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Resamen

La familia de las Labiadas es un grupo importante de plantas en México desde el
punto de vista econdmico y en medicina tradicional. Se encuentra representada
principalmente por el género Salvia. En este trabajo se describe el estudio fitoquimico de
\a Salvia recurva, especie perteneciente a la seccién Ducenostachys

Se aislaron los siguientes metabolitos secundarios: écido wurslico, écido
oleantlico, acido maslinico, 6"-acetil-3-O-B-D-glucopiranosil camperol, Tot-hidroxi-19-
acetoxiroyleanona, 7a-19-dihidroxiroyleanona y éacido 13-isopropilpodocarpico. Se
realizaron los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear bidimensionales de la 7a-
hidroxi-19-acetoxiroyleanona y del 4cido 13-isepropilpodocirpico para asignar
inequivocamente los carbonos y protones de éstas moléculas.

La orlentacion de algunos grupos en la molécula Toe-hidroxi-19-acetoxiroyleanona
permiten proponer la formacion de un anillo de 5 6 6 miembros por reacciones
fotoquimicas, ’

La posible relacion quimiotaxondmica en funcién a los productos aislados con ¢l
resto de las especies de la seccién Ducenostachys podré ser mas concluyente cunado la
seccion haya sido estudiada en su totalidad.



INDICE

INTRODUCCION

ANTECEDENTES

PARTE TEORICA

PARTE EXPERIMENTAL

RESUMEN Y CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

ESPECTROS

48
56
57

61



INTRODUCCION



Introduccion

E| género Salvia es el mas extenso en la familia de las Labiadas; se compone
aproximadamente de 900 especies. En América, el género esta representado por cerca de
500 especies, de las cuales 275 crecen el México, siendo el 88% endémicas de nuestro
pals!. Las especies de éste género estdn clasificadas en cuatro subgéneros: Leonia.
Sclarea, Salvia y Calosphace. Todas las especies americanas pertenecen a los subgéneros
Leonia o Calosphace. El subgénero Calosphace fue dividido por Epling? en 105
secciones?.

Algunas plantas de la familia de las Labiadas se han usado desde tiempos
precolombinos como plantas medicinales y desde el punto de vista biolégico, el estudio
de esta familia de plantas resulta muy interesante ya que se han aislado compuestos con
prapiedades antitumorales, bactericidas, inhibidores del desarrollo de insectos o
antialimentarias®5 y en Sualviu divinorun7 se encuentran productos con actividad
psicotrépica.

El estudio fitoquimico de las salvias mexicanas coadyuva a relacionar la seccién a
la que pertenece la planta, en funcién de los metabolitos secundarios que se encuentran en
ella. Asi, de la seccién Scorodonia se han aislade diterpenos con esqueleto de clerodano y
pimarano (ejem: S. melissodoru8, S. keerliiS, S microphylfa'®), de la seccién
Erytrostuchys se han aislado diterpenos con esqueleto de abietano (ejem: S. sesseil!, S.
reglal?, § pubescens'3), revelando una composicion quimica semejante a las salvias
europeas y asidticas (ejem: S lavandulifolia, S.miltiorrhiza's, 8. lanata's).

La seccidn Ducenostachys esta constituida por las Salvia recurva, S. divinoruni35,
S. madrensis'’, S. biserrata, S. flaccidifolia, S. concolor, S. atrocaulis y S. monclovensis,
De las Sulvias divinorun®? y madrensis'? se aislaron diterpenos con esqueleto de

clerodano!8.



Por la importancia de los estudios fitoquimicos en sus aportaciones a la
farmacologia y la quimiotaxonomia, es necesario continuar el estudio sistematico de la
flora mexicana, asi, en el presente trabajo se plantea como objetivo el aislamiento y la

identificacion de los metabolitos secundarios de Salvia recurva.
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Antecedentes

El metabolismo es un conjunto de procesos bioquimicos mediante los cuales, ¢l
organismo obtiene energia para crecer y desempefiar sus funciones. Existe un gran
nimero de compuesios de origen natural, como son las grasas, carbohidratos y proteinas
que desempeiian un papel preponderante en la existencia de los seres vivos.

Los metabaolitos secundarios se pueden definir como aquellos productes naturales
que no tienen relacidn directa con la bioquimica bésica relacionada con el crecimiento,
desarrollo y reproduccion del organismo donde se encuentran.

La seleccion del adjetivo “secundario” para describir metabolites no primarios fue
desafortunado, porque sugiere que no son importantes. Esto ocurrié cuando tas funciones
de los metabolitos secundarios habian sido poco investigadas, Afortunadamente, hoy
abundan las evidencias que apoyan la hipdtesis de la importancia de los metabolitos
secundarios en la adaptacion de las especies durante el curse de su evolucion,

Propiedades Bioldgicas.

Los diterpenos abarcan un amplio intervalo en el espectro de la actividad
biolégica; no obstante, solamente algunos de eflos han tenido aplicacién en la solucién de
un probfema especifico, tales como las giberelinas tetraciclices!d, hormonas reguladoras
del crecimiento de las plantas. Estos compuestos fueron aisladas por primera vez del
hongo Gibberella fujikuroi, parisito en el arroz. Este hongo causa grandes pérdidas en
las cosechas de este cereal. Posteriormente se encontraron giberelinas en pequefias

cantidades en un gran namero de plantas, Figura |
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4cido giberélico  Figura 1

Los metabolites secundarios no son excluvisos del reino vegetal, aunque las
plantas y los microorganismos han sido su fuente mas importante.

Muchos animales dependen de su movilidad para conseguir alimentos y evadir a
sus depredadores. Como las plantas carecen de movilidad, se ha favorecido el desarrollo
de estrategias de evolucion para su sobrevivencia. Algunas de estas estrategias pueden ser
la sintesis de metabolitos secundarios, con la funcién de desalentar a depredadores
potenciales, oponerse a especies de plantas que compitan en la misma zona de
crecimiento, para atraer a agentes polinizadores y otras muchas funciones. Esto no es una
genenalizacién que permita confirmar que todos los metabolitos secundarios cumplan con
una accién ecoldgica; algunos de ellos pueden ser productos finales en wna ruta
biogenética que 1a evolucion no continud desarrollando y otros pueden ser considerados
productos de excrecion.

