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Capitulo

1 INrRODUCCION

Existe una amplia y diversa variedad de sustancias quimicas que son producidas por los
organismos vivos a las que se les conoce como productos naturales, los cuales pueden
presentarse en forma de metabolitos primarios o secundarios. Los metabolitos primarios se
encuentran en todo el reino vegetal, mientas que los metabolitos secundarios solo se

. . . 1
encuentran en una especie O grupo de especies relac1onadas.

Los metabolitos secundarios son compuestos orgdnicos cuya funcién se sabe que en
algunos casos es actuar como mecanismos de defensa contra depredadores o con fines de
adaptacion al entorno. Generalmente, no tienen una funcion directa en el crecimiento y

desarrollo del organismo que las produce.’

En el caso de las plantas, pueden ser producidos en las hojas, el tallo, la raiz o la corteza,
dependiendo del tipo de metabolito secundario y no estan involucrados en los procesos de
fotosintesis, respiracion, asimilacion de nutrientes, sintesis de proteinas o en la formacion de

los metabolitos primarios tales como carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos.'

Durante muchos anos se desconocio la importancia adaptativa que cumplen la mayoria
de los productos naturales. Se pensé que estos compuestos eran simplemente desechos
metabolicos que carecian de funcion. Hoy en dia se sabe que la capacidad de las plantas de
competir y sobrevivir se ve profundamente afectada por las funciones ecoldgicas de sus

metabolitos secundarios ya que:

e Protegen a las plantas del consumo de herbivoros y contra infecciones por patdgenos

. . 1
microbianos.



e Sirven como atrayentes (olor, color, sabor) para los polinizadores y animales que
dispersan las semillas.’
. . . 1
* Proporcionan soporte estructural para la planta (como en el caso de la lignina).
e Funcionan como agentes alelopaticos (sustancias que influyen en la competencia entre

diferentes especies de plantas) y simbiosis.'

El estudio de productos naturales fue iniciado por quimicos organicos desde la década de
1850, con lo que se impulso asi el desarrollo de técnicas de separacion, nuevas metodologias
sintéticas y avances en espectroscopia para elucidar estructuras que ahora constituyen el
fundamento de la quimica organica contemporanea. El interés en los productos naturales no
era puramente académico, sino que se debia a su gran utilidad como tintes, polimeros, fibras,

. . . 2
pegamentos, aceltes, ceras, agentes aromatizantes, perfumes Yy farmacos.

Por otro lado, cuando se suministran estas sustancias en un organismo vivo distinto al
que las generd, fue observado que podian provocar algun tipo de efecto especifico, esto es,
presentar actividad bioldgica. Por ejemplo, la nicotina, que se encuentra en el tabaco, fue
uno de los primeros insecticidas utilizados por los seres humanos y sigue siendo uno de los

més eficaces.” (Imagen 1.)

Imagen 1. Nicotiana tabacum y la estructura de la nicotina,
donde el carbono asimétrico se encuentra marcado con un punto rojo.
(©2000, American Society of Plant Physiologists)



Es importante destacar que el reconocimiento de los muy diversos efectos bioldgicos
producidos por los productos naturales ha llevado a una reevaluacion de los posibles roles
que estos compuestos juegan en las plantas, especialmente en el contexto de las interacciones
ecoldgicas. Dichas propiedades han promovido el enfoque actual en este campo de la

quimica, incitando la busqueda de nuevos medicamentos, antibioticos, insecticidas y

herbicidas.

Asi mismo, el estudio fitoquimico de las plantas, también es un valioso aporte para la
clasificacion taxonomica del ejemplar vegetal al determinar sus principales metabolitos
secundarios responsables de sus propiedades a través de su perfil quimico (que incluye su
biosintesis, extraccion, identificacién, cuantificacion, elucidacién estructural, propiedades

fisicas y quimicas)."



Capitulo

2 ANTECEDENTES

México cuenta con una vasta riqueza floristica, siendo uno de los paises mas biodiversos
ocupando el cuarto lugar a nivel mundial con 23 314 especies, después de Colombia (24 000
especies), China (29 000 especies) y Brasil (32 000 especies). También cabe destacar el alto
nivel de endemismo de la flora de México con el 49.8%, ocupando el segundo lugar en
América y el quinto lugar a nivel mundial, s6lo por debajo de Sudafrica con 20 000 especies

nativas.’

2.1 Famitia L AMIACEAE (LABIATAE)

Lamiaceae (anteriormente Labiatae) es una de las familias de plantas con flores mas vasta
de la Republica Mexicana. Cuenta con 236 géneros y 7 173 especies, esto es, el 13.55% de los

géneros y el 8.23% de las especies conocidas en el mundo, de las cuales, se registra un

endemismo del 65.82%.*

Son generalmente hierbas anuales o perennes, pero también suelen ser plantas sufrutices
(lefosas en la base y herbaceas en la zona superior, semejante a un arbusto) y rara vez arboles
o bejucos, es comun encontrarlos de manera silvestre.* Las especies de esta familia, suelen ser
plantas aromaticas, debido a las glandulas que se encuentran en sus células epidérmicas, que
producen aceites ricos en terpenos que le confieren propiedades organolépticas y actividades
biologicas diversas, tales como antimicrobiana, antioxidante, espasmodica, etc. razon por la

cual han sido usadas desde tiempos ancestrales en la medicina tradicional de todo el mudo.’



Adicionalmente, es importante mencionar la gran importancia econémica de esta familia,
ya que muchas especies de sus géneros se usan como condimentos (Origanum, Thymus,
Mentha), para obtener aceites esenciales (Lavandula, Pogostemon, Salvia) y/o como plantas

ornamentales (Coleus, Salvia, Scutellaria).*

Su distribucion es subcosmopolita (en casi todas las regiones del mundo),
preferentemente en las zonas templadas y principalmente en areas montafiosas como el Eje
Neovolcanico Transversal, el Mediterraneo y Asia central.* Los géneros mejor representados

de Lamiaceae en México son Salvia, Scutellaria, Stachys e Hyptis.*

2.2 GeNero Salvia

La palabra “Salvia” proviene del latin salvare que significa sanar o seguro y salvus, que
significa salvo, intacto. Este nombre fue dado refiriéndose al valor medicinal de estas
plantas.® Varias especies de este género son notables por el color brillante de sus flores, las

cuales son tipicamente de rosa a rojo y de azul a morado.’

Las especies de Salvia se han usado desde la antigiiedad en la medicina tradicional para
tratar mas de sesenta padecimientos diferentes que van desde dolores hasta epilepsia, pero
principalmente para tratar resfriados, bronquitis, tuberculosis, hemorragias y trastornos
menstruales.® Algunas especies de Salvia, también tienen un valor agregado por su
comercializacion como condimento (S. sclarea), como conservador de alimentos,
esencialmente para carne y queso debido a sus propiedades antioxidantes (S. officinalis) y en la

industria de la perfumeria y cosméticos (S. pratensis).”®

El género Salvia cuenta con cerca de 900 especies con distribucion marcada en varias
regiones del mundo incluyendo zonas templadas y calidas en: América Central y del Sur (500

especies), Asia Central/Mediterraneo (250 especies) y Asia Oriental (90 especies).” En

5



México, el género Salvia es el mas diverso de la familia Lamiaceae en comparacion con otras

partes del mundo (Imagen 2.) con un registro de 306 especies de las cuales 236 endémicas.”

Imagen 2. Diversidad del género Salvia en el mundo.
Los numeros indican el numero aproximado de especies en cada drea.

En 1876, George Bentham agrupé a las especies de este género en cuatro subgéneros:
Salvia, Sclarea, Leonia y Calosphace (a veces también referido como Jungia). Las especies
mexicanas de Salvia son incluidas dentro del subgénero Calosphace, con excepcion de 3,
pertenecientes al subgénero Leonia y alrededor de 20 bajacalifornianas que pertenecen a la

seccion Audibertia’ (Imagen 2).

Hasta el momento no se ha definido claramente a qué subgénero pertenece esta ultima
seccion, ya que estd relacionada con especies del Viejo Mundo de los subgéneros Leonia y
Salvia, pero también con las especies americanas del subgénero Calosphace. Posteriormente en
1939, Epling dividio al subgénero Calosphace en 106 secciones, de las que 61 se encuentran

en México y 25 son endémicas del pais.*

Los metabolitos secundarios mds comunes del género Salvia son flavonoides,
sesquiterpenos, triterpenos y sesterterpenos, sin embargo, los mas diversos y caracteristicos

son los diterpenos, comtinmente con esqueletos de tipo abietano, icetexano y clerodano que



han mostrado tener actividades biolégicas variadas tales como antioxidante, antialimentaria,

antimutagénica, antiinflamatoria o propiedades citotoxicas.’

Hasta ahora un gran numero de diterpenoides tipo abietano y abietanos transpuestos
han sido descritos tanto para partes aéreas como raices de especies de salvias europeas y
asiaticas. Por otro lado, mas de cien diterpenoides de origen clerod4nico han sido aislados de
partes aéreas de salvias americanas (subgénero Calosphace), asi como diterpenoides de tipo

. . 1 . 10
abietano e icetexano, pero estos ultimos en menor cantidad.

Esteroles como el B-sitosterol y sigmasterol también han sido frecuentemente aislados de
salvias. Triterpenos con esqueleto derivados del lupano, oleanano, damarano, ursano,
lactonas sesquiterpénicas, algunos compuestos fenolicos y alcaloides igualmente han sido

. . . 10
ampliamente descritos para este género.

2.3 Salvia lasiantha (Benth)

Fue por primera vez colectada en la Real Expedicion Botinica del Rey Carlos III de
Espana iniciada en 1787, por Sessé y Mocifo. Su descripcion la realizod el Botanico George

Bentham y publicada en su libro Labiatarum Genera et Species 276 en el afo de 1833."

Salvia lasiantha es un arbusto de 2 a 3 m de alto, densamente ramificado cuyas ramas y
tallos estan cubiertos de tricomas. Las hojas son de 2 a9 cm x 1 a 5.5 cm de forma ovada o
lanceolada. Presenta su época de floracién de octubre a febrero con inflorescencias rosas

11
como se observa en la Imagen 3 e Imagen 4.

Crece en laderas rocosas secas y en selvas caducifolias a una altura entre 1300 y 2300 m
sobre el nivel del mar. En México se distribuye en los estados de Chiapas, Colima, Durango
Guerrero, Jalisco, Morelos, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Veracruz y Zacatecas.” También

ha sido encontrada en otras partes de América Central como Guatemala y Costa Rica.""



Clasificacion taxondmica:

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Salvia
Subgénero Calosphace
Seccion Mitratae
Especie Salvia lasiantha

Imagen 3. Salvia lasiantha. (©2014 By John
Whittlesey)

En Chiapas es utilizada por grupos indigenas para tratar sindromes de afecciones

culturales relacionados con la pérdida del espiritu, que afecta a las personas que han sufrido

una fuerte impresién o susto.’

Imagen 4. Salvia lasiantha. Imagen a la izquierda
muestra la ampliacion de la flor y hojas (©Anne,

CONABIO) mientras que a la derecha se observa el

arbusto completo (©1991-2017 Flowers by the Sea.)




En cuanto al perfil quimico de S. lasiantha, se ha aislado de las partes aéreas B-sitosterol
(1), 4cido oleanolico (2), lasiantina (3) y dos derivados de la lasiantina (4 y 5), estos tres
ultimos, diterpenoides de tipo neo-clerodano.'”” Mientras que de las raices ha sido
encontrado salviasperanol (6), un icetexano diterpenoide y cariocal (7), un seco-abietano
diterpenoide, que fueron caracterizados ambos por comparacion de sus propiedades fisicas

con muestras auténticas.'* (Figura 1.)

Figura 1. Metabolitos secundarios aislados de las partes aéreas y raices de S. lasiantha. 1) B-sitosterol, 2) 4acido

oleanodlico, 3) Lasiantina, 4) Derivado de lasiantina, 5) Derivado de lasiantina, 6) Salviasperanol y 7) Cariocal.
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2.4  TERPENOIDES

La palabra terpeno o terpenoide, se deriva del aleman "terpentin" cuyo significado en
espanol es trementina o mejor conocido como aguarras, por el hecho de que los primeros

compuestos de esta clasificacion de metabolitos secundarios se aislaron de dicha sustancia.’

