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Este trabajo fue presentado en la 14° Reunién Internacional de
Investigacion en Productos Naturales celebrada del 23 al 26 de mayo en
Cuernavaca, Morelos en la dinamica de cartel con el titulo “Estudio fitoquimico
de las hojas y las raices de Salvia axillaris”, asi como en el simposio interno del
Instituto de Quimica de la UNAM con el cartel “Estudio fitoquimico y bioloégico de

las raices de la especie Salvia axillaris”




1. Introduccion

El presente trabajo expone el estudio fitoquimico de las hojas y raices de
Salvia axillaris, una planta endémica de México distribuida en los Estados de
Durango y Jalisco a Veracruz y Oaxaca. En el estudio de la especie se
identificaron 11 compuestos: una mezcla de &cidos oleandlico y ursolico, una
mezcla de estigmasterol y B-sitosterol, myo-inositol, acido rosmarinico y cinco
diterpenos con estructura de abietano, uno de ellos no reportados en la literatura
(compuesto 10), asi como la semisintesis de un derivado de la criptotanshinona

(compuesto 12).

Los diterpenos aislados; criptotanshinona, miltirona y ferruginol fueron
evaluados en dos tipos de ensayo de actividad biologica; citotoxicidad en lineas
celulares cancerosas con el protocolo de sulforramida B y actividad antioxidante
con el modelo de TBARS. De los tres compuestos estudiados, la
criptotanshinona mostré actividad significativa en las lineas celulares de cancer:
U251=glia del SNC, PC-3=proéstata, K562 =Leucemia, MCF-7= mama. Por otro
lado, el ferruginol mostré actividad significativa en la actividad antioxidante en el
modelo de TBARS. Con estos resultados, los compuestos aislados
criptotanshinona y ferruginol podrian ser potenciales estructuras lideres para el

desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de diversas enfermedades.




2. Antecedentes

2.1 Productos Naturales

Los productos naturales representan una gran familia de diversos
compuestos quimicos, producidos por plantas, bacterias, hongos y animales
marinos (Katz, L., & Baltz, R., 2016). Estos compuestos quimicos permiten el
intercambio de informacién entre los seres vivos y manifiestan una o varias
actividades bioldgicas, de ahi deriva su enorme importancia (Delgado, G.(Ed.),
& Romo de Vivar, A.(Ed.) 2015). Se estima que menos del 10% de la
biodiversidad del mundo ha sido evaluada por su actividad bioldgica, muchos

productos naturales siguen esperando ser descubiertos (Dias, D, et al., 2012).

El impacto de los productos naturales en el tratamiento de diversas
enfermedades ha sido documentado ampliamente. Los productos naturales
derivados de plantas han tenido un uso particular por siglos para el tratamiento
de una amplia variedad de padecimientos (DeCorte, B. 2016). Los registros mas
antiguos datan cerca del 2600 a.C. en Mesopotamia, donde se documenta el uso
de aproximadamente 1000 sustancias derivadas de plantas, esto incluye aceites
de algunas especies de Cedro (Cedrus) y Ciprés (Cupressus sempevirens),
Regaliz (Glycyrrhiza Glabra), especies de Mirra (Commiphora) y Amapola
(Papaver somniferum), todos estos aceites se siguen utilizando hoy en dia para

el tratamiento de diferentes malestares (Cragg, G., & Newman, D. 2013).

Los productos naturales también conocidos como metabolitos
secundarios son compuestos que no tienen un rol definido en los procesos
fundamentales de la planta o el organismo que los produce, sin embargo se ha
encontrado que cumplen con funciones importantes desde el punto de vista
ecolégico en la disuasion de herbivoros, la competencia con plantas
competidoras y la atraccion de polinizadores. Los metabolitos secundarios son
producidos en partes especificas del organismo que los produce y en etapas
definidas del desarrollo (Davey, M. 2017).
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2.2 Importancia de los productos naturales

Se estima que el 80% de la poblacién de los paises en desarrollo son
totalmente dependientes de las plantas para tratar enfermedades y malestares
(Hostettmann, K., & Marston, A. 2002). A pesar del desarrollo de nuevos métodos
para descubrir o sintetizar medicamentos, los productos naturales siguen
brindando nuevas estructuras lideres para el desarrollo de medicamentos
(Butler, M. 2004). De las nuevas entidades quimicas que han sido aprobadas
como medicamentos por la Food and Drugs Administration (FDA) en los ultimos
cinco afos, 40% son productos naturales o derivados de estos (Katz, L., & Baltz,
R., 2016).

Los productos naturales han demostrado tener aplicaciones médicas para
el tratamiento de diabetes mellitus tipo 2 (Xu, L., et al., 2018), tratamiento de
enfermedades cardiovasculares (Choy, K., 2018), antivirales (Lin, L. et al., 2014),
anticancerosas (Lee, D. et al., 2016), antiinflamatorias (Azab, A. et al., 2016) y
antioxidantes (Ng, T. et al., 2000).




2.2.1 Anticancerosos

El cancer es un conjunto de enfermedades relacionadas en las que las
células se dividen a alta velocidad, mas rapido de lo que se reproducen las
células normales, se diseminan a los tejidos circundantes y forman tumores
(Gutiérrez-Rodriguez, A. et al., 2018). Los tratamientos mas comunes contra el
cancer son la quimioterapia y la radioterapia, en algunos casos cirugia como en
casos de higado, prostata, senos o la matriz de las mujeres (What Is Cancer?.
2018). El ensayo de citotoxicidad empleando lineas celulares derivadas de
tumores humanos es uno de los principales métodos en la busqueda de
moléculas potencialmente Gtiles en el tratamiento de cancer (Linamaria Escobar,
M., & Fabio A, A. 2010). La citotoxicidad se refiere a la habilidad de un compuesto
quimico para hacer dafio a células vivas y puede consistir en un dafio inicial a la
célula causado por un compuesto quimico, seguido de la disfuncion de la
mitocondria como consecuencia del dafio inicial y finalmente, la muerte de la
célula (Vinken, M., & Blaauboer, B., 2017). Algunos productos naturales usados
como anticancerigenos son: vincristina y vinblastina aisladas de Vinca rosea
usadas contra cancer testicular, cAncer de mama, cancer de pulmon y paclitaxel
aislado de Taxus brevifolia usado contra tumores sélidos de ovario, de pulmaon,

de mama y cuello (Nobili, S. et al., 2009).

) . 0
Vinblastina

llustracién 1. Ejemplos de productos naturales usados contra el cancer.




2.2.2 Antioxidantes

En el cuerpo humano la oxidacion de lipidos es causada por el estrés
oxidativo el cual tiene efectos destructivos en la célula y esta asociado con
diversas enfermedades como el cancer. La oxidacion de lipidos forma
hidroperoxidos de lipidos los cuales son inestables y se descomponen en otros
productos secundarios como alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos grasos
volétiles y epoxidos. (Shahidi, F., & Zhong, Y. 2015). El estrés oxidativo se
produce cuando las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) sobrepasan la capacidad antioxidante reguladora del cuerpo humano
(Liu, Z., et al. 2018). Estas especies reactivas de oxigeno modulan numerosos
procesos bioquimicos en el cuerpo (captacion de glucosa, expresion genética,
sefalizacion de calcio), los altos niveles de estas pueden causar dafio en el ADN,
en proteinas y en lipidos (Ward, C., et al., 2014). En otro contexto, la oxidacién
de lipidos es una de las principales causas del deterioro de la calidad de los
alimentos y ha sido un desafio para cientificos y los fabricantes de alimentos. Los
lipidos son susceptibles a los procesos oxidativos en la presencia de
catalizadores como calor, luz, enzimas, metales y microorganismos, dando lugar
al desarrollo de sabores desagradables en los alimentos (Shahidi, F., & Zhong,
Y.,2005).

Los antioxidantes son sustancias que en concentraciones muy bajas,
retrasan, controlan o impiden los procesos oxidativos que conducen al deterioro
de la calidad de los alimentos y la propagacion de enfermedades degenerativas.
Estas sustancias ejercen su efecto inhibidor contra los procesos de oxidacion
mediante diferentes mecanismos y se pueden clasificar en primarios y
secundarios. Los antioxidantes primarios inhiben la reaccion en cadena de la
oxidacion al actuar como donantes de hidrogeno o aceptores de radicales libres
y generar radicales mas estables. Los antioxidantes secundarios previenen o
retardan la oxidacién al suprimir los promotores de la oxidacién (Shahidi, F., &
Zhong, Y. 2015).




2.3 Generalidades de la Familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae conocida anteriormente como Labiatae o familia de la
menta se distribuye casi en todo el mundo principalmente en zonas templadas
(Lamiaceae 2018). Los miembros de esta familia son plantas herbaceas anuales
0 perennes, subarbustivas, arbustivas o rara vez arbodreas. Su tallo generalmente
es cuadrangular con hojas opuestas, simples o rara vez compuestas, casi

siempre sin estipulas y con inflorescencias cimosas, generalmente contraidas

formando verticilastros pauci, agrupados en pseudoracimos o0 cabezuelas, en
ocasiones en paniculas.
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llustraciéon 2. Esquema de las hojas e inflorescencias de las plantas.




Las flores son hermafroditas, zigomorfas, rara vez actinomorfas, sésiles o
pediceladas; céliz persistente, corola simpétala, tubular con 4 o 5 I6bulos, limbo
frecuentemente bilabiado, labio superior plano o concavo, entero o bipartido, en
el inferior trilobulado, estambres 4, didinamos, con o sin estaminodios, anteras
biloculares o unilocurales, frecuentemente divergentes, de dehiscencia
logitudinal; disco nectarifero casi siempre presente. Ovario supero, bicarpelar,
tetralocular, Ovulos anatropos, uno en cada loculo, estilo por lo general
ginobésico, estigma bifido; fruto formado por cuatro mericarpios lisos o

reticulados, persistentes dentro del caliz, rara vez unidos en pares (Calderén, G.,
& Rzedowski, J. 2010).

