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INTRODUCCION

Nuestro pafs s¢ ha caracterizado por su gran riqueza de recursos naturales,
esto debido principalmente a la gran variedad de climas que predominan en las
diferentes regiones del territorio nacional!.

Es esta una razén por la cual debemos interesamos en conocer mds sobre la
gran biodiversidad de nuestro territorio as{ como el mejor aprovechamiento de
nuestros recursos con base en este conocimiento.

En el caso de la flora mexicana es muy importante hacer una clasificacién
taxonémica confiable, para lo cual se recurre a la fitoqufmica como una forma de
determinar si 1a clasificacién existente es la adecuada o es necesario modificarla.

Los estudios fitoquimicos han sido de gran importancia para apoyar la
clasificacién taxonémica existente, esta clasificacién se hacfa a partir de considerar
las caracteristicas fisicas de la especie y la comparacién de estas con otras especies
similares y es asf como se van agrupando y clasificando. Las principales
caracterfsticas que se consideraban era el tipo de flor, ¢l tamafio y tipo de la hoja asf
como de tallo y rafz etc.

Los estudios fitoquimicos consisten en aislar los metabolitos secundarios de la
especie a estudiar para posteriormente caracterizarlos y con base en la comparacién
de estos metabolitos con los aislados de otra especie se podrd determinar si exisie
alguna relacién entre dichas especies, apoyando de esta mancra a la
quimiotaxonomfaZ.

Otra de las razones importantes para realizar este tipo de estudios es el buscar
metabolitos secundarios que presenten cierto tipo de actividad biolégica como
antitumorales, antimicrobianos, antialimentarios contra insectos, etc.

En cuanto a esto, es importante mencionar que nuestro pafs se ha destacado
por una enorme cultura en lo que a medicina tradicional se refiere, de ahi que se
quiera conocer més sobre las plantas que se utilizan con dichos fines ¢ intentar
conocer ¢l compuesto que proporciona las cualidades curativas que a cierias plantas
se les confiere.

Los estudios fitoquimicos también pueden ayudar a que la sociedad conozca
mi4s sobre los recursos naturales que se tienen en nuestro pafs y de esta manera
aprovecharlos mucho mejor.
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OBJETIVOS

1.- Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios presentes en la Salvia

pubescens Benth por métodos cromatogréficos y espectroscopicos.

2.- Aislar productos con nuevas estructuras para el posterior estudio de sus

posibles propiedades biolégicas.

3- Contribuir al estudio sistemdtico de las Salvias mexicanas del subgénero

Calosphace.
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ANTECEDENTES

La familia de las labiadas cuenta con una gran riqueza, especialmente en ¢l
territorio mexicano, lo cual ha despertado ¢l interés en materia de investigacién
fitoquimica ya que a ciertas especies s¢ les atribuyen propiedades curativas3, entre
cllas a las del género Salvia.

Algunas especies de labiadas son de gran importancia econémica, esto debido
a su contenido de aceites esenciales que han sido utilizados en la industria alimenticia
y cosmética. Ejemplo de lo anterior son Oreganum sp. (Oregano), Rosmarinus
officinal (Romero), Mentha sp. (yerbabuena), Thymus sp. (Tomillo)*:3.

El género Salvia es el més abundante dentro de la familia de las Labiadas
(Labiatae) con 900 especies distribuidas en todo ¢l mundo.

Algunas especies de Salvia han mantenido su importancia debido a las
propiedades medicinales que presentan, por ejemplo algunas son antitumorales,
bactericidas, bacteriostdticas, coleréticas, carminativas® y espasmddicas, asf como

psicotrépicas®.

En general las salvias son arbustos que se renuevan todos los afios, con las
hojas enfrentadas y de forma diversa a veces lanceoladas o entre elfpticas y
lanceoladas, esto es, relativamente anchas o muy estrechas y blancas por el pelo
espeso y corto que las cubre, siempre sostenidas por un rabillo bastante largo. El
céliz es bilabiado, y tiene tres dientes en el labio superior y sélo dos en el inferior.
La corola tiene de 2 a 3 cm., y forma asf mismo dos labios. El més decisivo de sus
caracteres se refiere a sus estambres, que se reducen a dos, cada uno con sélo media
antera. Cuando s¢ introduce un ldpiz en la garganta de la corola, los dos estambres
ocultos en el labio superior se hacen visibles y se abaten sobre el ldpiz. Este cardcter
es comun a todas las salvias’.



Este género se subdivide a su vez en 4 subgéneros de acuerdo con la
organizacién hecha por Bentham en 1836 que son:

Salvia
Sclarea
Leonia
Calosphace

pero se tienen evidencias de que en esta organizacién debe estar considerado también
¢l subgénero Audibertia®. :

El subgénero Calosphace es el mis extenso de todos ellos contando con 550
especies distribuidas en México, Centro y Sudamérica. En México se encuentran 312
especies,

La Salvia pubescens Benth corresponde a este subgénero, a la seccién
Erythrostachys.

Las salvias tienen en el material seco principalmente pentosanas asi como
pequefias cantidades de asparagina, sobre todo en rafz. Contienen una gran
cantidad de esencia, esta esencia contiene d- y I- alcanfor, o-tuj6na,
sesquiterpenos cineol y otros hidrocarburos terpénicos, también alcoholes libres,
sobre todo borneoles, asf como acetato de bornilo34.

