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INTRODUCCION

€l hombre desde que su entendimiento le permitid empezar a interesarse y conocer el medio
ambiente, logré de manera empirica y lenta dominar aigunas de las fuerzas nalurales a que se
enfrentaba dia a dia st pretendia sobrevivir. Para lograr asentar el conocimiento tuvo que
experimentar en su propia vitalidad, asi por ejemplo: comprendié que el cocimiento de la carne
mejoraba su sabor y textura, aprendié que las pieles de los animales si las curtia le setvian mejor
para protegerse contra el frio ,elaboré linturas vegetales para hacer sus pinturas en numerosas
cusevas como las de Lascaux, en el SO de Francia que se cree que estan ahi desde hace mas de
5000 afios !. También comprendié que ciertos vegetales le servian como alimento, otros como
curacién y, aunque no sabia a ciencia cierta el cémo y el por qué de estas cosas, si conocia su
aplicacién y el beneficio que obtenia.

Evolucioné el hombre, y con él, el conocimiento y surgieron hombres que sistematizaron lo
aprendido por gente que a lo largo de su vida descubrierdn cosas atiles.

Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus Ab Hohemheim (Paracelso) ? fue un hombre a
quién no le basté la informacion de su tiempo para tensar un conocimiento mas organizado y real
de los fenémenos, por lo que se asomd a la Teologia, la Astrologia, a los seres Humanos, a los
animales, a ias plantas y hasta a la magfa.

Carlos Linneo{~1750) que realiz6 su doctorade en Holanda, en 1753 publict el libro * Species
Plantarum " en el cual dlo a conocer su sistema binario que era una abreviacién de un sistema
de 12 palabras en latin para clasificar a los organismos vivos. Esta publicacién contenia
alrededor de 6000 especies en 1000 géneros 3.

Entre las culturas prehispanicas, la Azleca dejo rastro de su conocimiento acerca de su
entorno. Esto viene al caso porque existe un manuscrilo que data de 1552 en el cual se
reunieron los conocimientos de la medicina indigena, la que estaba basada ampliamente en
plantas medicinales. Esta obra permanecié en el olvido por mas de fres y medio siglos,
manteniendo también en el olvido gran parte del saber que los indigenas tenian sobre su flora.

Esta dbra, que en su formato original esta escrito en nahuall se conoce actualmente como el
Cddice Badiano 4.

En lo que respecta a la flora actual del pais; las plantas del género Salvia de la familia de las
Labiadas, han mantenido gran importancia debido a las propiedades medicinales que presentan.

Estas propiedades son un punto importante dado que abre un campo de investigacién en el
area de productos naturales como es la actividad biolégica de los metabolitos secundarios, a los
cuales se les puede desarrollar a escalas mayores para su aplicacion en el drea de la salud y la
agricultura

Ademas de presentar actividad biolégica, el hecho de que las plantas del género Salvia son
abundantes en nuestro pais, da mayor interés a la investigacién de estas plantas.



£n el mundo existen aproximadamente 180 géneros con 3500 especies de Labiadas, y en
México hay alrededor de 550 especies que pertenecen a 42 géneros de los cuales los
principales son Salvia e Hyptis, de estos el predominante es el género Salvia con 300 especies
aproximédaments 5.

El campo de investigacion en productos naturales en nuestro pals, se ve favorecido por una
gran biodiversidad vegetal que es Ia quinta en el mundo, Esta es una ventaja que debe ser
aprovechada con toda la delicadeza que demanda la proteccién de ta ecologia.

Con estos antecedentes se establecieron los siguientes objetivos :

* Aumentar los conocimientos de la flora mexicana y en especial del género Salvia { Labiatae

) del cual se esta realizando una investigacion sistematica

* Aislamiento y caracterizacién de los melabolitos secundarios para contar con criterios
encaminados hacia un mejor entendimiento de la taxonomia.

* Determinacion de la actividad biolégica de los metabolitos secundarios en sistemas vivos
que interrelacionan con la actividad humana.

La meta de este trabajo es la culminacién satisfactoria de los objetivos establecidos como
una manera de expresar la realizacién profesional y de manera paralela a fa formacién personal
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ANTECEDENTES

La famllia de las Labiadas cuenta con una gran riqueza en especies en el territorio Mexicano
lo cual ha despertado el interes en materia de investigacién fitoquimica, ademas de tener buena
aceptacidn por la poblacién, ya que a algunas especies se les atribuyen propiedades curativas,
entre ellas a especies del género Safvia.!

Ahora bién, las especies vegetales que estudia el presente trabajo se pueden describir
morfolégicamente de la siguisnte manera :

Salvia aspera Mart et Gal. : es frecuente en suelo calizo semidrido llegando a crecer hasta 2
m; tallos cuadrangulares, sus hojas glandulo pubescentss, deltoidéas, rugosas miden hasta 2.5
cm; tione flores amarillas monopétalas tubulosas dispuestas en bracteas axilares y tiene 13 a 21
mm de corola s, 7. La clasificacién bolénica esta representado en el ESQUEMA 1.

Salvia atropaenulata Ep!. : arbusto que llega a medir hasta 1 m, tallos cuadrangulares, flores
azules dispuestas en bracteas de aproximadamente 2 cm de largo. Frecuente en la Sierra Madre
del Sur s, 7. Su clasificacién esta representada en e ESQUEMA i1

La investigacién fitoquimica de las diferentes secciones del género Salvia que se encuentran
en la Republica Mexicana, se ha llevado a cabo como parte del estudio sistemdtico de Labiadas
Mexicanas, y revela que la seccién Conzaftiana esta formada por tres espécies: oaxacana,
aspera y pexa. En un estudio preliminar de S. aspera , el cual no se concluys, se aislé
kerlindlida, compuesto aislado anteriormente de S. keerfii y al cual se refiere mas adslante por su
actividad biolégica. Por lo tanto el presente trabajo de Salvia aspera Mart. et Gal. es el primer
estudio completo de una espécie de la seccién Conzattiana. Tambien es importante mencionar
qus este trabajo previo de Salvia aspera se relizé con una poblacién de distinta procedencia a la
trabajada en esta tesis.

Resulta comin encontrar que algunas espécies que botanicamente se encuentran
clasificadas en un mismo género, seccién ,etc. presenten compuestos que guardan una relacién
estructural, pero a veces dos o mas espécies no pusden ser clasificadas por sus caracteristicas
morfolégicas; es cuando esa correlacién estructural de metabolltos secundarios juega un papel
importante en la taxonomia.

Los productos naturales vegetales abarcan una gama muy grande de tipos de compuestos
quimicos, dado que cada compuesto tiene una funcién en el metabolismo de un determinado
vegetal.

Para tal objetivo la naturaleza y la evolucién quimica ha dado como resultado una variedad de
arreglos moleculares para construlr los diferentes metabolitos que requieren las plantas.
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CLASIFICACION BOTANICA®.*

ESQUEMA | ESQUEMA I
REINO VEGETAL VEGETAL
DIVISION MAGNOLIOPHYTA MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE ASTERIDAE ASTERIDAE
ORDEN LAMIALES LAMIALES
FAMILIA LABIATAE LABIATAE
GENERO SALVIA SALVIA
SUBGENERO CALOSPHACE CALOSPHACE
SECCION CONZATTIANA BRIQUETIA
ESPECIE ASPERA ATROPAENULATA

De esta manera hoy se conocen compuestos como los carbohidratos, dzucares, sustancias
raguladoras del! crecimiento, aceites, grasas, ceras, esteroides, terpenoides entre los que
encontramos monoterpenos, sesquiterpenas, diterpenos, friterpenos etc.; Ademas hay ofros
metabolitos como flavonas, cumarinas, glicésidos, esteroidas, lignanes, etc.10.

Los metabolitos secundarios encontrados en las especies analizadas en este trabajo fueron
del grupo de los diterpenos (clerodanos) y de los friterpenos (damaranos). Este tipo de
compuestos provienen ds la ruta sintética del &cido mevalénico que se muestra mas adelante.

Actualmente existe amplia informacion sobre estructura y actividad de este tipo de
metabolitos secundarios y conforme a esto, los datos que se obtengan ayudaran a fortalecer &ste
esquema de estudio. Esta base de datos comprende como familia vegetal importanto a las
Labiadas por la riqueza que poseen sus especies en compuastos con alguna actividad bioldgica.
Asf por ejemplo, se sabe que metabolitos de tipo fendiico y derivados del acido cinamico son
especialmente activos;!!. Tal es el caso del acido caféico, que es activo contra Mycobacterium
tuberculosis, Corynebacterium diphtheriae y Staphilococcus proteus. Para este estudio se
consideré que 1.44 mg dsl 4cido caféico equivale a 10 unidades de penicilina y es el limite mas
bajo para que una sustancia sea considerada como antibidtico. También se ha encontrado que
metabolitos del tipo terpenoide poseen actividad antibacteriana y virostética, por ejemplo se sabe
que en medicina fradicional se ha usado el extracto alcéholico de Marrubium vulgare para
distintos padecimientos. Ademas de la actividad virostdtica contra varios tipos de herpes 1'%

En una poblacién de Salvia officinalis se encontré un diterpeno con actividad bacleriostatica
con esquelsto de abietano al cual se le conoce como camosol 1.



Carnosol

Se determind actividad biol6gica de! carnosol contra Staphilococcus, E. coli y contra
Ephichenophytes 1.