" La informacién genética controla Ia sintesis de los metabolitos secundarios; esta
informacion se trasmite selectivamente de generacidn en generacidn, y asi se manifiesta la
evolucion.

El conocimiento de 1a Biologia de los metabolitos secundarios es muy escasa, por
lo que buede parecer sin sentido la existencia de tantos metabolitos secundarios. Es dificil
reconstruir el pasado y evaluar las ventajas de la seleccién de un metabolito secundario en
relacion al medio ambiente que rodeaba a la planta. Las evidencias mas importantes para
entender ¢l papel de los metabolitos secudarios en una especie dada, pueden encontrarse,
posiblemente, no en la planta, sino en la bioquimica de los animales que se alimentan de

ella o en la bioquimica de agentes patdgenos que las invaden.




Se han realizado muchos estudios disefiados con el fin de conocer el efecto de los
metabalitos secundarios en los procesos fisiolégicos de Jos humanos y de sus animales
domésticos. Algunos de tos que han sido objeto de estudio incluyen alcaloides (Taxina I,
Taxina I}, como los del drbol Taxus baccatu (Taxaceae), glucociandgenos, fenoles,

aminoacidos no protéicos, aminas, péptidos , ete. Figura2
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De los compuestos anteriormente nombrados, los glucociandgenos son téxicos en
los vertebrados y en otras formas vivientes ya que pueden hidrolizarse y liberar acido

cianhidrico?0, Figura 3
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Varios aminodcidos no protéicos sintetizados son toxicos para los mamifetos.

El édcido 2,4-diamino butirico, que fue aislado de Polygonatum?! (Liliaceae) y
posteriormente de la semilla de Lathyrus latifolius?® en gran cantidad, produce
convulsiones ¢ incluso la muerte al ser inyectado via intravenosa a ratas. O'Neal?? y
colaboradores demostraron que el 4cido 2,4-diamino butirico provoca la intoxicacién por
amoniaco en mamiferos al inhibir la accién de la enzima omitina transcarboxilasa y asf

interrumpir el ciclo de la urea. Figura 4
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Tanto los insectos, como los vertebrados, son afectados por una amplia variedad
de metabolitos secundarios. Es posible que algiin compuesto pueda proteger a la planta de
una gran variedad de insectos y no tener accién sobre un depredador especifico, el cual, a
través de la evolucion, ha hecho las modificaciones bioquimicas adecuadas para poder
ingerir esa toxina en particular. Uno de los descubrimientos mis interesantes, retactonado

con le interaccién planta-insecto a nivel bioquimico, fue el hallazgo de que algunas



plantas no solamente sintetizan hormonas semejantes a las de los insectos, sino que
sintetizan la hormona que ¢l insecto necesita,

Algunas plantas crecen compartiendo el terreno, y otras crecen aisladas. El drbol
del nogal (Juglans nigra) es un ejemplo del efecto adverso de ésta planta al crecimiento
de otras especies bajo su sombra. E! compuesto responsable de este efecto alelopatico es
la juglona, una quinona liberada por las hojas a causa de la hidrélisis del 4-B-D-

glucopiranosil-1,4,5-trihidroxinafialeno. Figura 5
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Otras fitotoxinas solubles cn agua son ¢l dcido salicilico, &cidos fendlicos y otros.

En algunas plantas existen compuestos volétiles, como el alcanfor y el cineol, los
cuales son esparcidos en la atmdsfera, accién que les pem-\ite tener un radio de accion
mayor, inhibiendo el crecimiento de otras especies. La Salvia leucophilia (Labiatae)
libera estos compuestos a través de sus hojas, los cuales son absorbidos por el suelo seco,

inhibiendo asi la germinacién de las semillas de otras plantas. Figura 6

o Figura 6

alcanfor " cineol




Algunos microorganismos, como la bacteria (Rhizobia) responsable de fijar el
nitrégeno en los nédulos de Ia rafz de as leguminosas, mantiene una refacidn simbidtica
con plantas superiores, Otros microorganismos, incluyendo algunos virus, bacterias y
hongos son patégenos, siendo los hongos Jos mds difundidos y los causantes de las
mayores pérdidas econdmicas en la agricultura?4,

La presencia de diterpenos fungitoxicos en la superficie de las hojas de Micotiana
glutinosa (Solanaceae) y de isopentil isoflavonas fungitéxicas en la superficie de las hojas
de Lupinus albus (Leguminosae)?s, es indicativo de que la secrecion de estos compuestos
puede ser un método muy comiin de defensa en fas plantas.

Los compuestos que contribuyen a que la planta resista una invasion patégena son
las toxinas antimicrobianas, estas se pueden dividir en dos categorias: aquelias que
existen en la planta en cantidades Hmitadas y son liberadas después de la invasién
microbiana y aquellas que son sintetizadas por la planta solo en condiciones extremas,
situacién causada por el ataque microbiano. Ingham definié a las fitoalexinas como
metabolitos cuya sintesis depende del funcionamiento de sistemas enziméticos latentes.
La primera en ser aislada y caracterizada fue la pisatina de Pisum sotirum

(Leghminosae)mz". Figura 7
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Aunque clasificamos a los metabolitos secundarios de acuerdo a su estructura
quimica, no hay razén para creer que esta clasificacion tiene mucho significado en
términos ecolégicos. Es muy posible que diferentes especies de plantas que tienen
ambientes diferentes, apliquen seluciones diferentes al mismo problema bioldgico.

