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E. Jacqueline Medina Ifiiguez Introduccion

La investigacion en Productos Naturales constituye, en si misma, un campo de
actividad que engloba a todas las distintas areas de la quimica organica. Las tareas
que han de desarrollarse en el estudio de los productos naturales comprenden:
procesos de extraccion, aislamiento y purificacion de los componentes quimicos de los
seres Vvivos; reacciones sobre dichos metabolitos, implicando en ellas el empleo de
reactivos estéreo y regioselectivos; interpretacion de mecanismos de reaccidon y
racionalizacion de éstos en términos de las caracteristicas quimicas de los sustratos; el
empleo exhaustivo de la totalidad de la técnicas espectroscépicas hoy en uso en la

quimica orgéanica (IR, UV, RMN de *H y **C, espectrometria de masas, DC, etc.);

Determinacién estructural de Productos Naturales

El estudio de los mecanismos biolégicos que dan lugar a la formaciéon de los
diversos grupos de metabolitos, cuya comprension nos llevara al mejor conocimiento de
los procesos vitales y de las tendencias evolutivas de la vida en el universo, asi como a
la interpretacion de las complejas interrelaciones de los diversos seres en el entorno
ecoldgico y, por ultimo, al planteamiento de procesos sintéticos que se aproximen cada
vez mas a las rutas biogenéticas marcadas por la naturaleza que, sin duda alguna, sigue
siendo el quimico sintético mas eficaz y rentable, del que aun tenemos mucho que

aprender.
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E. Jacqueline Medina Ifiiguez Introduccion

Se comprende asi que la quimica de productos naturales haya sido y siga siendo
a nuestro entender y en contra de algunas opiniones, una especialidad de capital
importancia cuyo cultivo no ha decaido en intensidad a lo largo de su dilatada historia,
si bien en el curso de la misma se han producido variaciones en aquello que se
considera como mas interesante o de mayor importancia coyuntural dentro del campo,
poniéndose asi de actualidad en determinados momentos alguna de las pautas
(determinacién estructural, estudios espectroscépicos, transformaciones quimicas,
estudios biogenéticos, cultivos celulares, sintesis de productos naturales de marcada
actividad, etc.) que ella cubre. Sin embargo, en la actualidad puede asegurarse que
todos los campos de la quimica de productos naturales son interesantes y, ademas,
complementarios y han de seguir desarrollandose todos ellos, para que pueda llegarse

a un conocimiento racional y lo mas profundo de esta disciplina.

La primera documentacion escrita que nos habla de las plantas medicinales data
de 3000 a 4000 afios antes de Cristo, gracias a los sumerios, que describen mediante
grabaciones en tablillas de arcilla, qué partes y en qué dosis tenian las plantas
propiedades curativas. En la antigledad algunas plantas fueron veneradas por las
virtudes que se les habia reconocido. Dentro de las llamadas civilizaciones avanzadas,
los Egipcios dieron muestras de un profundo conocimiento médico, y a través del
Papiro de Ebers (primer documento médico de la antigiiedad descubierto en 1872)
describieron las virtudes curativas de unas 700 plantas medicinales, algunas de las
cuales figuran actualmente en la farmacologia como los purgantes sen y ricino o la
cardiotonica scilla. En la India, quienes profesaban el arte de curar eran los
Brahamanes, sacerdotes y doctores pertenecientes a la casta superior de la Religion
de Brahama, ya que dentro de su concepcién de vida: “quienes tenian la facultad de
reparar los problemas del espiritu, también podian reparar los trastornos del cuerpo...”.

En los Ayur Veda (enciclopedias médicas) de autores de la época, entre los que cabe
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E. Jacqueline Medina Ifiiguez Introduccion

destacar los de: Charaka, Susruta y Vagabhta, (datadas entre los siglos IX-11l antes
de Cristo) se mencionan las virtudes de cientos de plantas medicinales. En todas estas
obras se observa mas de una analogia con las doctrinas posteriores de Hipoécrates y
forman como unos apéndices al Libro de los Vedas y como aquél se consideraban
reveladas. La mayoria de las obras sobre medicina, escritas posteriormente en la India,

s6lo son comentarios de estas enciclopedias.

En Grecia entre el siglo IV y Ill antes de Cristo surge la figura de Hipo6crates,
conocido como el “Padre de la Medicina”, quien dio las directrices del correcto empleo
de las plantas medicinales para tratar diversas dolencias. Seguidor de Hipdcrates,
Dioscérides (siglo | de nuestra era) nos dejé su “De Materia Médica”, Unica fuente de

donde han bebido griegos, latinos y arabes hasta el Renacimiento.

En época posterior, los chinos dejaron constancia de un amplio muestrario de la
aplicacion de plantas medicinales, en tratados como el Pen Tshao, titulo genérico de
diversas obras chinas en el que se describen los medicamentos obtenidos de los tres
reinos de la Naturaleza. Una de las mas antiguas es “Ta Koan Pen Tshao”, anterior a
1058 y la méas conocida es “Pen Tshao Kangmu” (52 libros), compilada durante la
dinastia de los Ming por Li Chi Tehen (1573-1619), de la que se publicaron varios

extractos en los siglos XVII y XVIII.

En la Edad Media, el empleo de las plantas medicinales sufre un proceso de
estancamiento y descrédito, debido a la intemperancia de la Santa Inquisicidén, que en
su famosa “caza de brujas” manddé quemar en la hoguera a cientos de hombres y
mujeres (curanderos de la época) que realizaban “conjuros con los poderes
demoniacos” durante sus actos terapéuticos. Paraddjicamente, sdlo en los monasterios

se sigui6 preservando el arte de curar a través del uso de las plantas, gracias al valioso
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trabajo de recopilacion de los monjes que tradujeron del griego y del latin las primitivas
obras sobre el empleo medicinal de las plantas. Eran famosos sus huertos y sus
preparados en forma de vinos medicinales, tradicion que aun hoy se conserva. En este
periodo los arabes fueron quienes continuaron los estudios cientificos, destacando
médicos-filésofos tan notables como Avicena y Baithar que con sus investigaciones
sobre la alquimia dieron un impulso importante al mejor conocimiento de medicamentos

mas elaborados.

Durante la conquista de Ameérica los sacerdotes y frailes que se trasladaron al
Nuevo Mundo llevaron sus conocimientos médicos, que se vieron enormemente
enriquecidos por el contacto con chamanes indigenas que les transmitieron su saber

respecto del empleo de las plantas medicinales americanas®.

En Europa, el arte de curar cobré un nuevo impulso por parte de los alquimistas,
entre los que destactd la figura de Paracelso®. Hasta mediados del siglo XVIII, los
estudios acerca de plantas medicinales se ubican dentro de lo que se designé como
“materia médica” *. No habia una ciencia propia que se ocupara especificamente de las
plantas medicinales. Es con autores como Guilbourt (1790-1867), J. Pereira (1804-
1853) y F.A. Fluckier (1828-1894) como la Farmacologia y la Farmacognosia
comienzan a desarrollarse como ciencias con contenido propio?. La Farmacologia se
dedica al estudio de la accién de las drogas. La Farmacognosia se dedica al estudio
de medicamentos naturales, ya sean de origen vegetal, animal o de microorganismos,

en cuanto a su biologia, bioquimica y produccion.

! Flores, F. De Asis: “Historia de la Medicina en México”, Instituto Mexicano de Seguridad Social, México,
Reprint, 1982.

2 Shellar, E.J.: “Medicines from Plants with Special Reference to Herbal Products in Great Britain”, Planta
Medica, 53(2), 121-123, 1987.

® Capasso, F.: “Medicinal Plants: An Approach to the Study of Naturally Occurring Drugs”, J. of
Ethnopharmacology, 13; 111-114, 1985.

* Hegnauer, R.: “Arzneipflanzen: Gestern, Heute und Morgen”; Planta Medica, 34(1), 1-25, 1978.
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Finalmente en el siglo XIX, cuando Friedrich Wohler realizé la sintesis de la
urea a partir de una sustancia inorganica (el cianato amoénico), da comienzo la industria
de la sintesis quimica, ya que hasta entonces no se concebia como fuente de materia
organica ningun otro elemento que no fuese animal o vegetal. El siglo XX marca el
liderazgo de los farmacos de sintesis, dejando relegadas a las plantas como una

“practica medicinal menor”.

Sin embargo, el uso medicinal de las plantas, Fitoterapia, nunca ha dejado de
tener vigencia. Casi todas las culturas del mundo usan muchas de sus plantas locales
como medicinas de una forma u otra. Muchos de los farmacos mas importantes, con
efecto terapéutico, provienen incluso hoy en dia, de la naturaleza o son sintetizadas por
el hombre imitando productos naturales. Asi, una considerable cantidad de estos
productos se han hallado e incorporado al arsenal terapéutico siguiendo las pistas

dejadas, por diversas culturas a través de su medicina popular.

Aunque Paracelso habia introducido el concepto de “principio activo” en
medicina en el siglo XV, fue el advenimiento de la quimica moderna a finales del siglo
XVIIIl y principios del XIX lo que permiti6 que los compuestos fuesen aislados como
sustancias puras a partir de extractos de plantas, particularmente si aquéllos
cristalizaban facilmente. En muchos casos, esos compuestos aislados tenian los mismos
efectos que extractos de la planta y asi rapidamente fueron sustituidos como el
ingrediente activo en las medicinas, aunque es importante decir que sus estructuras
quimicas no fueron completamente elucidadas hasta muchos afios mas tarde.
Serturner aisl6, en los primeros afios del siglo XIX, el calmante morfina, y otros
alcaloides tales como codeina y narcotina, a partir del opio (latex seco de la amapola

Papaver somniferum).
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Papaver somniferum

Estos fueron los primeros compuestos naturales aislados y contindan siendo
farmacos muy importantes. Desde entonces, varios miles de compuestos se han aislado
de plantas y muchos de ellos contindan usandose extensivamente en medicina (Tabla
1). Un ejemplo mas especifico es el proporcionado por el glicésido cardioténico
digitoxina, y mas recientemente por la digoxina, aislados a partir de especies de
Digitalis. Las hojas de Digitalis purpurea se introdujeron en medicina por William
Withering en Inglaterra en 1785, después de que éste llevase a cabo una serie de test
derivados de su observacion de su uso exitoso por una mujer local para el tratamiento
de la hidropesia. Hidropesia fue el nombre que se dio a la tumefaccion de los miembros
y tejidos debida a una insuficiente fuerza y frecuencia del latido del corazén, y para la
que hoy se sabe que los glicésidos de Digitalis revierten esta situacion. Las hojas secas
se usaron, al principio, como polvos o como tinturas, pero con el tiempo se aislé la
digitoxina, que se usé como compuesto puro en farmacia en el siglo XIX. La toxicidad
de la digitoxina era demasiado elevada y un compuesto similar, denominado digoxina,
aislado de Digitalis lanata de centro de Europa reemplazé a la primera y continda siendo
el farmaco preferido por muchos médicos para el tratamiento de la insuficiencia

cardiaca®.

® Aronson, J.K.: “An Account of the Foxglove and Its Medical Uses”, Oxford University Press, Oxford,
UK, 1985.
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Introduccion

Tablal.- Algunos medicamentos representativos obtenidos a partir de plantas.

NOMBRE ESTRUCTURA PLANTA USO EN
MEDICINA
CHg
Atropina ‘ Atropa belladona Antiespasmédico

Hyoscyamus spp.
Datura spp.

para el tracto
gastrointestinal;
dilata las pupilas

Escopolamina

Atropa belladona
Hyoscyamus spp.
Datura spp.