Los terpenos son moléculas que cumplen con la regla del isopreno o que son
modificaciones de estas. La regla del isopreno se debe a que antiguamente cuando se
sometian a pirolisis este tipo de compuestos (terpenos) se obtenfa de cllos el
isopreno, de ahf que se observaran estas unidades de cinco dtomos de carbono en las

moléculas terpénicas.
CH,



Dependiendo del nimero que de estas unidades contenga el compuesto
terpénico se le denomina de la siguiente forma:

Hemiterpeno 5 1
Monoterpeno 10 2
Sesquiterpeno 15 3
Diterpeno 20 4
Sesteterpeno 25 5
Triterpeno 30 6
Tetraterpeno 40 8

Los diterpenos son importantes ya que algunos de ells han mostrado
actividad bioldgica interesante principalmente como antitumoral o antialimentaria
contra insectos; atribuyéndose la primera propiedad a compuestos de tipo abietfnico®
y la segunda a compuestos de tipo cleroddnico®. Algunos diterpenos de tipo abietano
e icetexano han sido aislados de especies pertenecientes a las secciones
Erythrostachys, Conzattiana y Tomentellae®-11,

También se ha cbservado que este tipo de compuestos (diterpenos) tiencn
cierta relacién con ellos y la distribucion geogréfica de las especies que los conticnen
asf como su clasificacién botdnica por lo que son itiles desde el punto de vista
quimiotaxonémico.? 12

A continuacién se presentan algunos compuestos de tipo diterpénicos que han
sido aislados de algunas especies de salvias.

* VER PAGINA 11



Actividad
antialimentaria contra
§. littoralis a 100 y 50

ppm. Salvia
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Actividad
antialimentaria contra
S. lintoralis a 100 ppm.
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Zucc. 13,15
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antialimentaria contra
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Benth!2.16




continuacién

Salvia breviflora Moc,
& Sessé ex Benth!?

Por ejemplo de la Salvia pubescens en un trabajo previc® se logré aislar
una seric de compuestos entre los que sobresale la nemorona (fig 1), un
compuesto que ha presentado actividad antitumoral contra cdncer de pecho
especificamente?.

De este trabajo mencionado se aislaron los siguientes compuestos
diterpénicos:(fig 1)

FIG 1
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7-a-Acetoxiroyleanona Nemorona




FIG 1 continuacién

Desacetilnemorona Conacytona

El Isopreno no es la unidad funcional a partir de la cual la planta llega a todos
los terpenos, la unidad bioldgica que utiliza es el pirofosfato de isopentenilo(PPI);
éste se forma a partir de la condensacién de tres moléculas de acetil-CoA como se
observa en la ruta biogenética que se presenta.(fig 2)

OPP

(PPI)



El precursor del pirofosfato de isopentenilo es el dcido mevalénico por medio
de pérdidas de biéxido de carbono y agua simulténeamente, el PPl se isomeriza
reversiblemente al pirofosfato de dimetilalilo (PDMA), el primero s la unidad activa
de isopreno en la ctapa de polimerizacidn; el segundo es la unidad iniciadora del
proceso de biosintesis de terpenos.

Estas dos moléculas dan origen al pirofosfato de geranilo, el cual con la
combinacién de otra molécula de PPI forma el pirofosfato de farnesilo y esta dltima
con otra de PPI da como resultado el pirofosfato de geranilgeranilo; estas moléculas
dardn origen finalmente a un terpeno.

Pirofosfato de Geranilo Monoterpenos
Pirofosfato de Farnesilo Sesquiterpenos
Pirofosfato de Geranilgeranilo Diterpenos




FIG 2
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FIG 2 continuacién

CHOPP CHOPP
LW
e e
H
fato de goranilgeranil Formacida de los msilios A y B
\““
OH CH,OPP
o —
“oH
X *H

CH,OPP

1l




HESULTAIOS

7

SIS




RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE AEREA

De la parte aérea se aislaron e identificaron 3 compuestos, dos con esqueleto
de tipo icetexano y otro con esqueleto de tipo abictano.

Estos compuestos son la ICETEXONA y la 19(R)-ACETOXI-19-
DEOXOICETEXONA, con el esqueleto de tipo icetexano y la 7-O-METIL-
CONACYTONA que presenta esqueleto de tipo abietano.

Tanto la ICETEXONA como la 7-O-METILCONACYTONA ya han sido
descritas en la literatura pero la 19(R)-ACETOXI-19-DEOXOICETEXONA no
habfa sido descrita por lo cual se presenta como un compuesto nuevo,

A continuacidn se presentan los datos espectroscpicos encontrados para estos
compuestos en este estudio, asi como la discusién de dichos datos con base en los
cuales se llega a la estructura propuesta para cada compuesto.



ICETEXONA

Seiiales de RMN-1H (tabla 1.1}

5 2.55 doble-dobles 48,2.1

6 6.42 doble-dobles 12.3,4.8

7 6.83 doble-dobles 12.3, 2.1
HO-12 8.42 sing.

15 3.22 heptuplete 6.9
3H-16 1.23 doblete 6.9
3H-17 1.22 doblete 6.9
JH-18 1.25 sing.

20a 2.814 doblete 13.8
20b 3.105 doblete 13.8

13



ICETEXONA

Del espectro de RMN-1H se observa para este compuesto un sistema AB que
corresponde a los protones del carbono 20, este tipo de sistema es comiin encontrarlo
en un esqueleto diterpénico de tipo icetexano. Este sistema se localiza en 8 3.2 y
2.8ppm con multiplicidad de doblete y cuya constante de acoplamiento es de 13.8Hz.

H, H;

S

E! espectro muestra ademds un sistema ABX que se asigna al sistema formado
por los protones 5, 6 y 7. Las sefiales de este sistera se localizan en :

& 2.55ppm, doble-dobles, (J=4.8, 2.1Hz)
& 6.42ppm, doble-dobles, J=12.3, 4.8Hz)
& 6.83ppm, doble-dobles, (1=12.3, 2.1Hz)

Por el desplazamiento de estas sefiales se infiere que la seiial de desplazamiento
2.55ppm es originada por el proton 5 y confirmado por la magnitud de las constantes
de acoplamiento, con base en estas constantes se asigna la sefial con desplazamiento
de 6.42ppm al protén 6 ya que la constante de acoplamiento esperada para este
protén con 5 debe ser mayor que la esperada para los protones 5 y 7 siendo esto lo
observado, donde la constante de acoplamiento para 5-6 es de 4.8Hz y la de 5-7 es
de 2.1Hz. Finalmente el desplazamiento de la sefial del protén 7 es 6.83ppm y la

14



constante de acoplamiento para 6 y 7 que se esperaba fuera mayor a las anteriores es
de 12.3Hz.

lelllm..-

En el espectro se observa una sefial con una multiplicidad de heptuplete en &
3.22ppm y constante de acoplamiento J=6.9Hz la cual es caracteristica para un
esqueleto de tipo abietdnico del cual deriva el icetexano por lo cual se confirma el
tipo de esqueleto propuesto para la estructura de este compuesto. La sefial se asigna
al protén de 15 que es parte de un grupo isopropilo el cual al tener dos metilos
geminales se acopla con cada uno de los protones para dar origen a tan singular
sefial.