Los compuestos encontrados en especies de Labiadas han demostrado actividad colerética,
carminativa y espasmolitica. Varios investigadores han comprobado que estas propiedades se
deben af sugenol y terpenos encontrados en los acéites esanciales, como son el limoneno, el
citral, al linalool, entre otros!!.

OH
OH

Limoneno Citral Linalool Eugenot

En Asia Central se prepara un t6 con una planta, Lagochilus inebrians con el propésito de
obtener un efecto sedativo. Ahora se concce la estructura del diterpeno que provee esta
actividad y se le di6 el nombre de Lagochilina 11.

LAGOCHILINA

En especies Mexicanas de Salvias se han encontrade compuestos con importantes
propledades farmacoldgicas; as( por ejemplo de Salvia keerlii se aisld un neo-cleredano conocido
como 4cido kerlinico. Este compuesto resulté ser antiprotozoario, especlficamente conlra
Tripanosoma cruzii,\2



Acido kerilnico

Otras substancias con esqueleto de neo-clerodano que actban como reguladores de
crecimiento fueron aisladas de Salvia melissodora y S. fulgens 12

Un aspeclo importante, que en nuestros dias adquiere un amplio valor econémico debido al
amplio mercado al que tiene acceso, es el desarrollo de insecticidas. Dentro de este contexto se
estan desarrollando métodos alternativos para la proteccion de los cultivos mediante el uso de
nuevos agentes protectores; que pueden ser indirectos o directos y que se desean sean
bijodegradables y muy especificos 13. 14,

Entre los insecticidas, producto de recientes investigaciones, y que han probado
positivamente su efectividad, sstan los semioquimicos (substancias quimicas que controlan el
comportamiento de insectos). Los semioguimicos son insecticidas indirectos de origen vegetat
entre los que se encuentran las feromonas y los antialimentarios principalmente 13. A pesar de su
alta efectividad, actualmente no se ha extendido su utilizacién dado que a la fecha solo se sabe
del uso de un antialimentario nalural conacido como azadiractina 13.14,

Azadiractina

Este tipo de productos naturales con actividad antialimentaria varian estructuralments, pero
los mas importantes proceden de arregios tipo terpencide *; y dentro del grupo de los terpenos
resaltan por su mayor actividad compuestos con esqusleto de cleradano que son diterpenos que
pueden variar en grado de oxidacion, sustituyentes, etc.
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Los clerodanos son particularmente abundantes en plantas de la familia Labialae, y las
investigaciones de géneros pertenecientes a esta familia han dado como resultado e! aislamiento
de muchos compusstos ds este tipo.

En México el estudio de las Safvias ha dado sus frutos en lo que respecta a metabolitos
secundarios con esqusleto de clerodanos con actividad antialimentaria, aunque también se han
aislado compuestos con estructuras de abietanos quae son particularmente abundantas en
Salvias; sin embargo no se les ha delerminado actividad antialimentaria, Algunos de los
resultados obtenidos de estas investigaciones se encuentran en la TABLA |

TABLA |
ESPECIE POBLACION REFERENCIA
S. keerll Benth Oaxaca 13
GH
o
o
o

7
[

kerlina Kerlindlida
50 ppm; M=42.7 * 100 ppm; M= 40.74 *
con S. exiqua con S. jittoralis
S. keerii Benth Queretaro
Ac. Kerlinico
100 ppm M=-1 *
50 ppm; M=8*
con S. littoralis
S. lasianta Benth

Lasiantina
100 ppm: M=40.1 *
50 ppm; M=243*
con S. exigua
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Edo. de México

DSM
100 ppm; M=32*
50 ppm; M= 43 *
con S. fittoralis
S.lineata Cav.

Seccidn fulgentes

o
od

1( 10 )- dehidrosalviarina Linearolactona
Activo a 100 ppm; M= 66 * 100 ppm; M= 17.55 *
10 ppm; M=55* 50 ppm; M= -26.53 *

con 8. fittoralis con 8, littoralis

100 ppm; M=129"*
50 ppm; M= 0.8 *
con 8. exiqua

= eniayo e ewxoion ( Ver paging 38 )
BREVE HISTORIA DE LOS DITERPENOS

Ei término diterpenocide se empezd a usar despues de 1955 y ahora se le considera sinénimo
de diterpeno y se define como un esquelsto constituido por 20 &tomos de carbono o por 4
unidades de isopreno (C s H) 4.

La investigacién en diterpenos tuvo sus inicios cuando se trabajé la brea obtenida de los
pinos. Esto es, de los residuos no volétiles de la manufactura tradicional del aguarras que se
obtiene del exudado oleo-resinoso de los &rboles de la familia de las Pinaceas.

De la mencionada resina 4cida se obtenia una mezcla muy compleja, ya que los 4cidos
presentes tenlan estructuras muy similares por lo cual se dificultaba la separacién.

Sin embargo se logré aislar de mansra impura e! &cido abiético, esto fue en 1824 y no fue
sino hasta 1910 cuando se obtuvo en forma pura el dcido abiético 14.
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Acido abiético

En la segunda mitad del siglo XIX, Vasterberg logré obtener dos écidos resinosos puros, uno
fue el dcido dextropimérico y el otro fue el 4cido levopimarico.

Hooc HOOC
Acido levopimérico Acido dextropimérico

Por el afio de 1903 una vez mas Vesterberg empléo ta deshidrogenacién para resolver
problemas estructurales, pero fue realmente Ruzicka quién en 1821 difundi6 la aplicacién de
este método para la resolucién estructural en sesqui y terpenos superiores.

Asl hubo un periodo comprendido entre 1921-1950 conocide coma la "Escuela de Ruzicka",
en e} cual se confimaron mas claramente las estructuras de diterpenos ya conocidos, por
ejemplo las del manool, de! esclareol 4.

Manool Esclareo}
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Fue también dentro de este perfodo cuando se evalto la importancia fundamental que tiene la
regla del isopreno, dado que para la elucidacién estructural del diterpeno conocido como fitol fué
de mucha ayuda, asi mismo para !a elucidacidn de la vitamina A demostré ser una herramienta

verdaderamente Gtil.

Fitol

OH

OH

Vitamina A

Para la versatilidad en elucidacién estructural hubo necesidad de que entraran en juego
conceptos y bases biogenéticas, ya que !a bioquimica de los vegetales as la que detarmina el
tipo de metabolllos que estas sintetizan. Fue asl como Ruzicka (1953) publicd un trabajo *
Biog Je Rule “, que blece en su parte fundamental, que estructuras terpenocides
pueden relacionarse con sus precursores biogenéticos, tales como : geraniol, famesol,
geranligeranilo, etc. para hacer deducciones estructurales acordes con lo propuesto por las rutas
biogenéticas. A partir de esa &poca (1950) ta investigacion en diterpenos empezé a acelerar su
paso, ya que se encontraron nuavas estructuras, nuevos esqueletos.

Asl para 1970 se conocian aproximadamente 650 diterpenos agrupados en 70 diferentes
esqueletos. Ahora es comUn encontrar en cualquier manual de terpenos mas de 2000 diterpenos
descritos contenidos en 176 esqueletos diferentes.

El analisis ds !as estructuras establece que cerca del 50% de los diterpenoides encontrados
estéan contenidos en 7 principales esqueletos los cuales se muestran a continuacién 14,

Labdano Clerodano Pimarano
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A T

Abistano Giberelano - kaurano

Cembrano

Todas estas estructuras muestran caracteristicas que las relacionan con la ruta biogenética
del acido mevalénico; esto es, algunas tieren un isopropilo, otras el gem dimetilo y ademés se
identifica la unién de unidades isopreno que identifican claramente a esta ruta biogenética, ta
cual se muestra mas adaiante.

La ruta del &cido mevalénico es muy comun y se inicia con 2 moléculas de acetil coenzima A;
la cual puede provenir de la degradacién tanto de carbohidratos, &cidos grasos u atro tipo de
sustratos.

El écido mevaldnico es también precursor de los esteroides 1. 18 ,como el colesterol,
sitostero!, ergosterol, ect. Asi mismo lo es de sesquiterpenos y da triterpenos pentaciclicos. Las
rutas blogenéticas de estos metabolitos se presentan mas adelante.

Dada |a relevancia de los clerodanos por sus propiedades farmacolégicas, corresponde una
breve retraspectiva de estructuras de compuestos con esiructuras parecidas a los que se
describen en este trabajo. En este sentido la literatura informa de una distribucién bastante
&mplia de los clerodanos en el Reino Vegelal. Se les ha encontrado en algunos géneros de las

Familias Annanaceas Anslolochlar:eae Menisp P Flocourtl.
Cist: -eae, vsae, Mimc Euphorbi: f Spindaceae,
Vert:enaceae, Labiatas, Scrophulani Cc i Al Orchi

Araucariaceae 9, Algunos de los mas relevantes se musstran acontinuacién. Entre ellos un neo-
clerodano, la olearina, de Olearia heterocarpa { Compositae) 19, cuya estructura se muestra a
cantinuacién.



