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En este trabajo se realiz6 el estudio de las fracciones
poco polares del extractos de las partes aéreas de la
especie Salvia pannosa Fernald.
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ANTECEDENTES
Familia Labiatae.

La familia Labiatae es una extensa familia de plantas formada por alrededor de

224 géneros y aproximadamente 4000 especies.

Estas plantas se encuentran distribuidas principalmente en las zonas de los
tropicos, subtropicos y regiones templadas del planeta. Los lugares con mayor
diversidad de especies son el Mediterraneo, Asia Central, el continente americano,
islas del Paclifico, las regiones tropicales de Africa y China, siendo el Mediterraneo
y Asia central los lugares de mayor diversidad de las especies en cuanto al
namero y tipo. Esto puede indicar que la familia surgio en estas regiones durante

el Cretasico Medio. (Ramamoorthy et. al. 1993).

Los miembros de esta familia se presentan principalmente como herbaceos,
pequefios arboles y grandes arbustos, sus flores tienen caliz y corola bilabiados, la
placenta intrusiva divide al ovario maduro en cuatro ndcleos y tienen un estilo
ginobasico. Una de las caracteristicas mas distintivas de estas plantas es el
contenido de terpenos en las glandulas de las células epidérmicas. Estos le dan a
las plantas un aroma caracteristico. Como consecuencia de lo anterior, muchas
especies son utilizadas en medicina tradicional y en la preparacion de alimentos

en muchas partes del mundo (Ramamoorthy et. al.1993).

Las plantas de la familia Labiatae son utilizadas principalmente con fines
medicinales, en el tratamiento de padecimientos gastrointestinales, respiratorios,
fiebres, reumaticos y problemas dermatologicos. Para este fin son utilizadas tanto
numerosas especies de los géneros Hyptis, Mentha, Ocimum, Salvia, Satureja y
Stachys, como especies especificas de géneros distintos como Thymus vulgaris,

Oreganum vulgare y Rosmarinus officinalis.

Los patrones de distribucion y el endemismo de las especies sugieren que los

ancestros de la familia surgieron en el Cretasico, la unica evidencia fosil indica que



la familia se pudo haber originado hace poco menos de 11 millones de afios,

durante el Mioceno. (Ramamoorthy et. al. 1993).

En México existen seis tribus de la familia, en las que se encuentran 27 géneros y
alrededor de 512 especies. La tribu con mas géneros y la mas diversa es la tribu
Menteae mientras que la tribu con més especies es la tribu Salviae. Mediante una
clasificacion de los géneros de la familia, de acuerdo a su tamafio, se puede
observar que el género Salvia representa al 64% de todas las especies dentro de
la familia, por lo que es el género mas grande de la familia (Ramamoorthy et. al
1993).

Las plantas de esta familia en México se encuentran principalmente en las
regiones montafiosas y en los tipos de vegetaciones aridas, sin embargo, es
posible encontrarlas en las regiones tropicales y tierras bajas. También, se pueden
encontrar especies en los bosques de pino, roble y de coniferas, por lo general,
estas especies no se encuentran en regiones humedas. Algunas especies de los
géneros Cunila, Salvia, Satureja, Stachys y Scutellaria crecen en lugares
restringidos. Los patrones de distribucion y el endemismo de la familia en México
demuestran que la multiplicacién de las especies se ha llevado a cabo en los
desiertos y en las regiones aridas del pais mientras que la especiacion se ha

llevado a cabo en las regiones montafiosas. (Ramamoorthy et. al.1993).

En México existen pocos los géneros endémicos de esta familia pero el 75 % de
las especies de la familia Labiatae son endémicas (Ramamoorthy, Elliot, 1993). El
porcentaje de estas especies en el pais, de la familia Labiatae se encuentra entre
el 55 y 60%. Esto se debe a la topografia accidentada y a la compleja historia
geoldgica. La incidencia local extrema de muchas especies muestra el papel tan
importante que ha tenido la historia geoldgica y los cambios climaticos en la
evolucion de estas especies. La region con mas especies endémicas esta formada
por los estados de Oaxaca, Puebla, Guerrero, Michoacéan, y Jalisco (Ramamoorthy
et. al.1993).



Los progenitores de las especies mexicanas de la familia surgieron, de igual
forma, en el Cretasico para posteriormente formar parte de la flora Madro-
Terciaria. La uniformidad de la morfologia de la estructura de las flores, la rareza
de los hibridos y la naturaleza extrema local de especies sugieren que la evolucién
de las especies se ha llevado a cabo debido a la ruptura de la poblacion ancestral,
seguido de la ruptura de la flora Madro-Terciaria, en los bosques de pinos y roble y
de esta forma, se obtuvieron los constituyentes primarios de la familia. Este
fendmeno también produjo la extincion de varias especies. A veces la polinizacion
resulta en la autofecundacién de las plantas o de una poblacién, esto ha llevado al
establecimiento de poblaciones genéticamente aisladas lo que posteriormente
llevdo a la diferenciacion de las especies. La aneuploidia, la poliploidia y las
diferencias en la morfologia de los cromosomas en las especies de Salvias han
tenido un papel crucial en la evolucion de muchas especies. Esto se puede
observar en especies que crecen en las montafias, pero no en los grupos de

regiones tropicales y tierras bajas (Ramamoorthy et. al. 1993).

La aparicion local extrema de ellas suguiere una rapida evolucion de las especies
de esta familia, la combinacion de la biologia de la polinizacion, un sistema
favorable de una pequefia poblacion, una compleja historia geolégica, la ruptura
de la flora Madro-Terciaria y la evolucién de los desiertos y montafias han llevado
a una diversidad existente en México, el rol de la variacibn cromosomica tiene un

papel importante en la evolucion de varios grupos (Ramamoorthy et. al. 1993).

No se tiene mucha informacidon en cuanto a la polinizacion. Por observaciones
realizadas por T. P. Ramamoorthy se sabe que los insectos que visitan a las flores
son abejas, mariposas, colibries y polillas. La diversidad de las especies en la
familia esta relacionada con la variedad de polinizadores (Ramamoorthy et. al.
1993).

Se han realizado estudios fitoquimicos con diversos géneros de esta familia en los
gue se han aislado una gran variedad de compuestos como flavonoides, varios
tipos de terpenoides y esteroles, algunos de estos compuestos, presentan
actividades bioldgicas de interés, como diversos tipos de actividad farmacoldgica y



actividad antialimentaria que va en contra de insectos fit6fagos (Esquivel et. al.
2000).

Género Salvia:

El género Salvia es el género mas grande de la familia Labiatae, con alrededor de
1000 especies en el mundo. Las regiones con mayor diversidad de Salvias son el
Mediterraneo, el este de Asia, el sur de Africa y las montafias de México y América
del sur. En México se encuentran aproximadamente 312 especies diferentes de
las cuales, un gran porcentaje de ellas (al rededor del 88%) son endémicas. Este
género esta dividido en 5 subgéneros, Calosphase, Salvia, Sclarea, Leonia y
Audibertia. Las plantas que se encuentran en México (con excepcion de las
Salvias californianas) y en América del Sur pertenecen principalmente al

subgénero Calosface (Ramamoorthy et. al. 1993).

En México, el género se puede encontrar en casi todo tipo de habitats. Estas
plantas se encuentran predominantemente en bosques de abetos, pinos, pino-
roble, roble y bosques frios y caducifolios, ademas en desiertos y zonas aridas.
También se pueden encontrar especies en zonas montafiosas mientras que en
zonas de baja altitud es poco comun encontrar especies (Ramamoorthy et. al.
1993).

Alrededor del 92% de las especies de Salvias son perenes y los érganos perenes
son diversos, raramente los estambres son vistos enraizados alrededor de los
nodos los cuales pueden ser cilindricos de cuatro multinodos, con los internodos a
veces huecos. A veces las plantas son escaposas, es decir, no tienen hojas. Sus
hojas pueden ser estrechas y filiformes hasta espectacularmente grandes y
foliosas. Las flores nunca estan solas, se pueden encontrar en pares 0 en racimos
y dispuestos en vertical. Las bracteas son subuladas a ocasionalmente foliosas y
son principalmente caducifolias tempranas. El caliz es bastante uniforme vy
presenta variaciones en cuanto al tamafo y vestidura, sin embargo, las
variaciones en la corola son evidentes y esto sugiere una variacion en la longitud

estaminal. Esta caracteristica es muy importante en la polinizacion y en el



mantenimiento de la variacién entre las especies en el género (Ramamoorthy et.
al. 1993).

Se han realizado varios estudios fitoquimicos de especies de Salvias de todos los
subgéneros y de ellos se han aislado flavonoides y esteroles como p-sitosterol y
estigmasterol. triterpenoides con esqueleto de ursano, damarano, lupano y
oleanano y una gran diversidad de diterpenoides principalmnte diterpenoides de
tipo abietano que han sido encontrados predominantemente, tanto en las partes
aéreas como en las raices, de las especies de los subgéneros Salvia y Sclarea.
Se han aislado tambien diterpenoides de tipo neo-clerodano, principalmente de

Salvias del subgénero Calosface (Esquivel et al, 2000).

De los estudios fitoquimicos se ha observado que hay una relacion entre especies
de un mismo subgénero y sus caracteristicas botanicas, su distribucion geogréafica
y Su composicion quimica. Se ha obtenido mucha infomacion acerca de la
composicion quimica de Salvias sin embargo, solo se ha estudiadado a un 15% de

las Salvias del mundo (Esquivel et al., 2000).

De los datos obtenidos en estudios ftoquimicos, en comparacion con la
informacion taxondmica, se plantea que el subgénero Calosface se diferencio de
los grupos ancestrales de Salvias del viejo mundo por un evento previo de
diferenciacion de grupos en el género. El género se ha ido diversificando por
varios motivos, entre ellos, las relaciones que existen entre especies de distintas
poblaciones; que los polinizadores no distinguen entre las especies, y la variacion
entre el nimero y forma de los cromosomas, entre otros (Ramamoorthy et. al.
1993).

Epling distingue ciertas caracteristicas significativas para identificar a cada
seccion. El subgénero Calosphace esta dividido en 104 secciones, 59 se
encuentran en México y 25 son endémicas del pais. Ademas de las variaciones
morfologicas, se observa una distincién en cuanto a su composicién quimica de
las especies de cada seccion debido a que en determinada seccion existe algin

tipo de diterpenoides (compuestos de 20 carbonos) (Ramamoorthy et. al. 1993).



A la seccion Scorodonia pertenecen 14 especies diferentes. Los miembros
de esta seccion presentan hierbas perenes. Pueden crecer como arbustos de
entre 1 a 5 m o como matas, sus hojas pueden ser ovaladas o deltoides,
raramente cordadas con peciolos cortos. Las hojas de las bracteas pueden ser
lanceoladas u ovaladas. La corola es normalmente de color azul o purpura, a
veces de color blanca y raramente de color amarillo y los estambres surgen cerca
del estilo. A continuacion, se enlistan las especies que pertenecen a esta seccion
(Santos et. al. 1996, Turner et. al. 2009)

S. aequidistans S. paupercula
S. boegei S. pericona

S. breviflora S. ramosa

S. keerlii S. rupicola

S. melissodora S. semiatratha
S. occidua S. tenorioi

S. pannosa S. tepecensis

Se han realizado estudios fitoquimicos solo de cinco Salvias de esta seccion.

De S. breviflora, de un ejemplar recolectado en el estado de Guerrero se obtuvo
acido ursdlico, acido oleandico, acetato de brevifloralactona y brevifloralactona.
Posteriormente el anillo heterociclico de la brevifloralactona fue abierto por el
tratamiento de la materia prima con acido trifluoracético en cloroformo. Ademas, la
brevifloralactona fue sometida a una monoacetilaciébn y posteriormente a una
hidrogenacion catalitica. De esta forma se logré obtener a un derivado
tetrahidogenado. Ademas, la brevifloralactona fue oxidada y se obtuvieron varios
compuestos, entre ellos, al aldehido correspondiente. La estructura de la
brevifloralactona fue confirmada mediante cristalografia de rayos X, aunque no se
logré conocer su configuracion absoluta. Los acidos ursolico y oleandlico fueron

comparados con referencias existentes (Cuevas et. al.1987).



Figura 1 : Brevifloralactona

Figura 2: Acetato de breviflorolactona

De S. keerlii, de un ejemplar colectado en el estado de Oaxaca se aislo a la
Kerlina y a la Kerlindlida. Posteriormente la Kerlina fue sometida a una
hidrogenacion catalitica, con Hz2/Pd lo que produjo al derivado tetrahidrogenado
mientras que la kerlindlida fue acetilada con anhidrido acético disuelto en piridina.
Sus estructuras y su estereoquimica fueron confirmadas mediante un analisis por

difraccion de rayos X (Esquivel et. al. 1985).
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Figura 3: Kerlina Figura 4: Kerlinolida



De S. melissodora. En un primer estudio, de un ejemplar obtenido del Valle de
México se obtuvo al acido melissodorico (Rodriguez Hahn et. al. 1973). Debido a
que el acido melissodorico presento actividad antialimentaria en contra de insectos
fitéfagos, en estudios posteriores se buscd una adecuada fuente natural de este
compuesto. En un estudio fueron analizados dos ejemplares colectados en
diferentes regiones. De un ejemplar colectado en el Estado de Meéxico se
obtuvieron, ademas de acido ursolico y oleandico, dos diterpenoides de tipo neo-
clerodano que ya habian sido aislados de otras especies, uno de ellos fue aislado
de Baccharis trimera, Salvia semiatratha y S. mycrophylla. El compuesto aislado
fue comparado con muestras auténticas y con datos obtenidos de la literatura. El
otro compuesto fue aislado previamente de Portulaca cv, este diterpenoide fue
identificado como Portulida C. La oxidacion de Portulida C con MnO2 en

cloroformo di6 como resultado al 1-desoxibacrispina, un compuesto aislado

previamente de Baccharis crispa. (Esquivel et. al. 1988).

Figura 6: Semiatrin, diterpenoide aislado
de Baccharis trimera, S. semiatratha y S.
microphylla

Figura 7: Portulida C
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Figura 8: 1-deshidrobacrispina

De otro ejemplar colectado en el estado de Hidalgo se obtuvieron, ademas del
acido oleandico, dos diterpenoides, uno de ellos es la brevifloralactona que ya se
habia aislado de Salvia breviflora. EI compuesto obtenido fue comparado con
referencias auténticas y con datos de la literatura. En este estudio se logré obtener
la configuracion absoluta de la brevifloralactona por medio de difraccién de rayos
X (Esquivel et. al. 1988).

A pesar de que el &cido melissoddrico no fue aislado de ninguno de los ejemplares
analizados, los diterpenoides presentes en esta especie resultan ser interesantes
debido a la actividad antialimentaria en contra de insectos fitofagos. (Esquivel et.
al. 1988).

Fiig 9: Estructura con estereoquimica absoluta
de la brevifloralactona, un compuesto aislado

de S. breviblora y S. melissodora

En otro estudio realizado con un ejemplar de la misma especie, colectada en el
estado de San Luis Potosi se aislaron, ademas de sitosterol y acido oleandico, 10

diterpenoides de tipo ent-clerodano. (Esquivel et. al. 1989).
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Figura 10: 7-hidroxil-ent-clerodan-3,13-dien-18,19-16,15
—diolida, asilada en dos poblaciones de S. melissodora
provenientes de los estados de Hidalgo y San Luis Potosi

De Salvia semiatratha, otra especie de la misma seccion que fue estudiada, se
obtuvo la semiatrina, un diterpenoide. Su estructura y su estereoquimica fueron

establecidas por andlisis de difraccion de rayos X (Soriano et. al. 1987).

Salvia pannosa Fernald: Se encuentra en el sur de Puebla y en la frontera entre
Puebla con Oaxaca, en una extension de 1200 a 3000 m, crece entre los meses
de julio y octubre. Se presenta como un arbusto que mide alrededor de 1y 2 m de
altura, sus hojas bicolor son lanceoladas o truncadas y subcordadas en la base y
presenta abundantes flores moradas. (Turner et. al. 2009).

Terpenos y terpenoides:

Los terpenoides son un grupo grande y estructuralmente diverso de productos
naturales los cuales estan formados por unidades de 5 carbonos llamadas
isopreno. Los terpenoides se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de
isopreno presentes en sus estructuras, en hemiterpenoides (C5), monoterpenoides
(C10), sesquiterpenoides (C15), diterpenoides (C20), sesterpenoides (C25),
triterpenoides (C30) y tetraterpenoides (C40). En la naturaleza es posible
encontrar terpenoides con un numero mayor de atomos de carbono. También se
pueden encontrar terpenoides ciclicos o terpenoides que han perdido atomos de
carbono durante la biosintesis, ademas existen compuestos con fragmentos de

terpenoides (Dewick et. al. 2002).
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Figura 11: unidad de
isopreno (C5)

=

En la biosintesis de los terpenoides esta involucrado un éster difosfato de cinco
carbonos, el dimetilalil difosfato (DMAPP) el cual se puede sintetizar mediante dos
rutas, en una de ellas, se tiene como intermediario al acido mevaldnico y la otra es
la ruta del 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP) (Dewick et. al. 2002).

Fiura 12: Dimetilalil

X disfofato DMAPP
OPP

La ruta del acido mevalénico (figura 13) comienza con la formacion de la
acetoacetil-CoA debido a la combinacion de dos moléculas de acetil-CoA,
mediante una condensacion de Claisen. Después, una tercer acetil-CoA se une al
acetoacetil-CoA para formar al [-hidréxil-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), por
medio de una adicion aldélica estereoespecifica. Después, el HMG-CoA se reduce
de un tioéster a un alcohol primario, por medio de la enzima HMG-CoA reductasa,
en dos pasos para formar al (3R)-acido mevalénico, esta reduccion es irreversible
y se considera como un paso limitante de la reaccion. Posteriormente, los grupos
hidroxilo primario y secundario del (3R)-acido mevalénico son fosforilados por dos
enzimas dependientes de ATP, lo que da como resultado la formacion del acido
mevalonico difosfato. Después se lleva a cabo wuna reaccion de
descarboxilacion/deshidratacion para formar al isopentenil difosfato (IPP), de cinco
carbonos. Finalmente, el IPP es isomerizado para convertirse en el dimetilalil
difosfato (DMAPP) por una enzima isomerasa. EI DMAPP es un reactivo
electrofilico y por lo tanto un buen grupo alquilante, ademas tiene un buen grupo
saliente, el difosfato, y en una reaccion de sustitucion nucleofilica Sn1, puede
funcionar como un carbocation electrofilo que es estabilizado por la

deslocalizacion de la carga (Dewick et. al. 2002).
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Figura 13: Biosintesis de dimetilalil PP (DMAPP) por medio de la ruta del acido mevaldnico.

