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RESUMEN

En el presente trabajo se describe el primer estudio quimico a partir del extracto de
diclorometano de las hojas de Salvia plurispicata, una especie perteneciente a la extensa
familia Lamiaceae. Diversos estudios quimicos del género nos indican que los terpenoides

son un grupo de compuestos con importancia farmacologica.

El compuesto mayoritario aislado e identificado fue el acido oleandlico (9), el cual
fue modificado mediante una reaccion de formilacion, obteniendo el &cido 3-
formiloleandlico (27). Como componente minoritario se obtuvo el g-sitosterol (25) con
trazas de estigmasterol (26). Los compuestos fueron caracterizados por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de 1D y 2D, ademas de ser comparados con datos reportados

en la literatura.
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ABSTRACT

In the present work, describe the first chemical study from the dichloromethane extract of
the leaves of Salvia plurispicata, a species belonging to the extensive family Lamiaceae.
Various chemical studies of the genus indicate that terpenoids are a group of compounds
with pharmacological importance.

The isolated and identified major compound was oleanolic acid (9), which was
modified by a formulation reaction, obtaining 3-formyloleanolic acid (27). As a minor
component, S-sitosterol (25) with traces of stigmasterol (26) was obtained. The compounds
were characterized by 1D and 2D nuclear magnetic resonance spectroscopy, in addition to

being compared with data reported in the literature.

HO

Keywords: Chemical study, Terpenes, Salvia plurispicata.
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Terpenos del Extracto de Diclorometano de las Hojas de Salvia plurispicata

1. INTRODUCCION
1.1. Metabolitos Secundarios

Un caracter tipico de las plantas es la produccién y el almacenamiento de mezclas
complejas llamadas “metabolitos secundarios”. Debido a que estas no tienen posibilidad de
escapar de sus depredadores herbivoros ademdas de ser atacadas por microorganismos
infecciosos, estos compuestos bioactivos pueden repeler, disuadir o envenenar a los
herbivoros, ademas de inhibir el crecimiento y desarrollo de microorganismos pero, durante
la evolucién, los productos naturales se han optimizando al grado de poseer funciones
fisiolégicas y ecoldgicas adicionales como servir a manera de sefial para atraer animales
que polinizan o dispersan semillas, asi como mediar ciertas interacciones simbioticas entre
bacterias y hongos (Wink, 2008).

Los metabolitos secundarios han sido una fuente de agentes medicinales desde hace
miles de afios y un nimero notable de medicamentos modernos han derivado de fuentes
naturales, principalmente con base en el conocimiento disponible en la medicina
tradicional. Adicionalmente, estos compuestos son utilizados también como plaguicidas,

saborizantes y fragancias, entre otros (Pawar, 2014; Arias et al., 2009).

Durante mas de 60 afios los fitoquimicos se han dedicado a aislar compuestos,
determinando sus estructuras mediante métodos variados como la espectrometria de masas,
espectroscopia de resonancia magnética nuclear y cristalografia de rayos X. Se ha sugerido
que solo del 20 al 30% de las 350,000 especies de plantas conocidas en la actualidad han
sido examinadas fitoquimicamente a detalle (Wink, 2008). Por lo tanto, el nimero de
metabolitos secundarios reportados en el reino vegetal ha ido aumentando con el paso de

los afos.

Una de las principales diferencias que presentan los metabolitos secundarios con
relacion a los primarios es su distribucion limitada en el reino vegetal; mientras que los
compuestos primarios se encuentran en todo el reino y las diferencias entre especies solo

son de indole cuantitativa; los metabolitos secundarios se presentan tipicamente en una

IRVING RAUL VAZQUEZ CACHO 1
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especie 0 un grupo de plantas taxonémicamente relacionadas, por lo que se consideran

marcadores taxonomicos de familias y géneros (Ramos et al., 1998).

1.2. Terpenos

Pese a la gran diversidad de metabolitos secundarios, estos provienen de vias metabdlicas
basicas como la glucdlisis, el ciclo de Krebs y la via del 4&cido mevaldnico. De esta ultima,
deriva uno de los principales grupos de metabolitos secundarios llamados terpenos o

isoprenoides (Lopez-Carreras et al., 2012).