Los terpenoides, son moléculas generalmente insolubles en agua que constituyen la clase
mas grande y variada estructuralmente de productos naturales vegetales. A pesar de su
diversidad, tienen una caracteristica en general que permite clasificarlos facilmente y es

conocida como la regla de isopreno, postulada por Otto Wallach en 1887."

Esta regla describe que todos los terpenoides estan constituidos a partir de la fusion
repetitiva de unidades ramificadas de cinco carbonos, basadas en el esqueleto de
. 16 (m: .
isopentano. © (Figura 2.) Los elementos estructurales basicos de los terpenos son
denominados frecuentemente como unidades de isopreno ya que los terpenos pueden
descomponerse a altas temperaturas para dar isopreno.’ Son clasificados segin el niamero de

unidades de cinco d4tomos de carbono que contienen:

Hemiterpenos 5 4tomos de C 1 unidad de isopreno

Monoterpenos 10 atomos de C 2 unidades de isopreno
Sesquiterpenos 15 atomos de C 3 unidades de isopreno
Diterpenos 20 atomos de C 4 unidades de isopreno
Sesterterpenos 25 atomos de C 5 unidades de isopreno
Triterpenos 30 dtomos de C 6 unidades de isopreno
Carotenoides 40 atomos de C 7 unidades de isopreno

HaC HaC
> CH—CH, — cH, " CH — CH=CH,

H,C H,C?Z

Figura 2. Esqueleto de isopentano (izquierda) e isopreno (derecha).
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Existen dos rutas biosintéticas diferentes que producen el principal componente de los
terpenos: el difosfato de isopentenilo (IPP). La primera ruta se denomina MEP (fosfato de
metileritritol) o DOX (por la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato), en la cual, el IPP se forma en los
plastidos. La segunda ruta se conoce como MVA (mevalonato) en donde el IPP es producido

en el citosol.” (Figura 3.)

(0]

HOI/III,,,
DOX

o o difosfato ——»  Terpenos

o difosfato
/////// /
COH
A 2

MV HO IPP

OH

Figura 3. Origen biosintético de los terpenos.

Los terpenos desempefan importantes papeles defensivos en el reino vegetal ya que a
menudo muestran una gran actividad insecticida y/o antialimentaria para muchos insectos y
herbivoros.'® Un ejemplo de esto, son los ésteres monoterpénicos llamados piretrinas,
encontrados en las hojas y las flores de especies de Chrysantemum (crisantemo), los cuales
tienen un alto efecto insecticida y baja toxicidad para los mamiferos, por lo que son

ingredientes comunes en la elaboracion de diversos insecticidas comerciales. '

Por otro lado, muchas plantas contienen en su follaje mezclas de monoterpenos volatiles
y sesquiterpenos, llamados aceites esenciales, que se distinguen por tener un olor
caracteristico y que pueden ser extraidos mediante destilacion. Comercialmente son usados
en la perfumeria y como saborizantes de alimentos. La hierbabuena, el limon, la albahaca y

. . . . . 1
las salvias son ejemplos de plantas que contienen aceites esenciales.
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2.5  Direreenos

Los diterpenos son un grupo muy variado de compuestos que tienen una estructura
béasica de 20 carbonos (cuatro unidades de isopreno). No se consideran aceites esenciales
debido a sus puntos de ebullicion mas altos, por lo que se catalogan cominmente como

resinas, esto es, el material que queda después de la destilacion del extracto de una planta.”

Se derivan a partir del difosfato de geranilgeranilo (GGPP), que se forma mediante la
adicion de una molécula de IPP adicional al difosfato de farnesilo (FPP) de la misma manera

que se describe para los terpenoides inferiores.'” (Figura 4.)

¥
S N x OPP
Difosfato de farnesilo
(EPP)

i Enzima: GGPP sintasa

< ®" )\/\
\ \ > OPP

Ciclacién alilica IPP
Adicién electrofilica que genera
un carbocatién terciario
®
N Y Y 7 OPP
Hp Hg

. . Pérdida estereospecifica de un
l Enzima: GGPP sintasa becif

protén

N N N = OPP

Difosfato de geranilgeranilo

(GGPP)

Figura 4. Formacion del difosfato de geranilgeranilo (GGPP).

Tanto los diterpenos de tipo clerodano como abietano son formados por la ciclacion

dcido-catalizada del GGPP para dar estructuras labd4nicas.
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2.5.1 Dritereenos Tiro CLeropanO

Los clerodanos son diterpenoides biciclicos, su esqueleto basico se divide en dos
fragmentos: un anillo de decalina (anillos A y B, de C-1 a C-10) unido a una cadena lateral
de seis carbonos ramificada como un 3-metilpentilo en la posicion 9 (de C-11 a C-16, con C-
16 en la posicion 13). Los cuatro carbonos restantes (C-17 a C-20) se encuentran como

sustituyentes en las posiciones 4, 5, 8 y 9 respectivamente como se ilustra en la Figura 5."

—_
o

18

Figura 5. Esqueleto de diterpeno tipo clerodano y su numeracion.

Estos compuestos han despertado mucho interés en los ultimos aflos como resultado de
las notables actividades biolégicas que presentan, particularmente como agentes que
modifican el comportamiento alimenticio de insectos considerados plagas fitéfagas, como
Spodoptera exempta, S. littoralis, S. fugiperda, Tenebrio molitor, etc. que causan importantes
pérdidas econdémicas.”” Varios géneros de la familia de plantas Lamiaceae han sido

identificados como abundantes fuentes de clerodanos con estas propiedades.'®

Otro de los efectos mas relevantes que presentan, son como los encontrados en la
“salvinorina A”, un neo-clerodano diterpénico aislado de la salvia de origen mexicano Salvia
divinorum, el cual es un potente y selectivo agonista natural k-opioide, no nitrogenado y que

es considerado para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de
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enfermedades como Alzheimer, lo que permite una mejor comprensién de los fenémenos

mediados por los receptores opioides, asi como proporcionar areas adicionales para la

. . . s fo 20
mvestigacion quimica.

Los diterpenos de tipo clerodano también pueden exhibir otras actividades
farmacologicas, incluyendo actividad antitumoral, antifiungica, antibidtica, asi como

hipoglucémico, hipolipidémico y actividad inhibidora de la antitrombina."®

2 . 6 TRITERPENOS

Los triterpenos son compuestos comunmente pentaciclicos cuya estructura base es de 30
carbonos (Figura 5.), esto es, seis unidades de isopreno y que se derivan del escualeno.
Usualmente son solidos incoloros de alto punto de fusion y estan ampliamente distribuidos
entre resinas vegetales, corcho y cutina. Existen varios grupos de triterpenos, incluyendo

. . . . . 15
triterpenos comunes, esteroides, saponinas, esteroles y glicosidos cardiacos.

:I: LD

Figura 5. Esqueleto pentaciclico de triterpeno y su numeracion.
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Entre los triterpenoides mas abundantes aislados en casi todas las especies de Salvia
estudiadas, se encuentran el 4cido betulinico, 4acido ursélico y acido oleanolico,
correspondientes a los esqueletos de lupano, ursano y oleanano (Figura 6.), estos dos

ultimos, asilados por primera vez en este género de S. officinalis L.

Figura 6. Estructuras del 4cido betulinico, acido ursolico y 4cido oleandlico.

Tanto el dacido wursolico como oleandlico exhiben actividad antimicrobiana,
antiinflamatoria, hipolipidémica, antiulcerosa, hepatoprotectora, hipoglucémica vy
anticancerosa. Mientras que el dcido betulinico presenta actividad antitumoral contra

melanoma humano, actividad antiinflamatoria, actividad inhibidora del VIH, entre otras.®

2.7  Cowmrurstos FenoLicos

Las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios que contienen
grupos fenol, esto es, grupos hidroxilo como sustituyentes en anillos aromaticos (alcoholes
aromaticos). Son sintetizados a través de dos rutas metabolicas basicas: la via del acido

shikimico y la via del acido malénico."

Existen numerosas categorias de estos compuestos, incluyendo los fenoles simples,

fenilpropanoides, flavonoides, taninos y quinonas. Algunos son solubles s6lo en disolventes
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organicos, otros son solubles en medios acuosos en combinacion con 4cidos carboxilicos o

glucosidos y otros son grandes polimeros insolubles."’

Muchos compuestos fendlicos de acuerdo con su diversidad quimica, tienen papeles
importantes en las plantas como defensa contra herbivoros, hongos e insectos.” Otros
funcionan como atractores de polinizadores, en la absorcion de la radiacion ultravioleta
perjudicial o en la inhibicion del crecimiento de las plantas cercanas competidoras debido a
la liberacion de estos compuestos en el medio ambiente, a través de hojas y raices,

aumentando asi su acceso a la luz, el agua y los nutrientes (alelopatia).*

La alelopatia es actualmente de gran interés debido a sus potenciales aplicaciones
agricolas. Por ejemplo, compuestos como el 4cido cafeico y el acido fertlico, cuando se
encuentran en el suelo en cantidades apreciables, han demostrado que inhiben Ia

o - 23
germinacion y el crecimiento de muchas plantas.

2.8  FravoNoiDEs

Los flavonoides constituyen una enorme clase de productos naturales fenolicos con gran
diversidad estructural, actualmente, se conocen cerca de 3 000 de estos compuestos. Son
generalmente solubles en agua y se dividen quimicamente en diferentes grupos: chalconas,

flavonas, flavonoles, flavanonas, antocianinas, isoflavonas, entre otros.** (Figura7.)

o o
OH
0 o ©
Chalcona Flavona Flavonol
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Figura 7. Esqueleto fundamental y clasificacion de flavonoides.

El esqueleto basico de un flavonoide consta de 15 atomos de carbono dispuestos en dos
anillos aromaticos conectados por un puente de tres carbonos. Esta estructura es el resultado
de su origen biosintético mixto a través de la via del acido shikimico y la via del acido

malonico.' (Figura 8.)

De la ruta del acido shikimico

[Co—c]
o

puente de tres carbonos

De la ruta del

acido malénico \ .
[)]

Figura 8. Esqueleto basico de un flavonoide, su numeracién y origen biosintético.

Generalmente, los flavonoides se encuentran en las plantas como glicosidos o sustituidos
por grupos hidroxilo, que usualmente ocupan las posiciones 3, 5 y 7, aunque también
pueden encontrarse en otras posiciones. Otros sustituyentes comunes son grupos metoxilo o

unidades isopentilo modificadas.'
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Los diversos sustituyentes les concede que desempenen funciones diferentes en la planta,
incluyendo pigmentacion (entre mas conjugadas se encuentren estas moléculas, presentaran
colores mas brillantes, por lo que pueden afectar la polinizacion estimulando o inhibiendo a
los insectos) o como defensa al proporcionar sabores y olores caracteristicos al material
vegetal que son organolépticamente desagradables para los rumiantes e insectos (actividad

antialimentaria).”

Muchos de los roles biologicos de estas moléculas estdn asociados con su capacidad de
unirse a metales como hierro y cobre, los cudles inducen la actividad antioxidante y
resistencia a la luz UV. Ademds, se conoce que los flavonoides presentan actividad
antifiungica, bactericida, antiinflamatoria, como agentes anticancerosos, antivirales,

antitoxicos y hepatoprotectores.

2.8.1 Fravonas

Las flavonas y flavonoles (palabras derivadas del latin flavus, que significa amarillo) son los
compuestos responsables de los colorantes naturales amarillos y/o naranjas, generalmente su
produccion y acumulacion en las plantas se encuentra en las hojas, flores y frutos (partes

. . ; .26
aéreas) ya que, al estar mas expuestas al sol, favorece su sintesis.

