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1.- INTRODUCCION

En los organismos vivos, los compuestos quimicos se sintetizan y degradan por
medio de una serie de reacciones quimicas, interviniendo una enzima determinada
en cada una de ellas. Estos procesos se conocen colectivamente como
metabolismo y comprenden el catabolismo o degradacion y el anabolismo o sintesis.
Todos los organismos poseen caminos metabdlicos similares que sintetizan y
utilizan ciertas especies quimicas esenciales: azlcares, aminoacidos, acidos
grasos, nucledtidos y sus polimeros: polisacéaridos, proteinas, lipidos, ARN y ADN;
también conocidos como metabolitos primarios y son esenciales para el
funcionamiento de toda materia viva, responsables de su estructura y de todas las
reacciones necesarias para mantener el estado vital y posibilitar el crecimiento, el

desarrollo y la reproduccion.

La mayoria de los organismos utilizan también otros caminos metabdlicos
produciendo compuestos denominados productos naturales o0 metabolitos
secundarios, y sus caminos de sintesis y utilizacién constituyen el metabolismo

secundario.

Los metabolitos secundarios, son una respuesta de la adaptacion del organismo a
la supervivencia y los procesos biosintéticos secundarios, quizas solo se activan en
etapas particulares del crecimiento y desarrollo, o durante periodos de estrés a

causa de limitaciones nutricionales o ataques microbianos.

Los metabolitos secundarios no son productos de deshecho del metabolismo,
algunos son vitales para la supervivencia de las especies, siendo mas importantes

en organismos inferiores o en organismos que ocupan nichos ecoldgicos precarios.

La linea divisoria entre el metabolismo primario y secundario no esta definida, hay
algunos aminoacidos que son metabolitos secundarios, mientras que muchos
esteroles tienen un papel estructural esencial en la mayoria de los organismos y
deben ser considerados metabolitos primarios. Ademds, los dos tipos de

metabolismo estan interconectados, puesto que el metabolismo primario origina
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moléculas pequefias que se utilizan como productos de partida en los procesos

metabdlicos secundarios.

El estudio de productos naturales se lleva a cabo en diferentes tipos de organismos
como plantas, animales, organismos marinos, hongos, etc.; algunos productos
naturales se encuentran en un Unico organismo (especie) o en numero reducido de

organismos muy relacionados entre si (género) (Claramunt et al, 2013).

Los metabolitos se sintetizan y degradan mediante diferentes series de reacciones
quimicas (anabolismo y catabolismo), interviniendo diferentes tipos de enzimas. Las

principales rutas biogenéticas son:

= Acetato en forma de acetilcoenzima A, precursor de &cidos grasos,
poliacetilenos, eicosanoides (prostaglandinas), policétidos, macrociclicos
aromaticos y terpenos.

= Mevalonato que da lugar a la familia de terpenos, esteroides y carotenoides.

= Acido Shikimico, el precursor de muchos compuestos aromaticos, incluyendo
los amino&cidos aromaticos, los &cidos cindmicos y ciertos polifenoles.

» Aminoacidos que originan alcaloides y antibi6ticos peptidicos como la
penicilina.

= DXP (1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato) precursor del pirofosfato de isopentenilo
(IPP), compuesto que se emplea como punto de partida para la biosintesis

de terpenos.

Los productos naturales han sido utilizados desde la antigiiedad en la medicina
tradicional para tratar diversos padecimientos; hoy en dia, las plantas son una
alternativa para el tratamiento de distintas enfermedades por lo que constituyen un
amplio campo de investigacion en la busqueda de nuevas moléculas con actividad

bioldgica.

Estos metabolitos secundarios aparentemente no tienen una funcién en el
metabolismo basico de las plantas, pero a menudo tienen un rol ecoldgico, son
atractores para la polinizaciéon ya que muchos son pigmentos que proporcionan
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color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproducciéon atrayendo a
insectos polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los frutos como
fuente de alimento, contribuyendo de esta forma a la dispersion de semillas; o sirven
como defensa contra microorganismos, insectos, y aun contra otras plantas
(aleloquimicos) actuando como repelentes, proporcionando a la planta sabores

amargos, haciéndolas indigestas o venenosas (Lock de Ugaz, 1987).

La importancia de los productos naturales radica en la propia funcién biolégica en
la que son biosintetizados por ejemplo como agentes terapéuticos; pueden servir
como modelos para la preparacion de sustancias bioactivas, como materia prima

para la sintesis de sustancias de interés farmacologico y/o interés industrial.

Muchos de los metabolitos secundarios también tienen un importante y significativo
valor medicinal y economico, derivado este Ultimo de su uso en la industria
cosmética, alimentaria y farmacéutica. Un gran numero de estos productos
naturales, que ya se usaban en la medicina antigua como remedios para combatir
enfermedades, se utilizan en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas,

potenciadores de sabor, aromas y colorantes, entre otros.

En particular, las plantas han sido muy estudiadas desde el punto de vista de la
quimica de los productos naturales, debido a que han sido utilizadas desde tiempos
ancestrales con fines religiosos y medicinales, existiendo pruebas de su uso en un
gran namero de culturas como son la cultura China o las culturas de Mesoamérica.
En la actualidad, debido a estas evidencias, las plantas son sujetos de estudios
exhaustivos tratando de encontrar sustancias que puedan ser empleadas en
beneficio de las personas como principios activos en medicamentos, herbicidas
biodegradables o insecticidas naturales. México es un caso concreto de lo anterior,
con una tradicién en el uso de plantas con fines terapéuticos y con documentos que

guardan esta informacion desde hace mucho tiempo (Avalos, Pérez-Urria, 2009).



2.- ANTECEDENTES
2.1 Medicina tradicional

Desde la antigiiedad las plantas han sido consideradas un recurso invaluable para
cuidar y preservar la salud, el ser humano ha encontrado curas o paliativos para las
enfermedades que le aquejan en hojas, raices, cortezas, semillas, frutos o flores de
plantas silvestres, ademas de dar inicio a lo que se conoce como herbolaria o
medicina tradicional (Lambert et al., 1997; Butler, 2004; Mishra y Tiwari, 2011). De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la medicina tradicional se utiliza
ampliamente y en un sistema sanitario que esta creciendo rapidamente es de gran
importancia econémica. En Africa hasta un 80% de la poblacién la utiliza para
ayudar a satisfacer sus necesidades sanitarias y en China el 40%. En
Latinoamérica, existen poblaciones que siguen utilizando la medicina tradicional
como resultado de circunstancias historicas y creencias culturales, ya que la
medicina tradicional ofrece una alternativa, ya sea oral o escrita, para mejorar la

calidad de vida de la humanidad a través del uso de plantas (OMS, 2002).

México cuenta con una vasta riqueza floristica, siendo uno de los paises mas
biodiversos ocupando el quinto lugar a nivel mundial con 27 704 especies, después
de Colombia (50 000 especies). China (30 000 especies) y Brasil (58 000). 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, sélo por

debajo de Sudafrica con 20 000 especies nativas (Villasefior, 2016).

En la medicina tradicional mexicana, se utilizan un gran numero de plantas
endémicas a manera de infusiones, tés, extractos acuosos o alcohdlicos, como
cataplasma, y generacién de humos o evaporaciones, entre otras formas de uso
para el tratamiento de enfermedades clinicas o “enfermedades culturales” (éstas
Ultimas estan relacionadas con creencias como p. ej. mal de ojo, aire, envidias,
empacho, etc.). Dentro del grupo de plantas medicinales se encuentran las Salvias
para la preparacién de remedios y curaciones de padecimientos; algunos reportes

bibliograficos de rescate del conocimiento tradicional destacan que ciertas especies
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de Salvia se wusan para curaciones como cancer, fiebres, problemas
gastrointestinales, del sistema nervioso, repelente contra insectos, resfriados,
antiparasitico, contra diarrea y mordedura de viboras, entre otros. (Ramirez et al,
2016)

2.2 Familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae, con 236 géneros y 7,173 especies conocidas, se encuentra
en el sexto lugar por su riqueza a nivel mundial y es también una de las de mayor

riqueza en México.

Las Lamiaceae tienen distribucién cosmopolita y se encuentran en casi todos los
ecosistemas terrestres, aunque son mas abundantes en bosques de clima templado
y en zonas montafiosas. En el mundo existen seis regiones de alta diversidad:
Mediterraneo y Asia Central, Africa y Madagascar, China, Australia, Sudamérica y

Norteamérica (incluido México).

Lamiaceae es muy diversa en cuanto a su morfologia y se distingue porgque presenta
hojas opuestas, tallos tetrangulares, inflorescencia generalmente compuesta de
cimas. Con frecuencia las plantas estan cubiertas de pelos y de glandulas que
emiten fragancia, debido a que almacenan en sus hojas aceites esenciales que les
confieren la caracteristica de aromaticidad, por lo que son apreciadas desde el
punto de vista culinario (albahaca, menta, tomillo, orégano, romero), medicinal
(marrubio, menta, poleo, salvia, toronjil) y dentro de la industria de la perfumeria
(lavanda, pachuli). Ademas, debido a lo atractivo de su follaje y flores, se ha
promovido su cultivo en muchas regiones del mundo. Adicionalmente a estos usos,
es importante mencionar la utilizacion de estas plantas en la medicina tradicional,
ya que han sido empleadas para el tratamiento de diversos trastornos, tales como
epilepsia, bronquitis, tuberculosis, hemorragias, inflamacion de la cavidad oral y
desordenes menstruales (Villasefior, 2016).



Algunos de los metabolitos secundarios aislados de esta familia han mostrado
interesantes actividades biologicas, tales como, antivirales, antiinflamatorias,

antibacterianas y antialimentarias contra insectos.

Los constituyentes quimicos de la familia Lamiaceae han sido estudiados
principalmente por su valor econdmico, el cual esta estrechamente relacionado con
su alto contenido en aceites esenciales, los cuales consisten principalmente de
mono Yy sesquiterpenos volatiles. Ademas, estos estudios han llevado a aislar un
gran numero de metabolitos secundarios, tales como esteroles, flavonoides,

sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y sesterterpenos.

2.2.1 Lamiaceae en México

México posee una gran riqueza floristica, la cual es considerada como una de las
mas variadas y complejas del planeta, siendo Lamiaceae una de las familias mas
diversas e importantes (Villasefior, 2016), en la cual se pueden encontrar una gran
variedad de plantas perennes y hierbas anuales, que han sido ampliamente
utilizadas desde hace cientos de afios, como condimentos, ornamentales y para la
obtencion de aceites esenciales, Utiles en la industria cosmética y de perfumes.
También tienen un gran interés farmacéutico, por su amplia utilizacion en la
medicina tradicional debido a sus propiedades antimicrobianas y antifingicas
(Waller et al, 2017).

En la Republica Mexicana, Lamiaceae presenta una riqueza considerable en la
mayoria de sus tipos de vegetacion; se ha adaptado muy bien a las regiones con
climas templados y humedos, aunque también existe un nimero significativo de
especies que prosperan en zonas secas, con temperaturas relativamente altas. Se
encuentra ampliamente distribuida, principalmente a lo largo de las zonas
montafiosas y de manera primordial en el eje neovolcanico transversal (Figura 1).
Algunos de sus linajes son endémicos del pais o se han diversificado en éste, lo
gue subyace a la representacion amplia de la familia en México, en particular, la de

Salvia.



2.3 Género Salvia

La palabra “Salvia” proviene del latin salvare que significa sanar o seguro y salvus,
que significa salvo, intacto. Este nombre fue dado refiriéendose 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 (Clebsch,
2008).

Villasefior (2004) indica que Salvia es el segundo género mas diverso en la
Republica Mexicana; se estima que en el pais se distribuyen aproximadamente 315
especies del género, 232 de ellas son endémicas. De acuerdo con la clasificacion
de Bentham (1876), el género Salvia se divide en 4 subgéneros: Calosphace,
Leonia, Salvia y Sclarea. Las especies mexicanas de Salvia se incluyen dentro del
subgénero Calosphace. (Ramamoorthy y Elliott, 1998; Martinez-Gordillo et al.,
2013).

Las especies de Salvia son arbustos perennes. Sus tallos son largos, angulares y
erectos, alcanzan alturas de 50 a 180 cm, dependiendo de la especie y las
condiciones ambientales. Un numero de ramas (usualmente de 3 a 5) son
producidas a partir de brotes laterales del tallo principal. Las hojas son opuestas,

simples, ovaladas y pecioladas.

Figura 1. Distribucion de la Familia Lamiaceae en México



La inflorescencia es una verticilada terminal que consiste en 4 a 10 flores cuyo color
puede variar ya sea violeta, lila, rojo, azul, blanco, amarillo (Figura 2). Todas las
partes aéreas estan cubiertas por pelos glandulares que imparten un color plateado

a plantas maduras.

La floracion comienza desde julio a enero, dependiendo de las condiciones
climaticas y dura alrededor de un mes. Las plantas tienden a crecer de nuevo con
facilidad después de cortar, tanto en altura como en ramificacion, especialmente

después del segundo afio de siembra (Kintzios, 2000).

Este género ademas de su uso alimenticio y cosmético tiene un amplio rango de
actividades biolégicas, destacando como antibacterial (Bisio et al, 2015),
antioxidante, antiviral, citotoxica, antitumoral, antifingica y como tratamiento para
enfermedades cardiovasculares, cerebrales, artritis, diabetes (Medjahed et al.,
2016), tuberculosis, bronquitis (Topgu, 2006).

Figura 2. Especies de Salvia en México A. S. iodantha; B. S. purpurea; C. S.
fulgens; D. S. sessei; E. S. carnea, F. S. elegans; G. S. microphylla; H. S.
curviflora; I. S. mexicana J. S. patens; K. S. albo-caerulea



2.3.1 Salvia longispicata

De acuerdo con la base de datos de Tropicos.org de GBIF.org (the Global
Biodiversity Information Facility, 2019) la clasificacion taxonomica para Salvia
longispicata (Figura 3) es la siguiente:
Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género: Salvia

Especie: Salvia longispicata Figura 3. Ejemplar de
S. longispicata

2.3.2 Descripcion botanica y usos en medicina tradicional

Es un arbusto perenne nativo del suroeste de México (Figura 4). El epiteto
"longispicata” se refiere a los grupos de pequeias flores de un azul morado intenso
que sobresalen y se asemejan a pequefias mazorcas de maiz. Las inflorescencias
de 12-16 centimetros en espirales apretados de flores no se elevan por encima del
follaje como sucede en muchas otras especies de Salvia. Esta especie es de
crecimiento rapido, alcanzando mas de 1 metro de alto en una temporada. Es una
especie que se encuentra en bosques cerca de cuerpos de agua, en algunas

ocasiones se puede encontrar en bosques perturbados (Figura 5).