Las seiiales que se asignan a los dos metilos (16 y 17) son dos dobletes con
integracién relativa de 3 prolones para cada sefial, con la misma constante de
acoplamiento (J=6.9Hz.) y se localizanen 8 1.23 y 1.22.

Por tltimo se observa un singulete con integracién relativa de 3 protones y &
1.25ppm que se asigna a los protones del metilo 18.

El protén del hidroxilo se observa en desplazamiento & 8.4ppm., esta sefial
desaparece cuando el espectro se obtiene al adicionar agua deuterada (D;0).

En el caso de la Icetexona con el espectro de RMN-'H se hizo la
caracterizacion de la estructura de dicho compuesto por comparacién de los datos
espectroscopicos descritos en la literatural8,
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18
7-0-METILCONACYTONA

Seiiales caracterfisticas del espectro de I.R. (tabla 2.1)

3375

-OH
1640 Carbonilo a, P insaturado
1076 éter

Seiiales de RMN-IH (tabla 2.2)

16



continuacion {tabla 2.2)

ba 2.05 triple-doblete* 13.5,3.3
6b 1.93 doble-triplete* 13.5, 2.1
7 4.42 doble-dobles 3.3,2.1
15 3.029 heptuplete 7.2
3H-16 1.21 doblete 7.2
3H-17 1.24 doblete 7.2
19A 3.86 doble-dobles* 1.1, 2.1
19B 3.33 doble-dobles* 11.1, 1.5
3H-18 0.81 sing.
20 5.59 sing.

*En la seial del protén 5 no es distinguible 1a multiplicidad por lo que se carece
de la informacién correspondiente, sin embargo fué posible determinar con
ayuda del experimento COSY que existe acoplamiento con las sefales

marcadas.

Picos caracteristicos del espectro de E. M. (tabla 2.3)

[CogH24O5] * 344(90)
[C1H2404] * 316(8)
[C1gH2,04]* 208(100)

17



7-0-METILCONACYTONA

Para este compuesto ¢l espectro de IR muestra bandas que indican la presencia
de grupos como el hidroxilo (3375¢m™1), asf como carbonilo o, P insaturado
(1640cm-1) y también hay una banda para ¢l grupo éter (1076cm1).

OH 16

Del espectro de RMN-IH es posible observar una sefial muy caracter{stica de
un esqueleto diterpénico de tipo abietano, esta sefial es un heptuplete originado por el
protén geminal de los metilos de! grupo isopropilo, esta sefial se le asigna al protdn
15 que al acoplarse con los protones de los metilos 16 y 17 dan lugar a esa
multiplicidad, que en este caso tiene una constante de acoplamiento J=72Hz, 1a
sefial se encuentra en desplazamiento & 3.02ppm. Las sefiales de los protones de
dichos metilos se localizan en un desplazamiento 8 1.21 y 1.24ppm, ambas sediales
son dobletes cuya integracién relativa es para 3 protones en cada caso y la misma

constante de acoplamiento (J=7.2Hz).
H;C
Hs

L"LL/‘<CH3

Se observa un sistema ABX que se atribuye a los protones de 6 y 7. Se le
asigna al protén de 7 una seial que aparece en & 4.42ppm y que presenta una
multiplicidad de doble-doblete, y con constantes de acoplamiento J=3.3 y 2.1Hz,
Estas constantes de acoplamiento se observan en dos sefiales que estan en 6 1.93 y
2.05ppm, la primera sefial tiene una multiplicidad de doble-triplete y las constantes
son de 13.5Hz para el doblete y 2.1 Hz para el triplete mientras que para la segunda
sefial se tiene una multiplicidad de triple-doblete en donde la constante de
acoplamiento para el triplete es de 13.5Hz y para el doblete es de 3.3Hz. Como se

18



puede ver las constantes de acoplamiento coinciden para el sistema ABX entre los
protones 6a, 6b y 7, pero con esto no es posible explicar la multiplicidad ya que s¢
esperarfa para 6a y 6b una multiplicidad de doble-doble la cual no se observa. Ahora
considerando el acoplamiento que hay con el protén 5 el cual debe tener una
constante de acoplamiento muy similar a la de 6a-6b (J=13.5Hz) con 6a ya que la
constante de acoplamiento mayor es la que da origen al triplete, en tanto que el
doblete de 6a es por el acoplamiento de este con 7 (J=3.3Hz).

De igual forma la constante de acoplamiento de 6b-7 (J =72.1Hz) debe ser de
similar magnitud con la que hay entre 5-6b por lo que el triplete es debido al
acoplamiento de 6b con 5 y 7 y la constante de acoplamiento mayor (J=13.5Hz) es
por el acoplamiento de 6a-6b.

[l [[1ITIIES
L)

Esto no es ficil de comprobar con el espectro de RMN-'H ya que no es
posible observar la multiplicidad de la sefial que se asigna al protén 5 ¢ inclusive no
es posible determinar a simple vista la posicién de la sefial de dicho protén. Para
llegar a la posicion de esta sefial fué necesario obtener el experimento COSY y con
ello confirmar lo propuesto.

En el experimento de COSY es posible observar las correlaciones que hay
entre los distintos protones, esto es, si hay un acoplamiento entre dos dtomos de
Hidrogeno esto es observable en dicho experimento.