Fig. 11 TIPOS DE COROLAS
{ Tomado de Lawrence, 1851 )
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llustracion 3. Esquema de corolas, estambres, ovulos y frutos de las plantas.




2.4 Importancia de la Familia Lamiaceae

La Familia Lamiaceae es una de las mas grandes en el mundo, incluye 236
géneros y 7,173 especies, esta relacionada con las familias Verbenaceae,
Acanthaceae, Scrophulariaceae, Gesneriaceae, Lentibulariaceae, Buddlejaceae
y Bignoniaceae, que pertenecen al mismo orden de las Lamiales. Es una familia
que tiene una importancia econdémica considerable en varias partes del mundo

debido a que muchas de sus especies tienen diferentes usos, por ejemplo:

e Como condimentos (Origanum, Thymus, Mentha)

e Como aceites esenciales (Lavandula, Pogostemon, Salvia)

En México esta familia se encuentra distribuida en su mayoria a lo largo de

las zonas montafiosas llustracion 4 (Martinez-Gordillo, M. et al., 2013).

llustracion 4. Distribucion de la familia Lamiaceae en México.

En los ultimos afios se ha despertado interés por el potencial antifingico
de la familia Lamiaceae, de tal manera que 55 especies pertenecientes a 27
géneros de esta familia son susceptibles de una aplicacion potencial en la

industria farmacéutica contra hongos patdgenos (Waller, S. B., et al 2017).

En la medicina tradicional muchas especies de la familia son usadas para
el tratamiento de diferentes problemas de salud como infecciones de garganta,
dolores de estdbmago, ulceras, espasmos, hemorragias, problemas de la piel, etc.
Muchas de ellas también son apreciadas por la produccion de aceites esenciales

con propiedades antiinflamatorias, cicatrizantes, sedantes, diuréticas, etc.




(Ciocarlan, N. 2016). En la Tabla 1 se enlistan algunos ejemplos de especies de
la familia Lamiaceae que son utilizadas en la medicina tradicional mexicana. La

foto de estas se muestran en la llustracion 5.

Tabla 1. Algunas especies de la familia Lamiaceae utilizadas en la medicina

tradicional mexicana.

Especie/ Nombre comun Parte Uso medicinal
utilizada
Marrubium vulgare/ Partes Diarrea, Parasitos Intestinales (Hernandez, T., et
Manrubio (1) aéreas al., 2003)
Mentha spicata/ Hojas Diarrea, Vomito (Hernandez, T., et al., 2003)

Hierbabuena (2)

Ocimum basilicum/ Partes Diarrea, Cdélicos (Hernandez, T., et al., 2003)
Albahaca (3) aéreas

Rosmarinus officinalis/ Partes Diarrea, Artritis (Hernandez, T., et al., 2003)
Romero (4) aéreas

Thymus vulgaris/ Partes Dolor estomacal (Alanis, A., et al., 2005)

Tomillo (5) aéreas

Hyptis suaveolens/ Chia | Semillas Indigestion (Moreno-Salazar, S., et al., 2008)

(6)
Monarda Semillas Dolor estomacal (Moreno-Salazar, S., et al.,
austromontana/ 2008)

Orégano (7)

Mentha pulegium/ Poleo | Toda la Dolor corporal, Fiebre (Josabad Alonso-Castro,
(8) planta A., etal., 2012)

Salvia leucantha/Salvia Hojas Dolor estomacal, Debilidad (Juarez-Vazquez, M.,

morada (9) et al., 2013)




llustracién 5. Fotos de las especies enlistadas en la Tabla 1.




Muchas especies de la familia Lamiaceae son apreciadas como
ornamentales y son utilizadas ampliamente en la planificacion de parques y
jardines, asi como en areas verdes urbanas. Siendo especies del género
Lavandula o lavanda de las mas utilizadas para este fin, como se puede apreciar
en obras de amantes de la naturaleza como de la taxbnoma, paisajista y escritora
inglesa Gertrude Jekyll llustracion 6 (Lépez, A. 2017). Otras especies de la

familia Lamiaceae que son utilizadas en la planificacion de parques son Stachys

lanata, Salvia officinalis y Salvia splendens (Devecchi, M. 2006).

llustracién 6. Jardin disefiado en 1908 por Gertrude Jekyll.




2.5 Género Salvia

El nombre del género Salvia deriva del latin “salvare” que significa “curar
o estar sano”, por ende, este nombre fue dado por el valor medicinal que
presentan. Muchas de las especies de Salvia son notables por el brillante color

de sus flores el cual va del rosa al rojo o del azul al morado (Wu, Y., et al., 2012).

El género Salvia es uno de los mas numerosos de la familia Lamiaceae,
esta extensamente distribuido en tres diferentes regiones Centroamérica y
Sudamérica con 500 especies, Asia Central y el Mediterraneo con 250 especies
y el Este de Asia con 90 especies (Xu, J., et al., 2018). México cuenta con 307

especies, de las cuales 232 son endémicas (Martinez-Gordillo, M. et al., 2013).

De acuerdo con Bentham el género Salvia se divide en 4 subgéneros:
Calosphace, Leonia, Salviay Sclarea, las especies mexicanas se incluyen dentro
del subgénero Calosphace. La mayor diversidad de especies del género se
presentan en las zonas montafiosas de México, principalmente en el centro-sur
del pais en bosques templados, aunque también se pueden encontrar en
bosques tropicales, zonas aridas y desérticas (Cornejo Tenorio, G., & Ibarra
Manriquez, G. 2011).

Las especies del género Salvia son principalmente arbustos, subarbustos
o0 plantas herbaceas, a menudo aromaticos; de hojas opuestas 0 a veces
verticiladas; flores por lo general dispuestas en verticilos formando espigas (con
frecuencia interruptas), rara vez en racimos o paniculas, o solitarias, bracteas a
menudo grandes, deciduas o persistentes; céliz bilabiado, por lo comun ligera y
lateralmente comprimido, el labio superior usualmente entero, a veces trifido, el
inferior bilobado; corola conspicuamente bilabiada, el tubo recto, a veces
abultado debajo del labio inferior, labio superior derecho o arqueado, en forma
de casco (galea), labio inferior trilobado, patente o a veces reflejo, el I6bulo medio
mas grande que los laterales; estambres 2, el conectivo muy alargado,
articulandose sobre un filamento corto y llevando la antera en uno de los brazos
(rara vez en ambos); ovario profundamente 4-partido, estilo bifido (Calderén, G.,
& Rzedowski, J. 2010).




En la Tabla 2 se enlistan los estados de México con mayor riqueza de

especies de Salvia (Cornejo Tenorio, G., & Ibarra Manriquez, G. 2011).

Tabla 2. Estados de la Republica Mexicana con mayor niumero de especies de

Salvia.

Estado de la Republica Mexicana

Cantidad de especies

Oaxaca 63
Guerrero 51
Puebla 50
Jalisco 49
Michoacén 48




2.6 Importancia del género Salvia

Las especies de Salvia son reconocidas por la produccion de compuestos
biolégicamente activos como los terpenos y los acidos fendlicos, muchas
especies de este género son utilizadas en la medicina tradicional, por ejemplo:
S. cavaleriei contra la disenteria y la hemoptisis; S. desoleria contra
enfermedades gastrointestinales y ginecoldgicas; S. bucharica contra
enfermedades hepaticas (Hao, D., et al., 2018), S. blepharochlyna contra la
tuberculosis, S. multicaulis tiene efectos antifungicos, S. prionitis posee
propiedades antibacteriales (Kabouche, A., & Kabouche, Z. 2008). Algunas otras
especies de Salvia han mostrado tener efectos antiproliferativos de células
cancerosas, por ejemplo: S. miltiorrhiza, S. prionitis, S. menthaefolia (Fiore, G.,
et al., 2006).

Estudios en animales e in vitro han confirmado que muchas especies de
Salvia contienen compuestos activos como &cidos fendlicos, flavonoides y
diterpenoides que pueden reforzar las actividades cognitivas y proteger contra
enfermedades neurodegenerativas (Lopresti, A. 2016), tal es el caso de S.
miltiorrhiza que ha mostrado poseer efectos terapéuticos contra el Alzheimer en
modelos animales (Teng, Y., et al., 2014) y S. elegans que presenta efectos
antidepresivos (Herrera-Ruiz, M., et al., 2006). Otras especies de Salvia como S.
divinorum generan efectos alucinbgenos comparables con el LSD, sin embargo
esta planta ha sido utilizada por indigenas Mazatecos para tratar dolores de

cabeza, reumatismo y diarrea (Listos, J., et al 2011).




2.7 Metabolitos comunes producidos en especies del género Salvia

Las especies del género Salvia son una rica fuente de metabolitos
secundarios como &cidos fendlicos, flavonoides, monoterpenos, sesquiterpenos,

diterpenos, sesterterpenos y triterpenos llustracion 7 (Lopresti, A. 2016).

OH OH

OH O
Acidos fendlicos Flavonoides
(acido rosmarinico) (luteolina)

Monoterpenos Sesquiterpenos
(limoneno) (Plebeiafurano)
OH o OH
O =
@) OH
o
(@)

Diterpenos Sesterterpenos
(royleanona) (salvileucolidona)

O0OH

Triterpenos
(acido ursdlico)

llustracion 7. Esquema de los metabolitos mas comunes del género Salvia.




2.7.1 Terpenos

Los terpenos son una clase de compuestos organicos ampliamente
distribuidos en la naturaleza caracterizados por la presencia repetitiva de una
unidad de cinco &tomos de carbono (2-metil-1,3-butadieno, isopreno) derivada
del acido mevalénico. Los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de
isopreno que conforman la molécula (dos unidades isoprénicas = unidad
terpénica) (LaLonde, R. 2005):

e Hemiterpenos: una unidad de isopreno

e Monoterpenos: dos unidades de isopreno

e Sesquiterpenos: tres unidades de isopreno
e Diterpenos: cuatro unidades de isopreno

e Sesterterpenos: cinco unidades de isopreno
e Triterpenos: seis unidades de isopreno

e Tetraterpenos: ocho unidades de isopreno

VY

llustracién 8. Estructura del isopreno.