Los alcaloides quinolicidinicos?® se encuentran en las especies menos
evolucionadas del género Papilionoideae (Leguminosae), pero estan totalmente ausentes

del pgénero de las leguminosas mas evolucionadas. Figura 8

citisina retamina soforamina
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En las especies méas evolucionadas es comiin encontrar que se sintetizan y
acumulan grandes cantidades de aminodcidos no protéicos como la canavanina, toxina

para la larva de C. moculatus.
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NH Figura 9

canavanina

Si los alcaloides més téxicos y los aminoacidos no protéicos menos téxicos tienen

un papel de defensa, uno esperaria una seleccidon natural para la sintesis de estos



metabolitos, pero parcce no ser asi. Una posible explicacién puede ser que los
aminodcidos no protdicos tienen por lo menos dos funciones en la planta:

1- como los alcaloides, pueden shuyentar a posibles depredadores,

2- por su alta concentracion en semillas y posterior participacion en diferentes etapas del
metabolismo, pueden actuar como compuestos de reserva,

Se puede postular, por lo tanto, que el avance en la evolucién ha ido acompaiiado
de una simplificacidn en la bioquimica secundaria, las especies mds evolucionadas del
género Papilionoideae (Leguminosae) emplean compuestos simples para resolver sus
problemas de defensa y reservas. La menor toxicidad de los aminoécidos no protéicos es
* compensada con una mayor concentracion2’,

Los metabolitos secundarios, al igual que las caracteristicas morfologicas de las
plantas, estdn sujetos a cambios por las presiones del medio ambiente. Es posible que
millones de metabolitos secundarios hayan sido sintetizados por las plantas durante cl
curso de su evolucion y que muchos de ellos ya no sean producidos. Las plantas
contienen compuestos que tenderdn a desaparecer y serdn reemplazados por formas mejor
adaptadas. La idea de que los metabolitos secundarios son simplemente de importancia
secundaria para la planta es ldgica solamente si consideramos al vegetal en total
aislamiento del medio ambiente.

La historia de los metabolitos secundarios ¢sta caracterizada por varios periodos.
El aistamiento y la elucidacién estructural fue el mayor esfuerzo por varias décadas de
quimicos y farmacélogos.

Después, genetistas y botdnicos aprendieron a usar los metabolitos secundarios
como marcadores apropiados en estudios genéticos, morfoldgicos y fisioldgicos.

La sintesis de los componentes mas complejos ha representado un reto continuo a
los quimicos organicos. Posteriormente. el estudio biosintético de los productos naturales
relacionado con las rutas empleadas y las enzimas involucradas, han ocupado ¢l interés de

los bioquimicos.
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Se han realizado investigaciones sistemdticas para elucidar el papel dindmico de
los metabolitos secundarios en las plantas?®. Se ha encontrado que estos constituyentes de
las plantas no son metabélicamente inactivos, productos finales inertes, sino que estin
sujetos a continuas degradaciones y a la sintesis del compuesto degradado?d.

Algunas plantas acumulan aparentemente sus productos en células especializadas
o en tejidos no involucrados con el metabolismo primario.

Algunas de las reacciones que contribuyen en el catabolismo de las plantas son:
1-Reacciones de interconversion en secuencias biosintéticas.
2-Reacciones de conjugacion, involucrando otros compuestos con los que el compuesto
bajo investigacién est4 relacionado.
3-Reacciones de polimerizacién oxidativa, produciendo estructuras de alto peso
molecular.
4-Reacciones de degradacién, en que los metabolitos secundarios son convertidos a
estructuras (tiles en el metabolismo primario.
5-Hidroxilacién, metilacién, ciclizacién y reacciones de transposicién.
6-Reacciones intermoleculares entre grupos funcionales que las favorecen.

Todo esto es importante porque:

a-se 1.:)ucdcn modificar significativamente las propiedades fisicas y morfoldgicas.

b-El compuesto puede intervenir en otro punto de la ruta metabélica que en la forma de
aglicona.

¢- puede determinar st un compuesto es activo o inactivo en el metabolismo.

d-los metabolitos conjugados que las plantas almacenan pueden estar inactivos
temporalmente. Como ejemplo se conocen N-glucdsidos del dcido nicotinico y N-metil
derivados del dcido nicotinico como compuestos conjugados que proveen de acido

nicotinico a la planta en los procesos de sintesis de nucleétidos de piridina.



Biogénesis

El pirofosfato de geranil geraniol se puede considerar como el precursor primario
de una serie muy extensa de productos haturales con 20 dtomos de carbono conocidos
como diterpenos. Mediante una gran variedad de reacciones de ciclizacion y reacciones
de transposicién acompafiadas de modificaciones por diferentes grados de oxidacidn, el
geranil geraniol da origen a diversas familias de diterpenos, los cuales estdn extensamente
distribuidos en plantas superiores y hongos.

A partir de la acumulacion e integrecion de los conocimientos en la quimica de los
productos naturales, algunos quimicos orgénicos postularon las teorfas de las rutas
biogenéticas en organismos vivos, basados en reglas estructurales’!-32, El e¢jemplo mas
notable fue la regla del isopreno postulada por Ruzicka33, quien hizo notar que los
terpenoides estan constituidos por unidades isoprénicas.

La primera etapa de la biosintesis de los diterpenos policiclicos, se inicia con la
condensacién de tres unidades de Acetil-SCoA para formar el anién mevalonato. El
proceso implica la formacién inmediata de acetoacetil-SCoA y subsecuente generacion de
3S-3-hidroxi,3-metil glutaril-SCoA. Este tltimo de conviertc ecn mevalonato mediante un
paso dependiente de dos unidades de NADPH. Una molécula de NADPH actua
reduciendo el grupo carbonilo a un grupo hidroxilo y la segunda unidad participa en la
ruptura reductiva del enlace disulfuro para dar CoASH y mevalonato en su forma libre.

La segunda etapa se inicia con la activacion de quinasas dependientes de ATP
para dar isopentenil pirofosfato, el cual mediante upa descarboxilacion y una
desfosforilacion genera isopentenil pirofosfato, pudiendo isomerizar a v, y-dimetil alil
pirofosfato. El isopentenil pirofosfato se condensa con una molécula de vy, y-dimetil alil
pirofosfato para obtener el pirofosfaro de geranilo, el cual a su vez se condensa con

isopentenil pirofosfato para producir cl pirofosfato de geranil gerantol. Figura 10



Las ciclizaciones més frecuentes del geranil geraniol son iniciadas por una
reaccién electrofilica sobre un doble enlace terminal, acompafiado de un control
estereoelectronico, concertindose asi la formacion de anillos. Esta proposicion contempla
un intermediario catidnico, seguido de la perdida de un protén, captura de un nucledfilo y
una posterior ciclizacién o migracién de un grupe metilo lo que conduce a una gran

variedad de compuestos diterpénicos. Figura 11
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Parte Teérica

La Salvia recurva pertenece al género Salvia, subgénero Calosphace y
junto con la Salvia divinorumb y Salvia madrensis'? estdn clasificadas en la
seccion Ducenostachys. Por los resultados obtenidos en los estudios de estas
Salvias es de esperarse que los metabolitos secundarios presentes en la Salvia
recurva sean diterpenos con esqueleto de clerodano.