Los terpenos constituyen el grupo méas numeroso de metabolitos secundarios.
Tienen un origen biosintético comdn y, aunque son estructuras quimicas muy distintas,
todos ellos derivan de la union cabeza-cola de unidades de isopreno (C5) (Fig. 1). Por ello,
los terpenos son clasificados con base en el nimero de unidades de isopreno que contenga
su estructura. Por ejemplo, los terpenos con diez carbonos contienen dos unidades de
isopreno y se les llama monoterpenos; los de 15 carbonos tienen tres unidades de isopreno
y se denominan sesquiterpenos, los de 20 carbonos tienen cuatro unidades de isopreno
Ilamados diterpenos. Los triterpenos tienen 30 carbonos, los tetraterpenos 40 carbonos y se
habla de politerpenos cando contiene mas de ocho unidades de isopreno (Lopez-Carreras et
al., 2012; Avalos & Pérez, 2009).

HaC CH
3 // 2
c—C
7\
HoC H

Figura 1. Estructura quimica del isopreno.

Este grupo incluye una gran variedad de compuestos como hormonas (giberelinas y
acido abscisico), pigmentos (carotenos y xantofilas), esteroles (ergosterol, sitosterol y
colesterol) y aceites esenciales, entre otros. Por su diversidad, muchos terpenoides son de
interés fisiologico y comercial, algunos son utilizados en la industria cosmética y/o

alimenticia, pero otros poseen importancia medicinal (Avalos & Pérez, 2009).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae esta constituida por siete subfamilias, las cuales comprenden cerca de
300 géneros Yy alrededor de 7,173 especies. Posee una distribucion subcosmopolita, siendo
muy diversa en regiones calidas y templadas de ambos hemisferios. Las plantas de esta
familia se caracterizan por presentar hojas simples, opuestas, aromaticas y flores bilabiadas
(Di-Sapio et al., 2012; Ramasubramania-Raja, 2012).

En la Republica Mexicana, se encuentra ampliamente distribuida (Fig. 2) y es una
de las familias mas diversas sélo después de Asteraceae, Fabaceae, Orchidaceae, Poacea,
Euphorbiaceae, Rubiaceae y Cactaceae; conteniendo alrededor de 601 especies reconocidas
(Villasefior, 2016).

Esta familia tiene importancia econémica en varias partes del mundo, debido a que
muchas de sus especies se utilizan como condimentos (Origanum, Thymus, Mentha), para
obtener aceites esenciales (Lavandula, Pogostemon, Salvia) y como plantas ornamentales
(Coleus, Salvia, Scutellaria) (Martinez-Gordillo et al., 2013).

Figura 2. Distribucion de la familia Lamiaceae en la Republica Mexicana.
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2.2. Género Salvia

El género Salvia es amplio por contar con cerca de 1,000 especies distribuidas en varias
regiones del mundo como en América, Europa y Asia. Las plantas son tipicamente de 30 a
150 cm de alto, herbaceas y perennes, rara vez anuales y poseen flores atractivas de varios

colores (Olvera-Mendoza, 2017).

Salvia, proviene del latin “salvare” que significa “curar”, lo que hace alusion a sus
propiedades medicinales. Desde la antigiiedad, sus diferentes especies eran utilizadas para
aliviar diversos padecimientos que van desde dolores menstruales hasta epilepsia, ademas
de ser utilizada para el tratamiento de resfriados, bronquitis, tuberculosis, hemorragias,
entre otros (Jash et al., 2016; Ulubelen, 2000).

México es una de las regiones con mayor diversidad de este género, estimando un
total de 328 especies de Salvia, lo que la hace el género méas numeroso del pais (Cornejo-
Tenorio & Ibarra-Manriquez, 2011; Villasefior, 2016). La mayor diversidad del género se
presenta en las zonas montafiosas de México, principalmente en las del centro-sur del pais,
encontrandose en los boques templados, particularmente los de coniferas y encinares. El
Estado de Michoacan alberga cerca de 64 especies distribuidas en todo su territorio (Fig. 3),
de las cuales cinco son endémicas del estado, 43 son endémicas de México y 17 presentan

una distribucion desde el Centro hasta Sudamérica (Lara-Cabrera et al., 2016).

et
. &f\' o :
Yoo,
..._t’.:..
, et .
M
FRaYy
=

Figura 3. Distribucién del género Salvia en el Estado de Michoacén.
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2.3. Componentes Quimicos de Salvia

Las especies de Salvia contienen una amplia gama de metabolitos secundarios. Las partes
aéreas de estas plantas generalmente contienen flavonoides y triterpenoides, asi como
compuestos volatiles (monoterpenos), mientras que en las raices, los compuestos
principales son diterpenos. Sin embargo, las especies de Salvia de América contienen
diterpenos en las partes aéreas (Ulubelen, 2000; Abdollahi-Ghehi et al., 2019).

