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815
nm. La adicién de los antioxidantes al radical preformado lo reduce a ABTS.
De esta manera, el grado de decoloracién como porcentaje de inhibicion del
radical cation ABTS** esta determinado en funcion de la concentracion y el
tiempo, asi como del valor correspondiente usando el Trolox como estandar,

bajo las mismas condiciones.
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Fig. 14. Estructura del ABTSe+ antes y después de la reaccion con el antioxidante
(Zulueta et al. 2009).
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6.1 Evaluacién fitoquimica.

El presente trabajo es un estudio experimental biodirigido, donde se
busca demostrar la presencia de metabolitos activos en la raiz Salvia
mellifera y evaluar su posible potencial antioxidante y antiinflamatorio en la
linea celular RAW 264.7. Los pasos para obtener los resultados esperados se

describen a continuacion:

6.1.1. Obtencion e identificacion de Salvia mellifera.

Para la obtencion de S. mellifera, se realizd una recolecta el 10 de
marzo de 2012 en el municipio de Tijuana, a una altura de 140 m sobre el
nivel del mar. El espécimen fue identificado in situ con las claves taxondmicas
correspondientes en las siguientes coordenadas 32°30°10"'Norte y 116°99°34
“"Oeste en una zona cercana a la carretera llamada Bulevar 2000. Para
cotejar su identificacion se consulté la base de datos taxondmicos en linea
del Sistema Integrado de Informacion Taxonomica (ITIS 2014), que posee un
acervo de especies para la region norte de América (Canada, Estados

Unidos y México).

6.1.2. Manejo de la muestra y maceracion.

La raiz fue retirada del resto de la planta y lavada con agua corriente

para retirar el exceso de tierra. EI material vegetal fresco se dejo secar bajo el
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sol durante tres semanas, para eliminar la mayor cantidad de agua. Una vez
seca la muestra se trituré y se peso, obteniendo 300 g peso seco, el cual fue
procesado a través del método de maceraciéon en 2 L de disolvente EtOH al
95% durante 5 dias. Una vez obtenida la fase acuosa se retir6 dejando solo
la raiz a la cual se le incorporaron 2 L adicionales del solvente para una

segunda y tercera maceracion.

Los extractos acuosos se filtraron con papel filtro (Whatman de luz de
malla de 90 mm) para retirar impurezas y proceder a su concentraciéon a
presiéon reducida con un rotaevaporador (modelo Buchi B-491). De esta forma

se concentrd y se obtuvo el extracto crudo de la raiz de Salvia mellifera.

6.1.3. Particion del crudo.

Los compuestos de interés para este trabajo de investigacion son
reportados de polaridad media, por lo cual, a partir del extracto crudo, se
realizaron tres fracciones, de polaridades baja, media y alta por extraccion
liquido-liquido. El extracto crudo fue redisuelto en la mezcla de los solventes
MeOH y H20 a una proporcién de 2:3 utilizando como referencia 500 mL por
cada 20 g de extracto. Se agité manualmente hasta observar una mezcla
bien incorporada de todos los componentes y se procedié a realizar las

extracciones con n-hexano, AcCOEt y MeOH respectivamente.
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Fase n-hexano: En la primera fraccion el extracto fue redisuelto con n-

hexano grado reactivo a una proporcién 2:3, recuperando la fase organica, la

cual es apartada para repetir nuevamente este procedimiento pero a una

proporcion 1:1, este ultimo paso se repitid una segunda vez y de esta forma,

al concentrar todas las fases organicas se obtuvo la particion hexanica.

Fase AcOEt: En la segunda fraccion el extracto fue redisuelto pero

con el solvente AcOEt a una proporcion 2:1, luego a 1:1 con repeticién. La

fase organica de esta separacion dio la particion de acetato de etilo.

Fase MeOH: En la tercera fraccion sélo se recupero la fase organica

de MeOH.

Tabla 2. Fracciones por polaridad del extracto crudo de RSM-A.

Fracciones
No.extracciones
No polar Media Polar Polar
1 n-hexano 2:1
2 n-hexano 1:1
3 n-hexano 1:1
4 AcOEt 2:1
5 AcOEt 1:1
6 AcOEt 1:1
7 Fraccion sobrante
Etiqueta RSM-H RSM-A RSM-M
Pesos seco
obtenido (g)
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6.1.4. Pruebas colorimétricas.

Los siguientes métodos fueron empleados para la identificacion de los
posibles metabolitos presentes en las fracciones de raiz de Salvia mellifera
con n-hexano (RSM-H) y fraccion con acetato de etilo (RSM-A): Para
alcaloides: Meyer, Dragendorft y Wagner; para la identificacion de taninos:
cloruro férrico y gelatina; para esteroides y triterpenoides: Lieberman-
Burchard; para flavonoides: Shinoda; para antocianinas: cambio de pH; para
carbohidratos: Benedict; para saponinas: espuma; para glucésidos

antraquindnicos: Borntrager.

Alcaloides.
Especificaciones observables:
Mayer (+): precipitado color crema.
Dragendorff (+): precipitado café- rojo.
Wagner (+): precipitado café- rojo.
Procedimiento:
1. Pesar 1mg de extracto.
2. Disolver en 1 mL de acido clorhidrico al 5% (concentracién
de 1mg/ mL).
3. Calentar a bafio maria por 5 minutos.

4. Agregar 2 gotas del reactivo (un reactivo para cada tubo de

ensayo).
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5. Observar cambios.

El estandar para esta prueba se realiz6 con sulfato de quinina.

Taninos.
Especificaciones observables:
Cloruro férrico (+): coloracién verde, azul o negra.
Gelatina (+): precipitado blanco.
a) Procedimiento Cloruro férrico:
1. Pesar 1mg del extracto a evaluar.
2. Disolver en 1 mL de disolvente afin al extracto
(concentracion de 1mg/ mL).
3. Agregar 2 gotas del reactivo.
4. Observar los cambios.
b) Procedimiento reactivo gelatina:
1. Preparar una solucion de concentracion 0.5mg/ mL del
reactivo de gelatina en agua.
2. Pesar 1mg del extracto a evaluar.
3. Disolver en 1 mL de disolvente afin al extracto
(concentracion de 1mg/ mL).
4. Agregar 3 gotas del reactivo.
5. Observar los cambios.

El estandar para estas pruebas se realiz6é con acido galico.
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Esteroides y triterpenoides.