Sedante
preoperatorio;
antiemético en
mareos de viaje

o]
Cafeina HsC{ N/CH3 Cofea arabica Estimulante del
)\ | > Thea sinensis sistema nervioso
o N central (SNC)
Shy
HsC
Digoxina Ho A Y Digitalis lanata Mejora la fuerza de
H NS o M las contracciones
H HiC, para solucionar
m - problemas
" cardiovasculares
CH3
Efedrina HO g CHe Ephedra sinica Alivio del asma y de
i y otras spp. la fiebre del heno
CHs
Mentol Menta (Mentha x| Descongestionante;
piperita) y | efecto refrescante
OH especies de las fosas nasales
A relacionadas
HsC” CHs
o
Paclitaxel chko Taxus brevifolia Anticancerigeno,
especialmente para
el cancer de ovario
Pilocarpina CH3\ Pilocarpus Tratamiento del
< \ —0 faborandi glaucoma; contrae
X O las pupilas

Tesis




E. Jacqueline Medina Ifiiguez Introduccion

Quinina Cinchona spp. Antimalarico
Reserpina Rauwolfia spp. Tranquilizante;
hipotensivo
Vinblastina Catharanthus Anticancerigeno,
roseus especialmente
contra la leucemia

Tabla 1.- (Continuacion).

La investigacion de especies locales europeas, se extendid a plantas que fueron
adquiridas durante viajes de exploracion por naciones europeas a lo largo del mundo y
que ya eran consideradas medicinas de valor en los paises de donde eran nativas. Los
extractos de corteza de varias especies de Cinchona se han usado, desde el siglo XVI,
para el tratamiento de la malaria y en el afio 1820 se aisld, de la corteza de estas
especies, la quinina. Este alcaloide ha sido desde entonces muy importante en la lucha
contra la malaria, aunque actualmente derivados profilacticos sintéticos del mismo,
tales como la cloroquina, predominan en el mundo desarrollado. Tras los afios y con el
desarrollo de mejores técnicas de extraccién y separaciéon, ha comenzado a ser mas
facil el aislamiento de sustancias que no cristalizan facilmente o que existen como
mezclas complejas junto con moléculas intimamente relacionadas. Esto, junto con los
avances en los métodos espectroscopicos, que dan informacién mas detallada sobre la
estructura de las moléculas y el uso de trazadores sensibles, que permiten seguir y

determinar su ruta de formacion en la planta, ha llevado a definiciones mas precisas y a
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la determinacién de muchas mas clases de compuestos®, asi como a esclarecer, en
muchos casos, cual es el papel que estas sustancias desempefian en el metabolismo y

fisiologia celular de la planta.

La Etnobotanica’, disciplina que surge como tal en 1895, es el estudio de cémo
la gente de una cultura y/o region particular hacen uso de la flora autéctona, incluyendo
el uso de las plantas en alimentaciéon, medicina, materiales de construccidon y cualquier
otra aplicaciéon econémica. Por otro lado, la Etnomedicina se refiere al uso de plantas
por los nativos como medicina, aunque deberia de ser llamada medicina etnobotanica,
mientras que la Medicina tradicional es la suma total de todas las practicas médicas

que excluyen la llamada medicina occidental.

Los remedios en la medicina tradicional se presentan como formulas preparadas
a partir de sustancias naturales, animales y vegetales. De ellos, los remedios vegetales
representan aproximadamente el 90% del total. La correcta preparacion de los
farmacos vegetales es de gran importancia ya que se consideran ineficaces a no ser que
se hayan tratado previamente de la manera prescrita. Estos remedios pueden ser
masticados, frotados, vertidos en heridas, hervidos e inhalados como vapores, rociados
0 salpicados en los ojos, fumados en pipas o esnifados como rapé. A pesar del
escepticismo de los médicos y cientificos occidentales sobre el valor de la informacion
resultante de estos sistemas, la medicina tradicional cubre actualmente las necesidades
sanitarias primarias de la mayoria de la poblacion del mundo y ello no se debe ignorar

en ningun programa de desarrollo racional de farmacos de origen vegetal.

® Robbers, J.E.; Speedie, M.K.; Tyler, V.; Pharmacognosy and Pharmacobiotechnology, Williams and
Wilkins, USA, 1996.
" Cotton, C.M.; Ethnobotany. Principles and Applications, Jonh Wiley and Sons, England, 1996.
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La Organizacion Mundial de la Salud (0.M.S.) ha definido como Fitomedicina a
la aplicacion de principios activos de origen vegetal en terapéutica. Por otra parte, dicha
organizacion ha manifestado, en 1996, que el 80% de la poblacion mundial que no tiene
acceso al sistema moderno de salud y por lo tanto a los medicamentos sintéticos, se
sirve de las plantas medicinales y de otras formas de medicina tradicional para el
tratamiento de sus enfermedades. Es asi como existe un importante acervo tradicional
de sabiduria popular, aprovechado por los sectores académico e industrial para
descubrir y establecer el potencial terapéutico de productos naturales. Ademas, el 25%
de las prescripciones médicas en los paises industrializados contienen ingredientes
extraidos de plantas®. Asi, por ejemplo, de las 87 sustancias anticancerigenas
aprobadas en 1994, el 62% eran productos de origen natural o modificaciones
estructurales de los mismos®. Por otro lado, dos tercios de las especies de plantas de
todo el mundo que tienen documentado su valor medicinal (alrededor de 35.000)
provienen de paises en vias de desarrollo. Sin embargo, del medio millén de especies

registradas en todo el planeta s6lo se ha estudiado un pequefio porcentaje.

Un estudio realizado en 1985, que recibié apoyo de la Organizacion Mundial de la
Salud, identific6 119 sustancias, aisladas de plantas superiores, que los paises
desarrollados usaban en sus medicinas’®. Estas sustancias todavia se extraen
comercialmente de alrededor de 90 especies de tales plantas, pero, dado que existen
mas de 250.000 especies de ellas en el planeta, y que se ignora el potencial médico de,
por lo menos el 95%, el sentido comun indica que numerosas sustancias que se pueden
usar como medicamentos aun esperan ser descubiertas. La blsqueda sistematica de

esta clase de compuestos en las plantas ha sido lenta, costosa y de bajo rendimiento.

8 Farnsworth, N. R.; In: Bioactive compounds from Plants (D. J. Chadwich and J. Marsh, eds.), pp 2-21, Jonh
Wiley and Sons, England, 1990.
° Cragg, G. M.; Newman, D. J.; Snader, K. M.; J. Nat. Prod., 60, 52-60, 1997.

19 paladini, A.C.; CienciaHoy, 6(34), 1996.
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Por ejemplo, el National Cancer Institute de los E.E.U.U., inicid, en 1950, un programa
de prospeccién de productos naturales con propiedades anticancerosas. Treinta y dos
aflos después, en 1982, tras haber examinado mas de 35.000 compuestos procedentes
de plantas, sélo habia hallado varias docenas de sustancias activas, de las cuales por
ahora, sé6lo el taxol, aislado de la corteza del arbol Taxus brevifolia, con propiedades

antitumorales y antileucémicas ha llegado a convertirse en un medicamento®!.

C:)Bz

Taxol

Innumerables productos naturales estan aun por ser descubiertos; entre ellos,
compuestos con estructuras moleculares que no podrian haber sido predichas, como lo
son las de algunas de las sustancias medicinales mas recientes'>. Por ejemplo, la
ivermectina ( mezcla de la 22,23-dihidroavermectina B, y 22,23-dihidroavermectina
Bip ), perteneciente al grupo de las macrolidas avermectinas y aislada de un hongo del
Japén, es uno de los antihelminticos (de -hélminthos-, lombriz, sustancias que
destruyen o expulsan los gusanos parasitos, causantes de infecciones en seres humanos
y animales) mas eficaces que existen®®. Lo mismo vale para la ciclosporina y para el
tacrolimus (FK506)*3, sustancias procedentes de hongos que suprimen la respuesta
inmune, utilizadas para evitar el rechazo de 6rganos transplantados; y para el ya citado

Ill

taxol™ (Paclitaxel). No existe manera de predecir lo que encontrara la busqueda

1 \yyas, D.M.; Kadow, J.F.; Prog. Med. Chem., 32, 289-337, 1995.
1 vyyas, D.M.; Kadow, J.F.; Prog. Med. Chem., 32, 289-337, 1995.
12 Eisner, T.; Niemeyer, H.M.; CienciaHoy, 6(33), 1996.

3 Shu, Y-Z.; J. Nat. Prod., 61, 1053-1071, 1998.
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quimica, pero se tiene la certeza de que la misma rendira sus frutos, ya que la mayor

parte de las especies nunca han sido estudiadas quimicamente.

HQM H3CQ,
" O

4, T 9

OH

22,23-Dihidroavermectina B;; + 22,23-Dihidroavermectina B4,

(80%0) (20%)

Ivermectina

¢Ha H3CO
HaC_
O

o Y
: \ o
z O H

OCH3 OCH;

Ciclosporina Tacrolimus (FK506)

En la actualidad, la busqueda de productos naturales con propiedades
terapéuticas se ha acelerado mucho, aprovechando indicios proporcionados por ciertos
grupos étnicos, que tradicionalmente asignan cualidades curativas a plantas y otros
compuestos naturales, lo cual dio origen a la Etnobotanica y la Etnofarmacologia. A

ello se suman los avances en la automatizacion de las pruebas farmacolégicas y el
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empleo de receptores especificos y de cultivos de células, para identificar sustancias

activas.

Ademas, la secuenciacidon del genoma humano ha permitido descubrir blancos
moleculares asociadas con ciertas enfermedades, tales como diabetes y obesidad'*, o

cancert®1®

. Por otro lado, la secuenciacién de los genomas de agentes patdgenos y
paréasitos, permitira la identificacién de genes esenciales para la supervivencia de éstos,
por lo que se podran emplear como blancos moleculares las proteinas que codifican los

mismos. Excelentes ejemplos son la secuenciacion de los genomas del parasito de la

malaria, Plasmodium falciparum'’, y uno de los mayores mosquitos vector, Anopheles

gambiae®, lo que proporcionard nuevas herramientas para el control de esta

enfermedad®®.

Image from DPDx, the COC Paras'rtolqum

Plasmodium falciparum

¥ Van Huijsduijnen, R. H.; Bombrun, A.; Swinnen, D.; Drug DiscoveryToday, 7, 1013-1019, 2002.

> Fabbro, D.; Ruetz, S.; Buchdunger, E.; Cowan-Jacob, S. W.; Fendrich, G.; Liebtanz, J.; Mestan, J.; O"Reilly,
T.; Traxler, P.; Chaudhuri, B.; Fretz, H.; Zimmermann, J.; Meyer, T.; Caravatti, F. P.; Manley, P. W.;
Pharmacol. Ther., 93, 79-98, 2002.

16 Newman, D. J.; Cragg, G. M.; Holbeck, S.; Sausville, E. A.; Curr. Cancer Drug Targ., 2, 279-308, 2002.

7 Gardner, D. J.; Hall, N.; Fung, E.; White, O.; Berriman, M.; Hyman, R. W.; Carlton, J. M.; Pain, A.; Nelson,
K. E.; Bowman, S.; Paulsen, I. T.; James, K.; Eisen, J. A.; Nature, 419, 498-511, 2002.

8 Holt, R. A.; Subramanian, G. M.; Halpern, A.; Sutton, G. G.; Charlab, R.; Nusskern, D. R.; Wincker, P.:
Clark, A. G.; Ribiero, J. M. C.; Wides, R.; Salzberg, S. L.; Science, 298, 129-149, 2002.

9 Miller, L. H.; Greenwood, B.; Science, 298, 121-122, 2002.
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En todos los casos, lo que se busca es informacidn sobre sustancias activas
llamadas lideres, las que Iluego se intenta transformar en farmacos Utiles
sometiéndolas a modificaciones quimicas®® (Tabla 2).

Tabla 2.- Algunos farmacos sintetizados usando moléculas naturales como modelos.

ESTRUCTURA DEL ESTRUCTURA DE PLANTA uso uso
FARMACO LA MOLECULA TRADICIONAL CLINICO
MODELO DEL
FARMACO

OCHs

Sooc__o. 2NE o _cod® . ) »
\ \ O.__CHs Tratamiento Antiasmatico
oH S de complicaciones
s} OQ\/O o

- bronquiales
Ammi visnaga

Cromoglicato sédico OCH; O
Khellina
H
o
OH
HO. o :
OH ( ““““ “‘1 Podophyllum
0. o] peltatum Purgativo Anticancer

(

CH30/©\OCH3
OCH;z
CHy OCHz

OH Podophyllotoxina

Cinchonaspp. |  -—-———=——--—-- Antimalarico
—
C NS

Cloroquina y antimalaricos
relacionados Quinina

Claviceps Para asistir Tratamiento
purpurea nacimientos del Parkinson
\ Br |
H
)
Bromocryptina ( también Ergotamina

cabergolina, metisergida)

Tabla 2.- (Continuacion).