De acuerdo con el texto Historia de las Plantas de Nueva Espafia, se describe a S.
longispicata como una planta de tallos cuadrados, hojas con margenes mas o
menos crenelados y flores en espigas, también es conocida como "cantueso" y se

dice que es util como estimulante y sudorifico.



En la medicina tradicional mexicana se utiliza el término “cantueso” para designar a
un grupo de especies de Salvias que comparten algunas caracteristicas
morfolégicas y/o aromaticas y propiedades curativas, tal es el caso de Salvia
lavanduloides Kunth y Salvia longispicata Mart. and Gal. las cuales son utilizadas
para tratar problemas respiratorios, malaria, disenteria, etc. (Jenks A.A. and Seung-
Chul, K., 2013).

o e °
Mexico

Yayh

matemala

Figura 4. Distribucién de S. longispicata en México (GBIF.org, 2019)

Figura 5. S. longispicata M. A) Arbusto; B) Tallo; C) Hoja; D) Flor
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2.3.3 Estudios preliminares de los componentes de Salvia longispicata

Se han documentado algunos trabajos previos al estudio fitoquimico realizado, que
describen los metabolitos secundarios aislados del extracto acuoso de hojas y tallos
de S. longispicata recolectada en la localidad de Sierra Morena del Municipio de
Villa Corzo (Chiapas) en donde se identificaron fenoles, flavonoides, glucésidos,
saponinas, taninos y lactonas sesquiterpénicas (Nava J., (2016). Actividad
anticancerigena de extractos acuosos de Curatella americana L. (Dilleneaceae) y
Salvia longispicata M. (Lamiaceae) en cultivos de la linea neoplasica de colon (tesis

de pregrado). Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas.

También se ha realizado el estudio del extracto de acetona de raices y partes
aéreas, en el que se describe el aislamiento y elucidacion estructural de B-sitosterol,
acidos triterpénicos (ursolico y oleandlico), Naringenina y un compuesto identificado
como un intermediario para la biogénesis de flavonoides y cumarinas (Paleo L. D.,
(2004). Estudio Fitoquimico de Salvia longispicata (tesis de pregrado). Universidad
Nacional Autonoma de México.

2.4 Principales componentes quimicos del género Salvia

Los metabolitos secundarios que han sido aislados de las especies de Salvia
incluyen acidos fendlicos (tales como el acido cafeico, rosmarinico, feralico, galico
y clorogénico), taninos, aceites esenciales (por ejemplo, cineol, alcanfor, tujona),
flavonoides, diterpenos vy triterpenos. La rigueza y diversidad fitoquimica aunada a
la abundancia de especies de este género alrededor del mundo, ha alentado la
busqueda de compuestos con propiedades bioldgicas interesantes en plantas de

este género.

Las partes aéreas de las Salvias por lo general contienen diterpenos, flavonoides,
triterpenos y aceites esenciales con compuestos volatiles tales como los

monoterpenos (Kintzios, 2000).
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2.4.1 Terpenos

Los terpenos, constituyen el grupo de productos naturales mas numeroso; su
nombre proviene de la trementina o resina de los pinos (en aleman terpentin).
Pueden encontrarse en las partes aéreas de las plantas y también en animales,
bacterias y hongos. La gran mayoria de estos compuestos se encuentran en las
plantas, en forma de aceites esenciales. Ademas de su uso como aromas y
fragancias en la industria de los alimentos y en perfumeria, algunos tienen

propiedades farmacoldgicas.

Los terpenos pueden clasificarse segun el nUmero de unidades de isopreno que
incorporan en su estructura (Figura 6). A pesar de su diversidad, tienen una
caracteristica en general que permite clasificarlos facilmente y es conocida como la
regla del isopreno, postulada por Otto Wallach en 1887. Esta regla describe que
todos los terpenos estan constituidos a partir de la fusion repetitiva de unidades
ramificadas de cinco carbonos, basadas en el esqueleto de isopentano. 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 segun el numero de unidades de

cinco atomos de carbono que contienen (Tabla 1):

T
/C\ /,CH Cabeza)\/
H,C™ >g” 2 cola
H
Isopreno Unidad de Cs

Figura 6. Estructura del isopreno
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Tabla 1. Clasificacion de terpenos

Hemiterpenos

5 atomos 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 4tomos de C | 5 unidades de isopreno

30 atomos de C

40 atomos de C

Triterpenos 6 unidades de isopreno

Carotenoides 7 unidades de isopreno

Desde que se observé la unidad repetitiva del isopreno en los terpenos, se tratd de
explicarlo mediante el estudio de las rutas metabdlicas. La elucidacion de la ruta
metabdlica del colesterol en los afios sesenta por parte de Konrad Bloch y Feodor
Lynen, sobre la base de los estudios realizados por John Cornforth y George
Popjack, dio a conocer las reacciones quimicas que explican por qué los terpenos
estdn compuestos de unidades de cinco atomos de carbono. El compuesto de
partida es el pirofosfato de isopentenilo (IPP por sus siglas en inglés) que,
dependiendo del organismo o de la naturaleza quimica del terpeno final, puede
obtenerse mediante dos vias diferentes (Figura 7). En animales y plantas
superiores, el compuesto de partida es el acido mevalénico (MVA por sus siglas en
inglés), y algunas plantas, algas, bacterias y organismos patégenos, como el
parasito de la malaria, lo sintetizan desde la 1-Desoxi-D-xilulosa-5-fosfato. Algunas
bacterias utilizan los dos compuestos de partida indistintamente.

HaC OH

Hooc\>\/\OH

Acido mevaldnico (MVA)
CH,

OH
)\/\ oPP
H3C /
)HY\OP Pirofosfato de isopentenilo (IPP)
O oH

1-Desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP)
Figura 7. Estructura del IPP y la de sus precursores

13



Las bases bioquimicas para conocer y comprender la sintesis de los terpenos tuvo
lugar a partir del aislamiento del acido mevalénico como precursor de unidades de

cinco atomos de carbono.

Esta ruta metabdlica explica la obtencion del alcohol dimetilalilico y su is6mero el
isopentenol, en forma de sus ésteres de pirofosfato considerados como los
precursores fundamentales de todos los isoprenoides. De este modo, estas
unidades de cinco atomos de carbono pueden incorporarse casi en cualquier
namero para producir la gran variedad de esqueletos terpenicos que se han

encontrado en muchos de los ejemplares estudiados hasta la actualidad (Figura 8).

OH

o \H/\/ Terpenos
N + Esteroides
HO OH

Carotenos

HO

Figura 8. Estructura del acido mevaldnico precursor de terpenos

Los terpenos desempefian importantes papeles defensivos en el reino vegetal ya
gue a menudo muestran una gran actividad insecticida y/o alimentaria para muchos
insectos y herbivoros (Gershenzon et al, 1992). Un ejemplo de esto, son las
piretrinas, encontradas 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 elaboracién de diversos

insecticidas (Taiz et al, 2015).

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 limoén, la albahaca y las salvias son ejemplos de plantas que

contienen aceites esenciales (Taiz et al., 2015).
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2.4.2 Diterpenos

Los diterpenos son compuestos de 20 atomos de carbono (cuatro unidades de
isopreno) son bastante abundantes sobre todo en el mundo vegetal, aunque

también existen en el mundo animal (Leland et al, 2006).

El precursor clave es el pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP por sus siglas en
inglés) por lo general son sélidos cristalinos, mayoritariamente aislados de especies
de las familias Asteraceae y Lamiaceae (Peters, 2010). Atendiendo a su estructura
quimica se pueden clasificar en lineales o ciclicos dependiendo de como se
despliegue el GGPP (Figura 9), el sistema biciclico que se forma inicialmente tendra
una configuracion diferente de los estereocentros creados y dara lugar a diferentes

esqueletos (Ruiz, 2002).

OPP

Figura 9. Estructura de GGPP

Los diterpenos son los principales componentes aislados de especies de Salvia y
pueden ser de tipo abietano, abietano modificado, clerodano y clerodanos
modificados (Figura 10). El contenido y tipo de diterpenos en especies del género
Salvia estd estrechamente relacionado con la distribuciobn geografica de las
diferentes especies y con su agrupacion taxonémica, es decir la seccion a la que
pertenecen. Los diterpenos aislados de especies del género Salvia norteamericanas
poseen esqueletos de abietano y clerodano (Rodriguez-Hahn et al, 1992). El interés
farmacoldgico de los productos naturales de estructura terpénica ha ido en aumento

en los ultimos arfios.
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Diversos estudios han destacado las distintas actividades bioldgicas, que incluyen
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales, antifungicas, citotoxicas,
antitumorales y cardioprotectoras, (Chinou, 2005; de las Heras et al., 2009; de las
Heras et al., 2003; Dong et al., 2011; Ojha et al., 2012; Salminen et al., 2008).

19 18 19 18

Abietano Kaurano

19 18

Clerodano Pimarano

Figura 10. Diferentes tipos de estructuras de diterpenos

2.4.3 Diterpenos tipo clerodano

Los clerodanos son terpenos biciclicos, su esqueleto basico se divide en dos
fragmentos: un anillo de decalina (anillos Ay B, de C-1 a C-10) unido a una cadena
lateral de seis carbonos en C-9 (C-11 a C-16, con C-16 unido a C-13, es decir, 3-
metilpentilo). Los cuatro carbonos restantes (C-17 a C-20) estan unidos a C-8, C-4,

C-5y C-9 respectivamente, en el sistema decalina como se ilustra en la Figura 11.
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15

Figura 11. Esqueleto base de un diterpeno tipo clerodano y su numeracién

Estos compuestos han despertado mucho interés en los Ultimos afios como
resultado de las notables actividades biolégicas que presentan, particularmente
como agentes que modifican el comportamiento alimenticio de insectos
considerados plagas fit6fagas, como Spodoptera exempta y S. littoralis que causan
importantes pérdidas econOmicas. Varios géneros de la familia de plantas
Lamiaceae han sido identificados como abundantes fuentes de clerodanos con
estas propiedades. Los diterpenos de tipo clerodano también pueden exhibir otras
actividades farmacologicas, incluyendo actividad antitumoral, antifingica,
antibiética, asi como hipoglucémico, hipolipidémica y actividad inhibidora de la
antitrombina (Li et al, 2016).

En lo que respecta a especies del género Salvia pertenecientes al subgénero
Calosphace, aproximadamente el 80% de los diterpenos aislados posee un
esqueleto de clerodano o clerodano modificado. Los diterpenos de tipo clerodano
aislados de especies del género Salvia son casi exclusivamente neo-clerodanos,

con algunas excepciones y pueden presentar las siguientes funcionalidades:
1) Una y-lactona aq, B-insaturada

2)Una a o B-butendlida en los metilos 20 y 17 sin oxidar

3) Una d&-lactona

4) Un grupo hidroxi o acetoxi axial en C7.
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Los clerodanos modificados poseen rearreglos carbonados pocos comunes, dando
origen a nuevos esqueletos. Los diterpenos cuyo esqueleto se origina a partir del
clerodano son: languidulano, salvigenano y salvilanguidulano entre otros
(Rodriguez-Hahn et al, 1996) (Esquivel B., 2008). Adicionalmente, en afos
recientes se han aislado otros clerodanos modificados, aumentando asi el nimero
de esqueletos carbonados que se originan a partir del clerodano, ellos son
salvileucalano, tipo Salvileucalina B y tipo Salvileucalina C. La estructura de estos

clerodanos modificados se muestra en la Figura 12.

z
\O
o” © O0Ac
Languidulina Salvigendlida Salvilanguidulina A
(Langl'”dl'”ano) (Sa|vigenano) (SalVilangUidUlanO)
(0]
(0]
AN (0]
Y
N
0]
(0]
Salvioccidentalina Salvileucalina B Salvileucalina C

(Salvileucalano)

Figura 12. Clerodanos modificados aislados de especies del género Salvia
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2.4.4 Triterpenos

Los triterpenos (30 atomos de carbono) contienen 6 unidades de isopreno en su

esqueleto y constituyen un grupo muy amplio de compuestos naturales.

La unién cola-cola de dos moléculas de Farnesil-PP produce el escualeno que es el

precursor de todos los triterpenos (Figura 13).

Farnesil difosfato

Figura 13. Estructura del Escualeno

Las estructuras de triterpenos mas comunes detectados en las especies de Salvia
son los ursano, oleanano y lupano, los cuales exhiben una gran variedad de
actividades bioldgicas; de hecho, los &cidos ursolico y oleandlico se han encontrado
en casi todas las Salvias estudiadas hasta el momento. Dichos acidos exhiben
actividades antimicrobianas, antiinflamatorias, antihiperlipidémicas, antiulcerosas,
hepatoprotectoras, hipoglicémicas, anticarcinogénicas y antiangiogénicas, entre
otras (Topgu, 2006).

Los triterpenos son usualmente solidos blancos de alto punto de fusién y estan
ampliamente distribuidos entre resinas vegetales, corcho y cutina; se han aislado
en varias partes de las plantas tales como flores, hojas, corteza y madera. Existen
varios grupos de triterpenos, incluyendo triterpenos comunes, esteroides,

saponinas, esteroles y glicosidos cardiacos (Leland et al, 2006).
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Los triterpenos han mostrado diversas actividades farmacolégicas como
anticancerosa, antiinflamatoria, antimalarica, antihelmintica, hipoglucemiantes,
hipolipemiantes y hepatoprotectores (Cheng et. al., 2010), resaltando la importancia

de este tipo de compuestos.

B
Z
z
2

24

3

Figura 14. Esqueleto pentaciclico de triterpeno y su numeracion

2.4.5 Compuestos Fendlicos

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 metabdlicas basicas:

la via del &cido Shikimico y la via del &cido malénico (Taiz et al., 2015).

Existen numerosas categorias de estos compuestos, incluyendo los fenoles
simples, fenilpropanoides, acidos fendlicos, flavonoides, taninos y quinonas.
Algunos son solubles solo en disolventes organicos, otros son solubles en medios
acuosos en combinacion con acidos carboxilicos o glucosidos y otros son grandes

polimeros insolubles (Leland et al, 2006).

Muchos compuestos fendlicos de acuerdo con su diversidad quimica tienen papeles
importantes en las plantas como defensa contra herbivoros, hongos e insectos
(Andersen et al, 2006). Otros funcionan como atractores de polinizadores o en la

inhibicion del crecimiento de las plantas cercanas competidoras debido a la
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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 Salvia es una rica fuente de polifenoles, algunos de los cuales son Unicos en este
género. Los compuestos fendlicos son conocidos por mostrar una serie de
actividades farmacolégicas como analgésicas, antialérgicas, anticancerosas,
antiinflamatorias, antiespasmaodicas, antiulcerosas y con mayor frecuencia
probados como antioxidantes (Bonkanka T., 2006) mostrando excelentes

resultados.