En el aceite esencial de la parte aérea de Salvia officinalis se han encontrado
monoterpenos como el borneol (1), alcanfor (2) y el sesquiterpeno cariofileno (3) (Fig. 4)
(Ghorbani & Esmaeilizadeh, 2017).

H oy
H "H
OH o
2 3

1

Figura 4. Componentes quimicos procedentes del aceite esencial de S. officinalis.

Por otro lado, su extracto acuoso es rico en acido rosmarinico (4) y flavonoides
como la luteolina (5) (Fig. 5) (Ghorbani & Esmaeilizadeh, 2017).

OH
(0] OH OH
(0]
\ HO
(0]
HO
OH
4

Figura 5. Componentes quimicos procedentes del extracto acuoso de S. officinalis.
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Diterpenos de tipo abietano como las hipageninas A-B (6, 7) (Fig. 6), han sido
aisladas de especies turcas de Salvia (S. hypargeia, S. fich, S. mey), con una importante
actividad antibacteriana (Ulubelen, 2000).

OH OH OH

",
7
%,
l/
v

Figura 6. Diterpenos tipo abietano.

Los triterpenos pentaciclicos (Fig. 7) han sido aislados en casi todas las especies de
Salvia presentando multiples actividades bioldgicas. Por ejemplo, el acido ursélico (8)
posee actividades sedantes, antiinflamatorias, antiulcerosas y anticancerosas; mientras que
el é&cido oleandlico (9) ejerce efectos antioxidantes, antitumorales, antivirales,
antialergénicos, antiinflamatorios y hepatoprotectores (Wang et al., 2019; Ghorbani &
Esmaeilizadeh, 2017).

HO HO

Figura 7. Estructuras de los &cidos ursolico (8) y oleandlico (9).
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El &cido melisodérico (10) (Fig. 8) un diterpeno neo-clerodano con actividad
antiepiléptica fue aislado de Salvia melissodora, una especie endémica de México que se
encuentra desde el suroeste de Chihuahua hasta Oaxaca (Esquivel et al., 1988; Olvera-
Mendoza, 2017).

Figura 8. Acido melisodorico (10) obtenido de S. melissodora.

De Salvia dugesii se obtuvieron los diterpenos de tipo clerodano dugesina C (11) y
D (12) que mostraron actividades citotdxicas, antiepilépticas y antivirales (Fig. 9) (Xu et
al., 2011).

11 12

Figura 9. Diterpenos procedentes de S. dugesii.

En la especie michoacana Salvia purepecha se aislaron los diterpenos 13 a 19 (Fig.

10) con posible actividad antiprotozoaria, antiviral y citotoxica (Ortega et al., 2017).
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Figura 10. Diterpenos tipo clerodano procedentes de S. purepecha.

2.4. Derivados de Productos Naturales

Generalmente, los metabolitos secundarios poseen estructuras complejas que los hacen
susceptibles a multiples reacciones quimicas, obteniendo sus derivados con el fin de
mejorar su actividad bioldgica, ya sea incrementando su accidn terapéutica o disminuyendo
la toxicidad que pueda presentar; de igual manera, la modificacion estructural puede

proporcionarle efectos terapéuticos a los compuestos que carezcan de ellos (Dias et al.,
2012).
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2.5. Derivados de los Acidos Ursélico y Oleandlico

Los acidos ursolico (8) y oleandlico (9) son triterpenos pentaciclicos que poseen esqueletos
de tipo ursano y oleanano, respectivamente. Las modificaciones estructurales a sus
esqueletos base pueden derivar en compuestos con mejores propiedades. Los diferentes
grupos funcionales que poseen van desde un grupo alcohol en la posicion C-3 del anillo A,
un doble enlace entre C-12 y C-13 del anillo C, un acido carboxilico en C-17 entre los
anillos D y E, lo que los hace susceptibles a diversas funcionalizaciones, sobre todo en el

grupo alcohol (Cano-Flores, 2013).

Por ejemplo, en la literatura se describe el tratamiento del &cido oleandlico (9)
aislado de la corteza del fruto de Periploca laevigata, el cual fue acetilado con anhidrido
acetico en piridina, obteniendo el &cido acetiloleandlico (20); este compuesto mostré una
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa. El compuesto 20 se utiliz6 como material de partida para la preparacion de
derivados. Por ejemplo, la oxidacion del doble enlace C-12 y C-13, permitio la obtencion
de las lactonas 12a-hidroxi-d-lactona 21 y 12-oxo-d-lactona 22, a partir de una mezcla de
KMnO4 — CuSOs en reflujo con diclorometano durante 4 h, en presencia de una pequefia
cantidad de agua y tert-butanol (Fig. 11). Ambos compuestos exhibieron actividades

antibacterianas contra cepas de Salmonella typhimurium (Hichri et al., 2003).
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Figura 11. Esquema de reacciones de acetilacion del acido oleandlico (9) y oxidacion del
acido acetiloleandlico (20).