Del extracto aceténico de las partes aéreas de esta planta se lograron
aislar siete metabolitos secundarios.

Dec la fraccion no polar de la particién metanol-agua se aislé un solido
amorfo, que al ser aislado por cromatografia usando hexano-acetato de etilo
(8:2) dio un sdlido amorfo blanco. El cspectro de IR mosttd las bandas
caracteristicas para grupo oxhidrilo y carbonilo de icido en 3444 cm-! y 1690
cm-!. El espectro de RMN-IH permitio concluir que se trataba de una mezcla de
4cidos triterpénicos. Las propiedades fisicas y espectroscopicas de la mezcla
comparadas con la informacion encontrada en la literatura permitieron concluir
que la mezcla estaba formada por acido ursélico y acido oleandlico. (Compuesto
Iyl

El estudio fitoquimico de salvias ha demostrado que los triterpenos que
se cncuentran més frecuentemente son el dcido ursolico y el dcido oleandlico!8.

De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo (7:3) se aislo el
compuesto 11, el cual es un sélido amorfo blanco con punto de fusion 246-248
°C. El espectro de IR (nujol) mostré una banda ancha entre 3680 y 2730 cm-!
caracteristica para grupo oxhidrilo y una banda a 1690 cm-! para carbonilo de

dcido.
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En el espectro de masas, la fragmentacion observada es similar a la
descrita en la literatura3435 para los compuestos triterpénicos pentaciclicos
observandese un ion molecular a m/z de 486.

En el espectro de RMN 'H se observa una sefial multiple en 3.6 ppm que
integra para un proton y fue asignada al proton de la pesicion 2. Esta sefial es un
triple dc dobles con constante de acoplamiento de 9 y 5 Hz, lo cual sugiere
acoplamiento con dos protones con orientacién axial, los cuales originan la sefial
triple (9 Hz) y el acoplamiento con un protdn con orientacion ecuatorial hace que
cada sefial se duplique, observandose asi el sistema de seis sefiales.

Se observa una sefial doble en 3 ppm con constante de acoplamiento de 9
Hz que integra para un protén y se asigna al protoén de la posicion 3. La

magnitud de la constante de acoplamiento indica un acoplamiento trans diaxial.

Con un desplazamiento quimico de 5,25 ppm se observa una sefial triple
con constante de acoplamiento de 2.5 Hz que integra para un protén y se asigné
al protén vinilico de la posicién 12.

Las sefiales simples en 1.15, 1.05, 1.0, 0.95, 0.90, 0.85 y 0.74 ppm
corresponden a siete grupos metilo, unidos a carbonos cuaternarios.

Estos datos permiten sugerir que los sustituyentes en las posiciones 2 y 3
son grupos oxhidrilo. El fragmento a m/z 233 del espectre de masas corrobora la

propuesta anterior.



La comparacién de las constantes fIsicas y datos espectroscdpicos de este
compuesto con los descritos en la literatura indican que se trata del 4cido

maslinico. (2c, 3B, dihidroxi-olean-12-en-28 oico) (Compuesto III)

Acido Ursélico Acido Oleandlico
Compuesto | Compuesto il

~H Acido Maslinico
Compuesto I11

De la fraccién polar fue posible aislar un compuesto con esqueleto de
flavona con base en los siguientes datos espectroscdpicos. En el espectro de LR.
aparecen bandas de absorcion en 3404 y 3184 cm-! que denotan la presencia de
grupos oxhidrilo. La sefial en 1720 em™! corresponde a carbonilo de ester
alifdtico, a 1649 cm-! que corresponde a carbonilo conjugado y en 1604 cm-!

sugiere un anillo aromatico.



En el espectro de UV se tienen absorciones méaximas a A =275 nm (€ =
32,809) y A = 328 nm (€ = 26,042) que aunados a los datos anteriores sugieren
un compuesto con una estructura flavonoide36.

No fue posible determinar el espectro de masas debido a la baja presion
de vapor del compuesto.

El andlisis del espectro de RMN "H (espectro 1) muestra las siguientes
sefiales: a campo bajo se observa un sistema AA'BB' en 8.02 ppm y 6.85 ppm,
cada sefial integra para dos protones y tiene constante de acoplamiento de 8.7 Hz
que explica la existencia de un anillo aromatico con protones que guardan una
posicién orfo y sustituyentes diferentes que guargan una posicién para. El
desplazamiento a campo bajo de uno de los dobletes se debe a un efecto de
desproteccién producido por uno de los sustituyentes en el anillo aromatico, el
cual favorece la disminucién de la densidad electrénica en los carbonos a los
cuales estdn unidos estos protones. Se observa un sistema AB en 6.39 ppm y
6.21 ppm, cada sefial integra para un protdn y tiene constante de acoplamiento de
2.1 Hz. Esta constante de acoplamicnto sugiere la presencia de protones en
postcién meta en un anillo aromdtico, De esta forma se tienen dos fracciones

estructurales.

Y H
Hb Hb Z R
Ha Ha H R
X X

Con un desplazamiento quimico entre 3.1 ppm y 5.2 ppm se encuentran

varjas sefiales, este desplazamiento quimico permite suponer que se encuentran
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en posicién geminal a oxigeno. En 5.12 ppm se observa una seiial doble que
integra para un proton con constante de acoplamiento de 7.5 Hz lo cual siguiere
un relacién axial-axial con otro protén. El encontrarse en posicién geminal a dos
itomos de oxigeno cxplica el desplazamiento quimico de ésta seiial, esto nos
indica que es un protén acetélico. S observa la parte AB de un sistema ABX en
4.03 ppm con una constante de acoplamiento de 11.5 Hz debido a un
acoplamiento geminal entre dos protones diasterotpicos en un metileno y
constante de acoplamiento de 5.4 Hz y en 4.19 ppm se encuentra un doble de
doble con constante de acoplamiento de 11.5 Hz y constante de acoplamiento de
2.1 Hz con un protén con el que guarda un angulo diedro de 60°. El
desplazamiento quimico de este metilzno se debe a que se encuentra en posicién
geminal a un grupo acetoxi.