2.4.6 Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos constituyen la mayor parte de compuestos solubles en agua.
La mayoria de estos compuestos en las especies de Salvia son exclusivamente
aguellos derivados de &cido cafeico. Los mondémeros que estan frecuentemente
presentes en las especies de Salvia son el &cido cafeico y el &cido feralico. El acido
rosmarinico es el dimero cafeico mas abundante en las especies de Salvia, también
es el principal responsable de la alta actividad antioxidante (Lu & Foo, 2002;
Kamatou et al, 2010). Las estructuras de algunos &cidos fendlicos se observan en

o o
HO
HaCO
HO HO

Acido cafeico Acido fertlico

HO
o}
o OH
HO o
O OH OH

Acido cumarico

la Figura 15.

Acido rosmarinico

Figura 15. Estructura quimica de algunos acidos fendlicos
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2.4.7 Flavonoides

Los flavonoides constituyen una enorme clase de productos naturales con gran
diversidad estructural, actualmente, se conocen cerca de 3000 de estos
compuestos. Son generalmente solubles en agua y se dividen quimicamente en
diferentes grupos: chalconas, flavonas, flavonoles, flavanonas, antocianinas,

isoflavonas, entre otros (Walter et al, 2009).

El esqueleto comun a todos los integrantes del grupo consta de dos anillos de seis
atomos de carbono (designados con las letras A 'y B) unidos mediante un puente de
tres atomos de carbono que por lo comun forma un tercer ciclo. Dependiendo del
grado de oxidacion del anillo central, se obtienen las diferentes estructuras de cada
compuesto flavonoide en particular. Las estructuras basicas correspondientes a
cada uno de estos grupos se muestran en la Figura 16.

)

Chalcona

X
o) Isoflavona OH

Flavanona -
Antocianina

Figura 16. Esqueleto fundamental y clasificacion de flavonoides
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El esqueleto basico de un flavonoide consta de 15 atomos de carbono dispuestos
en dos anillos arométicos 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.

De la ruta del acido shikimico

De la ruta del acido
malomco

puente de tres
carbonos

Figura 17. Esqueleto basico de un flavonoide, su numeracion y origen biosintético

Generalmente, los flavonoides se encuentran en las plantas como glicésidos o
sustituidos por grupos hidroxilo, que usualmente ocupan las posiciones 3,5y 7,
aunque también pueden encontrarse en otras posiciones. Otros sustituyentes
comunes son grupos metoxilo o unidades de isopentilo modificadas (Taiz et al.,
2015).

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en las especies de Salvia, los
principales estan presentes como flavonas, flavonoles y sus glucoésidos. Las
flavonas hidroxiladas en la posicion 6 se han reportado con importancia taxonémica
para este género. Los flavonoides son responsables de la mayoria de los colores
rojos, azules y amarillos que se observan en las flores debido a los diversos
sustituyentes; entre mas conjugadas se encuentren estas moléculas, presentaran
colores mas brillantes. Otra de las funciones que desempefian es como defensa al
proporcionar sabores y olores caracteristicos al material vegetal que son
organolépticamente desagradables para los rumiantes e insectos (actividad

antialimentaria).
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Muchos de los roles biolégicos de estas moléculas estan asociados con su
capacidad de unirse a metales como hierro y cobre, los cuales inducen la actividad
antioxidante. Ademaés, se conoce que los flavonoides presentan actividad
antifingica, bactericida, antiinflamatoria, como agentes anticancerosos, antivirales,

antitoxicos y hepatoprotectores (Leland et al, 2006).

2.4.8 Flavanonas

Las flavanonas se caracterizan por la ausencia del doble enlace entre C2y C3y
porque poseen un centro quiral en la posicidn 2. Su estructura base se puede

observar en la Figura 18.

@]
ot
O

Figura 18. Estructura basica de una flavanona

Con relacién a las flavonas y flavonoles, las flavanonas se encuentran menos
distribuidas en la naturaleza. Las mas encontradas son la naringeninay el eriodictol,
relacionadas con la apigenina y la luteolina, respectivamente. Se conocen hasta

ahora mas de 350 agliconas de flavanonas (Iwashina, 2000).

Por lo general, estan glicosilados por un disacéarido en la posicion siete para formar
glucésidos de flavanona. Al ser compuestos naturales, las flavanonas tienen una
alta disponibilidad y un buen perfil farmacolégico. Muestran muchas actividades
bioldgicas por ejemplo antifingica, antibacteriana, antimicrobiana, antioxidante,

analgésica, antiinflamatoria y antitumoral (Murti & Mishra, 2014).
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2.4.9 Flavonas

Las flavonas contribuyen a la coloracion de 6rganos vegetales tales como flores y
frutos. De alli surge su relevancia en los procesos de polinizacion y dispersion de

semillas.

Las flavonas se caracterizan por la presencia de un doble enlace entre C-2y C-3y
por presentar sustituyentes en los anillos A y B. De las cerca de 400 agliconas de
flavonas conocidas (lwashina, 2000), las méas frecuentemente encontradas en
plantas son la apigenina, la luteolina y la diosmetina. En plantas de las familias
Compositae, Lamiaceae y Umbelliferae, estos compuestos aparecen, en general,
como O y/o C-glucésidos (unidos en las posiciones 7, 6 y 8, respectivamente, como

se presenta en la Figura 19) (Cuyckens & Claeys, 2004).

Como pigmentos protectores, impiden o reducen el dafio que produce la radiacion

UV sobre las plantas.

Figura 19. Estructura basica y numeracion de una flavona
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3.- OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Realizar el estudio fitoquimico de una poblacién de S. longispicata colectada en el
municipio de Xilitla Las Flores, San Luis Potosi a fin de contribuir al conocimiento
quimico de las especies del género Salvia de México.

3.2 Objetivos Particulares

= Aislar y purificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto de
diclorometano y acetona de las hojas de Salvia longispicata mediante
diversas técnicas cromatogréficas.

= Determinar la estructura quimica de los compuestos mediante el uso de
técnicas espectroscopicas modernas como resonancia magnética nuclear
(RMN), espectroscopia de Infrarrojo (IR) y espectrometria de masas (EM).

» Llevar a cabo estudios de actividad biolégica para los metabolitos

secundarios gue se identifiquen en la planta.
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4.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Métodos cromatograficos

Para el aislamiento y purificacion de los compuestos se realizaron separaciones
mediante cromatografia en columna (CC) usando como fase estacionaria silica gel
Malla 230-400 en una proporcion de 1:20 por gramo de extracto; cromatografia a
presion de aire o “flash” (CF) con soporte de silica gel 230-400 (Macherey-Nagel),
SEPHADEX (50 g en metanol) y octadecilsilicio (C18).

Durante el fraccionamiento se realizé el monitoreo constante por cromatografia en
capa delgada analitica (CCDa) de gel de silice 60G UV2ss ALUGRAM de marca
MACHEREY NAGEL 20%20 cm y 0.20 mm de espesor.

Se utilizaron placas de vidrio ALUGRAM de marca MACHEREY NAGEL SIL G-100
UV2s4, SIL G-50 UVa2ss, SIL G-25 UV2ssa de 20x20cmy 1 mm, 0.5 mmy 0.1 mm de
espesor, en una relacién de 100 mg, 50 mg, 10 mg respectivamente de extracto por

placa (segun el caso) para cromatografia en capa delgada preparativa (CCDp).

La deteccion por exposicion a la luz UV se observé en una lampara Spectroline CX-
20 a dos longitudes de onda (365 nm y 254 nm) y el posterior revelado se hizo por
aspersion con solucion reveladora de “OLEUM” preparada con 200 mL de é&cido
acético, 10 mL de &cido sulfdrico y 40 mL de agua o solucién de sulfato cérico
preparada con 230 g de hielo, 12 g de sulfato cérico y 22.2 mL de &cido sulfarico

seguido de calentamiento en una parrilla en ambos casos.

Los disolventes que se emplearon para la extraccion y separacion de los metabolitos
fueron hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona y metanol obtenidos de

manera comercial y que se destilaron en el laboratorio, previo a su uso.

Para la concentracion de los extractos y fracciones se utilizé un rotavapor marca
BUCHI modelo RE111, con su respectivo bafio de agua BUCHI 461. También se
utilizé un rotavapor de alto vacio modelo BUCHI R-215 bomba aspiradora V-700 y

bafio de agua B-491.
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4.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscoépicas vy
espectrométricas.

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotdmetro IR Bruker
Tensor 27, utilizando la técnica de disolucion en cloroformo (CHCIs), pelicula o
pastilla de KBr.

Los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fueron realizados en
un espectrémetro Bruker Avance Il 400 MHz, en un Bruker Avance Il HD 500 MHz
y un Bruker Avance Ill HD 700 MHz. Se utilizaron como disolventes cloroformo
(CDCl3) y metanol (CDsOD) deuterados. El programa utilizado para el
procesamiento de los espectros fue MestReNova version 8.1.

Los espectros de masas (EM) se obtuvieron por la técnica DART (Direct Analysis in
Real Time) en un espectrometro Jeol, The AccuTOF JMS-T100LC y por la técnica
FAB+ (Fast Atom Bombardment Positive mode) en un espectrémetro de masas, The
MStation JMS-700.

Finalmente, los puntos de fusion fueron determinados en un aparato de Fisher-
Johns y no estan corregidos. Los datos de rotacion 6ptica (RO) fueron medidos en
un polarimetro Perkin Elmer 343.

4.3 Colecta del material vegetal

El material vegetal fue colectado el 24 de mayo de 2017 en el Mpio. Xilitla Las
Flores, San Luis Potosi (coordenadas Latitud 21°27'16"N, Longitud: 99°04'12"W,
Altitud 1500 m), en un bosque mesdfilo de montafia (Figura 20).

El material vegetal fue identificado por el M. en C. Ramiro Cruz Duran de la Facultad
de Ciencias de la UNAM.

La planta se secO a temperatura ambiente y posteriormente se separd en hojas y

tallos de manera manual.
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Figura 20. Ubicacion en el mapa del sitio de colecta del
material vegetal (2018 ©DigitalGlobe, Google Earth)

4.4 Extracto de diclorometano.

Para la preparacion del extracto de diclorometano se emplearon 831.3 g de hojas
secas y molidas de S. longispicata, las cuales se extrajeron por percolacion con
DCM; el extracto se concentrd0 a presion reducida utilizando un rotavapor. Se

obtuvieron 10.5 g de extracto.

4.5 Extracto de acetona.

Se preparé un segundo extracto nuevamente por percolacion utilizando como
disolvente acetona. ElI material vegetal empleado correspondié al material
previamente extraido con DCM; el extracto acetonico se concentrd hasta sequedad

en un rotavapor. Se obtuvieron 4.7g de extracto seco.

El aislamiento y purificacién de los compuestos se realiz6 empleando diferentes
técnicas de separacion como cromatografia en capa delgada preparativa (CCDp),
cromatografia en columna (CC), columna flash (CF) y C18. La identificacion y
elucidacién estructural de los compuestos se llevd a cabo mediante técnicas

espectroscopicas, principalmente RMN, IR, EM.
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4.6 Aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios del extracto de
DCM

El extracto crudo se separd por cromatografia en columna (CC) en gel de silice
empleando un gradiente de elucién con hexano/AcOEt (100:0-0:100). Se obtuvieron
126 fracciones primarias de 300 mL cada uno. Las fracciones se reunieron en 31
fracciones primarias (A-D') de acuerdo con la similitud que presentaron en

cromatografia en capa delgada analitica (CCDa).

4.6.1 Compuesto 1

La fraccion E (392 mg) se analiz6 mediante RMN !H en donde se observé una
mezcla compleja donde el compuesto mayoritario correspondia al acido
Hardwiickico (1); ademas al realizar el monitoreo por CCDa se observé que no habia

separacion de los componentes.

Debido a lo anterior, se procedioé a purificar el acido Hardwiickico mediante una
reaccion de metilaciéon con diazometano empleando el procedimiento descrito en
Organic Syntheses, Vol. 2, (1935). El diazometano se prepar6 in situ utilizando N-
Nitrosometilurea como precursor. El producto de reaccion (416.3 mg) se purifico
mediante CC utilizando gel de silice como soporte y una mezcla de hexano/acetona
(9:1) como disolvente de elucién. Se obtuvieron 12 fracciones (A-L). La fraccién A
(185.9 mg) se purific6 nuevamente a través de una CCDp en donde se aisl6 el
compuesto 1a (50.8 mg) como un liquido aceitoso amarillento.

» CCDa de la fraccion E después de la reaccion

» CCDa de la fraccion E antes de la reaccién

Figura 21. CCDa de la fraccion E, E = perfil cromatogréfico de la
muestra antes de esterificar y EC = perfil cromatogréfico
después de esterificar con diazometano. Sistema de elucién:
hexano/acetato de etilo (8:2)
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En la Figura 21 se observa que tanto antes como después de la metilacion con
diazometano predomina el compuesto 1 (franja roja en ambos casos) y que después

de la reaccion de metilacion con diazometano hay una mejor separacion.

4.6.2 Compuesto 2

El compuesto 2 se obtuvo de la fraccion S a través de una columna cromatografica
utilizando 1.1677 g de muestra, silica gel 230-400 como soporte y como fase movil
DCM/Mz1 (98:2); M1 consistié en una mezcla de acetato de etilo, metanol y agua en
una proporcion 200:16:7 respectivamente; de la CC se colectaron 30 fracciones de
125 mL cada una. ElI compuesto 2 se identifico en la fraccion nimero 13 como un

sélido cristalino de color verde con punto de fusion de 203-205°C.

Figura 22. a) CCDa de la fraccion con la fase DCM/M1 en
proporcién (98:2), b) Aspecto del solido obtenido

4.6.3 Compuestos 3y 4

Los compuestos 3 y 4 fueron identificados en la fraccion T. La fraccion (432 mg) se
separé mediante una cromatografia Flash empacada con silica gel 230-400 como
soporte en una columna de 20 cm de longitud y 5 cm de diametro, 5 mL por minuto
como velocidad de flujo y una mezcla de DCM/M1 (9:1) como eluyente. Se
obtuvieron 27 fracciones de 50 mL cada una. La fraccion 2 (T2) se purificé por medio
de una CCDp en placa de vidrio de 20x20 cm y 0.25 mm de espesor y como eluyente
hexano/Mi (6:4) para obtener el compuesto 3 (T2a) como un polvo ligeramente

amarillo y el compuesto 4 (T2c¢) como un polvo incoloro.
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Figura 23. CCDa de la fraccion 2 en un sistema de elucion DCM/M1 en proporcion
(9:1)

4.6.4. Compuesto 5

El compuesto 5 se aisléo de las fracciones mas polares. Para esta fraccion se
utilizaron 534 mg de muestra, la cual se separd por medio de una cromatografia
Flash empacada con silica gel 230-400 como soporte de 20 cm de longitud y 5 cm
de didmetro, 5 mL por minuto como velocidad de flujo y una mezcla de DCM/M1
(9:1) como eluyente. Se colectaron 33 fracciones de 50 mL cada una; el compuesto
5 se obtuvo en las fracciones 9 a 14 como un polvo de color amarillo palido y punto
de fusion de 155-157°C.

