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1. Introduccion
La inflamacidn fue descrita por Celsus en el afio 10 antes de Cristo como enrojecimiento e
hinchazén con calor y dolor. El proceso inflamatorio involucra una serie de eventos inespecificos
qgue pueden ser provocados por numerosos estimulos o agresiones del medio (ej.: agentes
bioldgicos, isquemia, interacciones antigeno - anticuerpo, traumatismos, lesiones térmicas o
fisicoquimicas de otra indole, etc.). (1). A nivel macroscdpico, la respuesta esta usualmente
acompafiada por los signos clinicos como tumefaccidon (edema), rubor, calor, dolor espontaneo a
la palpacion y desorden de la funcion tisular (1).

Las enfermedades inflamatorias afectan mas del 80 % de la poblacién mundial, por lo que hay
nuevas estrategias de tratamiento mas efectivas y menores efectos secundarios y reacciones
adversas que los antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos (2). En los ultimos tiempos se ha
presentado un interés cientifico creciente por los productos naturales, pues constituyen una
fuente muy rica para la obtencién de nuevos farmacos con menos efectos adversos.

Muchas plantas medicinales son utilizadas por la poblaciéon en el tratamiento de enfermedades
que clasifican como inflamaciones crénicas como el asma bronquial, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, dolor, artritis reumatoidea, entre otras. Las enfermedades
inflamatorias crénicas son la causa mds importante de muerte en el mundo y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) clasifica las enfermedades crénicas como la mayor amenaza para la
salud humana.(3)

Se dispone de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) no selectivos (indometacina, fenilbutazona
y naproxeno), con muchas reacciones adversas, y mas recientemente los AINEs selectivos de COX-
2 (nimesulida, celecoxib), que erréneamente se pensdé tendrian la ventaja de inhibir la inflamacién
con pocos efectos adversos. En la practica, usar estos farmacos se ha limitado por el riesgo de
efectos adversos como: toxicidad gastrointestinal, retencidn de liquidos e hipertensién y
enfermedad renal.(4)

México es conocido por su inmensa riqueza en recursos naturales, la cual es una de las razones
por la que se mantiene en forma muy activa y funcional la lamada “Medicina Tradicional”, que sin
embargo, requiere de sustento cientifico, para de esta manera rescatar y respaldar su uso.

El género Salvia (Lamiaceae) incluye mas de 900 especies, de las cuales muchas de estas son
utilizadas por sus efectos beneficiosos, como son propiedades curativas.

Una especie de este género es la Salvia connivens Epling, que es un pequefio arbusto con flores
azules que se usa para tratar el dolor de garganta, fiebre, diarrea, ojos inflamados, malaria y
antipirético, por lo que en este proyecto se estudiard su actividad antiinflamatoria



2. Marco teorico

2.1. Inflamacién

La inflamacién es un proceso tisular constituido por una serie de fenémenos moleculares,
celulares y vasculares cuya finalidad es defensiva frente a agresiones fisicas, quimicas o
bioldgicas. Los aspectos basicos que se destacan en el proceso inflamatorio son en primer
lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a circunscribir la zona de lucha contra el
agente agresor. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria es inmediata, por tanto,
preponderantemente inespecifica, aunque puede favorecer el desarrollo posterior de una
respuesta especifica. En tercer lugar, el sitio inflamatorio atrae a las células inmunes de los
tejidos cercanos. Las alteraciones vasculares van a permitir, ademas, la llegada desde la
sangre de moléculas inmunes.(6)

Al producirse la lesion tisular, ya sea debida a bacterias, traumatismos, sustancias quimicas,
calor o cualquier otro fenédmeno, los tejidos lesionados liberan multiples sustancias que dan
lugar a cambios secundarios, en los tejidos vecinos no lesionados. A este complejo de
cambios tisulares se le llama inflamacién.”

La inflamacidn se integra a los cuatros signos de Celso (calor, rubor, tumor y dolor). El calor
y rubor se deben a las alteraciones vasculares que determinan una acumulacién sanguinea
en el foco. El tumor se produce por el edema y acimulo de células inmunes, mientras que
el dolor es producido por la actuacién de determinados mediadores sobre las terminaciones
nerviosas del dolor.

2.1.1 Tipos de Inflamacion
¢ Aguda: Duracidn relativamente corta. Caracterizada por el exudado de fluidos plasmaticos
y la migracién de leucocitos, principalmente neutrofilos.

¢ Crdnica: Por resoluciéon incompleta del foco inflamatorio inicial o episodios multiples en
mismo sitio.(7)

Hay acumulaciédn de macréfagos vy linfocitos, desarrollo de fibroblastos y tejido vascular.
Formacion de granulomas, con células epiteloideas y células multinucleadas. (11)(39)

2.1.2. Fases de la inflamacion
La inflamacién se puede dividir en cinco etapas:

1- Liberacion de mediadores. Son moléculas, la mayor parte de ellas, son liberadas o
sintetizadas por el mastocito bajo la actuacién de determinados estimulos.



2- Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen alteraciones
vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de moléculas y células inmunes
al foco inflamatorio.

3- Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su mayor
parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco.

4- Regulacion del proceso inflamatorio. Como la mayoria de las respuestas inmunes, el
fenédmeno inflamatorio integra mecanismos inhibidores para finalizar o equilibrar el
proceso.(9)

5- Reparacidn. Fase constituida por fendmenos que van a determinar la reparacién total o
parcial de los tejidos dafiados por el agente agresor o por la propia respuesta inflamatoria.