Los flavonoides, suelen absorber la luz a longitudes de onda mas cortas que las
antocianinas, por lo que no son visibles para el ojo humano. Sin embargo, insectos como las
abejas, cuya vision abarca el intervalo del ultravioleta del espectro electromagnético, pueden
responder a flavonas y flavonoles como senales atrayentes visuales que presumiblemente les

ayuda a localizar el polen y el néctar.” (Imagen 5.)
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Imagen 5. Rudbeckia sp. (A la izquierda) Vista por los seres humanos, las flores tienen pétalos

amarillos y un disco nectarifero café. (A la derecha) Vista como podria parecer a las abejas, las puntas de
los pétalos color “amarillo claro", la parte interna de los pétalos "amarillo oscuro” y el disco nectarifero
"negro". Se utilizé una iluminacion especial para simular la sensibilidad espectral del sistema visual de las
abejas. (©2015 Sinauer Associates Inc., by Thomas Eisner.)

Flavonas y flavonoles son dos clases de flavonoides que también protegen las células
vegetales de la excesiva radiacion UV-B (1=280-320 nm) ya que se acumulan en las capas
epidérmicas de hojas y tallos, absorbiendo fuertemente la luz en esta regién del espectro
mientras permiten que las longitudes de onda visibles (2=400-700 nm) fotosintéticamente

. .. . 1
activas, pasen 1n1nterrump1damente.
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Capitulo

3 JusTiFicACION

Estudiar el perfil quimico de las plantas ha sido de gran importancia para apoyar la
clasificacion taxondémica existente. Dicha clasificacion, anteriormente se realizaba
Unicamente de manera morfoldgica, esto es, a partir de la comparacidon entre especies de sus

caracteristicas fisicas tales como tamano, tipo de flor, hoja, tallo y raiz.

Por otro lado, los estudios fitoquimicos como el realizado en este trabajo, contribuyen
con informacion valiosa a la quimiotaxonomia, la cual tiene la ventaja de que puede ser
exactamente definida, a diferencia de la clasificacién morfoldgica. Dichos estudios consisten
en aislar los metabolitos secundarios de una especie vegetal para posteriormente
caracterizarlos y con base en la comparacion con los aislados de otra especie, determinar si

existe una relacion entre ambas.

Otro de los motivos que impulsa a la realizacion de este tipo de investigacion, es la
busqueda de metabolitos secundarios que presenten cierto tipo de actividad bioldgica. El
estudio de los productos naturales derivados de plantas utilizadas en la medicina tradicional,
se basa en la necesidad de encontrar compuestos clave en el desarrollo de medicamentos que
presenten mayor eficacia y disminuyan o anulen los efectos adversos de los que se encuentran

actualmente en el mercado.

Si bien la especie S. lasiantha ya ha sido trabajada con anterioridad, los analisis llevados a
cabo, se realizaron utilizando muestras de ejemplares colectados en distintas condiciones,
tanto geograficas como temporales y dado que se ha demostrado que el metabolismo
secundario de las plantas es dependiente de estos factores, se infiere que la composicion

quimica puede ser diferente.
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Capitulo
4 OBJETIVOS

Objetivo general.

Contribuir al conocimiento quimico del género Salvia, mediante el estudio fitoquimico
de S. lasiantha proveniente de San Bartolo Teontepec, Puebla., al aislar mediante técnicas

cromatograficas sus principales metabolitos secundarios.

Objetivos particulares.

Realizar aportes a la composicion quimica de las salvias mexicanas a través del
aislamiento de metabolitos secundarios que pudieran ser usados como indicadores
quimiotaxonémicos del género Salvia y que ayuden a una clasificacién sistematica de la

especie S. lasiantha.

Identificar y establecer la estructura molecular de los compuestos obtenidos mediante
técnicas espectroscopicas (RMN, FT-IR), espectrométricas (EM) y sus propiedades fisicas
(punto de fusion). En caso de que los compuestos aislados ya sean conocidos, se buscara

contribuir a los pardmetros de elucidacion estructural publicados.

Efectuar una amplia busqueda de informacion sobre la variedad de estudios de actividad
biolodgica que existen para los componentes que se aislen y complementar la informaciéon

existente con otros estudios no reportados.

Hacer por primera vez la comparacion entre los metabolitos secundarios aislados de
ejemplares de S. lasiantha originarios de diferentes regiones (encontrados en investigaciones

previas), contra los resultados de este trabajo.
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Capitulo

5 Merono

5.1 Corectay Recistro pEL. MATERIAL VEGETAL

Los datos de la colecta se muestran en la siguiente ficha (Figura 9.), asi como la ubicacién

en el mapa donde se realizo. (Imagen 6.)

Datos de la colecta

Nombre cientifico:  Salvia lasiantha Familia: Lamiaceae
Region: San Bartolo Teontepec, Puebla. Altitud: 2020 msnm.
Ubicacion: Brecha 8 Km noreste de San Bartolo Teontepec, Puebla.
Coordenadas: Latitud 18° 28’ 15.5” N Longitud 97° 35’ 40.6” O
Tipo de Vegetacion: Matorral de 2 a 3 m de alto, densamente ramificado.
Color de Flor: Rosa Suelo: Ladera rocosa
Abundancia: Escasa Tipo: Perenne

Fecha colecta: 26 de septiembre del 2015.

Nombre del colector:M. en C. Baldomero Esquivel Rodriguez.

Figura 9. Ficha de datos de la colecta para el Herbario FCME.

Imagen 6. Ubicacion en el mapa del sitio de colecta del material vegetal. (©2017 DigitalGlobe, Google Earth.)
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La preparacion del herborizado, consistio en escoger un ejemplar que tuviese flores. Para
eliminar el exceso de agua de la planta fue colocada entre dos hojas de papel periddico secas y

dos cartones corrugados, con ayuda de un lazo se amarraron fuertemente para prensarlo.

Ya herborizado, el ejemplar seleccionado fue depositado en el Herbario FCME, UNAM.
La determinacién taxondmica de la especie S. lasiantha fue realizada por la Dra. Martha Juana

Martinez Gordillo. Le fue asignado el No. de Registro 161518 (Imagen 7).

Imagen 7. Ejemplar depositado en el Herbario FCME, UNAM.
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5.2 Proceso pe Extraccion

Una vez colectado el material vegetal, las partes aéreas de la planta fueron separadas en
hojas y tallos. Posteriormente, se secd a temperatura ambiente y bajo la sombra durante 8
dias obteniéndose 0.870 Kg de hojas y 1.52 Kg de tallos. Después se realiz6 una

fragmentacién manual y su almacenaje.

La extraccién de los componentes de las hojas de S. lasiantha se efectué mediante la
maceracién en acetona, tres veces consecutivas por 72 h cada una. Todos los disolventes
utilizados para el desarrollo experimental fueron destilados previamente. El extracto
acetonico se concentrd por destilacion a presiéon reducida hasta sequedad en un rotavapor
BUCHI R-210. Finalmente se obtuvieron 72.9 g de extracto seco en forma de un sélido

color verde con aspecto de un polvo. (Imagen 8.)

Imagen 8. Maceracion de las hojas de S. lasiantha en acetona (izquierda) y extracto seco (derecha).

5.3  Fraccionamiento PriMARIO

Ya obtenido el extracto aceténico seco, se procedid a realizar un fraccionamiento

primario que consistio en dos diferentes particiones (extracciones liquido-liquido).
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Para la primera particion, se utilizo el total del extracto acetonico seco (79.2 g), el cual fue
disuelto en 200 mL de una mezcla MeOH/H;O en proporcién 4:1. A continuacién, fue
vertido en un embudo de separacion con capacidad de 1000 mL y se le anadieron 300 mL de

hexano.

Se agitd vigorosamente y se observd la separacion de la fase organica (constituida por
hexano) de color verde obscuro y situada en la parte superior del embudo, la fase hidro-
alcohélica (conformada por MeOH/H;O) de color marrén en la parte inferior y la formacién

de una interfase compuesta por un sélido de color verde con tonalidad palida.

Se separaron las tres fases y se continué extrayendo la fase acuosa con hexano hasta que
el hexano dejara de presentar coloracion. Se concentrd cada una de las fases obtenidas
mediante destilacion a presion reducida hasta sequedad y se eliminé cualquier remanente de
disolvente con una bomba de alto vacio BUCHI V-700. Los pesos obtenidos pueden

consultarse en el diagrama de la Figura 10.

Mezela MeOH/H,0 (4:1) y Hexano ——

Fase organica Interfase Fase Hidro=alcoholica
(Hexano) (MeOH/H,0)
10.9¢ 36.2¢ 25.8¢
AcOEt/H,0 —
| |
Fase Organica Fase Acuosa
IPFO <—— (AcOEt) (H,0)
18.3g 7.5¢

Figura 10. Diagrama del fraccionamiento primario del extracto aceténico de S. lasiantha. Aspecto fisico de

2PFO
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Para la segunda particion, se trabajo con los 25.8 g obtenidos de la fase acuosa de la
primera particion, se solubiliz6 en 50 mL de H,O (fase acuosa) presentando un color
amarillo, después el contenido fue vertido en un embudo de separacién y extraido con

aproximadamente 400 mL de AcOEt (fase organica) tomando un color marrén.

Se continud el mismo proceso hasta que el AcOEt fuera incoloro. Nuevamente, cada fase
fue separada y concentrada a sequedad en rotavapor, obteniéndose un sélido color marrén

que fue secado en bomba de alto vacio y pesado como se resume en la Figura 10.

En adelante, se continu¢ trabajando para el aislamiento y purificacion de componentes
terpénicos con los 18.3 g obtenidos de la fase organica (AcOEt) resultante de la segunda

particion, a la que se le referira como 2PFO. (Figura 10.)

5 .4 CROMATOGRAFfA

El aislamiento y purificacién de los componentes terpénicos de S. lasiantha se llevo a cabo
mediante diferentes tipos de cromatografia. Se mencionaran los materiales y métodos usados

para esta técnica.

La cromatografia en columna (CC) se realizo usando el procedimiento descrito por W.
Clark Still. et al,*® la elecciéon de la fase mévil adecuada se llevo a cabo por ensayos previos
por cromatografia en capa delgada y la proporciéon de la mezcla se eligié ajustando el R.f. en

un intervalo entre 0.2 y 0.25.”

Como fases estacionarias se utilizaron Sephadex LH-20 (Lipophilic Sephadex LH-20,
Bead size 25-100 p) de la marca Sigma Aldrich o silica gel 60 A 230/400 de la marca
Macherey-Nagel. Para esta ultima, la aplicacion de la muestra se realizd adsorbiendo
previamente el extracto vegetal en silica gel del mismo tipo, en proporcion 1:2. El montaje de

cada CC se hizo siguiendo las instrucciones encontradas en la literatura.”® Imagen 9.
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Imagen 9. Cromatografia en columna, imagenes representativas de la técnica.

Tanto para la eleccion de la fase mévil adecuada en cada CC, realizar su seguimiento y
comprobar la pureza de los compuestos aislados, se hizo uso de cromatografia en capa

delgada (CCD) empleando cromatofolios de silica gel G UV254 de 0.25 mm de espesor,

marca Macherey-Nagel.

El revelado de las CCD primero fue por medio de luz ultravioleta procedente de una
lampara portatil modelo ENF-260C (onda corta UV, 2= 254 nm) y posteriormente utilizando
como reactivo cromogénico una solucién preparada con de 12 g de sulfato cérico amoniacal y

22 mL de acido sulfurico concentrado en 350 g de hielo.

Las cromatografias en capa delgada preparativa (CCDP), se realizaron en placas de vidrio
con silica G-100 UV254, de 1.0 mm de espesor, y un tamafio de 20 cm x 20 cm de la marca

Macherey-Nagel.”

El diagrama mostrado en la Figura 11., resume el procedimiento experimental para la
purificacion del extracto 2PFO (resultante del fraccionamiento primario) a través de 4

cromatografias en columna, los detalles de cada una de ellas se explican a continuacion.
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Columna 1. Se usaron 4.8419 g de 2PFO. La separacion se hizo en Sephadex
utilizando una columna de 3 ecm x 50 cm. El disolvente utilizado para disolver la
muestra y eluir la columna fue MeOH. Se colectaron fracciones de 15 mL hasta llegar

a un total de 16 fracciones.

Columna 2. Realizada con las fracciones 9 y 10 de Columna 1. Se montd una
columna de 2 cm x 25 cm con silica gel 230-400, se eluyé con Hexano/AcOEt en
proporcion (2:1), se tomaron fracciones de 5 mL hasta obtener un toral de 60

fracciones.

