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RESUMEN

Con el fin de contribuir en el conocimiento de la flora Colombiana, particularmente aquella presente
en laregién del Guavio, se eligié la especie Salvia leucantha para realizar un estudio fitoquimico preliminar
de su composicién quimica y bioactividad a nivel antioxidante. Para ello se realizd el andlisis fitoquimico
preliminar de hojas y se evalud la presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios, cuyas
estructuras fueron analizadas tentativamente por CG-EM y respectiva comparacion con las bases de datos
NIST-08, adicionalmente se evalud la actividad antioxidante de extractos y fracciones por DPPH. Se de-
tectd la presencia de triterpenos pentaciclicos en gran concentracién, lo cual era de esperarse al tratarse
de una especie del género Salvia, ampliamente conocida por su contenido de terpenos y amplia gama
de aceites esenciales. Estos compuestos son ampliamente utilizados en la industria alimenticia, cosmética
y farmacéutica por sus propiedades fisico-quimicas y farmacoldgicas, pero no reportan porcentajes de
inhibicién altos para poderlos catalogar como antioxidantes fuertes. Los resultados de este trabajo son
importantes como primera aproximacion a la ampliacion del conocimiento quimico y a la posible utilidad
de las especies presentes en esta zona de Colombia con caracteristicas agronémicas 6ptimas para el es-
tablecimiento de cultivos, que permitan una utilizacion racional de los recursos naturales de nuestro pais,
como fuente de desarrollo regional y nacional.

Palabras clave: Triterpenos, Esteroles, CG-EM, Capacidad antioxidante.

1. Grupo de investigacién en Productos Naturales, Universidad Distrital Francisco José de Caldas, Bogoté, Colombia.
2. Autor Corresponsal: mikerinos66@hotmail.com

ISSN 1900-4699 © Volumen 10 ® Numero 1 ® Paginas 68-79 ¢ 2014



FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

ABSTRACT

In order to improve our understanding of the Colombian flora, particularly those present in the region
of Guavio, the specie Salvia leucantha was selected for further preliminary phytochemical studies, chemical
composition studies and antioxidant bioactivity. Preliminary phytochemical analysis of leafs was carried out
to establish the main groups of secondary metabolites presents, those were analyzed by GC-MS comparing
the obtained spectra with the NIST-08 database, in addition antioxidant activity was determined using DPPH
method. High amounts of pentacyclic triterpenes was determined according to expectations of the genere
Salvia, rich in essential oils and this kind of compounds. This family of compounds is widely used in food, cos-
metics and pharmaceutical industry due to its physicochemical and pharmacological properties; unfortunately
they do not report high inhibition percentages to be classified as strong antioxidants. The present work shows

the results as a first approximation to expansion of chemical knowledge of various Colombian species.

Keywords: Triterpenes, steroles, GC-MS, Antioxidant capacity.

INTRODUCCION

La familia Lamiaceae tiene importancia econémi-
ca mundial, ya que béasicamente en todos los conti-
nentes y culturas el hombre ha utilizado numerosas
especies de labiadas como medicina, condimento o
alimento. También han sido usadas en numerosos
casos como plantas ornamentales muy apreciadas
por su aroma y por sus flores. Sélo por citar algunas
de las labiadas mas cominmente usadas en nues-
tro medio tenemos plantas como la albahaca (Oci-
mum), alegrias (Scutellaria), marrubio (Marrubium),
hierbabuena, menta y poleo cléasico (Mentha), oré-
gano clésico y mejorana (Origanum), orégano ore-
jon (Plectranthus), orégano andino (Mintostachys),
ajedrea y poleo americano (Satureja), Salvia (Sal-
via y Lepechinia), mastranto (especies de Hyptis y
Salvia), tomillo (Satureja, Thymus),toronjil (Melissa)
y romero (Rosmarinus). Por otra parte, algunas la-
biadas son tradicionalmente utilizadas en los ritos
mégicos religiosos de algunas comunidades, como

es el caso de varias especies de los géneros Scute-
llaria y Ocimun, principalmente en las comunidades
afrocolombianas e indigenas del litoral pacifico.
Son también frecuentes en nuestros parques y jar-
dines algunas especies ornamentales introducidas,
de los géneros Ajuga, Leonotis, Mentha, Ocimum,
Plectranthus, Salvia, Scutellaria, Stachys y Teucrium,
y algunas especies nativas del género Salvia (Fer-
nandez-Alonso, 2006).