La ruta del 5-fosfato de 1-desoxixilulosa (DXP) (figura 14) comienza con

intermediarios de la ruta glucolitica. EI acido piravico es descarboxilado por la

tiamina difosfato. Este fragmento queda unido a la tiamina difosfato mediante un

carbono en la posicidn a de una imina. Esta especie, actia como nucledfilo en una

reaccion de adicion con el gliceraldehido 3-fosfato. Esto lleva a la formacién de la

desoxixilulosa difosfato y el ion tiamina es regenerado. Después, la desoxixilulosa

difosfato se convierte en el 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato mediante una reaccion de
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rearreglo, que es visto como un rearreglo pinacélico, acoplada con una reduccion.
Esta reaccion es catalizada por una sola enzima y la reduccién se lleva a cabo sin
la formacién del aldehido intermedio. Después el 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato
reacciona con una citidina trifosfato, lo que produce un derivado de la citidina
difosfato que es fosforilado via ATP. EI compuesto resultante se convierte en un
fosfoanhidrido ciclico. Con la pérdida de una citidina fosfato se transforma en
isopentenil difosfato IPP. Finalmente, el dimetilalil difosfato se produce por
isomerizacion del IPP (Dewick et. al. 2002).
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Figura 14: Biosintiesis del dimetilalil PP (DMAPP) por medio
de la ruta 5-fosfato de 1-desoxixilulosa (DXP).

A pesar de que por ambas rutas se sintetizan las unidades de isopreno necesarias
para la formacion de terpenoides determinados, se ha observado que los animales
utilizan exclusivamente la ruta del mevalonato para producir terpenoides mientras
gue organismos como las plantas utilizan ambas rutas, esto se debe a que las
enzimas que participan en la ruta del mevalonato se encuentran en el citosol

mientras que las que participan en la ruta del 5-fosfato de 1-desoxixilulosa se
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encuentran en los cloroplastos. En el caso de las plantas, generalmente los
triterpenoides y los esteroles son sintetizados mediante la ruta del mevalonato, los
demas terpenoides son sintetizados por la ruta del 5-fosfato de 1-desoxixilulosa
(Dewick et. al. 2002).

La combinacién del dimetilalil difosfato con un isopentenil difosfato mediante la
enzima prenil transferasa forman al geranil difosfato (GPP) (figura 15). En el
proceso, el dimetilalil difosfato se ioniza, se forma un catién alilico y el isopentenil
difosfato se une en esta posicion por medio del carbono del doble enlace,
posteriormente el isopentenil difosfato pierde un proton alilico, lo que forma al
monoterpenoide geranil difosfato GPP con los dobles enlaces en posicidn trans y
configuracion E. El Linalil difosfato LPP y el neril difosfato NPP son isémeros del
geranil difosfato formados por un rearreglo del cation alilico del GPP. Esto permite
cambiar de posicién al grupo difosfato en el caso del LPP y también cambiar la
configuraciéon del doble enlace de E a Z en el caso del NPP. Estos cambios llevan
finalmente a la formacion de una gran diversidad de monoterpenoides, algunos de

ellos, componentes de aceites esenciales (Dewick et. al. 2002).

,m)\/\

Isopentenildifosfato 1PF

)

QPP

Dimetil alil difostatc DMAPP catiion alilico
DMAPP

X X

Cieranil difostatc GPP

OPF

Figura 15: Formacion del geranil PP (GPP)
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Flgura 16: Formacion de Linalil PP y Neril PP

La adicion de un isopentenil difosfato al geranil difosfato, con ayuda de la ezima
prenil trasferasa, da como resultado la formacién del precursor fundamental de los
sesquiterpenoides, el farnesil difosfato FPP (figura 17), esto se lleva a cabo de la
misma forma en la que se enlaza el isopentenil difosfato al dimetilalil difosfato
DMAPP en la formacion del geranil difosfato (GPP). Para el farnesil difosfato
aumenta la posibilidad de formar compuestos ciclicos debido a que aumenta el
namero de dobles enlaces y aumenta la longitud de la cadena. En este caso, los
dobles enlaces cercanos al difosfato, adoptan una configuracion E que facilmente
puede cambiar a configuracion Z por isomerizacion. Se ha considerado al nerolidin
difosfato como un precursor mas inmediato de los sesquiterpenoides que el FPP.
Todo esto hace que la cadena sea mas plegable y de esta forma se pueda llevar a
cabo la formacion de compuestos ciclicos si el ataque electrofilico al doble enlace

es apropiado (Dewick et. al. 2002).
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Figura 17: Formacion del farnecil PP (FPP)
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Figura 18: Formacion del nerolidil PP
Al unir una molécula mas de isopentenil difosfato (IPP) al farnesil difosfato, por el

mismo mecanismo, se obtiene un fragmento de geranilgeraniol difosfato GGPP el

cual es el precursor de la formacion de los diterpenoides (figura 19) (Dewick et. al.
2002).
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Figura 19: Formacion del geranilgeraniol PP (GGPP)

El geranilgeraniol difosfato es capaz de formar estructuras ciclicas. Esto puede
ocurrir cuando se forma el catién debido a la pérdida del grupo difosfato, o también
debido a la protonacion del carbono del doble enlace que se encuentra al inicio de
la cadena. Esto lleva a la primera secuencia de ciclaciones. Posteriormente se
pierde el grupo difosfato, lo que genera, de nuevo un carbocation en el que facilita
la formacién de ciclos adicionales. Por lo tanto, la protonaciéon del GGPP puede
iniciar una secuencia concertada de ciclaciones, lo que termina en la pérdida de
un proton de un grupo metilo. Esto genera al copalil difosfato (CPP). Su
estereoquimica depende de la elasticidad del sustrato, en la superficie de la
enzima, una alternativa en cuanto a la elasticidad es formar al labandienil difosfato
(LPP), que presenta una configuracion opuesta en los centros de la cadena que se
formo (Dewick et. al. 2002).
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Figura 20: Formacion del labdenil y copalil PP

A partir del labdenil dfosfato (LPP) se forman los abietanos. Esto comienza con la
pérdida del grupo difosfato, despoués el cation pierde un proton para formar al
sandaracopimaradieno de donde migra un grupo metilo lo que modifica a la
cadena secundaria. Posteriormente, una pérdida del protén forma al abietadieno.
El &cido abiético se forma después de una serie de reacciones de oxidacion de un
grupo metilo en el anillo. Esto ocurre pasando por la formacion del alcohol y del
aldehido (Dewick et. al. 2002).

Labandienil PP
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Figura 21: Formacion de los diterpenoides tipo abietano.

Existen dos tipos de diterpenoides con esqueleto de clerodano, los que presentan
configuracion cis y los que presentan configuracion trans. Estos diterpenos se
forman a partir del GGPP por dos rutas las cuales comienzan con la formacién de
enlaces entre los carbonos 6y 11y 7y 2, lo cual genera a los anillos Ay B, por lo
tanto, en una de las rutas se obtiene un metilo a en el carbono 10 y un proton 3
unido al C5 del nuevo intermediario mientras que por la otra ruta se forma un
metilo 3 en el carbono 10 y un hidrégeno a en el carbono 5. Lo anterior depende
del ataque trasero o delantero realizado por el metilo del carbono 10 al carbono 6.
Después, se llevan a cabo una serie de desplazamientos, el desplazamiento de un
proton del C9 al C8, el desplazamiento de un metilo del C10 al C9 y el
desplazamiento de un proton del C5 al C10 producen al intermediario siguiente en
ambas rutas. Posteriormente, si se lleva a cabo un desplazamiento de un metilo

del C19 al C5, en el caso de ambos intermediarios, se produce un diterpeno trans-
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clerodano mientras que, si se lleva a cabo un desplazamiento de un metilo del C18

al C5, se produce un diterpenos cis-clerodano (Akhila et. al. 1991).

Geranilgeraniol PP
OPP
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Figura 22: Formacion de diterpenoides cis y trans-clerodano a partir de GGPP.

Los triterpenos se forman a partir del escualeno (C30) (figura 24) que fue aislado
por primera vez del aceite de higado de tiburdn. El escualeno se forma por la
union de dos moléculas de farnesil difosfato FPP por una adicion electrofilica
cuando el C1 de una de las moléculas de FPP se protona a partir del NADPH, el
doble enlace que se encuentra en las posiciones 2 y 3 de la otra molécula de
farnesil difosfato ataca al cation farnesilo, formando un cation terciario, el cual se
neutraliza por la pérdida de un proton y la formacion de un ciclopropano en el sitio
de la pérdida. De esta forma se obtiene al prescualeno difosfato. Posteriormente,
el prescualeno difosfato pierde al grupo difosfato lo cual forma a un catién primario
inestable, entonces la carga positiva pasa del carbono donde se encontraba el
grupo difosfato a la tercera posicion, lo cual forma de nuevo un catidn
ciclopropilico terciario. Mediante un arreglo tipo Wagner Meerwein, ahora hay un
enlace entre el carbono en donde se encontraba el grupo difosfato al carbono 1
del otro fragmento del farnesilo que, a su vez, esta unido al C2 de la otra unidad
de farnesilo. Después se rompe el enlace entre el C1 de un farmesilo con el C2 del
otro farnesilo. Esto genera un doble enlace entre C2 y el C3 y un cation alilico
estable. La formacion del escualeno se lleva a cabo por el suministro de un
hidrogeno por parte del NADPH (Dewick et. al. 2002).
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Escualeno

Figura 23: Formacién del escualeno, precursor de los triterpenoides

Una ciclacion del escualeno se realiza al producir al intermediario 6xido-2,3-

escualeno que se forma en una reaccion, catalizada por una flavoproteina
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requiriere O2 y NADPH como cofactores. Si el 6xido de escualeno se encuentra
adecuadamente posicionado y éste se encuentra doblado sobre la superficie de la
enzima, la formacion de un triterpeno policiclico puede ser racionalizada como una
serie de ciclaciones seguidas por migraciones concertadas de Wagner-Meerwein
de metilos e hidruros. Las ciclaciones estdn mediadas por la formacién de
carbocationes y proceden en una secuencia de pasos escalonados. De esta
forma, la protonacion del epoxido permite la apertura del anillo y la generacion de
un carbocation terciario que esta posicionado para que se lleve a cabo una adicién
electrofilica y se forme un doble enlace. Esto lleva a la formacion de un anillo de 6
carbonos y de un nuevo carbocation terciario. Este proceso se repite dos veces
mas. Aunque el tercer anillo esta formado por 5 miembros, éste se puede ampliar
a uno de 6 mediante un desplazamiento 1,2-alquilo de Wagner-Meerwein, lo que
disminuye la tension en el anillo. Una adicion electrofilica adicional genera un
cation terciario protosterilo. La estereoquimica del carbocation esta controlada por
el tipo de elasticidad en la superficie de la enzima y probablemente esto también
limita el proceso de ciclacion De esta forma el éxido de escualeno se aproxima a
la conformacion silla, bote, silla bote. El catiébn protosterilo transitorio sera
producido con estas caracteristicas conformacionales. Este cation sufre una serie
de desplazamientos Wagner-Meerwein, generando un nuevo cation, la migracion
de un hidruro y un metilo, después se pierde un protén formando un doble enlace
produciendo lanosterol que es el precursor del colesterol y de otros triterpenoides

en los animales y hongos (Dewick et. al. 2002).

Sin embargo, en las plantas, el intermediario de la formacion de triterpenoides es
el cicloartenol que tiene un anillo de cilclopropano que se forma por la inclusion de
un metilo al C10. En la formacion de esteroides de muchas plantas se observa que
el cilopropano sustituyente es reabierto. Muchos triterpenoides provenientes de
plantas tienen tres grupos hidroxilo. Una caracteristica adicional del cation
protosteril es que el metilo del C10 y el hidrogeno del C5 comparten una relacion
anti-axial y son suseptibles a un rearreglo de Wagner-Meerwein, por lo tanto, el
cation formado en el C9 puede iniciar migraciones adicionales (Dewick et. al.
2002).
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Figura 24: Formacion del lanosterol y cicloartenol a paritr de escualeno.

Flavonoides:

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios que parte de su
estructura se forma mediante la ruta del acido shikimico y la otra parte se forma
mediante la ruta de los policétidos. Estos compuestos se encuentran conjugados
normalmente con carbohidratos. Los flavonoides son responsables del color de

muchas flores, de las algas y de algunos insectos (Dewick et. al. 2002).
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La ruta del acido shiquimico (figura 25) comienza cuando la D-glucosa se degrada
y proporciona un fragmento de fosfoenol piruvato mientras que del ciclo de las
penotosas se forma un fragmento de D-eritrosa-4-fosfato. Estos dos compuestos
se unene mediante una condensacion alddlica, en la superficie de una enzima
para dar un derivado de heptulosa que pierde una molécula de acido fosforico y
mediante una condensacion aldolica intramolecular, se forma un anillo, el acido 3-
hidroquinico. La pérdida del acido fosforico se lleva a cabo por una oxidacion del
hidroxilo central dependiente de NAD+, después se regenera al grupo hidroxilo
mediante una reaccién de reducciéon dependiente de NADH. Todo este proceso se
realiza en presencia de una sola enzima. La reduccion del acido 3-hidroquinico
forma al &cido quinico. El acido shikimico se forma por el mismo a partir del acido
3-desidroquinico, mediante la formacion del &cido 3-hidroshikimico, por una

deshidratacion y una reduccién (Dewick et. al. 2002).
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Figura 25: Biosintesis del acido sihikimico.

Una vez que se ha formado el acido shikimico, este se somete a una reaccion de
fosforilacién que es dependiente de ATP para formar al acido 3-fosfato shikimico al
gue se le adiciona una molécula mas de fosfoenolpiruvato mediante una reaccion
de adicion-eliminacion para formar al acido 3-fosfatoenolpiruvilshikimico. La

transformacion de este compuesto en acido corismico se lleva a cabo por la
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eliminacién de una molécula de &cido fosférico de forma no concertada. El &cido
corismico es considerado como un punto de ramificacion para la biosintesis de

compuestos aromaticos (Dewick et. al. 2002).
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Figura 26: Formacion del acido coriismico a partir del acido shikimico.

El acido corismico es una molécula que, para poder formar a los precursores de
los flavonoides, se rearregla de forma intramolecular, de tal forma que la cadena
secundaria formada por el derivado del fosfoenol piruvato, quede directamente
unida al carbociclo. Esta reaccién se lleva a cabo por medio de una ciclacién de
Claisen la cual es catalizada por la enzima corismato mutasa, esta reaccion lleva a
la formacion del acido prefénico, el cual forma al esqueleto basico de los

aminoacidos tirosina y fenilalanina (Dewick et. al. 2002).
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Figura 27: Transformacién del acido corismico en acido prefénico.
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La transformacion del acido corismico en fenilalanina o bien en tirosina (figura 29)
varian dependiendo del organismo. La variacion de estas rutas biosintéticas
depende de la activacion de las enzimas disponibles. En esta transfomacion estan
involucradas tres reacciones, la aromatizacion descarboxilativa, la transaminacion
y en el caso de la biosintesis de la tirosina, una reaccién de oxidacion. La
descarboxilacion oxidativa del acido prefénilico lleva a la formaciéon del acido
fenilpiravico y la transaminacion dependiente del acido fenilpiravico lleva a la
formacién de la L-fenilalanina. En presencia de la enizima deshidrogenasa
dependiente de NAD+, la aromatizaciéon descarboxilativa ocurre con la retencion
del grupo hidroxilo. El acido L-arogénico es el resultado de la transaminacion la
cual ocurre antes de la aromatizacion descarboxilativa y puede trasformarse en L-
fenilalaninia o bien en L-tirosina, dependiendo de la activacion de la enzima

deshidrogenasa adecuada (Dewick et. al. 2002).
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Figura 28: Formacion de los aminoacidos L-fenilalanina y L-tirosina a paritr del acido prefénico.

La L-fenilalanina y la L-tirosina son dos aminoados por los cuales se pueden
formar una amplia gama de productos naturales. Con la L-fenilalanina se forma el
acido cinamico y a partir de la L-tirosina se forma al acido 4-cumarico. Todas las
plantas pueden eliminar al amoniaco de la L-fenilalanina, debido a la accion de la
enzima fenilalanina amonio liasa (FAL). Otra forma de obtener a los &cidos
cindmicos es por medio de una hidoxilacién secuencialmente unida con una
reaccion de metilacion de un patron de sustitucion tipico de los metabolitos de la
ruta del acido shikimico. El acido 4-cumarico es un compuesto que se puede

sintetizar de dos formas, una de ellas es a partir de la hidrdlisis directa del acido
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cinAmico o bien a partir de la tirosina, por desaminaciéon. El acido cinamico y el
acido 4-cumarico son precursores de muchos acidos polifendlicos (Dewick et. al.
2002).

COsH LOsH LOsH
(7=, = = Mg
) 02 +NADPLH
Ensima PAL [esaminacion
Hidroxilacion direcia
L -Tenilalanina Acido cindimico I
L-tirosing
= =

Acido 4-cumarico

Figura 29: Formacién del 4cido cindmico y el acido 4-cumarico a paritr
de los aminoacidos L-fenilalanina y L-tirosina.