I
:

‘ i

|

T on kB

| T i

a)
Figura 24. a) CCDa de la fraccion 13 en un sistema de elucion de
DCM/Mz en proporcion (9:1) a partir de la fraccion 9 a 14 se obtuvo

el compuesto 5, b) Aspecto del solido obtenido
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4.7 Aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios del extracto de
Acetona

El extracto crudo se separ6 por cromatografia en columna abierta (CC) en gel de
silice 230-400 empleando un gradiente de elucién con hexano/M1 (Mi: AcOEt:
MeOH: H20) (100:0-0:100). Se obtuvieron 147 fracciones primarias de 125 mL cada

una.

Las fracciones se reunieron de acuerdo con la similitud que presentaron en

cromatografia en capa delgada analitica (CCDa) en 24 (A-W).

4.7.1 Compuesto 6

La fraccion M (60 mg) se separ6 por CCDp empleando como eluyente un sistema
constituido por DCM/acetona (8:2) para obtener el compuesto 6 como un soélido
cristalino de color verde claro y punto de fusion de 210-212°C.

Figura 25. CCDa de la fraccibn M comparado con Ma (compuesto 6) aislado

4.7.2 Compuesto 7

La fraccion T (416.9 mg) se someti6 a una CC en C18, se empled un sistema
constituido por agua/metanol (95:5) en la fraccion 3 se identificO el compuesto 7

como un solido de color verde claro y punto de fusién de 168-173 °C.
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4.8 Otros Compuestos

Ademas de los compuestos descritos, se identificaron las mezclas de triterpenos
acido ursolico (8a) y acido oleanolico (8b) como se muestra en la Figura 26 en el
extracto de diclorometano, para ello la fracciéon H (187.9 mg) se sometié a una
columna cromatografica SEPHADEX LH-20 (50 g) en metanol como eluyente y se
colectaron 16 fracciones de 125 mL cada una, a partir de la fraccion 8 se observo la

formacion de un sélido de color blanco.

8a) R1=CHj3, R,=CH3 y R3=H
8b) Ry=H, Ry=CHj; y R3=CHj

Figura 26. Estructuras del acido ursdlico (8a) y del acido oleandlico (8b)

Los compuestos estigmasterol (9a) y B-sitosterol (9b) que se observan en la Figura
27 se identificaron en el extracto de diclorometano en la fraccion F (354.9 mg) a
través de una columna Flash empacada con silica gel 230-400 como soporte de 20
cm de longitud y 5 cm de diametro, 5 mL por minuto como velocidad de flujo y una
mezcla de Hexano/Mi (96:4) como eluyente. Se colectaron 12 fracciones de 50 mL
cada una; se junto de la fraccion 1 a 5 debido a su perfil cromatogréfico similar y se
purific6 por medio de una CCDp en placa de vidrio de 20x20 cm y 0.5 mm de
espesor y como eluyente DCM/Mz1 (9:1) para aislar la fraccion mayoritaria que se

identifico como la mezcla de estigmasterol y B-sitosterol.

Figura 27. 9a) Estigmasterol, 9b) B-sitosterol
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4.9 Actividad Biologica

Los ensayos de la actividad antiprotozoaria y antidiarreica se realizaron en el
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional "Siglo XXI" del IMSS, a
cargo del Dr. Fernando Calzada.

= Ensayo Antiprotozoario

La cepa HM1-IMSS de Entamoeba histolytica utilizada en todos los experimentos
se cultivdé axénicamente (una sola especie microbiana) a 37°C en medio TYI-S-33
suplementado con 10% de suero bovino inactivado por calor. En el caso de Giardia
lamblia, se cultivé la cepa IMSS: 8909:1 en medio modificado TYI-S-33
suplementado con 10% de suero bovino y bilis bovina. Los trofozoitos se
mantuvieron axénicamente y para los ensayos se emplearon en la fase logaritmica

del crecimiento.

Las pruebas de susceptibilidad in vitro se realizaron utilizando un método de
subcultivo. Trofozoitos de E. histolytica (6 x 10%) o G. lamblia (5 x 10%) se incubaron
durante 48 h a 37 °C en presencia de diferentes concentraciones (2.5 a 200 pg/mL)
del extracto crudo o compuestos puros en dimetilsulféxido (DMSO). Se utilizd
metronidazol como farmaco amebicida y giardicida como estandar, un control
(medio de cultivo mas trofozoitos y DMSO) y un blanco (medio de cultivo). Después
de la incubacién, los trofozoitos se separaron por enfriamiento y se subcultivaron
muestras de 50 pl de cada tubo en medio fresco durante otras 48 h. El numero final
de parasitos se determind con un hemocitémetro y los porcentajes de inhibicion del

crecimiento de trofozoitos se calcularon por comparacion con el cultivo control.

Los resultados se confirmaron mediante un método colorimétrico: los trofozoitos, se
lavaron y se incubaron durante 45 min a 37 °C en solucion salina buffer de fosfatos
con MTT (3-(4,5-dimetilhiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio) y metosulfato
de fenazina. El colorante producido (formazan) se extrajo y la absorbancia se
determind a 570 nm. Los experimentos se realizaron por duplicado para cada

protozoario y se repitieron al menos tres veces.
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= Ensayo Antidiarreico

Estos estudios se realizaron con la aprobacion del Hospital de Especialidades
del Centro Médico Nacional "Siglo XXI" del IMSS (Numero de aprobacion: R-
2012-3601-182) y de acuerdo con la norma oficial mexicana NOM 0062-Z0O0-
1999 titulada “Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de

animales de laboratorio”.

Ratas macho Sprague-Dawley (200-250 g) del bioterio del IMSS, se mantuvieron
en ayuno durante la noche con disponibilidad de agua ad libitum, hasta el inicio

de los experimentos.

El método descrito por Williamson y col. (1996) se adopté para estudiar el efecto
de los compuestos sobre hiperperistalsis en ratas. Los animales de prueba se
dividieron en grupos de seis individuos para formar el grupo de control y el grupo
de prueba. Las ratas se trataron por via oral con cada compuesto (0.01, 0.1, 1.0,
10, 20, 40 mg/kg en 1 mL de una solucién al 2% de dimetilsulfoxido (DMSO) en
agua) o vehiculo (1 mL de una solucién de DMSO al 2% en agua) o clorhidrato
de loperamida (Sigma) (0.1, 1.0, 10, 20, 40 mg/kg en 1 mL de una solucion de
DMSO al 2% en agua).

Después de 20 minutos, cada uno de estos animales recibié 1 mL de una
suspension de carbén al 10% en goma ardbiga acuosa al 5%, por via oral. Todos
los animales se sacrificaron después de 30 minutos, se extrajo el estbmago y el
intestino delgado y se extendieron sobre una superficie de vidrio limpio. La
distancia recorrida por la suspensiéon de carbon se midié y luego se expresoé

como el porcentaje de la distancia desde el piloro hasta el ciego.

Posteriormente, se construy0 una grafica del porcentaje de inhibicion frente a la
concentracion, la mejor linea recta se determiné mediante analisis de regresion
y se calcularon los valores de concentracién inhibidora al 50% (IC50). Se calculé
el coeficiente de regresion, su nivel de significacién (p) y el coeficiente de

correlacion. Los experimentos se realizaron seis veces para cada concentracion.
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Estudio fitoquimico del extracto de diclorometano

El extracto de diclorometano de las hojas de Salvia longispicata condujo al
aislamiento e identificacion de cinco compuestos: un flavonoide y cuatro diterpenos,
su elucidacion estructural se llevd a cabo mediante técnicas espectroscopicas,
principalmente resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de infrarrojo
(IR) y espectrometria de masas (EM). A continuacion, se discuten los aspectos mas

relevantes de la determinacion estructural de los compuestos antes mencionados.
Compuesto la Ester metilico del Acido Hardwiickico

La fraccion E del extracto de diclorometano se analiz6 por cromatografia en capa
delgada analitica y se observaron bandas caracteristicas de grupos funcionales
acidos que dificultan la separacion en silica gel por lo que se procedi6 a realizar una
resonancia magnética nuclear de protdén con el objetivo de definir qué tipo de
compuestos constituian la mezcla. La RMN *H indic6é que la muestra consistia en
un compuesto acido mayoritario (compuesto 1) con caracteristicas similares a uno
ya aislado previamente en el laboratorio de otra especie de Salvia. Con el objetivo
de purificar el compuesto y separarlo de los constituyentes minoritarios de la mezcla,
se realiz6 una esterificacion con diazometano, usando N-Nitrosometilurea como
precursor. En la Figura 28 se muestra el mecanismo de reaccién de metilacion del

compuesto 1.

1a

+N2(9)

.0 ® N ®© o
H,C—N—N*: H,C—N=—/N

Figura 28. Mecanismo de reaccién de metilacion del Acido Hardwiickico (1)
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El compuesto 1a (50.8 mg) se aislé como un liquido aceitoso amarillento y [o<]3° —
249 (c 0.001, CHCI3) (Ver anexo A.l.). El espectro de masas mostré un ion
molecular a m/z 331 [M+H]* correspondiente con la férmula molecular C21H300s3 (Ver
anexo A.1.1). En el espectro de infrarrojo (Ver anexo A.1.2) se observaron bandas
de absorcién caracteristicas de anillo furanico B-sustituido en 1500.99 cmy 873.49
cml, una banda de estiramiento caracteristica de un grupo carbonilo de un éster a,
B insaturado en 1714.06 cm™y una banda de metil éster en 1162.72cm*, ademas
de una banda de absorcién en 2953.77 cm correspondiente a grupos metilo (-CHs
con estiramiento asimétrico), una banda en 2870.11 cm™' de metilos con
estiramiento simétrico, una banda en 2923.47 cm que corresponde a grupos
metilenos (-CH2- con estiramiento asimétrico); otra banda en 1453.78 cm™ de
torsion asimétrica que indica metilos y en 1382.13 cm! se confirma la presencia de

grupos metilo de torsion simétrica.

En el espectro de RMN *2C (Ver Anexo A.1.4) se observaron 21 sefiales, cuatro de
ellas correspondientes a grupos metilo, seis metilenos, seis metinos y cinco
carbonos completamente sustituidos, de los cuales uno pertenece a un carbonilo,
todos ellos asignados de acuerdo con el analisis del experimento DEPT 90 y DEPT
135 (Ver anexos A.1.5y A.1.6).

En el espectro de RMN 'H (Ver anexo A.1.3) en la regiéon de los atomos de
hidrogenos aromaticos se observan cuatro sefiales unidos a carbono sp?. Tres de
ellas atribuibles a un anillo de furano mono sustituido (Figura 29). Con base en el
desplazamiento y las constantes de acoplamiento observadas para los &tomos de
hidrogeno constituyentes del anillo, el furano debe estar sustituido en la posicion (.
Los atomos de hidrégeno en posicion a al oxigeno a frecuencias mas elevadas: el
hidrégeno o’ en & 7.34 (t, 1.6 Hz) y el hidrogeno a en 7.19 ppm como una sefial
doble y el hidrégeno B en 6.25 ppm como una sefal simple ancha. Los respectivos
carbonos se observan en 142.7, 138.4 y 111.0 ppm de acuerdo con el espectro
HSQC (Ver anexo A.1.9). El carbono beta al oxigeno del furano se asigné con base
en su correlacion con los metinos del anillo del furano observada en el espectro
HMBC (Ver anexo A.1.7).
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Figura 29. Anillo de furano del compuesto la

Por otro lado, el perfil de sefiales entre 1y 2.5 ppm del espectro de RMN *H sugiere
que el compuesto la presenta un esqueleto que podria corresponder a un labdano
o un clerodano (Figura 30), sin embargo, se sabe que el esqueleto mas usual en
Salvias americanas es el clerodano, por lo que se consideré a éste como estructura
de trabajo. El metilo de la posicion 8 éu 0.83/ 613c 15.98 se observo como una sefial
doble con una constante de acoplamiento de 6.8 Hz. El metilo 20 se observo como
una sefal simple en dx 0.76/ d13c 18.4 y finalmente el metilo 19 en 1.27 &n / d13c
20.9.

Figura 30. Esqueletos de clerodano (a) y labdano (b)

Algunos compuestos de tipo clerodano presentan un anillo de furano en la cadena
lateral del esqueleto, esto aunado al andlisis del espectro HMBC (Ver anexo A.1.7)
donde se observa una correlaciéon H-C a tres enlaces entre los metinos de las
posiciones a y B del furano con un metileno, el cual debe corresponder al metileno

de la posicién 12, se sugiri6 la estructura parcial mostrada en la Figura 31.

Figura 31. Estructura de clerodano fusionado a un anillo de furano
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El andlisis de los espectros de RMN llevo a la conclusion que se tenia un carbonilo
a, B insaturado formando parte de la estructura; en la regién de los carbonos de tipo
sp? del espectro de RMN de 3C de se observaron dos sefiales, una de ellas
correspondiente a un metino en 137.0 ppm y una segunda sefial en 142.6 ppm
asignada a un carbono vinilico completamente sustituido. En el espectro HSQC se
observo la correlacion entre la sefial en 137.0 ppm con una sefial triple ancha en
6.59 ppm, J =2.49, la cual mostrd correlacion en el espectro HMBC con la sefial
atribuida a un carbonilo, el cual, a su vez mostro correlacion con el metilo de un
éster metilico. El andlisis del espectro COSY (A.1.8) mostré un sistema de spin

como el que se presenta a continuacion:

0

Meo/k Hy Hp

C|3:(|_3|—C —C —CH—R

R R

Con base en el andlisis anterior, se propuso la siguiente estructura plana para el

compuesto 1la.

/7 N\ HMBC

¥ X cosy

Figura 32. Estructura del Compuesto 1la que muestra las correlaciones claves
HMBC y COSY
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La configuracion de la fusion de los anillos A y B se determin6é con base en el
desplazamiento observado para los &tomos de hidrogeno del metilo 20. Se ha
documentado que cuando la fusion de los anillos es cis, el metilo 20 se observa
entre 21 y 29 ppm. En cambio, cuando la fusion es trans, este metilo se observa
entre 17 y 19 ppm (Shunichi Manabe & Chikao Nishino ,1986). En el caso del
compuesto 1a, este grupo se observa en 18.4 ppm lo que indica una fusion trans de
los anillos, lo cual se corrobor6 analizando el espectro NOESY (Ver anexo A.1.10),
donde no se observa la correlacion entre los hidrogenos del metilo 20 y el hidrogeno
en la posicion 10. En el mismo experimento se observa la correlacion entre los
metilos 17,19y 20y 17, lo que indic6 que se encontraban del mismo lado sugiriendo

la estructura mostrada en la Figura 33 o su enantiomero correspondiente.