% Newman, D.J.; Cragg, G.M.; Snader, K.M.: “The influence of Natural Products upon drug discovery”; Nat.
Prod. Rep., 17, 215-234, 2000.
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ESTRUCTURA DEL ESTRUCTURA DE PLANTA uUso uUso
FARMACO LA MOLECULA TRADICIONAL CLINICO
MODELO DEL
FARMACO
m
_ o ON—CHs Tratamiento de
CHy N\‘( o, myastenia
o B HiC gravis
L CHy—! O
Neostigmina NI( N HN\CHg Physostigma Ordalias
chy CH%N/CHa b, venesum venenosas Tratamiento de
CHaw I los sintomas
\/WO\©/<CH3 Physostigmina iniciales del
o Alzheimer

Rivastigmina

HO. O
E N—CHj3

Supresor de la

tos
Papaver Analgésico,
Dextrometorfano somniferum soporifero
Morfina
O -
| Analgésico
C,Hs N—CHz
Petidina
OH OH
X =
O O ———————————— Anticoagulante
O \O O/ O g
Dicumarol Melilotus alba
Warfarina
CH30
® CHs .
cho chsmo Chondodendron | Dardo venenoso Relajante
3’ .
8 tomentosum paralizante muscular
O durante
OCH, la anestesia
OCH3 2

Atracurium y otros
relajantes musculares Tubocurarina

Los productos naturales se usan como modelos de aproximacion para la sintesis

de farmacos, eliminando las partes no deseadas de la molécula y sintetizando
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compuestos relacionados, de modo que se pueden llevar a cabo estudios de relaciéon

estructura-actividad®?®.

Esta aproximacion ha llevado a la introduccion de numerosos farmacos,
incluyendo probablemente el mejor conocida del mundo, la aspirina. La aspirina (acido
acetilsalicilico) es completamente sintética, pero su descubrimiento se basé en el uso,
en Europa, de plantas tales como el sauce (Salix spp.) para el tratamiento del
reumatismo y dolores en general. A principios del siglo XIX se aislé de estas plantas la
salicina, compuesto que demostré ser un profarmaco que en el tracto intestinal e
higado se convertia en el principio activo, el acido salicilico. El &cido salicilico,
presentaba los mismos efectos que el extracto de la planta, pero su usé en medicina
requeria dosis muy elevadas, tenia un sabor desagradable y no era bien tolerado por el
estdbmago. Se hicieron derivados del acido salicilico para intentar superar estos
problemas, y en 1899 el derivado acetilado, sintetizado por la compariia Bayer en
Alemania, fue introducido como la aspirina dentro del uso clinico®>. Es importante
comprender de que no solo la aspirina sino el total de los agentes antiinflamatorios no
esteroideos tales como el ibuprofeno, han sido el resultado de la investigacion de la

existencia natural de salicilatos.

COOH
CH,OH COOH OOH
i O CH,OH ©/OH OCOCH;3
m
OH

Salicina Acido salicilico Aspirina Ibuprofeno

%! Nicolau, K.C.; Sorensen, E.J.; Winssinger, N.; J. Chem. Educ., 75, 1225-1258, 1998.
22 Dewick, P.M.; Medicinal Natural Products, Willey: Chichester; UK, p.129, 1997.
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La habilidad de las plantas y algunos otros organismos vivientes para producir
moléculas estereoespecificas con esqueletos muy complejos es uno de los aspectos que
las hace atractivas como fuentes de nuevas moléculas. Numerosas teorias han
avanzado para explicar el fendbmeno de la complejidad y diversidad quimicas
encontradas en el mundo botanico, pero la mas ampliamente aceptada hasta ahora es
que las plantas producen esos compuestos como parte de su estrategia de
supervivencia®®. Asi, el interés cientifico de las plantas medicinales estd aumentando, y

se esta comenzando a tener una actitud mas seria en cuanto a sus usos terapéuticos.

Durante las ultimas décadas, ha habido un interés resurgente por las plantas
como fuentes de medicamentos y de nuevas moléculas para su uso en la elucidacién de
fenédmenos fisioldgico/bioquimicos, por una serie de razones. Entre otras, hay una
auténtica expectacion en los paises desarrollados de que sus problemas de farmacos
pueden ser subsanados a través de la explotacion sensible y cientifica de las plantas
medicinales, algunas de las cuales se han usado por generaciones por los pueblos
indigenas. Y la creencia de que los remedios naturales a partir de las plantas son

seguros y menos perjudiciales para el cuerpo humano que los farmacos sintéticos.

Muchos de los medicamentos mas sofisticados que existen en el mercado, y mas
aun muchos de los que se estan investigando, provienen de plantas, algas u hongos®*,
como por ejemplo: penicilina, aspirina, digital, vincristina, atropina, reserpina, etc. Se
encuenta un principio activo natural, se extrae, se mezcla con excipientes y se
comercializa (valga la drastica simplificacion a la que hemos sometido el proceso de
creacion de un medicamento). En otros casos, se busca una sustancia equivalente que

sea mas barata.

2 Harborne, J.B.; Introduction to Ecological Biochemistry, 3" Ed., Academic, London, p.214, 1988.
% Shu, F.; J. Nat. Prod., 61, 1053-1071, 1998.
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Los productos naturales han sido y siguen siendo la fuente principal de la
mayoria de los actuales y futuros farmacos. Solo por mencionar algunos datos
relevantes, desde 1981 hasta la fecha el 78 % de los compuestos antibacterianos vy el
74 % de anticancerosos son productos naturales o compuestos disefiados y obtenidos

usando como modelo alglin producto natural®.

Sin duda alguna las plantas seguiran siendo uno de los principales pilares en la
investigacion de la quimica medicinal, ya que sus componentes pueden ser sustancias

que presenten nuevos mecanismos de accion contra la lucha de enfermedades.

Para el desarrollo de esta tesis se han propuesto los siguientes objetivos:

e Seleccion, recoleccién y secado de una planta del genero Salvia nativa de Baja

California México.

e Aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios de la parte aérea de la

planta Salvia clevelandii.

e Elucidacion estructural de los productos obtenidos, mediante técnicas

espectroscopicas y de espectrometria.

! www.nesacs.org/MeetingMay2004.pdf.
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e Realizacidon de bioensayos antitumorales de los metabolitos aislados de Salvia.

Clevelandii.

e Obtener herramientas para poder establecer que posibles factores estructurales

de los metabolitos estudiados, son los responsables de la actividad biolédgica.
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Dentro de la familia botanica Lamiaceae, se han clasificado méas de tres mil
especies que se encuentran ampliamente distribuidas en la Naturaleza, siendo
habituales en regiones de clima calido y templado y muy raramente en climas frios.
Dentro de esta familia, el género Salvia esta representado por méas de quinientas
especies que se encuentran muy repartidas por todas las regiones calidas y templadas
de nuestro planeta. Anteriormente, muchas especies de este género han sido objeto de
interés, estando muy extendido su uso como plantas medicinales®. En la actualidad, su

uso se extiende a la farmacologia?, la cosmética® y a la conservacién de alimentos®.

El estudio fitoquimico de plantas de la familia Lamiaceae ha rendido numerosos
diterpenos® con actividades biolégicas muy variadas tales como antitumorales,

bactericidas o inhibidores del desarrollo de insectos.

En comparacién con otros géneros de la familia Lamiaceae, el género Salvia ha
sido poco estudiado fitoquimicamente, aproximadamente sélo un 6,5% de las quinientas
especies descritas, y han mostrado poseer un rico contenido en estructuras
diterpénicas. Algunas especies del género Salvia y concretamente Salvia officinalis, han
sido objeto de interés desde la antiguedad en el mundo occidental® y su uso como
planta medicinal se ha extendido hasta nuestros dias. En este mismo sentido pero

referido al mundo oriental, merece especial mencion Salvia mitiorrhiza Bunge.

Las cortezas secas de las raices de S. miltiorrhiza, constituyen el mitico y

antiquisimo farmaco chino conocido como Dan Shen y sin duda es la especie de Salvia

! Wagner, H.; Rev. Latinoam. Quim., 8, 16, 1977.

2 Gerald, S.; Chemistry in Britain, 684, 1985.

® Bergwein, K.; Amer. Perfum. Cosmet., 83, 41, 1968.

* Gwenther; “The Essential Oils”; D. Van Nostram Company Inc., New York, 38, 710, 1964.
® Hanson, J.R.; “Terpenoids and Steroids™; The Chemical Society Ed.; vol. 11, London.

® Funt Quer, P."Plantas Medicinales". El Dioscorides Renovado. Editorial Labor, S.A.
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mas profundamente investigada hasta ahora’ y que alin sigue siendo objeto de atencion
debido al notable nimero de diferentes tipos de actividad biolégica que presenta®. Esta
amplia gama de actividades biolégicas ha sido atribuida y confirmada para algunas de
111111

ellas, a una serie de diterpenoquinonas® con esqueleto basico de abietano como pueden
ser: tanshinona |, criptotanshinona, miltirona, hidroxitanshinona o

isotanshinona I1.

Tanshinona | Criptotanshinona Miltirona

Hidroxitanshinona Isotanshinona 11

" Chang, H.M.; But, P.P.H.; In "Pharmacology and Applications of Chinese Materia Medica"; Eds. World
Scientific: Singapore, 1, 255, 1986.

8 (a) Chien, M.K.; Youg, P.T.; Ku, W.H.; Chen, H.T.; Yeh, H.C.; Acta Chim. Sin., 36, 199, 1978. (b) Wu,
W.L.; Chang, W.L.; Lee, A.R,; Liu, H.C.; King, M.L.; J. Med. Sci., 6, 159, 1985. (c) Lee, A.R.; Wu, W.L;
Liu, H.C.; Kings, M.L.; J. Nat. Prod., 50, 157, 1987. (d) Honda, G.; Koezuka, Y.; Tabada, M.; Chem. Pharm.
Bull., 36, 408, 1988.

° (a) Chien, M.K., Youg P.T.; Ku, W.H.; Chen, H.T.; Yeh, H.C.; Acta Chim. Sin., 36, 199, 1978. (b) Tong, I.I.;
Chin. Derm., 4, 210, 1986. (c) Kakisawa, H.; Hayashi, T.; Yamazadi, T.; Tetrahedron Lett., 3231, 1968. (d)
Hayashi, T.; Kakisawa, H.; Hsu, H.Y.; Chen, Y.P.; J. Chem. Soc., Chem. Comm., 299, 1970. (e) Luo, H.W_;
Wu, M.Y.; Yong, Z.G.; Niwa, M.; Hirata, Y.; Phytochemistry, 24, 815, 1985. (f) Ginda, H.; kusumi, T.;
Ishituka, M.O.; Kakisawa, H.; Zhao, W.; Chen, I.; Tian, G.Y.; Tetrahedron Lett., 29, 4603, 1988.
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Con estos antecedentes se inicio hace algunos afos por el grupo de J. G. Luis y col. , el
estudio fitoquimico sistemaético de Salvias latinoamericanas, principalmente especies de

Colombia, México, Paraguay, Panama y Chile.

De la especie nativa de Baja California, Salvia mellifera Greene, se aislaron una

10,11

serie de diterpenos del abietatrieno con la posiciéon C-16 hidroxilada como por

ejemplo el 16-hidroxicarnosol (1)

€y

Aunque la mayoria de diterpenos aromaticos encontrados en la naturaleza soélo
presentan aromatizacion en el anillo C, las tanshinonas, aisladas de Salvia

12.13.14 " constituyen quizas el caso mas llamativo de diterpenos abietanicos

miltiorrhiza
con aromatizacion extendida a los anillos A y B. En dichas quinonas se observa una
notable progresion desde la miltirona, la menos modificada, a la tanshinona I, el

compuesto mas altamente deshidrogenado, que sugiere un paralelismo entre el

incremento de deshidrogenacion y la secuencia biogenética real.