Especificaciones observables:
Esteroides y triterpenoides (+): coloraciones azul- verde y
violeta.

Procedimiento:
1. Pesar 1mg del extracto a evaluar.

2. Disolver en 1 mL de disolvente afin al extracto

(concentracion de 1mg/mL).

3. Adicionar 1 mL de anhidrido acético y mezclar ligeramente.
4. Agregar 3 gotas de acido sulfurico concentrado.

5. Observar cambios.

Los estandares utilizados para la prueba: colesterol para esteroides y

B-caroteno para triterpenoides.

Flavonoides.
Especificaciones observables:

Flavonoides (+): tonalidades de rojo.
Procedimiento:

1. Pesar 1mg del extracto.

2. Disolver en 2 mL de disolvente afin al extracto (concentracion

de 0.5 mg/ mL).
3. En un tubo de ensayo adicionar unas limaduras de magnesio.

4. Agregar 3 gotas del acido clorhidrico concentrado.
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5. Observar los cambios.

Estandar utilizado: hesperidina/ diosmina, extraidas de un

medicamento comercial 50/ 450 mg.

Antocianinas.
Especificaciones observables:

Antocianinas (+): pH acido, rojo, violeta o morado.
Antocianinas (+): pH alcalino, verde o azul.

Procedimiento:
1. Pesar 1mg del extracto.
2. Disolver en 1 mL de disolvente afin al extracto (concentracion
de 1 mg/mL).
3. Separar en 2 la solucion anterior (0.5 mL en cada tubo).
4. Adicionar en un tubo de ensayo 1 mL de hidroxido de sodio al
10%.
5. Observar coloracion.

6. Al otro tubo restante, adicionar 6 gotas de acido sulfurico

concentrado.
7. Observar coloracion.

El estandar utilizado: solucién acuosa/etanolica de arandanos.

Carbohidratos.

Especificaciones observables:
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Carbohidratos (+): precipitado café-rojo.
Procedimiento:
1. Pesar 1mg del extracto.

2. Disolver en 1 mL de disolvente afin al extracto

(concentracion de 1mg/ mL).

3. Agregar 3 gotas del reactivo de Benedict.
4. Calentar a bafo de agua hirviendo.

5. Observar cambios.

Los estandares utilizados: carbohidratos lactosa y fructosa.

Saponinas.
Especificaciones observables:
Saponinas (+): espuma estable por lo menos 30 minutos.
Procedimiento:
1. Pesar 1mg del extracto a evaluar.
2. Disolver en 1 mL de disolvente afin al extracto
(concentracion de 1mg/ mL).
3. Agitar vigorosamente.
4. Observar los cambios.

El estandar utilizado: saponina.

Glucosidos Antraquinénicos.

Especificaciones observables:
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Glucésidos antraquinonicos (+): anillo rosa- rojo en la superficie
de la fase acuosa.
Procedimiento:
1. Pesar 1mg del extracto.
2. Disolver en 1 mL de disolvente afin (concentracion de 1mg/
mL).
3. Adicionar 1 mL de acido clorhidrico al 5%.
4. Adicionar 1 mL de cloroformo.
5. Adicionar 4 gotas de amoniaco al 10%.
6. Observar los cambios.

El estandar utilizado: acido carminico.
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6.2. Aislamiento de metabolitos secundarios.

Se realizé a través de la técnica de separacion cromatografica en capa
fina (en inglés thin layer chromatography o TLC) utilizando placas de silicagel
en donde se aplicé una pequefa muestra del extracto obtenido de la raiz con
el disolvente AcOEt (RSM-A) a una proporcion 1:1 mg/ml. El extracto RSM-A
fue seleccionado por poseer mediana polaridad, por lo cual posible encontrar
los metabolitos secundarios de mayor interés biolégico, mientras que en
polaridades mas bajas por lo general, se encuentran grasas y ceras, en

polaridades muy altas se pueden observar azucares.

:

Fig. 15. Revelado de TLC de RSM-A (extracto de raiz fraccion acetato de etilo).
La mancha color naranja indica la presencia de un compuesto de polaridad media.

La mezcla eluyente o fase movil fue a una proporcion de 7:3 n-
Hexano/AcOEt (fase movil universal), con la que se obtuvo la separacion de

los compuestos de la muestra sembrada. Se utilizé una camara de luz
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ultravioleta para identificar otros compuestos que no pueden ser observados
a simple vista y una vez identificadas las franjas de los compuestos se
procedid a revelar la placa con la mezcla oleum como sistema revelador. Una
vez obtenida la primera TLC, se busc6 un fase mévil que permitié separa las
franjas que se observan de color naranja (compuestos del tipo terpeno) de

polaridad media como se muestra en la figura 16.

1er recorrido 2do recorrido lamnda larga

VTR

Fig. 16. Cromatografia de capa fina del extracto RSM-A.
De izquierda a derecha se observa el resultado de un 1er y 2do recorrido de la fase

movil, a continuacién observacion de luz de onda larga que demuestra la presencia
de compuestos no visibles a simple vista, finalmente el revelado de la placa con el
medio oleum.
La fase moévil que permitio la separacion de los compuestos de
polaridad media de los muy polares como se observa en le imagen anterior

fue n-Hexano/AcOEt 7/2 mas 70 uL de Acetato en el primer recorrido y

nuevamente 70 pL en el segundo recorrido. Con estas especificaciones se
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establecieron las condiciones para la preparacion del extracto en una

columna cromatografica de silicagel. A continuacion se describen los pasos:

1. Se utilizaron 3.26 g de RSM-A disueltos en 1mL de DCM y una

columna preparada con la fase movil n-Hexano/AcOEt proporcién 7:3.
2. Sistema de elucion por gradiente en el siguiente orden:

a) 200 mL n-Hexano.

b) 200 mL n-Hexano/AcOEt al 5, 10, 20, 30, 50, 80%.
c) 500 mL AcOEt.

3. Lavado con MeOH.

Fig. 17. Recoleccion de fracciones por el sistema de elucion por gradientes de
polaridad en columna cromatografica

Previamente, en una columna cromatografica preparada con sillita gel
lavada con AcOEt y posteriormente con MeOH para asegurar la pureza del

extracto, se incorporo la fase mévil n-Hexano/AcOEt proporcion 7:3. Lista la

76



Métodos

columna se procedio6 a la incorporacion del extracto redisuelto (paso 1) dentro

de la columna.