La biosintesis de los flavonoides comienza con la formacioén de 4-hidroxilcinamoil-
CoA la cual se forma a partir del acido 4-cumarico y la acetil-CoA, que se unen por
sustitucion nucleofilica. La 4-hidroxilcinamoil-CoA reacciona con tres moléculas de
malonil-CoA para la extension de la cadena que sustituye al anillo aromatico Esto
lleva a la formacion de un policétido que, dependiendo de la naturaleza de la
enzima responsable de catalizar la siguiente reaccion, el policetido forma al anillo
aromatico, si se forma por una reaccion alddlica, catalizada por la enzima
estilbeno sintasa, se forma un estilbeno pero si se forma por una reaccién de
Claisen, catalizada por la enzima chalcona sintasa se forma una chalcona (Dewick
et. al. 2002).
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34



OH

SCoA

X

o

4-hidroxilcinamoil CoA

+ 3 malonil-CoA / \+ 3 malonil-CoA
OH OH

O \\\\ e}
(e}
SCoA
o o 5 5 Reaccién de Claisen
Reaccion aldélica Chalcona sintasa
Estilbeno sintasa

HO

X

Estilbeno
OH 0

OH

HO o .

OH o)
Flavanona (derivado de flavonoide)

Figura 30: Formacion de falvonoides y estilbenos a partir de 4-hidroxilcinamoil CoA.

Las chalconas son compuestos que actlan como precursores de una gran

variedad de de flavonoides y sus derivados. Muchos de estos compuestos tienen

35



anillos heterociclicos en sus estructuras que se forman en una reaccion de
Michael en donde una cetona insaturada es atacada por un grupo fenol. Muchos
flavonoides han perdido a un grupo hidroxilo, pero también se han observado otras
modificaciones como cambios en los patrones de hidroxilacién en los dos anillos
aromaticos, metilaciones, glicosilaciones y dimetilalaciones. Entonces las
flavanonas producen el esqueleto basico para la formacién de una gran variedad
de compuestos como flavonas, flavanoles, antocianinas y catequinas (Dewick et.
al. 2002).

Los flavonoides se pueden encontrar en diferentes vegetales que se consumen
diariamente. Desde hace tiempo se sabe que muchcos de ellos son
particularmente benéficos debido a que portegen a los organismos de las
enfermedades cardiovasculares, ayudan a prevenir diversos tipos de cancer y
ademas son buenos antioxidantes ya que son eficientes en la reparacion del dafio
producido por los radicales libres, debido a que contienen polifenoles (Dewick et.
al. 2002).

Otras actividades biolégicas encontradas en especies del género Salvia.

Algunas especies que pertenecen al género Salvia se utilizan desde hace mucho
tiempo, en medicina tradicional. Tal es el caso de Salvia officinalis, Salvia
miltiorrhiza y Salvia sclarea. Después de varios estudios realizados a plantas de
este género, se han aislado varios metabolitos secundarios con diversas
actividades biolégicas, como actividad citotoxica, antiviral y antimicrobiana,

principalmente (Rezza et. al. 2015).
Actividad Citotoxica:

Muchos compuestos con actividad citotoxica se han aislado de diferentes especies
de plantas, sin embargo, estamos lejos de encontrar la cura de muchos tipos de
cancer, esto debido a la falta de disposicion y de la eficiencia limitada de

compuestos apropiados (Rezza et. al. 2015).
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Se observé que los extractos metandlicos y de metanol- cloroformo, de Salvia
eremophila, S. santolinifolia, asi como del extracto de diclorometano de S. limbata
S. hypoleuca, S. aethiopis y Salvia reuterherana presentaron una razonable
actividad citotéxica en contra de células de leucemia pomielocitica, leucemia
mielégena crénica y adenocarcinoma de pecho. En otro estudio, el sclareol,
aislado de Salvia sclarea, detuvo del crecimiento del tumor. En otro estudio fueron
aislados de S. cavaleriei 15 diterpenos de tipo ent-kaurano los cuales mostraron
actividad citotéxica en contra de 5 tipos de células cancerigenas de humanos,
algunos compuestos probaron ser mas potentes que el cisplatino a
concentraciones mas bajas. La roylenona, el acetato de horminona y la hormiona
fueron aisladas de las raices de S. officinalis, estas sustancias presentaron
actividad citotoxica en contra de células de adenocarcionma de colon y
carcionoma hepatocelular, debido a que dafiaron el ADN de las células
cancerigenas. Varios diterpenoides que mostraron una eficaz actividad citotoxica
en contra de varias lineas de células de cancer, fueron aislados de S. pachyphilla
y de S. clevelandii. Entre estos diterpenoides, el carnosol, el 16-hidroxicarnosol y
el 20-desoxocarnosol fueron los compuestos mas activos, aunque no se realizo
ninguna comparacion con algun agente anticancerigeno. De las raices de S.
hipargeia se aislaron varios diterpenoides de tipo abietano, de los cuales, la 6-
hidroxisalvinona y el dimetilcriptojaponol presentaron actividad citotdéxica en contra
de células de cancer de ovario en humanos. El salvileucalin, un diterpenoide de
tipo neo-clerodano aislado de las partes aéreas de S. leucantha mostré actividad
citotoxica en contra del adenocarcionma de pulmén y adenocarcinoma de colon.
La tanshinona, es una quinona de tipo fenantreno que fue aislada de S. miltiorrhiza
presentod actividad anticancerigena en contra de varios tipos de células, inculyendo
tumores y cancer en la sangre, este compuesto también presentd propiedades
anticancerigenas en ceélulas de ratdn, ademas se observaron propiedades
anticancerigenas en contra del carcinoma hepatoceluar en compuestos
relacionados con la tanshinona, aislados de la misma especie. De la misma planta
se aislé un nor-diterpeno de tipo abietano, asi como los diterpenos yunnannin y

ferruginol, estos compuestos mostraron actividad citotoxica significativa en contra
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de leusemia linfocitica, carcinoma nasofaringeo y adenocarcinoma de colon. El
salvinal, un compuesto aislado de S. miltiorrhiza presenté la mayor actividad
citotoxica en contra de células de adenocarcionma nasofaringeo mientras que
mostré tener poca actividad citotoxica en contra de adenocarcinoma de colon, esto
al inhibir la polimerizacién de la tubulina y bloquear el ciclo celular. El danshensu,
un derivado del &cido caféico, aislado de la raiz de S. miltiorrhiza presento
diversas actividades bioldgicas, entre ellas la induccién de la apoptosis de algunas
células cancerigenas. Los efectos anticancerigenos de los diterpenoides de tipo
abietano que contienen nitrdgeno que se obtienen a partir de las raices de S.
miltiorrhiza, se ha observado para diversas células cancerigenas, estos
compuestos presentan casi el mismo grado de actividad que el cisplatino. Varios
diterpenoides aislados de las raices de S. digitaloides presentaron acitividad
citotdxica ligeramente mayor a la del cisplatino y menor que la del taxol. La
actividad citotoxica que se le atribuye a los diterpenos y monoterpenos aislados de
S. castanea fue demostrada en diferentes células cancerigenas, en este estudio
se observé que la neotanshinlactona y la metiltanshinona presentaron actividad
citotoxica considerable en contra de algunas células cancerigenas, se vio incluso,
que estas sustancias eran mas potentes que el cisplatino, en algunos casos. Otros
diterpenoides de tipo abietano han mostrado actividad citotéxica de interés en
contra de algunas células de cancer, como las productoras del cancer de
estbmago (Rezza et. al. 2015).

Actividad antiviral

Los virus no son microrganismos autébnomos, ellos necesitan vivir dentro de las
células en donde ellos puedan replicarse. Debido a que en el metabolismo celular
se ve involucrada la replicacion de los virus, resulta dificil deshacerse de ellos sin
que las células que lo tienen tengan efectos negativos. De muchas plantas
medicinales se han aislado muchos metabolitos secundarios como terpenoides,
flavonoides, lignanos, alcaloides, compuestos polifendlicos, cumarinas, saponinas,

proteinas y péptidos con propiedades antivirales (Rezza et. al. 2015).

38



De Salvia dugesii se aisl6 un diterpenoide de tipo neo-clerodano, el dugesin, que
presentd actividad antiviral en contra del virus de la influenza, ademas. El
salvinorin A, ademas de ser el metabolito psicoactivo de Salvia divinorium y un
fuerte alucindgeno, fue utilizado para el tratamiento del Virus de Inmunodeficiencia
Humana VIH. El acido salviandlico, un compuesto aislado del extracto acuoso de
las raices de S. yunnannensis inhibi0 a las enzimas transcriptasa reversa e
integrasa del virus VIH a concentraciones que no resultan toxicas para las células
hospederas. El aldehido protocatechuico aislado de las raices de S. miltiorrhiza
inhibid la replicacion del virus de la hepatitis. Dos compuestos fendlicos que fueron
aislados de las raices de S. miltiorrhiza son agentes anti VIH y no fueron toxicos.
Un diterpenoide de tipo abietano, la safficinélida fueron aislados de S. officinalis, la
saffisindlida presenté actividad antiviral para atacar al virus de la estomatitis
vesicular que ataca a los caballos (Rezza et. al. 2015).

Actividad antibacteriana:

A patrtir varias fuentes naturales se han obtenido diferentes compuestos para el
tratamiento de diferentes problemas de salud, entre ellos, el tratamiento de
infecciones bacterianas. De muchas especies de la familia de las labiadas se han
aislado una gran cantidad de diterpenoides de tipo abietano con actividad
antibacteriana. A continuacion, se presentan algunos ejemplos (Rezza et. al.
2015).

Tres oxilipinas y el metil 9S,13R-2-hidroxi-13-0x0-10Z,15Z-fitodienolato aislados
de las partes aéreas de S. adenophora, tres triterpenoides de tipo lupano aislados
de las raices y brotes de S. viridis, diversos flavonoides aislados de las flores de S.
leucantha, la forskalinona aislada de S. forskahlei, la 7-acetilhorminona aislada de
la misma especie, diversos diterpenoides de tipo abietano aislados de S. sclarea,
de S. chamelaeagnea y de las raices y brotes de S. viridis, un diterpenoide de
tipo labdano aislado de S. leriaefolia, triterpenoides aislados de S. officinalis, el
acido ursdlico y acido oleandlico aislados de S. chamelaeagnea, un diterpenoide
aislado de las raices de S. caespitosa, y la cristimarina aislada de las hojas de S.
palaestina presentaron actividad antibacteriana en contra de Staphylococcus
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aureus. Por otra parte, el metil 9S,13R-2-hidroxi-13-0x0-10Z,15Z-fitodienolato y el
9S,13S-2-acetoxil-12-o0x0-10Z,15Z-fitodienolato aislados de S. adenophora, la
forskalinona aislada de S. forskahlei, la 7-acetilhorminona aislada de la misma
especie, dos diterpenoides reareglados de tipo abietano aislados de S. sclarea, un
diterpenoide aislado de las raices de S. caespitosa, la bactrelina y otro
diterpenoide de tipo abietano aislados de S. bracteata y de las hojas de S.
aethiopis y la cristimarina aislada de las hojas de S. palaestina presentaron
actividad antibacteriana en contra de Staphylococcus epidermidis, mientras que el
9S,13S-2-acetoxil-12-o0x0-10Z,15Z-fitodienolato resultd ser efectivo al atacar a
Staphylococcus agalactiae. La forskalinona aislada de S. forskahlei pudo atacar a
Enterococcus faecalis. De las raices y brotes de S. viridis y de S. reptans se
aislaron diversos diterpenoides de tipo abietano y tres triterpenos de tipo lupano
los cuales presentaron actividad antibacteriana en contra de esta especie. Un
diterpeno con arreglo de sec-nor-abietano, junto con otros dos diterpenoides de
tipo abietano fueron aislados de S. przewalskii, por medio de un estudio se
observd que la salprzelactona tenia mayor actividad que la acheomicina
y la amicilina en contra de Aerobacter aerogenes. Por otro lado, la forskalinona y
la 7-horminona aisladas de S. forskahlei, un diterpenoide aislado de las raices de
S. caespitosa, la bactrelina, un diterpenoide de tipo abietano aislada de S.
bracteata, asi como la salvigendlida D aislada de las partes aéreas de S. gregii y
otro diterpenoides de tipo abietano que fue aislado de S. aethiopis presentaron
actividad antibacteriana en contra de Bacillus subtilis, se pudo observar que el iso-
grandifoliol presentdé mayor actividad antibacteriana que la streptomicina en contra
de esta bacteria, se observé que el acido o-metilpisiférico pudo atacar a esta
especie. El carnisolato de metilo, encontrado en el extracto etanélico de las hojas
de S. officinalis y dos diterpenoides de tipo abietano aislados de S. reptans
presentaron actividad antibacteriana en contra de B. cereus. Dos diterpenoides de
tipo nor-abietano aislados de las raices de S. miltiorrhiza presentaron actividad
antibacteriana en contra de un amplio rango de bacterias gram-positivo a bajas
concentraciones. El metil-12-0-metilcarnisolato aislado de S. africana-lutea

presentd actividad antibacteriana en contra de Mycobacterium tuberculosis. Un
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diterpenoide de tipo labdano proveniente de las hojas de S. palaestina presentd
actividad antibacteriana en contra de diversas bacterias. La 7,8-seco-para-
ferruginona que proviene de las raices de S. prionitis presentdé actividad
antimicrobiana en contra de algunas bacterias gram-positivo. Otros triterpenoides
aislados de S. officinalis presentaron actividad antimicrobiana en contra de
Streptococcus pneumonia. De las raices de S. reptans fueron aislados dos
diterpenoides de tipo abietano con actividad antibacterinana en contra de
Micrococcus luteus y E. Coli. La cristimarina aislada de las hojas de S. palaestina
presentd actividad antibacteriana en contra de, E. coli, Klebsiella pneumoniae, P.

vulgaris y P. aeruginosa (Rezza et. al. 2015).
Actividad antifingica

Son pocos los compuestos con actividad antifungica encontrados en especies del
género Salvia. Dos tanshinonas, que fueron aisladas de S. miltiorrhiza presentaron
actividad antifangica en contra de Candida albicans, entre ellas, la
dihidrotanshinona resulté ser activa a concentraciones bajas. Dos diterpenoides de
tipo abietano que fueron aislados de S. sclarea presentan actividad antifingica
moderada en contra de C. albicans. Dos diterpenoides rearreglados de tipo
abietano aislados de S. sahendica, presentaron actividad antifingica en contra de

Blakeslea trispora (Rezza et. al. 2015).
Actividad antiprotozoaria

Las enfermedades provocadas por protozoarios representan un enorme problema
en los paises en desarrollo. Se ha observado que muchos extractos de plantas del
género Salvia presentan actividad antiprotozoaria. Esto ha llamado mucho la
atencion de investigadores que estan en busqueda de agentes potenciales para el

tratamiento de enfermedades de este tipo (Rezza et. al. 2015).

Los extractos cloroformicos y de acetato de etilo de S. santolinifolia presentaron
actividad antiprotozoaria en contra de Leishmania major. El &cido 12-
metoxilcarnisdlico fue el componente con mayor actividad antiprotozoaria aislado

de S. repens, el cual ataca a los amastigoides de L. donovani. Los triterpenoides
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aislados de los extractos acetonicos de S. cilicia presentaron actividad
antiprotozoaria significativa en contra de L. major y L. donovani, para su
amastigoide intracelular y en la forma de promastigoie extracelular. El extracto
hidroalcohdlico de S. officinalis detuvo por completo el crecimiento de L. major, lo
gue reduce el niumero de promastigoides. El acido caféico y el acido salviandlico
presentaron actividad antiprotozoaria en contra de los parasitos que se encuentran
en la etapa amastigoide, pero ninguno de estos triterpenos pudo atacar a los
microrganismos en la etapa de promastigoides. Lo mas interesante es que
ninguno de estos compuestos resultd ser toxico para las células hospederas. En
otro estudio, las dos formas celulares de L major, fueron estudiadas para
determinar la actividad antiprotozoaria de los extractos de S. officinalis. El extracto
de las hojas de esta planta resultd ser toxico para la etapa de promastigoides de
los microrganismos y también pudo reducir el niUmero de amastigoides (Rezza et.
al. 2015).

Actividad antimalarica

Existen compuestos como la cloroquinona y la artemisina que se han aislado de la
especie Artemisia annua utilizados para el tratamiento de la malaria. El
inconveniente es que esta sustancia se encuentra en otras especies del género
Artemisia, pero en pequefias cantidades, por lo tanto, se ha observado que
algunas especies del género Salvia presentan actividad antimalarica (Rezza et. al.
2015).

De 17 plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de la malaria, el extracto
de S. radula fue el extracto mas activo a la concentracion mas baja. De ahi se
aislo al oxido de betulafolientriol y a la salvigenina. La hidrangenona, un diterpeno
conjugado fue aislado de |los brotes de S. hydrangea, present6
actividad antiplasmddica, en contra del protozoario que provoca la malaria
(Plasmodium falciparum). En otro estudio se observé que la salvadiona y el
provskon, dos diterpenos asociados con monoterpenos conjugados presentaron
actividad antiplasmédica significativa en contra de P. falciparum. Ademas, estos

compuestos también mostraron actividad antiprotozoaria significativa en contra de
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Trypanosoma brucei. Todos los diterpenoides y diterpenoides transpuestos que
fueron aislados del extracto hexanico de S. shaendica presentaron actividad
antiprotozoaria en contra de P. falciparum, el 7-a-acetoxi-12-desoxi-roylenona vy el
A°-ferruginol fueron los compuestos con mayor actividad. Ambos compuestos
fueron menos activos en contra de T. brucei. La especie S. polystachia fue
evaluada por sus componentes para atacar a los microorganismos responsables
de la disenteria amebdica y giardasis: Entamoeba histolytica y Giaridia lamblia. De
S. polystachia fueron aislados 4 diterpenoides de tipo neo-clerodano, entre estos,
la linearolactona fue el compuesto con mayor actividad en contra de ambos
microorganismos, la linearolactona se considera como un compuesto antidiarreico.
Los extractos de las raices de S. miltiorrhiza fueron los extractos mas activos
debido a que inhibieron el crecimiento de las especies P. falciparum y T. brucei.
De nueve diterpenoides de tipo tanshinona, los metabolitos més activos en contra
de P. falciparum y de T. brucei fueron la metilenotanshinquinona y el
metiltranshinonato. La actividad antiplasmddica se debe a los anillos de furano

presentes en las estructuras de los diterpenoides (Rezza et. al. 2015).