En este caso particular s¢ observa la correlacién de la sefial que se asigna a 5
con las sefiales que se le asignan a 6 (6a, 6b), asi como también hay una correlacidn
con dos sefiales del espectro con desplazamiento quimico & 3.33 y 3.83ppm, la
multiplicidad para ambas sefiales es doble-dobles de donde las constantes de
acoplamiento para la primera seiial son J=11.1, 1.5Hz y para la segunda sefial son
J=11.1, 2.1Hz. Estas sefiales se le asignan a los protones 18a y 18b esto en base a



su desplazamiento y corroborado por la correlacidn con 5, evidentemente la
constante mayor ¢s la de el acoplamiento entre 18a-18b.

Del espectro también se observan dos singuletes uno con integracion relativa
de 3 protones en desplazamiento & 0.81ppm que se le asigna a los protones del
metilo 19, y el otro que aparece en 8 5.59ppm con integracién relativa de 1 protén
se le asigna al protén 20.

Del espectro de E.M. se observa un pico en 344m/z que corresponde a un ién
de férmula condensada [CygH2405]*, el peso molecular para la molécula propucsta
(C,1H706) s 375 que al perder el grupo metoxilo se obtiene un i6n molecular con
las caracterfsticas del previamente descrito.

Al ser un compuesto ya conocido se hizo la comparacién con los datos
espectroscopicos descritos en la literatura!? para confirmar lo propuesto.

20




19(R)-ACETOXI-19-DEOXOICETEXONA

Seilales caracteristicas del espectro de I.R. (tabla 3.1)

3366 -OH
1736 Carbonilo de &ster
1640, 1631 Carbonilo o, B insaturado
1600, 1585 Dobles enlaces
1105 Cetal
Seiiales de RMN-1H (tabla 3.2)

2.2

doble-dobles

45,15

6.65

doble-dobles

12.3, 4.5

21




continuacidn (tabla 3.2)

7 6.75 doble-dobles 123,15
15 321 heptuplete 7
3H-16 1.22 doblete 7
3H-17 1.24 doblete 7
3H-18 1.09 sing.
19* 5.88 sing,
20a 2.77 doblete 13.2
20b 2.85 doblete 13.2
CH,CO 1.92 sing.

*Se determiné que la estereoquimica del C-19 es R por medio del experimento
NOESY.

Datos de RMN-13C (tabla 3.3

1 37.7 triplete 12 150.7 sing.

2 19.4 triplete 13 124.5 sing.

3 37.2 triplete 14 186.4 sing. |
4 47.3 sing. 15 24.2 doblete
5 56.6 doblete 16 24.2 cuarteto
6 141.3 dablete 17 19.9 cuarteto
7 124.5 doblete I8 17.9 cuarteto
8 135.7 sing. 19 101.4 doblete
9 141.3 sing. 20 333 triplete
10 98.3 sing. 21 170.0 sing.
11 182.9 sing. 22 21.0 cuarteto

* La multiplicidad fué determinada por la secuencia de pulsos DEPT.

22



{CoaHas O8]+

Picos caracteristicos del espectro de E. M. (tabla 3.4)

386(10)

[Co1Hp604]* 358(3)
[CapHp0O4* 326(100)
_[C1gH2041" 298(60)
[CygH2,04] 297(65)

23



19%R)-ACETOXI-19-DEOXOICETEXONA

El espectro de IR de este compuesto muestra bandas caracteristicas para
grupos como son hidroxilo (3366¢m-!), para el grupo carbonilo hay varias bandas
que se atribuyen a carbonilo de éster (I1736cm 1) y carbonilo de quinona (1640 y
1631cml), también hay bandas de dobles enlaces conjugados (1600, 1585cm-1) asf
como de grupo cetal (1105cm-1).

Las sefiales que se observan en el espectro de RMN-IH son las que se
describen a continuacién.

De este espectro se puede observar un sistema AB que se le asigna a los
protones del carbono 20, este sistema es caracteristico para un esqueleto diterpénico
de tipo icetexano, el desplazamiento de las seiiales de este sistema es 6 2.77 y
2.85ppm con una constante de acoplamiento J=13.2Hz.

En el espectro se observa un sistema ABX con las siguientes sefiales:

8 2.2ppm., (doble-dobles), 1=4.5, 1.5Hz
5 6.65ppm., (doble-dobles), 1=12.3, 4.5Hz
5 6.75ppm., (doble-dobles), J=12.3, 1.5Hz

De esta serie de sefiales se le asigna la de desplazamiento de 2.2ppm al protén §,
esto con base en el desplazamiento de la sefial asi como la magnitud de las constantes
de acoplamiento.
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Para el protén 6 se le asigna la sefial cuyo desplazamiento es 6.65ppm ya que
se espera que la constante de acoplamiento sea mayor entre los protones 5-6 que la
que haya entre 5-7, la constante de acoplamiento para 5-6 es de 4.5Hz mientras que
la de 5-7 es de 1.5Hz, finalmente se le asigna al protén 7 la sefial con el
desplazamiento de 6.75ppm. La constante de acoplamiento para 6-7 es la mayor de
todas estas constantes justo como se esperaba con un valor de 12.3Hz.

ja of {] (UL

Lz sefial caracterfstica para un grupo isopropilo es un heptuplete del protdn
geminal a los dos metilos, esta sefial se le asigna al protén 15, la sefial se localiza en
8 3.2ppm y la constante de acoplamiento es de J=7Hz. La multiplicidad de esta
sefial se debe a que hay acoplamiento de este protén con los protones de los metilos.

Este sistema tiene ademds dos sefiales con multiplicidad de doblete y con la
misma constante de acoplamiento a la sefial de 15, estas seiiales se encuentran en
desplazamiento & 1.22 y 1.24ppm que son las correspondientes a los protones de 16

y 17
HyC
Hys

Llllv)<CH3

Hay un singulete que aparece en & 5.88ppm y con integracién relativa de un
protén y se asigna al protén de 19 de la funcién cetdlica.