En 2014 Nascimento y colaboradores reportaron que a partir de la acetilacion del
grupo hidroxilo del acido ursélico (8), obtuvieron el acido 3f-acetoxi-urs-12-en-28-o0ico
(23), mientras que del tratamiento con &cido formico obtuvieron el &cido 34-formiloxi-urs-

12-en-28-o0ico (24) (Fig. 12); ambos mostraron actividad antibacteriana.
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Ac,0 / Piridina

Temp. ambiente / 24 h

HO AcO

HCO,H / Ac. perclérico 23
60°C/4h

24

Figura 12. Derivados 23 y 24 del &cido ursolico (8).

El acido oleandlico (9) es uno de los principales triterpenos que se ha aislado de
especies del genero Salvia (Wu et al., 2012; Jash et al., 2016), por ello, es posible que
pueda ser encontrado en Salvia plurispicata, una especie que hasta la fecha no cuenta con
estudios quimicos.
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2.6. Salvia plurispicata Epling

Salvia plurispicata es una planta endémica de México. Es arbustiva, perenne, de 1 a 2.5 m
de alto, posee flores azul-morado, con guias de néctar y un labio inferior amplio (4 a 8
mm). Cada flor permanece abierta por 3 dias en promedio.

Distribucion: Michoacan y Estado de México. Floracion de julio a abril (Espino-
Espino et al., 2014).

Figura 13. Tallos, hojas y flores de la planta Salvia plurispicata.

Actualmente se cuenta con informacién botanica y de distribucion geografica,

permitiendo asi un estudio quimico.
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3. JUSTIFICACION

Las especies vegetales son una fuente importante de metabolitos secundarios que, en su
mayoria, poseen efectos biologicos interesantes, lo que las convierte en una fuente
potencial para el desarrollo de nuevos farmacos. Estudios previos realizados al género
Salvia han establecido que los componentes predominantes son los terpenos; estos poseen
una amplia gama de actividades bioldgicas, por ello se considerd el estudio quimico de
Salvia plurispicata, una especie endémica de México, con la finalidad de conocer sus

componentes mayoritarios y asi aportar a la quimiotaxonomia del género.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Realizar el estudio quimico del extracto de diclorometano de las hojas de Salvia

plurispicata.

4.2. Objetivos Especificos

e Obtener el extracto de diclorometano.
e Aislar y purificar los componentes mayoritarios.
e Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas fisicas, quimicas y

espectroscopicas.
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5. METODOLOGIA
5.1. Material Vegetal

El material vegetal se recolect6 en Los Azufres, Michoacéan. Se depositaron dos ejemplares
de la especie en el Herbario del Centro Regional del Bajio, Instituto de Ecologia A. C. y fue
identificada por la Dra. Brenda Y. Bedolla Garcia. A continuacién, se indican los datos de

recoleccion:
Salvia plurispicata Epling

Voucher 257774. Carretera de la Laguna Larga, Los Azufres, municipio de Zinapécuaro,
19°48'13"N, 100°41'06"W, 2661 m, 5/mayo/2017, S. Zamudio, B. Bedolla et al.

5.2. Obtencién del Extracto

Las hojas del material vegetal se separaron de sus partes aéreas, obteniendo un lote de 150
g de hojas previamente secadas a la sombra; estas fueron maceradas con hexanos durante 3
dias a temperatura ambiente, y posteriormente con diclorometano. El disolvente se filtré y

concentrd en rotavapor. Este procedimiento se realizo tres veces.

El extracto de diclorometano se desengraso tres veces con metanol y se llevo a
sequedad. Se le realizd un estudio preliminar mediante RMN para determinar la naturaleza

y abundancia de sus componentes.

5.3. Purificacion de Compuestos

La purificacion de los compuestos del extracto total de diclorometano desengrasado, se
realiz6 mediante una cromatografia en columna abierta, empleando gel de silice marca
Merck de 230-400 mallas como fase estacionaria y como fase mavil, mezclas de solventes

Hexanos-Acetato de etilo en orden de polaridad ascendente. Se recuperaron fracciones
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gruesas de 50 mL cada una. El monitoreo de las fracciones se realizé por cromatografia en

capa fina con el mismo sistema de solventes.