(9)(8)

2.1.3. Liberacion de mediadores (mastocito)

Aunque todos los tejidos al lesionarse van a liberar mediadores de la inflamacion, la fuente
principal de los mismos es el mastocito. Esta es una célula inmune inespecifica que también
procede de la médula dsea. El mastocito contiene en el citoplasma granulos con mediadores
de la inflamacién preformados. Cuando se activa, libera estos factores, junto con otros de
cardcter lipidico que son sintetizados de novo. El mastocito se detecta en casi todos los
tejidos, localizado alrededor de pequefiios vasos, sobre los que actuaran los mediadores una
vez liberados.(10)

La liberacién de mediadores ocurre por distintas causas, la mas frecuente sea la lesién
directa de la célula por el agente agresivo. Cuando la inflamacién progresa y se acumulan
en el foco suficientes factores activados del complemento, el C3a y el C5a, actuando sobre
receptores de membrana, inducen la activacién del mastocito y la consiguiente liberacién
de mediadores.

Otro mecanismo de activacién se desarrolla mediante la IgE que es captada en la membrana
del mastocito, ya que éste presenta receptores para la porcion Fc de esta inmunoglobulina
(FceR). El antigeno activa al mastocito cuando conecta especificamente con dos IgE
contiguas sobre la membrana.(10)

Los mecanismos bioquimicos que subyacen a este proceso no son aun bien conocidos.
Parece que el proceso se inicia en la membrana con activacion de adenilato-ciclasa y de
fosfolipasa A2. La adenilato-ciclasa determina un incremento inicial de la concentracién
intracitoplasmatica de cAMP, mientras que la fosfolipasa ataca a los lipidos de membrana
produciendo acido araquidénico. También aumenta la permeabilidad de membrana al
Ca++, con lo que se incrementa la concentracién de este idn en el citoplasma. El aumento



de la concentracién de Ca++ y el del cCAMP determinan la formacién de microtubulos en el
mastocito, asi como el movimiento de granulos citoplasmaticos hacia la membrana celular,
produciéndose posteriormente la fusion de los granulos con ésta y la liberacién de
mediadores al espacio extracelular. Estos mediadores, que se encontraban preformados en
los granulos, son principalmente histamina, enzimas proteoliticas, el factor quimiotactico
del eosindfilo (ECF-A, eosinophil chemotactic factor), factor quimiotactico del neutrofilo
(NCF, neutrophilchemotactic factor) y heparina.(10)

El acido araquiddnico formado puede seguir dos vias metabdlicas, la de la enzima ciclo-
oxigenasa que determina la produccidn de prostaglandinas (PG) y tromboxanos y la de la
lipooxigenasa que conduce a la formacién de leucotrienos (LT). Todas estas sustancias de
cardcter lipidico, sintetizadas de novo por el mastocito, son un segundo grupo importante
de mediadores de la inflamacién.(10)

El basofilo es una célula preponderantemente sanguinea, acude a los tejidos durante el
proceso inflamatorio y supone un refuerzo en la liberacién de mediadores ya que se activa
por los mismos mecanismos que el mastocito y libera mediadores equivalentes a los de esta
célula.(8)

2.1.4. Efectos de los mediadores

Mediadores preformados

Histamina. Es un mediador ampliamente distribuido por el organismo, aunque se detecta
principalmente en el mastocito y basoéfilo. Deriva, por descarboxilacién, del aminoacido
histidina. Actuando sobre los receptores H1 (histamina 1) de los vasos produce
vasodilatacion e incremento de la permeabilidad. La histamina actua sobre receptores H2
(histamina 2) produce efectos inhibidores o reguladores de la inflamacidn.

Enzimas proteoliticas. De las distintas enzimas proteoliticas liberadas por el mastocito,
quizas la mas interesante sea la kininogenasa que actua sobre las proteinas procedentes de
la sangre y denominadas kininégenos, produciendo su ruptura en péptidos mas pequefios
denominados kininas. Las kininas inducen vasodilatacién, aumento de la permeabilidad
vascular y estimulan las terminaciones nerviosas del dolor.(11)

Factores quimiotacticos. El ECF-A incluye dos tetrapéptidos de alrededor 500 d. de peso
molecular que atraen eosindfilos al foco inflamatorio, induciendo simultdaneamente la
activacion de estas células. EI NCF es una proteina de un peso molecular superior a 750.000
d. con capacidad de atraer y activar al neutréfilo.(24).



Heparina. Al inhibir la coagulacion, favorece la llegada al foco inflamatorio desde la sangre
de moléculas y células. Es, ademads, un factor regulador, por lo que sera estudiado en el
apartado correspondiente.

Mediadores sintetizados de novo

PGE2. Es la prostaglandina mas importante en el proceso inflamatorio. Produce
vasodiltacion y dolor. En coordinacidn con el factor C5a y LTB4 aumenta la permeabilidad
vascular. El efecto antiinflamatorio de la aspirina se debe a que al bloquear la via de la ciclo-
oxigenasa impide la formacidn de esta prostaglandina. (25).