Las fracciones 21 a 24 presentaron un solido color blanco al que se le hicieron
lavados con éter isopropilico para su purificacion. Mientras que de las fracciones 42 a

50 fue notoria la formacion de cristales en forma de agujas color amarillo.

Columna 3. Elaborada con las fracciones 11 a 15 de Columna 1. Se us6 una columna
con Sephadex como fase estacionaria, de 3 cm x 50 cm, la muestra se disolvio con
AcOEt y fue eluida con este disolvente. Se colectaron fracciones de 10mL hasta llegar

a un total de 17 fracciones.

Columna 4. Se usaron las fracciones 3 a 7 de Columna 3. Se hizo usando una
columna de 2 cm x 45 cm y empacada con silica gel 230-400. Eluida con una mezcla

de CH,Cly/Acetona en proporcién (9:1), se tomaron fracciones de 10 mL hasta un

total de 29.

Se seleccionaron con base en CCD las fracciones 1 a 3 para su purificacién, por
medio de CCDP. Se wusé un sistema de elucion compuesto por

Hexano/Acetona/Tolueno en proporciones (80:15:5).

Por otro lado, de las fracciones 18 a 28, se observd la formacion de estructuras

cristalinas blancas a las cuales tnicamente se les realizaron lavados rapidos con el
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minimo acetona fria pues el producto de interés cristalizado mostré ser parcialmente

soluble y la impureza altamente soluble.

Fracciones 9 a 10 Fracciones 11 a 15

Fracciones 21 a 24 _
— .. Fracciones 3a 7
Sélido Blanco

Fracciones 42 a 50

Cristales Amarillos

Fraccion 1 a 3

(CCDP)

Fraccion 18 a 28

Cristales Blancos

Figura 11. Diagrama experimental para el aislamiento y purificacion de los componentes terpénicos de S.
lasiantha mediante cromatografia en columna.

5.5  ELucmacion

Preliminar a la purificacion de los compuestos aislados y con fines de identificacion, se
obtuvieron espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en un espectrémetro Bruker
operado a 300 MHz para 'H y 75 MHz para "C, utilizando como disolvente cloroformo
deuterado (CDCL3).
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Una vez puros, los compuestos fueron caracterizados con ayuda de espectros de RMN de
'H, PC, HSQC y HMBC, realizados en un equipo Bruker Avance III HD 500 MHz y Bruker
Avance III HD 700 MHz con una criosonda TCI 700 H-C/N-D. El software usado para el

procesamiento de los espectros fue MestReNova version 8.1.

Los espectros de IR y ATR se obtuvieron usando un espectrofotémetro FT-IR Bruker
Tensor 27, tanto para las fracciones seleccionadas atn sin purificar como para los
compuestos puros. Los espectros de EM, se determinaron en un equipo JEOL-JMStation

7000, usando la técnica de FAB" y JEOL-The AccuTOF JMS-T100LC DART. La masa

molecular se expresa como la relacion masa/carga (m/%).

Finalmente, los puntos de fusion, se tomaron de los productos aislados una vez
purificados y libres de cualquier disolvente, en un aparato MEL-TEMP II Laboratory Devices
USA.

5 .6 ACTIVIDAD CITOTOXICA

La evaluacién bioldgica, estuvo a cargo de los Técnicos académicos del Laboratorio de
Pruebas Bioldgicas del Instituto de Quimica de la UNAM, quienes realizaron un “screening”
primario siguiendo el protocolo de Sulforodamina B, descrito por el Instituto Nacional del
Cancer de los Estados Unidos de Norteamérica, a una concentracion 50 pM vy utilizando

como vehiculo dimetilsulfoxido.

Las lineas celulares cancerosas que fueron probadas son:

U251 = glia de sistema nervioso central PC-3 = proéstata
K562 = leucemia HTC-15 = colon
MCF-7 = mama SKLU-1 = pulmon

FGH= Cultivo Primario de Fibroblastos Gingivales Humanos sanos (control).
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Capitulo
6 RESULTADOS Y ANALISIS

En el presente estudio de las hojas de S. lasiantha, se lograron aislar y purificar cuatro
compuestos: una mezcla de naturaleza triterpenoide, una flavona y dos diterpenos de tipo
clerodano. A continuacion, se especifican los resultados obtenidos del procedimiento
experimental descrito en el capitulo anterior (Figura 11.), se demuestra la identidad de cada

uno de los metabolitos, asi como los registros de su actividad biologica.

6.1  Acmos Oreanorico y UrRsoLICO

Resulta como producto de las fracciones 21 a 24 de la “Columna 2” en forma de un
solido color blanco (Figura 11.) que, para su purificacion se le realizaron lavados con éter
isopropilico, con lo que se consiguié una buena separaciéon de las impurezas con las que se

encontraba mezclado, lo anterior se corroboré a través de CCD.

_._._

2124

Imagen 10. Mezcla de 4cidos oleanolico y ursélico. A la izquierda se observa el aspecto fisico del “sélido color
blanco” obtenido. A la derecha la CCD, el punto (21-24) muestra el compuesto de interés, eluida una vez en un
sistema hexano/acetona en proporcion (2:1).
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Como puede apreciarse en la Imagen 10., el compuesto de interés al ser revelado en

CCD, era predominantemente no polar y presentaba dos bandas (una encima de otra) que

revelaban ambas de color rosa y no se visualizaban bajo la luz UV.

En cuanto a sus propiedades fisicas, presenté un alto punto de fusién tal que se
descomponia antes de llegar a fundirse, alcanzando un valor de (247-249) °C. Por otro lado,

fue soluble en acetona y AcOEt, parcialmente soluble en CH,Cl; e insoluble en hexano y éter

isopropilico.

Debido a las particularidades antes mencionadas, se dedujo que probablemente se trataba

de la mezcla acidos oleanolico y ursolico, ya que ademas son componentes muy habituales y

abundantes en las salvias.

6.1.1 CARACTERIZACION

Con base en la caracterizacion completa (ver Anexo Al.), se corrobord que era la mezcla
de isomeros: acido oleanolico y acido ursélico (Figura 12.). Los siguientes parametros

espectroscopicos y espectrométricos, justifican estos resultados y se discuten a continuacion.
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Figura 12. Estructuras del acido oleandlico (izquierda) y 4cido ursolico (derecha).
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El espectro IR (Anexo A.1.1), que se realizo utilizando la técnica de disolucién en
CHCL, mostré bandas en 3613 cm™ y 3516 cm™ caracteristicas de las vibraciones de
estiramiento O-H de dos diferentes grupos hidroxilo, una banda en 2934 cm™ que indica el
estiramiento asimétrico de C-H, asi como otra banda en 2869 cm™ del estiramiento simétrico

de los mismos.

La presencia de grupos metilo se confirmo con la banda en 1386 cm™ debida a la torsion
simétrica y otra banda en 1461 cm™ de torsion asimétrica que indica metilos y metilenos.

También se observa una banda en 1698 cm™ correspondiente a un grupo carbonilo de écido.

Basado en las sefales asignadas al grupo carbonilo y a los dos grupos hidroxilo, sugiere la
existencia de dos diferentes acidos carboxilicos que pudieran corresponder a cada uno de los

isémeros, respaldando la teoria de que se encuentran en mezcla.

Por otro lado, en el espectro de RMN de 'H (Anexo A.1.2), se observa que existen 7
sefiales simples cuya area bajo la curva corresponde a tres nucleos de H cada una y que, por

su desplazamiento quimico, son asociados a los siete grupos metilo presentes en la molécula

de acido oleandlico y ursolico (du 0.76, 0.77, 0.90, 0.91, 0.93, 0.98, 1.13 ppm).

También, se identifico la sefial del protén geminal al OH de la posiciéon 3, el cual se
observa como una sefal ancha doble de dobles (dd) ancha, debido a la cercania que tiene con

el grupo hidroxilo, en donde existe intercambio molecular, lo que genera este efecto.

En cuanto a su multiplicidad dd, es causada por el acoplamiento de H-3 (a-axial), con
cada uno de los protones diasterotopicos de la posicion 2, que cusan el desdoblamiento en
una sefal doble con una constante Ju-wia de 11.20 Hz para el acoplamiento con H-2 (-
axial) y posteriormente, esa sefial se desdobla a un dd por el acoplamiento con H-2 (a-
ecuatorial) con una constante Juid-cauaoria de 4.25 Hz a un desplazamiento de 3.22 ppm, como

puede observarse en la Figura 13.
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Figura 13. Muestra el anillo A del acido oleandlico/ursélico, donde puede apreciarse el acoplamiento entre H-3

(a-axial) con H-2 (B-axial) en color rosa y con H-2 (a-ecuatorial) en color azul.

La otra sefal dd en 2.28 ppm, se atribuye al Hp)-18 por el acoplamiento con los dos H

diasterotdpicos de la posicion 19 (de manera andloga a la mencionada en el parrafo anterior).

Esta sefial, es muy importante pues es indicativa que el producto mayoritario en la mezcla de

isomeros, es el acido oleandlico ya que, en el caso del 4cido ursélico, no podria observarse

con esa multiplicidad. (Figura1l4.)

H Multiplicidad, 8u

500 MHz, CDCI, ] (Ho). ppm
H3 dd  J=11.20,4.25 3.22
H-12 ¢ J=3.61 5.28
Hep-18 dd  J=13.99,4.99 2.28
Hw23 s 0.98
Hpr24 s 0.90
He25 s 0.76
Hep-26 s 0.77
Hw-27 s 1.13
Hew-29 s 0.91
Hep-30 s 0.93

Figura 14. Desplazamientos quimicos y asignaciones en RMN-'H del Acido Oleandlico.
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Finalmente, el triplete ancho en 5.28 ppm se asigné a H-12 de la doble ligadura. La
multiplicidad esperada para esta sefal, es un dd por su acoplamiento con cada uno de los dos
H diasterotdpicos de la posicion 11, pero dado que las constantes de acoplamiento con
ambos protones tienen valores muy parecidos, la sefial no alcanza a definirse y los dos dobles

se empalman de manera que forman un pseudo-triplete ancho.

Cabe hacer la aclaracion, que generalmente en los productos naturales, los protones de
los metilenos en una molécula ciclica no son considerados como equivalentes, ya que su
entorno quimico, debido a su disposicion espacial, es muy diferente para cada uno de ellos a
pesar de que se encuentren enlazados a un mismo atomo de carbono, por lo que son

diferenciables, es decir, son diasterotopicos.

El espectro de RMN de "C (Anexo A.1.3), mostré 30 senales evidenciando una

estructura tipo triterpenoide. Se identificaron los carbonos correspondientes al grupo

carbonilo (C-28) en 182.94 ppm vy a la doble ligadura (C-12 y C-13) en 127.77 ppm y 143.73

También logré confirmarse la presencia del C unido al oxigeno del alcohol secundario
(C-3) en 79.20 ppm y los siete grupos metilo (-CHs), cuyo desplazamiento quimico se
encuentra a campo alto. Todos los pardmetros espectroscopicos se verificaron con los ya

publicados y estan de acuerdo con los de 4cido oleandlico.’

Cabe mencionar en las sefales de la doble ligadura fue en donde se confirmé que
efectivamente se tenia una mezcla de isémeros (acido oleanolico y ursodlico), ya que en el
espectro se observan dos sefales poco intensas correspondientes al C-12 y C-13 del 4cido
ursolico en 125.98 ppm y 138.08 ppm, el cual se encuentra como componente minoritario

en la mezcla. Figura 15.
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C Sc C 8c C 8c
125MHz  ppm | 125MHz  ppm | 125MHz  ppm
CDCL CDCl, CDCl;
C1 3856 C-11 23.11 c-21 33.95
c2 2132 C-12 122.77 C-22 33.21
C3  79.20 C-13 143.73 C-23 28.25
C-4 3890 C-14 41.17 C-24 15.70
C-5 5537 C-15 27.83 C-25 15.47
C-6 18.45 C-16 23.55 C-26 17.23
C7 3258 C-17 46.66 C-27 26.08
C8  39.42 C-18 41.77 C-28 182.94
C9  47.78 C-19 46.03 C-29 32.58
C-10  37.23 C-20 30.83 C-30 23.72

Figura 15. Desplazamientos quimicos y asignaciones en RMN-"C del Acido Oleandlico.