Con base en una interaccién que se observa en el experimento NOESY entre
la sefial de 19 y dos sefiales que aparecen en § 1.6 y 1.77ppm se llega a la
conclusion de que la configuracion absoluta del C-19 debe ser R ya que las seiiales
antes mencionadas deben corresponder a los protones de 3, que son con quienes bajo
esta configuracién podria existir este tipo de interaccién.
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Finalmente hay una sefial de singulete que integra para 3 protones con
desplazamiento & 1.09ppm que se le asigna a los protones del metilo 18,

En el espectro de E.M. se observa que el pico de mayor m/z esta en 386m/z
que corresponde al idn molecular [CyHys06)* siendo el peso de 1a molécula
propuesta.
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RAfCES

De las raices se aislaron y caracterizaron 3 compuestos de tipo abietdnico.
Estos compuestos son el 1-4-DESOXICOLEON-U, la TAXODIONA y la
ROYLEANONA.

Estos compuestos ya habfan sido aislados de otras especies, en este estudio
como contribucién se presentan los datos espectroscépicos encontrados para estos
compuestos y se hace la discusién que permite llegar a la estructura propuesta en

cada caso.
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1-4-DESOXICOLEON-U

Sefiales caracteristicas del espectro de I.R. (tabla 4.1)

3600, 3535, 3392 -OH
1604, 1454 Aromdtico
1635 Carbonilo o, B insaturado
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Seiiales de RMIN-1H (tabia 4.2)

HO-6 7.16* sing.
OH-11 8.20* sing.
OH-12 6.95* sing.

14 7.69 sing.

15 3.27 heptuplete 6.6
3H-16 1.24 doblete 6.6
3H-17 1.27 doblete 6.6

6H-18 y 19 1.44 sing.
3H-20 1.66 sing.

*Sefiales que desaparecen al adicionar DO

Picos caracterfsticos del espectro de E. M. (tabla 4.3)

[ConHagOq]™

330(60)

[C17H1904] + 287(12)
[C17H240,1* 260(100)
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1-4-DESOXICOLEON-U

Del espectro de IR. se puede observar una serie de bandas que son
caracteristicas para indicar la presencia de algunos grupos funcionales. En el caso
particular de este compuesto es posible determinar la presencia de grupos como
hidroxilo (3600, 3535, 3392cm-!), también se observan bandas para grupo carbonilo
(1635cm-1), este carbonilo es de tipo cetona que se encuentra a, (8 insaturado, en el
espectro se observan bandas atribuibles a compuesto de tipo aromdtico (1604,
1454cm-1), cabe mencionar que la banda que deberfa observarse en la regién arriba
de 3000cm! no se observa debido a un corte del espectro en esa regién (3100-
3000cm).

El espectro de RMN-TH muestra una sefial de un prot6n de tipo aromdtico que
aparece en un desplazamiento 8 7.69ppm (singulete), esta sefial es asignada al prot6n
14 que es €l inico con esta caracteristica.

HO

HO '1'1‘
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Se observa una sefial con multiplicidad de heptuplete en un desplazamiento &
3.27ppm y con la constante de acoplamiento J=6.6Hz. Esta seiial es caracteristica
para un esqueleto de tipo abietano, la multiplicidad de esta seial se origina del
acoplamiento del protén 15 con los protones de los dos metilos que se encuentran
geminales a este. Las sefiales que cumplen con el requisito de tener la misma
constante de acoplamiento que 15 (J=6.6Hz), que corresponderfan a los metilos 16 y
17, son las que se encuentran en 8 1.24 y 1.27ppm con multiplicidad de doblete y

cuya integracion relativa es de 3 protones para cada una.
H,C
Hys

<

Se observa un singulete que tiene integracién relativa de 6 protones en &
1.44ppm que se asigna a los protones de los metilos 18 y 19.

Otro singulete se observa en desplazamiento & 1.66ppm que tiene una
integracién relativa de 3 protones y se asigna a los protones del metilo 20.

En el espectro de E.M. se tiene un pico en 330m/z siendo el de mayor valor
en la relacién m/z, el cual corresponde al i6n molecular [CyoH560,4]* que concuerda
con el peso molecular de la molécula propuesta.

De trabajos con otras especies se aislé este compuesto?0.2l, se hizo la

comparacién de los espectros de ambos trabajos asi como de las propiedades fisicas,
esto con la finalidad de corroborar lo propuesto.
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TAXODIONA

Seiiales caracterfsticas del espectro de LR, (tabla 5.1)

3318 -OH

2956, 2926, 2853 -CH, -CH,, -CH,
1671 Carbonilo o, B insaturado
1614 Carbonilo o, B insaturado, a-OH
1595 Dobles enlaces
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Datos de RMN-'H (tabla 5.2)

5 2.59 sing.
7 6.2 sing,
HO-11 7.56* sing.
14 6.879 doblete 1.2
15 3.072 hept-doblete 6,12
IH-16 1.16 doblete 6
3H-17 1.18 doblete 6
6H-18 y 19 1.27 sing.
3H-20 1.118 sing.

*Sefial que desaparece al adicionar D,0

Picos caracteristicos del espectro de E. M. (tabla 5.3)

[CagH504] 314(100)
[CigH4304]* 299(15)
[C1gH205]* 286(35)
[C1oH2505]*

[C17H1905]* 27145)
JC1gH230,]*

[CicH5, 001 245(35)
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TAXODIONA

Para este compuesto el espectro de IR. muestra una serie de bandas
caracterfsticas que indican la presencia de grupos tales como el grupo hidroxilo
(3318cm!), también al grupo carbonilo (1671 y 16l4em’), estas bandas son
comunes para carbonilo de tipo quinona ademds de que uno de ellos tiene a un
hidroxilo a, también se encuentra una banda para dobles enlaces conjugados
{1595¢m1),

