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Resumen:

De las hojas de Salvia occidentalis Sw. (Lamiaceae), colectadas en Venezuela, estado Monagas, se obtuvo un
aceite esencial empleando la técnica de arrastre con vapor. El aceite es amarillo claro y de olor agradable, su
actividad toxica fue determinada por el ensayo sobre nauplios de Artemia salina Linn., mostrando un CLs, de
2,60pg.mL™. Este valor indica que el aceite esencial es un posible agente citotéxico. De su analisis mediante
CG/EM se determind que el aceite esencial es una mezcla de compuestos terpenoidales, donde el B-elemeno
(20,348%) es el componente mayoritario. La identificacion de los compuestos quimicos fue realizada mediante la
comparacion de los indices de retencién experimentales con respecto a los tedricos sefialados en la literatura. Este
es el primer reporte de compuestos quimicos identificados para este aceite esencial.
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Abstract

From the leaves of Salvia occidentalis Sw. (Lamiaceae), collected in Venezuela, Monagas state, an essential oil
was obtained by steam distillation. It is a yellow oil with an agreeable odor, and its toxic activity was determined
by the brine shrimp Artemia salina Linn. assay. The essential oil had a LCs, value of 2.60pg/mL™ which indicate
cytotoxicity. CG/MS analysis showed that the oil is a mixture of some terpenes, where f-elemene (20,348%) is the
major constituent. The identification of compounds was determined by comparing the experimental retention

index with those reported in the literature. This is the first report of chemical compounds for this essential oil.
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Introduccion

Los aceites esenciales o esencias vegetales son mezclas
complejas de un nimero variable de sustancias organicas
olorosas, que representan pequefias cantidades con
respecto a la masa total de la planta, de donde son
emitidos. En un aceite esencial pueden encontrarse
hidrocarburos aliciclicos y aromaéticos, asi como sus
derivados oxigenados. Otros compuestos muy frecuentes,
en las esencias, pueden ser derivados biogenéticamente del
acido mevalonico y se les cataloga como monoterpenoides
y sesquiterpenoides’. Muchas han sido las investigaciones
sobre caracterizacion de los compuestos bioactivos de
aceites esenciales: Menta (Mentha piperita), Orégano

(Origanum sp.), Salvia (Salvia officinalis), entre otros; en
la mayoria de ellos los autores enumeran una serie de
propiedades bioldgicas, las cuales no pueden ser atribuidas
a un compuesto en particular, aunque en muchos casos se
puede tratar de un compuesto mayoritario responsable de
gran parte de la actividad’. Por otra parte, se ha
demostrado que la actividad bioldgica presente en la
mayoria de los aceites esenciales es debida a la presencia y
contribucion principal de compuestos de origen terpe-
noidal e hidrocarburos saturados®.

En los ultimos afios se han dirigido algunos estudios hacia
la basqueda de actividad de tipo antimicrobiana, citotdxica
y antiviral de los aceites esenciales derivados de especies
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de Salvia y sus principales componentes®. Tal es el caso de
S. fructicosa®, S. tomentosa®, S. oficinalis y S. triloba’ o S.
aucheri, S.aramiensis y S. pilifera®, donde los principales
componentes identificados (alcanfor, tuyona y 1,8-cineol)
en algunos de sus aceites esenciales presentaron actividad
antimicrobiana contra diversas cepas bacterianas 0
actividad antiviral contra el virus del herpes tipo I, el cual
es ubicuo a los seres humanos®. Las especies del género
Salvia, pertenecen a la familia Lamiaceae; el nombre
Salvia es derivado del latin salvare que significa “para ser
salvos”. El género se distribuye en todo el viejo mundo y
el continente americano, con tres regiones distintas de la
poblacién: Centro y Sur América (~500 especies); Asia
Central/Mediterrdneo (250 especies) y el Este de Asia (90
especies)’. Numerosas plantas de este género han sido
utilizadas desde tiempos antiguos en la medicina popular
para curar tuberculosis, cancer, diabetes, enfermedades
coronarias, anginas de pecho e infartos al miocardio,
enfermedades de la piel y tienen actividad osteogénica™,
algunas de estas plantas han sido sometidas a amplias
investigaciones farmacéuticas destinadas a identificar sus
compuestos bioldgicamente activos®. Los antecedentes
presentados por las plantas del género Salvia, impulsaron
la investigacion del aceite esencial de Salvia occidentalis.