5.4. Generalidades

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H y *C, asi como los diagramas de
correlacién bidimensional H/H (COSY) se obtuvieron en un espectrémetro Varian Mercury
Plus 400, utilizando como disolvente cloroformo deuterado (CDCIs3) y tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna. Los espectros fueron procesados en el programa
MestReNova. En la descripcion de sefiales, s: simple; d: doble; dd: doble de dobles; t:

triple; m: maltiple.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estan

corregidos.

5.5. Obtencion de Derivados

A 100 mg de acido oleandlico (9) se le adicionaron 4 mL de tolueno, una vez disuelto, se
agregaron 2 mL de acido formico y se mantuvo en reflujo a 70 °C durante 2 h (Fig. 14). El
crudo de reaccion se extrajo con diclorometano (CH.Cl,) y se lavo con disolucion saturada
de bicarbonato de sodio (NaHCOs) y agua, se filtr6 sobre sulfato de sodio anhidro
(NazSO.), el disolvente fue evaporado en rotavapor. La mezcla de reaccion se purifico
mediante cromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria y

mezcla Hexanos-AcOEt como fase movil.
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Tolueno / Ac. férmico

70°C/2h

Figura 14. Esquema de reaccion de formilacion de 9.
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6. RESULTADOS
6.1. Extracto Crudo

El extracto de diclorometano de las hojas de Salvia plurispicata se analiz6 por RMN de H
(Fig. 15) en el cual se observan sefiales de protones aromaticos entre 6 7.5 a ¢ 6.0; de 0 5.8
a 6 5.0 se muestran sefiales de protones vinilicos. También se observan bases de
heteroatomos en ¢ 4.5 a 0 3.5 y grupos alifaticos entre 6 2.0 a 6 0.5, destacando las sefiales

de metilos caracteristicos de esqueletos de triterpenos.
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Figura 15. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; del extracto de diclorometano de hojas de Salvia plurispicata.
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6.2. Purificacion de Compuestos
6.2.1. p-sitosterol y estigmasterol

De las fracciones 6-8, polaridad 13:7 Hexanos-AcOEt, se obtuvieron 0.240 g de una miel
de color oscuro; dicha miel se sometié a una recromatografia de la cual se obtuvieron 88
mg de cristales traslucidos en forma de agujas en las fracciones 11 a 14 en la polaridad 9:1
hexanos-AcOEt.

En el espectro de RMN de *H (Fig. 16) se muestra una sefial maltiple en 6 5.35
correspondiente al hidrégeno vinilico H-6; mientras que en ¢ 3.53 se observa una sefial
multiple que se asigna para el hidrégeno H-3 base de alcohol; estas sefiales son
caracteristicas del compuesto conocido como f-sitosterol (25). Las sefiales de los metilos se
observan en ¢ 1.01 (CHs-19), 0.92 (CHs-21), 0.85 (CHs-29), 0.83 (CH3-27), 0.81 (CHs-26)
y 0.68 (CHz3-18). El resto de sefiales alifaticas observadas entre ¢ 2.4 a 6 0.6 corresponden
al resto del esqueleto triterpénico. Sin embargo, en el mismo espectro se pueden notar en 6
5.15 y ¢ 5.01 dos sefiales dobles de dobles correspondientes a hidrogenos vinilicos que nos

indica que existen trazas de estigmasterol (26).

Es importante mencionar que 25 se encuentra en proporcion 16:1 respecto a 26, por
lo que fue necesario realizar un aumento en la intensidad del espectro para detectar las
sefiales caracteristicas de los hidrégenos vinilicos H-22 (J = 15.3, 8.8 Hz) y H-23 (J = 15.2,
8.1 Hz), mientras que el resto de sefiales de su esqueleto no son claramente visibles debido

a su baja concentracion y al traslape con las sefiales del esqueleto de 25.

Los datos anteriores se compararon con los reportados por Nguyen et al., (2004)
para 25 (Tabla 1).
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Figura 16. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCls del p-sitosterol (25) y trazas de estigmasterol (26).
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Tabla 1. Desplazamientos quimicos del g-sitosterol (25). RMN de *H a 400 MHz.