Los terpenos sintetizados por las plantas son los responsables de
ahuyentar a los depredadores, de atraer polinizadores y funcionan como
mensajeros quimicos que influyen en la expresion de genes involucrados en el
mecanismo de defensa contra otras plantas vecinas (Zwenger, S., & Basu, C.
2008).




2.7.1.1 Diterpenos

Los diterpenos son parte de los compuestos responsables de las actividades
bioldgicas del género Salvia. Efectos antibacteriales, antifungicos, antioxidantes,
antiinflamatorios y anticancerosos son producidos por este tipo de terpenos
(Kabouche, A., & Kabouche, Z. 2008). En la llustracion 9 se muestran algunos
ejemplos de los diferentes tipos de diterpenos que se han descrito en el género

Salvia, entre ellos se encuentran:

Pimaranos

e Abietanos

Icetexanos

e Clerodanos

ent-kauranos

e Labdanos

OH
o
o
Abietano Labdano ent- kaurano
(roileanona) (esclareol) (11,12-Didehidroleukamenina E)

Icetexano Clerodano Pimaranos
(salvicanol) (acido hautriwaico) (acido 6B-hidroxi-isopimarico)

llustracién 9. Diferentes tipos de diterpenos aislados de especies del género

Salvia.




2.7.2 Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos son una subclase de compuestos de una numerosa
categoria de metabolitos, el término fendlicos abarca aproximadamente 8,000
compuestos. Todos estos compuestos comparten una estructura caracteristica,
un anillo aromatico con un sustituyente hidroxilo y dependiendo del nimero de
sustituyentes se pueden clasificar en fenoles simples o polifenoles. El término
acido fendlico designa un fenol que posee un acido carboxilico como sustituyente
llustracién 10 (Robbins, R. 2003).

Los acidos fendlicos tienen una gran variedad de beneficios a la salud
debido a sus propiedades bioldgicas, especialmente antiinflamatorias y
antioxidantes. Este tipo de compuestos se encuentran distribuidos ampliamente
en los alimentos de origen vegetal. El consumo estimado de &cidos fendlicos es
de 25 mg a 1 g dependiendo de la dieta: frutas, verduras, cereales, té, café, etc.
(Stalikas, C. 2007).

OH
HDDAV)LDH /@/\/U\O

HO
HO OH

acido cafeico acido rosmarinico
(antioxidante Butt, M., & Sultan, M. (antiinflamatorio y antioxidante Petersen, M.
2011) 2013)

acido salviandlico B
(antiinflamatorio Ho, J., & Hong, C. 2011)

llustracién 10. Acidos fenélicos mas comunes en el género Salvia.




2.8 Salvia axillaris

Clasificacion taxondmica:
Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Género: Salvia

Eplteto especifico: axillaris

Nombre cientifico: Salvia axillans

llustracion 11. Foto de Salvia axillaris.

Descripcidn de Salvia axillaris segun Calderon, G., & Rzedowski, J. es:

Planta herbacea perenne de raices lefiosas; tallo rastrero, extendido y
ascendente, enraizando en los nudos, hispido-piloso o hispido-pubérulo.

Hojas sésiles, obovadas a oblanceoladas, de 0.7 a 1.2 cm de largo, de 3
a 4.5 mm de ancho, redondeadas en el &pice, cuneadas en la base, sericeas,

sobre todo en el envés.

Flores solitarias, bracteas obovadas, de £ 3 mm de largo y £ 1 mm de
ancho, caducas, pedicelos erectos, de 4 a 5 mm de largo, tomentosos; caliz de
7 a 8 mm de largo, de £ 2 mm de ancho, patente, glanduloso-pubescente, su
labio superior trifido, con la division central mas corta, el labio inferior acuminado,
ciliado en sus margenes; corola de color lila claro o a veces blanca, de 1.3 a 1.4
cm (tubo de 8 a 9 mm) de largo, su labio superior de + 2 mm de largo, el inferior
de £ 5 mm de largo y de ancho; anteras todas bien desarrolladas, de £ 1 mm de
largo, conectivos de + 1.5 mm de largo; estilo de = 1.5 cm de largo.

La especie se encuentra distribuida desde Durango y Jalisco hasta
Veracruz y Oaxaca y se caracteriza por sus estambres con filamentos glabros y
los tallos provistos de pelos extendidos, largos y glandulosos.




llustracién 12. Distribucién de Salvia axillaris en México, triangulos vacios
variedad axillaris, circulos vacios variedad hidalgoana, circulos rellenos

variedad potosina (Turner, B.L. 1996).

2.8.1 Estudios preliminares de Salvia axillaris

El estudio preliminar del extracto de acetona de las partes aéreas y las
raices de Salvia axillaris condujo al aislamiento de un 20-nor-abietano que fue
identificado la criptotanshinona, aislada anteriormente de la especie de origen

chino S. miltiorrhiza llustracion 13 (Esquivel, B., et al., 1997).

llustracién 13. Estructura del 20-nor-abietano criptotanshinona.




3. Justificacion

Estudios fitoquimicos de especies del género Salvia han mostrado que
estas contienen principalmente diterpenos, triterpenos y acidos fendlicos, varios
de ellos con actividades biologicas interesantes como antioxidantes,
antiinflamatorias y anticancerigenos. El estudio de Salvia axillaris ampliara el
conocimiento sobre la composicion quimica del género y de las especies

endémicas de México.




4. Objetivos

4.1 Objetivo general

e Contribuir al conocimiento de la flora mexicana a través del estudio

fitoquimico y biolégico de la especie Salvia axillaris.
4.2 Objetivos particulares

¢ Aislar e identificar metabolitos secundarios no reportados de la especie
Salvia axillaris por técnicas cromatograficas convencionales y técnicas
espectroscopicas como Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
Espectroscopia de Infrarrojo (IR) y Espectrometria de Masas (EM).

e Evaluar la actividad antiproliferativa y antioxidante de los metabolitos
secundarios aislados.

e Obtener derivados semisintéticos de los metabolitos secundarios

aislados.




5. Metodologia experimental

5.1 Materiales y equipos

Para llevar a cabo el aislamiento y purificacion de los metabolitos
secundarios, se emplearon técnicas cromatograficas convencionales como
cromatografia en columna (CC) usando gel de silice (230/400) como soporte en
una relacion de 1:20 por gramo de extracto, sephadex (LH-20) y cromatografia
en capa fina preparativa (CCFP) en cromatoplacas de marca MACHEREY-
NAGEL de 20 x 20 cm y de 0.1 mm, 0.5 mm, 1.00 mm, 2.00 mm de espesor

hechas en Alemania.

Durante el fraccionamiento se realizé el monitoreo constante por
cromatografia en capa fina analitica (CCFA) usando placas de gel de silice 60G
UV2s4 de marca MACHEREY-NAGEL de 20 x 20 cm y 0.12 mm de espesor. La
deteccion por exposicion a luz UV se observo en una lampara portatil Spectroline
Longlife Filtrer, con una longitud de onda de 254 nm. Para el revelado de las
cromatoplacas por aspersion y calentamiento, se utilizaron dos soluciones
reveladoras, “OLEUM” preparada con 200 mL de acido acético, 10 mL de acido
sulfarico y 40 mL de agua y “SULFATO CERICO” preparada con 350 g de hielo,

12 g de sulfato cérico y 22.2 mL de acido sulftrico.

Los disolventes utilizados: metanol, acetona, acetato de etilo,
diclorometano y hexano, fueron obtenidos de manera comercial y destilados en
el laboratorio previo a su uso. Para la concentracion de los extractos y de las
fracciones se utilizd un evaporador rotatorio marca BUCHI modelo R y RIl con

su respectivo bafio de agua B-RIl y B491.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron realizados en un espectrofotometro
Brucker tensor 27, utilizando la técnica de disolucion en cloroformo (CHCI3), los
espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de H, 13C, COSY, DEPT 90,
DEPT 135, HMBC y HSQC fueron realizados en espectrometros modelos:
Brucker avance Ill HD 500 MHz, Brucker Avance Ill 400 MHz, Jeol Eclipse 300
MHz y Brucker Avance Il HD 700 MHz utilizando cloroformo deuterado (CDCl3)

s

o metanol deuterado (MeOD) como disolvente.




Los espectros de masas (EM) se obtuvieron en un espectrometro Jeol
AccuTOF JMS-T100LC por la técnica DART (Direct Analysis in Real Time) y
Brucker Esquire 6000 con trampa de iones por introduccion directa ESI*

(Electrospray lonization).




5.2 Material vegetal

El material vegetal fue recolectado el 30 de septiembre de 2017 a 11.5 km
del entronque de la Concepcién a San Miguel Aztatla, Oaxaca.

llustracién 14. Ubicacién geogréfica de la zona de colecta.




5.3 Preparacion de los extractos de las hojas de Salvia axillaris

La planta se sec6 a temperatura ambiente y a la sombra, posteriormente
se molié en un molino de cuchillas. Se obtuvieron 600 g de planta seca y molida,
se realizd la extracciéon con disolventes de polaridad ascendente utilizando

hexanos (HX), diclorometano (DMC) y metanol (MeOH), obteniendo:

e 4 g del extracto de hexanos
e 3 g del extracto de diclorometano

e 9 g del extracto de metanol

5.3.1 Aislamiento de los metabolitos secundarios

Los compuestos 1 y 2 se identificaron como una mezcla que precipitd

durante el proceso de preparacion del extracto de hexanos.

El extracto de DMC se separ6 mediante CC usando gel de silice (230/400)
como soporte y una mezcla de HX-Ac en proporciones 95:5 a 0:100 como
eluyente, se recolectaron 68 fracciones de 125 mL cada una, las cuales, se
reunieron en 13 fracciones primarias (A-M) con base en el perfil cromatografico
mostrado en CCFA.