OLEARINA

Otro ejemplo importante de un diterpeno clerodénico es el marrubiastrol aislado de Leonurus
manubiastrum ( lLabiatae ) 2 que posee una estruclura muy semejante a los diterpenos

encontrados en este trabajo.
oH

MARRUBIASTROL

Un clerodano que fue caracterizado por Rayos X muestra la siguienta estructura :

Este metabolito fue aislado de Leonurus marrubiastrum ( Labiatae ) 2! y se trata de un seco-
clerodano, Hay datos de estudios de actividad biol6gica de este metabolito aislado de flores y

hojas de L.marrubiastrum.
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En la familia de las Compuestas un género particularmente importante por la alta proporcidn
de diterpenos que poseen, en especial clerodanos, es el género Baccharis. Ejemplos importantes
se encontraron en poblaciones colectadas en Chile, como la desoxiarticulina aislado de B.
pedicellata 2 por primera vez en 1987.

DESOXIARTICULINA

Otro producto clerodénico fua aislado de B. conferta, de una poblacién colectada en el Valle
de México en 1973 y recibe el nombre de bachofertina ()

BACHOFERTINA

Wemer Herz y colaboradores 24 en un estudio sobre 8. trimera encontraron algunos
diterpenos dilactonas como los que se muestran a continuacidn.
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La esterecquimica del C,; de los compuestos 1a y 1b no fue posible establacerla por
métodos espectroscépicos. Sin embargo, 1a, 1b y 2a guardan una estrecha relacién. Se obtuvo
ademas por primera vez 2b como producto de la oxidacién de 2a y se caracterizd por difraccién
de Rayos X. ’

Otros compuestos que guardan una estrecha relacién estructural con los aislados de B.
trimera son los encontrados por Boh!mann y colaboradores.?s en otras especies del mismo
género Estos diterpenos son clerodanos dilactonas como los anteriores. Asi se propusieron las
estructuras 1b y 3a basadas en los dalos espectroscipicos.

Otros datos interesantes sobre Salvias con actividad antialimentaria contra insectos se
pueden ver en fa TABLA1( pag. 13 ).

Algunas especias con esta actividad podrfan ser evaluados como valiosas alternativas en e!
campo de los insecticidas; ya que este tipo de compuestos insecticidas de origen natural causan
muchos menos perjuicios al medio ambiente, ademas de otros atributos y propiedades que los
hacen mas efectivos.
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BIOGENES!S DEL ESQUELETO CLERODANO **

M/MCH&OPP

PIROFOSFATO D& N H

GERAHILGERANILO

v H
H

ENT NEO-CLERODANO NEO-CLERODANO
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BIOGENESIS DE TRITERPENOS TETRACICLICOS Y PENTACICLICOS "
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PARTE TEORICA

En esta seccién se dard importancia primordial a los compuestos nuevos discutiendo
someramente a los ya descritos.

El primer compuesto aislado en este trabajo fue el B-sitosterol, siendo este un esterol muy
comuin en Safvias. Fue identificade dado que se encontrardn propiedades fisicas como el pto. de
{fusibn, apariencia externa y Rf idénticas al de una muastra perfectamente pura y conocida de f-
sitosterof.

El IR muestra la banda en 3610 cm™' correspondiente a un OH, otras hbandas intensas en
2959, 2937 y 2889 cm! debidas al alargamiento del enlace C-H de las cuales tiene muchas el p-
sitosterol; ademas de las bandas en 1464 y 1380 cm*! en la zona dactilar. Ademas de coincidir el
Rf de este compuesto con el de una muestra auténtica de $- sitosterol, la espectroscopfa de IRy
de RMN fue acorde con lo descrito en ia literalura 3,31,

El M* en el espectro de masas tiene una relacién m/z de 414 que corresponde a una férmula
condensada CogHg,0.

E! B sitosterol possee 1a siguiente estructura :

H H M
COMPUESTO t{ §- SITOSTEROL.)

El siguiente compuesto, se identifica como el #écido oleandiico y se ha encontrado en ef
~80% de las Salvias estudiadas en México, Este compuesto se aisld de los productos sdlidos
que precipitaron durante la evaporacién del disolvente de maceracién mediante una extraccién
exhaustiva con metanol y hexano; obteniéndose por cristalizacién del producto soluble en
metanol.

Su presencia se justificd con base en las propiedades fisicas, quimicas y espectréscopicas
que poseen los triterpenos de este tipo. Este producto precipitd en grandes cantidades durante
la elucién de las fracciones menos polares, Io cual sucede usualmente durante el trabajo
experimental de Salvias.

Ademés se comrié una c.cf comparaliva con una muestra perfectamente identificada,
confirmando asi su identidad.
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Por otro lado se llevé a cabo una esterificacién con diazometano de este triterpeno con el
objeto de obtener et ester metllico, (o cual es facil de corroborar por espectroscopla de masas si
observamos el aumentoe de 14 unidades de masa y siendo ahora el pico con m/z 470 que
corresponde at idn molecular, ademds el pico base es ahora 203.3 debido a ia pérdida
primeramente de la funcién ester; es decir COOCH, de m/z 59.04 y posteriormente la ruptura por
el mecanismo retro Diels-Alder.

Y
RS

COMPUESTO Il (AC. OLEANOLICO) R= COOH (nvz 456.709)
OLEANGCLATO DE METILO R= COOMe (m/z 470.74)

COMPUESTO it

El siguiente compuesto fue aislado por cristalizacién de metanol de las fracciones eluldas at
75% de AcOEt / hexano obteniéndose como producto cristalalino blanco que funde a 16589-170°C

A este compuesto se le asigné la estructura Ill de manera inequivoca con base en los
resultados a ia difraccién de rayos X ( FIGURA | ), corrobordndese por la espectroscopfa del
producto natural y de sus derivados acetilado y oxidado, dejando en claro que posee la
estructura de un trinor- damarano que resulta ser novedoso dado que no se habia aislado con
anterioridad un metabolito secundario de esta naturaleza de Salvias Americanas.

COMPUESTO Wl
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FIGURA 1

El andlisis del espactro de IR muesira sefal en 3583 cm™ asignada al  hidroxilo, sefales en
1467 y 1376 cm! pare los metilos y metilenos de la molécula, ademads una sefia!l intensa en 1035
cm-1 para una unién C-O de acetal y otra menos intensa en 1002 cm™ que muy probablemente
se daba a la unién C-O det cetal ( estas sefiales podrian ser invertidas ).

En el espectro de RMN ‘H se observa una sefial desplazada a § = 4.9135 ppm como un
doble de dobles con J = 2.4 y 4.1 Hz que se asigna al H,,. Se observa ademas e/ sistema ABXY
para los Hy ( pro-R y pro- 8 ), en donde cada rama del doblete para el H,, pro-S en 6 = 4.248
ppm muestra un acoplamiento a larga distancia de tipo W con el H, axial con una J = 2.6 Hz; asi
mismo e! doblete para el H,, pro -R en 5 = 3.74 ppm muestra un acoplamiento W con el Hg con
una J = 1.78 Hz. El acoplamiento geminal de los H,g tiene una constante de acoplamiento de J =
8.8 Hz.

La sefal para el OMs esta en & = 3.32 y 3.30; es decir hay dos sefiales y las dos integran
para 3 hidrégenos, [a cual indica que se trata del espectro de una mezcla epimérica.
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Sin embargo la informacién de difraccién de rayos X indica que solo uno de ellos es el que
cristaliza.

£ producto tiene 5 metilos y todos ellos estan sobre carbonos saturados por lo que deben
observarse como singuletes en el espactro de RMN 'H; sin embargo existen sefiales dobles que
corresponden a !a mezcla epimérica. Asi las asignaciones se hicieron en base al andlisis del
espectro de RMN 13C e 'H., ademés de correlacionar las sefiales con datos que se describen
para estructuras parecidas en la literatura. En la sigulente tabla se muestran ias sefiales para los
metilos en damaranos de este tipo :

Me-18 Me-21 Me- 28 Me-29 Me-30
8'H 0.87 . 1.02 0.92 0.83
.088 . 0.84
8 1C 15.28 23.31 26.8 18.43 15.70
2876 15.78
REFERENCIAS :32, 33, 34
Las sefiales para los carbones del resto de la molécula se encuentran en 1a siguiente tabla,
los cuales también se correlacionaron con los datos para estructuras semejantes descritas en las
referencias indicadas.
No atomo suC No. atomo 8 13C
C, 29.47 ({) Cy 29.29(¢)
C, 3517 (f) Cys 4336(d)
4364(d)
C. 96.084 (5 Cia 4858 (s)
C, 35458 (5 ) Ci .01 ()
Cs 50.98 (d) Cs 27.23 (1)
27.76(¢)
Cs 19.75 (1) [ 4522(d)
49.50 (d}
C, 35.53 (1) Ci 68.028 (1)
Cs 39.20(s) Cxn 3545(t)
35141 (¢)
Co 50.01(d) Cx 25.88(t)
2531(¢4)
Co 4043 (s)
Cyy 2257 (1)
2274(4)
REFERENCIAS : 32, 33, 34, 35.