Una vez que el extracto estuvo en contacto con la superficie de la
silica se procedié con el sistema de elucién por gradiente (paso 2), en donde
se recuperaron cada fraccidén de gradiente en tubos de cristal. Finalizada esta
parte se procedid a un lavado de la columna (paso 3). Cada fraccién
recuperada se caracterizd por medio de siembras en una TLC para

establecer un perfil de similitud y facilitar su posterior purificacion.

Sin revelar

Reuniones

15 TG T v AT
i il ‘ i
i 4

e e

SEmgmoe

Revelado

Fig. 18. Cromatografia comparativa de RSM-A.
Las 32 fracciones estan agrupadas en 10 reuniones segun su similitud. Se observa

en la parte de arriba placas sin revelar, en la parte central el numero de la reunién y
en la parte de abajo las placas reveladas en oleum.

En total se obtuvieron 32 fracciones (Figura 19), de éstas una vez

observada su similitud en la placa de cromatografia comparativa, se

reagruparon en tan sélo 10 reuniones, de las cuales fueron consideradas de

la 1 a la 8 para las pruebas antioxidantes y biologicas (9 y 10 fueron
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incorporadas en la reunion 8). A continuacién se muestra la placa

cromatografica revelada en oleum con las reuniones 1 a la 8 (Figura 19).

I23'1|5 6’}8q

E | 2 \0

Fig. 19.Cromatografia de las reuniones 1 a la 8 de RSM-A.
Obsérvese la reunidén 5 con una coloracioén intensa naranja y roja, destacando la

posibilidad de encontrar compuestos del tipo terpeno.
Posterior al agrupamiento de las fracciones en las 8 reuniones, cada
una fue pesada y envasada y guardada en refrigeraciéon hasta su posterior

uso. Los pesos obtenidos para las 8 fueron los siguientes:

La reunién 5 (R5) fue considerada para la busqueda y obtencion de
metabolitos del tipo terpeno. Para esto se tom6 110 mg de RS redisuelto en
1.5 mL del MeOH el cual fue sembrado en una placa cromatografia

preparativa de silica gel (20 x 20 cm) como se muestra a continuacion:
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Tabla 3. Pesos secos de las reuniones 1-8 obtenidos por medio de la columna
cromatografica del extracto RSM-A.

Reuniéon Peso seco (mg)

Observaciones

1 11.55
2 8.64
3 11.71
4 3.46
5 19.68 Durante la rotoevaporacion se formaron cristales
de coloracién naranja intenso
6 26.95
7 56.32
8 242.24
1
2 uv

Fig. 20. Siembra de R5 en placa cromatografica preparativa.

Se observa la separacion de las franjas 1,3 y 4. La franja 2 es vista por medio de luz

ultravioleta.

Se utilizé la fase movil universal para separar los compuestos y se

dejoé dentro de la camara cromatografica hasta observar la separacion de los

compuestos (transcurridas 2:30 hrs). Posteriormente se rasp6 cada banda de
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la silica y se filtraron al vacio en un matraz kitasato. Finalmente fueron

rotoevaporados y pesados obteniendo los siguientes valores que se

presentan en la tabla 4.

Tabla 4.Pesos obtenidos de cada franja aislada de la reunion 5 (R5).

Franja Peso seco (mg)
1 41.6
2 5.3
3 4.5
4 0.7

Los numeros en la columna de franja son los compuestos recuperados de la placa
cromatogréfica en busca de la obtencién de metabolitos puros.

Una muestra de cada franja fue nuevamente sembrada para
comprobar su pureza en placas finas cromatograficas utilizando la misma
fase movil. La franja con mayor peso (franja 1) se utilizé para una segunda y
tercera cromatografia de columna para lograr separar los compuesto de
interés, de ésta se obtuvieron el compuesto A con 9.5 y B con 5.5 mg peso
seco respectivamente. En el anexo 1 se observan los pasos a seguir a partir

del extracto crudo hasta la obtencion de los compuestos Ay B.

Las reuniones 1 al 8 fueron consideradas para realizar las pruebas
antioxidantes con los métodos DPPH y ABTS, mientras que el compuesto A

de R5 fue analizado por CG-MS para su identificacién y caracterizacion.
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El extracto de RSM-A (raiz de S. mellifera fraccion acetato de etilo) y

sus reuniones 1-8, fueron evaluados por triplicado en los siguientes ensayos:

a) Evaluacién quimica.
Reduccion del radical libre DPPH.

Ensayo ABTS.

b) Evaluacioén biolégica.
Viabilidad celular (MTT).

Estimulacién de macréfagos por lipopolisacaridos para establecer un

posible efecto antiinflamatorio.
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6.3. Evaluacion quimica.

A continuacién se describe el procedimiento para la evaluacion
quimica por medio de dos métodos para probar la capacidad antioxidante del

extracto RSM-A.

6.3.1. Reduccion del radical libre DPPH.

Se prepardé una disolucion de DPPH 125 pM en etanol. Esta
concentracion se utilizd con el propdsito de cumplir con la Ley de Beer-
Lambert-Bouguer que relaciona la absorcién de luz con las propiedades del
material atravesado. Posteriormente se pesé 1 mg de cada extracto (reunion
1-8) y se disolvieron en 1 ml de etanol. Se utilizé el agitador vortex para
ayudar a disolver los extractos, luego de esto se agregaron 500 ul de etanol a
los diez tubos por triplicado mas 2 controles y se le afiadieron 500 ul del
extracto al primer tubo, con el cual se realizaron las diluciones seriadas en los
nueve tubos restantes, tomando 500 ul del primero y pasandolos al siguiente
tubo, mezclar y repetir para el resto de los tubos sucesivamente. A
continuacion se afadieron de los 500 ul de solucién de DPPH 125 yM a cada

tubo y se dejaron reposar por 30 minutos en la oscuridad.

Transcurrido el tiempo se realiz6 la lectura en una celda de cuarzo a
517 nm utilizando un blanco de etanol. La curva de calibracion y control

positivo se realizan con el antioxidante quercetina.
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Las absorbancias obtenidas se promediaron para obtener el
porcentaje de reduccion de DPPH de esta forma se graficaron los resultados
para obtener la ecuacion de la recta a la cual se le realizo el despeje para
obtener los valores de x para calcular la concentracion efectiva media (ECso),

siendo y=50.

