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1. RESUMEN DEL PROYECTO

La Salvia divinorum ha sido hasta ahora al igual que la marihuana, una de las
plantas psicotropicas de mayor interés para la comunidad cientifica internacional,
principalmente por poseer diterpenos que demuestran efectos farmacologicos
psicotropicos a muy bajas concentraciones. El principal objetivo de investigacion
en este proyecto fue la purificacion, identificacion y caracterizacion de la
Salvinorina A presente en Salvia divinorum cultivada en el vivero de la
Universidad. Este trabajo experimental estandariz6 una metodologia para su
aislamiento debido a que es una sustancia de abuso que actualmente se
comercializa en varias ciudades de Colombia. Se logré identificar el compuesto
activo por medio de las técnicas de resonancia magnética nuclear de una y dos
dimensiones (COSY, HSQC y HMBC).

Uno de los principales inconvenientes que esta propuesta de investigacion quiere
solventar, es la generacién de un estandar de trabajo que permita posteriormente
implementar métodos de valoracion en matrices bioldgicas. Estos métodos de
analisis generalmente consumen grandes cantidades de estandar y los precios
comerciales oscilan entre 200 y 300 ddélares por miligramo (sin tener en cuenta
valores de impuestos, transporte y precios de nacionalizacién). Se logré establecer
el cultivo en el vivero a partir de esquejes por un periodo de 4 meses y el
procedimiento de purificacién tuvo un buen resultado debido a que los andlisis
permiten concluir que la molécula purificada posee el nacleo de un diterpeno
neocloredano. Aungue la recoleccion del material vegetal no super6é los 130
gramos de hojas secas, se logré purificar suficiente cantidad de muestra para el
analisis espectroscopico.

Con estos resultados y observando la viabilidad del proyecto, se logra concluir que
el procedimiento es éptimo para posteriores analisis y como se especificé antes, la
generacion de estandares es una opcion de alto impacto para la continuacion de la
investigacion de esta planta.

Palabras Claves: Resonancia Magnética Nuclear, Cromatografia liquida, Salvia
divinorum, Salvinorina A.



1.1. ABSTRACT

Salvia divinorum has been so far as marijuana one of the greatest psychotropic
plants of interest for the international scientific community, mainly it does has
diterpenes that demonstrate pharmacological effects at very low concentrations.
The main idea of this research project was the purification, identification and
characterization of Salvinorin A from Salvia divinorum cultivated in the nursery of
the University. This experimental work standardized a methodology for the isolation
because it is a substance that has been abuse and currently marketed in several
cities in Colombia. It was possible to identify the active compound by the technics
of nuclear magnetic resonance in one and two dimensions (COSY, HSQC vy
HMBC).

One of the main issues that this research project aims to solve, it is the generation
of a working standard that allows to implement valuation methods in biological
matrices. These analysis methods usually consume large amounts of standard and
the commercial prices are between 200 and 300 dollars per milligram (regardless
taxes, transportation and nationalization rates). The cultivation grown successfully
in the nursery from the cuttings for a period of four months and the purification
procedure fared well because the analysis conclude that the purified molecule has
the core of a neocloredane diterpene. Although the collection of plant material did
not exceed 130 grams of dried leaves, it was possible to purify sufficient sample for
the spectroscopic analysis.

With these results and seeing the project's viability, it is conclude that the
procedure is optimal for further analysis as specified before, the generation of
standards is a high impact option for further research of this plant either.

Key Words: Nuclear magnetic resonance, Chromatography, Salvia divinorum,
Salvinorin A



2. INTRODUCCION

La planta Salvia divinorum es originaria de Oaxaca, México en donde ha sido
utilizada por generaciones como una droga que cuando se ingiere provoca un
estado modificado de conciencia. Los efectos de S. divinorum incluye movimientos
corporales incontrolados, cambios en la percepcion visual y principalmente risa no
controlada. Esta planta fue llevada a los EE.UU, pero solo recientemente gano
popularidad entre jovenes, estudiantes, universitarios y es normalmente conocida
como salvia en este pais. En Colombia es administrada por via inhalatoria,
generalmente a partir de un extracto de hojas que permite tener las sustancias en
mayor concentracion.

Debido al reciente uso descontrolado como sustancia psicotropica, su
comercializacién y distribucién se va haciendo cada vez mas comun entre los
colombianos y es relevante que existan grupos de investigaciones interesados en
aumentar el conocimiento cientifico de esta planta, acerca de los mecanismos de
biosintesis de los diterpenos como marcadores quimio-taxondmicos, condiciones
de crecimiento, enzimas involucradas en las rutas de sintesis, y principalmente su
potencial fitoquimico.

Algunos aspectos relevantes para el entendimiento de esta planta se mostraran
mas adelante acerca de su historia y como se conocieron, los componentes
principales que se encuentran en ella, algunos aspectos botanicos, morfologicos y
el alto potencial farmacolégico reportado. La quimica del principio activo se
describira en la discusion pues en esto consiste la investigaciéon. EI método
espectroscopico mas poderoso que fue empleado para la identificacion del
diterpeno aislado, fue resonancia magnética nuclear multidimensional.



3. DESCRIPCION DEL PROYECTO

3.1 Planteamiento de la pregunta o problema de investigacion

El uso de sustancias psicoactivas es un problema que es regulado por todos los
paises que manejan contanbando abundante de estupefacientes, sin embargo la
legizlacion en alguno paises presenta una tendencia debil para su consumo. La
cocaina y la marihuana son sustancias de abuso que han venido siendo usadas
por las dltimas 4 décadas, las cuales son comercializadas ilegalmente en casi todo
el mundo.

Colombia es un pais de vocacién agricola que por condiciones geograficas facilita
la produccion de materiales vegetales, pero ademas por su ubicacion puede ser
empleada para transportarla a diferentes regiones del planeta.