En 1.86 ppm se observa una sefial simple que integra para tres protones y
se asigna al metilo de un acetato.

En el espectro de RMN 13C (espectro 2), (TABLA 1), se observan 20
sefiales que representan a los 23 dtomos de carbono de la molécula. Con
desplazamientos quimicos para carbonos con hibridacién sp? se encuentran seis
metinos y ocho carbonos cuaternarios, asi como carbonilo conjugado en 178.8
ppm y carbonilo de éster en 172.3 ppm. También se observa un carbono en
104.42 ppm, este desplazamiento quimico se debe a estar unido a dos atomos de
oxigeno, por lo tanto se asigna a un carbono hemiacetalico.

Con un desplazamiento quimico entre 60 y 76 ppm se encuentran cuatro
dtomos de carbono unidos a oxigeno, tres de ellos son metinos, En 64 ppm s¢
encuentra un metileno geminal a un oxigeno y en 20.6 ppm el metilo de un
grupo acetato.

Al analizar los datos espectroscopicos y compararlos con los descritos en

la litcratura para este compuesto sc llegd a la conclusion de que ¢l compuesto es
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el camperol, con fa diferencia de que el oxhidrilo de la posicidn 6" se encuentra
esterificado3?-3%, Esta informacion sugiere en principio que el producto aislado
tiene una formula condensada Cy3H,,0,, que corresponde al 6"acetil-3-O-B-D-

glucopiranosil camperol. {Compuesto IV)

TABLA 1

Desplazamiento Quimico de Carbono-13

C, 158.16 (s) Cy 159.24 (s)
Cy 135.17 (s) Cy 115.77 (d)
C4 178.86 (s) Ce 132.06 (d)
C4 161.21 (s) Cy- 104.42 (d)
Cy 99.48 (d) Coe_ 75.21 (d)
C, 162.63 (s) Cy 77.65 (d)
Cy 94.75 (d) Cy 71.00 (d)
Cq 158.16 (s) Con_ 75.36 {d)
Cip | 10540¢(s) Cge 64.16 (1)
C. 122.41 (s) 00C 172.35 (s)
Cp 132.06 {d) CH3 20.60 (c)
Cy 115.77 (d)

6"acetil-3-0-f-D-glucopiranosil camperol

Compuesto IV
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E1 compuesto V fue aislado tanto de !a fraccion polar como de 1a fraccién
no polar, fue un sdlido cristalino de color amarillo con un punto de fusién de
174-176°C, y su estructura fue establecida por métodos espectroscdpicos.

El espectro de IR presenta bandas caracteristicas para grupo oxhidrilo a
3642 y 3372 cm-', carbonilo de éster a 1728 cm-!, carbonilo conjugado a 1639
cm! y doble enlace a 1606 cm™). La presencia de una hidroxi-para-
benzoquinona se manifiesta por el resultado en el espectro de UV que presenta
méximos en 204 nm y 272 nm.

En e} espectro de RMN 'H (espectro 3) se observan sefiales dobles
correspondicntes a los metilos de un grupo isopropifo en 1.24 y 1.26 ppm con
constante de acoplamiento de 7.1 Hz y en 3.17 ppm un heptuplete con la misma
constante de acoplamiento. E! desplazamiento quimico del metino indica que se
encuentra unido a un sistema aromdtico de una hidroxi-para-quinona. También
se observan dos seftales simples en 1.27 y 1.08 ppm para dos metilos angulares.
La sefial simple en 2.05 ppm que integra para tres protones corresponde al metilo
de un grupo acetato.

Una sefial en 3.05 ppm no se observa después de equilibrar fa muestra
con D,0, siendo asignada a un grupo oxhidrilo y una sedial multiple en 4.72 ppm
tiene ese desplazamiento quimico por ser de naturaleza bencilica y geminal al
oxhidrilo; por lo que el grupo oxhidrilo debe estar unido a C-7 en un esqueleto
de abietano.

Con un desplazamiento quimico en 4.23 ppm y 3.98 ppm se encuentra un
sistema AB con constante de acoplamiento de 10.5 Hz, asignado a los protones
diasterotépicos de un metileno. El desplazamiento quimico a campo bajo es
debido a la vecindad con un grupo acetoxi.

Al comparar los desplazamicntos quimicos promedio del sistema AB de

hidroximetileno y acctoximetileno de Ia posicién 19 con los intervalos de los
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desplazamientos quimicos descritos en la literatura de una serie de productos
naturales y productos siniéticos, se puede concluir que el acetoximetileno
presenta una orientacion f axial3®40. Por lo tanto se descarta fa posibilidad de
que ¢l acetoximetileno se encucntre en la posiciéon CI8, ya que en estos
diterpenos éste carbono se encuentra en disposicion ecuatorial!,

En 2.72 ppm se encuentra una sefal doble de triples, la cual corresponde
a una parte de un sistema ABX con constante de acoplamiento de 12.9 Hz, que
corresponde al acoplamiento con un protén geminal y constante de acoplamiento
de 4.5 Hz con dos protones con los que guarda un 4ngulo de 60°. El
desplazamiento quimico a campo bajo de estc sistema es debido al efecto
anisotropico producido por las corrientes magnélicas inducidas por los
electrones de el grupo carbonilo de la posicién 11 encontrando cercano a este

protdn, en la posicién 1 ecuatorial! 12,

La caracterizacion de Jos metabolitos secundarios se ha facilitado en los
ultimos afos debido a Jos avances en las técnicas de aislamiento y el uso de
técnicas espectroscopicas como son IR, RMN y Espectrometria de Masas.