19_uis, J.G.; San Andrés, L.; Phytochemistry, 33, 635, 1993.

1 LLuis, J.G.; San Andrés, L.; Perales A.; Tetrahedron, 49, 4993, 1993.

12 Chang, H.M.; Cheng, K.P.; Choang, T.F.; Chow, H.F.; Chui, K.Y.; Hon, P.M.; Tan, F.W.L.; Yang, Y.;
Zhong, Z.P.; Lee, C.M.; Sham, H.L.; Chan, C.F.; Cui, Y.X.; Wong, H.N.C.; J. Org. Chem., 55, 3537, 1990, y
referencias citadas.

¥ Hayashi, T.; Kakisawa, H.; Hsii, H-Y.; Pan Chen, Y.; Chem. Comm., 299, 1970.

Y Honda, G.; Koezuka, Y.; Tabata, M.; Chem. Pharm. Bull., 36, 408, 1988.
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Tanshinona | Tanshinona lIA

Miltirona Hidroxitanshinona Isotanshinona

Es frecuente encontrar estructuras donde se ha producido la ruptura de un
enlace en uno de los anillos del esqueleto. Asi, de la Salvia candelabrum se han aislado
numerosos compuestos que presentan la ruptura del enlace entre los carbonos C3-C4,
como en los casos de 12-O-metilcandesalvona, candesalvoquinona y metil éster

de la candesalvona B*°.

12-O-metilcandesalvona Candesalvoquinona Candesalvona B metil éster

Algunos de estos compuestos con esqueleto de seco-abietano han  mostrado

poseer interesantes actividades biolégicas como son: saprirearina, 7,8-seco-

% Hohmann, J.; Janicsak, G.; Forgo, P.; Redei, D.; Mathe, I.; Bartok, T.; Planta Medica, 69, 254, 2003.
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para-ferruginona, 4-hidroxisaprortoquinona y 3-ceto-4-

hidroxisaprortoquinona, aislados por Chen y col.*® de las raices de Salvia prionitis.

o

CHO

Saprirearina 7,8-Seco-para-ferruginona 4-Hidroxisaprortoquinona

3-Ceto-4-hidroxisaprortoquinona

Los casos donde se ha producido la contraccion de alguno de los anillos son
escasos, y tres ejemplos de los mismos son el dichroanal A, dichroanal B y la
dichroanona'’, aislados de la Salvia dichroanta, donde el anillo B se ha transformado

en un anillo de cinco miembros.

Dichroanal A Dichroanal B Dichroanona

16 Chen, X.; Ding, J.; Ye, Y. M.; Zhang, J. S.; J. Nat. Prod., 65, 1016, 2002.

7 Kawazoe, K.; Yamamoto, H.; Takaishi, Y.; Honda, G.; Fujita, T.; Sezik, E.; Yesilada, E.; Phytochemistry,
50, 493, 1998.
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Por el contrario, si que son frecuentes los compuestos donde hay una expansion
de uno de los anillos del esqueleto del abietano. Son relativamente abundantes los
icetaxanos, donde hay un reagrupamiento quimico en el que el carbono 20 se
incorpora al anillo B, para originar un anillo de siete miembros, como sucede en el
|18'

salvicano aislado de las raices de S. canariensis L., o en la ciclocoulterona y

komaroviquinona'? aislados de Dracocephalum komarovi Lypsky (Labiada).

OH

Tl

Salvicanol Ciclocoulterona Komaroviquinona

Hace algunos afios Wenkert y col.?° demostraron que el carnosol (4) se podia
formar como un artefacto a partir del acido carnésico (2) mediante un proceso de
oxidacién al aire tal y como se muestra en el Esquema 1. Los mismos autores
proponian que este esquema se podia extender mediante tautomerizacion de (3) para
dar (5) y posterior oxidaciéon a compuestos del tipo (6), ya que cuando hicieron un
extracto de las hojas del Rosmarinus officinalis en diclorometano/amoniaco obtenian la

amina (7).

'8 Fraga, B. M.; Gonzélez, A. G.; Herrera, J. R.; Luis, J. G.; Ravelo, A. G.; Phytochemistry, 25, 269, 1986.
9 Uchiyama, N.; Kiuchi, F.; Ito, M.; Honda, G.; Takeda, Y.; Khodzhimatov, O. K.; Ashurmetov, O. A.; J. Nat.
Prod ., 66, 128, 2003.

2 \Wenkert, E.; Fuchs, A.; McChesney, J.D.; J. Org. Chem., 30, 2931, 1965.
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“,
",
2

Nu

(7) Nu=NHp 6)

Esquema 1. Generacion de Carnosol (4) a partir de acido carnésico (2).

Esta propuesta sugeria el origen como artefactos de compuestos tales como el
rosmanol (8), pero no explicaria el mismo origen del isorosmanol (9) e isogaldosol

(10), aislados de S. mellifera junto con el rosmanol (8).
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La variedad y grado en estados de oxidacién de diterpenos aislados, asi como su
comportamiento quimico, llevé a algunos investigadores como el de J. G. Luis y col., a
postular una hipoétesis biogenética para lactonas diterpénicas de esta naturaleza con alto
grado de oxidacién en los anillos B y C. En dicha hipétesis la intervencién del oxigeno en
su estado singulete y de enzimas deshidrogenasa jugarian un papel fundamental. Esta
ruta explicaria la formacion no sé6lo de compuestos como el rosmanol (8) sino también
del galdosol (11), isorosmanol (9) e isogaldosol (10), aislados de la especie S.
mellifera. Esta hip6tesis de participacion del oxigeno en su estado singulete en dichos
procesos biosintéticos ha sido probada quimicamente®* (Esquema 2), llevando ademas
a la conclusion de que al menos en monoalguenos tales como (18), la reaccién con
oxigeno en su estado excitado singulete transcurre a través de la participacién de un
intermedio perep6xido y no via un proceso “énico” concertado tal como se habia
postulado hasta entonces para la reacciéon general de monoolefinas con el oxigeno

singulete.

2L LLuis, J.G.; San Andrés; L.; Fletcher, W.Q.; Tetrahedron Letters, 35, 179, 1994.
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reduccion . -
reduccion H20

OH

O

(16)

@an

Esquema 2. Reacciones biosintéticas para la generacién de diterpenos.

Estos hechos llevaron a la conclusion®?*?* de que en el género Salvia, los
diterpenos abietatriénicos juegan un papel importante en el mecanismo de defensa
contra especies quimicas altamente dafinas para las células como son los radicales
libres del oxigeno y oxigeno molecular en su estado singulete, comportandose asi como

fitoalexinas de estrés luminico. Esta conclusiéon esta apoyada ademas por la observaciéon

%2 Gonzélez, A.G.; San Andrés, L.; Aguiar, Z.E.; Luis, J.G.; Phytochemistry, 31, 1305, 1992.

2 Luis, J.G.; San Andrés, L.; Fletcher, W.Q.; Tetrahedron Letters, 35, 179, 1994.

24 Luis, J.G.; “Chemistry, biogenesis and chemotaxonomy of the diterpenoids of Salvia™; Ecological Chemistry
and Biochemistry of Plant Terpenoids, p.63, Edited by J.B.Harborne and F.A. Tomas-Barberan, Oxford
Science Publications, 1991.
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de que la concentracidon de este tipo de diterpenos es muy alta en especies de Salvias
de zonas desérticas las cuales estan sometidas a una elevada dosis de irradiacion solar,
mientras que otras especies de Salvias de zonas humedas y bosques de niebla,
biosintetizan preferentemente diterpenos neoclerodanicos, pero no diterpenos

abietatriénicos.

Estudios recientes, realizados por otros autores®®, sobre la produccion de este
tipo de diterpenos por Rosmarinus officinalis, cuando esta sometido a estrés luminico o

hidrico, apoyan asimismo estas conclusiones.

Por otro lado el aislamiento de un gran numero de diterpenos abietatriénicos
hidroxilados en C-16, como son el 16-hidroxicarnosol, 16-hidroxirosmanol o el
acido 16-hidroxicarndsico, puede dar cuenta de la formacién de las sustancias con
esqgueleto de tanshinonas, aisladas de las raices de S. mellifera siguiendo un proceso
analogo de deshidrogenaciones enzimaticas y participacion del oxigeno en su estado

singulete (Esquema 3).

OH

Tl

Ty

16-Hidroxicarnosol 16-Hidroxirosmanol Acido 16-hidroxicarnésico

% Munné-Bosch, S.; Schwarz, K.; Alegre, L.; “Response of abietane diterpenes to stress in Rosmarinus
officinalis L.: New insights into the funtion of diterpenes in plants”; Free Radical Research, 1999.
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deshidrogenacion
_—

enzimatica

Acido 16-hidroxicarndsico . .
deshidrogenacién

enzimatica

criptotanshinona

Esquema 3. Generacidon de criptotanshinona mediante la participacion de

oxigeno en su estado singulete.

Dicha ruta esta de acuerdo con la configuracion absoluta 15-R encontrada tanto
para los 16-hidroxiabietanos como para la criptotanshinona aislados, ya que la
configuracion en C-15 no estaria implicada en la formacion del anillo dihidrofuranico.
Mas adn, previamente ha sido demostrado que en la biosintesis de la

|27

criptotanshinona® y del ferruginol®’, el esqueleto abietanico se forma por una

migracion 1,2 de metilo desde el carbono C-13 al C-15 y por la cara si del doble enlace

% Tomita, Y.; Ikeshiro, Y.; Chem. Comm., 1311, 1987.
2" (a) Enzall, C.K.; Ryhage, R.; Ark. Kemi, 26, 425, 1966. (b) Clark, G.K.; Waters, T.N.; J. Chem. Soc. (C),
887, 1970.
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en el precursor 4(14),15-isopimaradieno (Esquema 4). El aislamiento de dicho
precursor de S. mellifera Greene junto con las reacciones observadas?® entre el oxigeno
en su estado singulete y los metabolitos secundarios del género Salvia, parecen indicar
que tal proceso es una ruta biosintética general para la formacién del esqueleto
abietanico en el género Salvia y que ademas la formacién de abietanos hidroxilados en

C-16 debe ocurrir, previa epoxidacion del doble enlace monosustituido.

8(14),15-isopimaradieno l

criptotanshinona

Esquema 4. Obtencién de criptotanshinona a partir de 4(14),15-isopimaradieno.

Como se ha mencionado anteriormente, entre los diterpenos aromaticos del
abietatrieno se ha encontrado una amplia gama de actividades farmacoldgicas
dependientes de la estructura. Por esta razon los diterpenos aislados por J. G. Luis y
col., de varias especies de Salvia, fueron sometidos a estudios de actividad

antimicrobiana frente a bacterias Gram (+) y Gram (-) y frente a levaduras; actividad

%8 |uis, J.G.; San Andrés, L.; Quifiones, W.F.; Tetrahedron Letters, 35, 179, 1994.

Tesis 31



E. Jacqueline Medina Iriiguez Antecedentes

citotoxica frente a dos lineas celulares (HelLa y Hep-2); actividad antivirica y actividad

antioxidante.

Estos estudios permitieron establecer algunas relaciones estructura-
actividad®®*°*1, por otro lado el rosmanol (8) mostré ser un potente antioxidante®® en
estudios de cultivo in vitro de algunas especies, impidiendo la excreciéon al medio de

cultivo de sustancias téxicas que eran un problema para el crecimiento de los brotes.

®

En relacion al estudio de la vegetacion de Baja California México, principalmente
la que se distribuye en la parte norte de la peninsula y que en algunas ocasiones ha
recibido la atencion de investigadores extranjeros, ha sido estudiada de una manera
incompleta y por lo general, no se ofrecen resultados acerca de la fitogeografia donde
se nos muestre de una manera clara la distribucién actual de esta vegetacién, ademas

de que la nomenclatura utilizada no resulta ser del todo congruente y uniforme.