Hidrogeno

Experimental 25 en o
3.53 (1H, m)

5.35 (1H, m)
0.68 (3H, s)
1.01 (3H, s)
0.92 (3H, d, J = 6.4 Hz)

0.81 (3H, d, J = 6.9 Hz)

0.83 (3H, d, J=7.1 Hz)
0.85 (3H, t, J = 7.4 Hz)

Nguyen et al., 2004 en o

3.53 (1H, m)

5.38 (1H, m)
0.68 (3H, s)
1.00 (3H, s)
0.92 (3H, d, J = 6.4 Hz)

0.82 (3H, d, J = 6.8 Hz)

0.84 (3H, d, J = 6.8 Hz)
0.84 (3H,t,J = 7.6 Hz)

p-sitosterol RMN de H (400 MHz, CDCls) § 5.35 (1H, m, H-6), 3.53 (1H, m, H-3), 1.01
(3H, s, CHs-19), 0.92 (3H, d, J = 6.4 Hz, CH3-21), 0.85 (3H, t, J = 7.4 Hz, CH3-29), 0.83
(3H,d, J=7.1 Hz, CH3-27), 0.81 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-26), 0.68 (3H, s, CH3-18).
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6.2.2. Obtencién del Acido Oleanélico

De las fracciones 9-13, polaridad 2:3 Hexanos-AcOEt se recuperd 1 g de un compuesto
impuro que por recromatografia se obtuvo un sélido amorfo color blanco con un punto de
fusion de 270-273 °C.

Su espectro de RMN de H (Fig. 17) mostr6 una sefial triple en § 5.28 con una J =
3.3 Hz correspondiente al proton olefinico H-12. En 6 3.22 con una J = 11.1, 4.6 Hz se
observa una sefial doble de dobles correspondiente al proton H-3 base de alcohol. En ¢ 2.82
se ubica otra sefial doble de dobles con una J = 13.8, 3.7 Hz correspondiente al proton H-
18. Por ultimo, en frecuencias bajas se muestran siete sefiales simples en ¢ 1.13, 0.98, 0.92,
0.91, 0.90, 0.77 y 0.74, correspondientes a los metilos terciarios CH3-27, CHz-23, CH3-29,
CHs-25, CH3-30, CH3-26 y CHz3-24, respectivamente.

Mientras que en su espectro de RMN de 13C (Fig. 18) se observan en 6 183.5 la sefial
correspondiente al carbono del acido carboxilico C-28; también se muestran dos sefiales de
carbonos olefinicos C-13, C-12 en ¢ 143.7 y ¢ 122.8, respectivamente. En ¢ 79.2 vemos la
sefial del carbono C-3 base de alcohol. Finalmente, en ¢ 33.2, 28.2, 25.9, 23.7, 17.3,15.7 y
15.4 observamos las sefiales corresponden a los metilos CHs-29, CH3-23, CH3-27, CHz3-30,
CHs-26, CHs-24 y CHs-25. Las sefiales restantes ubicadas entre ¢ 55.0 y 6 15.3

corresponden a los carbonos del esqueleto del triterpeno.

Los datos espectroscopicos obtenidos fueron comparados con los descritos por
Ragasa & Lim, 2005, estos se muestran en la Tabla 2, con gran concordancia y nos indica

que se trata del acido oleandlico (9).
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Figura 17. Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDClI3 del &cido oleandlico (9).
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Figura 18. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCl; del &cido oleandlico (9).
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Tabla 2. Desplazamiento quimico del acido oleandlico (9). RMN de *C a 100 MHz.

1 38.5 38.3
2 27.3 27.1
3 79.2 79.0
4 38.9 38.7
5 55.3 55.1
6 18.4 18.2
7 32.7 325
8 39.4 39.2
9 47.8 47.6
10 37.2 37.0
11 23.5 23.3
12 122.8 122.6
13 143.7 143.2
14 41.7 41.5
15 27.8 27.6
16 23.0 22.9
17 46.7 46.4
18 41.1 40.9
19 46.0 45.8
20 30.8 30.6
21 33.9 33.7
22 32.6 32.4
23 28.2 28.0
24 15.7 15.5
25 154 15.3
26 17.3 17.0
27 25.9 25.9
28 183.5 182.6
29 33.2 33.0
30 23.7 23.6
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Punto de fusién: 270-273 °C.

Acido Oleandlico RMN de H (400 MHz, CDCls) § 5.28 (1H, t, J = 3.3 Hz, H-12), 3.22
(1H, dd, J = 11.1, 4.6 Hz, H-3), 2.82 (1H, dd, J = 13.8, 3.7 Hz, H-18), 1.13 (3H, s, CH3-27),
0.98 (3H, s, CHs-23), 0.92 (3H, s, CH3-29), 0.91 (3H, s, CH3-25), 0.90 (3H, s, CH3-30),
0.77 (3H, s, CH3-26), 0.74 (3H, s, CHs-24).
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6.3. Obtencion del Acido 3-formiloleandlico, obtenido a partir de 9

El compuesto 9 presenta un grupo hidroxilo en la posicién C-3 del anillo A, lo que lo hace
susceptible a reacciones, por ello, se realizd una reaccion de formilacion para obtener su
derivado formilado. El producto fue extraido en forma de miel amarilla que posteriormente
se fraccion6 por cromatografia en columna. De las fracciones 60-83 (polaridad 9:1
Hexanos-AcOEt) se obtuvieron 28 mg de un solido blanco amorfo con un punto de fusién
de 183-186 °C.