La evolucion de las sustancias de abuso han sufrido un crecimiento exponencial
en los ultimos 40 a 50 afos, asi como las drogas de sintesis tales como el popper,
el extasis, el LSD, el cristal y el Tu-Si-Bi (amplio uso en lo jovenes de estratos mas
altos), adquirieron gran receptividad en las generaciones mas recientes debido a
la presion social ejercida por los jovenes adictos y estas se convirtieron en
sustancias altamente usadas a pesar del control que hacen autoridades y los
padres de familia.

Salvia divinorum es una planta que a pesar de no producir alcaloides (que son los
metabolitos secundarios mas conocidos por sus efectos psicotropicos) tiene la
capacidad de producir unos compuestos derivados de la ruta metabdlica de la
deoxi-xilulosa fosfato llamados diterpenos. Estd es una planta con un poder
psicoticomimetico fuerte y cuyo uso se esta extendiendo por diferentes lugares del
mundo. Muy pocos gobiernos (entre estos el gobierno colombiano) saben de su
existencia y casi que en ningun pais del mundo existe legislacion para controlar su
produccion y distribucion. Debido a esto, en los paises de Sur américa su venta no
es ilegal, incluso en Colombia se esta comercializando en las ciudades principales
y Su uso aun no ha sido reportado en la ley 30 de 1986 como restringido.

En el sur de Colombia ya se ha evidenciado que su venta es asequible para todo
tipo de publico. Recientemente el periddico, El Pais, publico una noticia sobre
como son las alucinaciones y sus efectos y en qué lugares se puede estar
comercializando esta planta. Adicionalmente en este articulo también se aprecian



varios comentarios de una joven que protagonizo una experiencia donde
describio los canales de distribucién mas frecuentes (Lopez & Lopez, 2014)

Siendo el componente principal una sustancia de abuso poco conocida para las
autoridades nacionales y teniendo en cuenta que ninguno de los laboratorios que
prestan servicios de andlisis en el pais e incluso los laboratorios del instituto
nacional de medicina legal y ciencias forenses tienen establecido un método para
valorar esta sustancia, se definio que el objetivo de la propuesta de investigacion
debe enfocarse en aislar, purificar e identificar la Salvinorina A en material vegetal
gue se cultivo.

Ademas de implementar una metodologia de identifiacion, tambien se establecio
gue una de las razones principales por la cuales la investigacion es viable, se debe
a que espera encontrar otra accion farmacologica de tipo terapeutico y no
psicoactivo en el componente principal o en otro comoponente metabolizado por la
planta. Sin embargo se encontro que para aislar e identificar esta sustancia el
estandar presentaba un alto precio. Después de una revision superficial entre las
empresas de productos quimicos mas reconocidas en el mundo, como sigma-
aldrich se observo que 1 mg de Salvinorina A (con una pureza del 98%) puede
oscilar entre 200 y 300 dolares, lo cual podria hacerlo no solamente inviable para
soportar proyectos de grado posteriores, sino ademas una posible fuente de
produccién de estandares para laboratorio de analisis.



3.2 Marco teérico y estado de arte

3.2.1 Historia

En 1962 dos etno-farmacoélogos llamados Hoffman y Watson, hicieron una
expedicion a Oaxaca, México. Durante la investigacion, recolectaron diferentes
especimenes de plantas usadas por los chamanes Mazatecas. La expedicion
consistia en el entendimiento del uso de estas especies con respecto a la cultura
histérica. Ellos tuvieron acceso a obtener el espécimen para realizar la descripcion
cientifica. (Casselman, Nock, WohIimuth, Weatherby, & Heinrich, 2014)

S. divinorum es una planta tradicional de la familia de la salvia que ha sido usada
tradicionalmente en practicas espirituales y etnofarmacologicas por los nativos
mazatecas con la finalidad de generar experiencias alucinégenas o misticas. Esta
planta también fue usada para el tratamiento de una enfermedad semi-magica
conocida como “panzén de barrego”, o “vientre hinchado” que era causado por una
fuente diabdlica.

La Salvia divinorum tiene la capacidad de producir varios diterpenos
neocloredanos que se han aislado e identificado. Los primeros componentes que
se aislaron fueron la salvinorina A y la salvinorina B (Ver figura 1).
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Figura 1. Estructura de la Salvinorina A y la Salvinorina B.

Posterior al aislamiento e identificacién de la Salvinorina A, fueron aisladas otras
salvinorinas, pero también fue demostrado que estas no presentaban una
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actividad psicotropica. Otros diterpenos neocloredanos que se aislaron de la
planta fueron las salvinorinas C-F (Ver figura 2), y divinatorinas A-C (Ver figura 3).
Ultimos estudios realizados por investigadores en fitoquimica, identificaron
salvinicin A y B casi siempre en cantidades muy pequeias. (Ver figura 1)

(Prisinzano, 2005)
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Figura 2. Estructura de la Salvinorina C, Salvinorina D, Salvinorina E, Salvinorina

F.
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3.2.2 Diterpenos y andlisis estructural de Salvinorina A

Los terpeniodes se encuentran entre los metabolitos secundarios mas abundantes
en las plantas. Casi todos los terpenoides son el resultado de la unidon de
isopentanil pirofosfato (IPP) y dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Se pensaba que la
Unica ruta involucrada en la sintesis de este grupo de moléculas, era la ruta del
mevalonato, sin embargo investigadores demostraron la nueva ruta involucrada
deoxi-xilulosa fosfato (DOX).