LTB4. Es un factor quimiotactico para eosindfilos, neutréfilos, mastocitos y macréfagos.
(10)

Factor activador de plaquetas (PAF: Platelets Activating Factor). Este factor tiene varias
propiedades. Activa las plaguetas determinando su agregacion, con la liberacidon de
mediadores por parte de estos cuerpos e inicio de los procesos de coagulacién. Produce
ademas, vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular. Es, por otra parte, un
potente factor quimiotactico y activador de neutréfilos.(25)(39)

2.1.6. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio
Desde el punto de vista cronolégico, los mediadores de la inflamaciéon van a producir
basicamente dos efectos. En una primera fase inicial, alteraciones vasculares que facilitan
el trasvase de moléculas desde la sangre al foco inflamatorio, asi como la produccién de
edema. En una segunda fase, mas tardia, las propias alteraciones vasculares, asi como la
liberacion en el foco de factores quimiotacticos, determinan la llegada de células inmunes
procedentes de la sangre y de los tejidos circundantes.(10)

Fase inicial. Llegada de moléculas

Inmunoglobulinas. Los anticuerpos se unen y bloquean el germen y sus toxinas. La IgM e
IgG activan el complemento por la via cldsica. La IgG, a su vez, se une a los receptores por
la porcion Fc (FcR) que presentan los fagocitos en su membrana, potenciando la fagocitosis.
(11)

Factores del complemento. Ademas de la activacion de la via clasica indicada
anteriormente, el complemento se puede activar por la via alternativa, por productos
liberados directamente por el germen. Cuando el complemento, siguiendo una u otra via,
alcanza la via comun produce la lisis del germen o la célula extrafia inductora de la
inflamacidn. Los factores C3a y C5a, actuando sobre receptores de membrana, activan al
mastocito y baséfilo induciendo la liberacidon de mediadores y amplificando, de esta forma,
el fenédmeno inflamatorio. El C5a es un potente factor quimiotdctico, mientras que el C3b,
uniéndose a receptores de membrana de los fagocitos, potencia la fagocitosis.



Kinindgenos. Sobre estas moléculas actuan las kininogenasas liberadas por el mastocito y
basofilo dando lugar a las quininasas.

Proteinas de la fase aguda. Destacaremos entre ellas a la proteina C Reactiva (PCR) que
tiene la capacidad de fijar determinados gérmenes como el neumococo y de activar el
complemento por la via clasica.(10)

Fase tardia. Llegada de células
Basdfilo. Contribuye, junto con el mastocito, a la liberacidn de mediadores.

Neutrofilo. Es de las primeras células en llegar al foco inflamatorio. Elimina al germen
mediante fagocitosis o liberando factores tdxicos que contiene en sus granulos
citoplasmaticos y produciéndole, asi, una muerte extracelular

Monocito/Macréfago. Procedente de la sangre el monocito, y de los tejidos cercanos el
macrofago, llegan al foco mas tardiamente. El monocito, en los tejidos, se diferencia en
macroéfago. Esta célula presenta idénticas funciones a las sefialadas para el neutréfilo. Actua
ademas, como célula presentadora del antigeno a las células especificas T y B, iniciando, de
esta forma, la respuesta especifica.(10)

El macroéfago sintetiza un péptido inespecifico, la interleucina 1 (IL-1), que es una auténtica
hormona del sistema inmune, ya que pasando a la sangre produce efectos sobre distintas
partes del organismo. Determina la aparicién de fiebre, probablemente induciendo la
sintesis de PGE en las células endoteliales que revisten los vasos sanguineos del hipotdlamo;
a su vez la PGE actula sobre el centro termorregulador. Sobre la médula ésea favorece la
produccién y liberacidn de neutrdfilos, con la consiguiente neutrofilia. En el higado
incrementa la sintesis de proteinas de la fase aguda.(10)

A nivel local, la IL-1 activa la proliferacién y diferenciacién de las células Ty B contribuyendo,
asi a la respuesta especifica. También activa la proliferacién de fibroblastos y produccién de
colageno, fendmenos incluidos en la fase de reparacién de la inflamacion

Linfocitos T y B. Potenciados por el macréfago inician la respuesta especifica. Las células B
procedentes de los tejidos linfoides asociados a tejidos o mucosas sintetizan IgE, que unidas
al mastocito o basofilo pueden potenciar la inflamacién. Por otra parte, las células T
comienzan a producir linfoquinas que prolongan la inflamacién en una respuesta inmune
mas elaborada.(11)

Eosindfilo. Aunque es una célula citotdxica en las infecciones parasitarias, parece ademas
tener en la inflamacién una funcidn reguladora, por lo que serd estudiada en el siguiente
apartado.(10)



Las ciclooxigenasas. Las dos Unicas isoenzimas COX que convierten al acido araquiddnico
en prostaglandina endoxiperéxido son la PGH sintasa-1 (COX-1), que es expresada de
manera constitutiva es decir, siempre estd presente y, en contraste la PGH sintasa-2 (COX-
2) la cual aumenta en su expresion cuando el estimulo es mayor ya que es producto de un
gen de respuesta temprana inmediata, que responde a situaciones de estrés, factores de
crecimiento, promotores tumorales y citocinas.

Por otro lado, la COX-1 genera prostanoides que sirven para proteccién del epitelio gastrico,
mientras que la COX-2 es la mayor fuente de prostanoides en la inflamacién y el cancer.
Ambas isoenzimas pueden actuar solas o de manera coordinada en procesos fisiolégicos o
fisiopatoldgicos.