» Gonzélez, A.G.; Grillo, T.A.; Jiménez, I.A.; Ravelo, A.G.; Luis, J.G.; Aguiar, Z.; San Andrés, L.; Plasencia,
M.; Herrera, J.R.; Moujir, L.; Biochem. System. Ecol., 17, 293, 1989.

% Moujir, L.; Gutiérrez-Navarro, A.M.; San Andrés, L.; Luis, J.G.; Phytochemistry, 34, 1493, 1993.

1 Mouijir, L.; Gutiérrez-Navarro, A.M.; San Andrés, L.; Luis, J.G.; Phytotherapy Research, 10, 172, 1996.

32 Mederos, S.; San Andrés, L.; Luis, J.G.; Acta Societatis Botan. Pol., 66, 347, 1997.

Tesis 32



E. Jacqueline Medina Iriiguez Antecedentes

Sin embargo, actualmente se han podido establecer los diferentes tipos de

vegetacion distribuidos sobre toda la extension de esta Peninsula Mexicana®®

Matorral costero

Chaparral

Bosque de Coniferas

Matorral desértico

Bosque subtropical
caducifolio

Principales tipos de vegetacion de Baja California México.

Fitoquimicamente se han realizado estudios parciales de las salvias pachyphylla
y clevelandii lograndose aislar algunos metabolitos secundarios importantes en su

mayoria de tipo diterpeno®.

La especie Salvia pachyphylla conocida también como Rosa o Salvia de la
montafa del desierto, es una planta vascular de la familia Lamiaceae del género Salvia
y de categoria perenne, que crece en un clima tipo mediterraneo caracteristico de esta
region de América. Esta planta se encuentra como un arbusto que llega a medir entre

60 y 90 cm de altura. Presenta hojas verdes y grisaceas de forma lanceolada que miden

% Delgadillo, J. “Floristica y ecologia del norte de Baja California”, Universidad Auténoma de Baja
California. Mexicali Baja California, Pag. 121-125, 1997.

% |van Cérdova “Estudio fitoquimico de Salvia pachyphylla y S. clevelandii. Aproximacién Sintética de
diterpenos y sus derivados: Evaluacion de actividades Bioldgicas”. Tesis Doctoral. IUBO-"AG”, 2006.
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entre 2 y 5 cm de longitud, y flores de color morado o rosa con una fragancia muy
agradable. El caliz de cada flor mide aproximadamente entre 9 y 12 mm, mientras que
la corola en forma de tubo cilindrico mide entre 13 y 23 mm de longitud. El periodo de
florecimiento de esta planta se da entre mediados y finales del verano o iniciando el
periodo de otofio. Esta Salvia tiene un uso medicinal por las comunidades indigenas de

Baja California®.

Salvia pachyphylla

Las partes aéreas (tallos, hojas y flores secas) de la planta (460 g) fueron
extraidas a temperatura ambiente, por maceracion con acetona destilada, filtradas y el
disolvente eliminado a presion reducida a una temperatura de 40 °C, obteniéndose un
extracto de 41 g, el cual fue sometido a una cromatografia en columna en gel de silice,
aislandose un diterpeno no descrito en la literatura denominado pachyphylona (18) y
los compuestos conocidos: 20-deoxocarnosol (19), 11,12-Dihidroxi-20-nor-abieta-
5(10), 8, 11, 13-tetraen-l1l-ona (20), 11,12-dioxo-8,13-abietadieno (21), 8B-hidroxi-

9,13-abietadien-12-ona (22), 5,6-didehidro-O-metil-sugiol (23), carnosol (4),

% Cortés, R.A.E. Estudio etnoboténico de los grupos Kumiai y pai pai de Baja California. Escuela Superior de
Ciencias, Universidad Autdnoma de Baja California, Ensenada, B.C., México, 1988.

Tesis 34



E. Jacqueline Medina Iriiguez Antecedentes

rosmanol (8), acido carnésico (2), 7-metoxirosmanol (24), isorosmanol (9) y el

triterpeno acido ursoélico (25).
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FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO DE LA PARTE AEREA DE

SALVIA CLEVELANDII

La parte aérea (tallo, hojas y flores) de Salvia clevelandii que se estudié en
nuestro laboratorio, también fue recolectada en el noroeste de México dentro de la
peninsula de Baja California. La zona especifica de recoleccion fue la sierra de San

Pedro Martir a una altitud promedio de entre 1200 y 2000 m.

El material seco y finamente molido fue macerado a temperatura ambiente con
acetona destilada. Se filtré y el disolvente se elimind a presion reducida en el rotavapor

a 40°C, obteniéndose 36.2 g de extracto.

El extracto asi obtenido se disolvid en CHCIl; y se mezcld con gel de silice 60
(0.063-0.2 mm). El disolvente se evapor6 en el rotavapor a presion reducida y a una
temperatura de 35-45°C. El material obtenido se usé como cabeza de una columna de
gel de silice 60 (0.04-0.063 mm) previamente compactada y se eluy6 inicialmente con
n-Hexano, y después con mezclas de n-Hexano/AcOEt de polaridad creciente hasta
llegar a AcOEt. La columna se lavd finalmente con etanol recogiéndose en total 41
fracciones de 500 mL, de las cuales solo se estudiaron las fracciones de la 15 a la 32
que fueron reunidas apropiadamente y sometidas a distintas cromatografias,

aislandose los distintos compuestos naturales que se muestran en el siguiente esquema.
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Parte experimental

Fracciones 15-32
Salvia clevelandii
(36.2 g9)

CROMATOGRAFIA FLASH
Cromatografia sobre gel de silice 60 (0.04-0.063 mm), usando

como eluyente mezclas de n-Hexano, AcOEt, CH,Cl,, Me,CO, Et,0.

Columna de SEPHADEX LH-20
eluida con n-Hexano / CH,CI, / MeOH (50:25:25)

Sucesivas cromatografias sobre gel de silice y placas preparativas,

usando como eluyentes mezclas de n-Hexano, AcOEt, CH,Cl,, Me,CO,

Ceras

Flavonas

Acido ursdlico (25)

Acido Oleandlico (26)
Carnosol (4)
16-Hidroxicarnosol (1)
Rosmanol (8)
8p-Hidroxi-9,13-abietadien-
12-ona (22)

Ceras

Flavonas

Acido ursolico (25)
Carnosol (4)

Rosmanol (8)

Acido carnésico (2)
Rosmadial (27)
Abieta-8,11,13-trieno (28)
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DATOS FIiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE LOS PRODUCTOS AISLADOS DE
SALVIA CLEVELANDI I

16-Hidroxicarnosol (1)

Formula molecular:  C,oH»05

Aspecto fisico: Solido color blanco (43 mg)

UV Amsx (EtOH) nm: 322, 284.

IR (NaCl) vnsx cm™: 3469, 3290, 2953, 1722, 1456, 1393, 1335, 1299, 1249, 1218,

1160, 1120, 1070.

EM (alta resolucion): [M]* a m/z 346.1738 (calc. para CyHys0,, 3 46.1696).

EM m/z (%): 346 [M]*(38), 316 (14), 302 (100), 284 (53), 271 (22), 231

(14), 213 (35), 201 (14), 149 (10), 91 (62), 55 (27).

RMN 'H (CDCl;) & 0.85 (3H,s, Me-18), 0.89 ( 3H, s, Me-19), 1.26 ( 3H, d,
J =7.3 Hz, Me-16), 1.31 (3H, d, J = 7.3 Hz, Me-17), 1.45-
1.95 (6H, sefial compleja, H-3, H-5, H-2, y H-6), 2.15 (1H,
m, H-6), 2.45 (1H, td, H-1a), 2.88 (1H, d ancho, J = 14.0
Hz, H-1B), 3.12 (1H, hept, 7 =7.0 Hz, H-15), 3.74 (1H, dd,
H-16), 4.01 (1H, dd, /, = 2.6 Hz y b = 9.3 Hz, H-16), 5.33
(1H, dd, J = 2.6, b = 3.7 Hz, H-7), 6.22 (1H, s, HO-Ar),

6.56 (1H, s, H-14), 8.82 (1H, s ancho, HO-Ar).
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Parte experimental

RMN*3C (CDCls) &:

Rosmadial (27)

Formula molecular:

Aspecto fisico:

UV Amax (EtOH) nm :

IR vmsx (NaCl) cm™:

EM (alta resolucion):

EM m/z (%)

15.4 (q, C-17), 19.2 (t, C-2), 20.0 (q, C-19), 29.1 (t, C-1),
30.1 (t, C-6), 32.1 (q, C-19), 34.9 (s, C-4), 37.8 (d, C-15),
41.4 (t, C-3), 45.8 (d, C-5), 48.7 (s, C-10), 70.4 (t, C-16),
78.1 (d, C-7), 113.3 (d, C-14), 122.2 (s, C-9), 129.3 (s,C-
13), 132.6 (s, C-8), 143.2 (s, C-12), 144.0 (s, C-11), 176.6

(s, C-20).

C20H2405

Sdlido amorfo (2.9 mg)

290, 234, 203.

3140, 2730, 1803, 1786, 1713, 1655, 1615, 1580, 1240, 1170,

1132, 1002.

[M]* a m/z 344.1602 (calc. para CyH»40s, 344.1622).

344 [M]* (38), 316 (15), 287 (100), 273 (20), 231 (16).
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RMN 'H ( CDCl3) &: 1.27 (6H, d, 7 =7.0 Hz, Me-16, Me-17), 1.28 (3H, s, Me-19),
1.50 (3H, s, Me-18), 1.55-2.27 (6H, sefial compleja, H-1,
H-2, H-3), 3.35(1H, hept, J=7.0 Hz, H-15), 4.11 (1H, s,
H-5), 6.84 (1H, s ancho, Ar-OH), 7.41 (1H, s, H-14), 9.67

(1H, s, H-6), 9.78 (1H, s, H-7).

Abieta-8,11,13-trieno (28)

Formula molecular: CyoH30

Aspecto fisico: Sélido amorfo (3.7 mg)

IR vmax (NaCl) cm™ : 2959, 1867, 1730, 1668, 1608, 1498, 1456, 1376, 1259, 1200,
1084.

EM m/z (%) 270 [M]* (36), 255 (100), 227 (7), 213 (7), 199 (12), 185

(35), 173 (39), 159 (45), 69 (22).

RMN 'H ( CDCl;) 6 : 0.93 (3H, s, Me-18), 0.95 (3H, s, Me-19), 1.23 (3H,d, /= 7.0
Hz, Me-16), 1.27 (3H, d, J= 7.0 Hz, Me-17), 1.58 (3H, s,
Me-20), 2.30 (1H, d ancho, H-1p), 2.87 (3H, sefales
solapadas, H-15 y H-7), 6.90 (1H, s, H-14), 6.99 (1H, d, J =

8.0 Hz, H-11), 7.18 (1H, s, J = 8.0 Hz, H-12).
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Parte experimental

Acido carnésico (2)

Formula molecular:
Aspecto fisico:

PF:

RMN 'H ( CDCls) 6&:

Carnosol (4)

Formula molecular:

Aspecto fisico:

UV Amax (EtOH) nm:

IR (NaCl) vmax cm™:

EM m/z (%):

C21H2805-

Sélido amorfo (11 mg)

191-194°C

0.90 (3H, s Me-18), 1.01 (3H, s, Me-19), 1.21 (6H, d, 7= 6.9 Hz,
Me-16 y Me-17), 1.80 (1H, m, H-1a), 2.37 (2H, m, H-6), 2.84
(2H,t, J= 12.0 Hz, H-7), 3.15(1H, hept, J= 7.0 Hz, H-15),

3.28 (1H, dancho, J= 14.6 Hz, H-1p), 6.55 (1H, s, H-14).

Ca1H3004

Sdlido amorfo (44 mg)

284.

3495, 3390, 2980, 2870, 1710, 1580, 1480, 1450, 1350, 1200.