Diterpenos como compuestos con actividad antialimentaria en contra de

insectos fitéfagos

Como se ha comentado anteriormente, se han aislado diversos diterpenoides que
presentan actividad antialimentaria en contra de insectos fit6fagos. Estos
compuestos pueden proteger a los cultivos siendo amigables con el ambiente. Los
compuestos con actividad antialimentaria a veces muestran una actividad
significativa a bajas concentraciones y a veces son muy efectivos para atacar a
una plaga en especifico. Ademas, la posibilidad de que los insectos adquieran
resistencia heredable ante estos compuestos resulta improbable (Klein et. al.
2002).

De acuerdo a muchas investigaciones, los diterpenoides con esqueleto de tipo
neo-clerodano han mostrado tener una considerable actividad antialimentaria.
Estos compuestos se han encontrado en un gran nimero de plantas de varias

familias, principalmente en plantas de las familias Labiatae (en las especies del
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género Scutellaria se han encontrado a los compuestos con actividad
antialimentaria mas potente) y Verbenaceae, asi como en otros organismos
biol6gicamente no relacionados como hongos, bacterias y esponjas marinas. En
general, el rol fisiol6gico de los compuestos de tipo clerodano, no es conocido 0 no
tienen una funcién directa, sin embargo, la produccién de estos compuestos puede
tener algun beneficio para la especie. Es posible que estos compuestos se
produzcan como mecanismos de defensa para proteger a las especies contra
animales fitéfagos, contra hongos patdgenos para las plantas o enfermedades
(Klein et. al. 2002).

Se han realizado varios ensayos para evaluar la actividad antialimentaria de estos
compuestos. En ellos, se han establecido parametros fundamentales como la
cantidad del compuesto a evaluar que es aplicado y el grado de disminucion de la

actividad antialimentaria (Klein et.al. 2002).

La capacidad de un insecto fitdfago para considerar que una especie de planta es
un huésped adecuado depende de la capacidad del sistema de quimiosensores
del insecto que le permiten detectar a los tejidos de las plantas con un nivel
favorable de estimulantes alimentarios y disuatorios de la alimentacion. No se
puede esperar que un compuesto tenga la misma actividad antialimentaria para
atacar a especies diferentes de insectos, los diversos cambios en la estructura de
una molécula afectan la actividad antialimentaria de distintas formas y para
diferentes tipos de insectos. La actividad antialimentaria observada para un
compuesto varia también dependiendo del sustrato que se utilice como
fagoestimulante. Los efectos en las variaciones de los parametros para evaluar la
actividad antialimentaria tales como la duracion de la prueba, la cantidad de discos
con sustrato, la cantidad de insectos que participan en la prueba, los insectos bien
alimentados y los insectos privados del alimento son parametros que no se
evaluan con facilidad, pero no deben descartarse (Klein et. .al. 2002, Simonds et.
al. 1996).
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A partir de especies que pertenecen a la familia Labiatae se han aislado
compuestos, principalmente diterpenoides de tipo neo-clerodano con actividad
antialimentaria para insectos fitdéfagos como por ejemplo Spodoptera litoralis
(rosquilla negra), S. exemta, (gusano africano) S. litura (polilla oriental de las
hojas) y Bombix mori (gusano de seda). El Ajugarin aislado de Ajuga remota y
Jodrelina B aislada de Scutellaria worinowii demostré tener la actividad
antialimentaria mas potente en contra de Spodoptera litoralis. Estos son ejemplos
de diterpenos aislados de miembros de la familia Labiatae (Esquivel et. al. 2000).

Hace algunos afios se evalud la actividad antialimentaria de algunos diterpenoides
aislados de especies del género Salvia. La 1-(10)deshidrosalviarina es un
diterpenoide aislado de Salvia lineata que ha mostrado tener una potente actividad
antialimetaria en contra de Spodoptera litoralis este compuesto también fue
evaluado por su actividad antialimentaria en contra de Diabrotica virgifera virgifera.
Al compararlo con el Azadiractina se observé que el Azadiractina era tres veces
mas potente que la 1-(10)deshidrosalviarina pero debido a la complejidad en la
estructura del Azadiractina se considera a la estructura de la 1-
(10)deshidrosalviarina como punto de partida para sintetizar compuestos mas

potentes en contra de Spodoptera litoralis (Esquivel et. al. 2000).

Se ha observado que matar a toda la poblacién de insectos no es la Unica
alternativa para disminuir el dafio producido por estos insectos, por ejemplo, si se
observa el ciclo de vida de los Lepiddpteros se puede intervenir en alguna de las
etapas para mantener bajo control a la poblacion de insectos. El crecimiento
adecuado de los Lepidopteros requiere de un adecuado crecimiento de las larvas,
el surgimiento de la gran mayoria de adultos a partir de la etapa de pupa y de la
relacion entre machos y hembras para llevar a cabo la reproduccion. Los
compuestos keerlina, semiatrin y el acido melissodorico que fueron aislados de
Salvia keerlii, S. semiatratha y S. melissodora resultaron ser disrutores en la
transicion de la etapa larval a la etapa de pupa a bajas concentraciones, aunque
estos compuestos tienen actividad antialimentaria moderada, pueden ser una

alternativa en el control de la poblacion de insectos. La salvigendida que fue
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aislada de Salvia fulgens y de Salvia xalapensis caus6 una importante reduccion
en el surgimiento de adultos que provienen de la etapa de pupa y una reduccion
de la relacién entre macho y hembra cuando se lleva a cabo la reproducciéon. Un
compuesto en particular muy interesante, la linearolactona, que se aislé de Salvia
lineata fue inactivo en Spodoptera litoralis pero inhibié por completo el surgimiento
de adultos provenientes de la etapa de pupa, redujo de forma significativa la
poblacion de pupas que provenian de la etapa larval y mat6 al 75% de las larvas
de una poblacién de Spodoptera frugiperda (Cogollero de maiz) (Esquivel et. al.
2000).

La evaluacion del ciclo completo de la especie Trichlopusia ni que ataca a
especies de la familia de las Cruciferas como por ejemplo, cultivos de lechuga,
coliflor y brocoli permiti6 demostrar que la linearolactona es un buen prototipo para
controlar a la poblacion de esta especie debido a que inhibe por completo la
oviposicion y reduce el niumero de machos y hembras que se relacionan para

llevar a cabo la reproduccion (Esquivel et. al. 2000).

En otro estudio fueron analizados los aceites escenciales de S. fruticosa para
determinar las propiedades insecticidas y genotdxicas en contra de Bactrocera
oleae (mosco de olivo) y de Drosophila melanogaster (mosco del vinagre), en este
estudio se observo que el aceite esenciael resultd ser toxico solo para B. oleae. En
otro estudio fueron evaluados los aceites esenciales de S. officinalis y se
determind que los aceites esenciales, asi como sus constituyentes mayoritarios
presentaron actividad insecticida en contra de Tribolium confusum. Los aceites
esenciales de varias especies de Salvias han sido evaluados por su actividad
insecticida en contra de pestes de larvas. Los efectos antialimentarios de varios
diterpenoides aislados de S. broussonetti fueron evaluados para las especies
Spodoptera litoralis (gusano de hoja de algodén) y para Lepinotarsa decemlineata
y se observl que un diterpeno de tipo abietano y un diterpeno con esqueleto de
icetexano fueron los componentes mas activos. En otro estudio fueron evaluados

nueve diterpenoides y cuatro sequiterpenoides que fueron aislados de especies de
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la familia Labiatae y de la familia Astraceae y se encontr6 que la salviarina aislada
de S. reflexa fue la mas activa en contra de Sp. litoralis, se observo que la
esteroquimica del C12 del diterpenoide de tipo clerodano ejerce un efecto

impotante en su actividad (Rezza et. al. 2015).

En diferentes estudios se ha observado que los compuestos con mayor actividad
antialimentaria son los diterpenoides de tipo clerodano que tienen un anillo de
furano a,B-insaturado y una y-lactona o un epo6xido en C4, un grupo metilacetoxil
en C5 y un grupo aciloxido en C12 (Rezza et. al. 2015).

La aplicacion de los compuestos con actividad antialimentaria sigue siendo
limitada y sOlo pocos compuestos de origen natural o sintético estan
comercialmente disponibles. Se ha considerado la posibilidad de sintetizar a estos
compuestos con actividad antialimentaria pero esto resulta ser complejo y caro lo
que lo hace de poco valor practico. Por lo tanto, en algunos casos, una de las
alternativas es utilizar compuestos que presenten actividad antialimentaria
considerable para el control moderado de algunas especies. Otra alternativa
consiste en obtener compuestos con actividad antialimentaria significativa a partir
de compuestos que son levemente activos y se puede disponer facilmente de ellos
(Klein et. al. 2002).

El proceso de oxidacion, radicales libres y sustancias implicadas.

A pesar de la importancia vital del oxigeno, esta molécula también resulta ser
dafiina para los seres vivos, incluso para los organismos aerébios. El oxigeno y
sus derivados son generados in vivo en procesos de importancia biologica.
También se producen otras moléculas que son derivados del oxigeno y que
también son perjudiciales para los sistemas biolégicos (Halliwell et. al. 2015). Un
ejemplo de ello, son los productos obtenidos durante la respiracion celular que se
forman debido a una semireduccion de los compuestos oxigenados (Floyd et. al.

1999). Estos productos son causantes de un gran numero de enfermedades tales
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como el cancer, enfermedades cardiovasculares, desérdenes neuroldgicos, entre
ellos, las enfermedades neurodegenerativas, defectos cognitivos débiles y
envejecimiento (Alam et. al. 2013). Antes de empezar a hablar acerca del proceso
de oxigenacién y compuestos con actividad antioxidante, es importante tener en

cuenta algunos conceptos:

En general, un triglicérido es un éster derivado de un acido graso que esta
formado por la unién de una molécula de glicerol y tres moléculas de acido graso.
Por otra parte, los fosfolipidos son moléculas que forman parte de los liposomas y
de otras estrucuturas. Existen principalmente tres acidos grasos diferentes en los
fosfolipidos. El acido oléico, que es el mas abundante en la naturaleza, tiene una
insaturaciéon en el carbono 9 empezando por el final de la cadena. El &cido
linoléico tiene una insaturacién en el carbono 6, partiendo desde el final de la
cadena. El &cido linolénico tiene una insatracion en el tercer carbono, partiendo
del final de la cadena (Hamilton et. al. 1997). Muchas moléculas biolégicas pueden
ser atacadas directamente por especies llamadas radicales libres o por productos
generados por reacciones entre radicales libres (Halliwell et. al. 2015).

Un radical libre es una especie que cuenta con uno 0 mMAas electrones
desapareados, un electron desapareado es aquel que ocupa por si solo un orbital
atobmico o molecular. Una caracteristica de los radicales libres es que son
paramagnéticos, lo que sigifica que actian en respuesta a un campo magnético,
ademas, son altamente reactivos, su reactividad varia ampliamente. Existen varios
ejemplos de radicales libres y procesos de formacion de radiales, entre ellos, la
molécula de oxigeno (O2) es un radical libre debido a que tiene dos electrones que
se encuentran desapareados, esto se puede observar al realizar un esquema de
orbitales moleculares. Ademas de moléculas organicas y los iones de metales de
transicion tales como el cobre, el manganeso, el hierro, algunos o6xidos de
nitrdgeno son considerados radicales. Para dar un ejemplo de procesos de
formacion de radicales libres tenemos a la generaciéon de humo en las reacciones

de combustion. Estas especies son de suma importancia debido a que se
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encargan de llevar a cabo la oxidacion de los lipidos (Hamilton et. al. 1997,
Halliwell et. al. 2015).

Los radicales libres se forman por la ruptura homolitica de un enlace covalente
entre dos atomos, esto implica la separacion de los dos atomos que forman un
enlace, pero a diferencia de una ruptura heterolitica, cada atomo queda con un
electron del par de electrones que formaban el enlace de una molécula. Los
radicales reaccionan de dos formas distintas, la primera de ellas consiste en la
reaccion entre dos radicales, lo que genera una molécula que no es un radical, la
otra forma ocurre cuando un radical reacciona con un no radical, esto genera un
nuevo radical, este nuevo radical lleva a cabo una reaccion en cadena. Un radical
puede funcionar como un reductor, por ejemplo, cuando se adicona un radical
hidrégeno a un atomo de carbono radical, debido a el unico electron del hidrégeno
es donado al atomo de carbono radical. Pero también un radical puede funcionar
como un agente oxidante, cuando otra especie dona su electron al radical
(Halliwell et. al. 2015).

Si bien el oxigeno puede inhibir la actividad de alguna enzima, las causas de la
toxicidad del oxigeno no se deben principalmente a la molécula como tal, sino que
sus efectos dafiinos son causados por los radicales derivados del oxigeno
molecular, como el radical superoxido y el oxigneo signgulete. Ademas de que los
radicales libres derivados de oxigeno se unen a las enzimas e inhiben su
actividad, ellos también pueden dafar al ADN y provocar mutaciones. El oxigeno
molecular no es una molécula muy reactiva con moléculas que no son radicales
libres, como muchas moléculas que forman a los los organismos vivos, esto se
debe a que como el oxigeno es un radical por tener dos electrones desapareados,
s6lo puede aceptar a un electrén en cada reaccién y no un par de electrones como
lo aportarian moléculas que no son radicales libres. Debido a esto, los seres vivos

no se deterioran tan rapidamente (Halliwell et. al. 2015).

Las especies derivadas del oxigeno molecular son incluso mas reactivas que el

oxigeno, una de ellas es el oxigeno singulete, que es generado por la adicion de
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energia al oxigeno molecular. Si se adiciona un solo electrén a una molécula de
oxigeno, se forma al radical superéxido y si se adicionan dos electrones al
oxigeno, se forma al ion peroxido. De acuerdo a lo que se establece en la teoria
de orbitales moleculares, la adicion de uno o mas electrones al oxigeno debilita el
enlace entre los dos atomos, la adicion de dos electrones al ion peréxido rompe
definitivamente al enlace. En un sistema biolégico, la adicion de dos electrones al
oxigeno se da por la adicion de dos hidrégenos lo que produce una molécula de
peroxido de hidrogeno mientras que la adicion de cuatro electrones forma a dos
moléculas de agua (Halliwell et. al. 2015).

Como se ha mostrado anteriormente, el oxigeno es una molécula dafiina y los
organismos aerobios sobreviven a estas condiciones debido a que tienen
defensas antioxidantes. Estas defensas se encuentran en un organizmo o bien
pueden ser obtenidas a partir de la dieta. Una molécula antioxidante es
cualquier molécula que retrase, prevenga o remedie el dafio producido a las
moléculas que pueden ser oxidadas. Los agentes antioxidantes actian de muy
diversas formas, que consisten, ya sea en remover de forma catalitica a las
especies reactivas, disminuir la formacion de especies reactivas, proteger a las
biomoléculas del dafio oxidativo, atrapar a las especies reactivas o bien remplazar
a moléculas que son sencibles al dafio oxidativo por moléculas mas resistentes al
dafio, o bien, utilizando moléculas que se oxidan mas facilmente para que de esta
forma, las moléculas biolégicamente mas importantes, queden protegidas. Cuando
se estudia la capacidad de un antioxidante, se debe de tomar en cuenta lo
siguiente: Los niveles de defensas antioxidantes son diferentes de tejido a tejido,
incluso de célula a célula, ademas de que las defensas antioxidantes no son el
100 % efectivas (Halliwell et. al. 2015).

La produccion de especies reactivas en aerobios saludables esta casi en equilibrio
con el sistema de defensas antioxidantes, esto también implica que este balance
no es perfecto. Pero..., ¢Qué sucede cuando este balance es trastornado? O
cuando la capacidad de remplazo falla. Cuando en un organismo se tiene una

gran cantidad de especies reactivas en comparacion con la cantidad de defensas

50



antioxidantes, este organismo se encuentra en una condicion de estrés oxidativo.
Evidentemente, en estas condiciones, las biomoléculas seran dafadas por las
especies reactivas. El dafio no se debe sélo a la aparicion del estrés oxidativo,
también se debe al fracaso en el intento por reparar al sistema. Basicamente el
estrés oxidativo tiene dos causas, su aparicién se puede deber a una disminucién
de la capacidad antioxidante, ya sea por mutaciones o por la disminucién de las
defensas antioxidantes, o bien por el aumento en la produccion de especies
reactivas lo cual se puede deber a la exposicion a altas concentraciones de Oz 0 a
la presencia de sustancias toxicas que producen especies reactivas o a la
sobrestimacion de sistemas que producen especies reactivas (Halliwell et. al.
2015).

Las consecuencias del estrés oxidativo pueden ser una o bien, una combinacion
de las mismas, esto depende del tipo de células afectadas y la severidad de la
afectacién. Las consecuencias son las siguientes: proliferacién, que se presenta
cuando la estimulacion debido al estrés oxidativo es leve; adaptacion, en la que se
observa un incremento en las defensas antioxidantes por un intento de mantener
el equilibrio entre antioxidante y especie oxidante, debido a un estimulo leve o
moderado producido por el estrés oxidativo; dafio celular que es el resultado de un
estimulo fisico o quimico, deficiente 0 en exceso que se presenta de forma
momentanea o0 permanente y que altera la homeostasis de una célula en este
caso la célula se encuentra en un estado redox alterado, ocasionalmente el dafio
celular puede ser reparado; envejecimiento celular que se presenta por dafio
celular, en este caso las células sobreviven pero ya no se regeneran y en
ocasiones, cuando el dafio debido a un estimulo severo o moderado, producido
por el estrés oxidativo, la célula muere. La muerte celular se produce
principalmente por dos mecanismos: por necrosis, en donde la célula y los
organelos se hinchan, las mitocondrias pierden integridad y eventualmente la
membrana plasmatica se rompe y se libera el contenido de la célula el cual puede
dafar a las células de los alrededores; mientras que en la apoptosis la célula

activa su mecanismo de suicidio en este caso no se libera el contenido de las
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células pero en algunos casos, se liberan peréxidos los cuales pueden dafiar a las

células de los alrededores (Halliwell et. al. 2015).

Antioxidantes y compuestos con actividad antioxidante en especies del

género Salvia.