En el espectro de RMN-! para este compuesto se observa una sefial con
multiplicidad de heptuplete la cual es una sefial caracterfstica para un compuesto con
esqueleto de tipo abietdnico. Esta sefial es originada por el grupo isopropilo, que por
el acoplamiento del protén geminal con los protones de los metilos da lugar a esta
multiplicidad. Esta sefial tiene ademds un desdobiamiento que da como resultado
final un heptuplete de dobletes que se encuentra en desplazamiento 5 3.07ppm y las
constantes de acoplamiento son J=6, 1.2Hz. Esta sefial se le asigna al protén de 15
que es parte del isopropilo, la constante mayor corresponde al acoplamiento de este
protén con los protones de los dos metilos geminales mientras que la constante chica
corresponde al acoplamiento de 15 con el protén 14 en donde hay un acoplamiento a
larga distancia con un doble enlace de por medio. La sefial que se asigna al protén
14, con base en la constante de acoplamiento y al desplazamiento, es la que se
encuentra en & 6.87ppm y que la constante coincide siendo J=1.2Hz.
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His

Las sefiales que se asignan a los protones de los metilos 16 y 17 de este
sistema se localizan en & 1.16 y 1.18ppm con constante de acoplamiento J=6Hz,
estas sefales tienen multiplicidad de doblete y la integracién relativa para cada una
es de 3 protones.

Se observan también dos singuietes con integracién relativa a un protén y por
¢l desplazamiento se asignan de la siguiente manera, la sefial con desplazamiento &
2.5%ppm se le asigna al protén § y la de 8 6.2ppm se le asigna al protén de 7 ¢l cual
es un protén vinilico.

Finalmente hay dos singuletes, uno de ellos tiene integracidn relativa de 3
protones y la otra de 6 protones. La primera se localiza en 8 1.11ppm la cual se le
asignd al metilo 20, la segunda se encuentra en & 1.27ppm y se asigna a los dos
metilos 18 y 19 que son idénticos.

El espectro de E.M. de este compuesto muestra el pico base en 314m/z que
ademds coincide con el i6n molecular con férmula condensada [C,oH,604]* siendo
esta la férmula propuesta para este compuesto.

El espectro de RMN-'H del compuesto presentado fué comparado con el
obtenido de un trabajo previo?® con otra especie, con base en esto y en las
caracteristicas fisicas ah{ descritas se confirmé la estructura propuesta.

35



17

oo [T

19 18
ROYLEANONA

Seiiales caracteristicas del espectro de LR. (tabla 6.1)

3339 -OH

2055, 2923, 2853 -CH, -CH,, -CH;
1650 Carbonilo a,p insaturado
1625 Carbonilo a.p insaturado, «-OH
1604 Dobles enlaces
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Datos de RVIN-IH (tabla 6.2)

HO-12 7.22 sing.

15 3.15 heptuplete 6.9
3H-16 1.19 doblete 6.9
3H-17 1.21 doblete 6.9
3H-18 0.89 sing.
3H-19 0.92 sing.
3H-20 1.25 sing.

Picos caracteristicos del espectro de E. M. (tabla 6.3)

[CapH2304] 316(100)
[C1oH2504]* 30127
[Cy7H2,05]* 2739)
[CiHg05] Y 259(8)
[CysH703]* 245(13)
[CsH2, 000"

[CiaH;5031* 231(20)
[C;sH10000*
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ROYLEANONA

En el espectro de IR. se identifican bandas que caracterizan a ciertos grupos
funcionales como lo son:

El grupo hidroxilo (3339cm-!), también se encuentran dos bandas que son
caracteristicas al grupo carbonilo de tipo quinona (1650, 1625cm-1), también hay una
banda para dobles enlaces en la molécula,

El espectro de RMN-1H nos permite llegar a la estructura propuesta con base
en las sefiales encontradas.

o [T

Se observa una sefial caracterfstica para el protén geminal de dos metilos en
un isopropilo. Esta sefial tiene una multiplicidad de heptuplete con constante de
acoplamiento J=6.9Hz y cuyo desplazamiento es 3 3.15ppm. Esta sefial se le asigna
al protén 15. Como se espera las sefiales para los metilos del isopropilo son dos
dobletes con la misma constante de acoplamiento (6.9Hz) que se localizan en & 1.19

y 1.21ppm que corresponden a los metilos 16 y 17.
H;C
His

L‘1]‘)<C}13

Se puede ver que hay tres singuletes con integracidn relativa de 3 protones y
que son asignados a los metilos 18, 19 y 20. Por el desplazamiento se infiere que los
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de desplazamiento & 0.89 y 0.92ppm corresponden a 18 y 19 mientras que la senal
de 5 1.54ppm debe corresponder a los protones de 20.

A partir del espectro de EM se tiene el pico base en 316m/z que tiene como

férmula condensada [C,qH,305]* siendo el ién molecular para la molécula propuesta
con mismo peso molecular,
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PARTE EXPERIMENTAL

PARTE AEREA

La parte acrea de la Salvia pubescens Benth fué recolectada en los alrededores
de la poblacién de Huitzo en el estado de Oaxaca.

A 3.6Kg de material seco se le hizo una maceracién con acetona por tres dfas
a temperatura ambiente. Una vez eliminado el disolvente se obtivo un extracto
viscoso que peso 66g al cual se le hizo una particién con MeOH-H,0 en proporcién
(4:1) y benzeno-hexano en proporcién (1:1).

La fraccién polar se concentré al vacio quedando un residuo con agua de
donde fué extraido con acetato de etilo (AcOEt). La fase orgdnica fué secada
posteriormente con sulfato de sodio anhidro y despiies evaporado el disolvente para
obtener el residuo (23.6g).

Este residuo fué introducido a una columna cromatografica al vacfo con silica
gel. Se hizo la elucidén de dicha columna con el incremento de la polaridad iniciando
con hexano y seguido de mezclas de hexano-AcOEt y AcOEt-MeOH.

De la fraccién obtenida con la mezcla hexano-AcOEt (8:2) se aislaron 55mg
del compuesto 3.

Algunas fracciones elufdas con la mezcla hexano-AcOEt (7:3) se juntaron
(1.73g) y se cromatografiaron nuevamente utilizando mezclas de hexano-AcOEt
como eluyente.