La mezcla de los compuestos 3 y 4 fue identificada como un sélido blanco

en la fraccion E.

La fraccion H (222 mg) se separé mediante CC usando de soporte gel de
silice y una mezcla DCM-AC 95:5 como disolvente de elucion, se recolectaron 6
fracciones de 50 mL cada una, se reunieron en 4 fracciones secundarias (HA-
HD), la fraccion HC (96 mg) se separd mediante CC usando de soporte gel de
silice y una mezcla DCM-AC 95:5 como eluyente, se recolectaron 8 fracciones
de 50 mL cada una, se reunieron en 6 fracciones terciarias (HCA-HCF). De la

fracciébn HCD se aisl6 el compuesto 5.

El extracto de MeOH se separ6 mediante CC usando sephadex como

soporte y MeOH como eluyente, se recolectaron 18 fracciones de 125 mL.

En la fraccion 6 se obtuvo un precipitado de color blanco que fue

identificado como el compuesto 6.

)
jE




En la fraccién 9 se obtuvo un sélido de color verde y se identificé como el

compuesto 7.




5.4 Preparacion de los extractos de las raices de Salvia axillaris

Las raices se secaron a temperatura ambiente y a la sombra, posteriormente
fueron molidas en un molino de cuchillas. Se obtuvieron 198 g de raices secas y
molidas, se realiz6 la extraccion con disolventes de polaridad ascendente

utilizando hexano (HX), diclorometano (DMC) y metanol (MeOH), obteniendo:

e 2.22 g del extracto de hexano
e 5.7 g del extracto de diclorometano

e 8.53 g del extracto de metanol

5.4.1 Aislamiento de los metabolitos secundarios

En el extracto de HX se separ6é mediante CC usando gel de silice como
soporte y una mezcla HX-AcOEt 95:5 a 20:80 como disolvente de elucién, se
recolectaron 70 fracciones de 25 mL cada una. Se obtuvo un precipitado color
naranja (723 mg), el cual se separ6é una CC usando de soporte gel de silice y
usando una mezcla de HX-AcOEt 2:1 como eluyente, se recolectaron 15
fracciones de 125 mL cada una, de las fracciones 6 a 9 se obtuvo el compuesto
5.

En la fraccion 11 se obtuvo un precipitado de color naranja, el cual fue

identificado como el compuesto 8.

En la fraccion 14 se obtuvo un aceite de color naranja, el cual fue identificado

como el compuesto 9.

En la fraccion 25 se obtuvo un precipitado de color amarillo, el cual fue

identificado como el compuesto 10.

En la fraccién 32 se obtuvo otro precipitado de color blanco que se identificd

como una mezcla de los compuestos 3y 4.

El extracto de DCM se separé mediante CC usando de soporte gel de silice
(230/400) y usando una mezcla de HX-AC 80:20 a 0:100 como eluyente y al final

metanol. Se recolectaron 99 fracciones y se reunieron en 18 fracciones primarias

(A-Q).
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La fraccion C (436 mg) se separdé mediante CC usando de soporte gel de

silice (230/400) y usando una mezcla de HX-AC 20:80 como eluyente, se

recolectaron 12 fracciones diferentes (CA-CL) de 50 mL. La fracciéon CD se

separ6 mediante CCFP para obtener el compuesto 11 como un aceite color rojo.

En la fraccidn N se obtuvo un precipitado rojo, el cual fue identificado como

el compuesto 8.

5.5 Reaccio6n

El compuesto 12 se obtuvo mediante la reaccién de contracciéon de anillo

por el reordenamiento de un analogo del bencilo a un analogo al 4cido bencilico

usando como reactivos criptotanshinona e hidroxido de potasio y 1-4 dioxano

como disolvente de reaccion siguiendo la metodologia de (Patra, A., et al. 2006).

El mecanismo de la reaccidon se muestra en la ilustracion 15.

llustracion 15. Mecanismo de reaccion de contraccion de anillo.




5.6 Actividad Bioldgica

Los ensayos de actividad citotoxica en lineas cancerosas y actividad
antioxidante se llevaron a cabo en el Instituto de Quimica de la UNAM en el
laboratorio de pruebas bioldgicas por el técnico M. en C. Antonio Nieto Camacho

y la técnica M. en C. Maria Teresa Ramirez Apan.

5.6.1 Actividad citotdoxica

Las lineas celulares que se utilizan en el laboratorio de pruebas biolégicas
del Instituto de Quimica perteneces al panel del NClI, las cuales fueron adaptadas
al medio de cultivo RPMI-1640 adicionado con suero fetal bovino (10%), una
mezcla de antibidticos-antimicéticos al 10% y 2 uM de glutamina. A estas lineas
se les caracterizé el tiempo de duplicacién y con ello se establecio la densidad

de inoculo que se deposita en cada micropozo como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3.Informacion de las lineas celulares utilizadas en laboratorio de pruebas

biolégicas del Instituto de Quimica.

Linea Organo de Tiempo de Células/pozo Concentracion
celular origen duplicacién TCA(%)
Q)
K562 CML 19 5,000 50
HCT-15 colén 18.1 10,000 50
MCF-7 mama 25.6 5,000 50
PC-3 prostata 28.7 7,500 50
U251 SNC 254 7,500 50
SKLU pulmon 254 7,500 50

TCA: acido tricloroacético, CML: leucemia mieloblastica crénica, SNC: sistema nervioso central

Con excepcion de la linea K562, las lineas restantes de adhieren a las
botellas de cultivo y para cosecharlas se adiciona 1 mL de 0.05% de tripsina-
EDTA. Enseguida que las células se desprenden del sustrato plastico, se les
adiciona de 5-10 mL de medio de cultivo para inactivar la tripsina. Las células en
suspensién son depositadas en tubos conicos y centrifugadas por 3 min, ya

formado el paquete celular se le agrega medio de cultivo para re-suspenderlas.
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De la suspensién se toma 0.05 mL de inoculo y se re-suspende en 0.45 mL de
azul de tripano, colorante que permite contas a las células vivas. Determinando
el numero de células por mL, se hace los ajustes necesarios para depositar el

inoculo en un volumen de 100 yL/pozo a la densidad antes mencionada.

Cada placa es inoculada con dos lineas celulares por triplicado y es pre-
incubada por 24 horas a 37 °C con una atmosfera de 5% de CO2 y 100%
humedad relativa para favorecer la estabilidad de estos antes de adicionar las
sustancias a probar. Para un screening primario de un compuesto puro se prueba
la concentracion mas alta permitida 50 uM y para el caso de extractos vegetales
se emplea la concentracion de 50 pg/mL. Todas las muestras son solubilizadas
en dimetil-sulfoxido (DMSO) o agua 100 veces mas concentradas que la
concentracion a probar. Inmediatamente después de la preparacion de las
muestras en solucién y en el caso de realizar curvas concentracion-respuesta (5
diluciones se prueban) se agregan 100 L, siendo el volumen final del pozo de
200 pL. Nuevamente la microplaca es incubada por 48 horas bajo las

condiciones antes mencionadas.

Al finalizar el periodo de incubacion de los compuestos con las células,
éstas son precipitadas (o fijadas) in situ afiadiendo 50 uL de una solucién de TCA
frio al 50%, incubadas a 4 °C por 60 minutos. Se desecha el sobrenadante y las
placas son lavadas 5 veces con agua desionizada y secadas al ambiente. El
tefido de las células fijadas al sustrato del pozo, es con 100ul de una solucién al
0.4% de SRB e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. La SRB no
unida es removida por 3 lavados con &cido acético al 1% y se dejan secar al
ambiente. Las placas tefiidas se les agrega 100 uL de un buffer de tris y se agitan
por 10 minutos para favorecer la disolucion del complejo; a continuacion, se mide
la DO en un lector de microplacas a una longitud de onda de 515 nm. Los datos
se procesan obteniendo el promedio de la DO de los 3 pozos/linea tratados con
el compuesto (DOt), los 3 pozos tratados con DMSO (DOc) y 2 pozos de testigos,
es decir aquellos que no tiene células pero si compuesto (DOb). ElI % de

inhibicion del crecimiento (%IC) se calcula con la siguiente expresion:

DOt — DOb

o1c =100~ (55 7y

)*100
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5.6.2 Actividad antioxidante

El cerebro de rata es homogenizado con una solucion amortiguadora de
fosfatos a una concentraciéon 9.5 mM y pH 7.4, posteriormente la solucion es
centrifugada a 3000 rpm por 10 min en un equipo 228 Fischer Scientific, al
sobrenadante se le determina el contenido de &cidos grasos poliinsaturados
por el método Azso-205 ajustandose a 2.3529 mg/mL.

En tubos ependorf de 1.5 mL se agregan 425 L de la solucién enriquecida
de acidos grasos poliinsaturados y 25 uL de la muestra, esta solucion se
incuba con agitacién por 30 min a 37 °C; como control positivo se utiliza Butil-
hidroxi-tolueno (BHT). Transcurrido el tiempo se afiaden 50 uL de la solucién
de FeSO4 a una concentracion 100 uM y se incuba nuevamente por una hora,
a continuacion se afiaden 500 L de la solucion de Acido tiobarbiturico (ATB:
ATB 1.0 %y &cido tricloroacético 1.0 %, en proporcion 1:1, la muestra se deja
incubar por 30 min en un bafio de agua a 90 °C. Finalmente se dejan enfriar
los tubos en un bafio de hielo y se centrifugan a 10,000 rpm por 10 min, del
sobrenadante se toma una muestra y se coloca sobre una microplaca para

medir la absorbancia a 532 nm en un lector de microplacas Bio-Tek, ELx.808.

