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RESUMEN
Una de las causas principales de mortalidad en el mundo son las enfermedades
infecciosas, siendo las responsables de 18 millones de muertes a nivel mundial. Por
otra parte, el uso de los antiinflamatorios genera efectos secundarios a nivel
gastrointestinal, renal y cardiovascular. Por otro lado, el género Salvia contiene mas
de 900 especies, siendo algunas de estas utilizadas dentro de la medicina
tradicional, se ha reportado que este género posee propiedades antimicrobianas,
espasmoliticas, depresoras del sistema nervioso central, antitumorales vy
antiinflamatorias. De tal forma que, el objetivo de este proyecto fue determinar la
actividad antimicrobiana mediante el método de Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y el efecto antiinflamatorio por el modelo de edema auricular en raton inducido
por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) de Salvia lavanduloides, la cual
fue colectada en San juan Tlacotenco, Tepoztlan, Morelos. La planta fue macerada
para la obtencion de 4 extractos de polaridad ascendente: n-hexano (SIEH),
diclorometano (SIED), acetato de etilo (SIEA) y metanol (SIEM), siendo SIED quien
presentd mayor actividad antimicrobiana ya que inhibié el crecimiento tanto de
Staphylococcus aureus resistente como el sensible a meticiina a las
concentraciones de 2.0y 1.0 mg mL™1, posteriormente el SIEA inhibié el crecimiento
de Staphylococcus aureus sensible a meticilina a las concentraciones de 2.0y 1.0
mg mLL. Por otra parte, el SIEH fue el que presenté mayor efecto antiinflamatorio
puesto que redujo el edema en 67.5 % a una dosis de 1 mg/oreja, sucesivamente
el SIED demostro tener una reduccion del edema en un 52.23 % a la dosis de 1
mg/oreja. ElI SIED se someti6 a cromatografia en columna abierta fase normal,
obteniendo la fraccion SLC1R11 que inhibi6 el edema en 61.74 % a una dosis de 1
mg/oreja. En una segunda cromatografia en columna abierta fase reversa de
SLC1R11 se obtuvieron dos fracciones; SLC2F7 y SLC2F12 las cuales inhibieron
el edema en 62.28 % y 71.62 % respectivamente a una dosis de 1 mg/oreja, cada
fraccion se analiz6 por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) H y 3C, los
resultados demuestran la presencia del diterpeno neo-clerodano salviandulina A,

asi como de la flavona eupatorin, respectivamente.

xii




1. INTRODUCCION
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), manifiesta que una de las causas
principales de mortalidad en el mundo son las enfermedades infecciosas, siendo las
responsables de casi 18 millones de muertes a nivel mundial (Erdem et al. 2015;
Nabavi SM, et al. 2010; OMS, 2010). En México se clasifican entre las quince
primeras causas de muerte ocupando el numero doce en la lista (Soto-Estrada,
2016). De manera natural, los microorganismos desarrollan mecanismos para
resistir a los farmacos que se usan para combatirlos y eventualmente pueden
transferir estas estrategias a otras generaciones de microbios (DOF, 2018). Este
fendbmeno se ha acelerado de manera alarmante, principalmente por el abuso y el
mal uso de los antimicrobianos, entre los que se incluyen antibiodticos, antifingicos,
antiparasitarios, antivirales, antipaltdicos, entre otros (OMS, 2016). Por otra parte,
el uso de los antiinflamatorios genera graves efectos secundarios a nivel
gastrointestinal, renal y cardiovascular (Islas, et al. 2007), tan solo en Estados
Unidos las lesiones por Antiinflamatorios no Esteroideos (AINES) producen mas de
70,000 hospitalizaciones y 70 muertes al afio (Domingo, 2002). Las plantas tienen
un potencial significativo para sintetizar agentes antimicrobianos mediante
mecanismos de defensa contra estrés bidtico causado por microorganismos
(Daglia, 2010). EI género Salvia (Lamiaceae) contiene mas de 900 especies de
plantas (Rechinger, et al, 1982), muchas de las cuales se usan como plantas
comestibles, aromaticas y medicinales en diferentes paises y se ha reportado que
poseen propiedades antimicrobianas, espasmoliticas, depresoras del sistema
nervioso central, antitumorales y antiinflamatorias (Baricevic, et al. 2001; Todorov,
et al. 1984; Ulubelen, 2003). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo de
investigacion es determinar la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria de los

extractos y fracciones de Salvia lavanduloides.

2. DEFINICION DEL PROBLEMA
El uso indiscriminado e irracional tanto de farmacos antimicrobianos como de
antiinflamatorios es grave y constituye la principal causa de afectaciones a la

poblacién que los consume, ademas de la facil obtenciébn de estos sin una




prescripcion médica, agravando asi la problematica presentada y demostrando la
necesidad de encontrar farmacos con efectos secundarios minimos o nulos. Por
ende, en la actualidad se siguen realizado investigaciones para la obtencion de

nuevos productos de origen natural.

3. JUSTIFICACION
En México existe una gran diversidad de hierbas utilizadas tanto para tratar
problemas infecciosos como inflamatorios. Las especies vegetales sintetizan una
amplia gama de metabolitos secundarios con diversas actividades biologicas.
Referencias bibliograficas de las especies del género Salvia han reportado tener
tanto actividad antimicrobiana como antiinflamatoria, sin embargo, la especie Salvia
lavanduloides ha sido limitadamente evaluada y estudiada. Dado lo anterior es
importante localizar, colectar e identificar taxondmicamente esta especie y realizar
un estudio controlado que nos permita determinar los efectos antimicrobiano y

antiinflamatorio de sus extractos.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general
Determinar la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria de Salvia lavanduloides.

4.2. Objetivos especificos

1. Obtencion de extractos de polaridad ascendente de Salvia lavanduloides.

2. Evaluar el efecto antimicrobiano de extractos y fracciones de Salvia
lavanduloides.

3. Evaluar el efecto antinflamatorio de los extractos y fracciones de Salvia
lavanduloides.

4. Purificar el extracto mas activo mediante técnicas cromatograficas.

5. Caracterizar los metabolitos secundarios presentes en Salvia lavanduloides

mediante técnicas espectroscopicas y espectrometricas.




5. HIPOTESIS
Salvia lavanduloides presenta metabolitos secundarios los cuales exhiben

capacidad tanto para inhibir el crecimiento bacteriano como el efecto inflamatorio.