07" 18 SOCH;,
Figura 33. Estructura del éster metilico del acido Hardwiickico

El acido Hardwiickico es un diterpeno de tipo clerodano del que se han descrito los
estereoisémeros (-)- y (+)- como productos naturales (Misra et al., 1979, Costa et
al., 1998).

Este compuesto fue aislado por primera vez de Hardwickia pinnata en donde el valor
de su rotacion optica lo identific6 como (-)-Acido Hardwiickico al igual que su

correspondiente derivado metil éster (R. Misra, R.C. Pandey, Sukh Dev., 1964).
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En este trabajo se identificd el enantiomero (-)- éster metilico del &cido Hardwiickico
debido al valor de RO obtenido de [«]3° — 249 (c 0.001, CHCI3) y por comparacion
con los datos ya publicados anteriormente, los espectros y las propiedades quimicas
podemos proponer que la estructura asignada que se muestra en la Figura 33

corresponde al (-)-éster metilico del acido Hardwiickico.

En cuanto a la actividad biolégica, McChesney, J. D. y Clark, A. M. (1991)
documentaron que en el extracto de hexano de las raices de Croton Sonderianus
identificaron el (-)-&cido Hardwiickico el cual mostré actividad bioldgica
antimicrobiana en ensayos cualitativos preliminares utilizando la bacteria Gram-
positiva Bacillus subtilis y moderada actividad antimicrobiana contra la bacteria
Staphylococcus aureus, no obstante contra la bacteria Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli no se observé inhibicién, contra la
bacteria Mycobacterium smegmatis también mostrd actividad antimicrobiana. Se
hizo reaccionar el acido Hardwiickico con diazometano para formar el éster metilico,

sin embargo, el derivado resulté ser mucho menos potente.

También se prob¢ la actividad antifingica con los organismos Candida albicans,
Helminthosporium sp. y Trichophyton mentagrophytes para el acido Hardwiickico
mostrando actividad inhibitoria moderada; mientras que para el derivado éster

metilico se observé muy poca inhibicién.

Los datos espectroscopicos experimentales de RMN 'H y 13C del éster metilico del

acido Hardwiickico se muestran a continuaciéon en la Tabla 2.
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Tabla 2. Datos de RMN *H (700 MHz), RMN *3C (175 MHz) en CDClIs del éster
metilico del Acido Hardwiickico

Posicion | 81°C ppm | Tipo | &H ppm, J (Hz)
1 17.7 | CHz 1;%: m
2 27.3 | CH2 gég: m
3 137.0 | CH | 6.59, dd (4.4, 2.6)
4 142.6 C
5 37.7 C
6 360 | CH, | 114 ?2(71,36?’ 4.0)
7 27.4 | CH2 1'412_;1% (31'7)
8 36.4 CH 1.56, d (4.5)
9 38.9 C
10 46.7 CH 1.38,d (11.2)
11 387 | CHz2 |y gy 365?1’?9, 5.1)
12 183 | CHz ngé: m
13 125.7 C
14 1111 | CH 6.25, sa
15 1428 | CH 7.34,1(1.6)
16 1385 | CH 7.19,d
17 16.1 | CHs 0.83, d (6.8)
18 168.0 C
19 20.9 | CHs 1.27,’s
20 18.4 | CHs 0.76, s
21 51.3 | CHs 3.68, s
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Compuesto 2 Cirsilineol

El compuesto 2 (61.9 mg) se aislé como un sdlido cristalino de color verde con punto
de fusion de 203-205°C. El espectro de masas mostrd un ibn molecular a m/z 345

[M+H]* correspondiente con la formula molecular C1sH1607 (Ver anexo A.2.1).

En el espectro de IR (Ver anexo A.2.2) se observa una banda de absorcion a
3011.80 cm™ correspondiente a bandas de vibracion de estiramiento C-H en
compuestos aroméaticos, bandas de vibracion de torsion fuera del plano entre 1400
y 1600 cm* debidas al nticleo bencénico; cominmente es un grupo de 2 a 4 sefiales
y debido al tipo de sobretonos se observa que hay sefales que corresponden a una

sustitucién aromatica en posicién orto en 752.31 cm™.

También en el espectro se identificaron sefiales intensas entre 1100 cm™ y 1300
cm?, debidas a la torsién de grupos hidroxilo y una banda en 1202.81 cmt asignada
al estiramiento de un enlace C-OH. Una banda en 1748.55 cm* caracteristica del
estiramiento de un carbonilo de una cetona ciclica de 6 atomos y en 1655.83 cm?
una banda que pertenece a un doble enlace. Ademas, se identificaron bandas de
estiramiento en 2845.15 cm™ correspondientes a grupos CHs-O-R (metoxilos), en
1439.25 cm! bandas de torsién asimétrica del CHsz y en 1364.27 cm™ de torsion

simétrica de metilos.

En el espectro de RMN 13C (Ver anexo A.2.4) se observaron 18 sefiales, tres de
ellas correspondientes a grupos metilo, cinco metinos y diez carbonos
completamente sustituidos, de los cuales uno pertenece a un carbonilo (182.8 ppm),
todos ellos asignados de acuerdo con el andlisis del experimento DEPT 90 y DEPT
135 (Ver anexos A.2.5y A.2.6).

Se sabe que el desplazamiento quimico establece la naturaleza de los atomos de
hidrogeno y las constantes de acoplamiento determinan la presencia de protones
adyacentes. Los acoplamientos orto y meta en un anillo aromatico presentan rangos
de 6.5-9.0 Hz y 1.5-2.5 Hz respectivamente y son importantes para establecer el

patréon de sustitucion del anillo.
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El perfil que presenta el espectro en la RMN *H indica que se trata de un compuesto
de tipo flavonoide. En la region de 6.0-8.0 ppm del espectro de RMN *H (Ver anexo
A.2.3) se observan sefiales correspondientes a &tomos de hidrégeno atribuibles a

anillos aromaticos que podrian ser asignables a hidrégenos de una estructura tipo

o

)

flavonoide (Figura 34).

Figura 34. Estructura basica de un flavonoide

En 12.75 ppm se observa una sefial simple que integra para un &tomo de hidrégeno,
este desplazamiento es caracteristico cuando este tipo de estructuras presenta un
grupo hidroxilo en la posicion 5 de la molécula, el cual forma un enlace de hidrogeno

con el grupo carbonilo de la posicion 4 (Figura 35).

Figura 35. Formacion de puente de hidrogeno entre el OH de la posicion 5 y el

carbonilo de la posicion 4

A mayor desplazamiento, se observa un sistema aromatico trisustituido 1, 2, 4 como
un sistema ABX. Se observa una sefial doble en 6.96 ppm con una J=8.50 Hz, la
cual se debe al acoplamiento con un atomo de hidrégeno que debe estar en posicién
orto dicho hidrégeno orto se encuentra en un desplazamiento de 7.44 ppm como

una sefal doble de doble (dd) con constantes de acoplamiento (J) de 8.47 y 2.21

45



Hz, el segundo acoplamiento (2.21 Hz) que presenta esta sefial es debido a la
interaccion que tiene con un hidrégeno ubicado en la posicibn meta que se observa

como una sefal doble en 7.48 ppm con la misma constante de acoplamiento.

Este sistema aromatico (Figura 35) debe corresponder al anillo B de una estructura
de tipo flavonoide ya que se ha observado en la literatura que los protones
correspondientes a este anillo son los mas desplazados. Esto permitié proponer la

estructura parcial mostrada en la Figura 36.

Orto

Figura 36. Estructura parcial del flavonoide

En la region de los protones aromaticos se observan dos sefiales simples que
integran para un hidrogeno. Esta observacion permitié sugerir una estructura de tipo
flavona para el flavonoide, en la Figura 37 se muestran las dos estructuras

probables para la flavona.

Figura 37. Estructuras posibles para la flavona aislada de S. longispicata

En el espectro de RMN !H se observa una sefial en 5.76 ppm que integra para un
atomo de hidrégeno, que no muestra correlaciones en el espectro HSQC, esta sefial

se asigno al atomo de hidrogeno de un segundo grupo hidroxilo.
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Por otro lado, en el espectro de RMN 'H se observan 3 sefiales simples, una en
3.92 ppm, otra en 3.97 ppm y finalmente una en 3.99 ppm que integran para 3
protones cada una lo cual evidencid la presencia de tres grupos metoxilos en la
molécula. De acuerdo con la literatura en los compuestos con estructura de tipo

flavona es comun que exista sustitucion en las posiciones 6 y 7 del anillo A.

El analisis de las correlaciones observadas en el espectro HMBC (Ver anexo A.2.7)
(Figura 38) condujo a la conclusién que los metoxilos se ubican en las posiciones

3’, 6y 7 respectivamente y que el grupo hidroxilo debe ubicarse en la posicion 4.

e
o)
OH
H3C—0 O

@)
|
Hicf-o OD (N HmBC

Figura 38. Correlaciones en el espectro HMBC para el compuesto 2

El compuesto 2 es un flavonoide que ha sido aislado previamente de otras especies
como Salvia judaica Boiss (Mahmoud A. Al-Qudah, et al., 2019) Salvia
palaestina Benth y Salvia syriaca L. (Hala I. Al-Jaber et al., 2012) y es conocido con
el nombre de Cirsilineol, los datos espectroscopicos experimentales de RMN de 'H

y 13C del Cirsilineol se muestran a continuacién en la Tabla 3.

OCH;

Figura 39. Estructura del compuesto Cirsilineol
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Tabla 3. Datos de RMN 'H (700 MHz), RMN *3C (175 MHz) en CDClz del

compuesto Cirsilineol

Posicion | 81°C ppm | Tipo | &H ppm, J (Hz)

2 164.0 C

3 104.7 CH 6.58, s

4 182.8 C

5 153.2 C

OH-5 12.75, s

6 132.8 C

7 153.4 C

8 90.7 CH 6.55, s

9 158.9 C

10 106.3 C

1 124.7 C

2’ 1125 | CH 7.48, d (2.20)

3’ 149.7 C

4 146.2 C

OH-4’ 5.76, sa

5’ 110.8 | CH 6.96, d (8.5)

6’ 119.3 | CH |7.44,dd (8.5, 2.21)
OCHs-3” 56.5 CH3 3.99, s
OCH3s-6” 61.0 CH3 3.92,s
OCHs-7” 56.3 CH3 3.97,s
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Compuesto 3 Salvileucalina

El espectro de masas del compuesto 3 mostré un ion molecular a m/z 337 [M+H]*
determinado por la técnica de DART, correspondiente con la formula molecular
C20H160s5 (Ver anexo A.3.1). En el espectro de infrarrojo se observaron bandas de
absorcion debidas a las vibraciones de estiramiento C-H para un anillo de furano
arriba de 3000 cmy bandas que se deben a las vibraciones de estiramiento del
anillo C-C de un furano en 1455.95 cm? y 1378.36 cm™ y vibraciones de
deformacién fuera del plano de C-H para un furano en 875.64 cm™ y 807.48 cm™.
En 1735.49 cm? se observa una banda de estiramiento de un carbonilo
perteneciente a una y-lactona a,  insaturada y una banda debida a la vibracion de
estiramiento de C-O de y-lactona en 1237.75 cm™. Las bandas de metilenos con
estiramiento simétrico se observaron en 2852.39 cm y los -CH2- con estiramiento
asimétrico en 2922 cm. Por Ultimo, se observaron bandas caracteristicas de
grupos aromaticos en 1082.10 cm™ y 1019.39 cm debidas a la deformacion de las
vibraciones C-H aromaticas fuera del plano y en 1158.37 cm?® de una

monosustitucion en el anillo aromatico (Ver anexo A.3.2).

En el espectro de RMN 13C (Ver anexo A.3.4) se observaron 20 sefiales que
concuerdan con lo observado en la espectrometria de masas, cinco de los carbonos
observados corresponden a grupos metilenos, un sp? (118.6 ppm) cuatro sp? (68.8,
34.5, 31.8 y 16.8 ppm), uno de ellos unido a un atomo de oxigeno (68.8 ppm). Se
observan también seis metinos de los cuales uno corresponde a un metino geminal
a un atomo de oxigeno (74.6 ppm) y cinco sp? (144.3, 141.7, 127.6, 117.3 y 108.3
ppm) y nueve carbonos completamente sustituidos, de los cuales dos corresponden
a grupos carbonilo en concordancia con los carbonilos observados en el espectro
de IR, un sp® (40.1 ppm) y el resto corresponden a carbonos metilenicos sp? de

acuerdo con el analisis del experimento DEPT 90 y DEPT 135 (Ver anexo A.3.5y A.3.6)

Al igual que en el caso del compuesto 1, en el espectro de RMN H (Ver anexo A.3.3)
se observan las sefales asignables a un anillo de furano B sustituido, lo que permitio
sugerir que al igual que el compuesto 1, podria tratarse de un compuesto de tipo

clerodano.
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En 66.04 (t,2.4 Hz) se observa una sefial que de acuerdo al espectro HMBC (Ver
anexo A.3.7) muestra correlacion con los hidrogenos del furano, asi como a un
carbonilo (171.5 ppm) y a dos carbonos vinilicos completamente sustituidos (153.7
y 127.3 ppm). Una caracteristica usual en los diterpenos tipo clerodano es la
presencia de un carbonilo de lactona en el carbono 17 del esqueleto, lo que permitid
sugerir una y-lactona a, B insaturada como la que sugiere el espectro de IR, esto

permitié proponer la estructura parcial mostrada en la Figura 40.

Figura 37. Correlaciones mostradas para el anillo de furano y la y-lactona

En el espectro de RMN *H se observa un sistema AB en 4.83 ppm y 4.76 ppm con
una constante de acoplamiento de 18.2 Hz, caracteristico de sistemas con un
carbono spiro en C-10 y una lactona y-lactona entre el doble enlace de las
posiciones 4y 5 (Figura 41) (Aoyagi, Y. et al., 2008) (Narukawa, Y. et al., 2006).

Figura 38. Estructura parcial del compuesto 3.