La multiplicidad se asigné con base en el experimento APT
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Es importante sedalar que el primer damarano que se ais!é de Salvias fue de una poblacién
de Salvia bicolor colectada en Méalaga, Espafia 3 y ahora este otro damarano es el primer
triterpeno de este tipo aislado de una Salvia Mexicana

El patrén de fragmentacién mostrado en el espectro de masas presenta el pico base en miz
115, el ion molecular no se observa pero debiera corresponder a una m/z 446.67 para una
formula condensada CmH&O4: sin embargo, si se observa el pico M*- 31 ( M* - CH,0 ) ¥

- CH, ).

también el pico M* - 15 (M

“teigo ’g’y”
—_ Lo’

t o
Y

P.B. Mz 115.15

.
M%31 mizats M*15 miz 491

La acetilacién del damarano anterior con anhidrido acético, piridina y usando DMAP como
catalizador, condujo al correspondiente producto acstilado sn C,g, el cual tiene por clave A

La evidencia espectroscopica sustenta la formacién de un carbonilo en C, y a posicién del
acatato en C,,, esto es, si se analiza el espectro de IR, se encuentra la sefial intensa para el
C=0 de acetato en 1732 cm™*, y Ia sefal para el C=0 de ciclohexanona en 1705 ¢m 1. Ademas
de hallarse las sefiales en 1096, 1003 cm™1 para C-O de acetal y cetal { interconvertibles ).
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La sefal que se observa como un singulete en el espectro de RMN 'H en &= 1.957 ppm que
integra para 3 hidrégenos se atribuye al acetato que se forma en C,, Ademas hay un cambio
notable en el sistema ABXY con respecto al compuesto no acelilado en la seiial del H19 pro- S;
esto es, el doblete centrado ahora en 5= 4.058 ppm con J = 11.6 Hz ya no presenta el
acoplamiento a larga distancia de tipo W, lo cual es un dato que confirma la presencia det
acetato en C,q.

La sefial para el H,, pro- R en 6= 4.2315 ppm si presenta el acoplamiento W con H, « axial
con una J = 3.4 Hz ademas del acoplamiento geminal con el Hyg pro- S conuna J = 11.6 Hz. La
mayoria de |as sefiales restantes no presentan cambios notables

La espectrometria de masas de este producto no presenta el iGn molécular que debiera tener
una m/z 488.70 para una férmula condensada CH 05

El pico base proviene de la siguiente fragmentacion ;

Topdlg®s!
—_— -
(o} [»]
+

P.B. m/z 115.15

COMPUESTO HIA

Otro i6n importante es el M*- 445.6 ( M*- C4H 50, } que corresponde al i6n m/z 43.04 y es
asignada a un i6n acilo,

>,o

9

Al:l"llal |
- Ha_cao.

m/z 43.045

Este producto de reaccidn tampoco se encuentra descrito en la literatura.
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COMPUESTO IV .

De 1a fraccién 62 elulda con 75% de AcOEt / hexano se aislé una pequena cantidad ( ~ 5 mg )}
da un producto blanco que fundié a 1540-1569C.

El IR de este compuesto mosiré una banda en 3530 cm™! asignada a un grupo oxhidrilo, otra
sefial en 1758 cm™ para un C=0 de y lactona, otra mas en 1065 cm™! para una union C-O de
acetal.

Lo mas sobresaliente de este compuesio en el espectro de RMN 'H resulta ser el mismo
sistema ABXY que para el compussto tll, lo cual hizo pensar que se trataba de! mismo esqueleto
estructural y solo con alguna modificacién en alguna parte de la molécula.

De tal manera que la sefial que se encuentra a campo mas bajo es una de tas ramas del
sistema ABXY se encuentra centrada en § = 4.239 ppm con J =2.78 y 8.6 Hz y la otra parte del
sistemaen § =3,734 ppmcon = 1.84y 8.74 Hz.

El espectro de masas fue esencial en este caso, dado que ahora el pico base es m/z 99.1 que
proviene de la siguiente fragmentacion,

P.B. miz 99.109
El i6n molécular tiene una m/z de 430 que corresponds a una férmula condensada C,;H 0,
Dado que este compuesto se enconiré como producto natural, se podria especular que el

compuesto Ill por una reaccidn de oxidacién se transforme en el compuesto IV Para comprobar
esta hipotesis se realizd 1a oxidacion del compuesto lit con el reactivo de JONES.

JONES
—_—

COMPUESTO I COMPUESTO IV
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Esta transformacion fue confirmada por el andlisis de! producto con espectroscopla de
infrarrojo y por c.c.f. comparativa.

Una secuencia sintética probable para la transformacién dsl compuesto lf en el compuesto
1V es la siguiente:

<X
Compuaesto Il l"( H

Compuesto IV

Sin embargo es muy probable que de! hemicetal intermediario propuesto en esta secuencia
86 pueda generar el compuesto Il

El compuesto IV no se ha enconirado descrito en la literatura.
COMPUESTO V

Este compuesto se aislé de las fracciones eluidas al 75 % de AcOEt/ hexano y se le asignd
la estructura V.

Ahora bien, se tiene como antecedente importante que los diterpenos mas comunmente
encontrados en Salvias son los clerodanos, abistanos, pimaranos y algunas veces labdanos;
esta informacién nos reduce los posibles esqueletos a los que puede pertenecer este
compusesto.
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Este compussto fue idantificado inmediatamente como un clerodano con fuslén de anlllos AIB ) ‘
trans como se muestra en la siguiente estructura : . .

COMPUESTO V

El i6n molecular en el espectro de masas tiene una m/z 346.42 que corresponde a una
{6rmula condensada CoHosOs.

Este compuesto ha sido aislado con anterioridad © 18 24 25, 37, por lo que la comparacién
directa de los datos espectroscépicos y experimentales encontrados con los descritos, fue
suficiente para proponer su estructura, ademas de confirmar su identidad por c.c.f. comparativa
con una muestra auténtica.

El dato de rotacidn éptica indica que se tiene el mismo enantiomero, es decir, el isvdgiro.

COMPUESTO VA

Este compuesto se obtuvo por la oxidacién de V al tratarlo con el reactivo de Jones con e!
propésito de tranformar el grupo OH en C; at correspondiente carbonilo

JONES
—_—

J ]
o’ ©° o7 o

Et espectro de IR dio las sefiales esperadas, tal como la desaparicién de la sefial en 3624
cm™! para el OH y aparecié ahora una banda de mediana intensidad en 1712 cm™ para un
carbonilo de ciclohexanona.
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En el mismo espectro se observa ahora una mejor resolucién para las diferentes y lactonas o,
B-insaturadas; ya que se observa una banda intensa en 1777 cm-t y otra banda en 1752 cm -1,
ademds de observarse las bandas adicionales para e! resto da la molécula.

Ei especiro de masas presenta un ién molecular M* m/z 344.4 que es el esperado para una
pérdida de 2 unidades de masa. E| M* con m/z 344.4 corresponde a una férmula condensada
CxH2405 y ademas presenta el mismo pico base m/z 91.1 que el diterpeno no oxidado.

En el espectro de RMN 'H se tienen cambios importantes; tal es el caso del sistema ABX en
donde se observa que la seiial del H,g pro-R se encusntra centrada ahora en 4.1075 ppm y
presenta una J = 8.2 Hz; es decir se desplazé a campo alto debido a la ausencia del efecto
desprotector que ejercia el OH en C;; siendo que todo el sisteama ABX abarcaba el rango de
3.92-5.30 ppm cuando estaba el OH, y ahora que esta el carbonilo el rango donde se situa es
3.97-4.10 ppm; es decir, un rango mas estrecho. La constante de acoplamiento para H, con Hy
se modifica un 0.7 de ppm.

Otro grupo de hidrégenos que modifican significativamente su desplazamiento son los
hidrégenos del Me-20; de tal manera que ahora su sefial, un singulete, se encuentra en 0.694
ppm sufriendo un A8 = 0.22 ppm hacia campo alto debido a la ausencia de la interaccion 1,3
diaxiatl que tenfa con el OH « axial de C,. El resto de las seffales no muestran un cambio en el
desplazamiento quimico que sea diréctamente afectado por la modificacion en la estructura de la
malecula al llevar a cabo fa oxidacién, puesio que presenta el mismo patrén de senales que el
compuesto V.

Los datos espectroscdpicos se compararon diréctamente con los descritos por los trabajos de
Herz et al 24y Bohimann et a/ 25 con lo cual se confirma la estructura de! compuesto VAL

COMPUESTO VA

Este diterpeno fue obtenido por primera vez por Wemer Herz et al 2* como producto de
oxidacién del comespondiente diterpeno { V ) aislado de B trimera.

Por otro lado se encontré como producto natural un compuesto diterpénico con propiedades
fisicas ( P.F., apariencia, color, solubilidad y Rf. } y espsctroscépicas { IR, EM y RMN. )
adénticas a las de! compuesto VA.
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Dado que este compuesto no ha sido aislado como producte natural se consideré pertinente
llevar a cabo mas exp troscoplicos que apoyaran de manera contundente la

existencia de este compuesto como pmduclo natural.

En la literatura no se encuentran datos de un andlisis de RMN 13C, y dado que este
experimento aportarfa fundamentos que apoyen la estructura, se eligieron los experimentos de
APT y DEPT. A continuacién se muestran los resultados :

No. §({ppm) | Multiplici No. & (ppm) | Multiplicl
atomo dad 4tomo dad

C, 20.03 ' Cy 346 t
C, 27.05 t Cio 22.11 t
Cy 357 d Gy 15.3 d
Cs 36.8 s Cis 68.8 S

Cs 43 s Ci 72.69 ¢
[N 50.24 t [ 7.57 c
C, 208.46 s Cin 167.4 s
Cy 47.48 d Ci 70.45 t
Cqy 494 s Cx 18.65 [+
Cin 51.01 d

La multiplicidad se asigné con base a los experimentos de APT y DEPT.