6.3.2. Reduccion del radical ABTS*.

Preparacion de la solucién patréon ABTS: Se pesaron 0.33 mg de
K2S204 (persulfato de Potacio) y 0.019 g de ABTS disueltos en 5 mL de agua
desgonzada. Esta solucion se aparta de la luz y se dejo reposar durante 18
horas. Posterior a este tiempo, se tomaron 150 pl y se diluyeron en 15 mL de

MeOH cuidando que no tuviera exposicion con la luz.

Preparacion de la solucion patrén del extracto vegetal: Se pesé 1mg
de cada reunion del extracto RSM-A por separado, a cada una se le adicion6
1 mL de metanol para obtener una concentracién de 1 mg/mL y fueron

apartadas para las pruebas.

A 10 tubos de ensayo se les agregd 100 pl de MeOH, excepto al
primero en donde solo se le agregd la solucion patron del extracto vegetal. Se
realizaron diluciones seriadas tomando del primer tubo 0.5 mL los cuales

fueron colocados en el segundo tubo, se agitd y se repitid el procedimiento
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hasta el ultimo tubo, el restante se descartd. Este paso se realizd por

triplicado a cada una de las 8 reuniones de RSM-A por separado.

Se tomo6 una muestra de cada 20 ul de cada tubo y fueron pasados a
una nueva gradilla con el mismo numero de tubos que la anterior, a fin de
tener una réplica de las diluciones anteriores. A este grupo de tubos se les
adiciond a cada uno 980 ul de la solucion patron ABTS y se dejé reposar por
7 min. Mientras tanto se tomo la lectura de la absorbancia de la solucién

patron, este dato fue importante para el calculo del %AA.

Transcurrido el tiempo se tomdé la lectura para todas las
concentraciones a 734 nm, las cuales se promediaron para obtener los % AA

con la sustitucion de valores de la siguiente formula:

% Actividad antioxidante= (Absi - Abss / Absi)*(100)
Donde:
Absi= absorbancia de la solucién patron ABTS.

Abss = absorbancia de cada concentracion promediada.

La actividad antioxidante se graficO para obtener la ecuacién de la
recta, los valores obtenidos a partir de esta adecuacioén se utilizaron para
obtener la concentracion efectiva o de inhibicion media (CE50) para cada

extracto.
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La CES50 es la concentracion del extracto que afecta el 50 % de los
reactivos oxidables del ensayo y sus limites de confianza son del 95 %

derivados del analisis estadistico.
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6.4. Evaluacion bioldgica.

6.4.1. Activacion, siembra y proliferacion de células.

Antes de iniciar con cada ensayo celular se calentaron a 37 °C a bano
maria ISOTemp 210 el medio y las soluciones de FBS, PBS vy tripsina. Se
extrajeron dos viales de células RAW 264.7 del tanque de nitrégeno liquido,
los cuales se descongelaron a temperatura ambiente aproximadamente por
10min. Se aspird el medio y se agregé 5mL de PBS. Se observd bajo el
microscopio que las células flotaran para proceder a la proliferacion donde
una vez sembradas en los platos de 24 pocillos a una densidad de 15,000
células/pocillo y con un volumen de 500uL de mezcla (medio ECM mas
suspension celular) por pocillo, se incubd en una Incubadora de CO2, Hepa

class 100 forma series Il, Thermo Electron Corporation por 48 horas.

6.4.2. Cultivo celular.

La linea celular empleada fue RAW 264.7 (macrofagos murinos) se
necesitaron las soluciones de Suero Fetal Bovino (FBS ScienCellTM
Research Laboratories Cat. # 0025) el cual esta compuesto de 5 mL de una
solucion de penicilina/estreptomicina, 5 mL de suplemento de crecimiento
para células endoteliales (ECGS ScienCellTM Research Laboratories Cat. #
1052) y 25mL de Suero Fetal Bovino (FBS FBS ScienCellTM Research

Laboratories Cat. # 0025) y Buffer Fosfato Salino (PBS).
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6.4.3. Capacidad citotoxica.

Para medir el posible efecto citotdxico de un agente (extracto RSM-A o
sus reuniones) sobre la linea celular RAW 264.7 se utilizé el método del MTT.
Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color
azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las
células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia
y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la
cantidad de formazan producido. Este método fue desarrollado por Mosmann

en 1983 siendo modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang.

El proceso a seguir fue el siguiente: utilizando tripsina EDTA se
disociaron las células y se resuspendieron en medio de cultivo suplementado
(10 % de Suero fetal bovino y antibiético). Para determinar el numero de
células requeridas por pozo, fue necesario realizar la técnica con células sin
la sustancia a analizar y densidad 6ptica mayor 6 igual a 1. Estas fueron
sembradas en cajas de 96 pozos. En la mayoria de las lineas celulares el

numero de celular por pozo no excede a 50.000.

Se incubaron a 37 °C con 5 % de CO: durante 24 horas para permitir
su adherencia. Se preparé el extracto disuelto en DMSO (0.2 %,

concentracion no téxica) y pasado el tiempo de incubacién se afadieron 20
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ML de la sustancia problema por pozo. Posteriormente se incubaron
nuevamente a 37 °C 5 % con CO:2 durante 24 horas para permitiendo que el
extracto actuara en todas las células en caso de que su accion sea sobre una
fase especifica del ciclo. Al finalizar el tiempo de incubacion, se descarto el
medio de los pozos y se colocaron 100 yuL de medio sin suero, ni rojo fenol
por pozo, se afiadieron 50 yL de MTT (mg/mL) en soluciéon tampén libre de
calcio y magnesio y son incubadas las células por 4 horas a 37 °C para
permitir la formacidén de cristales de formazan, luego el sobrenadante fue
eliminado y fueron afiadidos 100 uL de isopropanol. Los cultivos se dejaron a
temperatura ambiente para permitir que los cristales de formazan sean

disueltos.

La lectura de densidad optica (DO) se realizd en un espectrofotometro
a una longitud de onda de 540 nm y el porcentaje de viabilidad celular se

obtuvo de la siguiente forma:

% Viabilidad = DO células tratadas x 100 / DO células control

Cada ensayo fue realizado por triplicado, con controles negativos
(solvente), controles positivos y células no tratadas las cuales obtienen una
lectura de DO mayor 6 igual a 1. Los valores de comparacion se hicieron
sobre una base de 50 % de inhibicion de crecimiento (IC50) en las células

tratadas con los agentes especificos.
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6.4.4. Capacidad antiinflamatoria. Ensayo con LPS.