La espectrometria de masas indic6 una masa molecular de 456 g/mol, con formula
molecular C50H4sO5 y 7 grados de insaturacion, que corresponden con los acidos oleandlico y

ursélico.

6.1.2 Activipap BioLocica

El acido oleanolico y el 4cido ursolico son triterpenoides comunes y abundantes en
muchas plantas y pueden considerarse parte integral de la dieta humana. Se ha visto que los
extractos vegetales, contienen uno o varias sustancias activas que, en conjunto, son mds

eficaces que un solo compuesto en la obtencion de los efectos bioldgicos deseados.’
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La mezcla de Acido Oleandlico (AO) y Acido Ursolico (AU), ha sido usada para el
tratamiento de lesiones hepaticas, fibrosis hepatica cronica y cirrosis. También se ha
empleado en la quimioterapia combinada para ciertos tipos de tumores, actuando en diversas
etapas del desarrollo del tumor, inhibiendo la iniciacion y proliferacién, asi como para

inducir la diferenciacion de células tumorales y la apoptosis.’!

Asi mismo, se han encontrado que ambas sustancias poseen numerosas actividades
cardiovasculares, incluyendo efectos antiarritmicos, inmunomoduladores, vasodilatadores,

. e 1. . .. . .. 32,33
hipolipidémicos, antiinflamatorios y antioxidantes.

También, debido a sus efectos hipoglucémicos, tienen una aplicacién potencial para el
manejo de Diabetes Mellitus Tipo 2 (T2DM), que generalmente estd asociada con la
obesidad, asi como con el desarrollo de trastornos hepaticos, cardiacos y renales. Esto es de
gran relevancia ya que la diabetes, es un trastorno metabolico cronico que, seguin estadisticas,
en 2014 se estim6 que alrededor del 9% de la poblacién mundial adulta la padecia, de los

cuales 90% se encontraba afectada por T2DM.”

Otras de sus actividades bioldgicas que destacan, es su actividad antibacterial contra
Mycobacterium tuberculosis, responsable de la tuberculosis (AO y AU), Bacillus cereus, causante
de vomito y diarrea (AO y AU), Streptococcus pneumoneae, causante de enfermedades
respiratorias (AQO), Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, asociadas a la iniciacion y
desarrollo de caries dental (AU), Listeria monocytogenes, que provoca enfermedades del sistema

inmune (AO y AU) y microorganismos carcinogénicos del plancton (AO y AU).*

Como puede apreciarse, los efectos farmacologicos reportados son demasiados para ser
mencionados en detalle en este trabajo, pero definitivamente refleja el creciente interés en la
investigacion sobre estos triterpenoides naturales y su potencial para el desarrollo de nuevos

tratamientos.
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6.2  EupaTORINA

Surge como producto de las fracciones 42 a 50 de la “Columna 2” (Figura 11.), en las
que se obtuvieron finos cristales en forma de aguja color amarillo palido, los cuales, a través

de CCD, se comprobd que se encontraban puros.

2)
42-50

Imagen 11. Eupatorina 1) aspecto fisico del compuesto color amarillo palido 2) Cristales en forma de aguja 3)
CCD de la fraccion (42-50) eluida una vez en un sistema hexano/AcOEt en proporcion (1:1).

Como puede verse en la Imagen 11., el compuesto de interés al ser revelado en CCD, era
predominantemente polar y presentaba una banda visible a simple vista color amarillo palido

que, al revelarse, el color se intensificaba y era muy notoria su visualizaciéon bajo la luz UV.

Con relacion a sus caracteristicas fisicas, presentd un punto de fusion de (175-176) °C.
Por otro lado, fue altamente soluble en acetona y AcOEt, parcialmente soluble en CH,Cl; e

insoluble en hexano.
Debido a las propiedades del compuesto antes mencionadas y sus caracteristicas

espectroscopicas, se dedujo que se trataba de una molécula tipo flavonoide, que al igual que

los triterpenos, se encuentran de manera abundante en plantas del género Salvia.
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6. 2. 1 CARACTERIZACION

Con base en la caracterizaciéon completa (ver Anexo A2.), pudo confirmarse que el
flavonoide aislado, era la 3',5-dihidroxi-4',6,7-trimetoxiflavona, “eupatorina” (Figura 16.),

para la que se obtuvieron los siguientes parametros espectroscopicos y espectromeétricos.

MeO

Figura 16. Estructura del flavonoide eupatorina.

El espectro IR (Anexo A.2.1), que se realizd utilizando la técnica de disolucion en
CHCI;, mostré una banda en 2939 cm™ que indica el estiramiento asimétrico de C-H, asi
como otra banda en 2969 cm™ del estiramiento simétrico de los mismos. También se localizd

otra banda en 1461 cm™ de torsion asimétrica que indica metilenos.

Se observan bandas en 1656 cm™, la cual es caracteristica de un carbonilo de cetona
conjugada, y sefiales intensas entre 1100 cm™ y 1300 cm™, debidas a la torsion de grupos
hidroxilo. Una banda en 1495 cm™ debida al nucleo bencénico, y bandas en 2841 cm™ y

1024 cm™ correspondientes a los grupos metoxilos.

Por otro lado, en el espectro de RMN-'H (Anexo A.2.2), se observan 3 sefiales simples,
una en 3.92 ppm, 3.97 ppm y 3.99 ppm, proporcionales para 3 protones cada una, las cuales

fueron asignadas a los tres grupos metoxilo de las posiciones 4’, 6 y 7, respectivamente.
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Adicionalmente, en 5.77 ppm y 12.75 ppm se observan 2 sefales simples, anchas e
intercambiables por D;O (Anexo A.2.3), que integran para un protén, lo que indica que se
tienen 2 grupos hidroxilo en la molécula. La sefial mas desplazada a campo bajo fue asignada
al proton fenolico en posicion 5 del anillo A, este desplazamiento es caracteristico de este
tipo de estructuras donde el protén del OH en C-5 presenta enlace de hidrogeno con el

grupo carbonilo en posicion 4.

La sefal simple que se observa en 6.58 ppm es distintiva de un flavonoide tipo flavona y
corresponde al proton H-3. El singulete en 6.55 ppm, fue asignado al protén de la posicién
8. El protén en posicion 5, se observa como una sefial doble en 6.96 ppm con una ] =8.47
Hz, la cual se debe al acoplamiento orto con el protén en posicion 6, la sefial doble en 7.48
ppm (J=2.24 Hz) se asigno al proton H-2’, por su acoplamiento meta con el protéon 6.
Finalmente, la sefal dd en 7.44 ppm (J=8.49, 2.27 Hz) se asigno al protén 6, por sus

constantes de acoplamiento con el proton orto en 5’ y en meta con H-2'. Figura 17.

H Multiplicidad, Su
500 MHz, CDCl; J (Hz). ppm
H-2’ d J=12.24 7.48
H-3 s 6.58
H-5’ d J=8.47 6.96
H-6’ dd J=8.49,2.27 7.44
H-8 s 6.55
OH-3 s 5.77
OH-5 s 12.75
OCH;-4’ s 3.99
OCH;-6 s 3.92
OCHs-7 s 3.97

Figura 17. Desplazamientos quimicos y asignaciones en RMN-'H de la Eupatorina.
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El espectro de "C (Anexo A.2.4), muestra las 3 sefales correspondientes a los grupos
metoxilo en 56.30 ppm, 56.47 ppm, 61.03 ppm vy la sefial asignada al grupo carbonilo de la

posicion 4, muy desplazada a campo bajo, ubicada en 182.84 ppm. Figura 18.

Los datos espectroscopicos experimentales, fueron confirmados con los ya publicados y

. 35
estan de acuerdo con la estructura propuesta.

C oc C 8¢
125 MHz ppm 125 MHz ppm
CDCL CDCls
C-2 163.95 C-r 124.64
C-3 104.67 C-2 112.47
C-4 182.83 C-3 149.70
C-5 153.18 C-4 146.16
C-6 132.75 C-5 110.83
C-7 158.90 C-6’ 119.27
C-8 90.71 OCH; -4’ 56.46
C-9 153.38 OCH;-6 61.02
C-10 106.32 OCH;-7 56.30

Figura 18. Desplazamientos quimicos y asignaciones en RMN-"C de la Eupatorina.

La espectrometria de masas indic6 una masa molecular de 344 g/mol, con formula
molecular CisHisO7 y 11 grados de insaturacién, que corresponden con la estructura del

flavonoide eupatorina.
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6.2.2 Activipap Biorocica

Los flavonoides son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal
con actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales, entre otros efectos bioldgicos

bien conocidos y estudiados.

Se ha demostrado que la flavona eupatorina es un agente antiproliferativo y citostatico
activo contra varias lineas celulares de cancer, incluyendo adenocarcinoma cervical humano
(HeLa, ICso= 5 pg/ml), adenocarcinoma gastrico humano (MK-1, ICsp= 12 pg/mlL),
melanoma murino (B16F10, ICso= 5 pg/mL), carcinoma de colon en un modelo murino (26-
L5) o linea celular de cancer de mama humano (MDA-MB-468, ICso= 0.5 a 15 uM). No tiene
efectos citostaticos en la linea de células de mama humana normal (MCF-10A, 1Cso= 50

HM)‘%’”’SS

Estas observaciones sugieren que la eupatorina podria convertirse en un agente
anticanceroso con la selectividad deseada entre el cancer y las células normales. La capacidad
de la eupatorina para inhibir inespecificamente muchas proteinas quinasas ha sido probada y

es la causa mas probable de sus efectos celulares.*®

Adicionalmente, este compuesto posee alta actividad antiinflamatoria®”, se ha
identificado como un compuesto vasodilatador®, presenta propiedades anti-mitdticas® y
también se ha encontrado que posee actividad tripanocida contra epimastigotes de

Trypanosoma cruzi, el parasito que causa la enfermedad de Chagas, provocando insuficiencia

cardiaca (ICso= 0.2 pg/mL)*.

En el género Salvia, la eupatorina es un componente flavonoide muy comun, que ha
logrado ser aislado de diversas especies como S. connivens”, S. lavandulifolia®, S. macrosiphon®,

S. mirzayana®, S. moorcroftiana®, S. plebeia®, S. syriaca®, S. urolepis™ y S. thymoides” (endémica

de México).
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6 . 3 LACTONA DEL ACIDO HAUTRIWAICO

Se obtuvo como producto de las fracciones 1 a 3 de la “Columna 4” (Figura 11.), con
apariencia de un solido transliucido color amarillo palido (Imagen 12). Para su purificacion se
realizd una CCDP utilizando como fase mévil una mezcla de Hexano/Acetona/Tolueno en
proporciones (8:1.5:0.5), con lo que se logré una buena separacion de las impurezas que

contenia, esto se confirmo a través de CCD.

"

‘

1-3
Imagen 12. Lactona del 4cido hautriwaico. A la izquierda el aspecto fisico del aceite translacido color amarillo

palido. A la derecha se muestra la CCD de la fraccién (1-3) sin purificar, eluida una vez en un sistema
CH,Cl,/Acetona en proporcién (9:1).

Como puede notarse en la Imagen 12., el compuesto de interés, al ser revelado en CCD,
presentaba una banda color negro que era predominantemente no polar y también era

posible visualizarlo bajo la luz UV.

En cuanto a sus caracteristicas fisicas, presentd un punto de fusién de (119-120) °C. Por

otro lado, fue altamente soluble en CH;Cl; y medianamente soluble en acetona y AcOEt.
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6.3 . 1 CARACTERIZACION

Con base en la caracterizacion completa (ver Anexo A3.) se determind que el compuesto
de interés era el diterpeno lactonizado del acido hautriwaico (Figura 19). En seguida, se
presentan los parametros espectroscopicos y espectrométricos obtenidos que sustentan estos

resultados.

Figura 19. Estructura de la Lactona del Acido Hautriwaico.

El espectro IR (Anexo A.3.1), que se realizo utilizando la técnica de pelicula, mostré una

banda en 2866 cm™ del estiramiento simétrico de los mismos.