La RMN es sin duda la espectroscopia que mayor desarrollo ha
alcanzado, tanto desde el punto de vista de su difusion en diferentes campos de
la ciencia, como por los avanices tecnologicos involucrados en la construccién de
los espectrémetros modernos. La disponibilidad de campos magnéticos de
intensidades superiores a 3 Tesla ha favorecido dos aspectos cruciales en la
RMN: mayor sensibilidad en Jos equipos, [0 cuat se ve reflejado claramente en la
disminucion en ¢! tiempo de adquisicién de datos y mayor dispersion de campo
magnético, evitindosc asi la sobreposicién de sciiales en un gran mimero de
casos. El disciio de secuencias de pulsos para controlar 1a forma de excitacién y

evolucion del sistema de espines y obtener informacion espectral selectiva, ha



perfecci:;nado los experimentos unidimensionales y esta haciendo que algunos
métodos bidimencionales sean experimentos rutinarios.

Los experimentos bidimensionales usados en este trabajo fucron la
correlacion homonuclear (HOMOCOSY)2.43.44, |a correlacion heteronuclear a
un enlace (HETCOR)'2434% v |a correlacion heteronuclear a larga distancia
(COLOC)243.43.45.4047,

COSY (300 MHz) (CDCl3) 8(ppm). Correlacién Homonuclear. (Espectro 6)

El protén H-7 comelaciona con H-6a, H-6e y el protén del oxhidrilo
geminal. Los protones H-19 y H-19" del metileno C-19 correlacionan entre si por
sur dinsterotdpicos. El protén H-15 corrclaciona con los protones de los metilos

H-16 y H-17. El protén H-1c correlaciona con los protones fl-1a, H-2a y H-2e.

Correlaciones protén-protén

En la Tabla 2 se encuentran las asignaciones de los espectros de C-13
desacoplado y DEPT449.50 para cf compuesto V. (Espectro 4 y 5). El niimero de
dtomos de carbono y la multiplicidad de los mismos, determinada cn los
experimentos de RMN 13C y DEPT permite confirmar que este compuesto ¢s un
diterpeno triciclico y se deduce que se trata de un diterpeno con esqueleto de

abictano,




26

TABLA 2

Despla; to Quimico de Carbono-13

Compuesto V Comp VI | Compuesto VII | Compuesto XII
C-1 35.77(0 3531() 40.70 (1) 40,40 (1)
C2 18.45 (1) 18.61 (0 21.07 (1 21,07 (1)
c3 35.87 (1) 35.91 (1) 38.66 (1) 38.66(t)
C4 36.59 (s) 38.28 (s) 44,71 (s) 44.71(s)
c-5 46.09 (d) 4624 (d) 54.17 (d) 54.17(d)_
c-6 26.08 (1) 26.35(0 22.49 (1) 22491
C-7 62.94 (d) 63.14 (d) 3240 (1) 6508()
c8 142.86 (s) 142.98 (s) 127.03 (s) 141.27 (s)
c9 147.14 (s) 147.47 (5} 147.11 (s) 147.69 (s)
c-10 38.77(s) 3893 (s) 39.30 (s) 39,30 (s)
C-11 183.62 (s) 183.68 (s) 127.16 (s) 183.57(s)
c-12 151.16 (s} 151.04 (s) 153.08 (s) 150.86 ()
C-13 124.25(s) 124.25 (s) 133.39(s) | 125.11 (s)
c-14 188.76 (s) 188.92 (s) 112.42 (d) 192.15 (s)
C-15 23.92 (d) 24.01 (d) 27.58 (d) 27.58 (d)
C-16 19.79 () 19.89 (c) 23.67 (c) 23,67 (c)
C-17 19.70 () 19.79 (¢) 23.19 () 23.19(c)
C-18 27.23 (c) 26.05 (¢) 29.28 (¢} 23.15(c)
c-19 67.36 (1) 65.97 (1) 181,53 (s) 70.84 (1)
C-20 18.51 (c) 18.70 (c) 23.15 (c) 23.15 ()
C-21 171.22 (s) 23.12 (c) O-Me
Cc-22 20.91 (c)




OAc

o-hidrexi 19-acetoxiroyleanona

compuesto V

HETCOR (300 MHz) (CDCl;) b (ppm). Correlacién Heteronuclear a un enlace.
(Espectro 7)
Se pueden asignar a través de la correlacion heteronuclear los carbonos

C-, C-2, C-3, C-5, C-6, C-7,C-15, C-16,C-17, C-18, C-19, C-20 y C-acetato.

Correlaciones carbono-hidrégeno a un enlace




El desplazamiento quimico de varios protones que se encuentran
sobrepuestos no se puede leer del espectro de protén, sin embargo en la
comrelacion heteronuclear es posible asignar las seiales de los protones H-6e en
2.16 ppm, H-6a en 1.6 ppm, H-5 en 1.5 ppm, H-3¢ en 1.6 ppm, H-3a ¢n 1.2 ppm,
H-laen 1.2 ppm, H-2e en 1.6 ppm y H-2a en 1.5 ppm.

COLOC (300MHz) (CDCl;3) 8 (ppm) Correlacion Heteronuclear a uno, dos y/o
tres enlaces. (Espectro 8)

La correlacion heteronuclear permite asignar ¢l acetoximetileno unido a
C-4. Se observa acoplamiento entre el metilo que se encuentra en 27.23 ppm y
un protén del acetoximetileno; este metilo debe ser C-18. No puede ser el metilo
C-20 ya que la distancia con los protones H-19 es de cinco enlaces. Este
argumento nos permite descartar la posibilidad de tener los dos metitos unidos a
C-4 y el acetoximetileno unido a C-10.

La correlacidn entre C-18 y H-19 permite determinar que en el espectro
de RMN 'H, el metilo que se encuentra a campo mis alto corresponde a los

proténes de C-18,

Correlaciones carbono-hidrégeno a 2 y 3 enlaces




Correlaciones carbono-hidrépeno a 2 v 3 enlaces

El peso molecular determinado por espectrometria de masas (M+ 390)

corresponde a una férmula condensada CayHygOg.

Fragmentos de Masas para ¢l Compuesto V

M-17
390a373

QAc

0Ac
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Frapmentos de Masas para el Commeslo v

M-43
390a347

OAc

M-59
390a331

OAce
M-195
390195

OH
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Fragmentos de Masas para el Compuesto V

M-347
390243
H

OAc

Por el anilisis anterior es posible proponer que la estructura de este
compuesto comresponde para la  7o-hidroxi  19-acetoxiroyleanona$!.52,
Compuesto V.