Ambas promueven la captacién de dos moléculas de oxigeno por ciclacion del acido
araquidonico produciendo un endoperdxido en la posicion C9-C11, conocida como PGG2,
compuesto que sera modificado rdpidamente por la enzima peroxidasa para dar lugar a un
hidroxilo en la posicidon C15 que juega un papel esencial en la actividad biolégica de este
compuesto.

La COX-1 es una enzima que tienen una funcién homeostatica en el organismo, a diferencia
de la COX-2 cuya funcién es favorecer el proceso inflamatorio, por ello se ha buscado
realizar farmacos selectivos para inhibir la actividad de esta ultima esperando tener un
menor numero de efectos adversos. (12)

2.1.7. Mecanismo de accidn de los antiinflamatorios
Las prostaglandinas desempefian una funcién prominente en la produccién del dolor, en la
inflamacién y en la fiebre y por lo tanto los farmacélogos han buscado medicamentos que
inhiban su sintesis, los glucocorticoides inhiben la fosfolipasa A2 y de esa forma inhiben Ia
formacién de todos los eicosanoides. Diversos antiinflamatorios no esteroideos AINES
inhiben ambas ciclooxigenasas, con lo que se inhibe la produccién de PGH2 y sus
derivados.(30)

Las prostaglandinas son sustancias asociadas al proceso inflamatorio por ello al inhibir sus
sintesis se aminoran los sintomas que esta produce, para ello existen dos mecanismos
principales, el primero es inhibir la fosfolipasa A (acciéon de los glucocorticoides) y el
segundo es inhibir la actividad de la COX (accion de los AINES).(13)(30)

2.1.8. Las ciclooxigenasas y los nuevos antiinflamatorios
Una de las areas con mas futuro en la investigacidon es el desarrollo de sustancias quimicas
gue sean inhibidores especificos de la COX-2.



Se han desarrollado una variedad de ensayos bioldgicos para definir la actividad de los AINE
contra la COX-1 y la COX-2. Con esos ensayos se ha podido comprobar que los diferentes
AINE poseen un efecto inhibidor variable. In vitro, algunos parecen inhibir mas
selectivamente la COX-2 que la COX-1, sin embargo la relevancia clinica de estos ensayos es
dudosa. Contrariamente, parece tener mas significado clinico la especificidad de la
inhibicién. El concepto de especificidad es un concepto in vivo que refleja la capacidad de
supresion de la COX-2 clinicamente (inflamacidn) sin inhibir clinicamente la COX-1 (ausencia
de efectos gdstricos y ausencia de efectos sobre la funcidn plaquetaria). Hasta el momento,
ninguno de los AINE disponibles ha demostrado tener un efecto especifico sobre la COX-2.
No obstante, hay dos moléculas que relnen esta cualidad y que apareceran en el mercado
en breve. Su efecto sobre la inflamacién y dolor y la ausencia de efectos secundarios
relevantes parece que supondrdn un paso importante en la terapéutica de las
enfermedades inflamatorias.(31)

2.1.9. Analgésicos antipiréticos y antiinflamatorios no esteroides (AINEs)

Las drogas analgésicas antipiréticas antiinflamatorias no esteroides (AINEs) son ungrupo de
agentes de estructura quimica diferente que tienen como efecto primario inhibir la sintesis
de prostaglandinas, a través de la inhibicién de la enzima cicloxigenasa. Estas drogas
comparten acciones farmacoldgicas y efectos indeseables semejantes. La aspirina es el
prototipo del grupo y es la droga con la cual los distintos agentes son comparados. O
también llamadas “anticicloxigenasa” debido a que inhiben esta enzima, responsable de la
sintesis de prostaglandinas, las cuales son mediadoras de la produccién de fiebre, dolor e
inflamacion.

Existen similitudes y diferencias entre los AINEs, aunque en general estos agentes se
absorben completamente por via oral. Tienen escasa dependencia del aclaramiento
hepatico y del metabolismo de primer paso hepdtico. Se unen con alta afinidad a la
albumina (el de menor unidn es el paracetamol) y tienen volumen de distribucién pequefio.

Los AINES son una de la clase de farmacos que se utiliza con mayor frecuencia, pero también
estos son responsables de hospitalizaciones y muertes debidos a los efectos secundarios
que presentan, como lo es su toxicidad gastrointestinal, renal y hepatica.(32)

Dentro de la categoria de los AINES estan los salicilatos y otros compuestos similares usados
para el tratamiento de enfermedades reumaticas comparten la capacidad de suprimir los
signos y sintomas de la inflamacidon. Estos medicamentos también ejercen un efecto
antipirético y analgésico, pero sus propiedades antiinflamatorias los hacen de mayor
utilidad en el manejo de los trastornos en los que el dolor se relaciona con la intensidad del
proceso inflamatorio.(17)



Estos medicamentos, por su mecanismo de accién, pueden producir efectos no deseables
en el organismo. Uno de los érganos diana donde pueden asentar estos efectos adversos es
en el aparato digestivo. Estos efectos se relacionan con la irritacion directa o indirecta del
tracto gastrointestinal. La mayoria de las veces es leve y no da sintomas, pero pueden ser
muy graves. Se estima su incidencia hasta el 10% de los usuarios, cifra que asciende aun
mas en los ancianos. Este efecto adverso depende de la inhibicidn de ciclooxigenasa 1 (COX
1), unas moléculas que juegan un papel importante en la proteccion de la mucosa géstrica,
pues limitan la secrecién acida gastrica y estimulan la formacidon de mucus. Los AINEs
ademas de producir lesidn local, reducen el flujo sanguineo y dificultan el funcionamiento
de las defensas en la mucosa del tubo digestivo. Los efectos secundarios gastrointestinales
mas frecuentes son: esofagitis, Ulceras (siendo sus complicaciones mds frecuentes
hemorragia y perforacion), gastroduodenitis, lesiones tépicas y diarrea.