6. MARCO TEORICO

6.1. Infecciones bacterianas
Las bacterias son organismos unicelulares microscopicos que estan constituidas
por células procariotas. Estos microorganismos son indispensables para la vida en
nuestro planeta, ya que gracias a ellas se realizan muchas de las funciones
esenciales de los ecosistemas. Siendo algunas de vital importancia en el ser
humano (Prats, 2006). Sin embargo, algunas llegan a ser perjudiciales para la vida
humana, causando una alta mortandad por parte de estas.

6.1.1. Staphylococcus aureus
El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, con un diametro
de 0.5 a 1.5 ym, agrupados como células unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas
o formando racimos de uvas. (Kloss, et al. 1992). S. aureus es miembro de la familia
Micrococcaceae, se agrupan en colonias dando una pigmentacién dorada
caracteristica de la especie (Wilkinson, et al. 1997), S. aureus causa enfermedades
mediante sus toxinas por lo que provoca destruccion de los tejidos causando otras
enfermedades debido a la proliferacién de la bacteria. Ademas, puede entrar en el
torrente sanguineo desde el sitio de la infeccion y alcanzar otros tejidos distantes,
como el cerebro o los pulmones. Es uno de los mas importantes patégenos que
causan supuracién, formacion de abscesos, sindrome de choque téxico, incluso
septicemia mortal en seres humanos (Cervantes-Garcia, et al. 2014). Para el
tratamiento se utiliza cloxacina y flucloxacilina, mientras que en cepas
multirresistentes se utilizan vancomicina (Gonzalez, et al. 1999), betalactamicos

(Borges, et al. 2008) y teicoplanina (Picazo, et al. 2008)




6.1.2. Resistencia Bacteriana

Un microorganismo es resistente cuando su crecimiento sélo puede ser inhibido a
concentraciones superiores a las que el farmaco puede alcanzar en el lugar de la
infeccion (Garcia, et al. 1997). Este fenbmeno se ha acelerado de manera
alarmante, principalmente por el abuso y mal uso de los antimicrobianos, entre los
que se incluyen antibidticos, antifingicos, antiparasitarios, antivirales vy
antipaludicos (OMS, 2016). Una cepa bacteriana puede desarrollar varios
mecanismos de resistencia frente a uno o muchos antibiéticos y del mismo modo
un antibiotico puede ser inactivado por distintos mecanismos por diversas especies
bacterianas, siendo consecuencia natural de la adaptaciéon de los patdégenos
infecciosos a los antimicrobianos utilizados en varias areas, incluyendo
medicamentos, alimentos para animales, produccion de cultivos y desinfectantes en
granjas, hospitales y hogares. Ello se relaciona con la gravedad de las infecciones
gue pueden causar, las dificultades para establecer un tratamiento empirico (e
incluso dirigido) correcto, la facilidad para la dispersién de la multirresistencia y la
ausencia de nuevos antimicrobianos activos frente a estos patdgenos (Farifias, et
al. 2013), causando que las bacterias cada vez se vuelvan mas resistentes a
multiples antibiéticos. En el afio 2016, se le atribuyé 700,000 muertes a la
resistencia a los antimicrobianos en el mundo, y la proyeccion es que la cifra anual
ascendera a 10 millones de muertes en los préximos 35 afios (OMS, 2016). Mientras
tanto se siguen encontrando nuevas cepas resistentes como S. aureus resistentes
a metilcilina (Portillo, et al. 2018), vancomicina (Liu, et al. 2003) y quinolonas (Witte,
1999). Por lo que, el tratamiento de estas infecciones se ha vuelto mas dificil, debido
a la aparicion de cepas las cuales adquieren resistencia a mdultiples farmacos.
(Lowy, 1998).

6.2. Inflamacién
La inflamacion se describe como una respuesta local al dafio tisular y consiste
normalmente en una secuencia de eventos que tiene como resultado la eliminacion
del agente nocivo, la curacién del tejido y el restablecimiento de la funcién normal.

Ademas, se caracteriza por presentar rubor, calor, dolor, tumor e impotencia




funcional, estas manifestaciones son causadas por la acumulacion de leucocitos,
proteinas plasmaticas y derivados de la sangre hacia sitios de los tejidos
extravasculares donde existe una infeccion o lesion, provocada o no por agentes
patégenos (Gonzalez-Costa y Gonzalez, 2019; Balusu, et al. 2016).

En respuesta a antigenos extrafios o propios, las células inmunitarias de los tejidos,
como los macréfagos y las células dendriticas, liberan citocinas como IL-1 y TNF-q,
estas citocinas inducen a las células endoteliales del lugar de la lesién a liberar
selectinas e integrinas que estimulan la quimiotaxis y la diapédesis de los leucocitos
circulantes. Ademas del reclutamiento de leucocitos, los macrofagos tisulares y las
células dendriticas también desempefian un papel en la eliminacion del antigeno
por fagocitosis, la liberacion de citocinas; ademas sirven como células
presentadoras de antigeno para los linfocitos. Una vez que los leucocitos circulantes
ingresan al sitio de la lesion local, son activados por diversas citocinas y quimiocinas
secretadas por los macréfagos y las células dendriticas. Al activarse, los leucocitos
liberan citocinas y mediadores de la inflamacion. Los neutréfilos son las células
iniciales y més predominantes en la fase aguda de la inflamacion. Los neutrdfilos
contienen granulos ricos en lisozima, metaloproteinasas de matriz, mieloperoxidasa
gue se liberan sobre el antigeno extrafio o autoantigeno que conduce a su
destruccion. Los neutrofilos también destruyen el antigeno por fagocitosis, la
liberacién de especies reactivas de oxigeno y citocinas como IL-1, IL-6 y TNF-a. Los
linfocitos, incluidos los linfocitos T y los linfocitos B, son la siguiente linea de defensa
y desempefian un papel crucial en la mediacion de la inflamacion mediante varios
mecanismos complejos que incluyen la secrecion de citocinas, la coestimulacion de
linfocitos y la produccion de anticuerpos y complejos inmunes. Las plaquetas
circulantes también pueden desempefiar un papel en la inflamacion por agregacion
plaquetaria, formaciéon de trombos y desgranulacién liberando quimiocinas y

mediadores inflamatorios (Michels da Silva, et al. 2019)




6.2.1. Inflamacion aguda

El dafio tisular debido a traumatismos, invasion microbiana o compuestos nocivos
puede inducir una inflamacion aguda, esta comienza en poco tiempo y los sintomas
pueden durar unos dias, participando mecanismos de respuesta inmune innata que
activan la adquirida. Se puede resolver eliminando el germen, o avanzar a una
sepsis 0 Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica causado por la infeccion y
la presencia de pus en la dermis, esputo amarillento y liquido cefalorraquideo turbio,
son signos caracteristicos de una respuesta inflamatoria aguda por algun agente
(Nardi, et al. 2016), algunos ejemplos de esta serian celulitis 0 neumonia aguda
(Pahwa, et al. 2020).