330 [M]* (22), 286 (100), 271 (9), 243 (7), 215 (30).
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RMN H (CDCI;)  : 0.86 (3H, s, Me-18), 0.90 (3H, s, Me-19), 1.22 (6H, d, J =
7.0 Hz, Me-16 y Me-17), 1.31 (1H, dd, 4=3.5 Hz, % =14.0 Hz,
H-3), 1.65 (2H, sefales solapadas, H-2 y H-3),1.73 (1H, s,
H-5), 1.90 (1H, t d, H-6B), 1.99 (1H, d t, H-2), 2.20 (1H, m,
H-6a), 2.39 (1H, td, 1= 4.3 Hz, = 14.0 Hz, H-1a), 2.90 (1H,
d ancho, H-1B), 3.08 (1H, hept, 7= 7.0 Hz, H-15), 5.31 (1H, s
ancho, Ar-OH), 5.35 (1H, dd, /, = 2.2 Hzy 4 = 3.8 Hz, H-7),

5.76 (1H, s ancho, Ar-OH), 6.31 (1H, s, H-14).

RMN 13C (€DCL;) 6 : 18.8 (t, C-2), 19.7 (g, C-18), 22.5 (q, C-16 y C-17), 27.3 (d,
C-15), 29.1 (t, C-1), 29.7(t, C-6), 31.7 (q, C-19), 34.5 (s, C-4),
41.0 (t, C-3), 45.0 (d, C-5), 48.0 (s, C-10), 77.9 (d, C-7),
112.3 (d, C-14), 121.6 (s, C-9), 132.1 (s, C-13), 132.8 (s, C-

8), 141.0 (s, C-12), 141.8 (s, C-11), 175.0 (s, C-20).

Rosmanol (8)

Formula molecular: CyoHy05

Aspecto fisico: Sélido cristalino (11 mg)

UV Amax (EtOH) nm : 209, 226, 282.

IR vmax(NaCl) cm™: 3460, 3320, 2950, 1740, 1275, 1120, 1052, 1000, 952, 900,
856, 800.
EM (alta resolucién): [M]"a m/z 346.1798 (calc. para CyH0s, 346.1779).
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EM m/z (%): 346 [M]* (100), 300 (48), 287 (62), 284 (41), 273 (38), 269

(31), 231 (51), 215 (51).

RMN 'H (CDCl3) § : 0.93 (3H, s, Me-19), 1.03 (3H, s, Me-18), 1.22, 1.23 (cada uno
3H, d, 7=7.0 Hz, Me-16 y Me-17), 2.00 (1H, td, H-1a), 2.21 (1H, s,
H-5), 3.20 (1H, hept, J =7.0 Hz, H-15), 3.21 (1H, d ancho, H-
1B), 4.57 (1H, d, J =3.3 Hz, H-6), 4.74 (1H, d, J=3.3 Hz, H-7),

6.87 (1H, s, H-14).

RMN 13C (CDs0OD) 5: 20.1 (t, C-2), 22.2 (g, C-17), 22.5 (g, C-19), 22.9 (q, C-16),
27.9 (d, C-15), 28.6 (t, C-1), 31.9 (q, C-18), 32.2 (s, C-4), 39.3 (t,
C-3), 48.3 (s, C-10), 51.6 (d, C-5), 69.1 (d, C-7), 79.9 (d, C-6),
120.4 (d, C-14), 124.9 (s, C-9), 129.4 (s, C-8), 137.4 (s, C-13),

143.3 (s, C-12), 145.2 (s, C-11), 180.9 (s, C-20).

8p-Hidroxi-9,13-abietadien-12-ona (22)

Formula molecular: CooH300,

Aspecto fisico: Sélido amorfo (17 mg)

[alp®’= -138° (c 0.006 CHCl5)

EM (alta resolucion): [M]" a m/z 302.2225 (calc. para CyoH300,, 302.2246).
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Parte experimental

RM

m/z (%):

N 'H (CDCI5) &:

RMN '3C (CDCIs) &:

302 [M]* (68), 286 (13), 230 (10), 205 (17), 178 (42), 165
(100), 157 (17), 138 (18), 105 (16), 95 (17), 77 (21),

69 (28), 55 (31).

0.90 (3H, s, Me-18), 0.96 (3H, s, Me-19), 0.97 (1H, dd,
Ji=2.18 Hz, 5 = 13.4 Hz, H-5), 1.06 (3H, d, J = 6.8 Hz
Me-16), 1.08 (3H, d, J = 6.8 Hz, Me-17), 1.20 ( 1H, m,
H-3), 1.38 (3H, s, Me-20), 1.39 (1H, m, H-1c), 1.40 (2H,
m, H-3y H-7), 1.60 ( 2H, m, H-2 y H-6), 1.70 (2H, m,
H-1By H-2), 1,92 (1H, ddd, /i=3.2 Hz, 5=13.0 Hz, 5 =
16.0 Hz, H-6), 2.14 (1H, d ancho, J = 13.6 Hz, H-7),
2.92 (1H, hept, J = 6.9 Hz, H-15), 6.02 (1H, s, H-11),

6.40 (1H, s, H-14).

17.4 (t, C-6), 18.3 (t, C-2), 19.9 (q, C-20), 21.1 (q, C-17),
21.5 (g, C-16), 21.5 (g, C-19), 25.3 (d, C-15), 33.2 (q,
C-18), 33.9 (s, C-4), 37.5 (t, C-1), 39.4 (t, C-7), 41.0 (s,
C-10), 41.6 (t, C-3), 54.5 (d, C-5), 69.0 (s, C-8), 121.7(d,
C-11), 141.6 (s, C-13), 145.3 (d, C-14), 168.8 (s, C-9),

187.1 (s, C-12).
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Salvia clevelandii

La especie Salvia clevelandii es una planta vascular de la familia Lamiaceae del
género Salvia, que al igual que Salvia pachyphylla crece en zonas con un clima tipo
mediterraneo caracteristico de esta regién de América. Esta especie se encuentra como
un arbusto redondeado de color verde que llega a medir entre 60 cm y 1,5 m de altura.
Presenta hojas verdes y grisaceas de forma lineal o lanceolada que miden
aproximadamente entre 3 cm de longitud de contorno aserrado, y presentan un aroma
fuerte. Las flores de esta planta son de color moradas o azuladas en forma de racimos.
El periodo de florecimiento es de un mes generalmente iniciando el verano. El tallo es

de estructura rigida y aérea.

Salvia clevelandii

La parte aérea, seca y molida de la planta (426.7 g) fue extraida a temperatura
ambiente, por maceracion con acetona destilada. Filtracion y eliminacion del disolvente
a presion reducida a una temperatura de 40 °C, condujo a la obtencidon de un extracto
de 36.2 g. El extracto fue sometido a una cromatografia en columna en gel de silice,

como se indica en la parte experimental, aislandose acido ursélico (25), acido
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oleanolico (26), rosmanol (8), carnosol (4), 16-hidroxicarnosol (1), abieta-8,11,13-

trieno (28), rosmadial (27) y 8B-hidroxi-9,13-abietadien-12-ona (22).

COMPUESTOS AISLADOS DE SALVIA CLEVELANDII

Acido oleandlico (26)

Este triterpeno (26) fue caracterizado por sus datos fisicos y espectroscépicos y

por comparacién con los datos encontrados en la bibliografia! para el acido oleandlico.

HO

e

(26)

Rosmanol (8)

Fue aislado como un sodlido cristalino, de férmula molecular CyoH,0s por
espectrometria de masas de alta resolucién. Su espectro de RMN !H en cloroformo
deuterado muestra las sefiales tipicas de un grupo isopropilo sobre aromatico, dos

metilos angulares, un protén aromatico (6.87 3), un sistema AB como dos dobletes de

! Gonzalez, A.G.; Fraga, B. M.; Luis, J. G.; Ravelo, A. G. An. Quim., 71, 701, 1975.
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un protén cada uno a 4.57 y 4.74 J, asignables a los protones H-6 y H-7
respectivamente y un protén singlete a 2.21 3 atribuible a H-5. Todos los datos
espectroscopicos de nuestro producto fueron superponibles a los dados en la bibliografia

quimica® para el rosmanol (8).

S H O (®

Carnosol (4)

Se aisl6 como un sélido cristalino. El espectro de RMN 'H en cloroformo
deuterado presenta sefiales a 6.31 & un singulete asignable al protdn aromatico H-14;
a 5.76 y 5.32 3 dos singuletes anchos intercambiables con D,0 tipicos de los protones
de los hidroxilos en C-11 y C-12; en 5.35 & un doble doblete con constantes de
acoplamiento J; = 2.25 Hz y J, = 3.76 Hz que integra para un proton atribuible al
protéon H-7, y a 3.08 d un protdon heptuplete correspondiente a H-15. Todos los datos
fisicos y espectroscopicos fueron superponibles a los del carnosol (4) ya descrito en la

bibliografia®.

;

e

®

% Gonzélez, A. G.; Fraga, B. M.; Luis, J. G.; Herrera, J. R.; Ravelo, A. G. Phytochemistry, 24, 1853, 1985.
® Lucfa S. Andrés “Aspectos quimicos, biosintéticos y actividad bioldgica de diterpenos del genero Salvia:
Salvia canariensis L. y Salvia mellifera Greene”. Tesis Doctoral, Universidad de La Laguna, 1992.
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16-Hidroxicarnosol (1)

Aislado como un sédlido cristalino, muestra en espectrometria de masas de alta
resolucion un ién molecular a m/z 346.1738 para una formula molecular CyoH»60s5. En el
espectro de RMN 'H se observaron las siguientes sefiales que identifican la estructura de
(1), un singlete a 6.56 d correspondiente al proton aromatico H-14, a 8.82 y 6.22 0
las sefales de los hidroxilos aromaticos, un doble dobletes a 5.33 & con constantes de
acoplamiento de J; = 2.6 y J, = 3.7 Hz asignado al protén H-7; a 4.01 & un doble
dobletes con constantes de acoplamiento J; = 2.6 Hz y J, = 9.3 Hz para uno de los
protones de C-16; y a 3.74 3 un doble dobletes para el otro protéon H-16; un
heptuplete a 3.12 8 con J = 7.0 Hz para el protén H-15. En el espectro de RMN !3C se
observaron las sefiales de los 20 carbonos esperados de este compuesto (1). Todos los
datos espectroscdpicos fueron superponibles con los encontrados en la bibliografia®

para el 16-hidroxicarnosol (1).

€y

* Lucfa S. Andrés “Aspectos quimicos, biosintéticos y actividad bioldgica de diterpenos del genero Salvia:
Salvia canariensis L. y Salvia mellifera Greene”. Tesis Doctoral, Universidad de La Laguna, 1992.
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Rosmadial (27)

Producto aislado como un sélido amorfo. En espectrometria de masas de baja
resolucién mostrd un ién molecular a m/z 344. La caracteristica mas significativa del
espectro de RMN 'H es la presencia de dos protones aldehidicos a 9.77 y 9.66 &.
Ademas presenta dos dobletes de tres protones cada uno (J =7.0 Hz) a 1.27 y 1.28 3 vy
un protén como heptuplete (J = 7.0 Hz) a 3.35 9, indicando la presencia de un grupo
isopropilo unido a un anillo aromatico, con un solo protdn aromatico a 7.40 6. Dos
singletes de tres protones cada uno a 1.28 y 1.50 & son atribuibles a dos metilos
angulares. Todos estos datos estaban de acuerdo con la estructura (27) propuesta para
la sustancia y consultada la bibliografia quimica resultaron completamente

superponibles a los descritos para el rosmadial® aislado de Rosmarinus officinalis.

27

Abieta-8, 11, 13-trieno (28)

Compuesto aislado en forma de aceite. En el espectro de RMN 'H aparecen las

sefiales correspondientes de los protones aromaticos a 7.00, 7.15 y 6.85 3, y de 5

® Nakatani, N.; Inatani, R.; Agricol. Biol. Chem., 47, 353, 1983.
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grupos metilos a 0.90, 0.95, 1.24, 1.27, y 1.60 8. Todos los datos espectroscépicos

coinciden con los dados en la bibliografia® para el abieta-8, 11, 13-trieno (28).

(28)

Acido carnésico (2)

Este diterpeno fue aislado como un sélido cristalino. Presenta un punto de fusién
de 191-194°C. En el espectro de RMN 'H en CDCl; muestra sefiales representativas de
proton aromatico a 6.55 O, un heptuplete a 3.15 0 correspondiente al proton H-15 del
grupo isopropilo. Toda la informacién espectroscoépica fue superponible con la de este

compuesto (2) ya descrito en la bibliografia’ como acido carndsico.