El valor obtenido se interpola en una curva estandar de tetrametoxi-
propano. El contenido de TBARS se expresa en nmoles TBARS/mg &cidos

grasos y se transforma en % de inhibicion usando la siguiente formula:

nMoles TBARS .ontro1 — NMolesTBARS qxtracto
*

100
nMoles TBARSontrol

% inhibicion:




6. Resultados y discusién

El estudio fitoquimico de Salvia axillaris condujo al aislamiento y
determinacion estructural de 11 compuestos y la semi-sintesis de un derivado de
la criptotanshinona. El andlisis de los compuestos se ha divido en dos secciones
principales para la mejor comprension del trabajo: i) el estudio de las hojas vy ii)
el estudio de las raices de la planta. Se presentan ademas los resultados de la
actividad de algunos de los compuestos aislados como antioxidantes y como

antiproliferativos.
6.1 Estudio fitoquimico de las hojas de Salvia axillaris

El estudio fitoquimico de las hojas de S. axillaris condujo al aislamiento e
identificacion de siete compuestos (1-7), todos ellos descritos previamente en la

literatura.

Compuestos 1y 2

Los compuestos 1y 2 llustracidn 16 se identificaron como una mezcla de
los &cidos ursdlico (1) y oleandlico (2), que se aislaron como un soélido de color
verdoso con punto de fusion de 255 — 258 °C. Esta mezcla es muy usual en las
especies del género Salvia. La mezcla se identific6 por sus datos
espectroscopicos y propiedades fisicas que corresponden con las descritas en
la literatura (Gnoatto, S., et al. 2008, Gohari, A. R., et al. 2009)

1) R, =CHs,R,=CHsy R, =H
2)R, =H,R,=CHsy R, = CHs

llustracién 16. Estructuras del &cido ursolico (1) y del acido oleandlico (2).
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Estos acidos triterpénicos pentaciclicos se encuentran distribuidos
ampliamente en la naturaleza, el acido oleandlico tiene una funcion biolégica en
la planta que esta asociado a la formacion de una barrera contra la pérdida de
agua y la defensa contra algunos patdégenos. Por otro lado, el &cido ursélico esta
asociado con la proteccion contra herbivoros. Ambos compuestos muestran una

buena actividad antibacterial, antiviral y antiprotozoaria (Jesus, J., et al., 2015).

Estos compuestos también han mostrado efectos inhibitorios del
crecimiento celular en lineas celulares cancerosas de prostata, pancreas y vejiga
(Yan, S., et al., 2010)




Compuestos 3y 4

Los compuestos 3y 4 llustracidon 17 se identificaron como una mezcla de
estigmasterol 3 y B-sitosterol 4, que se obtuvo como un sdlido blanco con punto
de fusién 138 — 141 °C.

llustracién 17. Estructura del estigmasterol (3) y B-sitosterol (4).

Estos dos compuestos son los esteroles de origen vegetal mas
abundantes en las plantas y actian como componentes estructurales de las
membranas vegetales (Palou, A. 2005). Un estudio realizado en el 2007 mostré
que la mezcla de estigmasterol y B-sitosterol puede neutralizar el veneno vibora
y cobra (Gomes, A, et al., 2007).

Los datos espectroscOpicos obtenidos se compararon con los descritos
en la literatura y son consistentes con los mismos (Chaturvedula, V., & Prakash,
l. 2012).




Compuesto 5

El compuesto 5 llustracion 18 se aislé como un sélido de color naranja
con punto de fusién de 182 °C, el cual se identific6 como un diterpenoide del tipo
20-nor-abietano conocido como criptotanshinona. Los datos fisicos vy
espectroscopicos obtenidos son congruentes con los descritos en la literatura
(Fronza, M., et al. 2011).

O

llustracion 18. Estructura del 20-nor-abietano criptotanshinona (5).

El compuesto 5 ha sido aislado previamente de otras Salvias como: S.
ballotaeflora, S. apiana, S. glutinosa, S. mellifera, S. miltiorrhiza, S. munzii, S.
trijjuga, S. przewalskii (Wu, Y., et al. 2012).

Este nor-abietano ha demostrado tener una actividad importante en la
inhibicion de la proliferacién de diferentes lineas celulares de: cancer de colon
(Xu, Z., et al. 2017), cancer de glia (Lu, L., et al. 2017), cancer de mama (Chen,
W., et al. 2010), cancer de préstata (Shin, D., et al. 2009) y cancer de pulmén
(Zhang, B., et al. 2016). La criptotanshinona (5) también ha mostrado tener
actividad antibiotica (Lee, D., et al. 1999).




Compuesto 6

El compuesto 6 llustracion 19 se caracterizd como un ciclohexitol que se
identific6 como myo-inositol, el cual se obtuvo como un sdlido de color blanco

con punto de fusién de 213 °C.

OH
OH

OH
OH OH

llustracion 19. Estructura del myo-inositol (6).

Este compuesto pertenece a la familia de los inositoles, un grupo de
moléculas polares pequefias y quimicamente muy estables que tienen
propiedades versétiles. Los inositoles son formas isoméricas de ciclohexanhexol,
de las que se conocen nueve, siendo el myo-inositol el mas comun en la
naturaleza, aunque también son conocidos el cis-, alo-, scyllo-, epi-, neo-, L-

chiro, D-chiro- y muco-inositoles (Michell, R. 2008).

El myo-inositol es necesario para el crecimiento y desarrollo en las plantas
(Loewus, F., & Murthy, P. 2000). Los datos espectroscépicos obtenidos son

congruentes con la literatura (Sekiyama, Y., et al., 2010)




Compuesto 7

El compuesto 7 llustracion 20 se identific6 como el acido rosmarinico,

gue se aislé como un sélido con punto de fusion de 170 °C.

OH

HO
OH

llustracién 20. Estructura del acido rosmarinico (7).

El &cido rosmarinico (7) es un éster de acido cafeico y acido 3,4-
dihidroxifenilactico (2-hidroxidihidrocafeico), este acido fendélico se encuentra en
muchas plantas de la familia Lamiaceae. Se ha aislado de especies de Salvia,
como S. officinalis (Wu, Y., et al. 2012), S. verticillata (Tepe, B., et al. 2007), S.
miltiorrhiza (Yan, Q., et al. 2006), siendo esta la primera vez que se describe de
una especie Mexicana. Los datos espectroscopicos del compuesto aislado son

congruentes con los descritos en la literatura (Al-Musayeib, et al. 2011).

Este compuesto también ha mostrado actividad bioldgica significativa
como antiviral, antibacteriano, antiinflamatorio y antioxidante. Se ha descrito que
en las plantas este compuesto tiene un rol en las funciones de defensa contra
herbivoros (Petersen, M. 2013).

Estudios en modelos animales han demostrado que el compuesto 7 puede
tener efectos neuroprotectores contra enfermedades del sistema nervioso
central, asi, el tratamiento de ratones con 10 mg/kg durante 21 dias presenté
una disminucion del nivel de peroxidacion de lipidos en mudltiples areas del

cerebro en estos (Mushtaq, N., et al., 2013).
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6.2 Estudio fitoguimico de las raices de Salvia axillaris.

El estudio fitoquimico de las raices de S. axillaris condujo al aislamiento e
identificacion de cuatro compuestos diterpénicos, todos con esqueleto de tipo
abietano, uno de ellos con estructura quimica no descrita previamente en la
literatura (compuesto 10). Ademas, se realizé la semisintesis de un derivado de

la criptotanshinona (compuesto 12).

Compuesto 8

El compuesto 8 se aislé como un sélido de color naranja con punto de

fusion de 56 °C que se identificd como el ferruginol llustraciéon 21.

OH

0
%
>
>
2,
2
Z
7

llustracion 21. Estructura del ferruginol (8).

El ferruginol ha sido aislado de varias especies de Salvia como S.
miltiorrhiza, S. przewalskii, S. sclarea (Wu, Y., et al. 2012). Este abietano ha
demostrado tener actividad antibacterial (Li, W., et al 2008), actividad
antiproliferativa de células cancerosas de higado (Yang, J., et al. 2017), de ovario
(Xiong, W., et al. 2017) y actividad antioxidante (Saijo, H., et al. 2015).
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Compuesto 9

El compuesto 9 llustracion 22 se aislé como un aceite de color naranja,

el cual, se identific6 por sus caracteristicas fisicas y espectroscédpicas como la

miltirona (9). El compuesto ha sido aislado previamente de otras especies de

Salvia como S. officinalis (Miura, K., et al. 2001), S. miltiorrhiza (Hayashi, T., et

al. 1970), S. rhytidea (Jassbi, A. R., et al. 2017). Los datos espectroscopicos

obtenidos en este trabajo son congruentes con los descritos en la literatura

(Fronza, M., et al. 2011).

llustracién 22. Estructura de la miltirona (9).

Este compuesto ha sido evaluado como antiproliferativo de células

cancerosas de pulmén (Zhu, Z. 2018), antiinflamatorio en problemas del

estdmago (Wang, H et al. 2017), asi como para prevenir problemas del corazén

por sus efectos como antioxidante (Zhang, L., et al. 2016).




Compuesto 10

El compuesto 10 llustracidén 23 se obtuvo como un precipitado de color
amarillo con punto de fusion 205 - 211 °C, el cual se identific6 como la 17-
oxotanshinona IlA. Se determin6 su composicion molecular como C19H1604 con
base en el ion [M + H'] obtenido por EM-DART-AR m/z 309.11323 (calculado

para Ci19H1704 309.14946) indicando doce grados de instauracion.

llustracion 23. Estructura del 17-oxotanshinona IIA (10).

Los datos de RMN del compuesto 10 son muy similares a los reportados
para la tanshinona lla, previamente aislada de S. miltiorrhiza y S. przewalskii
(Wu, Y., et al. 2012). La diferencia estructural entre ambos compuestos se
encuentra en el carbono 17 que en la tanshinona IIA se encuentra como un grupo
metilo mientras que en el compuesto 10, este se encuentra oxidado a un
aldehido.

El espectro de resonancia magnética nuclear de '3C (Espectro 19, Tabla
4) muestra 19 sefales para igual nUumero de atomos de carbono en la estructura
propuesta (llustracién 23), que corresponden a dos metilos (CHs), tres
metilenos (CHz2), cuatro metinos (CH) y diez carbonos cuaternarios, de acuerdo
con los experimentos DEPT. De las Ultimas sefiales, tres se deben a grupos
carbonilo (incluido un aldehido) y siete a carbonos arométicos totalmente

sustituidos.