Para poder llevar a cabo los ensayos, las lineas celulares fueron
activadas y sembradas en un medio de cultivo donde se necesitd del medio
celular DMEM, adicionado con SBF y antibiético para asegurar asepsia. La
densidad celular fue de 120.000 células por pozo (120.000 células/mL). Se
tomaron 3 mg peso seco de R5 y R6 respectivamente. Estos 3 mg se
disolvieron en RPMI, esto fue igual 20 mg sobre mililitro, equivalente al 5 %

de DMSO.

Los macréfagos fueron estimulados a partir de 1000 mg/ mL de LPS
en tres tiempos:

1. Cuatro horas antes.

2. Cero horas.

3. Cuatro horas después.

a) Los cultivos celulares se dejaron en ayuno durante una hora, posterior
a esto se les cambié el medio RPMI por el medio OptiMEM.

b) Cada extracto fue adicionado en dos cajas de pocillos
respectivamente y se dejaron incubando por durante 4 h a 37 °C para
permeabilizar las células con el extracto.

b) Transcurrido el tiempo, antes de adicionar el tratamiento se lavé cada
placa de pocillos, de esta forma se adicionaron los LPS (1000 mg/mL).
c) Seincubd por 16-24 h a 37 °C.

d) Se adicion6 MTT 2.1 mg/mL (30 pl), y se incubd por 4 h a 37 °C.
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Se adiciono6 buffer del lisis (50% dimetiformaldehido/ 20% SDS).

Se realizé una lectura en espectrofotometro a una longitud de onda de

560 nm.

Finalmente se analiz6 el resultado con la incorporacion de los datos

obtenidos en graficos.
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6.5 Analisis Estadistico.

Para determinar la concentracion de inhibicion media (CEso), los
parametros para las ecuaciones fueron obtenidos mediante el procedimiento
regresion lineal. Para obtener los valores de la CEso correspondiente a la
concentracion de RSM-A que inhibe el radical libre en un 50 %, se remplazo
el valor “50” en las ecuaciones resultantes. Se obtuvo el valor x = CEso,
cuando y = 0,5 (Sholberg et al., 2003) despejando las ecuaciones de las

regresiones lineales, con el sistema operativo Numbers (MacOS 10.12).
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Resultados y discusion

7.1. Perfil fitoquimico preliminar de RSM-A y RSM-H.

Teniendo en cuenta que este no es un resultado contundente sino una
aproximacion al contenido quimico del extracto de la raiz de Salvia mellifera,
el analisis cualitativo de deteccion rapida de algunos metabolitos secundarios
indicaron presencia de algunos de ellos (tabla 5) los cuales fueron
confirmados por TLC, como es el caso de los taninos (coloracién de un
precipitado azul), de flavonoides (identificados por la tonalidad violeta) y

carbohidratos, todos ellos sustancias altamente polares.

Tabla 5. Componentes de las fracciones AcOEt y n-Hexano encontrados en la raiz
de Salvia mellifera.

Sustancia Prueba AcOEt n-Hexano
Meyer - -
Alcaloide Dragendorff ) )
Wagner - -
; . Gelatina-sal
Taninos: FeCl3 + +
CCD Liebermann-
Esteroles: Burchard - -
; . Cianidina ) )
Flavoniodes: HCI10%
Carbohidratos: Carbohidratos: + -
Saponinas: Espuma - -
Glucocidos: : - -

Los signos + sugieren la presencia de los compuestos, mientras que el signo - indica
la ausencia de los mismos.
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En el caso de los terpenos, se observo en la TLC la coloracién naranja
a naranja-rojizo intenso (comp. per. Cérdova-Guerrero 2016), lo cual es

indicador de la presencia de estos compuestos (Fig. 22).

Fig. 21. Cromatografia del extracto crudo de RSM-A.

La bibliografia consultada, demuestra la evidencia de la presencia de
compuestos del tipo terpeno mayormente concentradas en la raiz de algunas
especies de este género de planta, por o que era de esperar la observacion
de manchas naranja-rojo en el revelado de las placas cromatograficas, lo cual
se logré cotejar con el aislamiento de un quino-diterpeno aislado de la R5 de

RSM-A.
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7.2. Obtencion de metabolitos.

Como se describe en la seccion métodos, la fraccion RSM-A fue
considerada para las pruebas bioldégicas y quimicas, siendo la R5
seleccionada para el aislamiento e identificacion de metabolitos por RMN. Sin
embargo, de las dos moléculas aisladas (A y B), so6lo se logré identificar A
que se muestra en la figura 23 como una molécula quino (-)-criptotanshinona

aislada de R5 e identificada por RMN.

Fig. 22. Compuesto A. Criptotanshinona.

Esta molécula es perteneciente a una familia de quinonas diterpénicas
llamadas tanshinonas, presentes en el “Danshen” la antigua droga usada en
la medicina tradicional china. Los estudios que se han realizado con esta
molécula han logrado demostrar su potencial accién inhibitoria de la

topoisomeras | (Lee y Hong 1998) molécula clave en la reorganizacion del
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ADN, asi como toxicidad contra lineas celulares de cancer humano (Lee et al.

1999).

La sintesis de analogos simplificados de ésta molécula ha logrado
establecer su accion como inhibidor de la fosfatasa DCC25B (Huang et al
2005), la cual participa en la regulacion del ciclo celular y se encuentra sobre

expresada en una gran variedad de tumores.
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Fig. 23. Espectro de RMN del compuesto A asilado de R5 de RSM-Ay
reconstruccion de la molécula criptotanshinona.
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Esta molécula ha sido caracterizada como agente citotoxico contra
células A-549 (cancer en pulmén) con éxito, siendo el anillo aromatico y el
grupo hidréxilo unido a este las caracteristicas principales que le confieren la

capacidad de ser un potente inhibidor y de accion citotéxica (Bonifazi 2012).

En la figura 24 se muestra en el espectro de resonancia una molécula
de la familia de las antraquinonas, con 19 carbonos, el quino-diterpeno

criptotanshinona (férmula molecular C19H2003 y peso molecular de 296 g/mol).

La actividad antibacteriana para la criptotanshinona sobre cepas Gram
negativas Bacillus subtilis también ha sido evaluada. El efecto actua debido a
los radicales superoxidos generados por la criptotanshinona, estos provocan

lisis o rompimiento en la membrana de las bacterias (Dat et al. 2007).