En su espectro de RMN de H (Fig. 19) encontramos una sefial simple y alta en 6
8.11 correspondiente al H-31 del grupo formilo; en ¢ 5.27 con una J = 3.4 Hz observamos
una sefal triple correspondiente al proton vinilico H-12. En 6 4.62 con una J = 7.5 Hz se
observa una sefial triple correspondiente al proton H-3 base de formilo. En ¢ 2.82 se ubica
una sefial doble de dobles con una J = 13.5, 3.4 Hz correspondiente al proton H-18.
Mientras que en frecuencias bajas se observaron siete sefiales simples en ¢ 1.13, 0.94, 0.92,
0.90, 0.89, 0.86 y 0.74, correspondientes a los metilos CH3-27, CH3-23, CH3-29, CH3-25,
CHz-30, CH3-26 y CH3-24, respectivamente.

El espectro de RMN de *C (Fig. 20) muestra en & 184.2 la sefial C-28
correspondiente al carbono del acido carboxilico; en ¢ 161.1 la sefial del C-31
correspondiente al carbono del formilo. También se muestran dos sefiales de carbonos
vinilicos C-13, C-12 en ¢ 143.5 y ¢ 122.4, respectivamente. En ¢ 81.0 vemos la sefial del
carbono C-3 base de formilo. Finalmente, en ¢ 33.0, 29.6, 25.8, 23.6, 18.1, 17.0 y 15.3
observamos las sefiales corresponden a los metilos CH3-29, CHs-23, CH3-27, CH3-30, CHs-
26, CH3-24 y CH3-25. Las sefiales restantes ubicadas entre ¢ 55.0 y ¢ 15.3 corresponden a

los carbonos del esqueleto del acido 3-formiloleandlico (27).
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Figura 19. Espectro de RMN de H a 400 MHz en CDCl; del 4cido 3-formiloleandlico (27).
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Figura 20. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCl; del 4cido 3-formiloleandlico (27).
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Para confirmar la asignacion del espectro de RMN de H se llevd a cabo un
experimento COSY (Fig. 21) donde se muestra una correlacién del hidrégeno base de
formilo H-3 con sefiales en ¢ 1.68 y ¢ 1.05 correspondientes a los hidrogenos del metileno
CH2-2. También se correlaciona la sefial triple con J = 8.4 Hz del hidrégeno vinilico H-12
con uno de los protones vecinos del metileno CH»>-11 en ¢ 1.87. La sefial doble de dobles
del protén H-18 con J = 4.8, 4.4 Hz se correlaciona con las sefiales en 0 1.63 y ¢ 1.16 de los

hidrogenos del metileno CH2-19.
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Figura 21. Expansion del espectro COSY del &cido 3-formiloleandlico (27).
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Punto de fusion: 183-186 °C

Acido 3-formiloleandlico RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 8.11 (1H, s, H-31), 5.27 (1H,
t, J = 3.4 Hz, H-12), 4.62 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-3), 2.82 (1H, dd, J = 13.5, 3.4 Hz, H-18),
1.13 (3H, s, CH3-27), 0.94 (3H, s, CHs-23), 0.92 (3H, s, CH3-29), 0.90 (3H, s, CHz-25),
0.89 (3H, s, CHs-30), 0.86 (3H, s, CH3-26), 0.74 (3H, s, CH3-24).

RMN de $*C (100 MHz, CDCls) § 184.2 (C, C-28), 161.1 (CH, C-31), 143.5 (C, C-13),
122.4 (CH, C-12), 81.0 (CH, C-3), 55.2 (CH, C-5), 47.5 (CH, C-9), 46.5 (C, C-17) 45.7
(CHg, C-19), 41.5 (C, C-14) 40.8 (CH, C-18), 39.2 (C, C-8), 37.9 (C, C-4), 37.6 (CHz, C-
1), 36.9 (C, C-10), 33.7 (CH2, C-21), 33.0 (CHs, C-29), 32.4 (CHa, C-7), 32.3 (CH,, C-22),
30.6 (C, C-20), 29.6 (CH3, C-23), 27.9 (CHj, C-15), 27.6 (CHz, C-2), 25.8 (CHs, C-27),
23.6 (CHs, C-30), 23.5 (CHz, C-11), 23.3 (CH2, C-16), 22.8 (CHz, C-6), 18.1, (CHs, C-26),
17.0 (CHs, C-24), 15.3 (CHs, C-25).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Las especies vegetales son una fuente importante de metabolitos secundarios, los cuales
poseen, en su mayoria, efectos terapéuticos importantes y de interés cientifico (Pawar,
2014; Arias et al., 2009).