Desde el punto de vista estructural, la Salvinorina A es una molécula que presenta
unas caracteristicas particulares, estd compuesta principalmente por un nucleo
terpénico que contiene 3 anillos de seis miembros. Con el fin de puntualizar
aquellas caracteristicas estructurales se van a mencionar los grupos funcionales
de mayor relevancia. En la posicién 2 (C-2) hay un grupo acetoxi, en la posicién 4
(C-4) un metilester y en la posiciéon 12 (C-12) se encuentra un anillo furanico. En la
posicion 17 (C-17) se encuentra un éster y en la posicién 1 (C-1) una cetona(Ver
figura 1).

Recientes estudios han demostrado que la Salvinorina A esta compartimentada
con los tricomas glandulares localizados en el lado abacial de las hojas de la
planta. Desde que los monoterpenos son producidos en los tricomas glandulares
estos normalmente se derivan de la ruta DOX. (Kutrzeba, Dayan, Howell, Feng,
Giner, & Zjawiony, 2007)

.. . Divinatorina B Divinatorina C
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Figura 3. Estructura de la Divinatorina A, Divinatorina B, Divinatorina C.
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Figura 4. Estructura de la Salvinicina A y Salvinicina B.

Imagen 1. Micrografias electronicas de barrido mostrando los tricomas de la Salvia
divinorum. (A) un area intravenosa de la superficie abacial de la hoja con varios
tricomas peltados glandulares visibles. Varios se encuentran hundidos ligeramente
en la epidermis. La escala es de 100 um. (B) un tricoma peltado glandular en la
superficie abacial foliar. La cuticula se rompe, revelando la secrecién resinosa rica
en salvinorina que se acumula en la cavidad subcuticular. La apariencia esponjosa
de la secrecion sugiere que se acumula como una emulsidn heterogénea. Escala
de 10 pm. (Siebert, Localization of Salvinorin A and Related Compounds in
Glandular Trichomes of the Psychoactive Sage, Salvia divinorum, 2004)
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3.2.3 Botéanica de la Salvia divinorum

En el estado de Oaxaca se encuentra la sierra mazateca, la cual cuenta con un
area y condiciones tropicales. El tipo de ecosistema tiene humedad alta, y una
constante neblina. Se ha registrado que la S.divinorum se encuentra en una altitud
de aproximadamente 500 a 1500 m.

La planta crece aproximadamente 1.5 m de altura, las hojas tiene una longitud de
10-25 cm, y una anchura entre 5-10 cm. Presentan una forma eliptica y el borde es
en forma de serrucho. Numerosos tricomas glandulares y no-glandulares estan
presentes en el haz de las hojas, las flores tienen corolas blancas con calices
morados. Las flores tienen una longitud de 3 0 4 cm y crecen en paniculas de 20 o
30 flores (Casselman, Nock, Wohlmuth, Weatherby, & Heinrich, 2014). Algunos
reportes etnograficos mencionan que la S. divinorum crece a partir de semillas, sin
embargo no se ha observado en el estado salvaje de la planta una actividad de
polinizacién consistente. (Reisfield, 1993)

Imagen 2. Fotografia de la Salvia divinorum tomada en el vivero de la Universidad
Icesi.
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3.2.4 Farmacologia de la Salvia divinorum

La salvinorina A es un diterpenoide no-nitrogenado neocloredano, la cual es el
compuesto mayoritario en la planta, y la que posee los efectos psicotrépicos mas
potentes por tener una fuerte afinidad al receptor Kappa opioide a concentraciones
nano molares. Actla en el receptor Kappa opioide como agonista selectivo, que a
su vez se encuentra unido a proteinas G y también reciben el nombre de KOP,.
Producen una analgesia periférica grande aunque también pueden causar
analgesia central pero su efecto es menor. Los principales efectos funcionales de
estos receptores son: constriccién pupilar, motilidad gastrointestinal reducida, tiene
un fuerte efecto de disforia y alucinaciones (visuales, auditivas y tactiles) y produce
una fuerte sedacion, sin embargo no produce dependencia fisica. (Lee, et al.,
2005)

Esta es una sustancia psicoticomimetica, la cual afecta al pensamiento, la
percepcion y el estado de animo, sin producir una estimulaciéon o depresion
psicomotora significativa. Los pensamientos y las percepciones tienden a
distorsionarse y a adquirir una forma onirica, en lugar de agudizarse o difuminarse
simplemente, y el cambio del estado de animo es mas complejo que una simple
desviacion hacia la euforia o la depresién. (H & M, 2012)

La Salvinorina A es la Unica estructura agonista selectivo para los receptores k-
opioides, y también genera efectos farmacodinamicos como una buena eficacia y
una baja tendencia a causar desensibilizacién en el receptor. Se ha comparado la
Salvinorina A, con otras drogas de abuso, dentro de las cuales se encuentra la
ketamina que ejerce también un efecto alucinégeno, sin embargo esta actia en los
receptores NMDA ( N-metil-D-aspartato) y no presenta el mismo mecanismo de
accion. (Butelman, Rus, Prizinsano, & Kreek, 2010)

Estos receptores representan el sustrato neurobiolégico comdn que media las
propiedades reforzadoras de la mayoria de las drogas de abuso asi como la
dependencia fisica, sin embargo los receptores kappa presentan efectos
psicoticomimeticos disforicos (sensacion de desorientacion, miedo, ansiedad y
despersonalizacion) y no causan una dependencia fisica.