La deduccidn de la estereoquimica del compuesto anterior se llevé a caba
mediante métodos espectroscopicos y el uso de modelos Drieding.

Para el grupo en la posicién C-7 se propone una orientacién pseudo o
axial basado en el valor de las constantes de 4 Hz y 1.5 Hz, lo cual indica una
interaccién ecuatorial-ccuatorial y axial-ccuatorial con los protones H-6.

La fusion de los anillos A y B se propone trans por razones biogenéticas,
en cosecuencia la configuracion de los centros quirales es 7R, 5S y 10R, por las
mismas razones.

Este metabolito resultdé ser un compuesto no descrito en la literatura,

isémero de la 19-hidroxi 7a-acetoxiroyleanonal2.16.54,52.53,
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El tratamiento de la 7a-hidroxi 19-acetoxiroyleanona con anhidrido acético en
piridina originé el Compuesto X. Después de comprobar por cromatografia en
capa fina que la materia prima habfa reaccionado por completo, se aislé un
producto con menor polaridad que la materia prima. El espectro de RMN 'H
muestra dos metilos de acetato, uno alifatico y otro aromdtico, lo cual indica que
los oxhidrilos de la posicién C-12 y C-7 formaron los ésteres cormespondientes.
El protén geminal al oxhidrilo en C-7 se encuentra desplazado a campo bajo con
constantes de acoplamiento de 1.34 Hz y 3.54 Hz, que corresponden a un protdn
con orientacién fe acoplado con un protén con orientacién axial y con un protén

con orientacion ecuatorial.

OAc OAc

Compuesto X

El producto anterior también se obtuvo como producto de acetilacién de

un compuesto aislado de Salvia regla'?. (Espectro 15)

De Ia fraccién no polar generada del proceso de particion se aislé un
producto cristalino emarillo con punto de fusién de 164-166°C. Su peso
molecular determinado por espectrometria de masas fue de 348 uma, el cual

concuerda para una formula molecular C,qH;505.
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En el espectro de RMN 13C y APT se observan veinte sefiales que
corresponden a los 20 dtomos de carbono de la molécula. Al analizar el espectro
APT se encuentran cuatro metilos, cinco metilenos, tres metinos y ocho
carbonos tetrasustitvidos. Restando del peso molecular las 265 uma
comrespondientes a CyHys, queda 83 uma por asignar, lo cual permite deducir la
presencia de cinco dtomos de oxigeno y tres dtomos de hidrégeno no unidos a
carbono. (Espectro 10)

De los carbonos tetrasustituidos, seis de ellos se encuentran en zona de
carbonos sp?, de los cuales dos son carbonilos de quinona y dos en zona de
carbonos sp?.

En el espectro de protdn, se observa un sistema AB en 3.76 ppm y 3.58
ppm, con constante de acoplamiento de 10.5 Hz de un hidroximetileno
(desplazado a campo alto comparado con el caso anterior). (Espectro 9)

La semejanza entre el espectro del compuesto 7a-hidroxi-19-acetoxi-
royleanona y el espectro del compuesto en discusién, permite asignar a este

compuesto la estructura de 70-19-dihidroxiroyleanona.

To-19-dihidroxiroyleanona

compuesto VI
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De la fraccién polar producida del proceso de particién fue posible aisfar
y purificar 26 mg de un solido cristalino amaritio con un punto de fusién de 253-
255 °C.

Los datos espectroscopicos propoercionaron la siguiente informacion. En
el espectro de IR se encontrd en 3601 y 3367 cm! bandas para grupo oxhidilo y
en 1695 cm-! la banda para carbonilo de &cido.

El espectro de UV da informacion de la presencia de un anillo aromitico,
lo cual se confirma con la asignacién de dos sefiales simples en el espectro de
RMN 'H en 6.62 ppm y 6.77 ppm para los protones de un anillo aromético que
conservan una relacion para entre ellos. La presencia de un grupo isopropilo
quedd manifiesta debido a la presencia de dos metilos dobletes en 1.17 ppm y
1.19 ppm con constante de acoplamiento de 7.1 Hz y de un metino heptuplete en
3.09 ppm con la misma constante de acoplamiento. Se encuentran dos metilos
angulares en 1.12 ppm y 1.24 ppm, por lo que la falta de otro metilo angular
implica la oxidacién de un metilo unido a C-4 § del metilo en C-10. (Espectro
1)

El espectro de RMN 13C presenta siete carbonos en 1a zona sp2, de los
cuales dos son metinos, cuatro son carbonos tetrasustituidos y el otro carbono es
¢l carbonilo de un gnipo acido. En la zona de carbonos sp? se cbservan trece
sefiales, de las cuales cuatro sefiales corresponden a grupos metilo, cinco sefiales
a metilenos, dos a metinos y dos a carbonos tetrasustituidos. Tabla 2 (Espectro
12y 13)

El espectro de correlacion heteronuclear a un enlace (HETCOR),
permitié asignar con mayer facilidad el espectro de RMN 'H; aunque la
multiplicidad de las seflales no fue ficil de reconocer, fue posible localizar el

desplazamiento quimico de todos los protones. (Espectro 14), Tabla 3.
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Se pueden asignar a través de la correlacion heteronuclear los carbonos Cl, C2,

C3,C5,C6,C7,C11, C14, C15,C16, C17.C18 y C20.

Correlacion carbono-hidrégeno a un enlace
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TABLA 3
Desgllumlento (_ZHImlco de correlacién carbono-hidrégeno

127.16 C-14 H-14 6.79 ppm
112.66 C-l H-11 6.59 ppm_
54.17 (X H-s 139 ppm
40.70 Cl H-le, H-1a 2.09128
38.66 c3 H-3e, H-3a 2.690.95
32.40 c7 H-7e, H-Ta 2.63 ppm_
29.28 C20 H-20 1.24 ppm
27.58 C-15 H-15 3.09 ppm
2167 C-16 H-16 1.17 ppm
23.19 C-17 H-17 119 ppm
23.15 C-i8 H-18 LI2
2249 C6 H-6ey H-6a 2,08 1.83
21.07 c2 H-2e H-2a 1.91y 148

El espectro de masas di6 como resultado un compuesto con un ién

molecular de 316 uma, para una formula condensada de CygHp503, con un grado

de insaturacién de siete, con los siguientes fragmentos importantes: 301(316-

CH3), 283(301-H;0), 255(301-HCOOH), 213(255.C5H), 43(316-273) pico

base.