Como se mencion6 anteriormente, la molécula de oxigeno, y sus derivados
resultan ser toxicos para todos los seres vivos en cierta forma, los organismos
aerobios han podido sobrevivir en este ambiente rico en oxigeno debido a que han
desarrollado defensas antioxidantes, los antioxidantes son utilizados en diversos
ambitos, como en la industria alimentaria y en la industria quimica. Los seres vivos
cuentan con un sistema de enzimas antioxidantes, por ejemplo, las enzimas
superoxido dismutasas, las enzimas superéxido reductasas, y el sistema glutation
ademas, los antioxidantes también se pueden adquirir en la dieta, al consumir
sustancias como acido ascorbico, vitamina E, carotenoides y polifenoles (Halliwell
et. al. 2015).

En particular, el cerebro es muy susceptible al dafio producido por el estrés
oxidativo. El cerebro estd enriquecido con &cidos grasos que son facilmente
peroxidables, consume una fraccién fuera de lo comun de oxigeno con respecto a
su masa relativamente pequefia y no esta protegido ante la oxidacion, ademas
presenta una alta concentracion de hierro en ciertas regiones y también una
concentracion de ascorbato, que, si se produce una alteracion organizacional en el
tejido cerebral, la mezcla hierro/ ascorbato resulta ser un potente agente oxidante.
Es de particular importancia para el cerebro el peroxido de hidrégeno producido

durante la desaminacion oxidativa de las catecolaminas (Floyd et. al. 1999).

Una de las alternativas para contrarrestar los efectos provocados por las especies
reactivas de oxigeno y algunas otras moléculas es obtener diferentes tipos de
compuestos provenientes de la naturaleza, que tengan actividad antioxidante
significativa (T. B. Ng et. al. 2000). En diferentes estudios se ha observado que el
consumo de varios antioxidantes como una medida para prevenir enfermedades

resulta mas efectivo que el consumo de uno solo (Alam et. al. 2013).
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Existen métodos in vivo y métodos in vitro para medir la actividad antioxidante de
cierta sustancia. Para conocer dicha actividad, es necesario realizar varios
estudios, ademas, estos métodos varian entre si y por lo tanto no pueden ser
comprarados por completo. El investigador debe conocer a detalle a los distintos
métodos antes de adoptar alguno que proponga para su investigacion. Los
meétodos in vitro utilizan radicales libres para medir esta actividad. Entre todos, el
meétodo de atrapamiento de radical DPPH, que se describe acontinuacion, resulta
ser el mas sencillo, se realiza rapidamente y es poco costoso en comparacion con
otros métodos. Mientras tanto, en los métodos in vivo, la muestra a evaluar es
generalmente administrada a animales con un régimen de dosificacion
dependiendo del método, después de un periodo de tiempo, los animales son
sacrificados y su sangre o sus tejidos son evaluados. Se debe tener presente que
los métodos pueden ser optimizados dependiendo del objetivo de cada
investigacion, ademas, para determinar la actividad antioxidante de algun
compuesto o mezcla se deben llevar a cabo diversos experimentos (Alam et. al.
2013).
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Figura 31: Reaccion de neutralizacion del radical DPPH

En el método de actividad atrapadora sobre el radical DPPH, la molécula 1,1-
difenil-1,2-picrilhidrazil, el DPPH, se caracteriza por ser un radical libre estable, el
electron de esta espcie se deslocaliza por toda la molécula, debido a esto, la
molécula no dimeriza como podria esperarse, asi que cuando el radical se
encuentra en una disolucién etanolica, esta toma un color violeta intenso que se

caracteriza por una banda de absorcién centrada en 517 nm. Cuando una
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disolucién del radical es mezclada con una especie que pueda donar un atomo de
hidrogeno, se obtiene a la forma reducida del radical y por lo tanto desaparece el
color de la disolucién. Para evaluar la capacidad como antioxidante de una
sustancia determinada, se mide la diferencia entre la densidad Oéptica de la
disolucién antes y después de la reaccion. (Alam et. al. 2013).

Las especies del género Salvia son conocidas por ser una fuente rica en
antioxidantes, ademas, las grandes cantidades de estos compuestos nos pueden
salvar del dafio producido en la peroxidacion. Los derivados del acido rosmarinico
y algunos flavonoides son los compuestos mas estudiados debido a su efecto
biolégico. De Salvia plebeian se aislaré al [-sitosterol, 6-metoxiluteolina-7-O-
glucosido y al 2-hidroxi-5’-metoxilbiochaning A los cuales tuvieron actividad
antioxidante significativa. De esta planta, también se aisl6 al acido roylenonico y a
la hispidulina los cuales prolongaron el tiempo para la induccion de la oxidacion.
Los polifenoles de S. officinalis mostraron tener una potente actividad antioxidante
en las pruebas de DPPH y en el ensayo del anidon superéxido, el &acido
rosmarinico, el acido salvianolico K, el acido salviandlico I, las cumarinas
encontradas en esta planta y el &cido sagerinico presentaron una actividad
antioxidante mayor a la observada con trolox, en el ensayo del radical aniénico
superéxido. Ademas, la luteolina-7-O-glucésido, la luteolina-7-O-glucuronida, la
luteolina-3’-O-glucdsido y la 6-hidroxiluteolina-7-O-glucosido presentaron una
potente actividad antioxidante en el ensayo del radical anionico superéxido. El
acido salviandlico A y el acido salviandlico B, aislados de Salvia miltiorrhiza fueron
mas activos que el acido ascérbico en las pruebas de DPPH y ABTS. El
compuesto nombrado acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-2-hidroxilpropandico que fue
aislado de S. miltiorrhiza logré incrementar la actividad de la superoxido dismutasa
al hacer dependientes de la dosis a los ratones a los que se les suministrd. Los
diterpenoides de tipo abietano como el rosmanol, el isorosmanol, el epirosmanaol,
el carnisol, el &cido carnisélico y el galdosol que fueron aislados de Salvia
officinalis y recientemente de Salvia eremophila y S. santolinifolia presentaron una
potente activida antioxidante en las pruebas de DPPH Los compuestos que fueron
determinados por el método de indice de estabilidad del aceite y posteriormente,
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aislados de Salvia officinalis fueron comparados con los a-tocoferoles. Entre estos
compuestos se pudo observar que la diferencia en la actividad no se encuentra en
el tipo de anillo de lactona que presentan los compuestos, sino que los
compuestos que tienen un grupo orto-dihidroxilo, presentan mayor actividad.
Finalmente se observé en otro estudio que los polisacaridos aislados de Salvia

miltiorrhiza presentaron una actividad antioxidante significativa (Reza et. al. 2015).
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Figura 32: Compuestos con actividad antioxidante encontrados en diferentes especies del
género Salvia.

Propiedades fisicas, quimica y bioldgicas de los acidos ursoélico y

oleandlico.

El acido ursolico es un triterpenoide pentaciclico con férmula molecular C3oH4s0s3,
el cual tiene una masa molecular de 456.7003 g/mol. El &cido ursdlico es un sdlido
blanco cristalino con un punto de fusion de 283 °C- 285°C, es poco soluble en
agua, pero es soluble en acido acético glacial caliente y en disolucién alcohdlica

de NaOH. La biosintesis del acido ursdlico se lleva a cabo por medio de la
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ciclacién del escualeno. Este acido puede comportarse como un ligante bi o tri

dentado y puede donar facilmente pares de electrones a cationes de metales de

transicion debido a la presencia de los atomos de oxigeno (Kashyap et. al. 2016).

Acido ursalico

Figura 33: Estructuras de los acidos oleandlico v ursdlico

El &cido ursélico y su isébmero, el acido oleandlico, son dos acidos que se pueden
encontrar de forma libre o asociados con agliconas. Estos triterpenoides han
mostrado diversas actividades bioldgicas, que comparten entre ellos al ser
guimicamente parecidos. Las plantas que contienen acido ursolico y acido
oleandlico son utilizadas en medicina tradicional para el tratamiento de diversos
problemas de salud. Después de haber aislado al &acido ursélico y al acido
oleandlico se han descubierto, adicionalmente, una gran cantidad de propiedades
(Liu et. al. 1995).

Tanto el &cido oleandlico como el acido wursélico funcionan como
hepatoprotectores. Se ha observado que el acido oleandlico funciona como un
hepatoportector contra el dafio inducido quimicamente con CCls, al reparar el dafio
hepatico producido a las células parenquimales (células que le dan una funcién
especifica a a un 6rgano). El acido oleandlico ejerce el mismo efecto en contra del
dafio inducido con acetaminofeno, bromobenceno, cadmio, tioacetamida,
furosemida, colchisina y D-galactosamida mientras que para otras hepatotoxinas
tales como el alcohol alilico, la dimetilnitrosamina y la a-amanitina no presenta
este efecto. Se ha demostrado que también el acido ursdlico previene la colestasis
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inducida con acetaminofeno, incluso se ha observado que es mas efectivo que el
acido oleanolico en contra del dafio producido por sustancias quimicas. Se sabe
que algunas hepatotoxinas requieren de activacion metabdlica, esta es,
especificamente efectuada por el citocromo P-450. En diversos estudios se ha
observado que el acido oleandlico disminuye los niveles microsomales del
citocromo P-450. Mientras tanto no se observo una disminucion en cuanto a los
niveles de NADP-citocromo reductasa C. El acido oleandlico suprime a las
enzimas CYP1A y CYP2A pero no suprime a CYP3A. Estos resultados se han
observado también para el acido ursolico. Los efectos hepatoprotectores del acido
oleandlico en contra de sustancias que requieren de la activacion metabolica como
el acetaminofeno, el bromobenzeno, el CCls y la furosemida se deben a una
desactivacion metabodlica producida por estos &cidos, sin embargo, para
sustancias que no requieren de una activacibn metabdlica, se desconoce el
mecanismo por el cual aparece dicho efecto. Se sabe que, en el caso del cadmio,
el acido oleandlico secuestra al cadmio y por lo tanto queda desactivado. La
prevencion de las lesiones hepaticas debido a la progresién de la fibrosis o cirrosis
y la reparacién de las células parenquimales dafiadas, son importantes en la
actividad hepatoprotectora, se ha observado que el acido oleandlico promueve la
regeneracion celular debido a la activacion en la mitosis y disminuye los niveles de
tirosina que se encuentran en los cerebros de ratones con cirrosis (Liu et. al.
1995).

El sistema inmunoldgico celular es incapaz de desactivar a las especies reactivas
de oxigeno. La acumulacion de especies reactivas de oxigeno lleva al organismo a
una condicion de estrés oxidativo. Se ha demostrado recientemente que estas
especies estan involucradas en el progreso de algunas enfermedades como el
cancer, las enfermedades neurodegenerativas, la artereoesclerosis y el infarto al
miocardio, asi como con defectos cromosémicos. Recientemente los antioxidantes
naturales se han visto como agentes terapéuticos prometedores en la
neutralizacion de radicales libres. Se ha observado que el acido oleandlico
presenta actividad antioxidante debido a que aumenta la actividad de algunas
defensas antioxidantes en el higado, tales como el glutation, la metalotioleina, el
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zinc, la glutation-s-transferasa mientras que no se observa un aumento en la
actidad de otras defendas antioxidantes como en los casos de la enzima glutation
peroxidasa, la enzima glutation reductasa y en la enzima superéxido dismutasa
(Liu et. al. 1995). En otro estudio se observd que el acido ursélico invirtid los
estados reducidos de las enzimas, superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation reductasa (GHS) y glutation peroxidasa (GPx) asi como también aumento
la tasa de supervivencia de estas enzimas. En otro estudio se observo que el
acido ursélico logré revertir a la B-galactosa producida por dafio neurolégico
debido a los procesos oxidativos. En otro estudio en donde se utilizaron linfocitos
de sangre humana se observo que el pretratamiento con acido ursolico logro
normalizar el efecto oxidativo de la radiacion de los rayos UVB debido a que
inhibid la peroxidaciéon de lipidos, esto lo convirti6 en un buen candidato para el
tratamiento de enfermedades en la piel producidas por foto-induccion. En un
estudio realizado con un modelo de células neuroldgicas se observo que el acido
ursolico logré atenuar al peroxido de hidrégeno (H202) y al radical MPP+ los
cuales indujeron la muerte celular y la formacién de malonaldehido (MDA) (Ka
shyap et. al. 2016).

Se ha observado que el estrés oxidativo estd asociado con la expresion
incrementada de los receptores para los productos finales de la glicacién
avanzada, los cuales promueven la progresion de varios tipos de cancer y de
enfermedades cardiovasculares. En un estudio se demostro el efecto anitioxidante
del acido ursolico debido a la modulacion de la nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato por medio de la ruta oxidasa-NF-k(3 de sefializacion. EI Nrf2, una molécula
clave responsable de la regulacion de las enzimas involucradas en la liberacion de

especies oxidantes, fue activada con acido ursélico (Kashyap et. al. 2016).

Los procesos inflamatorios son procesos complejos que estan asociados a la
progresion de varias enferemdades tales como el céncer, las enfermedades
neurodegenerativas y las enfermedades cardiovasculares. El factor transcripcional
NF-K[B se ha considerado como una via principal de sefalizacion que regula la

expresion de algunos genes inflamatorios. Varios receptores que se enlazan a la
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membrana extracelular son conocidos por activar a la ruta NF-K3 (Kashyap et. al.
2016). El acido oleandlico y el éacido ursélico también presentan actividad
antinflamatoria. Este efecto fue descubierto debido a que el acido oleandlico y el
acido ursolico lograron inhibir la aparicién de un edema inducido con carragenina
en la pata de ratones, este efecto fue confirmado en estudios posteriores, también
inhibe la aparicion de edemas debido a la induccidon realizada con dextrano
ademas funciona también como auxiliar en la supresion de artritis en ratones. Se
ha comprobado que el &cido oleandlico resulta ser mas efectivo al administrarlo de
forma intravenosa que al administrarlo de forma oral. El acido oleandlico también
reduce la permeabilidad vascular inducida con acido acético; la respuesta alérgica
de algunos animales y suprime la hipersensibilidad retrasada producida por la
inyeccion de RBC o la aplicacion de forma tépica del dinitroclorobenceno en
ratones (Liu et. al. 1995). El acido ursdlico también resulté ser un compuesto
activo en la prevencion de la formacion de edemas en la oreja de los ratones,

inducidos con acetato de 12-o-tetradecanoilforbol (Liu et. al. 1995).

El efecto antiinflamatorio del acido ursélico fue comprobado al inducir un edema
con el aceite de croton. El lanzamiento de citoquinas pro-inflamatorias fue
reducido por el &cido ursolico. Las enzimas pro-inflamatorias que hidrolizan a los
fosfolipidos en diversos agentes inflamatorios, fueron desactivadas en presencia
de acido ursdlico. En un estudio realizado in vivo en donde se utilizd cortex
prefrontal de cerebro de ratones se observo que el acido ursdlico no solo redujo la
formacion de productos finales de glicacion avanzada y de especies reactivas de
oxigeno, sino que también redujo la expresion de la ciclooxigenasa Il. En otro
estudio se vio que el acido ursdlico suprimio a los factores trascripcionales tales
como el factor nuclear activado de células T. En otro estudio, el acido ursolico
redujo el crecimiento del tumor e increment6 el rango de supervivencia de los
ratones. Todas estas evidencias sugieren que el acido ursoélico podria tener un

gran potencial en el desarrollo de antinflamatorios efectivos (Kashyap et. al. 2016).

A los acidos ursolico y oleandlico se les atribuyen propiedades antinflamatorias

debido a que inhiben el lanzamiento de histamina proveniente de los mastocitos,
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inducido por algunas sustancias por la inhibicion de la actividad de la lipoxigenasa
y la cicloxigenasa. De esta forma, se reducen algunos factores inflamatorios
producidos durante la cascada del acido araquidonico. Se sabe que el acido
ursolico y oleandlico en grandes dosis puede provocar atréfia del timo (Liu et. al.
1995).

La promocién y la iniciacion de algunos tumores es inhibida por los acidos ursélico
y oleandlico en varios grados. Estos acidos han logrado inhibir la mutagenicidad
producida por benzo(a)pireno. El acido ursolico es el componente activo de
Eriovotriya japonica y se observo que puede inihibir la actividad de la aflatoxina-bl
gue induce la mutagenicidad en Salmonella triphymurium. El acido ursélico que se
aisla de Rosmarinus officinalis es efectivo en la inhibicion de la iniciacion del tumor
producido por 7,12-dimetilbenz(a)antraceno. El acido ursolico que se aisla de
Prunella vulgaris, Psichotria serpens y Hyptis capitata es uno de los principales
compuestos citotoxicos para las células leucémicas P-388 y L-1210 asi como para
las células del carcinoma pulmonar de humano. El suministro de acido oleandlico
en la dieta de los ratones durante tres semanas detuvo el aumento y la
multiplicidad del tumor intestinal inducido con azoximetano. El &cido ursolico y el
acido oleandlico, dos componentes activos de Glechoma hederacea lograron
inhibir los efectos del tumor producido con TPA. EIl acido ursélico y el acido
oleandlico disminuyeron de forma considerable el nUumero promedio de ratones
con papiloma de pecho, inducido mediante un experimento de dos pasos. Se cree
que tanto el acido ursélico como el acido oleandlico pueden inhibir la iniciacion y la
promocién de los tumores debido a la inhibicion de la inflamacion que se produce
por los promotores de tumores. Los acidos ursoélico y oleandlico inducen la
diferenciacion entre las células carcinogénicas debido a que producen cambios en
la morfologia de estas células, modulan el sistema de defensas corporales como
las defensas antioxidantes y las defensas inmunoldgicas. El uso de los &cidos
ursolico y oleandlico ha sido recomendado para el tratamiento del cancer en la
piel, los cosméticos que contienen la mezcla de acido ursolico y acido oleandlico

se han utilizado para la prevencién del cancer en la piel (Liu et. al. 1995).
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La metastasis es una reaccion vigorosa en el crecimiento de las células
cancerigenas y en la mayoria de los casos de cancer, esta condicion se asocia a
una alta mortalidad en la poblacion. Este comportamiento de las células
cancerigenas lleva a la quimioterapia a ser la Unica alternativa para el tratamiento
contra el cancer. Tanto compuestos de origen natural como sintético se han
utiizado para inhibir los efectos metastaticos producidos por las células

canceigenas (Kashyap et. al. 2016).