6.2.2. Inflamacion cronica
La inflamacién cronica ocurre en dias, semanas y hasta meses cuando no se ha
eliminado la noxa. Los mecanismos de respuesta innata participan, pero es la
respuesta adquirida la que mantiene el proceso en el tiempo y causa dafio tisular
(Wang, et al. 2015; Khawar, et al. 2016). La mayoria de las caracteristicas de la
inflamacion aguda continian a medida que la inflamacion se vuelve cronica, incluida
la expansiéon de los vasos sanguineos (vasodilatacion), el aumento del flujo
sanguineo, la permeabilidad capilar y la migracion de neutréfilos al tejido infectado
a través de la pared capilar (diapédesis). Sin embargo, la composicion de los
glébulos blancos cambia pronto y los macréfagos y linfocitos comienzan a
reemplazar a los neutrdfilos de vida corta. Por lo tanto, las caracteristicas distintivas
de la inflamacién crénica son la infiltracion de las células inflamatorias primarias,
como macro6fagos, linfocitos y células plasmaticas en el sitio del tejido, que producen
citocinas inflamatorias, factores de crecimiento, enzimasy, por lo tanto, contribuyen
a la progresion del dafio tisular y la reparacién secundaria, incluida la fibrosis. y

formacion de granulomas (Pahwa, et al. 2020; Milenkovic, 2019)

6.2.3. Tratamiento
Los Antiinflamatorios no Esteroideos (AINES) inhiben la sintesis de prostaglandinas

y ejercen un efecto analgésico y antiinflamatorio por la inhibicibn de la enzima




ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2), previniendo parcialmente la expresion final de la
inflamacion (Islas et al. 2007). La COX-2, que se traduce en efectos antiinflamatorios
y analgésicos, mientras que la COX-1 es la responsable principal de los efectos
secundarios gastrointestinales (FitzGerald, 2001).

6.2.4. Efectos adversos

La toxicidad mayor de los AINEs se observa en tracto gastrointestinal, renal y
cardiovascular y sus efectos adversos estan relacionados con la dosis (Islas, et al.
2007), siendo los mas frecuentes a nivel gastrointestinal; desarrollando
complicaciones como hemorragia o perforacién alta o baja del intestino, Ulceras
sintométicas y desarrollo de dispepsia. (Lanas, et al. 2001). la COX-1 esta
involucrada en la sintesis de prostaglandinas en la mucosa gastrica, plaquetas,
rifones y pulmones, y debido a esta inhibicion no selectiva por parte de los AINES;
es responsable del dafio de la mucosa gastrica, de la actividad antiplaquetaria, del
dafio renal o broncoespasmo, mientras que la COX-2 esta implicada en la
inflamacion, sin embargo la inhibicion de ambas a nivel renal causan la disminucién
de la depuracién de creatinina, aumentado la concentracion sérica en pacientes con
hipovolemia, alteracién en la funcién renal y disminucion del flujo sanguineo renal.
(Ladecola y Gorelick, 2005). Y la inhibicion selectiva de la COX-2 incrementa el
riesgo de presentar eventos tromboticos cardiovasculares (Whelton, et al. 2000).

6.3. Medicinatradicional
La medicina tradicional se refiere a los conocimientos, capacidades y practicas
empiricas transmitidas de generacion en generacion utilizadas para prevenir,
diagnosticar y tratar enfermedades (OMS, 2013). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) ha estimado que mas del 80 por ciento de la poblacion mundial, utiliza
la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de atencion primaria de
salud y que gran parte de los tratamientos implica el uso de extractos de plantas o
sus principios activos (Akerele, 1993). En la actualidad numerosos estudios se
llevan a cabo para detectar y confirmar el uso de plantas en el tratamiento de

diversas enfermedades y sus complicaciones asociadas (Moro y Basile, 2000).




6.4. Salvialavanduloides

6.4.1. Distribucion y nombres comunes
Es una hierba endémica de México, se distribuye en alrededor de 21 estados de la
republica la podemos encontrar desde Sinaloa y Durango hasta Oaxaca, Veracruz
y Chiapas. Sus nombres comunes son; lucema, mazorquilla, alucema, aguanta-

tsitsiki, chia cimarrona, flor de cielo y k"uironi simarroni.

6.4.2. Descripcion botanica

Es una hierba delgada, perenne, tallo solitario o en conjunto, recto con 1m de largo,
con ramas simples o espaciadas, hojas con peciolo corto, angosto, eliptico-oblongo
lanceolado de 3-4 cm de largo, agudo u obtuso o atenuado de la base, serrulado,
venosa, verdosa en la cara superior densamente pubescente o globroso, la cara
inferior es pubescente de color grisaceo o blanquecino. Flores sésiles o casi sésiles,
el caliz tiene de 4 a 5 mm de largo y raramente 7 mm, blanquecino y densamente
pubescente; la corola de color azul intenso, pélido o violeta; el tubo de 3.5-4.5 mm
de largo, el labio superior 2.25 mm de largo y densamente pubéscete el labio inferior
de 3.5 mm de largo. (Gaitan-Fernandez, 2005) (Figura 1).

Figura 1. Salvia lavanduloides Foto tomada por Dionisio Roman en San Juan
Tlacotenco, Tepoztlan Morelos




6.4.3. Clasificacion taxonémica
Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Subfilo: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Mentheae
Género: Salvia
Subgénero: Calosphace
Especie: Salvia lavanduloides Kunth (Figura 1)

6.4.4. Usos en la medicina tradicional
En general es utilizada toda la planta, para tratar dolor de estbmago y de muelas,
enfermedades ginecoldgicas, pardlisis, padecimientos digestivos como diarrea y
vomito, problemas de la vesicula, contrarresta la tos y la tosferina, asi como para la
“frialdad” del nifio. Se le emplea para controlar las hemorragias y flujos vaginales,
enfermedades ginecoldgicas, pardlisis, para lavar las heridas y disminuir la fiebre
(Argueta, et al. 1994). Se describe como expectorante, antipirético, hemostético y
antidisentérico, para su uso tradicional, la planta se hierve con canela y se consume
en forma de té. Otra preparacion es hervirla con tizne de cazo, se toma como agua,
también se hacen limpias, bafios con la planta y para lavar heridas, es utilizada para
disminuir el dolor de vientre, para después del parto, flujo de sangre, dolores

menstruales, aire, dolor de estomago (Gaitan-Fernandez, 2005).