Uno de los géneros mas extendidos e importantes en el territorio mexicano por sus
acciones terapéuticas es Salvia. Se ha reportado que los componentes predominantes son de
tipo terpeno (Ulubelen, 2000; Abdollahi-Ghehi et al., 2019).

El espectro de RMN de 1D (*H) del extracto de diclorometano de las hojas de Salvia
plurispicata mostro sefiales caracteristicas para compuestos de naturaleza triterpénica. Asi
mismo, se pudieron identificar sefiales correspondientes a hidrogenos vinilicos y sefiales

tipicas de hidrogenos base de heterodtomo.

Para aislar y caracterizar los compuestos presentes en el extracto de diclorometano
se realizd una columna cromatografica en donde el componente mayoritario fue el acido
oleandlico (9), un triterpeno pentaciclico encontrado también en diferentes especies de
Salvia como: S. officinalis, S. aegyptiaca, S. anastomosans, entre otras (Wu et al., 2012;
Jash et al., 2016). En este trabajo se reporta por primera vez la presencia del &cido

oleandlico (9) en S. plurispicata.

HO

Se sabe que este compuesto posee acciones biolégicas de interés debido a sus
efectos antitumorales, antioxidantes, antivirales, antialérgicos, hepatoprotectores vy

antiinflamatorios; y puede ser susceptible a modificaciones quimicas gracias a los grupos
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funcionales presentes en su esqueleto. Por ejemplo, por medio de la acetilacion del grupo
alcohol del acido oleandlico (9) se ha obtenido su derivado con un rendimiento del 98%;
mostrando actividades antibacterianas. De igual manera, mediante la esterificacion del
mismo grupo se han preparado derivados con grupos benzoatos y rendimientos de entre 15
a 32%, pero sin reportes de su accién bioldgica hasta la fecha (Wang et al., 2019; Hichri et
al., 2003).

Por lo mencionado anteriormente, el &cido oleandlico (9) fue sometido a una
reaccion de formilacion de donde se obtuvo el producto formilado con un rendimiento del
29%. Fue caracterizado por espectroscopia de RMN de 1D (*H y 3C) y 2D (COSY). Este
derivado se nombrdé como acido 3-formiloleandlico (27), y cabe destacar que este
compuesto no ha sido reportado. También se sabe que las modificaciones del grupo alcohol
en el esqueleto de oleanano puede alterar la actividad biologica del compuesto inicial
(Cano-Flores, 2013), por lo que el compuesto 27 abre la posibilidad de la realizacion de

estudios que comprueben su actividad bioldgica.

27

Como componente minoritario del extracto de hoja de la planta se obtuvo el
fitoesterol conocido como g-sitosterol (25) el cual contenia trazas de estigmasterol (26). La
literatura nos dice que ambos compuestos son encontrados comunmente en mezcla (Pierre
& Moses, 2015; Pamatz-Bolafos, 2018; Cruz-Corona, 2018; Chaturvedula-Prakash &
Prakash, 2012; Xu et al., 2005); en este caso se aislé mayoritariamente el compuesto 25 en
una proporcion 16:1 respecto a 26.
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25 26

Estos compuestos estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza y poseen
funciones estructurales en la membrana celular de las plantas. En humanos, poseen efectos
hipocolesteroléemicos y son utilizados en el tratamiento de individuos con
hipercolesterolemias leves a moderadas, aunque también se producen comercialmente a
partir de semillas de soja como materia prima en la semisintesis de esteroides medicinales
(Valenzuela & Ronco, 2004; Dewick, 2009).

Con los datos descritos anteriormente se sabe que los terpenos son parte de los
metabolitos secundarios de Salvia plurispicata, por lo que, con estos datos se establece el

primer estudio quimico de esta especie, aportando a la quimiotaxonomia del género Salvia.
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8. CONCLUSION

Salvia plurispicata contiene &cido oleandlico (9) como componente mayoritario, un
triterpeno encontrado en diferentes especies del genero Salvia y que ha demostrado diversas
actividades bioldgicas. Se comprobo la reactividad del grupo alcohol de C-3 del anillo A
para formar un nuevo derivado formilado, permitiendo asi la exploracion de su actividad

bioldgica.
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