Son numerosas las actividades bioldgicas que se
han reportado en la familia de las labiadas dentro
de las cuales vale la pena mencionar la actividad
antimicrobiana, anti fungica y actividad antioxidan-
te (Esmeralda et al., 2010). Esta Ultima es quizéd una
de las més importantes ya que durante los Gltimos
anos los campos de aplicacién de los antioxidantes
son muy variados, ademés de terapias farmacolégi-
cas, también tienen interés como suplementos nu-

tricionales, ingredientes cosméticos para prevenir
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el envejecimiento cuténeo, alimentos funcionales y
como conservantes alimentarios. La industria agro-
alimentaria se enfrenta continuamente a problemas
de estabilidad de alimentos derivados de la oxida-
cién de los mismos. El uso de antioxidantes sinté-
ticos estd muy generalizado pero existe controver-
sia debido a que algunos presentan problemas de
toxicidad por ello los antioxidantes naturales estan
constituyendo en la actualidad una alternativa y por
esta razon que se han adelantado numerosos estu-
dios en diferentes familias vegetales a fin de ana-
lizar sus propiedades antioxidantes (Esmeralda et
al., 2010).

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

El material vegetal se recolecté en el municipio
de Chipague en Cundinamarca a una altura de 2668
msnm cuyas coordenadas son: Latitud 04° 56’ 10.58"
N, Longitud 73° 50" 5.97” O. El municipio presenta
un clima templado, éptimo para la adaptacion de la
especie en estudio y alcanza temperaturas que osci-
lan los 17 y 20 °C. Los ejemplares se recolectaron de
acuerdo a los parémetros indicados en el Jardin Bota-
nico José Celestino Mutis. La clasificacion taxonémi-
ca de la especie vegetal la realizé el bidlogo Gustavo

Morales, quien adiciond la especie en estudio al her-
bario de colecciones del Jardin Boténico de Bogota
bajo el cddigo: WFCV-001. El nombre de la especie
clasificada fue Salvia leucantha, especie pertenecien-
te al género Salviay a la familia de las labiadas.

Preparacion de Extractos Crudos

507 g de material vegetal (hojas) seco y molido
fueron sometidos a una extraccidon por maceracion
en frio con éter de petréleo durante un mes reconsti-
tuyendo el solvente cada 72 horas, los extractos fue-
ron concentrados a presién reducida en un rotaeva-
porador obteniendo el extracto éter de petrdleo (E.
EdP) (12,70119). El material vegetal utilizado durante
la maceracién con EdP se dejo secar a temperatu-
ra ambiente y se sometié a una segunda extraccioén
con etanol aplicando el mismo procedimiento del
extracto anterior obteniéndose el extracto etandlico
(E. EtOH) (38.098 g).

Ensayo Fitoquimico Preliminar del E. EtOH.

Se realizé un andlisis Fitoquimico cualitativo para
alcaloides, taninos, compuestos fendlicos, triterpe-
nos y esteroides, flavonoides, saponinas, cumarinas
y glucésidos cardioténicos, siguiendo los parame-
tros reportados por Ugochukwu et al., 2013.

/

sus propiedades antioxidantes.

El uso de antioxidantes sintéticos estd muy generalizado pero
existe controversia debido a que algunos presentan problemas de
toxicidad por ello los antioxidantes naturales estan constituyendo
en la actualidad una alternativa y por esta razén se han adelantado
numerosos estudios en diferentes familias vegetales a fin de analizar
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Fraccionamiento y purificacion

Los extractos se fraccionaron por cromatogra-
fia en columna (CC) repetitiva utilizando como fa-
ses moviles diferentes mezclas de disolventes que
en ensayos previos por cromatografia en capa fina
(CCD), permitieran una buena separacién y se-
lectividad, lo cual dependié de la naturaleza del
extracto/fraccién.

Cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM)

El andlisis se llevd a cabo en un Cromatdgrafo de
gases SHIMADZU QP-2010 PLUS, equipado con un
puerto de inyeccién split/splitess (250°C, relacién de
split10:1), y un inyector automatico Shimadzu AO-
C20i .Se utilizé una columna capilar SHRXI-5MS (SHI-
MADZU) de 30m x 0,25mm (ID) x 0,25 um (df), con
fase estacionaria 5% fenilo 95% dimetilpolisiloxano.
La programacién de temperatura del horno fue de
50 °C (2 min) a15 °C/min, hasta 200 °C (2 min), final-
mente, la temperatura aumentd a 10 °C/min hasta
alcanzar 300 °C (2 min). Los espectros de masas se
obtuvieron por ionizacion electrénica (El) con una
energia de 70 eV. Las temperaturas de la cdmara de
jonizacién y de la linea de transferencia fueron de
230y 275 °C, respectivamente. El gas de arrastre uti-
lizado fue helio (Aga Fano, S.A, grado 5,0), con flujo
constante de 1,2 mL /min

Capacidad antioxidante
(captacién de radicales DPPH)

Se prepararon soluciones de los extractos secos
y fracciones a una concentracién 25 mg/mL. Pos-
teriormente se prepard una soluciéon de DPPH de
trabajé disuelta en metanol a una concentracién
10 mM. Posterior mente se tomaron alicuotas de
extractos y fracciones correspondientes a 50, 100,
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150, 200y 250 pL y 1750 uL de DPPH (Brand-Williams
et al., 1995). Las medidas se realizaron por triplicado
en un espectrofotémetro a una longitud de onda de
517 nm durante una hora y el IC,; se determiné con
ayuda del programa Graph phad prism. El patron de
comparacion para la construccion de la curva de ca-
libracién de referencia fue 4cido ascorbico.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis Fitoquimico Preliminar

Los resultados obtenidos en la andlisis Fitoquimi-
co preliminar fueron clasificados segun el protocolo
propuesto por Ugochukwu et al., 2013, en donde (-)
significa NO detectado y (+) significa detectado. Di-
chos resultados se muestran en la tabla numero 1:

Tabla 1. Anélisis Fitoquimico Preliminar de Salvia leucantha hojas

Grupo de Metabolitos Resultado?®
Flavonoides +
Fenoles +
Triterpenos y Esterioides +
alcaloides -
Cumarinas -
Quinonas -
Taninos +
Cardiotdnicos +
Saponinas -

 + = Detectado (prueba positiva); - = No detectado

La identificaciéon de terpenos arrojé resultados
positivos. Se realizé la caracterizacion cualitativa ha-
ciendo uso de la prueba de Lieberman Burchard y
utilizando como patrén colesterol. De esta manera
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Figura 1. A) Estructuras de los compuestos aislados de la extracto soluble en EdP (1-3) y del extracto etanélico (4-5); B) Espectros de masas a 70

eV de los compuestos aislados 1-5.

se observé que cuando se trata tanto el patrén como
el extracto de EdP con el reactivo mencionado se
observa una coloracién que va desde azul hasta ver-
de intenso dando positiva esta prueba para terpe-
nos y esteroles (Shreya-Mandal et al., 2013).