El mecanismo de accién de estos receptores funciona de la siguiente manera.
Tras la estimulacion de estos se produce una inhibicion de la actividad de la
adenilciclasa, con reduccion de la concentracion del AMPc y de la actividad de la
proteinquinasa dependiente de AMPc o PKA, lo que resulta una disminucion de la
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fosforilacion de la proteina. Se produce ademas una facilitacion del cierre de los
canales de calcio en las neuronas presinapticas, por lo que reduce la liberacion de
neurotransmisor, asi como, la apertura de los canales de potasio (GIRK) de las
neuronas presinapticas, lo que provoca una despolarizacion de la membrana y
como consecuencia una reduccion de su actividad resultando una reduccién de su
activacion. Por tanto, son receptores que median acciones inhibitorias. La
administracion continua de opioides produce cambios moleculares y de la
expresion génica que son los responsables de los fendbmenos de tolerancia,
dependencia y abstinencia. (Butelman, Rus, Prizinsano, & Kreek, 2010)

‘

Figura 5. Interacciones de la Salvinorina A con los sitios del receptor opioide
kappa, mediada por la técnica de docking para observar dicha interaccion. (Kane
B. , Nieto, McCurdy, & Ferguson, 2006 )
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3.2.5 Ensayos clinicos

La planta Salvia divinorum posee poca utilidad, se han desarrollado
investigaciones con el fin de hallar nuevos horizontes de aplicacién y los ensayos
clinicos que se han venido realizando son pocos, sin embargo a la vez arrojan
cierta informacion necesaria para el entendimiento de la misma. Segun la pagina
de Clinical trials (Mendelson, 2013), la cual presta un servicio de los institutos
nacionales de salud de los estados unidos de américa, indica 3 estudios realizados
de la Salvinorina A. Uno de ellos trata sobre un estudio que se realizé a personas
gue han tenido experiencia con la Salvia divinorum y se analiz6 la dosis tolerable
sublingual de la Salvinorina A entre un rango de 100 a 400 pg. Durante el estudio
la dosis iba en incremento, y se incluia un control con placebo, sin embargo los
resultados no se presentaban directamente en la pagina y por ende no se puede
concluir cual es la dosis tolerable por via sublingual. El otro estudio consistié en
evaluar las propiedades y la bioseguridad de un medicamento llamado Soline®
gue contiene Salvinorina A junto con otras plantas chinas llamadas lycium, Chenpi
y Dihuang, sin embargd no se especifica la familia de cada una de ellas. Los
resultados de dicho estudio no se han publicado puesto que su informacion no ha
sido verificada aun. El ultimo estudio busca mostrar los efectos que presenta la
Salvinorina A, con fin de aportar algunos datos a la alianza nacional de
investigacion de esquizofrenia y depresion, los resultados de dichas
investigaciones tampoco han sido publicados debido a que no se han reclutado
todos los participantes y el estudio tiene como objetivo terminar para agosto del
2015. (Mendelson, 2013)

3.2.6 Métodos de analisis para el aislamiento y elucidacién estructural de
metabolitos secundarios de plantas
3.2.6.1 Cromatografia liquida en columna

La cromatografia consiste en un sistema conformado por una fase movil y una
fase estacionaria. Dependiendo de la fase movil, se clasifica la técnica
cromatografia a usar. Si es liquida se designa cromatografia liquida, si la fase es
gaseosa, se denomina cromatografia de gases. Segun la fase estacionaria
también se clasifican dos tipos de cromatografia: la cromatografia laminar o plana
y la cromatografia en columna. La cromatografia liquida laminar o plana, consiste
en la fase movil que fluye a través de una fase estacionaria dispuesta en forma
laminar o plana, de alli su nombre, y el flujo ocurre por capilaridad; en la
cromatografia liquida en columna, la fase estacionaria esta conformada por
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pequefias particulas que rellenan un tubo o una columna. Esta columna es
generalmente de vidrio borosilicato, acero u otro material inerte.

Las columnas empacadas contienen un liquido no volatil depositado en particulas
finas de soporte solido inerte. El soporte debe ser de un material resistente en
particulas pequefias de forma constante, con gran area superficial. La mayoria de
los soportes son de diatomita, consistente en los esqueletos de silice de las algas
microscopicas denominadas diatomeas. El soporte no debe interactuar al minimo
con los solutos. Un ejemplo de estas silices y que ademas hay actualmente unas
gue presentan una alta pureza, es la Sephadex LH-20 la cual se usé para aislar la
molécula de esta investigacion. Esta silice se usa en cromatografia liquida y esta
diseflada para moléculas presentes en los productos naturales como los
esteroides, terpenos, lipidos y péptidos de bajo peso molecular. La ventaja de
estas silices de alta pureza es que son Uutiles tanto a escala analitica e industrial
debido a que su composicion esta basada en reticulos de dextrano que han sido
hidroxipropilados para producir un cromatografia media, es decir, que presentan
un caracter hidréfilo y lipofilo, esto hace que tenga un caracter dual de polaridad y
asi pueda interactuar con solventes organicos y agua. (Healthcare, 2007)

Existen columnas tubulares abiertas que son mucho mas estrechas y suelen ser
mucho mas largas que las columnas empacadas. El disefio tubular abierto
proporciona mayor resolucién, menor tiempo de analisis y mayor sensibilidad que
las columnas empacadas, pero con él se maneja una cantidad de muestra
considerable menor. El aumento de la resolucion se debe a que la longitud de
la columna es mayor, con lo que aumenta el nimero de platos teéricos por unidad
de longitud (Daniel, 2001 )

3.2.6.2 Teoria de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia RMN ayuda a identificar la estructura primaria de un compuesto
organico. Los nucleos que tienen una cantidad impar de protones o un numero
impar de neutrones tienen propiedades magnéticas como lo indica un valor de su
namero cuantico de espin distinto a cero. Un nucleo que gira con propiedades
magnéticas genera un campo magnético, en forma parecida al campo magnético
gue produce un pequefio iman de barra. En ausencia de un campo magnético
aplicado, los momentos magnéticos asociados con los spines nucleares tiene
orientacion aleatoria. Sin embargo, cuando se coloca entre polos de un iman
potente, los momentos magnéticos nucleares se alinean ya sea a favor o contra el
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campo aplicado. Los que se alinean con el campo estan en el estado espin alfa,
de menor energia; los que se alinean contra el campo estan en el estado espin
beta, de mayor energia porque se necesita mas energia para alinear el estado
espin beta.