La presencia de grupos metilo se confirmé con la banda en 1379 cm™ debida a la torsion

simétrica y otra banda en 1452 cm™ de torsion asimétrica que indica metilos y metilenos.
También se observa una banda intensa en 1764 cm™ correspondiente a un grupo

carbonilo caracteristico de lactonas. Una banda en 1661 cm™ caracteristica de dobles

ligaduras causadas por estiramientos C-C vy las flexiones fuera del plano de los enlaces C-H.
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En el espectro de RMN de 'H (Anexo A.3.2), se distinguen tres sefiales de un sistema
ABC asignados a los protones de las posiciones 14, 15 y 16 que se encuentran en el anillo de
furano. En el caso del H-14 encontrado en 6.27 ppm, se acopla con H-15 generando una
sefial doble con J=1.83 Hz, que posteriormente se desdobla a un dd con J= 0.90 Hz al

acoplarse a larga distancia (a 4 enlaces) con H-16.

El proton H-15 desplazado a 7.36 ppm, también genera una sefal dd por su
acoplamiento con H-14 y H-16, pero ya que los valores de las constantes asociadas a estos
dos acoplamientos presentan un valor muy similar, las dos sefales dobles no se alcanzan a
separar lo suficiente, de tal modo que se traslapan y generan un pseudo-triplete ancho con

una constante de acoplamiento de 1.69 Hz.

Para H-16 encontrado en 7.22 ppm, nuevamente se espera una sefal dd por su
acoplamiento con H-14 y H-15, pero dado que sus contantes de acoplamiento con estos

protones son muy pequenas, la sefial se observa como un singulete ancho.

Por otro lado, la senal simple que aparece desplazada a 0.61 ppm fue asignada a los
protones del grupo metilo ubicado en la posicion 20 ya que no se encuentra acoplado con
ningun H, mientras que los protones del metilo de la posicion 17 se encuentran como una
seial doble por su acoplamiento con el H-8 (B-axial) a un desplazamiento de 0.87 ppm y una

constante de acoplamiento de 6.72 Hz.

En cuanto a H-3 que se encuentra a un desplazamiento quimico de 6.76 ppm, se observa
como un dd por su acoplamiento con cada uno de los H diasterotopicos de la posicion 2, lo

que ademas indica que no hay sustituyentes en C-2.

Para la sefal en 1.09 ppm del metileno en posicion 1, solo se observo la senal
correspondiente a H-1 (0-axial). Dado que tiene dos protones axiales vecinos (H-2 y H-10) y
al acoplamiento geminal con H-2 ecuatorial, se genera una sefial cuadruple con constante de
acoplamiento 12.45 Hz. Posteriormente, debido al acoplamiento con H-1 (B-ecuatorial), cada
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una de las sefiales del cuarteto, se desdobla en un doble con una constante de 3.96 Hz,

generando asi la sefal cuarteto doble que es proporcional para un nucleo de hidrégeno.

Los protones diasterotépicos de la posicion 19, conforman un sistema AB caracteristico
de clerodanos, en el que la senal de H-19 pro-S encontrado en 3.93 ppm, se observa como
una sefial dd debido a su acoplamiento con el protén geminal H-19 pro-R (J=8.07 Hz) y al
acoplamiento a larga distancia de tipo “W” con H-6 B-axial (J=2.14 Hz), lo que indica que el
metileno de la posicion 19 se encuentra orientado a-axial y que no existen sustituyentes en la

posicion 6-f axial. (Figura 20).

©) pro-R

Figura 20. Lactona del Acido Hautriwdico. Marcado en rojo, el acoplamiento tipo W.

Por otro lado, también se observa una sefial doble asociada al protén diasterotopico H-19
pro-R, debido a su acoplamiento con el protén pro-S con una constante de acoplamiento de

8.00 Hz y que es proporcional para un nucleo de hidrégeno.

Finalmente, se localizo la sefial correspondiente para el H-6 (a-ecuatorial) en 1.94 ppm,
que se acopla con el proton diasterotdpico geminal H-6 (B-axial), generando una senal doble
con una constante de 13.07 Hz, que posteriormente se desdoblan a un dd por acoplamiento

con H-7 (B-ecuatorial) y nuevamente se desdobla a un ddd por acoplamiento con H-7 (a-
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axial), pero dado que estos dos ultimos acoplamientos ecuatorial-ecuatorial y ecuatorial-axial
tienen una constante con un valor similar, se traslapan sus sefales generando asi una sefial

doble de triples que es proporcional para un atomo de hidrégeno. (Figura 21.)

H Multiplicidad, Ou
500 MHz, CDCl; J (H2). ppm
H-1 qd J=12.45,3.96 1.09
H-3 dd J=1.50, 2.24 6.76
H-6 dt J=13.07, 3.42 1.94
H-14 dd J=1.83,0.90 6.27
H-15 t J=1.69 7.36
H-16 m 1.22
H-17 d J=6.72 0.87
H-20 s 0.61
H-19 dd J=8.07,2.14 3.93
H-19 d J=8.00 431

Figura 21. Desplazamientos quimicos y asignaciones en RMN-'H de la Lactona del Acido Hautriwaico.

La RMN-"C (Anexo A.3.3), mostro 20 sefales, sugiriendo una estructura diterpenoide.

Se identificaron los carbonos correspondientes a un grupo carbonilo (C-18) en 169.60 ppm,

a una doble ligadura (C-3 y C-4) en 136.82 y 138.60 ppm.

Fue notoria la presencia de 4 sefales muy particulares, desplazadas a campo bajo y
caracteristicas de un furano (C-13 a C-16). Por otro lado, también se observd la sefal
correspondiente al carbono unido al oxigeno de la lactona (C-19) en 72.01 ppm vy los dos

grupos metilo (-CHj3) con desplazamientos quimicos a campo alto. Figura 22.
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Todos los pardmetros espectroscopicos experimentales, asi como sus respectivas

. . . 6 ’ ’
asignaciones, fueron comparadas con los ya publicados* y se encontré que correspondian

entre si.
C oc C dc
125 MHz ppm 125 MHz ppm
CDCl; CDCL
C-1 19.82 C-11 38.99
C-2 27.96 C-12 17.84
C-3 135.82 C-13 125.13
C-4 138.60 C-14 110.99
C-5 45.78 C-15 143.07
C-6 34.69 C-16 138.80
C-7 27.83 C-17 15.80
C-8 36.73 C-18 169.60
C-9 37.90 C-19 72.01
C-10 48.25 C-20 18.27

Figura 22. Desplazamientos quimicos y asignaciones en RMN-"C de la Lactona del Acido Hautriwdico.

La espectrometria de masas indic6 una masa molecular de 314 g/mol, con formula
molecular C;0H;605 y 8 grados de insaturacion, que corresponden con la estructura de la

lactona del 4cido hautriwiico.

6.3.2 Activipap Biorocica

La lactona del 4cido hautriwaico, es un diterpeno de tipo clerodano que fue aislado por
primera vez en 1967 de las hojas de Doddonea spp*’ (de especies como Doddonea viscosa™ y

Doddonea angustifolia*®) pertenecientes a la familia Sapindaceae. También, ha sido aislado de
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especies de la familia Asteraceae, como Baccharis crispa®, Baccharis dracunculifolia’®, Baccharis
flabellata®, Chromolaena pulchella®, Heteropappus altatcus™ y Pulicaria salviifolia’®. No se tienen
registros publicados de este diterpeno como un componente fitoquimico en plantas del

género Salvia, por lo cual en esta tesis es la primera vez que se describe su aislamiento.

La principal actividad biolégica que presenta este diterpeno, es su actividad
antialimentaria, esto es, que inhibe el comportamiento normal de alimentaciéon en algunos
insectos, tales como Tribolium castaneum’' en su fase adulta o de Tenebrio molitor® en su etapa
larval, ambos considerados como plagas de productos almacenados, particularmente harina y

granos.

Investigaciones demuestran que las caracteristicas estructurales esenciales para la
actividad antialimentaria de este clerodano, es la presencia simultinea de un anillo de furano
y una y-lactona a, B-insaturada. Esta conclusion fue comprobada cuando la lactona del 4cido
hautriwaico se sometié a reduccion con LiAlH4 que, aunque el diol resultante tiene una
cadena lateral de p-etilfurano en la posicion 9, no mostré ninguna actividad

antialimentaria.” (Figura 23.)

Figura 23. Reaccion de reduccion con LiAlHs de la lactona del acido hautriwdico para dar un diol.

Otro tipo de actividad que presenta la lactona del 4cido hautriwdico, es un gran potencial
como antifungico contra Saccharomyces cerevisiae®™ (con un valor de MIC < 7.8 pg por cada
caja Petri de 5 mm de didmetro y 2 mm de profundidad), que es una levadura muy utilizada
en la industria y también presente en la microbiota humana. Entre las enfermedades

asociadas o condiciones predisponentes a infecciones causadas por este hongo, destacan la
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diabetes mellitus, la insuficiencia renal, el cancer, malnutricion, la utilizacion de catéteres y
los procedimientos quirurgicos, provocando que los pacientes presenten fiebre como

manifestacion clinica.

También mostré una alta actividad contra Leishmania donovani (ICs50=7.0 pg/mL vy
[C90=28.0 ng/mL), un protozoario que causa la enfermedad leishmaniasis, considerada como
un problema de salud publica importante ya que afecta a alrededor de 12 millones de
personas en 80 paises y causa morbilidad y mortalidad principalmente en regiones tropicales

de Africa, Asia y América Latina.”

Adicionalmente, este efecto también fue probado usando acido hautriwdico, cuya
estructura es muy similar a la lactona, difiriendo principalmente en los grupos funcionales de
los C-4 y C-5, el cual resulté ser inactivo, lo que sugiere que el anillo pentaciclico de lactona
entre estas posiciones puede mejorar la actividad contra leishmaniasis en estructuras tipo

clerodano.™

Asi mismo, la lactona del 4cido hautriwdico, mostré ser moderadamente activa contra
Plasmodium falciparum, un protozoario que causa malaria, otra enfermedad tropical
importante que tiene el potencial de afectar a casi el 40% de la poblacion mundial y es

responsable de 1 a 2 millones de muertes cada afio.”

Presentando valores de ICso= 0.8 pg/mL usando una variedad de P. falciparum “D6”,
proveniente de Sierra Leona y que era susceptible a cloroquina (firmaco usado para el
tratamiento o prevencién de la malaria) y un ICso= 2.2 pg/mL con una variedad “W2”,

originaria de Indochina, resistente a cloroquina.”

Como puede apreciarse, las actividades biolégicas mds sobresalientes y conocidas de este
diterpeno, son por sus efectos antialimentarios, pero definitivamente, este compuesto tiene
un gran potencial para el desarrollo de nuevos tratamientos de algunas enfermedades, lo que

se refleja en un creciente interés para la investigacion de estos diterpenoides naturales.
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6 . 4’ ACIDO HAUTRI\X/AICO

Aislado de las fracciones 18 a 28 de la “Columna 4” en las que se observo la formacion
de estructuras cristalinas blancas translucidas (Figura 11). Para su purificacion, tinicamente se
les realizaron lavados rapidos con la minima cantidad de acetona fria, ya que el producto de
interés, una vez cristalizado, mostro ser parcialmente soluble y la impureza color amarillo con

la que estaba mezclado, era altamente soluble.

Caash

18-28

Imagen 13. Acido hautriwaico. A la izquierda, aspecto fisico del compuesto cristalino color blanco, estructuras
cristalinas blancas translucidas. A la derecha, CCD de la fraccion (18-28) sin purificar, eluida una vez en un
sistema CH,Cl,/Acetona en proporcién (9:1).

En la Imagen 13., puede observarse que el compuesto de interés, al ser revelado en CCD,
presentaba una banda color negro, con propiedades polares y presentaba un arrastre

caracteristico de dcidos carboxilicos. No era visible bajo la luz UV.
Con relacion a sus caracteristicas fisicas, presenté un punto de fusion de (180-182) °C.