En la TABLA so puede observar una sedal con § = 208.46 ppm a la que se le asigné una
multiplicidad de singulete por lo que se trata de un carbono totalmente sustituido, esto en base a
los experimentos de APT y DEPT. El desplazamiento quimico es totalmente acorde para un
carborno sp? unido a un 4tomo de oxigeno formando ast un carbonilo aislado. Otras sefiales
importantes en esta tabla son las correspondientes a los carbonilos de las lactonas.

Es claro que un factor importante que afecta al desplazamiento quimico de los carbonos
carbonilicos C5 y Cyg S0n los grupos vecinos. Las sefales en el espectro son § = 168.8 ppm y
167.4 ppm, [o cual deja una diferencia de 1.4 de ppm que no resulta descriptiva a alguno de los
carbonilos.
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La asignacién se hizo de acuerdo a lo registrado por el experimento DEPT, dado que son las
unicas sefiales, junto con la sefial para e! carbonilo da C; que no aparecen en este espeactro.

Ademas se utilizaron datos de la literatura donde existen numerosas estructuras semejantes y
presentan los siguientes desplazamientos quimicos en RMN ©C :

DEZPLAZAMIENTOS PARAEL Cy,

-_—

5 (ppmj* R Ref
73. H 3
0. H €
73, H

DESPLAZAMIENTOS PARA EL C,,
5{ppm}* R R Ref

68.
68,
67.
68.4
69.1

T (IL{L{T{XI

H

De estos datos solo se pueds concluir que el carbonilo de C,5 se situa hacla campos mas
bajos que el carbonilo de Cyg y con esto se basa la asignacién en este compuesto.

Los carbonos sp? C, y C, se asignaron en base al espectro DEPT y al de correlacién
heteronuclear { HETCOR ), asl mismo el resto de las sefales.

Con esto se concluye que el clerodano con la estructura VA se obtuvo como producto natural,
siendo esta la primera vez que se aisla como tal. Ademas se obtuvo como producto de oxidacion.
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COMPUESTO VI

Este compuesto se obtuvo de las fracciones eluidas 100% de AcOEt y es un compuesto
cristalino con punto de fusién = 1950-187°C al que se le asigno la siguiente estructura, dado que
también es un producto natural ya descrito que tiene el nombre de semiatrina.

oH

COMPUESTO VI { SEMIATRINA )

Por ofro lado para este compussto se encontraron en IR las bandas en 1777 y 1750 cm™
asignadas al carboniio de las y lactonas «, B- insaluradas, otra banda en 3463 cm™t asignada a
los grupos oxhidrilo, banda en 1640 cm™! atribuida a dobles ligaduras. La A max absorcién a 206
nm confirma las y lactonas a, B- insaturadas.

En el espectro de RMN 'H se encuentran en la zona de hidrégenos vinilicos en & = 6.714 ppm
donde la integral es para un hidrégeno y presenta una J = 6 Hz, esta sefial doble corresponde al

H,.

La sefal en 5.917 ppm que integra para un hidrégeno y que presenta constantes de
acoplamiento J = 1.6, 3.4 Hz y que se observa como un doble de dobles es asignada al
hidrogeno vinilico de C

La sefial 4.91 ppm situada en el rango de hidrégenos base oxigenada y que integra para dos
hidrégenos, es una sefial doble con J =1.8 Hz se asigna por desplazamiento quimicc al metileno
enCy,

Al hidrégeno geminal al OH en C,, se le asigna la seial en § = 4.58 ppm puesto que integra
para un hidrégeno y su muitiplicidad de doble de tripletes con J = 2.8, 6.4 Hz que son acordes
para cuando el C,, es un centro asimétrico con configuracién absoluta S, io cual se apoya en el
estudio de rayos X que se describe en la literatura 42,

El sistema ABX esta, una de las ramas, el doblste en 4.32 ppm que se asigna al hidrégeno
pro- R. La otra rama, e! doble de doble esta centrado en 3.84 ppm y presenta la misma J = 8.2
Hz para el acoplamiento geminal del H,q pro-S con el Hy; pro-R, ademas de| acoplamiento en W
con el hidrégeno 6f axial de Cg,lo cual indica que el C, esta libre de sustituyentes.

Aparecen también dos sefiales que desaparecen a! intercambiar con D,0 en 2.97 y 4.2 ppm.
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Las seftales para el metilo 20 esta en 0.635 ppm como un singulete y en 0.885 ppm para el
metito 17 que aparece como un doblete con constante de acoplamiento de J = 6.4 Hz.

Este compuesto se hizo reaccionar con anhidrido acético y piridina para obtener el
correspondiente producto diacstilado al que se le asignd ta clave VIA.

€l espectro de RMN ! H mostré, dos sefiales para los acetatos en 2.106 ppm y 2.081 ppm
cada una integrando para 3 hidrogenos y observados como singuletes. Ademés presenta una
sefial en 0.674 ppm que integra para 3 hidrégenos y es un singulete que se asigna a un metilo
sobre carbono saturado, otra sefial 0.858 ppm que integra también para 3 hidrégenos y es un
doblete y se asigna a un metilo sobre CH. Se encuentra un sistema ABX, en donde una de las
ramas se centra en 4.135 ppm integrable para un hidrégeno y aparece como un doble con una
J = 8.4 Hz, la otra rama,esta centrada en 3.917 ppm y aparece como un doble de dobles con
constantes de acoptamiento J = 1.8, 8.2 Hz.

Las sefales en IR en 1780 y en 1750 cm ! se asignan a los carbonilos de v lactonas e, fi-
insaturadas

El espectro de RMN 'H muestra una seiial en 6.81 ppm que integra para un hidrégeno y es un
doblete con J = 6.6 ppm que se asigna al H,.

Por olro lado se encusntra una sefial en 4.88 ppm que integra para dos hidrégenos que es un
cuadruplete en donde cada rama de este es un doblete y es asignada al metileno en Cq, ya que
esta multiplicidad se presenta cuando estos hidrégenos forman un sistema AB, lo cual es
asegurado de acuerdo con la informacién de un diterpeno, la oloarina, aistada de Olearia
heterocarpa ( Compositae )12, De esta manera, !a estructura para este compuesto es la siguiente:

QAc

COMPUESTO VIA
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ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIALIMENTARIA

Estos ensayos bioldgicos {os llevd a cabo la Dra. Monique Simmonds del laboratoric Jodreli
del Royal Botanic Garden, Kew, Richmond, Surrey, U. K

Los diterpenos que se hallaron como productos naturales de S. aspera fueron sujelos a
ensayos biolégicos para determinar si poseen actividad antialimentaria contra Spodoptera

littoralis y Spodoptera exiqua

Se hicieron ensayos de eleccidn y de no eleccion; esto es, en el ensayo de eleccién el insecto
era expuesto tanto al dilerpeno a analizar mas otra sustancia. En el ensayo de no eleccion el
insecto se exponla Unicaments a! diterpeno que se deseaba analizar.

El parametro M en el ensayo ds eleccién cuando es mayor de 50 indica que el compuesto es
muy activo, y para el ensayo de no eleccién un valor menor de 25 indica gran actividad.

Los resultados estan registrados en la TABLA Il

Los 4 diterpenos analizados poseen el mismo esquelsto, diferenciandose tnicamente por los
sustituyentes en las posiciones 2, 7y 12.

Asi por sjemplo, cuando se tiene un grupo OH en posicién C, 8 y otro en Cyy,
compussto VI ( semiatrina ), se registra la mayor actividad contra S. /ittoralis, tanto en el ensayo
de eleccién como en e! de no eleccion.

Cuando hay un solo OH en C, « axial, compuesto V, fa actividad disminuye cuando se hacen
los dos ensayos; sin embargo cuando el sustituyente es un carbonilo en C,, compussto VA, la
actividad disminuye todavia mas respecto al compuesto V. Esto es, de M= 32 a M= 25.6 a 100
ppm y de M= 43 a M= 29.4 a 50 a ppm en el ensayo de eleccién, lo cual indica que el grupo
oxhidrilo en la posicién 7 confiere mayor actividad a la molécula que un carbonilo pero ia
actividad se obtiene mayor cuando hay hidroxilos C, By en Cy,

La kerlindlida, con un acstato en C, « axial y un OH en C,, B resulta ser mas especifica en el
ensayo de eleccion contra S. fifforalis que contra S. exiqua, ya que la actividad es para una
M= 40.74 y para la otra M= 1.2, respsctivamente; lo cual !e confiere a propiedad de ser mas
especifica contra una especie que conlra olra y eslo es una propiedad importante en
compuestos insecticidas.
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TABLA Il
ACTIVIDAD ANTIALIMENTARIA DE CLERODANOS
CLAVE ESTRUCTURA RESPUESTA ORGANISMO
100 ppm M = 25.6* Spodoptera fitoralls
VA 50 ppm M= 294* Spodoptera littoralls
100 pprm M = 32.0* Spodoplers iittoralis
SOppmM = 43.0* Spodoptera littoralls
v 100 ppmM = 23 Spodopters littoralls
S0ppmM =24 Spodoptera littoralis
100 ppmM = 57.0 ¢ Spodoptera littoralls
vi 100 ppm M = 12* Spodoptera liitoralis
50 ppm M = 25 Spodoptor littoralis
50 ppm M = 40.74 Spodoptera littoralls
S0ppmM= 12" Spodopters oxiqua

“Ensayodesleccidn " Ensayo 68 no alacelén
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CONCLUSIONES

Se aislaron 3 diterpenos clerodénicos de Salvia aspera, los cuales poseen actividad
antialimentaria contra Spodoptera fitforalis y uno de los diterpenos ( VA )resultéd ser nuevo como
producto natural,

Se determiné que e! grupo hidroxilo en la posicién 7 en el compuesto V es importante para la
actividad antialimentaria ( contra Spodoptera litoralis ), dado que el compuesto V es activo a 100
ppm con una M= 32,0, mientras que ol compusasto VA ( en donde la posicién 7 corresponde a un
carbonilo ) es también activo pero con una M= 25.6, es decir un 20% menos de actividad. Lo
mismo ocurrié a 50 ppm en donde 1a actividad baja un 31.6%.