La radiacibn que se usa para suministrar energia esta en la region de
radiofrecuencia (rf) del espectro electromagnético. Cuando los nucleos absorben
radiacion de radiofrecuencia invierten rapidamente su espin y al hacerlo generan
sefales cuya frecuencia depende de la diferencia de energias entre los estados de
espin alfa y beta. El espectrometro RMN detecta esas sefales y las muestra en
forma de una gréfica de frecuencia de sefial contra intensidad. Se dice que los
nucleos estan en resonancia con la radiacion de rf y de aqui el término “resonancia
magneética nuclear”.

Los espectrometros de RMN actuales funcionan con frecuencia entre el rango 60 a
900 MHz. Mientras mayor sea la frecuencia de operacion del instrumento mejor
sera la resolucién del espectro. (Yurkanis Bruice, 2008)
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general.

Identificar, purificar y caracterizar la Salvinorina A, a partir de Salvia divinorum
cultivada en la Universidad Icesi.

4.2 Objetivos especificos.

w

Obtener el material vegetal que previamente se cultivd en los espacios
destinados por la universidad Icesi.

Purificar la Salvinorina A presente en las hojas de Salvia divinorum
Caracterizar la Salvinorina A por medio de métodos espectroscopicos
Continuar la evaluacion de la molécula para conocer si esta presenta
alguna actividad terapéutica.
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5. Metodologia propuesta

5.1 Obtencion del material vegetal

1.

2.

Conseguir el material vegetal el cual va ser sembrado por medio de
esquejes.

Tomar esquejes pequefios a partir de la planta madre. (corte de 2 a 8
pulgadas de largo), cortar justo por debajo de un nodo.

Enraizar los esquejes, cada uno en una maceta individual. Con abono
especializado.

. Cuando los esquejes tienen varias raices 1-2 cm de largo

(aproximadamente 2 semanas), resembrar en suelo adecuado humedo
para evitar que se marchiten.

Riego constante y con humedad relativa superior a 50%.

la zona de siembra debe ser con luz de sombra y la luz solar filtrada, el
rango de temperatura debe ser entre 15 - 27 ° C (60 - 80 F). Cultivada
puede crecer rapido hasta 2 metros en 6 meses.

5.2 Extraccion de los componentes no volatiles de la Salvia divinorum

N

Pesar el material vegetal

. Adicionar el material vegetal a un Beaker de 600 mL,
. Adicionar un volumen suficiente de solvente adecuado (en polaridad

creciente: Hexano, Diclorometano, Acetato de etilo, Metanol y acetona),
de tal forma que cubra el material vegetal.

Colocar el Beaker en un bafio de ultrasonido por 20 minutos, sin
necesidad de control de temperatura.

Filtrar con papel y embudo de porcelana, de modo que el marco quede
libre de solvente.

El material vegetal se vuelve a sonicar por otros 20 minutos. Repita la
adicion de solvente al material vegetal hasta que el filtrado salga
translucido, esto es con el fin de obtener mayor rendimiento.
Rotavaporar el filtrado.

. Concentrar el filtrado en una Beaker de 50 mL, rotular y guardar en la

nevera.

. Adicionar el siguiente solvente en polaridad y repetir nuevamente el

proceso de extraccion. De esta manera se obtendran cinco fracciones
de polaridad creciente.

10.Realizar una TLC, sembrando las cinco fracciones.
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11.Desarrollar la placa en una camara de vidrio, donde habra una mezcla

de los solventes con polaridad adecuada para el arrastre. El mejor
eluente es una mezcla de Hexano:Acetato de etilo (1:1).

12.Revelar la placa con el reactivo de vainillina, en una plancha de

calentamiento, colocar la placa y proporcionar calor para que se pueda
revelar los diterpenos de la planta.

13.Definir cual solvente es mas afin para la extraccion. El color

representativo que resalta a las salvinorinas es el morado-rosaceo.

5.3 Extraccion por medio de cromatografia en columna clasica.

1.

Tomar una columna de diametro adecuado, colocar en su extremo
inferior un poco de algodén

rellenar con silica con un tamafio de particula de 0.04 — 0.063 mm.
Hacer vacio por el extremo fino a la vez que se vibra de forma que el
soporte solido se empaque homogéneamente.

Se adiciona el extracto de salvia con el mejor solvente a un balén para
rotavaporar de 25 mL con silica con un tamafio de particula de 0.04 —
0.063 mm. Rotavaporar todo el solvente

Afadir en torno a un centimetro y medio de cabeza seca

Volver a rellenar con silica apropiadamente 4 cm mas de silica y en el
extremo superior poner un poco de algodoén.

Para la separacion, se van a trabajar varias proporciones de la mezcla
n-hexano y acetato de etilo.
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Hexano (mL) AcOEt (mL)

100 0

90 10
80 20
70 30
60 40
50 50
40 50
30 70

Tabla 1. Diferentes proporciones de solventes para la separacion y
purificacion de Salvinorina A.

8. Concentrar el filtrado de todas las fracciones en tubos de ensayo

diferentes y rotular. Realizar TLC para verificar cual es la mejor elucion.

9. Almacenar en el congelador.

10.Realizar otra columna con una silica gel 60 con tamafio de particula de

0.015 - 0.040 mm.

11.Anadir una cabeza humeda con la mezcla almacenada.

12.Eludir con las siguientes concentraciones: Hexano: AcOEt (50:50),
Hexano: AcOEt (40:60), Hexano: AcOEt (30:70).

13.Realizar TLC, y sembrar de 3en 3 (1, 4,7, 10....)