2.2. Plantas medicinales
Es indudable la importancia de las plantas para la medicina moderna, durante mucho
tiempo los remedios naturalesy las plantas medicinales fueron el principal e incluso el Unico
recurso del que disponian el médico; todas las culturas, a lo largo y ancho del planeta y en
todos los tiempos, han usado plantas medicinales como base de su propia medicina.(33)

Aunque la medicina moderna estd bien desarrollada en la mayoria del mundo, grandes
sectores de la poblaciéon de los paises en desarrollo aun dependen de profesionales
tradicionales, plantas medicinales y medicamentos herbarios para su atencion primaria. Es
mas, durante los ultimos decenios, el interés del publico en las terapias naturales ha
aumentado enormemente en los paises industrializados, y se halla en expansidon el uso de
plantas medicinales y medicamentos herbarios.

Las muchas y diversas formas de los productos medicinales tradicionales han evolucionado
frente a entornos ampliamente diferentes en lo etnolégico, cultural, climatico,
geografico.(5)

Los medicamentos herbarios, que fueron la base de la atencién de salud en todo el mundo
desde los inicios de la humanidad, siguen siendo muy importantes en el comercio
internacional. Sigue en aumento el reconocimiento de su valor clinico, farmacéutico y
econdmico, si bien esto varia ampliamente entre un pais y otro.(29)

Las plantas medicinales son importantes para la investigacién farmacoldgica y el desarrollo
de medicamentos, no solo cuando los constituyentes de plantas se usan directamente como
agentes terapéuticos sino también como materiales de base para la sintesis de los
medicamentos o como modelos para compuestos farmacoldgicamente activos.(26)



2.2.1. Farmacognosia
La palabra farmacognosia etimolégicamente significa “conocimiento de los farmacos”.
Proviene del griego pharmakon que significa remedio y gnosis que quiere decir
conocimiento.

La farmacognosia estudia los principios activos de origen natural que pueden poseer un
potencial terapéutico. Por lo tanto, son de importancia en el desarrollo de la industria
farmacéutica con repercusiones en las ciencias médicas.

La farmacognosia busca moléculas que por si mismas tengan alguna actividad, o bien que
permitan generar moléculas mds complejas disminuyendo los pasos de sintesis quimica
como en los denominados farmacos semisintéticos.

Asi, en un sentido mds amplio, esta ciencia se encarga de estudiar la historia, el cultivo, la
recoleccidn, preparacién, preservacién, comercializacién, distribucion, identificacion y
evaluacidn de los componentes quimicos de origen natural. Adicionalmente, también se
encarga del estudio y del uso tradicional de esos compuestos quimicos o sus derivados y
proporciona los elementos necesarios para determinar su actividad farmacolégica y
mejorar la salud y el bienestar del ser humano y otros animales.(18)

2.2.2. Obtencion de extractos de plantas medicinales
Para lograr una concentracion adecuada de los principios activos contenidos en las plantas
y que su accidén sea mas efectiva es necesario realizar diversos procedimientos mediantes
los cuales sean extraidos aquellos con solventes adecuados que se seleccionan de acuerdo
con la solubilidad y la estabilidad que posean las sustancias activas.

Se obtienen separando porciones biolégicamente activas en los tejidos de plantas usando
un solvente (alcohol, agua o mezclas de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de
extraccion adecuado.

Para la industria farmacéutica las plantas medicinales son una fuente de nuevas moléculas
con efectos farmacoldgicos que son utilizables directamente y que permiten obtener
productos farmacéuticos con menores efectos secundarios y satisfacer las necesidades
crecientes del uso de productos naturales. Uno de los aspectos mas importantes en la
produccién de extractos medicinales es garantizar altos rendimientos del material vegetal
y elevado contenido de principios activos.

La extraccién con disolventes es uno de los métodos que mas se emplea en la preparacién
de extractos de plantas, consiste en poner en contacto el material vegetal, para solubilizar
las moléculas de interés, en algun disolvente generalmente organico o mezclas
hidroalcohdlicas, para que de ésta forma se obtenga un extracto liquido al cual



posteriormente se le elimina el disolvente. La polaridad de los disolventes varia,
dependiendo de las caracteristicas de la molécula de interés. Entre las caracteristicas que
tiene que tener la planta para este proceso de extraccion es que esté seca y previamente
triturada para aumentar la superficie de contacto y lograr una mejor extraccion.(27)

2.2.3. Aislamiento del principio activo
Desde hace afios, las diferentes técnicas de separacion y aislamiento de los componentes
de las plantas han pasado a un primer plano como métodos mas Utiles para el estudio de
sustancias orgdnicas e inorganicas.(36)

Después de la obtencion del extracto con el principio activo de interés se aisla por métodos
fisico-quimicos.