Los resultados preliminares estan acorde con
los resultados reportados para Salvia apiana (Luis
et al., 1996), en donde se encontraron terpenoides
apidnanos (Saficindlido, Salvigenina) y una nueva
sustancia, cuya estructura fue establecida por mé-
todos espectroscopicos, resultando asimismo ser

el primer ejemplo de otro nuevo tipo de esqueleto
carbonado C23-terpenico cuya serie se ha denomi-
nado Hassananos (Luis et al., 1996) Otras especies
como Salvia amarissima (Esmeralda et al., 2010) han
reportado grupos de metabolitos del tipo carote-
noide, flavonoide y cumarina. Finalmente el estudio
de Salvia uruapana (Manjarréz et al., 2003) muestra
fracciones ricas en glucdsidos y un compuesto ses-
quiterpenico denominado tonalesina, el cual ya ha-
bia sido reportado en Salvia tonalensis (Manjarréz
et al., 2003).
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Figura 2. Curvas dosis-respuesta para A) compuesto 3; B) acido ascérbico

Fraccionamiento y Purificacién

Extracto soluble en éter de petrdleo

Una vez detectados los grupos de metabolitos,
se procedié al fraccionamiento del extracto soluble
en EdP. Para ello se realizd una CC en fase normal
sobre gel de silice, el monitoreo se llevd a cabo por
CCD. Después de purificaciones sucesivas, se obtu-
vieron tres compuestos de tipo terpenoide, los cuales
se analizaron por CG-EM vy respectiva comparacion
con la libreria NIST-08, la cual arrojé porcentajes de
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coincidencia mayores al 95 %, cuyas estructuras y es-
pectros de masas se exponen en la Figura 1.

Compuesto 1 (F.1.2.1): Sélido blanco (13,3 mg),
obtenido mediante purificacién por CC, eluido con
Hex:Me,CO (7:3) (Rf en CCD equivalente a 0,74). El
compuesto dié prueba positiva al reactivo de Lieber-
man-Burchard y al reactivo en placa con vainillina-
H,SO,, lo que indica que posiblemente se trata un
compuesto con nucleo triterpénico.

El andlisis del espectro de masas permite esta-

blecer la férmula molecular C,H,,0,, a partir del ion

E. EdP E.EtOH
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Figura 3. Concentracion inhibitoria media de los extractos crudos y los compuestos aislados.
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molecular m/z 468. Los fragmentos més importantes
para el diagndstico estructural son: m/z 249, que
coincide con la eliminacién de parte de la estructura
hidrocarbonada correspondiente a los anillos C (par-
cialmente), D, E y el grupo isoprenilo. El fragmento
m/z 189 (249-AcOH), que corresponde a la elimina-
cién del grupo acetato. El patron de fragmentacién
del compuesto 1 pertenece a las rupturas tipicas de
triterpenos pentaciclicos (César et al., 2009), que de
acuerdo con lo mencionado, este compuesto fue
identificado como con el acetato de lupeol (1), cuya
comparacion con la libreria NIST-08 mostré un 97%
de coincidencia.

Compuesto 2 (F.1.2.4): Sélido marrén (5,6 mg),
obtenido por CC utilizando un sistema cromatogra-
fico Hex-Me,CO (7:3) como fase moévil (Rf en CCD
de 0,80). Igualmente se sometié a las pruebas de
Lieberman-Burchard y revelado en placa con Vaini-
llina- H,SO,, cuyo resultado en ambos casos fue po-
sitivo, lo cual es caracteristico para compuestos del
tipo triterpeno.

El Espectro de masas permitié establecer el pa-
tréon de fragmentacién en la cual se observé la pre-
sencia del ion molecular m/z 468, con la férmula
molecular, C,,H,,O,. Los fragmentos m/z 249, 218,
203, y 189 constituyeron a los denominados picos
diagndstico para esqueletos tipo amirina. El frag-
mento m/z 218 es el més representativo, porque
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corresponde a un reordenamiento Retro-Diels-Alder
(RDA), en el anillo que posee el doble enlace, siendo
una evidencia de la existencia de esa instauracién.
De acuerdo al anterior anélisis, este compuesto fue
identificado como el acetato de a-amirina (2), cuya
comparacion con la libreria NIST-08 mostré un 95%
de coincidencia.