Materiales y métodos

Material Vegetal. Salvia occidentalis (Lamiaceae) fue
colectada en Septiembre de 2006, en el estado Monagas,
Venezuela. La identificacion de la especie fue realizada
por Luis José Cumana Campos, a través de la comparacion
con los especimenes depositados en el Herbario IRBR de
la Universidad de Oriente (UDO, Sucre, Venezuela),
registrado con el N° 3145.

Obtencidn del aceite esencial. Las hojas frescas de Salvia
occidentalis (48g) fueron colocadas en un equipo de
destilacion por arrastre con vapor. La fase de agua-aceite
fue extraida con hexano; la capa organica se descart por
presion reducida a una temperatura de 35°C. Obteniéndose
al final, 1,4mL (1,1g) de un aceite de color amarillo palido,
con un olor agradable y con un rendimiento de 2,29%.

Bioensayo con A. salina. La determinacién del grado de
toxicidad del aceite esencial de Salvia occidentalis, se
inicié con la preparacion de una disolucién patrén a partir
de 50mg del aceite en 0,5mL de dimetilsulfoxido (DMSO),
luego se agregaron 4,5mL de agua destilada. A partir de
esta disolucion se prepararon disoluciones de menor
concentraciéon (1000, 100, 10, 1, 0,1 y 0,01ug/mL) con
agua de mar bifiltrada. Seguidamente, se agregaron a cada
una de las soluciones, 10 nauplios del crustaceo Artemia
salina, eclosionados con 24 horas de anticipacion. Por
cada concentracion se realizaron 4 réplicas, ademas de un
control con igual ndmero de réplicas. A las 24 horas se

determind la mortandad de los organismos y con estos
datos, se calculé la concentracion letal media (CLsg) con la
ayuda del andlisis de regresion logaritmico Probit de
POLO-PC (LeOra Software, 1987)'*2,

Analisis de CG/FID y CG/EM. El analisis del aceite
esencial de Salvia occidentalis fue llevado a cabo en un
Cromatdgrafo de Gases (CG), Hewlett Packard ,5890 A
Serie 11, equipado con un detector de ionizacién a la llama,
y conectado a un integrador Hewlett Packard modelo 3926
A. Este CG/FID se encontraba equipado con la columna
capilar DB-5 con una fase estacionaria fenil metil silicona
(30m de longitud, 0,18mm de diametro y 0,25um de
espesor de fase). La muestra fue disuelta en hexano
(Img.mL™) y se inyecté 1uL de la misma en modo
splitless. La temperatura inicial fue de 60°C, durante 2min
con un incremento de 2°C/min hasta 120°C. Después se
realizé un segundo incremento de 15°C/min hasta 280°C
mantenido por 15min.

Adicionalmente, las muestras fueron analizadas por
CG/EM mediante el uso de un cromatdgrafo de gases
Agilent modelo 7890 A, acoplado a un espectrometro de
masas de impacto electronico (70eV) modelo 5975 C. Este
equipo tenia una columna capilar DB-5 de fenil metil
silicona (30m de longitud, 0,25mm de didmetro y 0,25um
de espesor de fase).

Determinacion de los indices de retencion de Kovats. Se
inyectaron patrones de n-alcanos desde Cg¢ (hexano) hasta
Cys (pentacosano), en las columnas de cada uno de los
equipos utilizados, bajo las mismas condiciones de
inyeccion de las muestras, con la finalidad de calcular los
indices de retencion de Kdvats. Cada indice de retencion
fue comparado con valores tabulados y calculados
previamente de forma experimental para compuestos
catalogados como tipicos componentes de aceites
esenciales™.

Resultados y discusion

La obtencidn del aceite esencial de S. occidentalis, a partir
de sus hojas, se basa en el hecho de que los miembros de
las hierbas aromaticas de la familia Lamiaceae poseen dos
tipos de tricomas glandulares en la superficie de sus hojas,
los cuales tienen la capacidad de secretar aceites
esenciales™.

Los constituyentes identificados para el aceite esencial de
Salvia occidentalis, se muestran en la Tabla I|. Estos
compuestos pertenecen a la familia de los terpenos. La
identificacion fue realizada por comparacion de los indices
de retencion y el estudio de los diferentes patrones de
fragmentacion generados por los espectros de masas de
cada uno de los compuestos. Segun el porcentaje de area,
el compuesto mayoritario fue el f-elemeno, el cual ha sido
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sefialado como constituyente principal de aceites
esenciales provenientes de plantas del genero Piper que
presentan una marcada actividad citotoxica frente a
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nauplios del crustaceo Artemia salina®. En la Figura 2, se
muestra el cromatograma de iones totales del aceite
esencial, con todos los compuestos identificados.