Asi mismo, la accion anticancerigena también esta documentada para
la criptotanshinona, segun el estudio de de Dat y colaboradores, 2007, en
donde usaron la fraccion CHCIls de Salvia miltiorrhiza, la cual inhibid
significativamente la expresion génica inducida por hipoxia a través de 12
diterpenos del tipo abietano, de los cuales la criptotanshinona inhibid
potentemente la expresion de la enzima luciferina inducida por hipoxia en
células AGS (adenocarcinoma gastrico) y Hep3B (hepatocarcinoma humano).

Estos resultados sugieren que la actividad anticancerigena de las
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tanshinonas es probable, al menos en parte, asociada con su inhibicion de la

acumulacioén de HIF-1 (factor 1 indecible por hipoxia).

HIF1A es un factor de transcripcion con dominios HLH-PAS
encontrado en células de mamiferos a concentraciones bajas de oxigeno y es
importante debido a que participa esencialmente en la respuesta celular y

sistémica (Ratcliffe 2003).
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7.3 Actividad antioxidante.

De las fracciones n-Hexano y AcOEt, con base en las observaciones
se selecciond la fraccion AcOEt debido a que la separacion de los
componentes tuvieron una distribucion mas amplia entre cada uno, lo cual
permitié separar la muestra hasta el aislamiento de metabolitos con mejores

oportunidades de purificacion.

Por lo cual, a partir de la fraccion RSM-A se realizaron todas las
pruebas quimicas y biologicas planteadas en este trabajo, obteniendo los
siguientes resultados expresados como porcentajes de actividad antioxidante
(%AA) y concentracién media inhibitoria (CEso) con relacion a la
concentracion de R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7 y R8, valores obtenidos a partir

de los métodos antioxidantes DPPH y ABTS respectivamente.

El estandar quercetina (férmula molecular: C1sH1007), es un flavonoide
con elevada actividad antioxidante presente en diversas frutas y verduras de
la dieta humana. Los valores encontrados para la molécula en CEso
obtenidos por el método DPPH son 0.003 mg/mL, mientras que para ABTS el
valor es 100 mg/mL. Considerando dichos valores, se establece que para el
método DPPH R6, R7 y R8 reportan valores iguales y/o muy cercanos al
estandar, siendo estos a su vez, los valores mas bajos a comparacion del
resto, lo cual es consistente en relacion a la prueba ABTS, en donde al

menos, R7 y R8 muestran valores en CEso por debajo de 1 mg/mL.
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Tabla 6. Actividad antioxidante del extracto RSM-A de la raiz S. mellifera.
MétodoDPPH y ABTS

Muestra % AA DPPH CEso % AA ABTS CEso
(0.5 mg/mL) ( mg/mL) ( mg/mL)
Quercetina 0.003 100
R1 71 1.390 13 2.89
R2 73 0.007 21 11.13
R3 67 0.095 45 1.09
R4 94 0.002 33 1.33
R5 93 0.015 26 1.18
R6 94 0.003 28 1.37
R7 92 0.002 37 0.86
R8 95 0.001 76 0.26

El estandar utilizado fue quercetina para ambos métodos antioxidantes. R1-R8
muestran %AA (% actividad antioxidante) a una concentracion de 0.5 mg/mL y la

CEso (concentracion efectiva media) respectivamente.

Se observan para ambas pruebas que los valores maximos para

DPPH es 1.389 y 2.89 mg/mL para ABTS, mientras que los valores minimos

fueron 0.001 y 0.26 mg/mL respectivamente, siendo R8 la reunidon con

valores mas bajos para ambas pruebas y por lo tanto, la que presenta mejor

perfil antioxidante.

Los resultados obtenidos de la R1 a la R8, son encontrados con un

potencial perfil antioxidante, lo que supone que el extracto RSM-A puede ser

catalogado en general como antioxidante.
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Por otro lado, no es facil establecer que este perfil antioxidante se
deba a los mecanismos ejercidos por un grupo especifico de compuestos
presentes en la raiz de Salvia mellifera, ya que el efecto sinérgico del
conjunto de metabolitos pudiera estar actuando para estabilizar o inhibir la
oxidacion, por lo cual el planteamiento de nuevos modelos para medir la
actividad antioxidante de un extracto es necesario, asi como la busqueda y

aislamiento de sus moléculas.

Se ha reportado que los compuestos con polaridades altas son los que
presentan un mejor perfil antioxidante (Macias Villamizar et al 2011), y esto
se puede observar en las reuniones R6, R7, y R8, quienes mostraron los
valores mejor reportados para este caso y a su vez son el resultado de la
integracion de las fracciones mas polares de RSM-A. Otro indicador que se
considera en el analisis fitoquimico preliminar, es la presencia de flavonoides
y taninos los cuales son compuestos reportados como buenos antioxidantes

(Conde 2016; Reina et al. 2016).

Es importante mencionar que no existen publicaciones sobre la
actividad antioxidante de extractos de raiz de Salvia mellifera por lo cual, es
necesario ampliar las lineas de investigacion para conocer mejor los
mecanismos de accion quimico-biolégica que supondria la obtencién de

nuevos metabolitos secundarios de esta especie y sus respectivos estudios.
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Resultados y discusion

En la figura 24 se muestran los resultados obtenidos para la actividad

antioxidante por medio del método DPPH sobre las reuniones de RSM-A.

DPPH R1 DPPH R2
100 7 = 37.567x2 + 47.475x + 56.571 100 4 = 1137153 - 795.428 + 161.07x + 48.96
90 R2=0.9737 80 -Re=09283
< 80 g 60 8—9
o - =)
s 70 - = o X 40
60 20
50 T T T 1 0 ! T T T 1
0.25 05 075 1 0 025 05 075 1
mg/mL mg/mL
DPPH R3 DPPH R4
100 y = 47.632x + 45.453 100 y = P1ox@i3es— @
80 r2=0. 926 80 R#=0.9212
< 60 < 60 /r
X 40 X 40
20 20
0 T 1 0 T T T T 1
0. 25 0. 5 0.75 1 0 0.25 0.5 0.75 1
mg/mL mg/mL
DPPH R5 DPPH R8
100 =10.039In(x) +®2.05 ° 100 y =43.023x + 57,371 ®
80 Rr2=0.9603 80 Re==0.928
< 60 p‘ < 60 ig®
x40 X 40
20 1 20
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 0.25 05 075 1 0 025 05 0.75 1
mg/mL mg/mL
DPPHR7 DPPH R6
1007 = 7 84g2in(x) +©2.878 > 1007 - §4.6Preos01o® °
80 R2=5078386 80 Rz=0.51
< 60 < 60
X 40 X 40
20 20
o ' ' ' . o ' ' ' .
0 0.25 05 075 1 0 025 05 0.75 1
mg/mL mg/mL

Fig. 24. Resultados obtenidos por el método DDPH expresados en %AA (porcentaje
de actividad antioxidante) de cada reunion (R1-R8) para la fraccion RSM-A.
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Resultados y discusion

En en la fig. 25 se muestran los resultados obtenidos para la actividad

antioxidante por medio del método DPPH sobre las reuniones de RSM-A.