14.Finalizar la extraccion con otro arrastre por cromatografia de columna,

con los siguientes solventes: Metanol, acetona y agua.

5.4 Anadlisis de los espectros de RMN

1. Los resultados de los experimentos de RMN (*H ,**C y COSY, HSQC,

HMBC) son ejecutados por la Universidad del valle.
2. Analizar los espectros por medio del programa MestReNova

23



6. Resultados

Después de recolectar el material vegetal, el cual tuvo un éptimo crecimiento, se
procedio a secar las hojas recolectadas, por lo tanto se siguio con la extraccion de
los solventes propuestos en la metodologia expuesta. Luego de realizar la
extraccion se prosiguid con la separacion como se aprecia en la IMAGEN 2. Se
aprecia que las mejores bandas de la cromatografia planar fueron obtenidas con
diclorometano y acetato de etilo. Se decidio continuar con el diclorometano puesto
que este presentaba la banda del color caracteristico de la Salvinorina A
comparada con la literatura investigada. (Jhon & Hiran, 2009)

Posteriormente, se trabajé con la columna cromatografica rellena de silica con
tamafo de particula de 0.04-0.063 mm. Por esta columna se realizaron diversos
corridos a distintas concentraciones para generar una mejor extraccion del
compuesto de interés. Se aprecid0 que las mejores disoluciones fueron la de
hexano: acetato de etilo (4:6) y hexano: acetato de etilo (5:5). A las fracciones
obtenidas anteriormente se les realiz6 nuevamente una separacién por medio de
otra columna cromatografica rellena de silica gel con tamafio de particula de
menor tamafio para aumentar la resolucion del sistema (0.015-0.04 mm) con el fin
de poder separar mejor el analito.

Posteriormente, se trabajé con la columna cromatografica rellena de silica con
tamafio de particula de 0.04-0.063 mm. Por esta columna se realizaron diversos
corridos a distintas concentraciones para generar una mejor extraccion del
compuesto de interés. Se aprecid que las mejores disoluciones fueron la de
hexano: acetato de etilo (4:6) y hexano: acetato de etilo (5:5). A las fracciones
obtenidas anteriormente se les realiz6 nuevamente una separacién por medio de
otra columna cromatografica rellena de silica gel con tamafio de particula de
menor tamafno para aumentar la resolucion del sistema (0.015-0.04 mm) con el fin
de poder separar mejor el analito.
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6.1 Cromatografia planar

Imagen 3. Cromatoplaca de las muestras extraidas con Hexano, Diclorometano,
metanol, acetato de etilo y acetona, usando como eluente Hexano: Acetato de etilo
(1:2).

Se recolectaron 109 tubos de ensayos y se realizd6 una TLC siguiendo el
procedimiento descrito. Como eran muchas muestras en donde se encontraba la
molécula, se mezclaron las muestras de la siguiente manera; los tubos del 11 al 18
se combinaron y estd muestra fue secada al vacio. Luego se combinaron del tubo
25 al 55y del 56 al 79, a estas dos muestras se les realizd el mismo procedimiento
de la fraccion anterior y fueron nuevamente secadas al vacio. Las demas muestras
no mostraron presencia de Salvinorina A por lo consiguiente no se decidieron
tener en cuenta, esto fue confirmado por medio de una TLC que se realizo.
Finalmente las muestras fueron rotuladas respectivamente (Imagen 4).
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Imagen 4. Cromatoplaca de las fracciones obtenidas por cromatografia de
columna

Dichas muestras rotuladas se solubilizaron en acetona y se mezclé el tubo (26-55)
con el tubo (11 — 18) para obtener una sola fraccion. A esta nueva mezcla se le
adicion6 una solucién de hexano: acetato de etilo (6:3) para obtener una muestra
mas pura, esta presenté un precipitado. Este precipitado se le lavo con el fin de
obtener la maxima pureza del analito posible.

En conclusion para terminar la purificacion se realizé otra columna con un relleno
polimérico llamado Lipophilic Sephadex LH 20 (25 -100 um), con el fin de realizar
una cromatografia de exclusién por tamafio molecular con el propdsito de obtener
la molécula mas concentrada y pura. Dichas fracciones se eluyeron con diferentes
fase moviles para finalizar el proceso de purificacion, las fases méviles fueron:
Agua: metanol (1:1), metanol, Agua: acetona (1:1) y acetona. Al realizar este
procedimiento se observa en la imagen 5, que todas las extracciones presentaban
la molécula. Al final las muestras que contenian agua se liofilizaron para retirar el
agua presente y obtener asi una muestra concentrada con Salvinorina A. La
muestra se dispuso para analisis RMN de 1y 2 dimensiones.
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Imagen 5. Cromatoplaca de las fracciones diluidas en acetona y metanol.

Los resultados obtenidos por medio de la técnica de RMN se mostraran a

continuacion.

6.2 Espectros de RMN de *C

4E+07

3E+07

2E+07

r1E+07

r-1E+07
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T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110
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T
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Imagen 6. Resultado del espectro RMN Carbono 13 (*3C) de la Salvinorina A en

cloroformo.

27



Carbonos | Desplazamiento | H's | Integracién | Tipo de
quimico carbono

20 15.22 1 1.00 q
19 16.41 1 1.06 q
7 18.16 1 0.72 s
22 20.57 1 1.00 q
3 30.80 1 0.84 t
9 35.48 1 0.66 p
6 38.19 1 0.99 t
5 42.12 1 0.72 p
11 43.43 1 1.07 t
8 51.42 1 0.67 s
23 51.98 1 0.98 q
4 53.62 1 0.78 S
10 64.12 1 0.78 (S
12 72.06 1 0.89 s
2 75.05 1 1.11 s
14 108.39 1 0.80 S
13 125.26 1 0.42 p
16 139.44 1 0.71 S
15 143.73 1 0.86 s
21 169.99 1 0.03 p
17 171.13 1 0.43 p
18 171.56 1 0.77 p
1 202.02 1 0.49 p
Tablas 2.