En los métodos fisicoquimicos no cromatograficos se encuentran la sedimentacion,
decantacidn, centrifugacién, precipitacidn selectiva, cristalizacion y particién

Mientras que las técnicas cromatograficas se basan en la separacién de las sustancias
presentes en una mezcla dada, entre dos fases:

e Fase Estacionaria, que puede ser sélida o liquida

e Fase Movil, que eluye a través de la primera y que puede ser un liquido, un gas o la
combinacién de ambos

- Esto permite distinguir entre dos sistemas cromatograficos:

o Cromatografia de adsorcion
o Cromatografia de particién

- La cromatografia se clasifican en:

o Cromatografia de papel (CP)

o Cromatografia en capa fina (CCF)

o Cromatografia en columna (CC): Cromatografia de Gas (CG) y Cromatografia
o Liquida de Alta Resolucion (CLAR o HPLC)

La cromatografia permite separar y purificar los componentes de una mezcla mediante la
interaccidn del analito con la fase estacionaria cuando es transportado por una fase mavil,
ésta puede ser liquido o gas. Las técnicas cromatograficas también tienen la ventaja de ser
cualitativas y cuantitativas.(27)

La utilizacién del método de purificacion depender de las caracteristicas fisicoquimicas de
los componentes del extracto (estado fisico, si es termoestable, equipo de laboratorio,
cantidades de muestra).



En la seleccién de un método se debe considerar que sea econémico, sencillo, eficiente, y
lo menos perjudicial para el ambiente. Para facilitar el aislamiento es necesario que la forma
de extraccion sea lo mas selectiva posible para asi tener el menor nimero de componentes
en la muestra y de esta forma simplificar la separacion.

2.2.4. Identificacion de la estructura quimica
Los métodos analiticos sirven para la identificacion y conocimiento de la estructura y
composicion de la muestra (identificacion de materiales, especiacion, distribucidn espacial
de componentes, etc.), caracterizacion de propiedades fisicoquimicas de interés para la
conservacién y restauracion (color, textura, porosidad, etc.).

Los métodos espectroscopicos sirven para la elucidacion estructural de compuestos
organicos que incluyen Resonancia Magnética Nuclear, Espectrometria de Masas e
Infrarrojo.

Estos métodos espectroscopicos se basan en la medicion de la radiacién electromagnética
emitida o absorbida por la materia.

Emision: utilizan la radiacidn emitida por una sustancia que ha sido excitada por una energia
térmica, eléctrica o electromagnética, al pasar al estado fundamental. Esta radiacion es
caracteristica del material o compuesto emisor.

Absorcidn: se basan en la disminucién de potencia de una radiacién electromagnética que
ha interaccionado con la materia.

Miden la relacién entre intensidad final - inicial mediante un parametro denominado
Transmitancia.

Ambos transitos se realizan entre niveles que estan cuantizados.
Para pasar de un nivel a otro tiene que haber una variacién de energia cuatizada.
Para que haya interaccidn entre la radiacién electromagnética y la materia es necesario:

- Que la energia asociada a esa radiacion electromagnética satisfaga a la necesidad de
energia de ese salto.

- Tiene que existir una probabilidad de transmision entre niveles.(37)(38)

2.2.5. Salvia
Salvia es el género mdas numeroso de la familia de las lamidceas, con 700 a 900 especies de
arbustos.(14)



Este género se distribuye extensamente tanto por el viejo como por el Nuevo Mundo, con
tres regiones de biodiversidad diferenciadas: América Central y Sudamérica (aprox. 500
especies), Asia Central y la cuenca del Mediterraneo (250 especies) y Asia Oriental (90
especies)

El término Salvia proviene de la palabra latina “salvare”, que significa “curar”, en referencia
a las propiedades curativas de la hierba. El primer autor conocido en describir una planta
llamada salvia por los romanos fue Plinio el Viejo, refiriéndose probablemente a la especie
tipo del género Salvia officinalis.

Las especies de Salvia incluyen hierbas anuales, bienales y perennes, asi
como subarbustos lefiosos. Los tallos son tipicamente angulares, caracteristicos de la
familia Lamiaceae, con hojas enteras, aunque también pueden ser dentadas o pinnadas.
Los tallos florales producen pequefias bracteas diferentes a las hojas basales, en algunas
especies estas bracteas son muy llamativas.(15)

La salvia tiene usos ornamentales, medicinales y gastronémicos.

2.2.6. Salvia connivens

Informacion Taxondmica

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Género Salvia

Epiteto especifico Connivens

Nombre Cientifico Salvia connivens Epling
Autor del nombre Epling

Estado del tipo Isotipo

Informacion Geografica

Continente u Océano América del Norte
Pais o Territorio México

Estado o Provincia San Luis Potosi
Localidad San Jose Pass

(16)




3. Objetivos

3.1. Objetivo general
Aislar el o los compuestos de la Salvia connivens responsable(s) de la actividad
antiinflamatoria.

3.2. Objetivos especificos

e Obtener extractos cloroférmicos de S. connivens.

e Probar la actividad antiinflamatoria de los extractos.

e Aislar el o los compuestos con la actividad de la salvia connivens del extracto.
e Caracterizar el o los compuestos con actividad por métodos espectroscépicos.
e Determinar cuantitativamente la actividad del o los compuestos aislados.

4. Desarrollo experimental

4.1. Material y métodos

4.1.1. Material biolégico
Se utilizé la planta salvia connivens colectada en septiembre de 2010, en el municipio de
Guadalcazar en el estado de San Luis Potosi. La colecta se realizé por la poda ecolégica de
las partes aéreas. La planta fue identificada por el taxdbnomo José Garcia Pérez y un
espécimen (SLPM43013) se depositdé en el herbario Isidro Palacios de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi. La planta se dejé secar a la sombra a temperatura ambiente
y se molié.