El espectro de resonancia magnética nuclear de *H (Espectro 18, Tabla
4) exhibe una sefial simple (1H, 6 10.47) que muestra acoplamiento con la sefial

de carbono a 6 185.2 en el experimento HSQC, lo que confirma la presencia de
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un grupo aldehido en la molécula, que debe encontrarse en la posicién 17 del
nacleo diterpénico, (Espectro 20), lo que esta de acuerdo con el experimento
HMBC (Espectro 21), ya que se observan acoplamientos entre el proton del
aldehido (H-17, 6 10.47) a dos enlaces con C-15 (6 125) y a tres enlaces con los
carbonos C-13 (6 124.8) y C-16 (6 150.4).

En la region de los protones aromaticos del compuesto 10, se observa
una sefal simple (1H, &6 8.27), la cual fue asignada a H-16 ya que muestra
acoplamiento con el carbono C-16 (6 150.4) en el espectro HSQC. El
desplazamiento de la sefal a frecuencias altas se debe a que H-16, ademas de
ser parte de un sistema aromatico, se encuentra en la posicion B a un carbonilo
a,B-insaturado, la deslocalizacion electréonica o efectos resonantes entre el
carbonilo y el doble enlace trae como consecuencia que el carbono de la posicién
beta presente una deficiencia electrénica que se ve reflejada en un

desplazamiento hacia frecuencias mayores.

El resto del espectro de RMN es muy similar al descrito para la
criptotanshinona y la tanshinona lla. En la zona de protones aromaticos se
observa un sistema AB en 68.12y 7.80 (J = 8.21) correspondiente a los protones
de los metinos CH-6 (6 133) y CH-7 (& 125.6). La asignacién de estos fue
confirmada en el espectro de HMBC, ya que en él se observan picos de
correlacién entre H-6 (6 7.80) y los carbonos C-4 (& 35.3), C-5 (6 155.3), C-7 (
125.6), C-8 (5 132.8), C-9 (0 129.1), C-10 (5 142.4), mientras que H-7 (5 8.11)
muestra acoplamientos con C-5 (6 155.3), C-6 (6 133), C-8 (6 132.8), C-9 (&
129.1), C-11(5 180.7) y C-14 (5 154.6).

En la zona de protones alifaticos, se observa una sefal triple en & 3.37
(2H, J =6.42, &¢c 30.2), que se asigno a los protones del metileno CH2-1, ya que
en el experimento COSY muestran acoplamiento con a una sefial multiple en &u
1.86 (2H &c 19.3) y estos a su vez con la sefal multiple en &1 1.70 (2H, dc 37.7),
asignandose estas a los metilenos CH2-2 y CH2-3, respectivamente. Finalmente
una sefial simple en dn 1.36 (Oc 32.0) que integra para seis protones, fue
asignada a los protones de los metilos CH3-18 y CH3-19, unidos a C-4 (6 32). La
asignacion completa de las sefiales de RMN de 'H y 13C, se realiz6 mediante el
analisis de los experimentos DEPT, COSY, HSQC y HMBC.
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En el espectro infrarrojo (Espectro 24) se puede observar una banda
intensa en 1670 cm* caracteristica del grupo carbonilo, dos banda en 2850 cm-
1y 2888 cm™ en lugar de una sola banda en 2800 cm debido a la interaccion de
la tension entre el hidrogéno y el carbonilo y la tensién C(sp®)-H (este tipo de
interaccién se llama resonancia de Fermi) y una banda en 3579 cm debido al

sobretono de tension del grupo carbonilo.

Es importante hacer notar que esta es la primera vez que se describe este
compuesto como un producto natural, anteriormente solo ha sido descrito como
un derivado semisintético de la tanshinona IIA en una patente de origen chino
(Defeng, X. 2013). El compuesto 10 presenta un esqueleto tipo abietano muy

relacionado con las tanshinonas aisladas de S. miltiorrhiza.




Tabla 4. Datos de RMN 'H (700 MHz) y RMN 13C (175 Hz) del compuesto 10
en CDCls.

Posicién ‘ Tipo S13c &1 (J en Hz) HMBC
1 CH:2 30.2 3.37,1(6.42) 2,3,5,9 10
2 CH: 19.3 1.86, m 1,3,4,10
3 CH:2 37.7 1.70, m 1,24,5,18,19
4 C 35.3
5 C 155.3
6 CH 133.0 7.80, d (8.21) 4,5,7,8,9, 10
7 CH 125.6 8.11, d (8.20) 56,8,9, 11,12, 14, 16
8 C 132.8
9 C 129.1
10 C 142.4
11 C 180.7
12 C 176.3
13 C 124.8
14 C 154.6
15 C 125.0
16 CH 150.4 8.27, s 12, 13, 14, 15, 17
17 CH 185.2 10.47, s 13, 15, 16
18 CHs 32.0 1.36, s 2,3,4,5,19
19 CHs 32.0 1.36, s 2,3,4,5,18




Compuesto 11

El compuesto 11 llustracion 24 se aisl6 como un aceite de color
anaranjado que se identific6 como la 17-hidroxicriptotanshinona. EI compuesto
biogenéticamente puede derivarse de la criptotanshinona (5) como resultado de

la oxidacion del metilo 17 a un alcohol primario.

llustracién 24. Estructura de la 17-hidroxicriptotanshinona (11).

El espectro de resonancia magnética nuclear de '°C del compuesto 11
muestra 19 sefiales de manera similar al compuesto 5 con la Unica diferencia de
que el carbono C-17 se observa desplazado a mayor frecuencia por estar unido
a un grupo hidroxilo.

El espectro de resonancia magnética nuclear '*H del compuesto 11
también es similar al del compuesto 5. La diferencia mas significativa se debe a
la ausencia de la sefial del metilo 17 y la sobreposicién en & 3.79 de las sefales
H-15 y a los dos protones H-17, lo que indica que el metilo 17 de la

criptotanshinona se ha oxidado a un alcohol primario.

La comparacion de los datos espectroscopicos obtenidos con los
descritos en la literatura para la 17-hidroxicriptotanshinona, corresponden con

dicha estructura (de la Torre, M., et al., 1992).




Compuesto 12

El compuesto 12 llustracion 25 se obtuvo como un derivado semisintético
de la criptotanshinona 5 con un punto de fusion de 190 °C. Se determind su
composicion molecular como Ci9H2204 con base en el ion [M + H*] obtenido por
EM-DART-AR m/z 315.15912 (calculado para Ci9H2304 315.15963) indicando

ocho grados de instauracion.

llustracién 25. Estructura del acido 4-hidroxi-3,9,9-trimetil-3,4,6,7,8,9-
hexahidro-2H-benzo[5,6]indeno[1,2-b]furan-4-oico (12).

En el espectro de resonancia magnética nuclear de 'H (Espectro 29,
tabla 5) del compuesto 12 es similar al espectro de resonancia magnética
nuclear del compuesto 5 (Espectro 3), la Unica diferencia es en el valor de los
desplazamientos quimicos de un sistema AB y de los protones H-16ay H-16s. En
el espectro del compuesto 5 el sistema AB se encuentraen & 7.63y 0 7.48 (J =
8.04) correspondiente a los protones de los metinos CH-6 (& 132.72) y CH-7 (&
122.65). El proton H-16a se encuentra a d 4.88 (t) y el proton H-16s se encuentra
a 0 4.36 (m).

En el espectro del compuesto 12 el desplazamiento del sistema AB
cambiaad8.00y d 7.76 (J = 8.24) correspondiente a los protones de los metinos
CH-6 (6 133.67) y CH-7 (& 125.28). El protén H-16a se encuentra a 6 3.93 (dd, J
=10.7, 7.6) y el proton H-16s se encuentra a & 3.83 (dd, J =10.7, 5.1).

)
e




En el espectro de resonancia magnética nuclear de *3C del compuesto 12
(Espectro 30, tabla 5) también es similar al de la criptotanshinona (5) (Espectro
4). La diferencia mas significativa encontrandose en la region de carbonilos.
Mientras que en el espectro del compuesto 5 se observan 3 sefales: C-11 (&
184.4), C-12 (6 175.9) y C-14 (6 171.0) las cuales corresponden a dos carbonilos
de la orto-quinona y C-14 B a un carbonilo y enlazado a un oxigeno; en el
espectro del compuesto 12 solo se observan 2 sefiales que corresponden al
carbonilo del acido: C-14 (6 185.7) y C-12 (® 183.0). La sefal de C-11 se
desplazé a & 154.1 ya que paso de una hibridacién sp? a una hibridacién sp? por
la contraccion del anillo de 6 carbonos de una orto-quinona, a un anillo de 5
carbonos (ciclopentadieno) con un &cido carboxilico y un alcohol terciario sobre

el mismo atomo de carbono.

La otra diferencia se encuentra en el desplazamiento quimico de C-16,
gue en el espectro del compuesto 5 se encuentra a 8 81.6 y en el compuesto 12
se encuentra a © 65.6 esto se puede deber a que en el compuesto 5, el carbonilo
C-12 puede tener una forma resonante llustracion 26 en la cual la densidad
electronica en C-16 es menor, dejandolo “desprotegido”. En el compuesto 12 ya
no se presenta este efecto de resonancia debido a la contraccion del anillo por
lo que el C-16 se encuentra mas “protegido” al no disminuir su densidad

electrénica.
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llustracion 26. Forma resonante de la criptotanshinona 5.

En el espectro infrarrojo (Espectro 33) se observa una bandaen 1733 cm-

1 correspondiente a la vibracién del estiramiento del grupo carbonilo, una sefal
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ancha en 1287 cm™? y una sefial débil en 1416 cm™ correspondiente a la

torsion/estiramiento del grupo acido carboxilico y una banda en 3610 cm™ la cuall

corresponde a la vibracion de estiramiento del enlace O-H para alcoholes

terciarios libres de puentes de hidrogeno a causa de disolventes no polares.