Se encontraron 2 nuevos trinor- damaranos de Salvia aspera, siendo la primera vez que se
encuentran este tipo de triterpenos tetraciclicos en Salvias Mexicanas. Esto es un dato que se
puede correlacionar a nivel taxonémico si se toma en cuenta que en 1985 se encontré el primer
damarano en una Salvia Europea, y ahora es la primera vez que se encuentra un triterpeno de
este tipo en una Salvia Americana.

Ademas se aisl6 B- silosterol de Salvia aspera y cido oleandlico tanto en Saivia aspera como
en Salvia atropaenulata.
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PARTE EXPERIMENTAL ( S. Aspera )
A) APARATOS Y MATERIAL QUIMICO

Los puntos de fusion se determinaron en un Aparato Fisher-Johns y no estén corregidos.

Los espectros de uitraviolela se corrieron en un espectrofotémetro UV-VIS Perkin-Elmer 5§52,

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron de un espectrofotémetro IR Perkin-Elmer 283 y un
espectrofotometro IR Nicotet FT -IR 5 sx.

La rotacién 6ptica de determiné en un polarimetro Jasco-360

tos espectros de patrones de fragmentacion se obtuvieron de un espéctrometro de masas
Hawleti-Packard 5945A a 70 eV mediante Ia técnica de impécto electrénico

Los espaciros de RMN de 'H Y 13C se obtuviéron en un espectrémetro Varian-Gemini 200
ajustados segin e! nicleo a 200 y 50 MHz respectivamente. Asi mismo los experimentos
HETCOR y DEPT se obtuviéron en este modelo.

Los espectros de 300 MHz de 'H se obtuviéron en un espectrémetro Varlan VXR -300s. Los
desplazamientos quimicos estan en ppm (8), tomando como refencia al TMS. Los valores de J
estan en Hz

El andlisis de difraccién de rayos X de! compuesto 1l se llevd a cabo en un difractémetro de
rayos X, modelo P3/F NICOLET

Los soportes para las columnas de cromatografia fueron Silica-ge! 60 de Merck { mallas
70/230, 230/400, y para placs fodas ASTM )

Para seguir la pureza de los compuestos y el seguimiento de las reacciones, se usaron
cromatoplacas de gel de sllice 60 de Merck, con indicador fluorescente; usande tanto luz
ultravioleta como sulfato cérico al 1% en H,S0, 2N como reveladores

B) METODOS DE SEPARACION Y AISLAMIENTO DE COMPUESTOS

La planta se recolectd el 16 de Agosto de 1991 en el Valle de Tehuacén, en San Antonio
Cafiada, Edo de Puebla. La identificacién de la espécie la llevé acabo el Dr. T, P. Ramamoorthy
del instituto de Biologla de la UNAM, donde se dejé una muestra de [a especie en el Herbario de
dicho Instituto registrandose con el nimero MEXU544850 . Esta planta fué recolectada por el M,
en C. Baldomero Esquivel Rodriguez y el Q.F.B. Simén Heméndez Ortega.

El peso total de [a planta fue de 4.506 Kg ,de la cual se separaron 800 g de hojas; las cuales
se sometiéron a maceracidn en acetona ( 9 | ) a temparatura ambients ( ~25° C ) por 7 dias.
Posteriormente se procedid a eliminar el disolvente por destilacién a presidn reducida en un
rotavapaor, continuando la eliminacién dal disolvente por completo al alto vacio, obteniéndose
41.9 g de extracto crudo seco total, mas 3.843 g de productos sélidos que pudieron filtrarse
durante !a evaporacién de! disolvente ( PS1)

La totalidad de! extracto crudo se cromatografié en una columna empacada con silica gel para
placa , empleando como eluyentes : hexano, AcOEt / hexano, MeOH / AcOEt, MeOH en
polaridad ascendente y tomando fracciones de 500 ml. De esta separacién se obtuviéron 92
fracciones.
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B- sitosterol

De las fracciones 13-19 eluidas con AcOEt / hexano ( 9:1 ) se obtuvieron 814 mg que por
cristalizacidn de acetona dié un producto cristalino blance, P.F,= 135°-137° C, soluble en AcOEt,
CHCl,, el cudl fue comparado en una c.c.f. con una muestra auténtica de - sitosterol, resultando
ser el mismo.

IR (CHCL,), v max (cm™*) : 3610 ( alagarmiento O-H ),2959, 2937,2888 { alargamiento C-H ),
1464,1380 ( CH,, CH;}

EM M* miz 414 ( 31.4% ); P.B. m/z 55.1 ( 100% }; m/z 399 ( 12% ), m/z 381 ( 12% ); m/z 329
( 19% ) m/z 303 ( 16% ); iz 273 ( 11% ); miz 255 ( 14% ); miz 231 ( 11% ); miz 231 (18 % );
miz 161 { 32% ) m/z 145 ( 68% ); m/z 133 ( 44% );m/z 119 ( 50% ); m/z 105 (58% ); m/z 95.2 (
T7.1% ), m/z 81.1 ( 81.4% ), Mz 69 ( 72% ); miz 43.2 ( 84.9% ).

RMN *H, 200 MHz, (CHCl,), §: 5.35 ppm (H-7, 1-H, d ); 3.52 ppm (H-3, 1-H, #t ); 1.0 ppm { Me-
19, 3-H, s ); 0.68 ppm ( Me-18, 3-H, s ); 0.8-2.3 ppm ( palron de sefales del B- silostero! )

Acido oleanslico

Una parte de los productos sdlidos { PS1 ) se someliéron a una extraccion exhaustiva con
metanol y hexano , asf se tuvo de la fase metandlica y por cristalizacién con acetona 2.7889 g de
un producto blanco ,P.F. = 2300-245¢ C, insoluble en CHCI,, el cual fue identificado como el
acldo oleandlico, ya que se compard en una c.c.f. con una muestra auténtica de dicho &cido,
resultando ser idénticos

IR (nujo! ) v max { cm™ ) : 3435 (alargamiento OH ); 2968, 2897, 2865 ( alargamiento CH );
1691 ( C=0 de 4cido ); 1460 1380 ( CH,, CH,); 1034 ( CO ).

EM M* miz 456.5 ( 0.6% ); PB m/z 248.3 { 100% )M*-15 m/z 441 ( 0.2% ); M*-44 m/z 411 (
0.2% ), m/z 423 (0.2% ).

RMN tH 200 MHz, ( €DCl, ), § : 5.3 ppm { H-12, 1-H, t); 3.2 ppm ( H-12, 1-H, ¢ }; 2.7-3.75
ppm(H-O, 1-H,sa ).

De las fracciones 34-45 eluidas con AcOEthexano ( 1:1 ) se cbtuvieron 6.033 g de producto
amorfo color verde claro, de aqui se tomaron 500 mg para someterios a lavados con metanal,
logrando precipitar 185 mg de 4cido aleandlico, 315 mg de otra mezcla de 2 compuestos; la cudl
por andlisis por de RMN H revel6 seiiales que corresponden al &c. aleandlico y al compuesto [l
que se aisl6 de la fracciébn 62 en forma cristalina y mas pura donde se ampliara su
caracterizacion

El 4cido oleandlica abtenido de estas fracciones se hizo reaccionar con diazometano para
obtener el correspondiente ester metilico.
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De las fracciones 46-61 eluidas con AcOEt /hexano { 1:1 ) se obtuvo 6.1986 g de un polvo
café oro, del cual por cromatografia se identifico al acido oleandlico mezclado con productos mas
polares pero muy poco abundantes, no siendo posible su aislamiento por los métodos
convencionales disponibles.

COMPUESTO il

Por otro lado, la fraccion 62 elulda con AcOEt /hexano ( 3 :1 ) se tratd por cristalizacion con
hexano logrando precipitar 41 mg de un polvo amorfo verdoso. El producte en las aguas madres
de este proceso de filtracién, ya sin disolvente, se recristalizéd de metanol, y se ebtuvieron ~60
mg de un producto cristalino blanco,P.F. =165°-170° C, soluble en hexano CH,Cl,, CH,COCH,,
AcOEL.