De la elucién con la mezcla hexano-AcOEt (7:3) fué separada la 7-O-
metilconacytona (2). Finalmente de las fracciones obtenidas de la mezcla hexano-
AcOEt (6:4) se logré la separacién de la Icetexona (1)

ICETEXONA (1):RMN-1H: Tabla 1.1 .

7-O-METILCONACYTONA (2): pf: 210-2130C; IR (KBr) vypay cm'l: Tabla 2.1;
RMN-IH: Tabla 2.2 ; EMIE m/z (int. rel.): 344 (85), 345 (18), 346 (6), 316 (8),
299 (23), 298 (100), 285 (16), 283 (17), 270 (10), 269 (17), 256 (17}, 255 (16), 244
(18), 231 (10), 230 (30), 229 (23), 227 (10}, 213 (7), 185 (9), 171 (6), 157 (6), 143
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(53, 129 (15), 114 (9), 111 (9), 97 (10), 83 (15), 69 (15), 57 (20), 55 (16), 43 (20},
41 (12); [CooH2405] M+ en m/z 344,

19(R)-ACETOXI-19-DEOXOICETEXONA (3): Solido cristalino de color naranja;
pf: 185-1889C; [ulp= +134.6 (¢ 0.13, MeOH); IR (KBr) vmaxem-i: Tabla 3.1;
RMN-1H: Tabla 3.2; RMN-13C; Tabla 3.3 ; EMIE m/z (int. rel.): 386 (10), 387 (3),
388 (2), 344 (15), 328 (10), 327 (35), 326 (100), 299 (15), 298 (55), 297 (60), 283
(15), 269 (20), 256 (25), 255 (20), 227 (10), 185 (8), 159 (5), 157 (5), 129 (5), 115
(5), 83 (6), 81 (6), 43 (23); [CxoH5C] M+ en m/z 386.

A 25 mg del compuesto 3 se le hizo reaccionar con reactivo de Jones en Sml
de acetona a 0°C. Esta mezcla se mantuvo en agitacién por un lapso de 2.5h.

La separacién de la mezcla de reaccién se hizo por medio de una placa
preparativa de cromatografia en capa fina.

El compuesto obtenido resulto ser identico en las caracteristicas de IR, RMN-
H, asi como en cromatografia analitica, a la Icetexona (1).
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DIAGRAMA DE TRABAJO

1.73g

(PARTE AEREA)
Moler y pesar 3.6 Kg .
12 planta seca ]
Maceracidn con acetona
Concentrar 66.0g
l Benc-Hex (1:1)
{ Particion
Concentrar
Extraccion con Cromatografia |
™ &r | 23.6g
AcOEt en columna i
Cromatografia
encolumnade [*% » 3
Hx/AcOE((7:3)
Reactivo
de Jones
2 1
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RAICES

El material de las raices fué recolectado en los alrededores de la poblacién de
Huajuapan de Leén en el estado de Oaxaca.

El peso del material seco fué de 5.28Kg el cual s¢ macerd con aceténa por un
lapso de tres dfas; despues de eliminar el disolvente se obtiva un residuo de color
amarillo-rojizo muy viscoso con un peso de 58g. Se hizo un segundo maccrado del
que se obtuvierén 52.2g de extracto. Se observé que ambos extractos eran identicos
por medio de cromatografia analitica.

Del primer extracto se tomaron 50g y se colocarén en una columna al vacio
de silica gel, la elucién de la columna se hizo en forma crecientc de polaridad con
hexano, mezclas de hexano-acetona y mezclas de acetona-MeOH

Algunas de las fracciones elufdas con hexano y ia mezcla hexano-aceténa
(95:5) se juntaron (3g) y se cromatografiaron nuevamente en columna al vacio
utilizando como eluyente hexano y mezclas de hexano-AcOEt.

De esta separacién cromatogréfica se logré aislar de la elucién hecha con
hexano-AcOEt (9:1) un compuesto (20.3mg) con punto de fusién de 1309C de color
blanco que de acuerdo con los datos espectroscépicos se determiné que se trataba del
B-sitosterol, se hizo la comparacién por medio de cromatografia en capa fina con
una muestra referencia de este compuesto comprobando lo propuesto. También se
aisl6 otro compuesto (30.2mg) de color amarillo con un punto de fusién de 262°C y
con los datos espectroscépicos se llegé a la conclusién de que se trata del Ag.

oleandlico.

De fracciones elufdas con la misma mezcla hexano-acetato de etilo (9:1) se
aislé el compuesto 4 (1-4-Desoxicoleon-U) del que se obtivo 13.9mg.

Se juntaron algunas de las fracciones elufdas con hexano (0.79g), las que
resultaron identicas en la cromatografia analftica, y se cromatografiaron nuevamente
en columna "flash”, la elucién se hizo con hexano unicamente.

De esta columna cromatogréfica se aislé la Taxodiona (5) obteniéndose del
producto puro 26mg.

De las aguas madres de esta fraccién se hizo una columna cromatogrifica

"flash", utilizando hexano como eluyente, de donde se aislé con ciertas impurezas la
Royleanona (6), para lograr una mejor purificacién de la muestra y que no hubiera
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sefiales que interfirieran en la espectroscopia se hizo una nueva columna
cromatografica a partir de la cual se obtienen trazas del compuesto puro.

1-4-DESOXICLEIN-U (4): S6lido cristalino de color amarillo; pf: 198-200°C;
IR (sol. CHCl3) vyaxem-: Tabla 4.1; RMN-1H: Tabla 4.2; EMIE m/z (int. rel.):
330 (60), 315 (10), 287 (11), 274 (10), 261 (88), 260 (100), 248 (16), 245 (16), 233
(10), 231 (9), 219 (9), 217 (7), 191 (4), 189 (3), 165 (2), 141 (3), 129 3), 115 (3},
83 (5), 69 (3), 55 (4), 43 (4), 41 (4); [CyoHz04] M* en m/z 330.