ABTS R3 ABTS R2
100 71 = 11.13x + 37.361 132 y = 2.7789x + 19.077
84 -R2=0.8114 - [Re=00738
% 68 % 59
T S 45
Y ) L 32
36 : : ' . 18
0 025 05 075 1 0 025 05 075
mg/mL mg/mL
ABTS R1 ABTS R4
122 y = 15.983x + 3.8041 132 v = 23.563x + 18.569
R2 = 0.9704 R =0.9848
67 67
2 50 2 s0
2 RS
33 33 _ P
17 17 s
0 T T T 1 0 T T T T
0 025 05 075 1 0 025 05 075
mg/mL mg/mL
ABTS R5 ABTS R6
122 y = 31.308x + 12.922 1g§ y = 24.744x + 16.122
R2 = 0.9749 R2 = 0.9889
< 67 < 67
$ 50 o $ 50
33 & 33 - —
17 P 17 o<
0 T T T T 1 0 T T T T
0 025 05 075 1 0 025 05 075
mg/mL mg/mL
ABTS R7 ABTS R8
100 7 = 31.587x + 22.766 122 y = 115.49x + 20.361
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2 50 2 3 5 e
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33 . < 33 o
-
17 17
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Fig. 25. Resultados obtenidos por el método ABTS expresados en %AA (porcentaje

de actividad antioxidante) de cada reunion (R1-R8) para la fraccion RSM-A.
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7.4. Viabilidad celular MTT.

La prueba para medir la capacidad citotéxica de los extractos fue a
través del método MTT, sin embargo posterior al tiempo de incubacién para
permeabilizar las células del cultivo celular con los extractos R5 y R6, se

observé la formacion de cristales, lo que causé que no fuera viable el cultivo.

Dichos cristales se habian observado anteriormente durante el
proceso de purificacién y aislamiento de compuestos como mayoritarios, por

lo que se considera que podria tratarse de los compuestos A o B contenidos

en ambas reuniones.

Tabla 7. Condiciones y resultados MTT en R5

R5 (mg/ml) LPS | Condicién |Media (%) D.E. (%)

0 - 1 100.0 3.0
+ 2 101.5 3.1
0.033 3 95.1 3.6
4 97.2 2.6
0.1 - 5 14.1 3.6
+ 6 14.7 2.2
- 7 8.4 0.2

0.33
+ 8 8.3 0.2
1 - 9 12.1 0.6
+ 10 11.5 0.8

LPS (lipolisacaridos), presencia de LPS (+), ausencia de LPS(-); D.E: (desviacion
estandar).
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Tabla 8. Condiciones y resultados MTT en R6.

R6 (mg/ml) LPS Condiciéon Media (%) D.E. (%)

0 - 1 100.0 1.9
+ 2 94.8 2.9

0.033 - 3 36.8 3.7
+ 4 29.0 2.8

0.1 - 5 10.8 0.3
+ 6 10.8 0.2

0.33 - 7 18.6 0.4
+ 8 18.2 0.4

’ - 9 37.7 0.6
+ 10 38.8 1.0

LPS (lipolisacaridos), presencia de LPS (+), ausencia de LPS(-); D.E: (desviacion
estandar).

En la figura 26 se observa dos fotografias tomadas después del tiempo
de incubacioén para permeabilizar los macrofagos con R5 y R6. Los cristales
que se formaron no permitieron medir correctamente la viabilidad celular, por
lo que se recomienda buscar otros medios de disolucién para ambos

extractos, asi como probar con concentraciones menores de estos.

Fig. 26. Cultivo celular RAW 264.7.

Después del tiempo de incubaciéon para permeabiliabilizar las células con el extracto
R5 (izquierda) y R6 (derecha). Se observa en ambos casos el extracto cristalizado.



Los terpenos cryptotanshinona, tanshinona | y tanshinona IIA,
extraidas son los mayores componentes del extracto de raiz de Salvia
miltiorrhiza con significancia farmacoldgica, sin embargo su uso efectivo esta
limitado debido a la baja solubilidad y biodisponibilidad del agua. Yu y
colaboradores, propusieron el método de Dispersion Solida (DS) ante esta
problematica para alcanzar mejores tasas de solubilidad para dichos
compuestos a través de un modelo convencional de solventes, en donde
utilizaron diferentes vehiculos para la separacién por DS utilizando como
estandar tablas convencionales comerciales el extracto. El mejoramiento de
las tasas de solubilidad y la disolucion de criptotanshinona, tanshinona | y
tanshinona IlA se alcanzé con povidona K-30 (PVP K-30) el cual es un fuerte
vehiculo higroscopico soluble en agua, en alcoholes alifaticos de cadena
corta y un amplio rango de solventes organicos (etanol,etilenglicol y glicerina,
etc.) que funciona como coloide protector. También se probd el poloxamer, un
copolimero (bloques de 6xido de etileno y oxido de propileno) que posee
propiedades termo-reversibles, es decir, que se presenta en estado liquido a
temperatura ambiente, lo que facilita la administraciéon y estado de gel a la
temperatura del cuerpo y permite una mayor permanencia y la liberacion
prolongada de farmacos en el sitio de aplicacién. Ambos vehiculos mostraron

mejoramiento de solubilidad a un pH de 6.8 buffer (Yu et al. 2012).