Por otro lado, fue altamente soluble en disolventes como CH,Cl; y medianamente soluble en

acetona y AcOEt.
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6.4. 1 CARACTERIZACION

Con base en la caracterizacion completa (ver Anexo A4.), se dedujo que el compuesto
estudiado, se trataba del diterpeno tipo clerodano, 4cido hautriwdico (Figura 24.). A
continuacién, se presentan los parametros espectroscopicos y espectrométricos obtenidos que

comprueban este resultado.

Figura 24. Estructura del Acido Hautriwaico.

El espectro IR (Anexo A.4.1), realizado por la técnica de ATR con la muestra solida,
mostrd una banda en 3145 cm™ caracteristica de las vibraciones de estiramiento O-H de un
grupo hidroxilo, dos bandas en 2961 cm™ y 2929 cm™ que indican el estiramiento asimétrico

de C-H, asi como otra banda en 2869 c¢cm™' del estiramiento simétrico de los mismos.

La presencia de grupos metilo se confirmé con la banda en 1382 cm™ debida a la torsion
simétrica y otra banda en 1446 cm™ de torsiéon asimétrica que indica metilos y metilenos.
También se observa una banda muy intensa en 1659 cm™ correspondiente a un grupo
carbonilo de 4cido. Una banda en 1624 cm™ caracteristica de dobles ligaduras causadas por

estiramientos C-C vy las flexiones fuera del plano de los enlaces C-H.

Por otro lado, en el espectro de RMN de 'H (Anexo A.4.2), se distinguen tres sefiales de

un sistema ABC asignados a los protones de las posiciones 14, 15y 16 que se encuentran en
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el anillo de furano. En el caso del H-14 encontrado a 6.24 ppm, se observa como una sefal
doble por su acoplamiento con H-15 (J=1.01 Hz) que, por falta de resolucion en el analisis,
no se alcanza a observar su segundo acoplamiento a larga distancia (a 4 enlaces) con H-16y

una constante de acoplamiento muy pequena, lo que generaria asi una sefial dd.

El proton H-15 desplazado a 7.35 ppm, también genera una sefal dd por su
acoplamiento con H-14 y H-16, pero ya que los valores de las constantes asociadas a estos
dos acoplamientos presentan un valor muy similar, las dos sefales dobles no se alcanzan a
separar lo suficiente, de tal modo que se traslapan y generan un pseudo-triplete ancho con una

constante de acoplamiento de 1.67 Hz.

Para H-16, nuevamente se espera una seial dd por su acoplamiento con H-14 y H-15,
pero dado que sus contantes de acoplamiento con estos protones son muy pequenas, la sefal

se observa como una sefal simple ancha.

La sefnal simple que aparece desplazada a 0.75 ppm fue asignada a los protones del grupo
metilo ubicado en la posicion 20 ya que no se encuentra acoplado con ningiin H, mientras
que los protones del metilo de la posicién 17, se encuentran como una sefial doble por su

acoplamiento con el H-8 (B-axial) en un desplazamiento de 0.85 ppm.

En cuanto a H-3 que se encuentra en un desplazamiento quimico de 6.76 ppm, se
observa como una sefal triple ancha ya que originalmente era un doble de dobles por su
acoplamiento con cada uno de los H diasterotopicos de la posicion 2, pero al no alcanzarse a
separar, se superpusieron generando el triplete ancho. Esta sefal, ademas indica que no hay

sustituyentes en C-2.
Otra de las sefiales que se logré identificar, fue la de uno de los H del metileno ubicado

en la posicion 12, el cual se muestra como un triple de dobles proporcional para un nucleo

de hidrégeno, en 2.13 ppm. Su multiplicidad se deriva de que tiene 2 d4tomos de hidrogeno
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vecinos en la posicion 11, lo que genera una sefal triple que posteriormente la desdobla a un

triple de dobles por el acoplamiento con el otro H diasterotopico de la posicion 12.

Una de las principales diferencias que se observa en el espectro de RMN-'H entre el
dcido hautriwéico y su derivado lactonizado, es que en el acido ya no se tiene el acoplamiento
tipo W entre H-6 (B-axial) y H-19 pro-S, ya que para poder observarlo, es necesario que la
molécula presente cierta rigidez (como en el caso de la y-lactona a, B-insaturada), pero como
el grupo -CH,OH que sustituye a C-5 en el acido hautriwaico presenta libre giro, este

acoplamiento W no se observa. Figura 25.

De modo que las multiplicidades apreciadas para los protones diasterotopicos de la
posicion 19 es una sefal doble para H-19 pro-S debido a su acoplamiento con H-19 pro-R a
un desplazamiento quimico de 3.79 ppm y otra sefial doble para H-19 pro-R debido a su
acoplamiento con H-19 pro-S a un desplazamiento quimico de 4.22 ppm. Ambas senales

proporcionales para un atomo de hidrégeno y constantes de acoplamiento de 10.0 Hz.

Figura 25. Acido Hautriwdico. Marcado en rojo el grupo -CH,OH que sustituye a C-5 que presenta libre giro.

Finalmente, se identificaron ambas sefales correspondientes a los protones
diasterotopicos del metileno en la posicion 6. El H-6 (B-axial), se acopla con ambos protones

del metileno de la posicion 7, resultando en una sefal triple, que después se desdobla a un
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triple de dobles por el acoplamiento con H-6 (a-ecuatorial), sefial que es proporcional a un

hidrégeno y se encuentra a un desplazamiento de 1.19 ppm.

El H-6 (a-ecuatorial) se acopla con el proton H-6 (B-axial), generando una sefial doble,
que posteriormente se desdobla a un dd por acoplamiento con H-7 (B-ecuatorial) y
nuevamente se desdobla a un ddd por acoplamiento con H-7 (a-axial), pero dado que estos
dos ultimos acoplamientos ecuatorial-ecuatorial y ecuatorial-axial tienen una constante con un
valor similar, se traslapan sus sefiales generando asi una sefial doble de triples ancha que es

proporcional para un nucleo de hidrégeno a un desplazamiento de 2.44 ppm. (Figura 26.)

H Multiplicidad, 8
700 MHz, CDCL, J (Ha). ppm
H-3 £ J=3.69 6.76

H-6 W J=13.19,4.35 1.19

de J=13.42,3.37 2.44

H-12 W J=12.95,5.60 2.13

H-14 d J-101 6.24

H-15 t J=1.67 7.35
H-16 s 7.19

H-17 d  ]=6.83 0.85

H-19 d  J=10.02 4.22

d  J-10.04 3.79

H-20 s 0.75

Figura 26. Desplazamientos quimicos y asignaciones en RMN-'H del Acido Hautriwaico.

Por otro lado, el espectro de RMN-"C (Anexo A.4.3), mostr6 20 sefiales sugerentes de

una estructura diterpenoide. Se identificaron los C correspondientes a un grupo carbonilo de
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4dcido carboxilico (C-18) en 171.17 ppm y a una la doble ligadura (C-3 y C-4) en 139.70 ppm

y 138.56 ppm respectivamente.

Nuevamente fue notoria la presencia de las 4 sefiales (C-13 a C-16) desplazadas a campo
bajo caracteristicas de furano. También, se encontrd el pico correspondiente al carbono
unido al oxigeno de un alcohol (C-19) en 66.12 ppm y dos grupos metilo (R-CH3) con

desplazamientos quimicos a campo alto. Figura 27.

Todos los parametros espectroscopicos experimentales, asi como sus respectivas

asignaciones, fueron comparadas con los ya publicados™*>*° y se encontré que correspondian
entre si.
C 3¢ C 3¢
175 MH:z ppm 175 MH:z ppm
CDCl, CDCl;
C-1 17.14 C-11 38.65
C-2 2691 C-12 18.42
C-3 139.70 C-13 125.37
C-4 138.56 C-14 111.06
C-5 38.91 C-15 142.96
C-6 31.36 C-16 140.85
C-7 26.83 C-17 16.00
C-8 36.34 C-18 171.17
C-9 42.07 C-19 66.12
C-10 46.43 C-20 18.76

Figura 27. Desplazamientos quimicos y asignaciones en RMN-"C del Acido Hautriwico.

La espectrometria de masas indicé una masa molecular de 332 g/mol, con formula
molecular C,0H2504 y 7 grados de insaturaciéon, que corresponden con la estructura del 4acido

hautriwéico.
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6.4.2 Activipap Biorocica

El acido hautriwdico, fue aislado por primera vez en 1936 por Kotake y Kuwata, quienes
lo clasificado como un acido monohidrocarboxilico. Se obtuvo a partir de la resina que
exudan las hojas de Dodonea viscosa, una planta ampliamente distribuida en Taiwdn y
popularmente conocida en Japén como “Hautriwa” del que se deriva su nombre comun.* Se
ha visto que cuando se calienta durante un periodo de 30 minutos a una temperatura de

(180-190) °C, se transforma en su derivado lactonizado.*

Este diterpeno, se encuentra principalmente en especies de plantas de la familia
Sapindaceae (Dodonea wiscosa*®*™*®,  Dodonea angustifolia®®®) y Asteraceae (Baccharis
heterophylla®, Baccharis sarothroides’, Baccharis uaccinoides’, Baccharis dracunculifolia®, Pulicaria
salviifolia™, Laennecia sophiifolia®). No se tienen registros publicados de este diterpeno como

un componente fitoquimico en plantas del género Salvia, por lo cual en esta tesis es la

primera vez que se describe su aislamiento.

Por otro lado, este clerodano posee diversos tipos de actividades bioldgicas, entre ellas,
como agente hepatoprotector frente a hepatoxicidad inducida por tetracloruro de carbono
(CCly) en ratas” y actividad antiinflamatoria en modelos de edema en oreja de raton,

mostrando una inhibicion del 87.1% a una dosis de 1 mg de dcido hautriwdico por ensayo®.

El acido hautriwdico también presentd una moderada actividad contra Plasmodium
falciparum (protozoario causante de malaria), con valores de ICs0=3 pg/mL usando la variedad
“D6” susceptible a cloroquina (farmaco usado para el tratamiento o prevenciéon de malaria) y

ICs50=2.6 pug/mL con la variedad “W2” resistente a cloroquina.”

Asi mismo, se ha encontrado que tiene bajos efectos como antibacterial contra
Staphylococcus aureus con MIC < 250 pg por ensayo y Bacillus pumilus MIC < 150 pg por

ensayo (cada ensayo realizado en cajas Petri de 5 mm de didmetro y 2 mm de profundidad).”
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Sus efectos antialimentarios, se han probado utilizando discos de hojas provenientes de
plantas de chile o papa cortados de 1 cm” de érea, cuya superficie superior fue cubierta con
10 uL de 4cido hautriwaico a diferentes concentraciones, para los que resulté activo contra
Leptinotarsa decemlineata®™ en su estado adulto (principal plaga en los cultivos de papa) a un
valor de ICso= 50 pg/cm? en larvas de Spodoptera littoralis®® (plaga que afecta cultivos
horticolas), mostrando un valor de ICsy < 0.5 pg/cm?’, en larvas de Spodoptera frugiperda®™
(plaga que ataca cultivos de maiz y algodon), con un valor de ICs < 28 pg/cm’ y en Tribolium

castaneum’’ (plaga que infesta molinos de harina, almacenes y tiendas de comestibles).

6.5  Evarvacion Biorocica

Debido a que los componentes terpénicos aislados de S. lasiantha ya estaban reportados
en la literatura y sus efectos bioldgicos se encontraban ampliamente estudiados, se optd por
complementar la informacién existente con estudios de citotoxicidad en lineas celulares
cancerosas humanas, probando los dos diterpenos de tipo clerodano encontrados (4cido

hautriwdico y su derivado lactonizado).

La evaluaciéon citotoxica, fue efectuada por el Laboratorio de Pruebas Biologicas del
Instituto de Quimica. Realizaron un screening primario siguiendo el protocolo Sulforodamina
B, descrito por el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de Norteamérica, a

una concentracion 50 pM vy utilizando como vehiculo dimetilsulféxido. (Figura 28.)