® Kitadani, M.; Yoshikishi, A.; Kitara, Y.; de Paiva Campillo, J.; Mc. Chesney, J.D.; Watts, D.J.; Wenkert, E.
Chem., Pharm. Bull., 18, 402, 1970.

" Richheimer, S. L.; Bernart, M. W.; King, G. A.; Kent, M. C.; Bailey, D. T. J. Am. Oil Chem. Soc,. 73, 507,
1996.
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B-Hidroxi-9,13-abietadien-12-ona (22)

Este compuesto fue aislado como un sdlido amorfo. En espectrometria de masas
de alta resolucion presentdé un i6n molecular a m/z 302.2225 para una férmula
molecular C,oHs00,. En el espectro de RMN 'H se observaron como sefiales mas
caracteristicas las siguientes: a 6.40 d un singulete asignado al protén H-14; a 6.02 0
un singlete atribuido al protén H-11, un heptuplete para H-15 a 2.92 3. En el espectro
de RMN 13C presenta la sefial del carbonilo en C-12 a 187.1 &, y se observaron los 20
atomos de carbono esperados para este compuesto. Estos datos asi como el resto de la
informacién espectroscépica, fueron superponibles con las del 8pB-hidroxi-9,13-

abietadien-12-ona (22) aislado de la planta Cephalotaxus harringtonia®.

(22)

Acido ursolico (25)

El triterpeno acido ursélico (25) fue caracterizado por sus datos fisicos vy
espectroscopicos y por comparacion de los mismos con los datos dedos en la bibliografia

quimica®, asi como con una muestra auténtica del mismo.

8 polito, M.; Braca, A.; De Tomais, N.; Morelli, I.; Manunta, A.; Battinelli, L.; Mazzanti, G. Planta Med.,69,
468-470, 2003.
° Gonzélez, A.G.; Fraga, B. M.; Luis, J. G.; Ravelo, A. G. An Quim., 71, 701, 1975.
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HO

e

(25)
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INTRODUCCION.

La necesidad de realizar investigacion hacia la busqueda de nuevos

medicamentos es de trascendental importancia para la humanidad.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hasta la fecha, todavia no
existen tratamientos adecuados para tres cuartas partes de las dos mil quinientas

afecciones médicas reconocidas actualmente y que afectan a la humanidad.

En la actualidad, una prioridad fundamental es la necesidad urgente de elaborar
nuevos medicamentos antimicrobianos que sustituyan a los que resultan ya ineficaces

debido a la resistencia microbiana.

Tras varias décadas de uso abusivo e indiscriminado de los antibiéticos, se ha
llegado a una situacién en la que se han seleccionado cepas bacterianas resistentes y
que, por tanto, tienen incrementada la virulencia del patégeno en su mecanismo de
infeccion. La propagacion de estas cepas resistentes a los antibiéticos conocidos hoy en
dia (unos 160 compuestos)’ es un problema grave y se apunta como una de las
principales causas de mortalidad para el proximo milenio. Basta con mencionar que
enfermedades como la tuberculosis, la fiebre tifoidea, la meningitis, la neumonia y las
septicemias son cada vez mas frecuentes en zonas donde se pensaba que ya estaban
erradicadas; las mismas bacterias que durante mucho tiempo habian sido controladas
con antibiéticos, son ahora invulnerables. Es por esta situacion de alarma por lo que

surge la necesidad de desarrollar urgentemente nuevos compuestos activos.

! Service, R.F.; Science, 270, 724, 1995.
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Con relacién al cancer, hay que sefialar que aunque en los casos donde el tumor
se detecta en sus inicios los porcentajes de "curacion" (supervivencia de 5 afios sin que
el cancer se manifieste de nuevo) son relativamente elevados, sin embargo cuando éste
se ha desarrollado y extendido la cuestiéon es muy diferente. En tales casos dichos

porcentajes son muy bajos.

Estos resultados han obligado a todas las compafilas a realizar un cambio
fundamental de estrategia y que los esfuerzos se encaminen ahora en buscar moléculas
que inhiban la proliferacion celular. Es decir, a encontrar inhibidores especificos de los
factores de crecimiento?, receptores y GTP® de la célula. La nueva "quimioterapia
dirigida" pretende crear cuerpos monoclonales para cortar la transmisiéon de la
informacién en la célula cancerosa, moléculas inhibidoras que impidan su replicacion
logrando que entre en apoptosis, es decir, lograr que la célula se autodestruya o sea

destruida por las células de defensa del organismo.

Estos dos ejemplos ponen de manifiesto la necesidad de buscar otros
medicamentos, mas eficaces y seguros. Por esto, es fundamental la realizacion de
ensayos biolégicos de las moléculas aisladas de fuente natural, o sintetizadas en el
laboratorio. De esta forma se podria crear un amplio arsenal terapéutico para curar o
controlar enfermedades tales como las infecciones con gérmenes cada vez mas

resistentes a los antibidticos, nuevos medicamentos para enfermedades crénicas como:

2 Factor de crecimiento: Molécula polipeptidica extracelular, que se une a un receptor de superficie celular y
activa una via de sefiales intracelular que induce la proliferacidon, diferenciacion u otra respuesta celular.
® GTP: (5-trifosfato de Adenosina). Nucledtido precursor de la sintesis del RNA que también desempefia un
papel esencial en la sintesis de proteinas, las vias de transduccién de sefiales y el ensamblaje de
microttbulos.
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hipertension, hipercolesterolemia, Parkinson, Alzheimer, diabetes u osteoporosis; asi

como sustancias activas frente a enfermedades como el SIDA o cancer.

PARTE EXPERIMENTAL

En colaboracion con el BioLab del Instituto Universitario de Bio-Organica

“Antonio Gonzélez” (La Laguna, Tenerife) y del Instituto Canario de Investigacién del

Cancer (1.C.1.C), se realizaron estudios de actividad antiproliferativa de algunos

metabolitos secundarios aislados de la especie Salvia clevelandii,

Metabolitos estudiados.

8-Hidroxi-9,13-abietadien-12-ona Carnosol

CHO

;

e

16-Hidroxicarnosol Rosmadial
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Acido ursoélico

Lineas celulares.

Las lineas celulares empleadas para llevar a cabo los experimentos proceden de

tumores sélidos humanos y que se relacionan a continuacion:

Céancer de ovario (A2780)

Cancer de pulmén no microcitico (SW1573)

Céancer de colon (WiDr)

Cancer de mama hormonodependiente (T-47D)

Céancer de mama (HBL-100)

Céancer cervical (HelLa)

Estas lineas celulares son ejemplos de tumores soélidos encontrados en la
literatura, y son equivalentes a las del programa de screening anticanceroso del
Instituto Nacional de Cancer (NCI-EUA).

Tesis 56



E. Jacqueline Medina Ifiiguez Actividad antitumoral

Céancer cervical Cancer de pulmoén Cancer de colon

Cancer de ovario

Determinacién de la actividad citostatica y citotéxica

Los ensayos biologicos fueron realizados en placas de cultivo de 96 pocillos
usando el protocolo del National Cancer Institute (NCI) realizando solo pequefias
modificaciones®. Después de 48 h de exposicién a los productos y usando el método de
la sulforodamina B (SRB), se determiné la inhibicidon del crecimiento y la citotoxicidad
frente a las lineas celulares de acuerdo al procedimiento que se describe a continuacion.
Los compuestos puros se disolvieron inicialmente en DMSO a 400 veces la méaxima
concentracién de ensayo, esto es 100 pM. Las células control fueron expuestas a un

equivalente de la concentraciéon de DMSO. Cada agente fue evaluado por duplicado. El

* Padrén, J. M.; Villar, J.; Martin, V. S.; Martin, T.; Donadel, O. J.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 15, 3536-3539,
2005.
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tiempo de incubacion fue de 48 h, periodo tras el cual las células se precipitaron con 50
ML de una disolucion de A&cido tricloroacético al 50 % (p/v) durante 60 min a 4°C.
Después se lavo con agua y se tifi6 con 25 pL de una disoluciéon de SRB al 0.4 %
durante 15 min. Posteriormente se elimind el exceso de colorante con disolucién de
AcOH al 1 9%, para después adicionar una disolucibn de 10 mM tris
(hidroximetil)aminometano en agua (150 pL). La absorbancia de cada pocillo se ley6 en
un espectrofotbmetro a una longitud de onda de 490 nm usando un lector Bio-Tek
PowerWave XS. El porcentaje de crecimiento de los niveles de concentracién de los
compuestos fue calculado con respecto a la diferencia de absorbancia inicial y final de
los compuestos evaluados. Por otra parte la morfologia celular fue analizada por

microscopia de contraste de fases.

A partir de los datos obtenidos en estos bioensayos, se calcularon tres

parametros:

Glso : La concentracién necesaria para reducir en un 50 % el crecimiento de las

células tratadas comparada con las células sin tratamiento.

TGI : La concentraciéon requerida para inhibir completamente el crecimiento de

las células tratadas.

LCso : Es la concentracion letal, es decir, la concentracion que aniquila o mata el
50 % de células en tratamiento.Se determind la capacidad antiproliferativa de 5
metabolitos secundarios frente a las lineas celulares de cancer de ovario (A2780),
cancer de colon (WiDr), cancer de pulmdén no microcitico (SW1573), cancer de mama
hormonodependiente (T-47D), cancer de mama (HBL-100) y cancer cervical (HeLa). Los

resultados se presentan en las Tablas 3, 4,5, 6y 7.
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RESULTADOS OBTENIDOS.

Resultados de evaluacion (por productos)

0

e

8-Hidroxi-9,13-abietadien-12-ona

Linea celular Glso SD TGI SD LCso SD # EXp
A2780 19 +3.8 52 +13 94 +10 6
SW1573 29 +2.3 99 +0.2 100 +0.0 5
WiDr 82 +31 100 +0.0 100 +0.0 3
HBL-100 26 +3.3 89 +1.9 100 +0.0 3
T-47D 83 +29 100 +0.0 100 +0.0 3
HelLa 27 - 91 - 100 - 1

Tabla 3. Actividad in vitro de 8-Hidroxi-9,13-abietadien-12-ona®.

#Resultados en unidades M, y estan representados entre 2 y 4 experimentos.
Los valores de los parametros Glsg, TGl y LCsg, estan dados si son menores a 100 M.

SD. Desviacion estandar
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Carnosol
Linea celular Glso SD TGI SD LCso SD # ExXp

A2780 3.5 +1.0 17 +13 61 +38 5
SW1573 10 +8.2 48 +40 100 +0.0 5
WiDr 25 +1.3 70 +7.2 100 +0.0 3
HBL-100 3.8 +0.4 16 +4.3 100 +0.0 3
T-47D 23 +2.8 55 +9.2 100 +0.0 3
HelLa 16 - 43 - 100 - 1

Tabla 4. Actividad in vitro de Carnosol 2.
# Resultados en unidades UM, y estan representados entre 2 y 4 experimentos.
Los valores de los parametros Glsg, TGl y LCsp, estan dados si son menores a 100 uM.

SD. Desviacién estandar
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16-Hidroxicarnosol
Linea celular Glso SD TGI SD LCso SD # EXp

A2780 3.5 +0.5 9.9 +0.7 49 +5.4 3
SW1573 8.9 +5.0 47 +5 100 +0.0 5
WiDr 28 +1.2 88 +19 100 +0.0 3
HBL-100 3.6 +0.2 18 +4.0 93 +11 3
T-47D 34 +5.1 97 +4.6 100 +0.0 3
HelLa 30 - 75 - 100 - 1

Tabla 5. Actividad in vitro de 16-Hidroxicarnosol?.

# Resultados en unidades UM, y estan representados entre 2 y 4 experimentos.

Los valores de los parametros Glsg, TGl y LCsp, estan dados si son menores a 100 uM.