Por lo cual, la biodisponibilidad de farmacos de baja solubilidad en
agua esta limitada por su indice de disolucién, que a su vez esta

determinados por la dimensién de la particula y por lo tanto por su area
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superficial especifica y/o por el estado polimérfico del ingrediente activo,
problemas que pueden ser superados por la reduccion del tamafio de la
particula, segun la Oficina Espafiola de Patentes y Marcas en su publicacion
2 109 377 (OEPM 1992). Por lo cual, métodos como el DS, es empleado para
mejorar la absorcion del farmaco en donde los polimeros son usados como
aglutinantes y agentes para liberacion modificada. Mas recientemente, estos
excipientes han sido usados en dispersiones sélidas para mejorar la
solubilidad y de esta forma incrementar la biodisponibilidad (Bee y Rahman

2010).

En la figura 27 se muestran los valores graficos obtenidos para medir
la viabilidad celular por medio del método MTT en R5 y R6 sobre la linea
celular RAW 264.7 cuando esta fue tratada con LPS para inducir un posible
efecto antiinflamatorio. Los valores obtenidos no son representativos para R5
debido posiblemente a la insolubilidad de los extractos. Es recomendable
ajustar el método para mejorar la permeabilidad del extracto en las células;
sin embargo, R6 a la concentracion de 0.033 mg/mL se exhibe menos
citotoxica, lo cual tiene sentido debido a que el extracto fue mejor redisuelto
en DMSO que R5. Seria importante ajustar la concentracion de R6 para

establecer un posible perfil antiinflamatorio viable.
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7.5. Capacidad antiinflamatoria. Prueba con LPS.

El tratamiento con LPS se realizé con R5 y adicionalmente con R6

debido a su similitud polar y sus porcentajes de actividad antioxidante. Los
resultados de la actividad antiinflamatoria usando el modelo de LPS en

macréfagos se observan en la figura 27.

[ Tratamiento LPS

R5 RSM-A
105
R 78.75
=4
2
©
S5 525
o
[
-
E 26.25
=
0
e
(LPS 1000 ng/ml)
+ + o+ + o+ + o+ +
0.033 0.1 0.33 1
(mg/ml) &

@ Tratamiento LPS
R6 RSM-A

78.75 A

525 1

MTT reduction (%)

26.25 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

-+ =+ =+ =+ -+
(LPS 1000 ng/ml)
+ + + + + <+ + +
0.033 0.1 0.33 1
(mg/ml) &

Fig. 27. Viabilidad celular de macrofagos (RAW 264.7) por el método MTT
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8. CONCLUSIONES
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Las propiedades fisico-quimicas del extracto de raiz de Salvia mellifera

RSM-A, demostraron poseer un perfil antioxidante, siendo las reuniones mas

polares (R6, R7, R8) las de mejor respuesta con el método DPPH.

A continuacion se enumeran las siguientes conclusiones:

Se encontré cualitativamente la presencia de flavonoides en las
fracciones de raiz AcOEt y n-Hexano y carbohidratos en la fraccion AcOEt
por medio de las pruebas colorimétricas.

La cromatografia de capa fina revel6 la presencia de compuestos del tipo
terpeno para ambas fracciones, siendo utilizada la fraccion RSM-A
(AcOEt) para las pruebas quimico-biologicas

De las 8 reuniones obtenidas de RSM-A, R5 se aislé y caracterizo la
molécula criptotanshinona por medio del método de RMN

En la actividad antioxidante por medio de los métodos DPPH y ABTS
muestran valores por debajo de los establecidos en el estandar
quercetina siendo estos de 0.003 mg/mL y 100 mg/mL para ambos
meétodos respectivamente

Para DPPH R6, R7 y R8 reportan valores en CEso iguales y/o muy
cercanos al estandar, siendo estos a su vez, los valores mas bajos a
comparacion del resto de las reuniones

Para ABTS R7 y R8 muestran valores en CEsg por debajo de 1 mg/mL
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Resultados y discusion

Para ambas pruebas los valores maximos para DPPH es 1.389 y 2.89
mg/mL para ABTS, mientras que los valores minimos fueron 0.001 y 0.26
mg/mL respectivamente, siendo R8 la reunion con valores mas bajos para
ambas pruebas y por lo tanto, la que presenta mejor perfil antioxidante.
Los resultados obtenidos de las reuniones R1 a la R8, indican que el
extracto RSM-A presenta propiedades antioxidantes. Es posible que esta
respuesta se deba o este asociada a la presencia de compuestos como
flavonoides y taninos, y/o al efecto sinérgico del conjunto de metabolitos
que pudieran estar actuando para estabilizar o inhibir la oxidacion.

La formacion de cristales en los cultivos celulares provocd que no fuera
posible la medicion de viabilidad celular. Sin embargo, esta informacion
sugiere la busqueda de métodos mas adecuados para hacer efectiva la
solubilidad de los extractos de la raiz de S. mellifera.

Se recomienda ajustar la concentracion de R6 para establecer un posible
perfil antiinflamatorio viable, asi como la busqueda de nuevas moléculas

bioactivas de interés farmacoldgico y sus posibles efectos terapéuticos.
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Anexo 1.

Espectro de RMN para el compuesto A aislados e RSM-A.
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Anexos

PROTON 8 PROTON 8,2

H-1 3.23(m, 2H, J;= | H-16a | 4.88 (1H,t, J, =9.44
6.36 Hz) Hz; J, = 6.04 Hz)

H-2 1.79 (m, 2H) H-16b | 4.36 (1H, dd, J, = 9.32

Hz; J, = 6.04 Hz )

H-3 1.66 (m, 2H) H-17 1.35 (d, 3H)

H-6 7.62 (d, 1H, J = H-18 1.31 (3H, s)
8.08 Hz)

H-7 7.48 (d, 1H, J = H-19 1.31 (3H, s)
8.08 Hz)

H-15 3.59 (m, 1H, J, =

6.76 Hz; J, = 9.32)
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Anexos

Anexo 2.

Evaluacién quimica y biolégica.

Separacién
de compuestos
por diferentes
polaridades
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k 5.29 mg

Compuesto

4.5mg |
A aislado

Placa preparativa

9.6 mg
purificado

Fase movil | % !’jnagg.

para columna e

cromatografica
8:1:1
Pruebas
n-H/CH2CI2/ antioxidantes
DPPH
_ F ABTS FM 7:1:1

n-H/DCM/AcOEt
mas 3 recorridos
con 0.5mL Ac

"
"

YY | v»

5.5mg
purificados

' h
Compuesto
de interés

Extracto aceto-
etilico de raiz de

Salvia mellifera Compuesto

B aislado
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