6.4.5. Farmacologiay quimica
Se han aislado varios compuestos tales como flavonoides, triterpenoides y
diterpenoides tales como diterpenos abetanicos como horminona (1), la 7a-
acetoxiroileanona (2) junto con B-sitosterol (3) y acido ursadlico (4), compuestos que
tiene comprobado la actividad antiinflamatoria (Accame, et al. 2002).
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Asi como: 9,10-seco-clerodanos, salviandulina A (5) y salviandulina B (6) y un

derivado de salviandulina B (7) (Ortega, et al. 1991),
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el diterpeno 5,6-seco-clerodano; salviandulina C (8) (Maldonado, et al. 1992). El
diterpeno neo-clerodano; salviandulina D (9) aislado de las partes aéreas de S.

lavanduloides (Maldonado, et al. 1994).
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7. METODOLOGIA

7.1. Colecta de material biolégico
Se colectaron 1.15 Kg de Salvia lavanduloides el 13 de febrero de 2020 en el
municipio de Tepoztlan en el estado de Morelos, con las coordenadas; latitud: -
99.093889, longitud: 19.017500, altitud: 2350 msnm. Una muestra fue depositada
en el herbario del CIByC-UAEM, e identificada por el M. en C. Gabriel Flores Franco
curador del herbario, con nimero de registro: S. lavanduloides (HUMO-39806)
(Anexo 1).

7.2. Obtencion de extractos
Las partes aéreas de S. lavanduloides, fueron secadas a la sombra durante 15 dias,
posteriormente la planta se trituré en un molino (MOLINOS PULVEX®) obteniéndose
500 g de material seco. Mediante meceracion se obtuvieron los extractos de n-
hexano (SIEH), diclorometano (SIED), acetato de etilo (SIEA) y metanol (SIEM). El
disolvente fue eliminado totalmente por destilacion a presion reducida por medio de
un rotaevaporador (Heidolph™ Rotavapor modelo Hei-Vap Precisition HL) y
posteriormente los extractos fueron secados a temperatura ambiente, la extraccion
se llevo a cabo en el laboratorio de fitoquimica del CIBIS-IMSS.

7.3. Microorganismos
La evaluacion del efecto antimicrobiano de los extractos se realizé en cepas
certificadas la cuales fueron; Staphylococcus aureus ATCC 29213y Staphylococcus
aureus resistente a meticilina ATCC 43300, proporcionadas por el Centro de

Investigacion Biologica del Sur (CIBIS).

7.4. Preparaciéon de los microorganismos
Las bacterias se estandarizaron al 0.5 de Mc Farland (1 x 108 UFC mL?), utilizando
caldo Mueller Hinton. Posteriormente se utilizé una dilucién 1:20 es decir 50 pL de
bacterias y 1950 yL de agua estéril, esta dilucion se utilizd en las técnicas de

concentracion minima inhibitoria y microdilucion en caldo.
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7.5. Preparacion de las sales de Tetrazolium

Pesar 5 mg de sales de tetrazolium y disolverlos en 10 ml de agua destilada.

7.6. Bioautografia
Se realiz6 una placa cromatografica por duplicado (maximo de 6 X 7 cm) de los
extractos o fracciones a evaluar. Las placas cromatograficas fueron eluidas de
acuerdo con su técnica en fitoquimica. Las placas cromatograficas se empaparon
con las bacterias estandarizadas a 0.5 de McFarland, posteriormente se incubaron
a 37 °C durante 24 h y por ultimo se rociaron con sales de tetrazolium, se considero
gue una fraccion tiene actividad antibacteriana si se forma una mancha blanca,

mientras que el crecimiento de bacterias revelara en tono rosa (De la cruz, 2019).

7.7. Determinaciéon de la concentracion minimainhibitoria

Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la cual se define como la
concentracion mas baja en la que el producto natural o extracto inhibe el crecimiento
bacteriano (Andrews, 2001). Los experimentos fueron realizados por duplicado (De
la cruz, 2019). Los extractos, fracciones y/o compuestos puros fueron diluidos con
dimetilsulféxido (DMSO, 200 uL) y agua (800 uL) y se evaluaron a concentraciones
de 2,1, 0.5, 0.25y 0.125 mg mL* en agar Mdller Hinton en cajas Petri.

Se inocularon 2 pL de la dilucién de cepas bacterianas y se incubaron a 37 °C por

24 h. Se uso gentamicina (10 pg mLt) como control positivo.

7.8. Método de microdilucion en caldo

Los extractos, fracciones y/o compuestos puros fueron diluidos con dimetilsulféxido
(DMSO, 200 pL) y agua (800 uL) y se evaluaron a concentraciones de 8, 16 y 32
mg mL* en microplacas de 96 pozos de fondo plano en donde se colocaron 100 pL
de caldo Mueller Hinton o nutritivo y diluciones seriadas de los extractos, fracciones
y/o compuestos puros.

Se inocularon 2 pL de la dilucién de cepas bacterianas y se incubaron a 37 °C por
24 h. Se uso gentamicina (10 pg mL1) como control positivo. Transcurrido el tiempo

de incubacion se adiciono a cada pocillo 30 pL de colorante de sales de tetrazolium.
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Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la cual se define como la
concentracion mas baja en la que el producto natural o extracto inhibe el crecimiento
bacteriano (Andrews, 2001). Se consideraron activos todos los extractos con
concentraciones menores a 8 mg mL?. Los experimentos fueron realizados por

triplicado.

7.9. Animales de experimentacion
Se utilizaron 6 ratones hembra albinos adultos de la cepa ICR para cada grupo con
un peso de 24.6-33.5 g; proporcionados por el laboratorio de farmacologia del
CIBIS.