IR ( CHC!y) v max ( cmt ) : 3587 ( alargamiento OH }; 2992,2968 ( alargamiento CH ); 2871,
2832 {C-C );1467, 1376 { CH,, CH, ); 1035, 1002 ( C-O acetal yio cetal );
ESPECTRO 3.0

EM M* m/z 446.67; PB m/z 115 (100% ); M*-15 m/z 431 (0.1% };M*-31 m/z 415 ( 0.5% ); m/z
85(26.7%).
ESPECTRO 3.1

[@]P=+79° (c=1mg/ml, CHCl)

RMN H, 200 MHz, { CDCly ), & : 4.9135 ppm ( H-24, 1-H, dd, J= 2,32, 4.1 Hz }; 4.249 ppm ( H-
19 pro-S, 1-H,parte A de un sitema ABXY,J =2.6,8.72 Hz );3.7381 ppm { H-18 pro-R, 1-H, parte B
de un sistema ABXY, J = 1.78, 8.82 Hz }; 3.3280 ppm ( Me-O, 3-H,d ).

ESPECTROS 3.2,3.3

RMN 13C, APT, 50 MHz, ( CDCI, ) Estos dalos estan registrados en tablas y se escuentran en
la parte tedrica.
ESPECTRO 3.4

ACETILACION DE 1l

COMPUESTO A

A 32 mg del compuesto Ill se le traté con anhidrido acético y piridina, empleando como
catalizador DMAP. Una vez llevada a cabo la reaccion, se separé el producto acetilade por una
separacion cromatogréfica flash en columna empacada con silica gel 60 { 230 / 400 ) con un
aluyente al 10% de acetona/hexano; obteniendo e! corespondiente producto acetilado, cristales
blancos, P.F. = 65°-68° C ( de metanol ), soluble en : CHCI;, AcOEt, CH,COCH;.
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IR{ CHCla), vmax { cm™ ) : 2958, 2872 ( alargamiento C-H ); 1732 ( C=0 da acetalo ); 1705
( C=0 de ciclohexanona }; 1461, 1374 ( CH,, CHz ), 1096, 1003 (C-O aceta! y/o cetal ).
ESPECTRO 3.5

EM M* m/z 488; PB m/z 115 ( 100 % ); M*-16 m/z 4735 ( 0.3% ); M*-31 m/z 457 ( 0.9% ); miz
398(0.3% ); m/z55.1 ( 17.5% ); miz 43.1 ( 54.5% ).
ESPECTRO 3.6

RMN 1H, 200 MHz, ( CDCl, ),6: 4.917 ppm ( H-24, 1-H, dd, J = 2.32, 4.1 Hz ); 4.2315 ppm ( H-
19 pro-R,1- H parte A de un sistema ABX, J = 3.4, 11.6 Hz ); 4.058 ppm ( H-19 pro-S, 1-H, parte
B de un sistema ABX, J = 11.6 Hz ); 3.325, 3.314 ppm ( MeOQ, 3-H, ¢ ); 1.957 ppm ( CH,COO, 3-

, S ).
ESPECTRO 3.7,3.8
OXIDACION DE 1l
COMPUESTO IV

A 4 mg de MMl se le sometierdn a condiciones de oxidacion con el reactivo de Jones ( CrOy
H,80, ). El producto se purificé por cromalografia en placa preparativa, ubteniendo asi el
compuesto oxidado en forma pura. La identificacién de este compuesto se llevé a cabo por c.cf.
y andlisis infrarrojo.

IR ( CHCly ), v max ( cm™! ) : 3587 ( alargamiento OH ); 2963, 2928, 2874 ( alargamiento CH );
1754 ( C=0 de y lactona ); 1466, 1379 (CH,, CH, ); 1185, 1151 ( vibracién C-O ); ademas de
1079, 1043, 941 en la zona dactilar.

COMPUESTO IV

En las mismas aguas madres de ia fraccién 62 se aisld ademas ~ 5 mg de un producto
blanco,P.F. = 154°-156° C ( producto solido tal como salié de la columna ), soluble en CHCl,,
AcOEL, CH,COCH,, insoluble en : hexano, CH.Cl..

iR ( CHCl, ), v max ( cm™ ) : 3590 ( alargamiento OH }, 2960, 2933 ( alargamiento C-H ); 2871
( doble enlace ), 1758 ( C=0 de y lactona ); 1466, 1378 ( CH,, CH, ); 1065 ( C-O de acetal ).
ESPECTRO 4.1

EM M* m/z 430 (6.7% ); PB m/z 99.1 ( 100% ); M*-15 m/z 415 ( 0.6% ); m/z 383 ( ~ 2% ), miz
55.1(21% ) miz43.1 (38% ), m/iz 41.1 (16.7% ).
ESPECTRO 4.2

RMN *H, 200 MHz, ( CDCl3 ), § : 4.232 ppm ( H-19 pro-R parie A de un sistema ABXY, 1-H, J
=2.78, 8.6 Hz ), 3.734 ppm ( H-19 pro-S parte B de un sistema ABXY, 1-H,J = 1.84, 874Hz)
ESPECTRO 4.3
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COMPUESTO V

Las fracciones 63-85 eluidas de la columna con AcOEthexano ( 3:1 ) rindieron por
cristalizacién de hexano 2.9228 g de una mezcla de 3 productos, uno de sllos, el menos polar y
mas abundante se logré aistar en forma pura por recristalizacién por par de disolventes AcOEt /
hexano, obteniendose asf un producto cristalino blanco P.F. = 168°-174¢ C ( de acetona / hexano
) soluble en CH,Cl,, AcOEt, CH,COCH, CHCt,, MeOH. Rf = 0.7 ( AcOEt / Benceno, 6:4, X2 )
revela color amarillo ctaro.

IR ( CHCI, ), v max { cm*1 ) ; 3624 ( alargamiento OH ); 2961,2931 ( alargamiento CH ); 2880 (
C=C ),1751 ( C=0 de y lactona «, B- insaturada );1640 ( C=C );1468, 1363 { CH3, CH2 );1188 (
OH); 1037 (C-0).

ESPECTRO 5.1

EM M* m/z 346.4 ( 1.1% ); PB m/z 91.1 { 100% ), mfz 316.4 { 6.6% ); m/z 209 ( 12% ); m/z
233 ( 16% ), miz 201 { 21% );m/z 98.1 { 60.1% ), m/z 77 ( 60% );m/z 67 ( 42% ); miz 55 ( 38%
rmiz 41 (44% ).

ESPECTRO 5.2

[a]P 4 =-87° (c=1mg/ml, CHCl,)
A max ( MeOH } = 204 nm (¢ = 1082 .49)

RMN tH, 200 MHz, ( CDCI, ), d : 6.7343 ppm ( H-3, 1-H, dd, J= 2.28,7.34 Hz );5.8865 ppm (
H-14, 1-H, ¢, J = 1.64 Hz ); 5.3042 ppm ( H-19 pro-R, 1-H, parte A de un sistema ABX , J =7.64
Hz ); 4.7666 ppm ( H-16, 2-H, d, J = 1.78 Hz ); 41323 ppm ( H-7, 1-H, dt, J = 2.68, 618 Hz );
3,9238 ppm ( H-19 pro-S , 1-H, parte B de un sistema ABX,J = 2.2, 7.66 Hz }; 1.06 ppm ( Me-17,
3-H, d, J = 7.475 Hz ); 0.92 ppm ( Me-20, 3-H, 5)

ESPECTRO 5.3

OXIDACIONDEV
COMPUESTO VA

30 mg de V sa hicieron reaccionar con el reactivo de Jones. Una vez neutralizada la reaccién
y posterior extraccidén del correspondiente compuesto oxidado, se obtuvieron por cristalizacién
2B.7 mg, dando asi un rendimiento del 85.7 %. El producto es un polvo amorfo blanco, P. F. =
800-87° G ( de acetona / hexano ), soluble en CHCI,, AcOEt, CH;COCH,, CH2Cl,, MeOH, DMSO.
insoluble en hexano,

IR ( CHCIy), v max ( cm"! ) : 2985, 2933 ( alargamiento C-H ); 2871 ( C=C ); 1777,1752( C=0
de y tactonas a, B- insaturadas ) 1712 ( C=0 de ciclohexanona ); 1655, 1640 ( C=C }; 1171, 1027
(C-0). '
ESPECTRO 54
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EM M* m/z 344.4 (2.8% ); PB m/z 91.1 ( 100% ); M*-18 m/z 326 ( 3.8% ) m/z 299.4 (1.7% );
m/z286.3 (2.1% ); mfz 233 ( 18% ); m/z 201 ( 41% );m/z 9B ( 40% Ym/z 77 ( 39% ), m/z 69 (48%
), miz 85 (50% ), m/z 41.1 (70.7% ).

ESPECTRO 6.6

RMN *H, 200 MHz, ( CDCl, ), 6 : 6.879 ppm ( H-3, 1-H, dd, J = 2.4, 7.2 Hz ); 5.915 ppm ( H-14,
1-H, ¢, J = 1.6 Hz ); 4.8145 ppm ( H-16, 2-H, d, J = 1.8 Hz ); 4.1075 ppm { H-19 pro- R, 1-H, parte
A de un sistema ABX, J = 8.2 Hz }; 3.97 ppm ( H-19 pro-S, 1-H, parte BX de un sistema ABX, J =
2 Hz); 1.017 ppm ( Me-17, 3-H, d, J = 6.8 Hz }; 0.694 ppm ( Me-20, 3-H, s ).

ESPECTRO 5.6

COMPUESTO VA

Estos son los reultados del compuesto VA abtenido como producto naturai.