Durante dos décadas el acido ursolico ha sido investigado por sus efecos
antimetastasicos. La actividad de las proteasas esta asociada con la imbacion del
tumor y la metéstasis han sido significativiamente inhibidas por el acido ursolico.
En otro estudio se observd que los facotres tales como interleucémico-1f3, fueron
reducidos por el acido ursdlico, esto ocurri6 por la desactivacion del factor
transcripcional NF-KB. De forma similar, mediante un tratamiento dependiente de
la dosis y del tiempo de células cancerigenas de pecho, el acido ursélico logroé
inactivar al NF-K lo que ademas terminG en una baja regulacion del MMP-2. En
un estudio acoplado con adenocarcionoma transgénico de prostata en ratones, se
observo que el acido ursélico inhibe de forma significativa el crecimiento del tumor
por la supresiéon de efectos pro-inflamatorios. En otro estudio dependiente de la
concentracion, el efecto antimetastatico del acido ursdlico fue reportado para
células de carcinoma de pulmon, mediante la inhibicion de Na(+)-K(+)ATPasa.
Similarmente, la inhibicion de proteinas involucradas en la adhesion, imbacion y
migracion de células cancerigenas, fueron reportadas para el acido ursélico, en un
estudio in vitro con células de adenocarcinoma de célon de humano y en células
de melanoma de ratones. Ademas, al utilizar el modelo in vivo de células
metastaticas de melanoma de pulmon, el acido ursdlico fue propuesto como un
agente prometedor por su capacidad antimetastatica. EI MAPK/P38 es otra
sustancia involucrada en la regulacion de la expresion de MMPs, esta fue
suprimida por el acido ursdlico en células de cancer de estbmago en humnanos.
Claramente, el acido ursélico tiene la capacidad de suprimir la metastasis de

células cancerigenas por medio de varios mecanismos, por lo tanto, el acido
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ursolico puede ser utilizado para la regulacion del crecimiento de células

cancerigenas (Kashyap et. al. 2016).

La angiogénesis es la formacidon de nuevos capilares a partir de capilares
preexistentes, este mecanismo es esencial en el crecimiento de tumores y mejora
el comportamiento invasivo de los tumores. Varios estudios indican que los
tumores crean un microambiente en sus alrededores en los que se encuentra a
una gran variedad de quimiocinas los que apoyan la angiogénesis. Existen
muchos pasos en la angiogénesis en donde se podiria inhibir el crecimento de los

tumores (kashyap et. al. 2016).

Un estudio in vivo con membrana clorioalantonica demostré que el acido ursolico
inhibié la formacion de un nuevo sistema de vascularizacion. En otro estudio se
demostré que el acido ursélico suprimié al factor de crecimiento endotelial vascular
y al 6xido nitrico sintasa inducible, asociado con la angiogénesis. En un estudio
realizado con células de cancer de higado se demuestra que el acido ursolico
suprime el factor inducible de hipoxia que aumenta la expresion de los factores
angiogénicos. Esta regulacion de la expresién de los factores angiogénicos puede
estar asociada con la actividad antioxidante del acido ursoélico en contra de las
especies reactivas de oxigeno y el monoxido de nitrogeno. En otro estudio en
donde se utilizaron células de Ehrlich, se observé que el acido ursélico no solo
logré regular a las proteinas que regulan la angiogénesis, sino que también inhibio
de forma significativa el crecimiento de las células cancerigenas. En otro estudio
se demostro que el tratamento con acido ursolico logré inhibir la transduccion de
sefales al desactivar la transcripcion 3 y a algunos otros factores los cuales estan
asociados con la sobrevivencia de tumores, la proliferacion, la invacion y la

angiogénesis (Kashyap et. al. 2016).

Los acidos ursolico y oleandlico también presentan efectos hipolipidémicos y anti-
artereoeslceroticos. Se ha observado que al alimentar a conejos y ratas con acido
ursolico fue posible prevenir la artereoesclerosis y se produjo una disminucion de
los niveles de colesterol en la sangre y de la B-lipoproteina. El acido oleandlico ha
prevenido de la hiperlipidemia en conejos, puercos de guinea y ratones. Este acido
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también disminuye los niveles elevados de colesterol y B-lipoproteina, este efecto
es comparable al que se observa para el clorfibrato y mayor al observado para la
berberina. El 4cido oleandlico no afecta los niveles de B-lipoproteina en conejos
sanos, sin embargo, impide la precipitacion del colesterol en los vasos
sanguineos. Con el tratamiento de acido oleandlico incrementa la concentraciéon
de lipoproteinas de alta densidad, mientras que dismiinuye la concentracion de

lipoproteinas de baja densidad (Liu et. al. 1995).

Los acidos ursolico y oleandlico han mostrado efectos antiulcéricos efectivos. En
un experimento en el que se propicié la formacién de Ulceras, se observo una
disminucién de las mismas después del tratamiento con acido oleandlico.  Se ha
observado que la administracion de acido ursdlico a ratones disminuye la
ulceracion gastrica inducida por ligadura pilorica. EI hemisuccinato de acido
oleandico tiene un mayor efecto antiulcérico que la carbenoxalona (Liu et. al.
1995).

El acido ursolico y sus derivados presentan actividad antimicrobiana, estos
compuestos pueden inhibir el crecimiento de las bacterias, como por ejemplo de
Staphylococcus aureus, bacterias gram-negativas y Microsporium lenosum. El
acido ursolico, uno de los componentes activos de Rosmarinus officinalis puede
inhibir el crecimiento de las bacterias y levaduras asociadas a los alimentos. Los
acidos oleandlicos que se encuentran asociados con saponinas ejercen un amplio

efecto antifungico, especialmente, en contra de Candida glabrata (Liu et. al. 1995).

El acido oleandlico presenta actividad hipoglucémica, esto se observo debido a
que disminuyd los niveles de glucosa en la sangre antes y después de haber
provocado diabetes en ratones tratados con aloxano. El aumento en los niveles de
glucosa en la sangre, ya sea por adrenalina o por glucosa se vio aminorado por el
tratamiento con acido oleandlico. En un experimento con ratones en donde eran
intoxicados con grandes cantidades de aloxano, se observé que el tratamiento con
acido ursdlico durante una semana, disminuyé los niveles de glucosa y fueron

favorecidos el glucogeno hepético y la insulina (Liu et. al. 1995).
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Por medio de un ensayo in vitro, se observd que el acido oleandlico previene la
aparicion de caries debido a que inhiben a la glucosiltransferasa de la especie

Streptococcus mutans, una bacteria cariogénica primaria (Liu et. al. 1995).

El acido oleandlico también presentd efectos antiesterilizadores en ratones.
Ademas, el acido oleandlico junto con otros triterpenoides, logré inhibir a la enzima
testosterona-5- a-reductasa, lo cual, inhibio la actividad de la testosterona (Liu et.
al. 1995).

67



Objetivo general:

Obtener informacion acerca de la composicion gquimica de la especie Salvia
panosa Fernald colectada entre las regiones de Nopala y Teontepec en el estado

de Puebla México.
Objetivos particulares:

- Encontrar algun diterpenoide con actividad antialimentaria contra algunos

Insectos o larvas.

- ldentificar a los compuestos obtenidos durante este estudio mediante técnicas

espectroscopicas de IR, H-RMN y espectrometria de masas.

- Realizar pruebas bioldgicas de los extractos y fracciones obtenidas durante el

proceso para determinar algun tipo de actividad bioldgica.

- Contribuir al estudio de la composicion quimica de plantas pertenecientes a la
seccion Scorodonia del subgénero Calosface.

Hipotesis:

En este estudio se obtendra una diversa gama de terpenoides, como
diterpenoides, especialmente, de tipo abietano y neo-clerodano, algunos de ellos
con actividad antialimentaria en contra de insectos fitéfagos. También se
obtendran triterpenoides con esqueleto de lupano, damarano, ursano y oleanano,
asi como flavonoides y otros polifenoles. No se descarta la posibilidad de que la
especie posea algun compuesto con actividad bioldgica de otro tipo.
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Material.

Durante la realizacién del trabajo experimental, los extractos, las fracciones y los
compuestos obtenidos fueron evaluadas mediante la técnica de Cromoatografia
en Capa Fina (CCF), para esto, se utilizaron cromatofolios de silica gel G UV2s4 de
0.25 mm de grosor, soportada por una capa de aluminio, marca Macherey-Nagel.
Los cromatofolios utilizados fueron observados en una lampara de luz UV, modelo
ENF-260C-(254-365 nm) y posteriormente revelados para lo que se utilizé una

disolucion de sulfato de cerio IV (Ce(S0a4)2) disuelto en acido sulfarico/ H20.

Para realizar algunas separaciones, se utiliz6 la técnica de Cromatografia en
Placa Preparativa. Para esto se utilizaron cromatoplacas de silica gel G UV2s4, que

se encontraba sobre una lamina de vidrio, con 2 mm de grosor.

Para la separacion del extracto y de algunas fracciones se ocupd la técnica de
Cromatografia en Columna (CC) la cual se realizd utilizando como fase
estacionaria silica gel para Cromatografia en Capa fina, silica gel 230-400 y

alumna neutra.

Los disolventes utilizados (hexano, acetona, acetato de etilo, metanol y etanol)

fueron destilados previamente.

Los espectros de IR se obtuvieron con el espectrofotometro FIT-IR Buker Tensor
27.

Los espectros de RMN-'H fueron realizados a una frecuencia de 400 MHz y se

obtuvieron con el espectrofotometro Buker Advance lll.

Los andlisis de Cromatografia de Gases acoplados a Espectrometria de Masas se
realizaron con el cromatografo de gases- espectrometro de masas JEOL GCMate
[ll, los espectros de masas fueron obtenidos por medio de la técnica de Impacto

Electrénico, con una energia de ionizacion de 70 eV.

Para determinar la actividad antioxidante se realizaron las siguientes pruebas:

Cuantificacion de la reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
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para lo cual se utiliz6 una incubadora de CO2, ESCO y un lector de microplacas
marca Bio-Tek, modelo ELx-808 y la prueba de Inhibicion de la peroxidacion de
lipidos inducida con FeSO4 en homogenizado de cerebro de rata para lo cual se
utilizé una balanza analitica BP61S Sartorius, un potenciometro 50 pH Meter,
Beckman, una centrifuga clinica 228 Fisher Scientific, una incubadora de COzg,

ESCO y un lector de microplacas marca Bio-Tk, modelo ELx-808.
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Procedimiento experimetal.

Colecta del material vegetal.

El material vegetal se colectd el 26 de septiembre de 2015 entre los poblados de

Nopala y Teontepec en el estado de Puebla, México. En el diagrama siguiente se

explica el procedimiento experimental:

Material vegetal colectado

Secado de la planta a temperatura
ambiente por dos semanas y separado.

l

!

Hojas y flores 700 g

Extraccidn: Maceracién con
acetona destilada y secado
del extracto.

l

Ramas 550g

A

Extracto de hojas y
flores

Extracto de ramas

l Cromatografia en columna: silica gel para CCF/ hexano-AcOEt

polaridad acentente.

Hexano-AcOEt 95:5

A

Fracciones polares
'L (hexano-AcOEt 1:1,

Hexano-AcOEt 9:1

Hexano-AcOEt 8:2

AcOEt 100 % y MeOH

A

Identificacion de 6
compuestos

diferentes

v

100%).

Cromatografia de Gases/
Espectrometria de masas

Metilacién CH;N,/ Et,0

CPP eluyente H/Et20
97:3.

Identificacién de 6
compuestos diferentes

Esteres metilicos
formados a partir de
acidos organicos

CG/ EM L

Identificacion de 2
compuestos distintos.

A 4

Pp mezcla 4cido ursolico/

acido oleandlico
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El material vegetal fue secado al aire libre durante aproximadamente 2 semanas,
posteriormente, fue separado en hojas, flores y ramas, tanto las hojas y flores
como las ramas fueron pesadas, se obtuvieron 700 g de partes aéreas y 550 g de

ramas.
Obtenciodn del extracto de las hojas y flores y de ramas.

Los extractos de las hojas, flrores y de las ramas fueron preparados por
maceracion con acetona destilada, para ello, ambas partes fueron colocadas en
un matraz al que se agrego6 disolvente y de esta forma permanecieron durante
aproximadamente una semana. Posteriormente, el disolvente fue evaporado por
destilacion a presion reducida y los extractos fueron secados con una bomba de
alto vacio. Se realizaron tres extracciones por separado de cada parte de la
planta.

Una vez obtenidos los extractos, se realizaron dos placas de Cromatografia en
Capa Fina (CCF) en donde se coloco a los extractos de ambas partes, obtenidos
en cada extraccion. Las placas fueron eluidas en distintos sistemas, una en
hexano-acetato de etilo (AcOE) 1:1 y otra en hexano-acetona 1:1. Esto se realiz6
para elegir un sistema de disolventes adecuado para la separacion por

Cromatografia en Columna de los extractos.
Fraccionamiento primario del extracto de las partes aéreas:

El fraccionamiento primario de las partes aéreas se llevO a cabo mediante
Cromatografia en Columna, la cual fue empacada con silica gel para
Cromatografia en Capa Fina; de acuerdo con lo observado en Cromatografia en
Capa Fina, se utiliz6 como eluyente una disolucién formada por hexano-AcOEt de
polaridad creciente. De esta columna se obtuvieron 77 fracciones mas una
obtenida con AcCOEt. Las fracciones fueron reunidas de acuerdo al perfil

cromatografico que presentaron y finalmente se obtuvieron 14 fracciones.
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Fraccionamientos posteriores:

Las fracciones obtenidas con hexano-AcOEt 95:5 y hexano-AcOEt 9:1 fueron
separadas y analizadas por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas, realizada por la técnica de Impacto Electrénico. La fase estacionaria de
la columna estaba formada por silica gel y el gas portador utilizado fue N2. De la
separacion de la fraccion obtenida con hexano- AcCOEt 95:5 se lograron identificar
6 compuestos diferentes mientras que de la separacion de la fraccion obtenida con

hexano-AcOEt 9:1 se lograron identificar 6 compuestos distintos.

Las fracciones obtenidas con hexano-AcOEt 85:15 en el fraccionamiento primario
fueron separadas mediante Cromatografia en Columna, en donde la fase
estacionaria estaba formada por alimina neutra y la fase mavil era una disoluciéon
de hexano-AcOEt de polaridad creciente. De esta columna se obtuvieron 35
fracciones mas una que se obtuvo con AcOEt 100%. Después, las fracciones
fueron reunidas al tomar en cuenta su perfil cromatografico, finalmente se
obtuvieron 8 fracciones. Posteriormente, estas fracciones fueron disueltas en
MeOH para después pasarlas por una columna de carb6n activado y de esta
forma, eliminar a las clorofilas presentes. Sin embargo, de esta columna, no se

logro aislar a ningn compuesto.

Las fracciones obtenidas con hexano-AcOEt 8:2, 7:3 y 6:4 en el fraccionamiento
primario, fueron estudiadas por Cromatografia en Capa Fina y se observo que las
fracciones estaban compuestas por &acidos organicos, por lo tanto, estas
fracciones se reunieron y se realizdé una metilacion de los acidos por medio de una
reaccion de esterificacion con diazometano, disuelto en éter etilico. Para preparar
al diazometano, se utilizé 1 g de N-nitrosometilurea, una disolucion de KOH al
40% m/v y aproximadamente 50 mL de éter etilico. La disolucion etérea de
diazometano fue adicionada a la fraccion resultante. Una vez que se llevo a cabo
la reaccion, la fraccion fue evaluada por Cromatografia en Capa Fina para elegir
un eluyente adecuado para poderla separar y de esta forma obtener a los ésteres

metilicos de los acidos en la fraccion.
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Una vez elegido del sistema de elucion, la fraccion fue separada mediante
Cromatografia en Columna Flash, en donde la fase estacionaria estaba formada
por silica gel 230-400 y el eluyente era una disolucion formada por hexano-AcOEt
85:15. De esta columna se obtuvieron 43 fracciones las cuales fueron reunidas de
acuerdo a su perfil cromatografico mostrado en placas de CCF y finalmente se

obtuvieron 8 fracciones.

La fraccién obtenida en la columna del fraccionamiento primario, con un eluyente
formado por hexano-AcOEt 95:5 fue separada mediante Cromatografia en Placa
Preparativa, la fraccion fue colocada en placas preparativas de vidrio en donde el
adsorbente era una capa de silica gel de 2 mm de grosor. Se tomaron 240 mg de
la fraccion para los que se utilizaron tres placas, la fraccion se disolvio en éter
dietilico y fue colocada a lo largo de un surco antes realizado. Las placas fueron
corridas con una disolucion formada por hexano-Et2O 97:3 y después fueron
separadas en fracciones, cada una de ellas fue retirada de forma independiente y
posteriormente desadsorbidas con AcOEt. Posteriormente, una de las fracciones
resultantes fue separada y analizada mediante Cromatografia de Gases acoplada
a Espectrometria de Masas en donde se pudieron identificar 2 compuestos
diferentes.

Parte de la fraccién obtenida en el fraccionamiento primario con hexano-AcOEt
95:5 fue separada en una columna en donde la fase estacionaria era silica gel
para Cromatografia en Capa Fina y la fase movil era una disolucion formada por

hexano acetona 96:4.
Resultados:
Extracto:

Al extracto de las flores y hojas se le practicaron 3 pruebas biologicas distintas con
el fin de encontrar algun tipo de actividad, estas fueron: actividad atrapadora sobre
el radical DPPH, actividad antiinflamatoria inducida con TPA y Peroxidacion de
lipidos en cerebro de rata con el radical TBARS (la especie reactiva del acido

tiobarbiturico). A continuacion, se presentan los resultados:
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La prueba de actividad atrapadora sobre el radical DPPH consistié en preparar
una disolucion del radical DPPH con una concentracion de 100 pM, utilizando
como disolvente DMSO, después, a esta disolucion se le midié su actividad optica.
Posteriormente se prepararon disoluciones del del extracto a diferentes
concentraciones, finalmente, se midié la densidad o6ptica de las disolucines

resultantes a 515 nm. En la siguiente tabla, se presentan los resultados.