% de inhibicion del crecimiento (antiproliferativo)
U251 PC-3 K562 | HTC-15| MCF-7 | SKLU-1| FGH
Acido Hautriwdico | 54.5 25.6 | 69.15 | 2022 | 174 8.8 52.5
Lactona del Acido | 45.6 3457 | 793 30.7 8.9 350 | 53.8

Hautriwaico

Muestra

Figura 28. Resultados del screening primario para citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas.
Lineas celulares: U251= glia de sistema nervioso central, PC-3= prostata, K56 = leucemia, HTC-15= colon,
MCE-7= mama, SKLU-1 = pulmén, FGH= Cultivo Primario de Fibroblastos Gingivales Humanos sanos
(control).
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En los resultados obtenidos que se muestran en la tabla de la Figura 28., el mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento que se tuvo para ambos clerodanos, fue en las lineas

celulares U251 (glia sistema nervioso central) y K562 (leucemia).

Sin embargo, es importante sefalar que en cuanto FGH, esto es, el cultivo primario de
fibroblastos gingivales (células humanas sanas), también hay una actividad inhibitoria
importante de alrededor del 50%, lo que quiere decir que no solo inhibe el crecimiento de

células cancerosas, sino que también ataca células sanas, un efecto no deseado.

Es por esta razén que desafortunadamente ninguno de los dos clerodanos es viable para
este Uso, ya que es un tratamiento muy agresivo a pesar de presentar efectos antiproliferativos

selectivos.

6.6  Comraracion Entre Ecotiros pe Salvia lasiantha (Benth)

La heterogeneidad en el habitat de los organismos vegetales debido a su distribucion
geografica, condiciones climaticas, entre otros factores biodticos y abidticos, pueden estimular
que se originen diferentes poblaciones de plantas dentro de una misma especie (ecotipos), los

" « e P 1
cuales son genéticamente distintos como resultado de esta adaptacion. ©

A continuacion, se realiza la comparacion entre ecotipos de Salvia lasiantha (Benth) que

han sido estudiados hasta la fecha, incluyendo las aportaciones del presente trabajo.

El primer ecotipo estudiado, fue proveniente de la region de Tamazulapan, Oaxaca. Su
colecta se realizo en el ano de 1987 y fue aislada la lasiantina, un neo-clerodano diterpenoide
en cantidad abundante, asi como B-sitosterol y dcido oleandlico de las partes aéreas de la

plata." (ver seccion 2.3, Figura 1.)
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El segundo ecotipo analizado, fue dos afos después, originario de San Cristébal de las
Casas, Chiapas. Su colecta fue realizada en noviembre de 1989 y nuevamente fue aislada de
las partes aéreas la lasiantina y el 4cido oleandlico, adicionalmente también se encontraron

dos nuevos derivados de la lasiantina.” (ver secciéon 2.3, Figura 1.)

En agosto de 1996, se estudiaron las raices de otro ejemplar proveniente de Oaxaca
(mismo ecotipo que el colectado en 1987), del que fueron asilados cariocal, un seco-abietano

diterpenoide y salviasperanol, un icetexano diterpenoide.* (ver seccion 2.3, Figura 1.)

De lo anterior, es importante destacar que el contenido de los metabolitos secundarios
encontrados al estudiar las partes aéreas o de las raices del material vegetal, es muy distinto a
pesar de pertenecer al mismo ecotipo, esto es, que su produccion cambia segin el 6rgano

vegetal que se estudie.

Por otro lado, cuando se comparan distintos ecotipos, tales como el originario de
Chiapas wversus el de Oaxaca, en donde estudiaron las partes aéreas para ambos casos, puede
notarse una gran similitud en los compuestos aislados, lo que sugiere que, aunque la
distribucion de metabolitos es distinta a lo largo de la planta, si es caracteristica de cada

organo vegetal que la conforma (raices, hojas, flores o frutos).

En septiembre del 2012, se hizo el estudio de un tercer ecotipo de S. lasiantha colectado
en el Valle de Tehuacdn, Puebla. Se encontré un alto contenido de flavonoides, pero no se
lograron aislar compuestos diterpénicos (comunicacion personal), razén por lo cual, no existe

alguin registro publicado.

Sin embargo, ya que se realizd en el mismo grupo de trabajo dirigido por el M. en C.
Baldomero Esquivel, se sabe que tanto el método de extraccion como el fraccionamiento

primario fue hecho de la misma forma en que el descrito en esta tesis en las secciones 5.2 y

5.3.
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Por ultimo, la aportacion de este trabajo al estudio fitoquimico de S. lasiantha, se realizo
con otro ecotipo originario de Puebla, pero de la region de San Bartolo Teontepec.
Colectado en septiembre del 2015 y del cual fue aislado acido hautriwdico, su derivado
lactonizado y la mezcla de acidos oleanolico, ursélico. También se observd que el extracto

poseia un alto contenido flavonoide, como la eupatorina.

Se realizd una comparacion a través de CCD del contenido de compuestos presentes en
los extractos de las partes aéreas, posterior a su fraccionamiento primario (ver seccion 5.2), de
los dos ejemplares de S. lasiantha del mismo ecotipo de Puebla (afios 2012 y 2015). Como
puede observar se en la Imagen 14., el ejemplar colectado en 2012, muestra notablemente

menos componentes (bandas) que el del ejemplar colectado en 2015.

Acidos oleandlico y ursolico.

Lactona del acido hautriwaico

Eupatorina

Acido hautriwdico

2012 2015

Imagen 14. CCD en la que se compara el contenido de los compuestos presentes en el extracto después de
su fraccionamiento primario en dos ejemplares de S. lasiantha del mismo ecotipo proveniente de Puebla. A la
izquierda el ejemplar colectado 2012 y a la derecha el ejemplar colectado en 2015. Placa eluida tres veces en un

sistema Hexano/Acetona en proporcion (2:1).
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Entre sus similitudes, destaca el contenido flavonoide (bandas color amarillo) que,
aunque se observa en menor cantidad para la muestra del 2012, la banda correspondiente a
eupatorina se encuentra presente en ambos extractos y en proporciéon similar. Asi mismo, la
mezcla de los triterpenos acidos oleanolico y ursélico (banda color rosa) se visualiza para las

dos muestras en cantidad equivalente. Imagen 14.

Por otro lado, es muy marcada la diferencia respecto al contenido de compuestos
diterpénicos (bandas que revelan color marrén) pertenecientes al dcido hautriwdico y su
derivado lactonizado ya que, en el ejemplar del 2012, estan practicamente ausentes a pesar de

que pertenecen al mismo ecotipo y fueron colectadas en la misma temporada. (Imagen 14).

Estos cambios en su composicion quimica, pueden explicarse considerando a los
metabolitos secundarios como sustancias que desempefian un papel importante en la

adaptacion al medio ambiente y como defensa contra herbivoros o agentes patdgenos.

Su produccion y acumulacion generalmente es baja (mejor al 1% del peso de la planta
seca) y a menudo ocurre en plantas sometidas a condiciones de estrés provocadas por factores
bioticos como lo son herbivoros, agentes patdgenos tales como hongos y la actividad humana
(como la tala o ganaderia) y factores abiodticos que estan relacionados al clima y condiciones
geograficas, como lo es la temperatura, altura, humedad, intensidad de la luz (cantidad de
radiacion UV), el suministro de agua, deficiencias de nutrientes (minerales), alcalinidad del

suelo, la alta salinidad y cantidad de CO,.*

Dichas condiciones, pueden ser potencialmente dafiinas o causar efectos adversos en el
crecimiento y desarrollo de la planta, por lo que las concentraciones de los diversos

productos naturales, dependen fuertemente de estos factores.®

Especificamente, la comparacion entre los dos ejemplares de S. lasiantha pertenecientes al
ecotipo de Puebla, indica que la region de San Bartolo Teontepec, se encuentra mds

degradada en comparacion con la zona cercana al Valle de Tehuacan, probablemente debido
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a una mayor actividad humana en donde se colectd el material vegetal, favoreciendo asi la

produccion de metabolitos secundarios en el ejemplar del afio 2015. (Imagen 15.)

<7
L

S Bastolo,
” "Teontepec. ..

4

Imagen 15. Mapa que muestra los sitios de colecta de los dos ejemplares de Salvia lasiantha en los afos

2012 y 2015, clasificados como el ecotipo de Puebla. (©2017 DigitalGlobe, Google Earth.)

Otra posibilidad, es que existiera una mayor presencia de herbivoros o plagas en San
Bartolo Teontepec, lo que explicaria que los clerodanos aislados se distingan por su gran

potencial antialimentario.

Es por esto que a pesar de que S. lasiantha ya haya sido estudiada con anterioridad, es
importante continuar su investigacion ya que pueden realizarse nuevas aportaciones que sean
de ayuda como indicadores quimiotaxonémicos del género Salvia o incluso que la
produccion de metabolitos secundarios pueda ser usada como sefalizadores de que tan

degradada se encuentra una region.
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Capitulo

7 (CONCLUSIONES

Se llevo a cabo el aislamiento, purificacion y caracterizaciéon de cuatro diferentes
compuestos a partir del extracto acetonico de S. lasiantha mediante técnicas cromatogréficas.
La estructura quimica de los metabolitos aislados, se dedujo a través de técnicas
espectroscopicas (RMN, FT-IR), espectrométricas (EM), propiedades fisicas (punto de fusién)

y por comparacion de estos parametros con los ya publicados.

Se obtuvo una mezcla isomérica de triterpenos (acidos oleandlico y ursélico) y también
una flavona (eupatorina), sustancias que se encuentran frecuentemente en el género Salvia y

que estdn ampliamente distribuidas en las plantas.

Se aislaron y purificaron dos metabolitos secundarios diterpénicos de tipo clerodano
(4cido hautriwaico y su derivado lactonizado). Aunque los compuestos mencionados ya han
sido reportados previamente, hasta el momento, inicamente se han descrito para la familia
Asteraceae. Lo anterior, hace nuevas aportaciones a la composicién fitoquimica de las salvias

mexicanas y de la familia Lamiaceae.

Se realiz6 una amplia busqueda de informacion sobre la variedad de estudios de actividad
bioldgica que existen de las cuatro sustancias aisladas. Entre lo mas relevante, se encontro
que de los dos diterpenos, la lactona del acido hautriwaico presentaba mayores efectos
bioldgicos en comparacion con su precursor, el acido hautriwaico (poco activo), lo que daba
pauta de que la presencia simultinea del anillo de furano junto con el anillo pentaciclico de
y-lactona a, B-insaturada situada entre las posiciones 4 y 5, mejoran la actividad biolégica en

estructuras de tipo clerodano.
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Se complemento la informacién existente de ambos diterpenos aislados con la evaluacion
de la actividad citotéxica en lineas celulares cancerosas humanas. Encontrandose que
desafortunadamente ninguno de los dos clerodanos era viable para este uso, ya que es un
tratamiento muy agresivo para las células humanas sanas, a pesar de presentar altos efectos

antiproliferativos y selectivos.

Finalmente, por primera vez se realizo una comparacion entre distintos ecotipos de S.
lasiantha, confirmandose que los metabolitos secundarios son caracteristicos de cada una de
las partes de la planta (raices, hojas, flores y/o frutos) y que su sintesis y acumulacién
depende fuertemente de diversos factores bioticos y abidticos bajo las que se desarrolle el

ejemplar vegetal.

Especificamente, al comparar los ejemplares del ecotipo de Puebla, se concluye que la
zona de San Bartolo Teontepec estd mas degradada y posiblemente hay una mayor actividad
humana y/o presencia de herbivoros, lo que explica que los clerodanos aislados se distingan

por su gran potencial antialimentario.
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A.2.3 Eupatorina RMN-IH + D,O 500 MH: CDCl;s
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A.2.5 Eupatorina HSQC 500 MHz CDCl;
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A.2.6

Eupatorina
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A.3.

Lactona del Acido Hautriwaico
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A.3.2 Lactona del Acido Hautriwaico RMN-IH 500 MHz CDClL
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RMN-"C 125 MH: CDCl;
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A.3.4

Lactona del Acido Hautriwaico
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500 MHz CDCl;
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A.3.5

Lactona del Acido Hautriwaico

HMBC

500 MHz CDCl;
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AA4.

Acido Hautriwaico
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A4.2
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175 MH: CDC13
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A.4.4

7
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A.4.5

7
Acido Hautriwaico
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700 MHz CDCl;
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