Tabla 5. Datos de RMN H (500 MHz) y RMN *3C (125 Hz) del compuesto 12

en CDCls.
1 CH2 30.1 3.25, t (6.48) 2,3,5,9,10
2 CH2 19.2 1.83, m 1,3, 4,10
3 CH: 37.8 1.67, m 1,2,4,5,18,19
4 C 35.0
5 C 153.1
6 CH | 1337 7.74,d (8.24) 4,5,7,8,9, 10
7 CH 125.3 7.99, d (8.24) 5,6,8,09,11, 12, 14, 16
8 C 126.5
9 C 132.7
10 C 141.2
11 C 154.1
12 C 183.0
13 C 123.0
14 C 185.7
15 CH 65.6 3.44, m 11, 13, 14, 16, 17
16 CH: 33.1 Ha 3.93, dd (10.68, 7.63) 12,13, 14, 15, 17
He 3.83, dd (10.76, 5.11)
17 CHs 14.7 1.27,d (7.17) 13, 15, 16
18 CHs 31.9 1.31,s 2,3,4,5,19
19 CHs 31.9 1.31,s 2,3,4,5,18




6.3 Ensayo de la actividad biologica

Los compuestos miltirona, criptotanshinona y el ferruginol fueron
evaluados como inhibidores del crecimiento celular en cinco lineas cancerosas
humanas (glia del SNC, prostata, colon, mama y pulmon) y una linea celular no
cancerosa (células de rifidn de mono) empleando el protocolo de sulfurrodamida
B. Ademas, se evalud su actividad como antioxidantes en el modelo de TBARS
(por sus siglas en inglés Especies Reactivas del Acido Tiobarbittrico).

6.3.1 Actividad citotdxica

En un primer paso, se realizo el “screening” primario utilizando el protocolo
de la sulforrodamina B para determinar la actividad de los compuestos aislados
contra las diferentes lineas celulares con el fin de descartar los compuestos no
activos y establecer los candidatos idéneos para determinar Clso. Los resultados

obtenidos en este primer ensayo se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. “Screening” primario de actividad citotoxica de los compuestos

aislados de Salvia axillaris.

Compuesto/ U251 PC-3 MCF-7 SKLU- COS-7
Linea celular 1

Miltirona 89.8 86.1 100 77.2 100 100
Ferruginol 19.1 4.4 29.9 54 3.9 9.0

Criptotanshinona | 86.4 58.8 97.9 88.2 100 37.5
Adriamicina (0.5 75.5 45.4 79.7 24.9 77.8 65.1
HM)
Los compuestos estan evaluados a una concentracion de 25 uM. U251 = glia del SNC, PC-3 =
préstata, K562 = Leucemia, HCT-15 = colon, MCF-7 = mama, SKLU-1 = pulmén, COS7 = células

de rindn de mono (no cancerosas).

Los resultados obtenidos del screening primario indican que de los tres
abietanos evaluados, la criptotanshinona mostré mejor actividad inhibitoria no
solo para cancer de mama como ya se habia descrito previamente (Chen, W., et

)
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al. 2010 ), sino también para las células de cancer de pulmén (100 %) y cancer
de colon (97.9 %).

Cabe resaltar que una de las caracteristicas mas importantes de un
farmaco anticanceroso es la selectividad que presente el compuesto, es decir,
que dafie las células cancerosas, pero no a las células normales, dicha
caracteristica parece ser presentada por la criptotanshinona, ya que, como se
observa en los resultados, la inhibicion del crecimiento celular de la linea celular
normal (COS-7) es considerablemente menor (37.5 %) que en caso de las lineas

celulares cancerosas.

Por otro lado, la miltirona, aunque presentd mejores porcentajes de
inhibicion que la criptotanshinona, también inhibié el crecimiento celular de la
linea celular no cancerosa (100 %) por lo que fue descartada para la
determinacion de la Clso. Sin embargo, este compuesto podria representar una
estructura lider para la busqueda de nuevos compuestos para el tratamiento del
cancer realizando las modificaciones estructurales necesarias para disminuir su
toxicidad en las células normales y mantener o incrementar su actividad contra
las células cancerosas. El ferruginol no tuvo actividad significativa contra ninguna
linea celular de cancer por lo que también fue descartada para la continuacion

del estudio.

Una vez determinada la actividad anticancerosa de la criptotanshinona,
se procedio a realizar la curva de Clso en todas las lineas celulares. Esta medida
cuantitativa indica la dosis o concentracion de un determinado farmaco u otra
sustancia que se requiere para inhibir a la mitad un determinado proceso

biolégico, los resultados se muestran en la Tabla 7.




Tabla 7.Resultados de la curva Clso de la muestra criptotanshinona.

Compuesto/linea U251 PC-3 K562 MCF-7 | SKLU-1 COS-7

celular

Criptotanshinona | 9.2¢1.0 9.7+1.2 10.8+0.5 7.5+0.7 15.0+0.7 32.6x2.3
(3.54) (3.3 (3.0 (4.3) (2.17)

Adriamicina 0.08+0.003 | 0.43+0.5 | 0.20+0.02 | 0.23+0.02 | 0.05+0.003 | 0.25+0.0019
(3.1) (0.58) (1.3) (1.1) (5.0)

Los resultados representan el promedio £ DS de al menos tres experimentos diferentes;
U251=glia del SNC, PC-3=prostata, K562 =Leucemia, MCF-7= mama, SKLU-1= pulmén,
COS7= células de rifion de mono (no cancerosas). S| = indice de selectividad calculado como

ICsode COS-7/ICsp de la linea cancerosa.

Los resultados obtenidos indican que las Clso mostradas por la
criptotanshinona en todas las lineas celulares evaluadas son mas elevadas que
las determinadas para el farmaco de referencia (adriamicina). Sin embargo, es
importante mencionar algunas las ventajas que presenta la criptotanshinona con
respecto a la adriamicina; la criptotanshinona exhibe mayor selectividad en tres
lineas celulares (prostata, leucemia y mama), en las cuales, la adriamicina no
presenta ninguna selectividad. Ademas, se puede observar que la
criptotanshinona provoca un menor dafio a la linea celular normal (Clso = 32.6 +
2.3) comparado con el ocasionado por la adriamicina (Clso = 0.25 + 0.0019), en
otras palabras, la dosis requerida para inhibir el crecimiento de las células
normales es mucho mayor en el caso de la criptotanshinona que en el caso de

la adriamicina.




6.3.2 Actividad antioxidante.

Se realizo la evaluacion de la actividad antioxidante de algunos de los

compuestos aislados empleando el modelo de TBARS. Para la prueba se realiz6

un “screening” primario para determinar si los compuestos evaluados

presentaban actividad significativa usando concentraciones de 1, 10 y 100 pM,

Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados del “screening” primario de la actividad antioxidante en el

modelo de TBARS de los compuestos aislados de Salvia axillaris.

Miltirona (9) 1 0.42
10 8.39
100 95.17
ferruginol (8) 1 8.17
10 95.46
100 96.21
Criptotanshinona (5) 1 3.53
10 10.34
100 42.32

Los resultados del “screening” primario indican que el mejor agente

antioxidante es el ferruginol ya que a una concentracién de 10 uM ya se obtiene

el 95 % de inhibicion de la peroxidacion en lipidos de cerebro de rata. La miltirona

también exhibe actividad antioxidante significativa debido a que presenta un 95

% de inhibicion a una concentracion de 100 uM. Respecto a la criptotanshinona,

ésta no presenta actividad antioxidante significativa.
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Considerando los datos obtenidos en el cernimiento primario, se
procedio a determinar la Clso del ferruginol y la miltirona, los resultados se
muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Actividad antioxidante de los compuestos aislados de Salvia axillaris
en el modelo de TBARS.

Compuesto Clso (M)
ferruginol 2.21+0.44
miltirona 15.67 £ 2.06
BHT (n=5) 1.22 + 0.44

guercetina (n =3) 1.496 £ 0.031
a-tocoferol 6.79 £ 2.16

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes * el error estdndar de

la media.

Como se observa en la Tabla 9, el ferruginol es el compuesto que mostré
mayor actividad antioxidante en el modelo evaluado, presenta mayor actividad
que el a-tocoferol pero menor que el BHT y la quercetina. EI mecanismo de
accion propuesto para la actividad antioxidante del ferruginol por Saijo, H. y
colaboradores es la desprotonacién del grupo hidroxilo para formar una quinona
como producto intermediario y la formacibn de otros 3 productos;

dehidroferruginol, 7B-hidroxiferruginol y el sugiol.

La miltirona mostrd actividad significativa, sin embargo, su Clso (15.67 *
2.06) es aproximadamente el doble que el a-tocoferol y mucho mayor que la del
BHT y quercetina.




7. Conclusiones

El estudio fitoquimico de las hojas y raices de Salvia axillaris condujo a la
identificacion de 11 compuestos, diez compuestos ya descritos previamente en
la literatura (1-8, 9 y 11) y uno no descrito (10), asi como la semisintesis de un

derivado de la criptotanshinona (12).

La evaluacion de la criptotanshinona como inhibidor del crecimiento de
células cancerosas indico que este compuesto podria representar una estructura
lider en el desarrollo de nuevos farmacos contra el cancer ya que presenta alta
selectividad, incluso mayor que la adriamicina, contra casi todas lineas celulares

cancerosas evaluadas.

La evaluacion de la actividad antioxidante en el modelo de TBARS mostr6

que el ferruginol posee actividad moderada contra el estrés oxidativo.

A diferencia de las salvias europeas y asiaticas, que se caracterizan por
bio-sintetizar principalmente diterpenos de tipo abietano, las especies mexicanas
se caracterizan por sintetizar mayoritariamente diterpenos derivados del
esqueleto del neo-clerodano siendo este tipo de compuestos los mas distintivos
de estas plantas. En este aspecto, es importante sefialar que el tipo de
compuestos aislados de Salvia axillaris, que es una especie endémica de
México, estan estrechamente relacionados con las Salvias de origen asiético,

principalmente con S. miltiorrhiza, una especie endémica de China.