7.10. Induccidn de inflamacion auricular por TPA
La inflamacion en la oreja de raton fue inducida mediante el modelo descrito por
Paya, et al. 1993. Grupos de 6 ratones fueron formados y 2.5 ug de TPA fueron
disueltos en 1 mL de acetona y aplicados topicamente sobre la superficie interna 'y
externa de la oreja izquierda del ratén, 10 uL en cada lado para inducir el edema.
Las muestras en estudio fueron disueltas en acetona y se aplicaron tépicamente
sobre la oreja del ratbn por ambos lados inmediatamente después de la
administracion del TPA. Las dosis fueron las siguientes: 1 mg/oreja de los extractos
SIEH, SIED, SIEA; SIC1R7, SIC1R11, SA, EU y la indometacina 1 mg/oreja.
Después de 4 h de la administracion del agente inflamatorio, los animales fueron
sacrificados por dislocacién cervical y se tomaron secciones circulares de 6 mm de
diametro de las dos orejas del animal, oreja tratada (t) y no tratada (nt), las cuales
fueron pesadas para determinar por diferencia de peso la inflamacion provocada
como: AP = Pt-Pnt. El porcentaje de inhibicibn se obtuvo usando la expresion
siguiente:

Porcentaje de inhibicidén = [AP control — AP tratamiento/[AP control][100]

Donde;
AP: diferencia del peso entre Pty Ptn
Pt: peso de la seccion de la oreja tratada

Pnt: peso de la seccion de la oreja no tratada
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8. RESULTADOS

Los rendimientos de los extractos fueron los siguientes: SIEH, 0.36 %; SIED 0.9
%; SIEA 0.3 % y SIEM 0.6831 %.

8.1. Fraccionamiento quimico de SIED

4.3 g del extracto SIED, fueron fraccionados en una columna cromatografica abierta,

la cual fue empacada con 30 g de gel de silice fase normal y utilizandose un sistema

n-hexano-acetato de etilo (AcOEt) como fase mdvil, iniciando con 100% de n-

hexano aumentando la polaridad con el AcOEt (disolvente mas polar) hasta llegar a
30:70 n-hexano-AcOEt, y finalizar con 100% de AcOEt. Dando como resultado 39

fracciones de 100 mL cada una (Tabla 1), de las cuales, al ser analizadas mediante

cromatografia en capa fina (80:20 n-hexano:AcOEt fase normal) y reveladas con

sulfato sérico (CeSO,), se reunieron de acuerdo con su composicion quimica.

Tabla 1. Resumen del fraccionamiento cromatografico de SIED

Polaridad del sistema Fracciones  Sub-fraccion Clave Cantidad
n-hexano (100 %) 1-4 1 14 SIC1R1
n-hexano-AcOEt (90:10) 5-8 2 5 SIC1R2
n-hexano-AcOEt (80:20) 9-12 3 6 SIC1R3
n-hexano-AcOEt (70:30) 13-16 4 7 SIC1R4
n-hexano-AcOEt (60:40) 17-21 5 8 SIC1R5
n-hexano-AcOEt (50:50) 22-25 6 9-10 SIC1R6
n-hexano-AcOEt (30:70) 26-31 7 11 SIC1R7 25.3mg
n-hexano-AcOEt (30:70) 32-33 8 12-13 SIC1R8
AcOEt (100%) 34-39 9 14-20 SIC1R9

10 21-24 SIC1R10
11 25-28 SIC1R11 29.5 mg
12 29-32 SIC1R12
13 33-39 SIC1R13
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Por otro lado, la sub-fraccion 11 (SIC1R11) al ser analizada en CCF (80:20 n-

hexano:AcOEt fase normal) y revelada con sulfato séerico (CeSO,) demostré que se

encontraba un compuesto mayoritario, el cual se hizo visible con una mancha color

café (Figura 2.)
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Figura 2. Placa cromatografica en fase normal, utilizando un sistema n-hexano:AcOEt
(80:20). Carril 11= SIC1R11

8.1.1. Purificacién de salviandulina A (5) y eupatorin (10)
La SIC1R11 (29.5 mg) se fracciondé mediante cromatografia en columna abierta, en
la que se utilizé gel de silice fase reversa (3.2 g) como fase estacionaria,
estabilizada con 100% de metanol. Posteriormente la fraccion fue adsorbida en una
mezcla (50:50) de gel de silice fase normal (0.75 g) y gel de silice fase reversa (0.75
g) para posteriormente ser adicionada a la columna. El sistema de elucion consistio

en H,0:CH,CN, iniciando con 100% de H,O y adicionando de manera gradual el
otro disolvente hasta llegar a una concentracion de 74:26 H,O:CH,CN, para
finalmente eluir con 100% CH,CN. Se colect6 aproximadamente 10 mL en cada vial.

Se obtuvieron 63 fracciones y 14 reuniones (Tabla 2) agrupandose de acuerdo con
su similitud en cromatografia en capa fina (CCF) fase reversa. En la sub-fraccion 7
(SIC2F7) al secarse se obtuvo un precipitado el cual al ser analizado en

cromatografia en capa fina (90:10 CH,CN: H,0O) y revelada con sulfato sérico

(CeSO,) mostr6 una mancha color gris intenso (Figura 3) y correspondié a un
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diterpeno denominado salviandulina A (5). Mientras que en la sub-fraccion SIC2F12

al secarse se obtuvieron pequerios cristales los cuales al ser analizados en CCF

(90:10 CH,CN:H,0) y al ser revelada con sulfato sérico (CeSO,) mostré una

mancha color amarilla (Figura 3) y el cual se identific6 como eupatorin (10).

Tabla 2. purificacion de SAy EU

Polaridad del sistema  fracciones Sub-fracciones clave cantidad
H,O (100 %) 1-2 1 1-12 SIC2F1

H,0:CH,CN (90:10) 3-6 2 13-25 SIC2F2

H,0:CH,CN (88:12) 7-10 3 26-30 SIC2F3

H,O:CH,CN (86:14) 11-15 4 31-35 SIC2F4

H,0:CH,CN (85:15) 16-19 5 36-47 SIC2F5

H,O:CH,CN (84:16) 20-23 6 48 SIC2F6

H,0:CH,CN (83:17) 24-27 7 49-54 SIC2F7 23.2 mg
H,0:CH,CN (82:18) 28-31 8 55-56 SIC2F8

H,O:CH,CN (80:20) 32-35 9 57-58 SIC2F9

H,0:CH,CN (79:21) 36-40 10 59-60 SIC2F10
H,O:CH,CN (78:22) 41-45 11 61-63 SIC2F11
H,0:CH,CN (77:23) 46-50 12 64 SIC2F12 18.1 mg
H,0:CH,CN (76:24) 51-57 13 65 SIC2F13
H,0:CH,CN (75:25) 58-61 14 66 SIC2F14
H,O:CH,CN (74:26) 62-63

CH,CN (100%) 64

H,O (100%) 65

MeOH(100%) 66
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Figura 3. Placa cromatografia en capa fina, sistema 50:50 CH,CN:H, O, revelada con
CeSO,. carril 7= SA; carril 12= EU.