SD. Desviacién estandar

Tl

A CHO
Rosmadial
Linea celular Glso SD TGI SD LCso SD # Exp
A2780 35 +2.5 91 +14 100 +0.0
HBL-100 25 +0.7 97 +14 100 +0.0

Tabla 6. Actividad in vitro de Rosmadial®

.2 Resultados en unidades uM, y estan representados entre 2 y 4 experimentos.

Los valores de los parametros Glsg, TGl y LCsg, estan dados si son menores a 100 uM.
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Ac. Ursolico

Linea celular Glso SD TGI SD LCso SD # EXp

SW1573 12 - 33 - 88 - 1

Tabla 7. Actividad in vitro Ac. Ursoélico?

# Resultados en unidades UM, y estan representados entre 2 y 4 experimentos.
Los valores de los parametros Glsg, TGl y LCsg, estan dados si son menores a 100 uM.

SD. Desviacion estandar

DISCUSION DE RESULTADOS.

Como puede observarse en los resultados obtenidos, se muestra que la linea
celular de cancer de colon (WiDr), fue la menos sensible con respecto a las otras frente
a los compuestos ensayados. Por otro lado se observé menor resistencia por parte de
las lineas de de cancer de ovario (A2780) y de cancer de mama (HBL-100) frente a los
metabolitos ensayados. Estos resultados son coherentes con los valores de actividad
antiproliferativa obtenidos para agentes anticancerigenos convencionales. De una

manera general la linea de colon es mas resistente que las células de ovario y mama.
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Se encontré una analogia entre el comportamiento de respuesta con carnosol y
16-hidroxicarnosol; ambos mostraron resultados semejantes frente a las células

cancerosas utilizadas.

Aunque fueron solo pocos los compuestos evaluados, los resultados obtenidos de
carnosol y 16-Hidroxicarnosol, nos indican que deberiamos plantear la formacién de
analogos a estos diterpenos, principalmente con la presencia de un sistema fendlico en
el anillo “C” y lactonizado en el nucleo “B”, para estudiar la respuesta bioldgica y poder

determinar que factores estructurales determinan la bioactividad.
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CONCLUSIONES

e Mediante los resultados fitoquimicos y biolégicos obtenidos en esta tesis, se
confirma la gran importancia que tienen las plantas del genero Salvia como fuentes

potenciales de nuevos principios activos.

e De la evaluacion fitoqguimica de la parte aérea de S. clevelandii se lograron aislar los
metabolitos secundarios: acido ursoélico (25), acido oleanolico (26), rosmanol
(8), carnosol (4), 16-hidroxicarnosol (1), abieta-8,11,13-trieno (28), acido
carnodsico (2), rosmadial (27) y 8B-hidroxi-9,13-abietadien-12-ona (22).

Todos ellos fueron productos naturales conocidos ya, en la literatura cientifica.
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e Todos los compuestos fueron purificados a travéz de diferentes métodos
cromatograficos, y elucidados correctamente mediante técnicas espectroscopicas de

resonancia magnética nuclear, infrarroja, ultravioleta y espectrometria de masas.

e Se analizé6 la actividad antitumoral de los productos naturales aislados de
S.clevelandii frente a las lineas celulares de cancer de ovario (A2780), cancer de
colon (WiDr), cancer de pulmén no microcitico (SW1573), cancer de mama
hormonodependiente (T-47D), cancer de mama (HBL-100) y cancer cervical (HelLa).
De los metabolitos estudiados los mas activos fueron los diterpenos carnosol (4) y

16- hidroxicarnosol (1).

e La linea de cancer de ovario (A2780) fue la mas sensible frente a los compuestos
ensayados, y las que presentaron mayor resistencia fueron las de cancer de colon

(WiDr) y las células cancerosas de mama hormonodependiente (T-47D).

e Finalmente con estos resultados se establece, que el sistema fendlico del anillo “c” y
la lactona formada entre la posiciones 10 y 7 del nlcleo central de estos diterpenos,
fueron posiblemente los responsables de la actividad observada. Sin embargo, es

importante realizar en un futuro mayores estudios de estructura-actividad bioldgica,
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con otra serie de metabolitos diterpénicos y/o con analogos semisintéticos de estos,
para poder asi, establecer que elementos estructurales son determinantes en la

respuesta biolégica que estos compuestos presentan.
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TECNICAS EXPERIMENTALES

INSTRUMENTACION

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros de RMN *H, **C y DEPT. Se realizaron en el espectrémetro BRUKER
AVANCE 300 (300 MHz), utilizando CDCIl; como disolvente y con TMS como referencia
interna. Los valores de desplazamiento quimico (38), se expresan en ppm Yy los de las

constantes de acoplamiento (J), se expresan en Hz.

Espectroscopia Infrarroja

Los espectros de IR, fueron realizados en un espectrofotometro BRUKER IFS

55/28 (FTIR), en pastillas de NaCl donde los valores de v estan expresados en cm™.

Espectroscopia Ultravioleta

Los espectros de UV se efectuaron en un espectrofotometro JASCO V-560, en
una celda de cuarzo de 5mm. Como disolvente se empleé EtOH. Los valores de A se

expresan en nm.

Espectrometria de Masas de baja resolucién

Los espectros de masas de baja resolucidon se realizaron en un espectrémetro VG

MICROMASS ZAB-2F.

Espectrometria de Masas de alta resolucién

La determinacién de férmulas moleculares de fragmentos e iones moleculares
fueron realizados en un espectrometro VG MICROMASS ZAB-2F (a potenciales de

ionizacién de 15 o 70eV).
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Rotacion éptica
La determinacion de la actividad Optica se realiz6 en un polarimetro PERKIN
ELMER, modelo 241, usando la linea D del sodio, a 25°C y en disolucién de CHCI; seco

en células de 1dm. La concentracidon esta expresada en gr/100mL de disolucién.

Puntos de fusién

Los puntos de fusién se determinaron en un aparto BUCHI modelo 535. Los

datos se expresan en grados centigrados y estan sin corregir.

TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Cromatografia en capa fina

Las cromatografias en capa fina fueron realizadas sobre cromatofolios de gel de
silice tipo G, con indicador de luminiscencia a 254nm, SCHLEICHER & SCHUELL, F-
1500/LS 254. Las placas se revelaron con oleum (solucién formada por 4% de H,SO, ,
80% de CH3COOH y 16% H,0) o con KMnO, acuoso (disoluciéon de menos del 2%) vy

posterior calentamiento a 120°C durante unos minutos.

Cromatografia en capa fina preparativa

Se usaron placas de 1mm de espesor de la casa SCHLEICHER & SCHUELL, tipo
G 1510/LS 254, sembrandose entre 40 y 50mgr de producto en cada una de ellas. La

deteccion de los productos en las placas se hizo usando una lampara de luz ultravioleta.
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Cromatografia en columna

Para las columnas secas y humedas se empled gel de silice 0.063-0.200mm de
diametro de la casa MERCK. También para las columnas himedas se us6 SEPHADEX LH-
20 de la casa PHARMACIA FINE CHEMICALS.

Las columnas cromatograficas secas se montaron introduciendo lentamente la
gel de silice por el extremo superior de la columna y aplicando posteriormente vacio por

el extremo inferior.

Las columnas cromatograficas himedas se montaron preparando una suspension
del gel de silice en el disolvente, vertiendo esta suspension por la parte superior de la

columna y aplicando presién.

Las columnas cromatograficas hiumedas de SEPHADEX LH-20 se montaron de la
siguiente manera: la cantidad de SEPHADEX deseada se dejé en suspension con
metanol (1gr para 4.1ml) durante al menos 24h y se vertié en la columna dejandola
reposar. La columna se estabilizé haciendo pasar una cantidad de mezcla eluyente igual
a tres veces el volumen de la columna. La mezcla empleada como eluyente fue n-
Hexano:CH,Cl,:MeOH (2:1:1). La muestra a cromatografiar, previamente filtrada, se
colocé en la parte superior de la columna disuelta en una cantidad de eluyente no

superior al 5% del volumen de la columna.

Cromatografia Liguida de Alta Resolucién (HPLC
El aislamiento y purificaciéon de algunos productos se llevé a cabo mediante el
empleo de un cromatégrafo de HPLC, equipado con una bomba JASCO PU-980 y un

detector JASCO UV-975. Se empled una columna Kromasil 100 de 10x250 mm rellena
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Apéndice Técnicas experimentales

de gel de silice con tamafo de particula de 5um. Para las mezclas eluyentes se

emplearon disolventes purificados y filtrados en nuestro laboratorio.

DISOLVENTES

Los disolventes fueron secados y destilados empleando métodos estandar y
siempre bajo atmoésfera de nitrégeno o argén. El tetrahidrofurano (THF) y el éter
dietilico se secaron a reflujo sobre sodio metélico y posteriormente fueron destilados. El
diclorometano, libre de metanol, se sec6é a reflujo sobre hidruro calcico y después fue

destilado.
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E. Jacqueline Medina Ifiiguez Abreviaturas y acrénimos

Abreviaturas y acréonimos

[a],%° rotacién especifica

ML microlitro

MM micromolar

AcOEt acetato de etilo

AcOH acido acetico

°C grados centigrados

CDCl; cloroformo deuterado

CH,Cl, dicloroetano

CHClI5 triclorometano

cm centimetros

d doblete

DC dicroismo circular

DMSO dimetil sulfoxido

EM espectroscopia de masas de baja resolucién
Et,O éter etilico

EUA Estados Unidos de América

g gramos

GTP guanosina 5’ - trifosfato

h horas

Hela linea celular de cancer cervical

conocida como “Helen Lane”

I.C.I.C. Instituto Canario de Investigacion del Cancer
IR infrarrojo

m metros

m/z relacion masa carga en EM
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Abreviaturas y acrénimos

M+
Me,CO
MeOH
mg
min
mL
mm
NaCl
NCI
nm
OMS.
p/v

PF

RMN ¥ H

RMN 'H

SIDA

SNC

SRB

Ssp.

uv

)\max

masa del idn molecular
acetona

metanol

miligramos

minutos

mililitros

milimetros

cloruro de sodio

Nacional Cancer Institute

nanometros

Organizaciéon mundial de la salud

peso/volumen
punto de fusién

cuarteto

resonancia magnética nuclear de carbono 13

resonancia magnética nuclear de protdn

singulete

sindrome de inmunodeficiencia adquirida

sistema nervioso central
Sulfurodamida B
especies

triplete

ultravioleta

desplazamiento quimico en ppm

longitud de onda maxima
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E. Jacqueline Medina Ifiiguez Indice de Productos
INDICE DE PRODUCTOS

Productos Ry D P.E E
Acido ursolico (25) 51 -- 73

Acido Oleandlico (26) 46 -- 72
Carnosol (4) 47 41 71
16-Hidroxicarnosol (1) 48 38 74
Rosmanol (8) 46 42 71
8p-Hidroxi-9,13-abietadien-12-ona (22) 51 43 --
Acido carnésico (2) 50 41 72
Rosmadial (27) 49 39 73
Abieta-8,11,13-trieno (28) 49 40 --

Ry D: Resultados y discusiéon

P.E: Parte experimental
E: Espectro
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INDICE DE TABLAS

Pag.
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Tabla 3. Actividad in vitro de 8-Hidroxi-9,13-abietadien-12-ona..................ccceeeeeeeenennn 59
Tabla 4. Actividad in Vitro de CarNOSOL..............ouieiiii i e e 60
Tabla 5. Actividad in vitro de 16-HidroxXicarnoSOl...............ccccoeviiiiiiiiii e 61
Tabla 6. Actividad in vitro de Rosmadial................oooviviiiii e 61
Tabla 7. Actividad in VIitro Ac. UrSOLICO...........ouuiiiiii e e 62
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INDICE DE ESQUEMAS

Pag.
Esquema 1. Generacion de Carnosol (4) a partir de acido carnésico (2).................. 26
Esquema 2. Reacciones biosintéticas para la generaciéon de diterpenos.................... 28
Esquema 3. Generacion de criptotanshinona mediante la participacion de
oXigeno en su estado SINQUIETE..............ooi i e 30
Esquema 4. Obtencion de criptotanshinona a partir de 4(14),15-isopimaradieno.... 31
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