Compuesto 3 (F.1.3.1): Sélido blanco (7,1 mg),
soluble en EdP y CHCI,, obtenido por CC utilizan-
do como fase mévil Hex:Me,CO (7:3). El espectro de
masas muestra una sefal a 430 uma, lo que es indi-
cativo de la sefal correspondiente al ion molecular.
Se observa el pico base con m/z 165 formado por
la ruptura del anillo saturado contiguo al anillo de
benceno sustituido. Se presentd el ion de m/z 205
relacionado con la pérdida de la cadena lateral hi-
drocarbonada. El andlisis por espectrometria de ma-
sas (EM) a 70 eV y la respectiva comparacion con la
biblioteca NIST-08 reporto un 96% de concordancia
con a-tocoferol (3).

Extracto soluble en Etanol

Las fracciones obtenidas del extracto EtOH por
fraccionamiento liquido-liquido (solubles en EdP,
diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcOEY) y
un residuo hidroalcohdlico) fueron monitoreadas
por CCD. La fraccion soluble en DCM resulté ser
mas promisoria dado que mostré un mejor perfil en

)

-

El Espectro de masas permitié establecer el patron de
fragmentacionenlacual se observé la presencia delion molecular
m/z 468, con la formula molecular, C
m/z 249, 218, 203, y 189 constituyeron a los denominados picos
diagndstico para esqueletos tipo amirina.

,H:,0,. Los fragmentos
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compuestos de interés (triterpenos y esteroides), a
razén de la prueba de Lieberman-Burchard y al reac-
tivo en placa con vainillina-H,SO,. A continuacién se
muestran los compuestos mayoritarios de la fraccion
soluble en DCM, separados por cromatografia en
columna empleando como fase mévil DCM-AcOEt
(7:3) e identificados por EM.

Compuesto 4 (F.1.4.1): Corresponde a un sélido
blanco que peso 6.3 mg, soluble en EdP y CHCI,,
eluido tras una CC cuya fase mévil fue DCM-AcOEt
(7:3) (Rf =0.64). Este compuesto fue revelado con Vai-
nillina-H,SO, y Lieberman-Burchard, dando prueba
positiva para ambos casos, indicando que probable-
mente se trata de un triterpeno.

El espectro de masas mostré el ion molecular
en m/z 426 acorde a la férmula molecular C,;H, O.
Se observa un pico de pequefa intensidad con m/z
411, correspondiente a la pérdida de un grupo CH,
a partir del ion molecular, siendo el pico base del es-
pectro m/z 218, el cual se forma tras una reaccion de
Retro Diels-Alder en el anillo C, a partir del cual se
originan los iones con m/z 203 por la pérdida de un
grupo CH, y m/z 189, debido a la pérdida del grupo
C,H, por la ruptura del enlace que une a los anillos
D y E. También se presenta un ion a m/z 207 que
contiene a los anillos Ay B. Los resultados obtenidos

estan en correspondencia con lo reportado por (Cé-
sar et al., 2009) para la a-amirina, cuya comparacién
con la libreria NIST-08 arrojo un 95% de coincidencia.

Compuesto 5 (F. 8.1.1): Corresponde a un séli-
do gris (4,1 mg) fue monitoreada por CCD utilizan-
do una mezcla de disolventes DCM-MeOH 8:2 (Rf =
0,68) y posteriormente revelada con Vainillina-H,SO,,
generando un punto de color morado, indicando la
presencia de terpenos, para lo cual se confirmd con
la prueba de Lieberman-Burchard.

En el espectro de masas muestra el perfil de frag-
mentacidn caracteristica de esteroides, en el cual se
observaron sefiales a m/z 396, correspondientes a un
fragmento del esteroide con una pérdida de una mo-
lécula de agua (m/z M*-18), (proveniente del grupo
OH de la posicién 3). Este fragmento sufre una nueva
fragmentacion dando origen al fragmento a m/z 255,
el cual se forma por la pérdida de la cadena lateral
unida carbono 17. Por otra parte, se ven claramente el
fragmento del esteroide a 273 m/z obtenido a partir
de la pérdida de la cadena lateral por parte del este-
roide original y la posterior perdida de una molécula
de agua (m/z M*-18), proveniente del grupo OH de la
posicion 3. De esta manera el compuesto 5 fue identi-
ficado como el y -sitosterol, cuya comparacién con la
libreria NIST-08 arrojo un 95% de coincidencia.