8.2. Determinacion de la actividad antimicrobiana
El extracto SIED demostrd tener actividad antimicrobiana para Sa, inhibiendo el
crecimiento a 2 y 1 mg mLt. Mientras que con los demas extractos hubo nula

inhibicién para cualquiera de las concentraciones evaluadas (Tabla 3).

Tabla 3. CMI de los extractos contra Sa

Concentracioén

-1
mg mL 2 1 05 0.25
Extracto
SIEH - - - -
SIED + + - -
SIEA - - - -
SIEM - - - -

+ inhibicién del crecimiento bacteriano; -- crecimiento bacteriano

Sin embargo, contra SaR, tanto el extracto SIED como el SIEA fueron los que
mostraron inhibicién a las concentraciones de 2 y 1 mg mL1, mientras que los otros

extractos fueron inactivos (Tabla 4).
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Tabla 4. CMI de los extractos contra SaR

Concentracion

mg mL* 2 1 0.5 0.25
Extracto
SIEH - - - -
SIED + + - -
SIEA + + . .
SIEM - - - -

+ inhibicién del crecimiento bacteriano; -- crecimiento bacteriano

El extracto SIED fue el que inhibi6 el crecimiento para ambas bacterias (Sa y SaR)
por lo que se fraccion6 mediante una columna cromatogréfica abierta (Tabla 1).

8.3. Actividad antiinflamatoria
El efecto antinflamatorio de SIEH, SIEA y SIED, se probé a una dosis de 1.0 mg/oreja
sobre el modelo de edema inducido con TPA, el cual muestra el siguiente porcentaje
de inhibicién 67.5 %, 53 % y 52.76 % respectivamente.

8.3.1. Actividad aniinflamatoria de los extractos de S. lavanduloides
La evaluacion de los extractos de S. lavanduloides se llevé a cabo a dosis de 1.0
mg/oreja. En la Tabla 5 se puede observar que todos los extractos disminuyeron la
inflamacion inducida en oreja de raton. Estos resultados fueron estadisticamente
similares a los observados por el control positivo (indometacina), a dosis de 1
mg/oreja.

Tabla 5. Actividad antinflamatoria de extractos de S. lavanduloides en un modelo de

edema auricular en raton ICR inducido por TPA

Substancia Tiempo  Dosis . Edema (mg) Prom. = Inhibicion del
(h) (mg/oreja) EEM edema (%)

TPA --

SIEH 1.0 4.467+2.043* 67.5

SIED 4 1.0 6.500+1.231* 52.76

SIEA 1.0 6.450+1.104* 53

Indo 1.0 2.72040.756* 80.23

*p < 0.05 en comparacion con el grupo TPA, que solo recibié como vehiculo acetona.
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Gréfica 1. Efecto de la administracion local del SIEH, SIED y SIEA a 1 mg/oreja, sobre el
edema (diferencia de peso) inducido con TPA en el pabellén auricular de ratones ICR.
Indo= indometacina. Anova post-Dunnet, p<0.05.

INDO SIEH SIED SIEA

Inhibicién de la inflamacién (%)
= N W b~ O O N 00 ©
o O O O O O o o o o

Tratamiento (1.0 mg/oreja)

Gréfica 2. Los resultados muestran que SIEH, SIED y SIEA inhibieron el edema en
67.5%, 52.76 % y 53 %, respectivamente a una dosis de 1 mg/oreja. Mientras que la
indometacina (control positivo) a 1 mg/oreja mostro un 80.23 % de inhibicion del edema.

21




8.3.2. Actividad antiinflamatoria de fracciones de S. lavanduloides.

Las fracciones SIC1R7 y SIC1R11 de S. lavanduloides a una dosis de 1 mg/oreja,
inhibieron el edema auricular en raton inducido por TPA con un 18.34 %y 61.74 %
respectivamente (Tabla 6) y la indometacina a dosis de 1 mg/oreja inhibio el edema
en 77.18%, estadisticamente solo la fraccion SIC1R11 fue significativamente
diferente (p<0.05) al grupo de ratones que indujo inflamacién por TPA y solo
recibieron el vehiculo (acetona), a diferencia de esta fraccién, SIC1R7 no induce

una notable actividad antiinflamatoria.

Tabla 6. Actividad antinflamatoria de fracciones y sub-fracciones de S. lavanduloides,

en un modelo de edema auricular en raton ICR inducido por TPA

Substancia Tiempo  Dosis Edema (mg) Prom. = Inhibicién del
(h) (mg/oreja) EEM edema (%)
TPA --
SIC1R7 1.0 9.733+2.141 18.34
4
SIC1R11 1.0 4.560+1.401* 61.74
Indo 1.0 2.720+0.756 77.18

*p < 0.05 en comparacién con el grupo TPA, que sélo recibié como vehiculo acetona.

Inflamacion
(e)]
o
o
o
*

4.000 *
2.000 -
0.000
TPA INDO SIC1R7 SIC1R11
Tratamiento 1 mg/oreja

Gréfica 3. Efecto de la administracion local del SIC1IR7 y SIC1R11 a 1 mg/oreja, sobre
el edema (diferencia de peso) inducido con TPA en el pabell6n auricular de ratones ICR.

Indo= indometacina. Anova post-Dunnet, p<0.05.
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Gréfica 4. Los resultados muestran que las fracciones SIC1R7 y SIC1R11 inhibieron el
edema en 18.34 % y 61.74 %, respectivamente a una dosis de 1 mg/oreja. Mientras que
la indometacina (control positivo) a 1 mg/oreja mostré un 77.18 % de inhibicién del

edema.