Los resultados presentados en este trabajo representan una contribucién
al conocimiento quimico y biolégico de especies endémicas mexicanas
pertenecientes al género Salvia y reafirman la importancia de las plantas como
fuente de nuevas entidades quimicas con potencial para el desarrollo de nuevos

farmacos en el tratamiento de diferentes enfermedades.
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Anexos

Glosario de términos botanicos

Actinomorfa: flor con més de un plano de simetria, o sea, con simetria radiada.
Acuminada/o: apice de un érgano terminado gradualmente en punta aguda.

Anatropo: 6vulo girado 180° sobre su base de manera que el micrépilo se ubica

junto al hilo y el funiculo se suelda lateralmente dando origen a la rafe.
Androceo: conjunto de estambres. Los 6rganos masculinos de la flor.
Angiospermas: plantas con tejidos y 6rganos perfectamente diferenciados.
Apical: que se encuentra en el apice.

Apice: extremo de un 6rgano.

Antera: parte del estambre que lleva los sacos polinicos.

Anual: planta que cumple su cielo en un afio 0 menos, durante el cual florece,

fructifica y muere. Se opone a perenne.

Bractea: hoja situada en la cercania de la flor, distinta de las hojas normales.
Bicarpelar: que tiene dos carpelos.

Bifido: el érgano profundamente dividido en dos partes en el apice.

Carpelo: cada una de las hojas modificadas y fértiles, que forman el gineceo.

Caudicula: es un apéndice que sostiene el polinio, originado por el tapete de la

antera.

Ciliado: que posee cilios.

Cilios: pelos dispuestos en hileras en el borde de un 6rgano.
Cimosas: relativo a la cima.

Corola: ciclo interno del perianto, formado por los pétalos.
Dehiscencia: que se abre espontaneamente a la madurez.

Decidua/o: caedizo.




Didinamo: androceo con dos estambres largos y dos cortos.

Estaminodio: aplicase al estambre atrofiado, estéril, reducido generalmente al

filamento.

Estigma: porcion apical del estilo, generalmente papilosa y receptiva del grano

de polen.

Estipulas: estructuras laminares, a veces presentes, a los lados de la base del

peciolo.

Fanerdégamas: subreino de plantas con los 6rganos sexuales, es decir, las flores,

perceptibles a simple vista.

Gamopétalo: con pétalos soldados.

Gineceo: conjunto de los 6rganos femeninos de la flor.

Ginobasico: cuando el estilo nace de la base del ovario. Se opone a terminal.
Glabro/a: desprovisto de pelo, lampifio.

Gramineas: planta monocotiledénea, de tallos cilindricos, huecos, con nudos

llenos, hojas alternas y largas, con flores en espiga y granos secos.

Hispido/a: se aplica a un 6rgano cubierto de pelos rigidos y rectos, aspero al

tacto.

Inflorescencia: conjunto de flores que nacen dentro de un sistema de ramificacion

(ejes).

Lanceolado/a: 6rgano laminar con contorno en forma de punta de lanza,

angostamente eliptico con los extremos agudos.

Limbo: porcién laminar de la hoja. Parte libre de las corolas gamopétalas, en el

extremo del tubo.

Monocotiledéneas: son una clase de plantas fanerégamas angiospermas, con

los embriones de las semillas presentando un solo cotiledén u hoja inicial.
Obovado/a: de contorno ovado pero con la parte mas ancha hacia el extremo.

Oblanceolado/a: lanceolado pero con la parte mas ancha en el tercio superior.




Nectario: glandula que secreta néctar, ubicada generalmente en la flor, pero

también fuera de ella.

Pauci: prefijo que indica poco o corto numero.

Panicula: inflorescencia racemosa, compuesta, racimo de racimos.
Pedicelado/a: que tiene pedicelo.

Pedicelo: eje que sostiene cada una de las flores de una inflorescencia. En las

gramineas el eje que soporta la espiguilla.

Perenne: planta u érgano que vive mas de dos afios; se opone a anual y bienal.
Vegetal cuyo ciclo vegetativo se extiende mas de dos afios.

Perianto: envoltura floral, formada por caliz y corola.

Pilosa/o: con pelos.

Polinio: es el conjunto o masa de granos de polen de una teca que se traslada
como una unidad de polinizacién. Generalmente lleva una o dos caudiculas y un
retinaculo.

Pubérula/o: ligeramente pubescente o con pelitos muy finos, cortos y escasos.
Pubescente: 6rgano cubierto de pelos finos y suaves.

Retinaculo: apéndice adherente de los polinios.

Sericeo/a: con pelos finos, cortos y aplicados a la superficie del 6rgano, con
cierto brillo como la seda.

Sésil: el 6rgano que carece de pie o soporte.

Simpétala: corola formada con los pétalos soldados.

Teca: cada una de las dos mitades de la antera con dos sacos polinicos.
Trifido: dividido en tres.

Zigomorfa: corola o flor con un solo plano de simetria, o sea, con simetria

bilateral.
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Espectro 2. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 'H de la mezcla de estigmasterol (3)-B-sitosterol (4) (400 MHz, CDCIs).
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Espectro 4. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *3C del 20-nor-abietano criptotanshinona (125 MHz, CDCls).
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Espectro 8. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 13C del myo-inositol. (175 MHz, D20).




Espectro 9. Espectro de Infrarrojo del myo-inositol por la técnica de suspension en Nujol.
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Espectro 18. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de H del 17-oxotanshinona lla (700 MHz, CDCls).
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Espectro 19. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 13C del 17-oxotanshinona lla (175 MHz, CDCls).
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Espectro 22. Espectro DEPT 90 del 17-oxotanshinona lla (700 MHz, CDCIs).
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Charge number:1
Element2C:17 .. 21, 'H:15 .21, ™02 . 5

Relative Intensity

Toleramce: 3. DO{mmnu)

Acquired: 221/2018 12:16:27 PM
OperatorAccuTOF

Mass Calibration data-Cal Peg 800
Created:2/21/2018 12:48:13 PM
Created byt

Umsaturation Mumber:1.0 . 40.0 (Fraction:Both)

30911323

&0

30—

21:'_

10

D_I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30880 30380 309,00 302.10 30820 308.30 300.40
mfz

Mass Intensity Calz. Mass Masi;:ﬁrnﬁ M.asﬁ[gpr‘r‘:-]rence Possible Formula Unsaturation Mumber

309.11329 477.85  300.11284 0.55 177 2Can'H1r 504 | 11.5

Espectro 25. Espectro de ionizacion en modo DART* del 17-oxotanshinona lla .
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Espectro 26. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de H de la 17-hidroxicriptotanshinona (700 MHz, CDClz3).

)




__ \‘_TOI
o !
16
1 /
7
LI
n\/
T_w._m 18
16
4 1
14 6 7 17 15 3 18,19 2
11 12 10 5 \u.w i3 | I
WA 11TL
1 0 —_—
L % o = —
~ o AN 2 5 REEBE & 12%” o M e O e D o o
W e ol oo 1 e w N Qcom ] ¥ Mooy S
- — i — v - - ~— [N e S L Y <+ ™ o™ o N —
T ¥ T L T " T T T T » T ¥ T ¥ T L T T X T ¥ T : T x T Y T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 50 50 40 30 20
f1 (ppm)

Espectro 27. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 13C de la 17-hidroxicriptotanshinona (175 MHz, CDCls).
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Espectro 28. Espectro de Infrarrojo de la 17-hidroxicriptotanshinona por la técnica de solucién en CHCls.
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Espectro 29. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 'H del acido 4-hidroxi-3,9,9-trimetil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-
benzo[5,6]indeno[1,2-b]furan-4-oico (500 MHz, CDCls).
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Espectro 30. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *3C del &cido 4-hidroxi-3,9,9-trimetil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-
benzo[5,6]indeno[1,2-b]furan-4-oico (125 MHz, CDCls).
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Espectro 31. Espectro de HSQC del acido 4-hidroxi-3,9,9-trimetil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-benzo[5,6]indeno[1,2-b]furan-4-oico

(500 MHz, CDCls).

f1 (ppm)
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Espectro 32. Espectro de HMBC del &cido 4-hidroxi-3,9,9-trimetil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-benzo[5,6]indeno[1,2-b]furan-4-oico
(500 MHz, CDCl3).

f1 (ppm)
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Espectro 33. Espectro de infrarrojo del acido 4-hidroxi-3,9,9-trimetil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-benzo[5,6]indeno[1,2-b]furan-4-oico
por la técnica de solucién en CHCls.




Data:U 2905

Sample Name:DR. QUIJANO/ROCIO

Description:

lonization Mode:ESI+
History:Determine m/z{Peak Detect{Centroid, 30, Area];Correct Base[1.0%]];Correc... Created by:AccuTOF

Charge number:1
Element:12C:1 .. 19, 'H:1 .. 23, %00 .. 4,250 .. 0

Relative Intensity

Tolerance:10.00(mmu)

Acquired:10/19/2018 10:16:52 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal Peg 600
Created:10/19/2018 10:35:50 AM

Unsaturation Number:0.0 .. 18.0 (Fracti...

100 —
315.15012

E O, HO

i O

A HO
m 4

0— Ll Ll Ll Ll '|' Ll p D Ll L) k| Ll L) Ll T Al L Ll Ll ]’ Ll
315.00 315.10 31520 315.30
miz
. Mass Difference Mass Difference N
-M le F

Mass Intensity Calc. Mass (mmu) (ppmM) Possible Formula
315.15912 97542 98 315.15963 -0.52] -1.64] '*C49'H23"%04

Espectro 34. Espectro de

benzo[5,6]indeno[1,2-b]furan-4-oico.

ionizacibn e

n modo DART* del acido 4-hidroxi-3,9,9-trimetil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-
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