Datos de cada carbono que se expresan en el espectro de *C
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6.3 Espectros de RMN de *H
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Imagen 7. Espectro RMN proténico (*H) de la Salvinorina A, analizado por el

programa MestReNova.
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Protones Desplazamiento | Integracion Clase J's
quimico

16 7.43 1.00 m

15 7.29 1.22 S

14 6.41 0.49 m

12a 5.56 0.52 dd 5.16, 5.16

2B 5.18 0.54 t 9.52

23 3.76 1.86 S

4B 2.78 0.53 t 8.24

lla 2.54 0.55 dd 5.16, 5.16

3 2.33 1.18 dd 9.8, 5.32

22,10,7 2.20 3.02 S

8 2.10 0.64 dd 2.48, 0.92

6B 1.82 0.86 d 12.96
11.34,

78,6,118 1.62 2.81 m 11.36,
12.76

20 1.49 2.11

19 1.15 1.83

Tablas 3. Datos de cada hidrogeno que se expresan en el espectro.
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Imagen 8. Espectro RMN HSQC (*H-'3C) de la Salvinorina A, analizado por el
programa MestReNova.
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Imagen 9. Espectro RMN COSY (*H-'H) de la Salvinorina A, analizado por el
programa MestReNova.
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Imagen 10. Espectro RMN HMBC (*H-'3C) de la Salvinorina A, analizado por el

programa MestReNova.
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Figura 7. Estructura de la molécula propuesta mediante el andlisis de los
espectros de 1y 2 dimensiones (*H, *C, COSY, HSQC y HMBC).
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7. Discusién

De acuerdo con los resultados de la universidad del valle, se analizaron para
obtener la molécula propuesta (Figura 7). Los espectros de *H, *C, COSY, HSQC
y HMBC fueron analizados por medio del programa MestReNova y con ello se
sacaron las conclusiones y una prediccion de la molécula. Se analizaron las
sefales caracteristicas de la Salvinorina A comparando todos los espectros. Se
logra observar que existe una similitud entre C-19 y C-20 debido a que ambos
indican grupos metilos, estos arrojan las seflales de 16.41 y 15.22 ppm
respectivamente en el espectro de carbono 13, sin embargo se asigna la sefal de
15.22 ppm al carbono 20 debido a que este no esta siendo afectado
electronegativamente por ningun grupo a diferencia del carbono 19 que se
encuentra cerca al éster carbonilo (C-17). Ademas estos dos grupos metilos
presentaban correlacion a un centro cuaternario, a dos metinos y a un metileno;
uno de estos grupos metino (C-4 o C-8, con sefiales de 53.62 y 51,42 ppm) en
ambos casos presentan un éster y un grupo metileno, mientras que el otro metino
(C-10, con sefal de 64.12 ppm) era comun a ambos grupos metilos. Los otros dos
grupos metilos C-22 y C-23 (sefiales de 20.57 y 51.98 ppm) se diferencian
claramente debido a que el segundo presenta una sefial de unién a un oxigeno, lo
gue diferencia este grupo metilo del otro. La asignacion del metilo (C-19), fue
hecha ademas sobre la base de una fuerte correlacion observada en el espectro
HMBC (Imagen 11), debido a que la sefial de este metilo mostro correlacién al
acetiloxi (C-4), al carbono cuaternario (C-5), al metileno (C-6) y al metino (C-10).
Mientras que C-20 presentaba correlacion al metino (C-8), al carbono cuaternario
(C-9), al metino (C-10) y al metileno (C-11).

Siguiendo con las sefiales del espectro *C, se analizaron 4 grupos metilenos C-3,
C-6, C-7 y C-11 con sus respectivas sefales de 30.80, 35.48, 18.16 y 42.12 ppm
y la asignacion de los protones diastereotopicos se realizd sobre la base de los
valores de J que se obtuvieron mediante la evaluacién del espectro ‘H. Para
explicar cada sefial se hizo relacion también con el espectro HSQC (Imagen 9),y a
su vez también se analizé el espectro HMBC (Imagen 11). Respecto al metileno C-
3, se observa en el HSQC, que este tiene correlacion una sefial protdnica las cual
fue 2.33 ppm que se aprecia en la tablas 3, y para rectificar esta sefal se analizo
el respectivo espectro HMBC el cual nos indico que este protdn mostro correlacion
a la cetona (C-1), al metil éster (C-2), al acetiloxi (C-4), al carbono cuaternario (C-
5) y al metilo (C-22) respectivamente. Para designar la posicion de los hidrogenos
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de este metileno se analizaron las constantes de acoplamiento de cada protén y
se comparé con las de los protones vecinos para determinar también su posicion.
Los atomos axiales muestran mayores constantes de acoplamiento que los
atomos ecuatoriales, esto es segun la relacién que presentan entre la constante de
acoplamiento (J) (Pretsch, CLerc, Seibl, & Simon, 1980) y el angulo dihedral de
torsion que se presenta por RMN, esto se evalla mediante la ecuacion de Karplus
(Riech, 2010) .El rango de las constantes de acoplamientos vecinales de los
compuestos aliciclicos saturados son: Jaxax = 8...13, Jegax = 2...6, Jegeq = 2...5.
(Pretsch, ClLerc, Seibl, & Simon, 1980). Para mayor facilidad en el nombramiento
de la posicion del proton, se denomina a a la posicion ecuatorial y 3 a la posicion
axial (Belsner, Buchele, Werz, & Simmet, 2003). Teniendo esto en cuenta, se
asignaron las orientaciones de los protones del metileno C-3 (Jzq = 5.32 y J3g =
9.8). Con dichas asignaciones, también se concluyeron las orientaciones de los
metino C-2 y C-4.