Tabla 1: Resultados de la prueba de actividad atrapadora sobre el radical DPPH

con el extracto de partes aéreas de la planta:

Pozo Muestra Conc. ug/mL | D. O. 515 nm | % de reduccion del
DPPH

1 A-D | DPPH (100 uM) - 0.655 -

5 E-H SPELH1 1 0.638 2.59

6 E-H SPELH1 10 0.593 9.51

7 E-H SPELH1 100 0.281 57.12

Nota: SPELH1= Extracto de las partes aéreas de la planta.

La prueba de actividad antinflamatéria en el modelo de edema inducido con TPA
consistié en inducir un edema en la oreja de ratones con TPA e intentar reducirlo
con una disolucién del extracto preparada con acetona. A continuacion, se

muestran los resultados.

Tabla 2: Resultados de la prueba de actividad antiinflamatoria en el modelo de

edema inducido con TPA:

Muestra Dosis Edema (mg) % de Inhibicién
Control - 16.57 +/- 0.58 -
SPE1HO 1 mg/oreja 5.37 +/- 0.88 65.39 +/- 5.33

Nota: SPE1HO= disolucion acetonica del extracto.

La prueba de peroxidacion de lipidos en cerebro de rata con TBARS consistié en
extirpar el cerebro de varios ratones para poder extraer sus lipidos. Una vez
extraidos, se midi6 la absorbancia a 540 nm de la disolucion formada por los
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lipidos. Para medir la actividad antioxidante del extracto se indujo el estrés
oxidativo con una disolucién de FeSO4 a una concentracion de 10 pM. Primero se
prepararon varias disoluciones de lipidos extraidos de los cerebros, luego se les
agregaron disoluciones del extracto a diferentes concentraciones, despues se
agrego la disolucion de FeSOs4 10 pM a cada una de las disoluciones,
posteriormente, se agregé una disolucion de &cido tiobarbiturico (TBA) y
finalmente se mide la absorbancia a 540 nm de las disoluciones, se interpolan los
valores de la curva estandar y de esta forma se obtienen las concentraciones de
TBARS que se encontraron finalmente en las disoluciones. A continuacién, se

presentan los resultados obtenidos.

Tabla 3: Resultados de la prueba de peroxidacion de lipidos en cerebro de rata
TBARS:

Pozo | Muestra | Cddigo | Conc. | A 540 MM | nmol/mg % de
(ug/m nm inhibicion
L)
0.000
1A-D Blanco - - - - -
0.014
2 A-D Basal - - 0.295 | 0.295 95.99
0.673
3A-D FeSOa4 - - 9.017 | 9.017 -22.74
(10 pM)
0.547
4 A-D DMSO Control - 7.347 | 7.347 0.00
0.547
5 A-D DMSO - - 7.347 | 7.347 0.00
0.488
9A-D | SPELH1 - 1 6.573 | 6.573 10.54
0.018
10 A-D | SPELH1 - 10 0.348 | 0.348 95.27
0.013
11 A-D | SPELH1 - 100 0.281 0.281 96.17

Nota: SPELH1= Muestra correspondiente al extracto.
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Fraccionamiento primario:

De las fracciones obtenidas durante el fraccionamiento primario con una polaridad
de hexano-AcOEt 85:15, se obtuvo un compuesto que precipito en forma de
agujas. Al compararlo con referencias obtenidas en otros estudios se pudo
observar mediante Cromatografia en Capa Fina que este compuesto correspondia
al 3-sitosterol. Se obtuvieron 42.5 mg de este compuesto, se sabe se encuentra en
varias especies del género Salvia y especies relacionadas. A partir de las
fracciones obtenidas con hexano-AcOEt 8:2 se obtuvo un sélido blanco que
precipité en grandes cantidades. Al compararlo con referencias obtenidas en otros
estudios, se determiné que el compuesto corresponde al acido ursélico. Fueron
pesados 5396.8 mg, aunque se observé que el compuesto todavia se encontraba
entre las fracciones. Este compuesto se encuentra ampliamente distribuido en el

reino vegetal y cominmente en plantas del género Salvia y de la familia Labiatae.

HC HL

Awcido oleandlico Acido ursdlico

La fraccion obtenida con un eluyente formado por hexano-AcOEt con porporcion
95:5 fue analizada por Cromatografia de Gases, acoplada a Espectrometria de
Masas. En esta fraccion se lograron identificar a 6 compuestos diferentes. Se
observa que el compuesto que se encuentra en mayor proporcion es el 6xido de

cariofileno.

El primer compuest6 presenta un tiempo de retencion de 17.12 min. En el espectro

de masas se observa a la sefial correspondiente al ion molecular con un m/z de
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220. En el espectro se pueden observar sefales de baja y mediana intensidad. El

pico base corresponde a la sefial con un m/z de 43.

El segundo compuesté se obtuvo en un tiempo de retenciéon de 20.48 min. Se
puede observar que basicamente aparecen picos intensos lo que indica que
durante la fragmentacion se formaron iones estables, los picos méas intensos se
encuentran en 123 m/z, 95 m/z, 81 m/z y 43 m/z. El pico base corresponde al pico

con un m/z de 81.

El tercer compuesto se obtuvo en un tiempo de retencion de 26.54 min. Se
observa que la sefial correspondiente al ion molecular tiene un m/z de 286. En el
espectro se observan sefiales de mediana y baja intensidad. Se observa que el

pico base tiene un m/z de 286, esta sefial es la del ion molecular.

El siguiente compuesto se obtuvo en un tiempo de retencién de 31.05 min. En el
espectro se puede observar que el ion molecular tiene un m/z de 410 aunque la
sefal correspondiente es muy pequefia. En el espectro se observan sefales de
baja 0 muy baja intensidad, esto indica que muy pocas moléculas del compuesto
en la muestra siguieron el patrén de fragmentacion descrito por el espectro. Se
observa gue solo la sefial que tiene un m/z de 69, la correspondiente al pico base,

es intensa.

El compuesto siguiente aparecié en un tiempo de retencion de 33.79 min. Las
fragmentaciones observadas en el espectro son demasiado pequefas,
anicamente las sefiales con un m/z de 430 y de 165 son intensas. La sefal

correspondiente al pico base tiene un m/z de 165.

Debido a que se obtuvieron buenos resultados con el extracto en la prueba de
peroxidacién de lipidos en cerebro de rata, la fraccion obtenida con hexano-
AcOEt 95:5 fue sometida a esta prueba. A continuacion, se presentan los

resultados:
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Tabla 4: Prueba de peroxidacion de lipidos en cerebro de rata realizada a la

fraccion obtenida con hexano-AcOEt 95:5:

Pozo Muestra | Cdodigo | Conc. A MM | nmol/mg % de
(ug/mL) | 540 prot. inhibicion
nm
1 A-D Blanco - - 0.000 - - -
2 A-D Basal - - 0.059 | 0.890 | 0.890 89.61
3 A-D FeSOa4 (10 - - 0.630 | 8.452 | 8.452 1.35
uM)
4 A-D | FeSO4+DM | Control - 0.639 | 8.567 | 8.567 0.00
SO
11 A-D | SPA1213P - 1 0.615 | 8.256 | 8.256 3.63
B
12 A-D | SPA1213P - 10 0.555 | 7.463 7.463 12.90
B
1E-H | SPA1213P - 100 0.030 | 0.513 | 0.513 94.01
B

Nota: SPA1213PB= Muestra de la fraccion obtenida con hexano-AcOEt 95:5.

Una de las fracciones obtenidas con una polaridad hexano-AcOEt 9:1, de la
columna del fraccionamiento primario, fue analizada mediante Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas. En el cormatograma se pueden
observar 10 sefiales correspondientes a tiempos de retencion diferentes, de aqui,
se pudieron identificar 6 compuestos diferentes, se observa que el compuesto que

esta en mayor proporcion es el lupeol.

El primer compuesto aparece en un tiempo de retencion de 18.63 min. En el
espectro de masas se observa la sefal correspondiente al ion molecular la cual
presenta un m/z de 220, basicamente se observan sefiales de mediana intensidad,

la sefal que presenta un m/z de 43 corresponde a la sefial del pico base.

El siguiente compuesto aparece con un tiempo de retencion de 39.68 min.,
presenta un ion molecular con 426 m/z. En el espectro se pueden observar
sefales con intensidades relativas muy bajas, el ion correspondiente, el pico base

tiene un m/z de 218.
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El siguiente compuesto surge con un tiempo de retencién de 40.16 min. En el
espectro se puede observar a la sefial correspondiente al ion molecular con un
m/z de 426. Al principio de la fragmentacibn se encuentran sefales con
intensidades relativas medias y bajas, después se observan sefiales relativamente
altas. El pico base es la sefial que tiene un m/z de 43.

Por ultimo, el compuesto siguiente aparece en un tiempo de retencion de 40.59
min. El ion molecular presenta un m/z de 412, se observan sefiales con una

intensidad relativa baja. El pico base de esta molécula tiene un m/z de 124.

Esta fraccion fue evaluada mediante la prueba de Peroxidacion de lipidos en
cerebro de rata, sin embargo, no se obtuvieron resultados satisfactorios. A

continuacién, se muestran los resultados:

Tabal 5: Resultado obtenido con la fraccion obtenida con hexano-AcOEt 9:1 en la
prueba de Peroxidacion de lipidos en cerebro de rata:

Pozo Muestra | Cdodigo | Conc. | A540 | pM | nmol/m % de
(Mg/mL) nm g prot. | inhibicion

1A-D Blanco - - 0.000 - - -

2 A-D Basal - - 0.008 | 0.215| 0.215 96.68
3 A-D - - - 0.550 | 7.396 | 7.396 -13.96
4 A-D | FeSO4 + | Control - 0.485 | 6.490 | 6.490 0.00

Vehiculo
6 A-D | SPA1922B - 1 0.485 | 6.530 | 6.530 -0..61
7 A-D | SPA1922B - 10 0.445 | 6.007 | 6.007 7.44
8 A-D | SPA1922B - 100 0.282 | 3..84 | 3.847 40.72
7

Nota: SPA1922B= Muestra de la fraccién obtenida con hexano-AcOEt 9.1.

De la misma forma, fueron evaluadas las fracciones obtenidas con AcOEt durante
el fraccionamiento primario, se observa que los resultados son parecidos a los
obtenidos con la fraccion de hexano-AcOEt 95:5. A continuacidon se presentan los

resultados:
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Tabla 6: Resultados obtenidos con las fracciones obtenidas con AcOEt en la

prueba de peroxidacién de lipidos en cerebro de rata.

Pozo Muestra | Codigo | Conc.| A 540 MM nmol/mg % de
(LM) nm prot. inhibicion

1A-D Blanco - - 0.000 - - -

2 A-D Basal - - 0.013 0.285 0.285 95.39

3 A-D FeSO4 - - 0.535 | 7.195 7.195 -16.59
(10um)

4A-D| FeSO4+ | Control - 0.458 6.173 6.173 0.00
DMSO

2 E-H | SPAACOET - 1 0.423 | 5.709 5.709 7.50

3 E-H | SPAACOET - 10 0.399 5.389 5.389 12.70

4 E-H | SPAACOET 100 0.048 | 0.745 0.745 87.94

Nota: SPAACOET= Muestra de la fraccion obtenida con AcOEt.
Fraccionamientos posteriores.

Después de haber separado la fraccion obtenida con hexano-AcOEt 95:5
mediante cromatografia en placa preparativa, se obtuvo una fraccion que fue
analizada por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. En el
cromatograma se observan cuatro sefiales correspondientes a 4 tiempos de
retencion distintos mientras que en esta fraccion se encontraron 2 compuestos
distintos, uno de ellos, el oxido de cariofileno que se obtuvo en un tiempo de
retencion de 18.87 min y se encuentra en mayor proporcién, se encuentra en la
fraccion original. A continuacion, se describen los espectros de masas de los

compuestos nuevos.

El primero de ellos aparece en un tiempo de retencion de 19.23 min, en el
espectro se observan sefiales de baja y mediana intensidad. El pico base

corresponde a una sefial con un m/z de 43.

El siguiente compuesto surge en un tiempo de retencién de 29.51 min. En el
espectro de masas de este compuesto se observa la sefal correspondiente al ion
molecular con un m/z de 286, basicamente se observan sefales de baja y

mediana intensidad, la sefial corresponde al pico base tiene un m/z de 271.
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De la columna flash realizada para separar una fraccion que fue esterificada con
diazometano, precipitdé un solido que fue analizado mediante espectrometria de
masas, por espectroscopia de infrarrojo y espectroscopia de resonancia

magnética nuclear. A continuacion, se describen los espectros correspondientes:

En el espectro de infrarrojo se observa una serie de bandas de absorcion entre
800 cm-1, se observa una sefial aguda centrada en 1027.83 cm™, se observa una
banda débil que se encuentra en 1644.94 cm-1. Se observa una pequefa banda
en 1723.61 cm-1. Se observan dos sefiales agudas centradas en 2928.72 cm-1y

en 2868 cm-1 y finalmente se observa una sefal ancha en 3352.22 cm-1.

En el espectro de RMN-1H se observa un doblete centrado en 0.67 ppm, el cual
presenta una constante de acoplamiento de 12.5 Hz e integra para 8. Se observa
un singulete en 0.88 ppm el cula integra para 29. Se observa un sngulete en 1.05
ppm el cual integra para 2. Se observa un multiplete centrado en 1.24 ppm que
integra para 10. Se observa un multiplete centrado en 1.5 ppm el cual integra para
9. Se encuentra un singulete con un desplazamiento de 1.63 ppm y que integra
para 3. Se observa que hay un multiplete centrado en 1.83 ppm que integra para
5. Se observa un triplete doble de dobletes los cuales presentan una constante de
acoplamentio de 16 Hz, 11.4 Hz y 5.9 Hz respectivamente, esta sefial integra para
2. Se presenta un singulete muy intenso en 3.44 ppm que integra para 16,
finalmente se observa un multiplete centrado en 3.51 ppm, el cual integra para 1.

En el espectro de masas se puede observar una sefial muy pequefia que
corresponde a un fragmento con un m/z de 455. Después se observa una sefial
que se produce por un fragmento con un m/z de 442 m/z. El pico base del
espectro es producido por un fragmento con un m/z de 203. Tambén se observa
que durante la fragmentacion se formé un ion con un m/z que por lo general se

produce por un ion propilio.
Andlisis de resultados:

En las fracciones analizadas por Cromatografia de Gases acoplada a

Espectrometria de Masas fueron detectados los siguientes compuestos.

82



1) Oxido de cariofileno

Se observa a la sefial correspondiente al ion molecular la cual tiene un m/z de
220, lo que coincide con la masa molecular reportada para este compuesto. La
sefal que se encuentra en 205 m/z se debe a que, durante la fragmentacion, el ion
molecular perdié un grupo metilo. El pico base tiene un m/z de 43 m/z lo cual
significa que al final de la fragmentacion, todas las moléculas correspondientes a

este compuesto formaron un ion propilio.

Este compuesto se ha encontrado en el aceite esencial de Salvia leucantha. El
aceite esencial de esta planta presenta actividad larvicida, actividad antialimentaria
y resulta ser altamente toxico para la especie Anopheles quadrimaculatus (Ali A.
et. al. 2015). Tambien se ha encontrado en otras especies del género Salvia, por
ejemplo, en Salvia deserta y Salvia verticillata, por mencionar algunas (Korolyuk
et. al. ,2002, Baikova et. al. 2002) y en el aceite esencial de Salvia bracteata
(Sefidkon, Hooshidary, Hamzad 2007).

O Figura 34: Estructura del dxido
de cariofileno.

2) [1R-(1R*3E,7E,11R%)]-12-oxabiciclo-1,5,5,8-tetrametil-[9,10]-dodeca-3,7-dieno

(epbxido de humuleno).

La sefial con un m/z 138 indica que durante la fragmentacion se llevé a cabo la
pérdida de un fragmento de cinco carbonos con dos dobles enlaces, a partir del
ion molecular, este fragmento probablemente corresponde a una molécula de

isopreno. Finalmente, la sefial con m/z 43 corresponde al pico base e indica que
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en la fragmentacion todas las moléculas que corresponden a esta estructura

formaron un ion propilio.

Este compuesto ha sido observado al realizar un estudio de los aceites esenciales
de las especies Salvia deserta y Salvia verticillata, dos especies que crecen en el
sur de Siberia (Korolyuk et. al. 2002). Asi como en otro estudio en donde fue
analizada, por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas, la composicion de aceites esenciales de quince especies del género Salvia

que son cultivadas en Novosibirsk, Rusia (Baikova et. al. 2002).

Figura 35: Estructura del [1R-(1R*,3E,7E,11R*)]-12-
oxabiciclo-1,5,5,8-tetrametil-[9,1,0]-dodeca-3,7-dieno
(epdxido de humuleno)

3) 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol.

En el espectro de masas de este compuesto se observa una sefal de un
fragmento con m/z 278, el cual corresponde al fragmento M*-18, esto indica que el
ion molecular perdié al grupo hidroxilo en forma de una molécula de agua. La
seflal con un m/z de 81 corresponde también al pico base de la molécula, esto
significa que todas las moléculas de este compuesto formaron un fragmento de 6
carbonos con dos insaturaciones. Finalmente, la sefial con un m/z de 43 muestra
que al final de la fragmentacion se obtuvieron grupos propilo. Este compuesto
también es considerado como un antioxidante por los resultados obtenidos en la
prueba de DPPH con los extractos metandlicos y acuosos de E. odoratum.
(Venkata et. al. 2012).

)\/\/k/VK/\/K/\OH

Figura 36: Estructura del 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol
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4) Ferruginol

Se observa a la sefial del ion molecular con un m/z de 286. Esto coincide con la
masa molecular reportada para este compuesto, a su vez, este pico también es el
pico base lo que implica que el compuesto forma un ion molecular estable. Se
observa una sefal que tiene un m/z de 271, lo que demuestra que el ion molecular
perdié un grupo metilo, el cual, probablemente formaba parte del grupo isopropilo
unido al anillo aromatico. Las sefiales con un m/z de 69 y de 55 corresponden a

pérdidas de grupos metilo.