8.3.3. Actividad antiinflamatoria de los compuestos SA y EU de SIED

Los compuestos aislados de SIED, SA y EU, fueron probados a la dosis de 1

mg/oreja, se consiguid observar para este tratamiento una inhibicién del 62.28% y

71.62% respectivamente (Tabla 7.) ambos grupos fueron estadisticamente

diferentes al grupo que solo se le indujo el edema por TPA y que solo recibi6é acetona

como vehiculo.
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Tabla 7. Actividad antinflamatoria de los compuestos aislados en un modelo de edema
auricular en raton ICR inducido por TPA

_ Tiempo Dosis Edema (mg) Prom. £ Inhibicion del
Substancia _
(h) (mg/oreja) EEM edema (%)
TPA --
SA 4 1.0 3.500+0.675* 62.28
EU 1.0 2.633+2.429* 71.62
Indo 1.0 2.720+0.756 70.69

*p < 0.05 en comparacion con el grupo TPA, que sélo recibié como vehiculo acetona.
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Gréfica 5. Efecto de la administracion local del SA 'y EU a 1 mg/oreja, sobre el edema
(diferencia de peso) inducido con TPA en el pabellén auricular de ratones ICR. Indo=
indometacina. Anova post-Dunnet, p<0.05.
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Gréfica 6. Los resultados muestran que los compuestos SA y EU inhibieron el edema en
62.8 % y 71.62 %, respectivamente a una dosis de 1 mg/oreja. Mientras que la
indometacina (control positivo) a 1 mg/oreja mostré un 70.69 % de inhibicion del edema.

8.4. Identificacion de eupatorin (10) por Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) 13C
El espectro de RMN 3C de 10, mostré 18 sefiales de los cuales diez son
cuaternarios, cinco metinos y tres metilos esto de acuerdo con el experimento
DEPT. El espectro de RMN H mostro tres sistemas: sistema A de un doble enlace
en 3 6.67 (1H, s) asignado a C-3, un sistema de anillo aromético ABX en § 7.48 (1H,
d,J = 1.4 Hz, H-2"), 7.55 (1H, dd, J = 1,4, 8.4 Hz, H-5") y 7.10 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-
6’) y un sistema A de anillo aromatico penta sustituido en 6 6.86 (1H, s, H-8). Esto
nos indico la presencia de un esqueleto de flavona llamado 6-hidroxiluteolina. De
acuerdo con la RMN de 'H, se observa la presencia de tres metilos bases de
oxigenos en & 3.79 (s), 3.92 (s) y 3.97 (s) que correlacionaron en el HSQC con las
sefales de carbono en 6 56.3, 56.8 y 60.5 respectivamente. La posicion en la que

se encontraban estos metoxilos (OCHy,) se establecio por el experimento HMBC que

nos indicd su correlacion a tres ligaduras con los carbonos cuaternarios de los

anillos aromaticos (figura 3). La sefial de 6 3.79 (OCH,) correlaciona con la sefial en

8 133.4 (C-6) por lo que se asignoé en la posicion 6-OCH,. Las otras dos sefiales &
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3.92 (OCHzs) y & 3.97 (OCH,) correlacionan con las sefiales en 6 152.1 (C-4') y &
160.0 (C-7) por lo que se asignaron a 4’-OCHs y 7-OCHs, respectivamente.

OH (0]

Figura 3. Correlaciones de HMBC del compuesto 10.

Las evidencias y los datos espectroscépicos (Tabla 8) asi como la comparacion de
los datos descritos en la literatura (Nagao T, et al. 2002), este compuesto
corresponde a la flavona 3',5-dihidroxi-4',6,7-trimetoxiflavona conocida como
eupatorin (10). Este es un nuevo compuesto que se identifica en Salvia

lavanduloides, pero existe reporte en el género de Salvia.
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Tabla 8. Datos espectroscépicos de RMN para eupatorin (10) (2, 600
Mhz, CD3COCD3, & ppm, J en Hz)

8H (8 in ppm, Jin

513C (HSQC)

513C (HSQC)

Posicion Hz) 5 2 (Nagao, et
2 al. 2002)
2 165.3 165.3
3 6.67 (S) 104.2 104.2
4 183.5 183.5
5 154.0 153.5
6 133.4 133.4
7 160.0 160.0
8 6.86 (S) 92.0 92.0
9 153.5 154.0
10 106.3 106.3
1 124.4 124.4
2 7.48 (d, 1.4) 112.6 113.7
3 148.0 148.0
4 152.1 152.1
5 7.55 (dd, 1.4, 8.4) 113.7 112.6
6’ 7.10 (d, 8.4) 119.6 119.6
6-OCHs 3.79 (s) 56.3 60.5
7-OCHs 3.92 (s) 56.8 56.8
4'-OCHs 3.97 (s) 60.5 56.3
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8.5. Identificacion de salviandulina A (5) por RMN
Para el compuesto 5, el espectro de RMN de 3C mostré veinte sefiales y la

presencia de un acetato (CH,COO-), lo que se puede proponer que sea un

diterpeno. El experimento DEPT nos indicé ocho cuaternarios, ocho metinos, cuatro
metilenos y dos metilos. El andlisis de los datos espectroscopicos de una y dos
dimensiones (Tabla 9) y la comparacion directa con los datos descritos en la
literatura, este compuesto se identific6 como un secoclerodano conocido como
salviandulina A (5). Este diterpeno ya ha sido aislado en esta especie vegetal

(Ortega, 1991), aunque no se le han descrito ninguna actividad.

28




Tabla 9. Datos espectroscopicos de RMN para salviandulina A (5) (600 Mhz, CDCls,

ppm, J en Hz)
13~
Posicion & IH-RMN sECRMN O SRMN HMBC
C Exp. 1 Exp. 1 (Ortega 1991) 1
1 6.13, ddd(L1, 2.5, 10.2)  129.7 129.6
6.98, dddd(0.7, 2.5, 5.5,
2 T2 149.3 149.2
3a 3.01, dd(br, 5.1, 20.1)
B 2.76, ddd(2.5, 6.9, 20.5) 252 232
4 3.07, d(br, 6.9) 43.3 43.3
5 51.6 51.6
6a 2.69, dd(8.0, 14.6)
b 2.33, d(4.4, 14.6) 38.9 38.9
C-5, C-6, C-8, C-
7 5.63, d(4.4, 8.0) 67.3 67.3 5 Gty Ome
8 124.9 124.8
9 154.8 154.7
10 197.4 197.4
1la 2.74, m
b 2,51, dd(3.6, 17.9) 375 375
12 5.3, d(3.6, 11) 71.0 70.9
13 123.5 123.4
14 6.42, d(br, 1.1) 108.5 108.4
15 7.42, dd(1.8,1.8) 143.9 143.9
16 7.47,dd (0.7, 0.7) 140.1 140.0
17 163.0 162.9
18 176.5 176.4
19a 4.74, d(8.8)
b 3.84. d(8.8) 3.6 73.5
20 213, s 20.4 20.3
CHsCOO- 170.2 170.1
CHsCOO- 2.03, s 21.1 21.0
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9. DISCUSION