En el espectro de RMN 'H se observan otros cuatro protones en la region de los
protones vinilicos, la sefial mas desplazada (6.31 ppm, d, J =10.1 Hz) mostré una
correlacion en el espectro HMBC con uno de los carbonilos (171.1 ppm), el cual a
su vez mostro correlacion en el mismo espectro con el sistema AB ya descrito,

ademas de correlaciones en el mismo espectro con dos carbonos vinilicos
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completamente sustituidos (159.8 y 126.8 ppm) y el analisis del espectro COSY (Ver
anexo A.3.9) permitié establecer el sistema de spin mostrado en la Figura 42 a); el
cual indica que la sefial vinilica observada en el espectro de RMN de *H a & 5.91,
dt, J = 9.2, 4.2 Hz, esta vecina al hidrégeno cuya sefial se observa en 6.31 ppm.
Finalmente, las otras dos sefiales vinilicas que se observan como simples (5.22 ppm
y 5.09 ppm) mostraron correlacion en el espectro HSQC (Ver anexo A.3.8) con el
mismo carbono (118.6 ppm), lo que indica se trata de un metileno terminal. El
analisis del espectro HMBC mostré que la olefina terminal esta acoplada con el
metileno del anillo A, los carbonos sp? de la lactona en C-17, y el carbono spiro (40.1
ppm) Figura 42 d). A su vez, el carbono spiro mostré correlacién en el espectro
HMBC con un metileno del anillo A, el metileno terminal de anillo B, uno de los
protones vinilicos del anillo A y dos metilenos adicionales, o que permitié establecer

la estructura mostrada en la Figura 42 c) para el compuesto 3.

CH,-CH——=CH-CH-CH-CH,

Figura 39. a) Correlaciones HMBC y COSY del anillo A con C-10 y la y-lactona, b) Correlacion
HMBC del sistema AB con C-10 y la y-lactona, c) Correlacion HMBC de C-10 con los anillos A
y B, d) Correlacién HMBC del metileno terminal con los anillos Ay By C-10.
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La estructura del compuesto 3 descrita en la literatura se conoce como
Salvileucalina y posee un esqueleto de salvileucalano, ha sido aislada de otras
fuentes como Salvia leucantha CAV. (Narukawa, Y. et al., 2006) (Figura 43).

Los datos espectroscopicos experimentales de RMN de 'H y de 3C de la
Salvileucalina concuerdan con los descritos en la literatura y se muestran en la
Tabla 4.

Figura 40. Estructura de la Salvileucalina y su numeracion
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Tabla 4. Datos de RMN H (700 MHz), RMN *3C (175 MHz) en CDClz de la

Salvileucalina

Posicion | 83C ppm | Tipo 8'H ppm, J (Hz)
a:2.50, m
1 34.5 CH: b:2.53, m
2 1275 | CH |5.91,dt(9.2, 4.2, 4.2)
3 1172 | CH 6.31, d (10.1)
4 126.8 C
5 159.8 C
a:1.92, m
6 31.8 CH2 b:2.06. m
a:2.62, m
7 16.8 CH2 b:2.64. m
127.3 C
136.5 C
10 40.1 C
11 153.7 C
12 74.6 CH 6.04, t (2.4)
13 120.9 C
14 108.3 CH 6.21, sa
15 144.3 CH 7.41, m
16 141.7 CH 7.48, sa
17 1715 C
18 171.1 C
a:4.76, d (18.3)
19 688 | CHz | 483 ((18.2)
a:5.09, s
20 118.6 CH2 b:5.22. s
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Compuesto 4 Salvigendlida

El compuesto 4 se aislé como un liquido de aspecto aceitoso e incoloro y [o<]3° —
100.8 (c 0.001, CHCIs) (Ver anexo A.4.). El analisis espectroscopico de este

compuesto indica que se trata de un diterpeno con esqueleto transpuesto.

El peso molecular determinado por espectrometria de masas de alta resolucion
obtenido a través de la técnica DART, mostré un ion molecular a m/z 399 [M+H]*
que corresponde con la formula molecular C22H2307 y 12 grados de insaturacion
(Ver anexo A.4.1).

El espectro de infrarrojo (Ver anexo A.4.2), presenta bandas en 3146.90 cm (banda
de estiramiento C-H), 1504.00 cm™ (banda de vibracién de estiramiento C=C) y
874.20 cmi(banda de vibracion de deformacion fuera del plano de C-H) que indican
la presencia de un anillo de furano. En 1770.87 cm se observa una banda de
estiramiento de un carbonilo perteneciente a una y-lactona a, B insaturada. La
banda de vibracién de estiramiento C-O de la y-lactona se observa en la regién
1371.96 cm™* y 1159.35 cm™. En el espectro también se aprecian bandas de
estiramiento de CO-O de un acetato en 1231.11 cm, en 1435.20 cm™ debido a la
deformacién asimétrica y estiramiento de un CHs del acetato, en 1022.82 cm™ la
banda de vibracion de balanceo del CHz y en 664.70 cm la banda de vibracién de
deformacion del C=0O del acetato. Finalmente, las bandas de metilenos con
estiramiento asimétrico se observan en 2928.13 cm™ y los -CHa- con estiramiento

simétrico en 2856.70 cm™.

Los espectros de RMN de *3C y H confirman la presencia de un anillo de furano g-
sustituido al igual que en los diterpenos descritos previamente. La presencia de un

furano B-sustituido es muy comun en compuestos diterpénicos del tipo clerodano.
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En el espectro de RMN 13C (Ver anexo A.4.4) se observaron 22 sefiales, dos de
ellas correspondientes a grupos metilo, cuatro a grupos metilenos, ocho metinos y
ocho carbonos completamente sustituidos, tres de los cuales pertenecen a grupos
carbonilo, todos ellos asignados de acuerdo con el analisis del experimento DEPT
90 y DEPT 135 (Ver anexo A.4.5y A.4.6).

Se ha documentado en la literatura que, en algunas especies de Salvia los
diterpenos tipo clerodano presentan una modificacion en el anillo B del sistema de
decalina, es decir el anillo B es de 7 miembros. Ademas, presentan una fusion con

una lactona entre las posiciones 18 y 19 (Rongtao Li et al, 2016).

En el espectro de RMN 'H (Ver anexo A.4.3) se observa una sefial doble de doble
en 7.12 ppm, que se asigna por desplazamiento quimico, al atomo de hidrégeno 3
de una y-lactona a, B insaturada. La multiplicidad de esta sefial (dd, J=8.0 y 2.7 Hz)
indica que se encuentra acoplado a un metileno. Asimismo, se observé en este
espectro un sistema AB en 3.71 ppm y 3.97 ppm con J=9.2 Hz que se asigna a los
atomos de hidrégeno de un metileno unido a un atomo de oxigeno y a un atomo de
carbono totalmente sustituido. Estos datos sugieren la presencia de una y-lactona
entre las posiciones 18 y 19, conjugada con un doble enlace entre las posiciones 3

y 4.

La sefial que se observa en 5.34 ppm (t, 3.09 Hz) se asigno al atomo de hidrégeno
de la posicion 6 y el sistema AB a los atomos de hidrogeno del metileno de la
posicion 19. El espectro de RMN 3C confirma las sefales en 134.4, 48.3, 168.5 y
69.0 ppm correspondientes a los atomos de carbono C-4, C-5, C-18 y C-19
respectivamente (Figura 44).

En la literatura se describe frecuentemente que uno de los atomos de hidrogeno de
la posicion 19 presenta un acoplamiento a larga distancia de tipo “W” con el atomo
de hidrogeno B de la posicion 6. El requisito estructural comun a todos los diterpenos
que presentan este fenomeno es que en C-19 tenga una orientacion a-axial y la

ausencia de sustituyentes en la posicion 6B3. En la mayoria de los casos este

55



fenémeno se observa en clerodanos con fusién de anillos A/B trans, pero no es

exclusivo de ellos (Esquivel B. Tesis de Maestria, 1986).

En el caso del compuesto 4, ninguno de los &tomos de hidrégeno del metileno de la
posicion 19 presenta acoplamiento a larga distancia, lo cual indica que la posicion
6B se encuentra sustituida por un grupo acetato, ya que se observan sefales
caracteristicas en RMN H para este sustituyente en 2.07 ppm (sefial simple para
tres atomos de hidrégeno) y en RMN 13C se observa una sefial en 169.0 ppm que
se asigno al grupo carbonilo del acetato y en 21.1 ppm al atomo de carbono del

metilo.

Figura 41. Estructura de la Salvigendlida y su numeracion

En el espectro de RMN !H se observa también un triplete en 5.34 ppm (J=3.1 Hz),
el cual se asigna por desplazamiento quimico al a&tomo de hidrogeno de H-6
(geminal a un grupo acetato). La multiplicidad de la sefial de este protén indica que
se encuentra acoplado a un metileno. Las sefales para este metileno (C-7) se
observan como un doble de triples centrado en 2.45 ppm (J=15.1, 3.1, 3.1) para H-
7B y para H-7a se observa como una senal compleja sobrepuesta con otras sefiales

en 1.99 ppm de acuerdo con el experimento HSQC (Ver anexo A.4.7).

La sefal simple ancha que se observa en 6.03 ppm se asigno al proton del metino
de la posicién 12. Como ya se habia mencionado se trata de un atomo de hidrégeno

alilico unido a un atomo de carbono enlazado a una funcién oxigenada por ejemplo
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una y-lactona saturada localizada entre las posiciones 12 y 17 lo que esta de

acuerdo con lo observado en el espectro de IR.

El espectro de RMN *3C presenta sefiales en 176.7 (C-17), 140.8 (C-8) y 75.2 ppm
(C-12) que estan de acuerdo para dicho grupo funcional.

También en el espectro de RMN *H se observé una sefial en 3.45 ppm (dd, J=13.4,
4.1 Hz) que se asignd al atomo de hidrogeno del metino de la posicion 10, el
desplazamiento quimico se puede explicar si se considera que es alilico. Para los
atomos de hidrégeno del metileno de la posicién 1 se asignaron las sefiales en 2.07
ppm y 2.43 ppm que se observan como sefiales complejas sobrepuestas con otras
sefales y para la posicién 2 en 1.38 ppm (dd, J=13.3, 3.3 Hz) y una sefial mdltiple
en 1.86 ppm, de acuerdo con el andlisis del experimento HSQC y HMBC (Ver anexo
A4.7yAA48).

El andlisis estructural del compuesto 4, condujo a su identificacion como
Salvigendlida, un compuesto aislado previamente de Salvia fulgens (Esquivel, B. et

al., 1986) y Salvia xalapensis (Esquivel, B. et al., 2005).

La actividad biolégica que presenta este diterpeno es su actividad antialimentaria,
ademas ha demostrado ser Gtil para mantener la poblacion de plagas (Spodoptera
frugiperda y Trichoplusia ni) por debajo de lo econbmicamente perjudicial. Este
compuesto causa una reducciéon drastica del porcentaje de aparicion (63% a 1.2
nmol/L) de insectos adultos de la etapa pupal y una reduccién significativa de la
proporcién hembra/macho (1 a 2) en comparacion con el control (3 a 1). Este
compuesto puede alterar el desarrollo normal del insecto y con menos adultos y mas
machos que hembras, la reproduccion es limitada (Esquivel, B. et al., 2000).

Los datos espectroscopicos experimentales de RMN de 'H y 3C del compuesto

Salvigenolida se muestran a continuacion en la Tabla 5.
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Tabla 5. Datos de RMN 'H (500 MHz), RMN *3C (125 MHz) en CDClz de la
Salvigenolida

Posicion | 83C ppm | Tipo &'H ppm, J (Hz)
1 250 | CH2 ‘g‘;g:%: o
) w6 | o, | ¥138, Si.(slgs’ 3.3)
3 39.3 | CH 3.81, d (13.2)
4 1344 | C
5 483 C
6 713 | CH 5.34, t (3.1, 3.1)
30.1 ) CH2 |5 45 dtez.l15-?19, 3.1,3.1)
8 1408 | CH 7.12,dd (8.0, 2.7)
9 133.2 C
10 392 | CH | 3.45,dd(13.4,4.1)
11 1334 | C
12 752 | CH 6.03, s
13 1241 C
14 1083 | CH 6.29, dd (1.9, 1.0)
15 1450 | CH 7.48,t (L.7)
16 1409 | CH 7.47, sa
17 176.7 C
18 1685 | C
19 | e90 o | pooh o
20 16.0 | CHs 1.65, s
21(Ac) | 1690 | C
22(Me) | 211 | CHs 2.07,s
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Compuesto 5 Salvisousolida

Con base en el analisis de los espectros realizados, se logré determinar que el
compuesto 5 se trata de una molécula neo-clerodanica con un esqueleto de
languidulano, denominada 2a-hidroxi-7—epi—8p—dihidrolanguidulina, también

conocida como Salvisousdlida.

El compuesto 5 (45.7 mg) se aislé como un polvo amarillento y [e<]3° — 419 (¢ 0.001,
CHCIs) (Ver anexo A.5.) y con punto de fusion de 155-157 °C. El espectro de masas
mostré un ion molecular a m/z 401 [M+H]* correspondiente con la formula molecular
C22H2407 (Ver anexo A.5.1).

El espectro de IR (Ver anexo A.5.2), presenta bandas en 1530.24 cm™ (banda de
vibracién de estiramiento C=C) 924.00 cm™ y 876.91 cm™ (banda de vibracién de
deformacion fuera del plano de C-H) que indican la presencia de un anillo de furano
disustituido. En 1773.75 cm™ se observan vibraciones de estiramiento de un
carbonilo perteneciente a una y-lactona a, B insaturada; la banda de vibracion de
torsion C-O de la y-lactona se produce en la regién 1365.52 cm™ y en 1156.88 cm-
L' una vibracién de estiramiento C-O. También en 1668.41 cm se identificé una
banda de vibracion de estiramiento para un carbonilo de una cetona a, B insaturada
y en 1742.59 cm una banda de un carbonilo de éster. Ademas, se identificd una
sefial en 3602.76 cm que corresponde a una banda de vibracion de estiramiento
de un grupo hidroxilo y sus correspondientes sobretonos en 1601.69 cmy 1008.78

cmt,

En el espectro también se aprecian bandas de estiramiento de CO-O de un acetato
entre 1200 cm?, en 1434.90 cm™ una sefial que corresponde a la deformacién
asimétrica y estiramiento de un CHs del acetato, en 1095.72 cm™ la banda de
vibracion de balanceo del CHs. Finalmente, las bandas de metilenos con
estiramiento asimétrico se observan en 2910.74 cm y las bandas de estiramiento
asimétrico de —CHs- en 2947.64 cm' y en 2888.70 cm una vibraciéon de

estiramiento simétrico.
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En el espectro de RMN 3C (Ver anexo A.5.4) se observaron 22 sefiales, tres de
ellas correspondientes a grupos metilo, tres a grupos metilenos, ocho metinos y
ocho carbonos completamente sustituidos, de los cuales tres pertenecen a grupos
carbonilo, todos ellos asignados de acuerdo con el analisis del experimento DEPT
90 y DEPT 135 (Ver anexo A.5.5y A.5.6).