El compuesto se ha encontrado en Salvia digitaloides, las raices de esta planta
son utilizadas por los tibetanos para preparar un vino rojo especial (Xu et. al.
2010). Este compuesto también fue encontrado en las raices peludas de un cultivo
preparado de Salvia sclarea (Kuzma et. al. 2006).

OH

Figura 37: Estructura del ferruginol.

5) 2,6,10,14,18,22-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno (Escualeno)

En el espectro de masas se observa al pico correspondiente a un m/z de 410 del
ion molecular. La sefal de 69 m/z se debe a la formacion de un fragmento de
isobutileno. Esta sefial corresponde al pico base, por lo tanto, todas las moléculas
de escualeno formaron a este ion. Es importante notar que las pérdidas que se
ven en el espectro no son simétricas, aunque la molécula si lo es, esto se debe a
las diversas migraciones de dobles enlaces durante la fragmentacion (Silverstein
et. al. 2005).

El escualeno es el precursor de todos los triterpenos y esteroles (Dewick et. al.

2002), alrededor del 50 % del aceite de higado de tiburon esta formado por
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escualeno (Owen et. al. 1997), los aceites de muchas semillas son una fuente rica

de escualeno (Dewick et. al. 2002).

Figura 38: estructra del escualeno

6) Stigmastano-3,5-dieno

Se aprecia que la sefal correspondiente al ion molecular se encuentra en 396 m/z,
lo que coincide con la masa molecular reportada para esta molécula. Se observa
que, durante la fragmentacion, hubo una pérdida de 15 m/z lo que corresponde a
la pérdida de un grupo metilo de la cadena alifatica de 7 carbonos. En el espectro
se observa que primero se pierden los sustituyentes de la cadena alifatica de 7
carbonos unida al ciclopentilo y posteriormente, los anillos de la molécula se van
fragmentando. El pico base de esta molécula se encuentra en 43 m/z lo que
significa que todas las moléculas de este compuesto, se fragmentaron hasta
formar iones propilo. Este compuesto no se ha reportado en la literatura, aunque

puede ser uno de los productos de reduccién del stigmasterol.
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S Ny Figura 39: Estructura del stigmastano 3,5-dieno

7) a-Tocoferol:

En el espectro de este compuesto, se observa una sefial con un m/z de 430 que
corresponde al fragmento del a-tocoferol. Esta sefial también correspondea al pico
base del espectro. La sefal que tiene un m/z 165 representa al fragmento de la
cadena alifatica que se encuentra unida al anillo de pirano. Finalmente se
encuentra una sefial con 43 m/z lo que indica que al final de la fragmentacion se
formo un ion propilio a partir del fragmento de la cadena alifatica del fragmento de

tocofenol.

El a-tocoferol forma parte de la vitamina E, el rol fisiologico de la vitamina E
consiste en inhibir la peroxidacién de lipidos in vivo, se ha observado que todos
los 8 componentes de la vitamina E presentan actividad antioxidante casi en la
misma proporcion. Debido a lo anterior, se cree que este compuesto presenta

actividad antioxidante considerable (Halliwell et. al. 2015).

HO

Figura 40: Estructura del a-tocoferol

87



8) [1ar-(laq, 4aq, 7a, 7aqa, 7ba)]-1H-ciclopropilazuleno-7-ol, decahidro-1,1,7-

trimetil-4-metileno (espatulenol)

En el espectro de masas de esta molécula, se encuentra la sefal del ion molecular
con un m/z de 220. Se observa una sefial con un m/z 205 lo que indica que se
perdié el grupo metilo que probablemente sea uno de los que se encuentra unido
al anillo de 5 carbonos. Finalmente, la sefial a la que se le asocia un m/z de 43
corresponde a la sefial del pico base indica que al final de la fragmentacion, las

moléculas terminaron siendo un grupo propilio.

El compuesto se encuentra en el aceite esencial de Salvia leucantha el cual ha
mostrado actividad antialimentaria en contra de dos especies de mosquitos,
ademas de ser altamente téxico para A. quadrimaculatus (Ali et. al. 2015). Este
compuesto tambien se ha encontrado en el aceite esencial obtenido de las partes
aéreas de Salvia bracteata proveniente de Iran (Sedfikon et. al. 2007). Se ha
encontrado también en en los aceites esenciales de Salvia deserta y Salvia
verticillata (Korolyuc et. al. 2002) y en los aceites esenciales de muchas otras
especies del género Salvia como por ejemplo en Salvia canariensis y Salvia

moldavica por mencionar algunas (Balkova et. al. 2002).

Figura 41: Estructura del espatulenol

9) (4aS-trans)-6-acetoxi-3,4,40,9,10,100-hexahidro-1,1,4a-trimetil-7-(1-metiletil)-
(2H)-fenantreno.

En el espectro de esta molécula se observa a la sefial que corresponde al ion
molecular en 342 m/z sin embargo se observa una sefal en 300 m/z lo que indica
que durante la fragmentacién se perdio el grupo acetato que formaba al grupo

éster en la molécula, dejando al fragmento que proporciona al oxigeno de un
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alcohol con un hidrégeno adicional, esta sefial también representa al pico base por
lo tanto, todas las moléculas correspondientes al compuesto perdieron este
fragmento. Por dltimo, la sefial que esta en 43 m/z muestra que al final de la
fragmentacién se formaron fragmentos correspondientes al grupo propilio. Esta
molécula se ha encontrado en el aceite esencial de Salvia officinalis (Zhao et. al.
2007).

i | . Figura 42: Estructura del (4aS-trans)-6-acetoxi-
3,4,40,9,10,10a-hexahidro-1,1,4a-trimetil-7-(1-metiletil)-
(2H)-fenantreno.

10) a-Amirina.

Se observa la sefial correspondiente al ion molecular el cual presenta un m/z de
426. La sefal que corresponde a un fragmento con un m/z de 218 surgi6 debido a
gue probablemente la molécula se parti6 en dos de tal forma que en cada
fragmento quedaron dos anillos con sus respectivos sustituyentes alquilo, un
fragmento contiene al grupo hidroxilo y el otro contiene al fragmento del anillo que
tiene el doble enlace en la molécula original. La sefial que corresponde a un
fragmento con un m/z de 69 indica que al final de la fragmentacion, se formo un

ion de un isobutileno.

Figura 43: Estructura de la a-amirina
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11) Lupeol

En el espectro se puede observar a la sefial que corresponde al ion molecular a
m/z 426. Se observa una sefal que corresponde a un fragmento con m/z de 411 lo
que indica que durante la fragmentacion se perdio un grupo metilo. Finalmente, la
sefial correspondiente a un fragemento con un m/z de 43 muestra que al final el
fragmento resultante fue un ion propilio. Esta sefial también corresponde al pico
base lo que indica que todas las moléculas se fragmentaron hasta formar un ion
propilio, Este compuesto ha sido encontrado en Salvia cabulica (Yasmeen et. al.
2001)

Figura 44: Estructura del lupeol.

12) Estigmastano-4-en-3-ona.

En el espectro de la molécula se observa la sefial correspondiente al ion molecular
la cual genera un m/z de 412. La sefial con m/z 398 muestra que durante la
fragmentacion se perdiéo un grupo metilo. La sefial que representa un fragmento
con un m/z de 43 indica que los fragmentos mas pequefios que se formaron
fueron grupos propilo. Este compuesto se ha encontrado en las raices de Salvia
blepharochlaena, el compuesto mostr6 muy poca actividad antimicrobiana en

contra de una variedad de bacterias (Kolak et. al. 2005).
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| ]/ Figura 45: Estructura del Estigmastano-
> aff’" o 4-en-3-ona

A continuacién, se presenta la interpretacion de los espectros del compuesto que
se obtuvo a partir de la separacion de la fraccion esterificada con diazometano

disuelto en éter etilico:
Espectroscopia de infrarrojo:

Se observa una serie de bandas de mediana intensidad que se encuentran entre
800 cm-1y 1300 cm-1 que surgen debido al estiramiento de los enlaces sencillos
carbono-carbono. Se observa una sefial intensa que se encuentra en 1027.83 cm-
1, esta sefal se presenta debido al estiramiento del enlace C-O del grupo hidroxilo
y del enlace C-O del éster. La sefal pequefia que se encuentra 1644.94 cm-1 se
presenta debido al estiramiento de un doble enlace carbono-carbono, lo que indica
gue en la molécula hay una insaturacion. Se observa una pequefia sefal que se
encuentra en 1723.61 cm-1, esto debido a la presencia del grupo carbonilo del
grupo éster. Se observan dos sefales intensas, una en 2868.22 cm-1 y otra en
2928.72 cm-1 debido al estiramiento de los enlaces C-H. Se encuentra una sefial
aproximadamente arriba de 3000 cm-1 debido al estiramiento C-H en donde el
carbono forma parte de un doble enlace, la banda de absorcién que se encuentra
centrada en 3352.22 cm! corresponde al estiramiento del enlace H-O de un grupo

hidroxilo.
Espectrometria de masas:

En el espectro no se observa la sefial correspondiente al ion molecular, sin
embargo, se puede observar que hay una sefial muy pequefa correspondiente a

un fragmento con un m/z de 455, lo cual se debe a que, durante la fragmentacion,
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el ion molecuar perdié un grupo metileno (CHzs). La sefial que representa a un
fragmento con un m/z de 442 se pudo haber generado debido a que mediante un
arreglo de McLafferty, el ion molecular perdié a una molécula de etileno. La sefial
gue es producida por un fragmento con m/z 411 se debe a que hubo iones
moleculares que perdieron al fragmento (COOCHSs). En el espectro también se
pueden observar algunas sefales correspondientes a fragmentos que sufren
rupturas como CnH2n-1 CnH2n-2 l0 cual es caracteristico de rupturas de compuestos
ciclicos. La sefal que representa a un fragmento con 43 m/z indica que al final, se

formd un ion propilio.
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear.
De acuerdo a lo observado en el espectro de RMN se puede decir lo siguiente:

El multiplete que se encuentra en 0.88 ppm se debe al protén que apunta hacia
atras, que pertenece a uno de los carbonos que se encuentran entre los anillos Ay
B (C5). El singulete que se encuentra en 1.05 ppm es atribuido a la resonancia de
los protones de un grupo metilo que se encuentra apuntando hacia delante y esta
unido a un carbono que une al anillo B y C (C26). El mutiplete que se encuentra en
1.24 ppm se atribuye a los protones de los grupos metilo que se encuentran
unidos a un mismo carbono en el anillo A (C23). El multiplete que se encuentra en
1.50 ppm puede ser atribuido a uno de los dos protones unidos a un carbono del
anillo B del acido oleandlico (C7). El multiplete que se encuentra en 1.83 ppm
puede ser atribuido a un proton unido a un carbono del anillo E en el acido
oleandlico (C19). Finalmente, el singulete de gran intensidad que se encuentra en
3.44 ppm se debe a la resonancia de los nucleos de los protones del grupo metilo

gue forma al éster metilico (Seebacher et. al. 2003).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede afirmar que el sélido que
precipitd después de haber esterificado esta fraccion corresponde a una mezcla
de ésteres metilicos de los acidos ursolico y oleandlico.
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En cuanto a la determinacién de actividad bioldgica, para los extractos y las
fracciones analizadas con este fin, se observa que el extracto de las partes aéreas
de la planta presenta una leve actividad antinflamatoria, lo cual se puede atribuir a
la presencia de a-Amirina, de acido ursdlico y de acido oleandlico, compuestos

con actividad antinflamatoria.

En las pruebas para determinar actividad antioxidante se obtienen diversos
resultados. Mediante la prueba de atrapamiento del radical DPPH se observa que
el extracto presenta poca actividad (a las concentraciones de 10 y 100 pg/mL, el
extracto reduce al radical DPPH en un 9.51% y en 57.12% respectivamente),
mientras que en la prueba de peroxidacién de lipidos de cerebro de rata utilizando
al radical TBARS, se obtuvieron resultados bastante favorables debido a que los
porcentajes de inhibicion resultantes fueron 95.27 % y 96.17 % con las respectivas
concentraciones del extracto de 10 y 100 ug/mL. De acuerdo con estos resultados,
es posible suponer que la presencia de actividad antioxidante no esta tan
relacionada con la capacidad de las moléculas con esta propiedad para donar un
atomo de hidrogeno, sino que se debe a la capacidad del antioxidante para
detener al radical utilizado para inducir la reaccion de peroxidacion de &acidos
grasos polinsaturados (como el acido araquidénico) y de esta forma evitar la
formacion del malonadehido (MDA), que se forma a partir de la peroxidaciéon de
lipidos con cadenas de acidos grasos polinsaturados con mas de dos dobles
enlaces (Okhawa et. al. 1979, Herman et. al. 1991) vy asi, la formacion del
complejo entre el MDA vy el acido tiobarbitlrico (Herman et. al. 1991, Halliwell et.
al. 2015).
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Si se comparan los resultados obtenidos en las pruebas de peroxidacion de lipidos
en cerebro de rata que se obtuvieron para los extractos de las partes aéreas con
los que se obtuvieron para las fracciones de distinta polaridad se observa que
estos ultimos no fueron tan favorables como en el caso del extracto, sin embargo,
no fueron despreciables. Se obtuvo un porcentaje de inhibicién 12.90 % y 94.01 %
para la fraccion obtenida en el fraccionamiento primario con hexano-AcOEt 95:5 a
las concentraciones de 10 y 100 upg/mL respectivamente y un porcentaje de
inhibiciéon de 12.70% y 87.94% para la fraccibn més polar obtenida en el

fraccionamiento primario a las concentraciones de 10 y 100 pg/mL
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respectivamente. Esto nos lleva a pensar que la actividad antioxidante que
presenta esta planta se debe a un efecto sinérgico. La presencia de actividad
antioxidante en la fraccion poco polar se debe a que en esta fraccion se
encuentran compuestos como el oxido de p-cariofileno, 3,7,11,15-tetrametil-2-
hexadecen-1-ol y del a-tocoferol, esto ha sido reportado para la especie E.
odoratum (Venkata et. al. 2012). Se piensa que la actividad antioxidante
observada en el extracto y en una fraccién poco polar del extracto acetonico de la

planta se debié principalmente a la presencia del a-tocoferol.

HO

Figura 49: a-tocoferol el principal antioxidante de una fraccién poco
polar del extracto acetdnico de la planta.
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Conclusiones:

Al realizar el estudio fitoquimico de la especie Salvia pannosa Fernald se pudieron
identificar tipos de compuestos que han sido encontrados en especies
emparentadas como algunos diterpenoides de tipo abietano como el ferruginol y el
(4aS-trans)-6-acetoxi-3,4,40,9,10,100-hexahidro-1,1,4a-trimetil-7-(1-metiletil)-(2H)-
fenantreno ademas de diversos triterpenoides de tipo lupano como el lupeol,
dammarano como a-amirina, ursano como el acido ursélico, y oleanano como el
acido oleandlico. Sin embargo, también se observa que la composicion quimica de
esta planta es un poco similar a la de una especie de la familia Asteraceae, debido

a que se han encontrado compuestos similares en E. odoratum.

En cuanto a la actividad biolégica de los extractos y las fracciones se puede
afirmar que la planta presenta una leve actividad antinflamatoria debido a la
presencia de a-amirina y acido oleandlico. Tanto el extracto de las hojas de la
planta como una de las fracciones poco polares y la fraccion mas polar obtenidas
durante el fraccionamiento primario presentaron actividad antioxidante significativa
lo que se debe a un grupo de compuestos gque estan distribuidos en las fracciones
poco polares y polares del extracto acetonico de la planta, si bien, se desconoce
cudles fueron los compuestos con actividad antioxidante que estan en las
fracciones polares, debido a que quedo6 fuera del alcance de este estudio, el
compuesto al que se le atribuye principalmente la actividad antioxidante observada

en la fraccion poco polar es al a-tocoferol.

El presente trabajo constituye el primer estudio fitoquimico de la espece Salvia
pannosa Fernard con lo cual, se aportan datos al perfil quimiotaxonémico de la

seccion Scorodonia del subgénero Calosface.
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Cromatogramas y espectros.

A continuacion, se presentan los cormatogramas obtenidos al anializar a las

fracciones por Cromatografia de Gases acopolada a Espectrometria de Masas:

Cromatograma 1. Fraccion obtenida con hexane-AcOEt 95:5 en la columna

principal:
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Cromatograma 2: Fraccion obtenida con hexano-AcOEt 9:1 en la columna

principal.
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Cromatograma 3: Fraccion obtenida con hexano-Et20 97:3 obtenida en la

separacion por cromatografia en placa preparative, de la fraccion formada por

hexano-AcOEt 95:5 en la columna principal:
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A continuacion, se presentan los espectros de masas obtenidos de los

compuestos identificados de las fracciones analizadas por Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas.

Espectro 1: Espectro de masas de Oxido de cariofileno:
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Espectro 2: Espectro de masas de [1R-(1R*3E,7E,11R*)]-12-oxabiciclo-1,5,5,8-
tetrametil-[9, 1,0]-dodeca-3,7-dieno (epoxido de humeleno):
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Espectro 3: Espectro de masas de 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol:
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Espectro 4: Espectro de masas del ferruginol:
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Espectro 5: Espectros de masas del escualeno:
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Espectro 6: Espectro de masas de Stigmastano-3,5-dieno:
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Espectro 7: Espectro de masas del a-tocoferol.
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Espectro 9. Espectro de masas de (4aS-trans)-6-acetoxi-3,4,4a,9,10,102-
hexahidro-1,1,42-trimetil-7-(1-metiletil)-(2H)-fenantreno:
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Espectro 10: Espectro de masas de a-amirina:
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Espectro 11: Espectro de maeas de lupeol:
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A continuacion, se presentan los espectros de IR, RMN-'H y espectro e masas

obtenido para identificar a la mezcla formada por acido ursélico y acido oleandlico:

Espectr 15: Espectro de masas obtenido para la mezcla de acido ursélico/ acido
oleandlico:
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