TAXODIONA (5): Sélido cristalino de color anaranjado; pf: 108-110°C; IR (susp.
Nujol) vmaxcm-!: Tabla 5.1; RMN-'H: Tabla 5.2; EMIE m/z (int. rel.): 314 (100),
315 (21), 316 (8), 299 (10), 286 (33), 272 (10), 271 (44), 245 (34), 244 (10}, 243
(10), 232 (21), 231 (26), 229 (10, 218 (10), 217 (11), 215 (12), 206 (10), 203 (10,
201 (9), 189 (9), 187 (9), 175 (5), 173 (4), 137 (), 109 (10), 95 (5), 91 (4). 69 (8),
55 (8), 43 (6), 41 (10); [CoHs03) M+ en m/z 314,

ROYLEANONA (6): Compuesto viscoso de color café; IR (susp. Nujol) vpymaxem™:
Tabla 6.1; RMN-1H: Tabla 6.2; EMIE m/z (int. rel.): 316 (100), 317 (39), 318 (6),
301 (26), 283 (8), 273 (10), 260 (4), 259 (7), 247 (7), 246 (7), 245 (13), 233 9),
232 (10}, 231 (20), 220 (18), 219 (22), 205 (23), 189 (5), 179 (4), 157 (6), 149 (5),
115 (9), 91 (7), 83 (9), 81 (6), 69 (14), 57 (8), 55 (13), 43 (20), 41 (12);
[Conng;] M+ en m/z 316.



DIAGRAMA DE TRABAJO
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Material:

Frasco de vidrio pyrex de 20 Lts para maceracion

Matraz Bola (500, 1000 ml)

Matraz Erlenmeyer (10, 25, 50, 250, 500, 1000 ml.)
Embudo de separacién (250, 500, 2000 ml.)

Embudos de filtracidn

Probetas (10, 250, 500 ml.)

Pinzas (de 3 dedos con nuez, de diseccidn)

Viales (5 y 10 ml.)

Columnas para cromatografia

Pipetas pasteur

Pizetas

Cdpsulas de porcelana

Algoddn desengrasado.

Papel filtro

Parafilm "M", (Laboratory film, American National Can)
Cromatofolios Alugram™ SIL G/UV3s4 de Macherey-Nagel.
Capilares

Anillos metdlicos

Soporte Universal

Reactivos (Disolventes):

Benceno

Cloroformo

Hexano

Acetato de Etilo

Acetona

Metanol

Agua destilada

Sulfato Cérico al 1% en H,SO4 2N (como revelador)

Equipo:
Rotavapor BUCHI, Waterbath B-480 y R-114,

Equipo para determinar puntos de fusién Mel-Temp II, Laboratory devices,

USA.

Balanza granataria 2 Kg./5 Lb. de capacidad OHAUS Dial-O-Gram.

Balanza analitica Sartorius BP 1105,

Campana de extraccién (ALDER, Muebles y equipos para laboratorio S.A. de

C.V)

Limpara de luz Ultraviolea Spectroline, Mod. ENF-260C, Spectronics Co.

Estufa Cole-Parmer Mod. 05015-58



Parrilla eléctrica Barnstead/Termolyne type 2300 Hot Plate. Mod. No.
HP2305b

Equipo de IR MAGNA-IR™ Spectrometer 750-NICOLET

Equipo de espectrometria de masas JEOL JMS-Ax SOSHA Mass Spectrometer
(Técnica de impacto electrénico)

Equipo para Resonancia Magnética Nuclear de y VARIAN UNITY 300 MHz
('H) y 75 MHz (13C)

Liofilizadora LABCONCO Freeze-Dry System LYPH-LOCK 45
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CONCLUSIONES

Se logré aislar una serie de metabolitos secundarios de la Salvia pubescens,
que de acuerdo con los objetivos propuestos es posible hablar de que se cumplieron
satisfactoriamente.

Se aislaron 6 compuestos en total, dos de ellos con un esqueleto de tipo
icetexano y los cuatro restantes con un esqueleto de tipo abictano. Dentro de estos
compuestos sobresale uno que no habia sido descrito en la literatura (3), con lo que
se contribuye a la quimica en general y de manera muy especial a la fitoquimica. En
las plantas hay un gran nimero de compuestos en espera de ser descubiertos y solo
con la realizacién de estos estudios serd posible encontrarlos.

La 19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona (3) cumple con la espectativa de este tipo
de trabajos en donde la busqueda estd enfocada principalmente al aislamiento de
nuevos compuestos, los cuales se espera que en estudios posteriores se les pueda
encontrar alguna bioactividad; en el caso que nos ocupa estas plantas son reconocidas
por cierta cualidad curativa, esto es motivo para que resalte ain mds Ia contribucién
de estos estudios.

En el presente trabajo se aislaron, ademds de la 19(R)-Acetoxi-19-
deoxoicetexona, la Icetexona y la 7-O-Metilconacytona de la parte aérea, de las
raices se logro aislar al 1-4-Desoxicoleon U, a la Taxodiona y a la Royleanona.

Ninguno de estos compuestos fueron descritos en el trabajo anterior con esta
especie, lo cual cumple con el objetivo de contribuir al estudio fitogquimico de la
especie.

En estudios hechos con otras especies de Salvias del subgénero Calosphace se
habfan aislado compuestos con el tipo de esqueletos que aquf se aislaron, esto podria
permitir que estos compuestos pudieran llegar a ser dtiles para corroborar la
taxonomia existente para este subgénero.
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El que estos compuestos hayan sido encontrados también en otras especies del
mismo subgénero nos permite asegurar y confiar en las relaciones que la fitoquimica
encuentra o pudiese encontrar entre especies que se encuentran bajo la misma
clasificacién, esto podrfa ser muy util para especies de similares caracterfsticas
fisicas de las cuales se tenga duda sobre su verdadera clasificacidn taxonémica.

Sin embargo es pertinente hacer mencién del hecho de que es la primera vez
que s¢ logra aislar un diterpenc de tipo icetexano de especies de la seccién
Erythrostachys, lo cual hace pensar que este tipo de metabolitos secundarios no
permiten hacer la distincién entre la frontera de las secciones de este subgénero.
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