El espectro de RMN 'H (Ver anexo A.5.3) obtenido para este compuesto mostré
sefales similares a las descritas para un anillo de furano a, g disustituido de un
diterpeno con estructura de languidulano. Con base en el desplazamiento
observado para los atomos de hidrégeno constituyentes del anillo, el furano debe
estar disustituido en las posiciones a y . La sefial del atomo de hidrégeno en
posicion a al oxigeno se ubicd en §7.46 y el atomo de hidrégeno 8 en 6.78 ppm
ambas sefiales se observan como dobles. Los respectivos carbonos se observan
en 143.4 ppmy 109.5 ppm de acuerdo con el espectro HSQC (Ver anexo A.5.7). El
espectro de RMN C mostréo sefiales a 0124.6, 109.5, 1434 y 1575
correspondientes al anillo de furano a, B sustituido (Figura 45).

Figura 42. Anillo de furano del compuesto 5

En el espectro de RMN de 3C se observé una sefial en 192.4 ppm que se asigno a
un grupo carbonilo que corresponde a una cetona ciclica de 7 miembros
confirmando la presencia de este grupo funcional en el espectro de infrarrojo. El
espectro de RMN de °C presenta, ademas de la sefial asignada al carbonilo,
sefiales en 56.7 ppm, 37.5 ppm, 52.0 ppm y 45.4 ppm que se atribuyen a la cetona

ciclica.
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Estos datos se corroboraron mediante el experimento HSQC (A.5.7), HMBC (A.5.8)
y COSY (A.5.9), de la misma manera se confirmo que las posiciones del furano a 'y

B estan sustituidas con la cetona ciclica (Figura 46).

Figura 43. Correlaciones mostradas para el anillo de furano y la cetona ciclica

Estudios previos del género Salvia refieren que se han aislado diterpenos con
esqueletos de carbono diferentes a los ya reportados en la literatura y que podrian
derivarse de un precursor clerodanico comun. En 1999 Esquivel, B. y colaboradores
aislaron un nuevo cis-languidulano diterpeno llamado Salvimexicanolida; aislado de
las partes aéreas de S. mexicana var. major. Sus espectros de RMN de 'Hy de 3C
indicaron la presencia de un anillo de furano disustituido conjugado a un grupo
funcional cetona en la posicion C-12 y se propuso por primera vez la fusion del anillo
A/B cis (Figura 47).

Figura 44. Estructura de languidulano y su numeracion

Las caracteristicas espectroscopicas descritas anteriormente concuerdan con un
diterpeno con estructura de languidulano. La fusion de los anillos A 'y B en esta

molécula se propone que sea trans de acuerdo con la informacion proporcionada
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por el espectro de RMN *3C. Se ha visto que los clerodanos con fusién de anillos
A/B cis presentan la sefial de resonancia del carbono metilico 20 por arriba de 20
ppm, mientras que los trans presentan esta sefal entre 15 y 19 ppm. Este valor
concuerda con el obtenido para C-20 del compuesto 5 (14.2 ppm) y apoya esta

proposicion.

Con el experimento COSY y HMBC fue posible establecer la siguiente secuencia de
spin que se atribuy6 al anillo “A” conjugado con los atomos de hidrégeno del
metileno 19 de la y-lactona en 4.96 ppm (J=8.4 Hz) y en 4.10 ppm (J=8.4, 2.1 Hz);
también en el espectro de RMN 3C se observa una sefial en 167.4 ppm que fue
asignada al carbonilo de un éster ciclico, asimismo las correlaciones que se

observan en el experimento HMBC confirman lo anterior (Figura 48).

CHT/A\CH 7~ ™\ HMBC
HC LY ¥ '\ cosy
19 CH,
/
(@]
S -C=CH-CH-CH-CH-C-

Figura 45. Correlacion COSY y HMBC del anillo A con la y-lactona

Los atomos de hidrégeno de la posicion 19 (y-lactona), conforman un sistema AB
caracteristico de clerodanos, en el que la sefial de H-19 encontrado en 4.10 ppm,
se observa como una sefial doble de doble (J=8.4, 2.1 Hz) debido a su acoplamiento
con el atomo de hidrégeno geminal H-19 en 4.96 ppm (J=8.4 Hz). También se
observd que el atomo de hidrégeno H-19 (4.10 ppm) tiene acoplamiento a larga
distancia de tipo “W” (Figura 49) con el atomo de hidrégeno en 2.37 ppm de la
posicion H-6 (J=15.0, 2.5 Hz).

En el espectro de RMN 13C observamos una sefial correspondiente a un grupo

carbonilo en 169.8 ppm que pertenece a un acetato asignado a la posicion C-21.
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Figura 46. Marcado en rojo, el acoplamiento W

En el espectro de RMN 'H se observé una sefial en 4.70 ppm (dd, J=8.7, 1.2 Hz)

gue se asigno al atomo de hidrogeno del metino de la posicién 2.

La sefial que se observé en 2.26 ppm (J=9.9 Hz) en el espectro de RMN *H se
asigno al atomo de hidrégeno del metino de la posicion 10 y la sefial triple en 3.10

ppm (J=9.3, 9.3 Hz) al atomo de hidrogeno del metino de la posicion 1.

También en el espectro de RMN 'H se observé un sistema AB en 3.03 ppm y 2.53

ppm (J = 15.1 Hz) que se asignd a los protones del metileno de la posicién 11.

En la Tabla 6 se muestran los datos espectroscopicos de RMN 'H y 13C del
compuesto 5. El compuesto Salvisousolida (Figura 50) se ha aislado previamente
de S. sousae y S. karwinskii y los datos espectroscopicos obtenidos
experimentalmente concuerdan con los descritos en la literatura (Esquivel, B. et al.,
1997).

Figura 47. Estructura del compuesto 5 conocido como Salvisousolida
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Tabla 6. Datos de RMN 'H (400 MHz), RMN *3C (100 MHz) en CDClz de la
Salvisousolida

Posicion | 8'3C ppm | Tipo &'H ppm, J (Hz)
1 45.4 CH 3.10, t, (9.3)
2 75.3 CH 4.70, dd (8.7,1.2)
3 139.6 | CH 6.67, d (1.3)
4 137.2 C
5 46.5 C
6 371 CH> a:2.37,dd (15.0, 2.5)
B:1.53, ddd (14.9, 3.6, 2.2)
7 71.8 CH 5.29, s
8 44.8 CH 1.67, dq (6.9,4.4, 4)
9 37.5 C
10 52.0 CH 2.26, d (9.9)
11 56.7 | CHa a:2.53, d (15.1)
B:3.03, d (15.1)
12 192.4 C
13 124.6 C
14 109.5 | CH 6.78, d (2)
15 143.4 | CH 7.45,d (2)
16 157.5 C
17 12.3 | CHs 1.08,d (6.9)
18 167.4 C
19 70.8 | CHz “:4[';2_’9%‘? 58('3_’4?1)
20 14.2 CHs 0.88, s
21 (Ac) | 169.8 C
22 (Me) 21.3 | CHs 2.11, s
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5.2 Estudio fitoquimico del extracto de acetona

El extracto de acetona de las hojas de Salvia longispicata condujo al aislamiento e
identificacion de dos compuestos: un flavonoide y un acido fendlico, su elucidacion
estructural se llevdé a cabo mediante técnicas espectroscopicas, principalmente
resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de infrarrojo (IR) vy
espectrometria de masas (EM). A continuacion, se discuten los aspectos mas

relevantes de la determinacion estructural de los compuestos antes mencionados.

Compuesto 6 Naringenina

El compuesto 6 se aislé como un sélido cristalino de color verde obscuro y punto de
fusion de 210-212°C. El peso molecular determinado por espectrometria de masas
de alta resolucion obtenido a través de la técnica DART, mostré un ion molecular a
m/z 273 [M+H]* correspondiente con la formula molecular C1sH130s y 10 grados de

insaturacion (Ver anexo A.6.1).

En el espectro de infrarrojo (Ver anexo A.6.2) se observa una banda de absorcion
a 3032.70 cm* correspondiente a bandas de vibracion de estiramiento C-H en
compuestos aromaticos, bandas de vibracion de torsion fuera del plano entre
1494.56 cmty 1516.50 cm debidas al nicleo bencénico, cominmente es un grupo
de 2 a 4 sefiales; por otro lado las bandas observadas en 1154.59 cm? y 1176.70
cm? sugieren una sustitucion aromatica en posicién orto y para ademas de los

correspondientes sobretonos en 829.72 cm* y 730.18 cm.

Adicionalmente, el espectro IR mostré una banda de estiramiento en 3271.49 cm™
que son caracteristicas de grupos OH, sefales intensas entre 1154.59 cm™ y
1308.91 cm debidas a la torsién de grupos hidroxilo y una banda en 1245.29 cm*
asignada al estiramiento de un enlace C-OH. Ademas, una banda en 1596.35 cm

correspondiente al estiramiento de un carbonilo de cetona conjugada.

Finalmente, en 2920.13 cm™ se observan sefiales que se asignan a bandas de
estiramiento asimétrico de metilenos y en 2847.91 cm™ bandas de estiramiento

simétrico.
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En el espectro de RMN 3C (Ver anexo A.6.4) se observaron 15 sefiales, una de
ellas corresponde a un grupo metileno, siete a grupos metino y siete a carbonos
completamente sustituidos, de los cuales uno pertenece a un carbonilo, todos ellos
asignados de acuerdo con el analisis del experimento DEPT 90 y DEPT 135 (Ver
anexo A.6.5y A.6.6).

En el espectro de RMN 'H (Ver anexo A.6.3) del compuesto 6, se observan tres
sefales dobles de doble que integran para un atomo de hidrégeno en 5.34 ppm,
3.11 ppm y 2.69 ppm respectivamente y que se encuentran correlacionadas entre
si formando un sistema ABX. La sefial en 5.34 ppm muestra constante de
acoplamiento de 12.9 y 2.9 Hz, debido a su desplazamiento quimico, la sefial

corresponde a un protén geminal a un atomo de oxigeno.

En el espectro de RMN 'H se observé una sefial en 3.11 ppm con constante de
acoplamiento de 17.1 y 13.0 Hz que se asigno a uno de los &tomos de hidrogeno
del metileno de la posicion 3 y la sefial en 2.69 ppm que tiene constante de
acoplamiento de 17.1 y 3.0 Hz se asigno al otro &tomo de hidrégeno del metileno
de la posicion 3. Ambas sefiales estan situadas en el mismo atomo de carbono y
forman la parte AB del sistema ABX; ademas el valor de la constante de
acoplamiento de 17.1 Hz entre ambas sefiales implica que el acoplamiento entre los

dos protones es geminal.

Las sefiales observadas en 3.11 ppm y 2.69 ppm se atribuyeron a los atomos de
hidrogeno de las posiciones H-2 y H-3 del anillo C de un flavonoide del tipo de las

flavanonas (Figura 51).

Figura 48. Estructura basica y numeracion de una Flavanona
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En la zona de los protones aromaticos para el anillo A se observa un sistema AB
asignable a los protones H-6 y H-8, como dos sefiales dobles con un acoplamiento
meta (J=2.1 Hz).

Los atomos de hidrogeno del anillo B del compuesto 6 se observan como un sistema
AA'BB', caracteristico de una sustitucion aromatica 1-4, siendo AA’ los protones H-
2’y H-6’ en 7.31 ppm (d, J=8.5 Hz) y por otro lado BB’ los protones H-3’ y H-5" que
se observan en menor desplazamiento en 6.82 ppm (d, J=8.6 Hz). Las sefales
atribuidas a 2’ y 6’ muestran acoplamiento en el experimento HSQC (Ver anexo

A.6.7) con las sefiales observadas en 129.03 ppm y 116.32 ppm.

En el espectro de RMN 3C (A.6.4) se observa una sefial en 197.7 ppm caracteristica
de un carbonilo de cetona conjugada que se asigna al &tomo de carbono 4. También
se observa una sefial en 80.5 ppm que se asigna a C-2 y otra sefal en 44.04 ppm

gue se asigna a C-3.

El resto de las sefiales corresponde a los carbonos arométicos de los anillos Ay B.
Dentro de éstas, se pueden distinguir sefales correspondientes a los carbonos
aromaticos en posicion orto al grupo hidroxilo: C-8 (97.1 ppm), C-6 (96.2 ppm) y C-
3’, C-5’ (116.32 ppm). Las sefales que se observaron en 131.1 ppmy en 103.3 ppm
se asignaron a los atomos de carbono cuaternarios C-1’'y C-10 respectivamente.

Adicionalmente en el espectro de RMN 'H determinado en CDCIz se observé una
sefial en 12.05 ppm (intercambiable por CD3OD) que integra para un atomo de
hidrégeno, lo que confirma que se tiene un grupo hidroxilo en la molécula. El
desplazamiento de esta sefial fue asignada al atomo de hidrégeno 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 (Figura 52).

El analisis del compuesto 6 llevé a la conclusién de que se trata de una molécula

con estructura de flavanona conocida como Naringenina.

67



Los datos espectroscopicos experimentales de RMN de 'H y 3C del Compuesto
Naringenina se muestran a continuacion en la Tabla 7 y fueron comparados con los
ya reportados en la literatura (Muhammad Kamran Khan, et al., 2010); estan de

acuerdo con la estructura propuesta.

Figura 49. a) Formacién de puente de hidrégeno entre el OH de la posicion 5y el
carbonilo de la posicion 4, b) Estructura del compuesto 6 conocido como

Naringenina
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Tabla 7. Datos de RMN 'H (700 MHz), RMN 13C (175 MHz) en CD3OD de la

Naringenina
Posicion | 813C ppm | Tipo | &'H ppm, J (Hz)

2 80.5 CH | 5.34,dd (12.9, 2.9)
B | M0 O i (174.50)
4 197.7 C

5 165.4 C

6 96.2 CH 5.88,d (2.1)

7 168.6 C

8 97.1 CH 5.89, d (2.1)

9 164.8 C

10 103.3 C

i 131.1 C

2’ 129.03 | CH 7.31,d (8.5)

3’ 116.32 | CH 6.82, d (8.6)

4 159.03 C

5’ 116.32 | CH 6.82, d (8.6)

6’ 129.03 | CH 7.31,d (8.5)
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Compuesto 7 Acido Rosmarinico

El compuesto 7 se aisl6 como un sdlido amorfo de color verde claro y punto de
fusion de 168-173 °C.

En el espectro de infrarrojo (Ver anexo A.7.1), se observo una banda de estiramiento
a 3354.00 cm que corresponde a grupos -OH, una sefial en 1444.72 cm que se
debe a vibraciones de flexion C-O-H y una banda en 1254.57 cm™ asignada al
estiramiento de un enlace C-O. Ademds, una banda en 1710.63 cm®
correspondiente a una banda de estiramiento de un grupo carbonilo de un grupo
funcional acido carboxilico y en 1602.72 cm™ una banda de estiramiento de otro

grupo carbonilo a, B insaturado.