Tabla I: Constituyentes identificados del aceite esencial de las hojas de S. occidentalis Sw.

Constituyentes %Area I.R. I.LR
(Tedrico)  (Experimental)
Eucaliptol 3,359 1035 1030
Alcanfor 0,641 1121 1120
4-terpinenol 0,839 1177 1175
Geraniol 2,009 1226 1220
Cimen-3-ol 1,455 1305 1300
Eugenol 5,286 1357 1357
B-Cariofileno 4,654 1440 1435
B-elemeno 20,348 1406 1405
Eudesma-4,11-dieno 5,089 1469 1461
Elemol 0,479 1549 1545
B-eudesmol 2,682 1645 1642
I.R: Indice de retencion
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Figura 1: Cromatograma de iones totales del aceite esencial de S. occidentalis.

Es necesario destacar la importancia de poder clasificar el
contenido de las esencias en funcion de los constituyentes
presente en cada una y de la identidad de los mismos, ya
gue esto es fundamental para precisar las caracteristicas
organolépticas y lo efectos fisiologicos o bioldgicos que
puede tener un determinado aceite esencial.

Los resultados de la evaluacion de la actividad citotdxica
del aceite esencial (Tabla Il) se determinaron mediante un

ensayo sobre nauplios de Artemia salina Linn.!, lo que
permite relacionar directamente el valor obtenido de CLsg
con la citotoxicidad, ya que existe una correlacion positiva
entre la décima parte del CLsy contra el crustaceo y la
Dasis Efectiva media (DEsp) frente a las células cancerosas
causantes de la leucemia. Este método réapido, confiable y
de bajo presupuesto’’, es utilizado como via inicial de
tamizaje citotoxico de extractos para discriminar aquellas
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muestras de elevada toxicidad, debido a que presenta
buena correlacion con la toxicidad in vitro'®*°?, El aceite
mostré una ClLs, de 2,60 ug.mL'1 con el método Probit
(limites de confianza més estrechos), lo cual indica que es
un posible agente citotoxico. Una sustancia puede ser
considerada como citotéxica'!, cuando su CLs, es< 30
ug.mL™. La citotoxicidad de este aceite puede atribuirse a
la accion individual de uno de sus constituyentes, o al
efecto sinérgico entre algunos de ellos. Ejemplo de esto es
el aceite esencial de S. pubescens gque presenta un efecto
citotéxico, el cual no es atribuido Unicamente a sus
constituyentes mayoritarios (hidrocarburos saturados) ya
que estd acompafiado por otros cuatro compuestos de
origen terpenoidal, que pueden estar contribuyendo a dicho
efecto citotoxico®. En otros estudios realizados sobre las
partes aéreas de Tanacetum paarthenium (Matricaria), se
demuestra que estan constituidas por hidrocarburos sesqui-
terpénicos, pero sus extractos no poseen signos de
toxicidad aguda®.

En nuestro caso, no se puede atribuir la actividad
citotoxica que posee el aceite esencial de Salvia
occidentalis, a todos los compuestos identificados en esta
investigacion, sin antes evaluar su efecto en forma
individual. Este estudio constituye el primer reporte de
actividad citotoxica y composicion quimica preliminar del
aceite esencial de Salvia occidentalis, lo cual sienta las
bases para realizar investigaciones mas profundas
enfocadas hacia el andlisis de la actividad citotoxica de
cada compuesto que permitan conocer realmente cual es el
principio activo que produce dicho efecto.

Tabla IlI: Valores de CLs, del aceite esencial de Salvia
occidentalis
Método Cls Limites con
(ng/ml) 95% de confianza
Binomial 10,00 0,01 1000,00
Moving average 3,43 0,55 22,33
Probit 2,60 0,25 19,58
Logit 2,67 0,03 365,46
Conclusion

Los resultados de esta investigacion permitieron conocer la
composicion quimica del aceite esencial de S. occidentalis,
donde los compuestos identificados se agrupaban dentro
de la familia de los terpenos. El pB-elemeno es el
constituyente principal de esta esencia, la cual presentd
una marcada actividad citotoxica frente a nauplios del
crustaceo A. salina. Es necesario establecer cuél es el
principio activo responsable del efecto bioldgico
presentado por el aceite esencial, ya que esto podria

representar una alternativa en las medidas terapéuticas
para el tratamiento de las células cancerigenas.
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