Siguiendo con el metileno C-6, al igual que el carbono anterior, este presenta dos
sefales debido a que un hidrogeno tiene orientacion axial y el otro hidrogeno es de
orientacién ecuatorial. Para explicar la sefial de 1.82 ppm de uno de estos
carbonos se observa que segun el espectro HMBC esté esta correlacionado a C-5,
C-8 y C-10 aunque sus sefiales sean débiles en este espectro, en COSY este
presentaba correlacién con el hidrogeno del metileno C-7 rectificando la eleccion
de dicho carbono. El otro carbono que se encontraba a sefial de 1.62 ppm,
presento las mismas correlaciones, sin embargo se rectificd su justificacion por
medio del espectro HSQC (Imagen 8).

Con la justificacion del siguiente metileno C-7, este presenté caracteristicas
similares al metileno C-6, pero una de sus sefiales se desplego a diferente
desplazamiento. El primer proton se observaba en la sefial 1.62 ppm que a su vez
también habia mostrado expresion de uno de los carbonos de C-6 y C-11 como se
evidencia en el espectro HSQC (Imagen 8). Dicha sefial mostro correlacion segun
HMBC a C-8, C-9 y C-20. La siguiente sefial del otro proton C-7 se encontro a 2.20
ppm gue estd a su vez estaba correlacionada con la sefial del metilo C-22, sin
embargo en HMBC se hallaba correlacionado a C-6, C-8, C-9 y C-20.

Finalmente el metileno C-11 que también presentdé dos sefales separadas, se
identific6 por HMBC el cual como se menciond anteriormente a 1.62 ppm estaba
correlacionado a C-9, C-12 y C-13. El otro proton presenté una sefial a 2.54 ppm,
donde esta sefial era un doble doblete, y que segun HMBC se correlacionaba a C-
9, C-8 y C-20. Se asignaron las orientaciones de los protones del metileno C-11
de acuerdo sus constantes de acoplamiento halladas (J11¢ = 5.16 y J3g = 12.76).
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Con dichas asignaciones, también se concluyd la orientacion del metino C-12.
Todas las sefiales también se justiciaron por medio de HSQC y presentaron
coherencia entre los espectro presentados. Continuando con las sefales del
espectro, hay presencia de grupos éster que son: C-17 con sefial de 171.13, C-18
con sefial de 171.56 y C-21 con sefal de 169.99.

La sefal del hidrégeno del metil éster (C-2), por otra parte, mostré correlaciones
confirmadas por HMBC al carbonilo de la cetona (C-1), al carbonilo de etilo (C-21),
gue a su vez se correlaciona al grupo de acetato de metilo (C-22) y al metileno (C-
3). Adicional a esto, hubo correlacion entre la sefial de hidrégeno del grupo
metoxilo (C-23) con el éster carbonilo (C-17), y de la sefial de hidrégeno de (C-8)
con el carbonilo de la lactona (C-18). Otra sefial que fue crucial para la asignacién
la prediccion de la molécula fue el hidrogeno del metino (C-12). Este hidrogeno
también presento correlaciones COSY con los dos hidrégenos del metileno C-11.
Correlaciones COSY utiles también se observaron entre los C-4 y el grupo
metileno C-3, adicional a esto él hidrogeno del C-4 mostro correlacion HMBC con
carbono cuaternario (C-5), el metino (C-10), el metileno (C-3) y con el éster
carbonilo (C-17).

Se observo un solapamiento de las sefiales del espectro proténico de la Salvia
divinorum debido a la presencia de grupos funcionales iguales en la molécula, los
cuales se presentan en una misma region, generando asi sefiales préoximas.

Luego de haber analizado y de explicar cada sefial de los espectros y sus
respectivas correlaciones, se pudo identificar que la molécula es parecida a la
Salvinorina A, sin embargo no se logré justificar adecuadamente las sefiales del
furano porque estas no eran lo suficientemente fuertes para mostrar sus
correlaciones, aunque el proceso de purificacién tuvo éxito y se logré obtener un
una muestra lo suficientemente pura para la caracterizacién de la misma, era muy
poca la cantidad de muestra que se obtuvo, esto pudo afectar en los andlisis de
RMN y que la seial de furano no saliera tan fuerte como se esperaba. De igual
modo este resultado indica que la siembra de la planta fue un éxito y que se
realizd con todos los cuidados y las especificaciones expuestas en la metodologia.
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Conclusiones

Se consiguio caracterizar correctamente una molécula presente en Salvia
divinorum, mediante una purificacibn por técnicas separativas como
cromatografia de columna y posterior a esto a través de técnicas de
resonancia magneética nuclear de una y dos dimensiones.

No se puede asegurar que sea la Salvinorina A puesto que la parte del
furano no se puede ver clara en los espectros y faltaria obtener mayor
informacion sobre este para asegurar que sea el furano caracteristico de
dicha molécula psicoactiva.

Se concluye que la investigacion tuvo éxito porque se logro identificar una
molécula parecida al compuesto principal de Salvia divinorum, sin embargo
se requiere seguir con la investigacion para concretar la identificacion
exacta de la Salvinorina A.
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9. Recomendaciones

Cultivar segun las especificaciones o de lo contrario esto afectara el desarrollo
del metabolito secundario principal, porqué la planta puede sufrir de estrés y no
producirlo en la cantidad necesaria.

Para que el método sea reproducible, debe ser validado y estandarizado. Se
deben evaluar los criterios principales exactitud, precision, selectividad,
linealidad, intervalo, limite de deteccion y limite de cuantificacion.
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