Adicionalmente, se observan sefiales correspondientes a bandas de vibracion de
estiramiento C-H en compuestos aromaticos en 1515.85 cm, una banda de
vibracion de flexion fuera del plano en 979.71 cm! debida al nlcleo bencénico; por
otro lado, al observar las sefiales en 854.97 cm™ y 813.68 cm™ podemos afirmar

gue corresponden a una sustitucion aromatica 1,4 (posicion para).

Finalmente, en 2923.86 cm™ y 2853.14 cm™ se observan bandas de estiramiento

asimeétrico y simétrico de grupos metileno.

En el espectro de RMN 3C (Ver anexo A.7.3) se observan 18 sefales que
corresponden a nueve grupos metino, un metileno y ocho carbonos cuaternarios,
de los cuales dos de ellos pertenecen a grupos carbonilo todos ellos asignados de
acuerdo con el andlisis del experimento de RMN de 3C APT (A.7.3).

En el espectro de RMN 'H (Ver anexo A.7.2) para el compuesto 7 se observan
sefales entre 6 y 8 ppm que son caracteristicas de atomos de hidrégeno
aromaticos, asi como en la zona de atomos de hidrégeno alifaticos se observan
sefales entre 2 y 3 ppm. En la zona aroméatica se aprecia una sefial doble a 7.55
ppm que integra para un atomo de hidrégeno, con una constante de acoplamiento

de 15.9 Hz, caracteristica para un acoplamiento tipo trans de una olefina.
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El segundo atomo de hidrégeno, que exhibe una constante de acoplamiento trans
de 15.9 Hz, se observa como una sefial doble a 6.27 ppm, por encontrarse
adyacente a un atomo de carbono carbonilico. Ambas sefales indican pues, la
presencia de una olefina adyacente a un atomo de carbono carbonilico, en la que

los protones se encuentran en una configuracion trans (Xiao-Mei Wei, et al., 2004).

Siguiendo el analisis de las sefiales presentes en la zona aromaética, puede
observarse una sefial doble a 7.05 ppm que integra para un proton y presenta una
constante para un acoplamiento meta de 1.8 Hz. Se observa otra sefial a 6.95 ppm,
como doble de doble y que integra para un proton con constante de acoplamiento
de 8.2 Hz y 1.8 Hz, que son caracteristicas de acoplamientos orto y meta. A 6.78
ppm se observa una sefal doble que integra para un proton y tiene una constante
de 8.2 Hz, atribuido a un acoplamiento tipo orto. Por otra parte, se observa a 6.75
ppm una sefal doble que integra para un protén con una constante de acoplamiento
de 1.9 Hz, caracteristica para un segundo acoplamiento meta. A 6.70 ppm se
observa una sefial doble que integra para un protén y tiene una constante de
acoplamiento de tipo orto de 8.0 Hz. Finalmente, a 6.61 ppm se observa una sefial
doble de doble, con constantes de acoplamiento de 8.1 Hz 'y 2.1 Hz, caracteristicas

de acoplamientos tipo orto y meta.

En el espectro de RMN *H, pueden observarse las sefiales de &tomos de hidrégeno
sobre atomos de carbono alifaticos, que corresponden a un acoplamiento de un
sistema ABX. En 5.19 ppm se observa una sefial doble de doble, con constante de
acoplamiento de 8.4 Hz y 4.3 Hz, asignable a la parte X del sistema ABX, es decir,
al proton ubicado sobre un atomo de carbono quiral (C-8), que presenta
acoplamientos vecinales con los protones ubicados sobre el carbono adyacente a
este (C-7). Por otro lado, se observan las sefiales que corresponden a la parte AB
del sistema ABX asignables a los atomos de hidrégeno del metileno de la posicién
C-7, en 3.10 ppm (J=14.3 Hz y 4.3 Hz para H-7a) y en 3.01 ppm (J=14.3 Hzy 8.4
Hz para H-7b) estos acoplamientos estan geminales al atomo de hidrogeno del

carbono quiral C-8.
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En el espectro de RMN 13C (A.7.3) se observa un total de dieciocho sefiales. A 173.5
ppm y 168.4 ppm se observan las sefiales caracteristicas para atomos de carbonos
de grupos carbonilo para las funciones acido carboxilico y éster, respectivamente.
Entre 149.7 ppm y 145.2 ppm se observan 5 sefales asignadas a los atomos de
carbono aromatico sobre los que se ubican los grupos catecol, (149.7 ppm, 147.7
ppm, 146.1 ppm, 145.2 ppm), asi como también un &tomo de carbono olefinico
(146.8 ppm). Entre 129.2 ppm y 115.2 ppm se observan sefiales correspondientes
a atomos de carbonos del tipo aromatico, y una sefial para un segundo atomo de
carbono olefinico se observa a 114.4 ppm. En 74.6 ppmy 37.9 ppm se observan las

sefales atribuibles a los atomos de carbono alifatico.

Debido a las evidencias espectroscépicas observadas para el compuesto aislado
en el extracto de acetona, se concluye que el compuesto en cuestidon es el acido

rosmarinico (Figura 53).

4 "OH

Figura 50. Estructura y numeracién del Acido rosmarinico

Este compuesto 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).

A continuacion, en la Tabla 8 se muestran los datos espectroscopicos

experimentales de RMN de *H y 13C del Acido Rosmarinico.
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Tabla 8. Datos de RMN *H (500 MHz), RMN 13C (125 MHz) en CDs0D del Acido

Rosmarinico

Posicion | 83C ppm | Tipo 8'H ppm, J (Hz)

1 129.2 C

2 117.6 | CH 6.75, d (1.9)

3 146.1 C

4 145.2 C

5 1163 | CH 6.70, d (8.0)

6 121.8 | CH | 6.61,dd (8.1, 2.1)

7a: 3.10, dd (14.3, 4.3)

! 379 | CH2 | 9 301 dd (14.3, 8.4)
746 | CH | 5.19,dd (84, 4.3)
1735 | C

T 1276 | C

2 1152 | CH 7.05, d (1.8)

3 1477 | C

& 1497 | C

5 1165 | CH 6.78,d (8.2)

& 1232 | CH | 6.95 dd (82 1.8)

7 1468 | CH 755, d (15.9)

& 1144 | CH 6.27,d (15.9)

9’ 168.4 C
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5.3 Resultados de ensayos de Actividad Biologica

Considerando que algunos diterpenos aislados de otras especies de Salvia
mostraron tener actividad antidiarreica (Calzada, F. et al., 2015) los compuestos 3
y 5 se evaluaron como inhibidores de actividad protozoaria empleando el modelo de
subcultivos, tomando a Entamoeba histolytica y Giardia lamblia como organismos
de prueba y como antidiarreicos en el ensayo de inhibicién de la hiperperistalsis.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de la evaluacion de la actividad antiprotozoaria y antidiarreica

de los compuestos 3 y 5 aislados de las hojas de S. longispicata.

Actividad antiprotozoaria arﬁfctlli:rc::icla
2 b
Cl,, M (Cch DI_pmollkg + SD
Compbuesto Entamoeba Giardia Inhibicién de
P histolytica lamblia hiperperistalsis
Salvileucalina 81.4 (84.2 -
(3) 48.6 (51.8 -47.3) 78.6) 8.99 + 0.040
Salvisousdlida 55.3 (67.7 -
(5) 40.3 (45.35-35.4) 52.8) 7.55 + 0.056
d 0.83 (0.87 -
Emetina 218 (2.2 -2.14) 0.82) -
d 1.22 (1.57 -
Metronidazol 0.23 (0.58 - 0.17) 0.81) )
d
Quercetina - - 1.1+ 0.001
d -
Loperamida - 0.2 £ 0.001

a) Los resultados estan expresados como el promedio de n = 6, Cl = intervalo de confianza del 95%,
b) Los resultados estan expresados como el promedio de n=6 + SD donde SD es la desviacion estandar.

d) Controles positivos

En cuanto a los resultados de la actividad biolégica, los compuestos Salvisousolida

y Salvileucalina presentan actividad antiprotozoaria y antidiarreica moderada.
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6.- CONCLUSIONES

Del extracto de diclorometano de las hojas de Salvia longispicata se aislaron e
identificaron espectroscopicamente los siguientes metabolitos secundarios: un
diterpeno con estructura de clerodano conocido como éster metilico del acido
Hardwiickico (1a), un compuesto con estructura de tipo flavona llamado Cirsilineol
(2), tres diterpenos con estructura de clerodano modificados: un salvileucalano
(Salvileucalina, 3), un salvigenano (Salvigendlida, 4) y un languidulano
(Salvisousolida, 5). En cuanto al extracto acetonico, se aislaron e identificaron a
través de técnicas espectroscopicas y espectrométricas dos metabolitos

secundarios: una flavanona (Naringenina, 6) y el &cido rosmarinico (7).

Todos los compuestos aislados han sido identificados y descritos en otras especies

de Salvia, siendo ésta la primera vez que se describen en S. longispicata.

Ademas de los compuestos descritos, se identifico la mezcla de acido ursdlico y
acido oleandlico en el extracto de diclorometano; estos triterpenos son muy
comunes en las Salvias. También se identificaron los esteroles B-sitosterol y

estigmasterol ampliamente distribuidos en el reino vegetal.

En cuanto a la evaluacion de la actividad biol6gica, los compuestos 3 y 5
representan entidades quimicas con actividad antiprotozoaria y/o antidiarreica

moderada.

Los resultados presentados en este trabajo contribuyen al conocimiento fitoquimico
y biolégico del género Salvia y ratifica la importancia que tiene el estudio de las
plantas, desde las aportaciones que se puedan realizar en cuanto al perfil quimico

de la especie hasta identificar los compuestos con potencial actividad biologica.
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8.- ANEXOS

A.1. Compuesto 1la Ester metilico del Acido Hardwiickico
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A.1.1 Espectro de Masas del éster metilico del acido Hardwiickico
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A.1.2 Espectro de Infrarrojo del éster metilico del acido Hardwiickico
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A.1.3 Espectro de *H RMN, 700 MHz en CDCls
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A.1.4 Espectro de 3C RMN, 175 MHz en CDCls
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A.1.5 Espectro DEPT 90, 175 MHz en CDClIs del Compuesto 1a

14

16

13

o ®

150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75
f1 (ppm)

86



A.1.6 Espectro DEPT 135, 175 MHz en CDClIs del Compuesto 1a
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A.1.7 HMBC, 700 MHz en CDCls
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A.1.8 COSY, 700 MHz en CDCl3
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A.1.9 HSQC, 700 MHz en CDCI3

A.1.10 NOESY, 700 MHz en CDCls
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A.2. Compuesto 2 Cirsilineol

A.2.1 Espectro de Masas Cirsilineol
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A.2.2 Espectro de Infrarrojo Cirsilineol
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A.2.3 Espectro de *H RMN, 700 MHz en CDCls
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A.2.4 Espectro de 3C RMN, 175 MHz en CDCls
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A.2.5 Espectro DEPT 90, 175 MHz en CDCls del Compuesto 2
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A.2.7 HMBC, 700 MHz en CDCls
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A.3. Compuesto 3 Salvileucalina
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A.3.1 Espectro de Masas Salvileucalina
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A.3.2 Espectro de Infrarrojo Salvileucalina
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A.3.3 Espectro de *H RMN, 700 MHz en CDCls
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A.3.4 Espectro de 3C RMN, 175 MHz en CDCls
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A.3.5 Espectro DEPT 90, 175 MHz en CDCls del Compuesto 3
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A.3.6 Espectro DEPT 135, 175 MHz en CDCls del Compuesto 3
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A.3.7 HMBC, 700 MHz en CDCls
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A.3.8 HSQC, 700 MHz en CDCls
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A.3.9 COSY, 700 MHz en CDCl3
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A.4. Compuesto 4 Salvigendlida

($°2)] [INsTITUTO DE QUIMICA

~ UNAM

Muestra: ML-Sp-T2c¢

Disolvente: CHCl;

Concentracion: no especificada

Longitud de celda: 1dm

Tiempo de integracion: 5s

Observaciones:
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Investigador: __ Dr. Leovigildo Quijano

a:-0.121

Operador: Q. Mary Paz Orta Pérez

No. de registro: 1758

Fecha: 25-10-2017




A.4.1 Espectro de Masas Salvigenolida

Relative Intensity
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A.4.2 Espectro de Infrarrojo Salvigendlida

[4’5'553'}] Instituto de Quimica, UNAM
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A.4.3 Espectro de *H RMN, 500 MHz en CDCls
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A.4.4 Espectro de 3C RMN, 125 MHz en CDCls
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A.4.5 Espectro DEPT 90, 125 MHz en CDCls del Compuesto 4
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A.4.6 Espectro DEPT 135, 125 MHz en CDClsdel Compuesto 4
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A.4.7 HSQC, 500 MHz en CDCls
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A.4.8 HMBC, 500 MHz en CDCls
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A.5. Compuesto 5 Salvisousolida

|'l.rs-‘, 1"-] ‘ INSTITUTO DE QUIMICA UNAM
& %G
Muestea MLXY- 44 wvestigador Or. L Quilane
Disolvemte CMCl
Concanracion L me/ml
Loagitud de culda Ldm w04
Nempo de Integrackin 54

Observacones Qperador: Lréeddira Garcla

No. de repstro 1634

fecha (4102037
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A.5.1 Espectro de Masas Salvisousolida

INSTITUTO DE QUIMICL, LINAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS
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A.5.2 Espectro de Infrarrojo Salvisousdlida
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A.5.3 Espectro de *H RMN, 400 MHz en CDCls
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A.5.4 Espectro de 3C RMN, 100 MHz en CDCls
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A.5.5 Espectro DEPT 90, 100 MHz en CDCls
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A.5.6 Espectro DEPT 135, 100 MHz en CDCls
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A.5.7 HSQC, 400 MHz en CDCls
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A.5.9 COSY, 400 MHz en CDCl3
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A.6. Compuesto 6 Naringenina

A.6.1 Espectro de Masas Naringenina

Relative Intensity

W 27307539
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A.6.2 Espectro de Infrarrojo Naringenina
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A.6.3 Espectro de *H RMN, 700 MHz en CDsOD
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A.6.4 Espectro de *C RMN, 175 MHz en CD30D
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A.6.5 Espectro DEPT 90, 175 MHz en CDsOD
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A.6.6 Espectro DEPT 135, 175 MHz en CDsOD
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A.6.7 HSQC, 700 MHz en CD30OD
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A.6.8 HMBC, 700 MHz en CDsOD
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A.6.9 COSY, 700 MHz en CD30OD
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A.7. Compuesto 7 Acido Rosmarinico
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A.7.2 Espectro de *H RMN 500 MHz en CDsOD
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A.7.3 Espectro de **C RMN, 125 MHz en CD30D
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