4.1.2. Extracto
En un matraz balén de 5 L con un refrigerante en posicion de reflujo, se colocd la planta ya
seca y molida con 4 L de cloroformo. Se calenté a temperatura de ebullicién durante 4 h, al
término de este tiempo, el extracto se filtré al vacio y el disolvente se elimind a presién
reducida en un evaporador rotatorio.

Se dejo secar la planta durante 24 horas y se repitié el procedimiento anterior. Se eliminé
el disolvente de los extractos en estufa de vacio durante 24 horas y se calculé el
rendimiento. (44)

4.1.3. Aislamiento del compuesto
Se realizé cromatografia en columna empaquetada con silica gel, utilizando diferentes
polaridades de una mezcla de hexano-acetato de etilo. De las fracciones colectadas, se



realizaron cromatografia en capa fina y juntaron las fracciones que presenten un mismo rf
(Ratio of Front, que es la posicion de un compuesto sobre una placa como una fraccién decimal,
mide la retencién de un componente. Se filtrd la fraccién donde se encontré el sélido. (tablal)

Del sdlido obtenido se realizé nuevamente cromatografia en columna empacada con silica
gel, utilizando diferentes polaridades de una mezcla de cloroformo-acetato de etilo. De las
fracciones colectadas, se realizé cromatografia en capa fina y se juntaron aquellas
fracciones que presentaron un mismo rf. Se filtré la fraccion donde se encontré el
compuesto sélido con un punto de fusién de 200°C-220°C. La actividad antiinflamatoria del
compuesto se determind en edema auricular en ratén inducido con 13-acetato de 12-O-
tetradecanoilforbol (TPA).

Estructura del compuesto

Para elucidar la estructura del compuesto aislado se utilizé espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear de 'H, '3C y bidimensionales homo y hetero nucleares, asi como
espectroscopia Infrarroja.

4.1.4. Actividad antiinflamatoria

Animales

Se usaron ratones macho de la cepa CD-1 de 20-25 g, proporcionados por la Unidad de
Produccion Experimental de Animales de Laboratorio (UPEAL) de la Universidad Auténoma
Metropolitana — Xochimilco. Los animales se mantuvieron a una temperatura de 20-22 °C,
con ciclos de luz/obscuridad de 12/12 horas y humedad relativa entre 50-55%. Se sometio
a los animales a un periodo de ayuno de 12 h, con libre acceso al agua antes del estudio.

“Modelo de Inflamacién aguda” en edema auricular con “TPA”

Se utilizaron 8 animales por grupo (3 grupos: positivo, negativo, compuesto), 2.5 ug de
TPA/oreja, disueltos en 25 pL de acetona, se aplicaron tdpicamente en la oreja izquierda,
30 minutos después de la aplicacion del irritante se administré por la misma via el vehiculo,
la indometacina (2 mg/oreja) o el compuesto (2 mg/oreja) disueltos en 25 plL de acetona:
en ambas caras de la oreja tratada con TPA en cada grupo. Los animales fueron sacrificados
por dislocacion cervical 6 h después; y se hizo un corte circular de cada oreja. (43)

La inhibicién del edema se determind como porcentaje de inhibicion respecto al edema
formado en los animales del grupo control; con la siguiente formula
(W' —=Wo") — (W—Wo)

% de inhibicion = W —Wo) x 100

Donde:



W peso de la oreja tratada con TPA y extracto.

W’ peso de la oreja tratada con TPA y extracto.

Wo peso de la oreja tratada con el vehiculo.

Wo’ peso de la oreja derecha de los animales del control negativo.

4.1.5. Reactivos.

5. Resultados

5.1. Extraccion del compuesto
Se obtuvieron extractos cloroférmicos con un rendimiento de 1.10%.

Posteriormente se aislaron los compuestos por medio de cromatografia en columna con silica gel,
se utilizaron diferentes polaridades de una mezcla de hexano- acetato de etilo, juntando las
fracciones de acuerdo con su rf obteniendo 5 fracciones (Tabla 1).

Tabla 1. Fracciones obtenidas en las columnas hexano-acetato de etilo

Fracciones Proporcion de disolvente
(%hexano-%acetato de etilo)

1,2,3,4,5 80-20

6,7, 8 75-25

9,10,11,12 70-30 (solido Y)

13,14 65-35

15,16,17,18 60-40

En la tabla 1 se observa que el compuesto solido se encuentra en las fracciones 9,10,11,12 con una
proporcién de 70% hexano y 30 % acetato de etilo,

De los compuestos sélidos obtenidos se realizd una segunda cromatografia en columna con
diferente polaridad y disolvente como fue cloroformo-acetato de etilo, juntando las fracciones de
acuerdo con su rf, obteniendo 4 fracciones. Como se muestra en la tabla 2.



Tabla 2. Fracciones obtenidas en las columnas cloroformo-acetato de etilo

Fracciones Proporcion de disolvente
(%cloroformo-%acetato de etilo)

1,2,3 90-10

4 85-15

5,6,7 75-25 (solido A)

8,9,10,11 65-35

12,13,14,15 60-40...

En la tabla 2 se observa que el sélido A se encuentran en las fracciones 5,6,7 con una proporcion
de 75% cloroformo y 25 % acetato de etilo,

La actividad antiinflamatoria del sélido A se probo en el modelo de edema auricular inducido por
TPA.