Este producto de apariencia mas bien amorfa, color blanco, P.F. = §90-63° C ( acetona /
hexano ), soluble en : CH,Cl,, AcOEt, CH;COCH, MeOH, CHCl,, DMSO, Rf = 0.533 { AcOEt /
bencano, 6:4, X2, revela color rosa ).

IR ( CHCly ) v max ( cm -t ) : 2085, 2963 ( alargamiento C-H ), 2871 ( C=C ),1777, 1752 (
C=0 de y lactonas a, - insaturadas ), 1712 { C=0 de ciclohexanona }, 1665,1640 { C=C ), 1171,
1027 (C-0).

EM M* m/z 344.4 ( 2.8% );PB m/z 91.1 ( 100% ); M*-18 vz 326 ( 3.8% ); m/z 233 ( 16% );
miz 201 ( 41% ); miz 149 ( 20% ); miz 135 ( 22% );miz 120 { 30% ); m/z 98 (39% ); M/z 77 (38% );
Mz 69  47%); m/z 55 { 42% )miz 41.1 { 70.7% ).

[a]P,=-157° (c=1mg/ml, CH;,COCH,}
A max ( MeOH ) = 202 nm ( e = 21137.93 )

RMN 1H, 200 MHz, ( CDCly ), §: 6.8875 ppm ( H-3, 1-H,dd J = 2.6, 7.4 Hz }; 5.924 ppm ( H-
14,1-H,t, J = 1.6, 3.4 Hz ); 4.797 ppm ( H-16, 2-H, d, J = 1.6 Hz ); 4.0325 ppm { H-19 pro-R, 1-H,
parte A de un sistema ABX, J = 8.2 Hz ); 3.94 ppm ( H-18 pro- S, 1-H, parte B de un sistema
ABX, J =22, 8.4 Hz }; 1.025 ppm ( Me-17, 3-H, d, J= 6.8 Hz ); 0.697 ppm ( Me-20, 3-H, s ).

RMN $C, 50 MHz, { CDCI, ) y DEPT Se encueniran tabulados en la parte de discusion.
ESPECTROS 6.7, 6.8,

RMN tH-13C HETCOR, 200 MHz ( CDCl, )
ESPECTRO 5.8.

En la fraccién 62 eluida con AcOEL/ hexano ( 3:1) de !a cual se obuvieron por cristalizacién
de hexano una mezcla de los compusestos V y VA.
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COMPUESTO VI{ semlatrina }

En {as fracciones de relativa mas alta polaridad, 70-75 eluidas de la columna principal con
AcOEt 100% se logré precipitar con hexanofetar isopropilico 5.73 g de una mezcla de productos;
un polvo ligéramente amarillo. La c.cf. revelé ser una mezcla de dos compuestos, uno de ellos
coincidio con el Rf del compuesto VA el otro desconocido.

Hubo necesidad de cromatografiar 500 mg de esta mezcla en columna empacada con silica
gel 60 ( 230 / 400 ) con mezclas de eluyentes de polaridad ascendente; asi se obtuvierén 42
fracciones.

Las fracciones 36~42 rindieron un producto cristalino de color blanco, el cual se cristaliza de
acetonatexano, P.F. = 185°-197¢ C, soluble en : CH,Cl,, CHCI,, AcOEt, CH,COCH,, MeOH;
insoluble en hexano. Rf = 0.411 ( AcOELt/ benceno, 6:4, X2, revela color gris ).

IR { CHC!; ) v max { cm™ ) : 3463,3440 ( alargamiento OH ); 2993 ( alargamiento CH ); 1777,
1750 ( C=0 de y lactonas a, B- insaturadas ); 1640 ( C=C ); 1452, 1315 ( CH,, CH, ); 1138 (C-O);
ESPECTRO 6.1

EM M+ m/z 362 ( 0.6% ),P.B. m/z 55 ( 100% )
ESPECTRO 6.2

[a]P g =410 (c=1mg/mi, CHCls).
A max (MeOH ) = 206 nm (e = 19279.213)

RMN 1H, 200 MHz, ( COCY, },6 : 6.714 ppm ( H-3, 1-H, d, J = 6 Hz ); 5.917 ppm ( H-14, 1-H,
dd, J = 1.6, 3.4 Hz ); 4.9145 ppm ( H-16, 2-H, d, J = 1.8 Hz ); 4.5805 ppm ( H-2, 1-H, dt, J = 2.8,
5.8, 6.4 Hz ); 4.3235 ppm ( H-19 pro-R, 1-H, parte A de un sistema ABX, J = 8.2 Hz ); 3.941 ppm
( H-18 pro-S, 1-H, parte B de un sistema ABX, J = 2, 8.2 Hz }; 4.2 ppm ( sefal que se intercambia
con D,0 }; 2.97 ppm ( seilal que se intercambia con D,0 ); 0.885 ppm ( Me-17, 3-H, d, J =6.4 Hz
) 0.635 ppm ( Me-20, 3-H, 5 ).

ESPECTRO 6.3

ACETILACION DE VI
COMPUESTO VIA( Diacetato de semiatrina )

La reaccion de acetilacion de semiatrina con énhidrido dcetico y piridina dio lugar al
correspondiente compuesto diacetilado.

El producto VIA tiene apariencia cristalina, color blanco, P.F. = 1500-155° C ( CH;COCH, ),
soluble en CH,CI,,CH,COCH, AcOEt,MeOH, CHCI,. Insoluble en hexano.

IR ( CHCl;), v max ( cm™ ) : 2960, 2920 ( alargamiento CH ); 1780, 1750 ( C=0 de y lactonas

a, B- insaturadas ); 1740 ( C=0 de acetato ;1635 ( C=C );1450, 1370 ( CH;, CH, ); 1015 (C-0).
ESPECTRO 6.4
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EM M* miz 446.2 ( 2.6% ); PB m/z 43.1  100% ); M*-42 mJ/z 404 ( 4.6% ), m/z 362 ( 2% ); m/z
186 ( 26% ); m/z 158 { 21% ); m/z 143 ( 12% ); m/z 131 ( 18% ); m/z 111 ( 18% ) m/z 105 ( 18%
) iz 91.1 (39.4% ); miz 77 ( 20% ); miz 55 (15% ).

ESPECTRO 6.5

RMN 1H, 200 MHz, { CDCl, ), 5 : 6.8115 ppm ( H-3, 1-H, d, J = 6.6 Hz ); 6.082 ppm ( H-14, 1-
H, t, J = 1.4, 2 Hz );4.88525 ppm ( H16, 2-H, cd, J = 2,12.3, 18.7 Hz. ) 5.702 ppm ( H-12, 1-H, ta,
J =6.8 Hz ); 54005 ppm ( H-2, 1-H, dt, J = 3 Hz ); 4.315 ppm { H-19 pro-R, 1-H, parte A de un
sistema ABX, J = 8.4 Hz ), 3.917 ppm ( H-19 pro-S, 1-H, parte B de un sistema ABX, J = 1.8, 8.2
Hz ); 2.106 ppm ( CH3CO, 3-H, s ); 2.081 ppm { CH3CO,3-H,s ); 0858 ppm ( Me-17, 3-H,d, J=6
Hz ); 0.674 ppm ( Me-20, 3-H, s).

ESPECTRO 6.6
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PARTE EXPERIMENTAL ( S. atropaenulata )
B ) METODOS DE SEPARACION Y AISLAMIENTO DE COMPUESTOS

Esta planta se recolecté en Cuajimoloya, Oaxaca y fue identificada por el Dr. T. P.
Ramarmoorthy, siendo recolectada por el M. en C. Baldomero Esquivel Rodriguez

Con esta espacie se trabajaron las partes aéreas ( tallos y hojas ), las cuales dieron un peso
seco de 1.8618 Kg que se sometieron a maceracién con metanol { ~ 5 { ) por 3 dias a
temperatura ambiental. De este modo se obtuvieron 69.15 g de extracto crudo seco, el cual por
c.c.f. indicaba que posefa tanto compuestos muy polares como poco polares, por {6 que se hizo
una particién para facilitar la separacién. Se llevé a cabo la particion con dos mezclas de
disolventes : el polar 10% H,O / MeOH, el no polar 50% benceno / hexano.terminadas las
extracciones sucesivas, el extracto se quedd de la siguiente manera :

9.6 g en la fase no polar
§9.55 g en la fase polar

Al extracto de la fase polar se le hicierén varias extraccionas con AcOEt / H,O, obteniendo en
la fass acuosa 43.10 g y en la fase orgénica 16.45 g de extraclo crudo. A este tltimo extracto se
le precipitaron con acetona 9.98 g de unos productos s6lidos, y por o tanto se encontraban 6.47
g de! extracto disue'tos en el disolvente. Esta parte det extracto soluble en acetona se llevé a
una separacidn de los compuestos presentes por cromatografia en columna empacada con silica
gel para placa. De esta separaci6n se obtuvieron 51 fracciones,

Se obtuvieran 158.4 mg de un producto sélida en Ias fracciones 11-14 eluldas al 40% AcOEt /
hexano. Este producto se purificé en una colimna cromatografica tipo flash con silica ge! 60 (
230 / 400 ). Y en esta forma se obtuvo un producto cristalino blanco por cristalizacién de
acetona, soluble en MeOH, insolubles en acetona, CHC,, hexano. Se hizo una ¢.c.f. comparativa
de este compuaesto Vs el 4cido oleandlice dando el mismo Rf.
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