El interés en el estudio fitoquimico y farmacolégico de especies del género Salvia
ha sido provocado por su extensa gama de usos medicinales tradicionales en
México, tales como tratar dolor de estobmago y de muelas, enfermedades
ginecoldgicas, paralisis, padecimientos digestivos como diarrea y vomito, problemas
de la vesicula, contrarrestar la tos y la tosferina, asi como para la “frialdad” del nifio,
ademas es empleada para controlar las hemorragias y flujos vaginales,
enfermedades ginecoldgicas, para lavar las heridas y disminuir la fiebre (Argueta,
et al. 1994). Sin embargo, no ha habido referencias farmacolégicas previas que
demuestren el efecto antimicrobiano y antiinflamatorio de S. lavanduloides; a pesar
de que, su uso medicinal como agente antimicrobiano y antiinflamatorio esta
justificado por los antecedentes quimicos y farmacolégicos del género Salvia. En
este trabajo, se demostr6 que todos los extractos organicos evaluados de S.
lavanduloides inhibieron el edema en oreja de raton inducido por TPA. El extracto
de dicloromentano (SIED) fue el que mostré la mayor actividad antimicrobiana, asi
como una importante actividad antiinflamatoria (Tabla 5); el analisis fitoquimico de
este extracto permitio el aislamiento del diterpeno secoclerodano salviandulina A (5)
el cual fue el constituyente mayoritario y una flavona eupatorin (10). Es importante
mencionar que ambos metabolitos se identificaron previamente en el género Salvia
(Ortega, 1991; Gonzales-Chavez, et al. 2017).

Por otro lado, los dos compuestos aislados (5 y 10) disminuyeron el edema inducido
por TPA (Tabla 7). Un estudio de la literatura sobre las propiedades
antiinflamatorias de los compuestos aislados revel6 que el compuesto (10), en este
modelo murino, fue previamente informado por Gonzales-Chavez, et al. (2017), los
resultados obtenidos en este trabajo coincidieron con los aqui descritos, sin
embargo, por parte del compuesto (5) no se encontrd informacion de actividad
bioldgica en los dos modelos de estudio.

En la prueba de TPA, notamos que el eupatorin (10) era el compuesto mas activo,
seguido por salviandulina A (5). Estos resultados concuerdan con los reportados
previamente por Laavola, et al. 2012. Comparando los porcentajes de inhibicion de

la actividad antiinflamatoria obtenidos por el eupatorin (10) en nuestros
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experimentos con los obtenidos por Gonzales-Chavez, et al. (2017), utilizando el
mismo modelo experimental, sin embargo, con diferente concentracion (2 mg/oreja)
obtuvo un 56.40% de inhibicion del edema, aparentemente muestra que la actividad
del eupatorin es mejor en este proyecto (71.62% de inhibicién del edema auricular).
En las ultimas décadas ha aumentado el interés por el estudio de las actividades
bioldgicas de los diterpenos y flavonas, como la salviandulina A (5) y el eupatorin
(10), siendo que ambos han demostrado tener propiedades antiinflamatorias. En el
caso del eupatorin (10) se reporta la inhibicion en la expresién de INOS y COX-2y
la produccion de NO, asi como la inhibicién de la produccion del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF- a), ademas de inhibir la activacion inducida por lipopolisacaridos
(LPS) de los transductores de sefales del factor de transcripcion y los activadores
de la transcripcion 1 a (STAT1 a). Asimismo, inhibié la inflamacién del edema en
pata de ratdén inducida por carragenina (Laavola, et al. 2012). En el caso de
salvindulina A (5), no se ha informado sobre ninguna de sus actividades bioldgicas.
Por lo que, para salviandulina A (5), este seria el primer reporte que demuestra su
efecto antiinflamatorio. Es evidente que, hay que realizar estudios encaminados a
comprender los mecanismos de accion tanto de la salviandulina A (5) como del
eupatorin (10), para comprender mejor el mecanismo de accion de ambos
compuestos. Estos hallazgos apoyan el uso tradicional de S. lavanduloides, que es
rico en diterpenos y flavonoides, para inducir tanto la actividad antimicrobiana como

la antiinflamatoria.
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10.CONCLUSIONES
El extracto de diclorometano de las partes aéreas de Salvia lavanduloides (SIED)
demostré tener actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus susceptible
y multirresistente a meticilina. Asimismo, SIED, exhibié un efecto antiinflamatorio
considerable. El fraccionamiento en columna abierta en fase normal de este extracto
permiti6 obtener una fraccion antiinflamatoria (SIC1R11). Una segunda
recromatografia en columna abierta en fase reversa, de SIC1R11, permitid obtener
una subfraccién (SIC2R7), de la cual se pudo precipitar un componente mayoritario
gue produce una mancha gris intenso en cromatografia en capa fina revelada con
sulfato cérico amoniacal; este compuesto resulto ser un diterpeno secoclerodano el
cual fue identificado como salviandulina A (SA,5), por andlisis de resonancia
magnética nuclear de 'H y 3C. Asimismo, fue posible obtener una subfraccién
SIC2R12, la cual produjo un sélido amarillo que por RMN H y 13C fue elucidado
como eupatorin (EU, 10). Cabe mencionar que SIEH también presentd una
importante actividad antinflamatoria pero no antimicrobiana, como es el caso de

SIED, el cual tiene una actividad biolégica en ambos modelos.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Baucher de Ja especie colectada (Salvia lavanduloides) con el
namero de identificacion 39806

ESCUELA OE ESTUDIOS SUPERIORES DEL NCARERO
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL E3TADO Of MORELOS

LAMIACEAE
Salvia lavanduloides Kunth
Det. Gabriel Flores F 2021

Morslos: Mpio. Tepoziian Aprox 2 km o ceste dei
entrongue de la anbgua via del wen oo San Juan
Tiacotence a Coajomuico

Coordenadas: 19°01 D1 N, 99708 85 W

Amtudg 2220 mwnm

Tipo de vegetacion Bosque de encing
Forma de vida: Herbacea de ! m con flares azules.
abundante
memmmnmmmmsn con
D Salinas C Sotelo y G Flores

Fecha: 13 de febrero de 2021
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*Extractos y fracciones con mayor actividad antiinflamatoria
Anexo 2. Fraccionamiento quimico de Salvia lavanduloides.
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