5.2. Edema auricular inducido con TPA
El sélido A, mostré una actividad antiinflamatoria similar a la indometacina de 73.3+6.7 y el
compuesto solido A inhibié el edema auricular 74.2+5.78, como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Actividad antiinflamatoria del compuesto solido cloroférmico de salvia connivens en
Edema auricular inducido por TPA

Tratamientos % de inhibicion
Indometacina (Control +) 73.3+6.7
Sélido A 74.215.78

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicidon y son la media de 8 determinaciones +
error estandar. Se realizé la prueba de ANOVA y el andlisis con la prueba de Tuckey * p<0.05 para
comparar el grupo tratado con el extracto y el tratado con indometacina.



5.3. Punto de fusion

El punto de fusidn obtenido del sélido A fue de 200°C-220°C

6. Discusion

El extracto cloroférmico de Salvia connivens se obtuvo mediante un proceso de extraccidn a
temperatura de ebullicidon y la separacién del compuestos se llevé a cabo por cromatografia en
columna con gel de silice. Este proceso resultéd en compuestos sélidos en las fracciones 5, 6 y 7, con
puntos de fusién entre 200y 220°C. La prueba del edema auricular inducido por TPA se utilizd para
evaluar la actividad antiinflamatoria.

La inflamacion provocada por la aplicacién topica de TPA se debe a la activacion de la proteina cinasa
C (PKC) en la piel, lo que desencadena la respuesta inflamatoria (42). Este modelo es sensible a una
variedad de agentes antiinflamatorios, especialmente a los inhibidores duales de COX/LOX, aunque
los inhibidores de la ciclooxigenasa (COX) suelen ser mas efectivos que los inhibidores de la
lipoxigenasa (LOX) en la reduccidn del edema. (40) como la inflamacién aguda se caracteriza por los
sintomas cldsicos como el calor, enrojecimiento, hinchazén y dolor, siendo estas caracteristicas una
buena medida de la inflamacién y muy utiles para la evaluacidn de compuestos anti-inflamatorios
(41). Por lo tanto, se plantea la hipdtesis de que las fracciones de Salvia connivens podrian actuar
de manera similar a los inhibidores de COX en este modelo. El sélido A, mostré una notable actividad
antiinflamatoria, sugiriendo un enriquecimiento del principio activo a través de la purificacion.

Los resultados demostraron que sdlido A inhibe significativamente el edema auricular agudo
inducido por TPA, con una efectividad comparable a la de la indometacina administrada a una dosis
de 2 mg/oreja. Estos hallazgos constituyen uno de los primeros informes de actividad
antiinflamatoria in vivo para extractos de Salvia connivens. Los resultados respaldan el uso de Salvia
connivens en la medicina tradicional para tratar enfermedades inflamatorias.

Asimismo, se identificé la fraccion principal responsable de la actividad antiinflamatoria, que se
obtiene con facilidad y buen rendimiento, lo que es prometedor para el desarrollo de productos
fitoterapéuticos como cremas y ungientos. Estos resultados positivos justifican la realizacién de
estudios adicionales sobre la planta, evaluando su eficacia en otros modelos de inflamacion tanto
aguda como croénica, y explorando los mecanismos implicados en su efecto farmacoldgico.

La importancia de esta investigacion radica en su potencial para contribuir al desarrollo de nuevos
tratamientos farmacoldgicos basados en compuestos naturales. Los hallazgos preliminares que
demuestran la actividad antiinflamatoria de Salvia connivens proporcionan una base cientifica para
explorar su uso en la formulacién de medicamentos innovadores. Dado el aumento de la resistencia
a los medicamentos y la busqueda de tratamientos con menos efectos adversos, los compuestos
derivados de plantas medicinales ofrecen una prometedora alternativa. Esta investigacion no solo



valida el uso tradicional de Salvia connivens sino que también abre la puerta a la creacién de nuevos
farmacos antiinflamatorios que podrian beneficiar a pacientes con diversas condiciones
inflamatorias, ofreciendo una opcidn mas segura y potencialmente mds efectiva en comparacion
con los tratamientos sintéticos actuales.

7. Metas alcanzadas

- Se obtuvieron los extractos cloroformicos deseados de la planta salvia connivens con un
buen rendimiento.

- Se logrd aislar un compuesto con actividad antiinflamatoria de la planta por medio de
cromatografia en columna de silica gel.

- Se realizaron las pruebas de edema auricular por TPA, teniendo una actividad
antiinflamatoria similar o poco mayor a la de indometacina.

8. Conclusiones
Como se puede ver en el estudio realizado se determind la actividad antiinflamatoria de los
extractos cloroférmicos de salvia connivens en el modelo de edema auricular inducido con TPA
agudo. Esto puede ayudar a justificar cientificamente el uso de estos remedios herbolarios en la
medicina tradicional mexicana como antiinflamatorios presentando actividad similar a
medicamentos ya conocidos como es la indometacina.

En resumen, los resultados de este estudio no solo aportan valiosa informacion sobre las
propiedades antiinflamatorias de Salvia connivens, sino que también establecen una base para
futuras investigaciones. Se recomienda la continuacion de estudios adicionales para explorar otros
modelos de inflamacidn, tanto aguda como crdénica, y para investigar los mecanismos moleculares
subyacentes a sus efectos farmacolégicos.
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