)

-

A nivel Colombia, es la primera vez que se realizan trabajos
con la especie vegetal Salvia leucantha, con lo cual se esté
contribuyendo de forma preliminar a la quimio- taxonomia del
género y de la familia; los compuestos identificados por CG-EM
son muy comunes en la mayoria de especies vegetales como en
las hojas de Pentacalia vaccinioides y en las hojas de propdleos.

J
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Evaluacién de la Capacidad Antioxidante

Se determiné la capacidad antioxidante de los
extractos crudos y fracciones obtenidas. Esta eva-
luacién se desarrollé mediante la determinacion
del IC,, a través de las curvas dosis-respuesta (Fi-
gura 2) generadas por el método de DPPH, cuyos
resultados se muestran en la Figura 3. Los datos
obtenidos fueron comparados frente a un patron
(acido ascdrbico), cuya concentracién inhibitoria
media fue 14.04 pg/mL (0,080 M). Asi mismo, el
extracto etandlico y sus fracciones derivadas exhi-
bieron valores bajos de capacidad antioxidante. Sin
embargo, al analizar el extracto soluble EdP se en-
contraron valores de IC,; més altos. El compuesto
3 mostré un valor molar de IC,; equivalente al del
patrén (0,08 M), lo cual concuerda con lo reportado
ya que se conoce que el a-tocoferol, un derivado
de la vitamina E, se encuentra catalogado como un
compuesto antioxidante.

DISCUSION

A nivel Colombia, es la primera vez que se rea-
lizan trabajos con la especie vegetal Salvia leu-
cantha, con lo cual se esté contribuyendo de forma
preliminar a la quimio- taxonomia del género y de
la familia; los compuestos identificados por CG-EM
son muy comunes en la mayoria de especies vege-
tales como en las hojas de Pentacalia vaccinioides y
en las hojas de propdleos (César et al., 2009). Dada
la abundancia reconocida de los triterpenos de ori-
gen vegetal, se han reportado diversas propieda-
des de estos compuestos dependientes de la dosis,
entre las que se resaltan el efecto anticancerigeno
(Reyes, 2007), funcién hepatica y biliar (Lopez-Ca-
rreras et al., 2012) y propiedades antihipertensivas y
antiinflamatorias (Bonkanka-Tabares, 2009).

El estudio fitoquimico preliminar realizado a
la especie Salvia leucantha dié como resultado la
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identificacién de triterpenoides como acetato de
lupeol, a-amirina, acetato de a-amirina y y -sitos-
terol, indicando que esta especie, al igual que otras
del mismo género y familia, son ricas en triterpe-
nos como Salvia argéntea (Lakhal et al., 2014), Sal-
via chinensis (Wang et al., 2009), Salvia multicaulis
(Ulubelen et al, 1998), Salvia viridis (Rungsimakan &
Rowan, 2014), Salvia glutinosa (Topcu et al., 1997) y
Salvia przewalskii (Xue et al., 2014).

Finalmente, se observa que la especie vegetal
Salvia leucantha presenta niveles relativamente ba-
jos de capacidad antioxidante, de acuerdo con los
resultados obtenidos mediante evaluacién por el
método de captacién de radicales DPPH. Algunas
especies del genero Salvia han mostrado actividad
antioxidante, tales como Salvia officinalis y Salvia
fruticosa (Kontogianni et al., 2013). Sin embargo, la
actividad de estas dos plantas fue correlacionada
con el contenido de fenoles presentes en los ex-
tractos (Kruma, Andjelkovic, Verhe, & Kreicbergs,
2008), mientras que en el caso de Salvia leucantha
el contenido de derivados de la vitamina E, mas
especificamente el compuesto 3 (a-tocoferol) fue
quien mostré bioactividad y dié buenos resultados
al ser comparados con el acido ascérbico; Estos re-
sultados estan acorde con lo reportado en la litera-
tura para todos los derivados de la vitamina E (Thoo
et al., 2013).
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