Fragmentos de Masas para el Compuesto VII

M-15

316 2301
OH

CO.H ~ “con
M-33
316a282

M-61

316a255
OH

v coH
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Fragmentos de Masas para el Compuesto VIE

M-103
3l16a213
oH OH
J
(O
" com
M-273
316243

~ CoH

Después de analizar la informacion espectroscépica y consultar la bibliografia se
pudo concluir que estc compuesto es el dcido 13 isopropilpodocérpicos4-55.

(Compuesto VII).
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OH

CO,H
Acido 13-isopropilpodocidrpico

compuesto VII

Reacciones
Quiza una de las reacciones mas dtiles del grupo hidroxilo es la reaccién
de abstraccion de hidrégeno intramolecular. Esta reaccién ha sido mds estudiada
en los sistemas en que existe una geometrfa rigida, en donde la yuxtaposicion del
radical padre y el radical hijo favorece la regioselectividad. Los sistemas

esteroidales®6 son los mejores ejemplos de esta reaceién.

PB{OAc),
. 0
2
RO o o
OH
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o Lo
HO PO, 65)/\’
—_— A
b
hv ~

O

Este tipo de reacciones han demostrado ser particularmente utiles para la
funcionalizacion de metilos, metilenos y melinos en productos naturales. La
transformacién se inicia con la ruptura homolitica del enlace X-Y de un sustrato
apropiado para dar un radical. Este radical, si tiene la suficiente energlz, podrd
abstraer un dtomo de hidrégeno de un carbono con disposicién 1,3 diaxial y con
la conformacién adecuada para producir un radical transpuesto y finalizar con

una recombinacién. (Esquema 1)

E! tratamiento de alcoholes con tetraacetato de plomo en disolventes no-
polares$? produce éteres ciclicos, estos pueden ser preparados por fotélisis de

hipacloritos terciarios con tratamiento bésico8:59,

CH G N aN PH{OAc),
QH —»

Benceno CH,
80 C

PB(OAC),
— PH{0A<),
Hexano h —
Hexano
HO

CH, 65°C
Ho” * 65°C
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Esquema 1

u=0




Conociendo los métodos para funcionalizar posiciones poco reactivas en
una molécula por métodos fotoquimicos, fue necesario hacer varias reacciones
con la 7o-hidroxi 19-acetoxiroyleanona con la finalidad de transformar los
grupos funcionales que podrian llevarnos a productos no esperados, siendo el
hidroxilo de la posicién 19, producto de la hidrélisis del acetoxi de la posicién
19, el que reacionars preferentemente.

La 7o-hidroxi 19-acetoxiroyleanona se¢ sometié a condiciones de
reduccion acetilante obteniéndose un producto con un aumento de masa de 112
uma respecto a la materia prima. Esto representa haber incorporado tres grupos
CH;CO y la pérdida de un dtomo de oxigeno y un dtomo de hidrégeno.

En el espectro de IR se observa la banda de carbonilo para acetato
fendlico y no se observa la banda para grupo oxhidrilo. En el espectro de RMN
'H, el protdn geminal al grupo oxhidrilo H-7 ya no se observa desplazado a
campo bajo debido a que conjuntamente con la reduccién acetilante ocurrié una
hidrogendlisis, perdiéndose el grupo oxhidrilo de la posicién C-7. El anille C se
encuentra reducido y los fenoles se acetilaron, observandose en el espectro de

RMN-'H los correspondientes grupos metilo de acetato!2.13,

Ac, O
1.

Zinc
NaOAc

OAc

OAc

Compuesto VIII



El compuesto tetraacetilado se hidrolizé en medio basico, con la
finalidad de tener libre el oxhidrilo de la posicion 19 y asi tener la materia prima
para ensayar una transformacion fotoquimica. Se obtuvo el producto de
hidrélisis de los cuatro grupos acetato, seguida de una oxidacion con aire debido
a que el sistema quinona-hidroquinona es un sistema oxido-reductor reversible,
con una clara influencia cido-base®?. Soluciones alcalinas de hidroxiquinonas
toman répidamente oxigeno produciendo por lo general una mezcla complicada

de productos.
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SISTEMA QUINONA-HIDROQUINONA
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Este ‘proceso de oxidacion espontanca did como resultado el siguiente

compuesto.

hidrélisis
—
0

Compuesto IX

El producto de reaccién (Compuesto X), acetilado en las posiciones 7y
12, se pensd que serfa mas sencillo encontrar las condiciones de reaccidn para
conseguir que los oxhidrilos producto de reacci6n de 1a reduccion del anillo C
formara el éter al reaccionar con sulfato de metilo en medio basico. Ejemplos de
reacciones similares informan que el rendimiento de la reaccion es bajo (9-15%)
y por periodos de reaccion muy largos (48-72 horas)’1.61.62,
Se buscaron las condiciones optimas de reaccifn ensayando con varias bases

suaves y fuertes sin Ilegar a aislar el producto deseado.

La 7o0-19-dihidroxiroyleanona se hiz6 reaccionar con sulfato de metilo
en medio basico durante 24 horas, encontrando por cromatografia en capa fina
un compuesto con una polaridad menor que la polaridad de ia materia prima.
Después de cromatografiar la reaccion se determiné el espectro de RMN 'H del
producto menos polar y se observaron los siguientes cambios en relacion al

espectro de la 70-19-dihidroxiroyleanona. En 3.46 ppm se encuentra una sefial
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simple que integra para tres protones, misma que se asigna a un metilo unido a
oxigeno para un éter alifatico. El desplazamiento quimico de esta sefial y la sefial
en 7.22 permiten concluir que no se formo el éter en el oxhidrilo de la posicion
12. Con un desplazamiento quimico en 3.73 y 3.52 ppm con constante de
acoplamiento de 10.5 Hz se encuentra el sistema AB del metileno de la posicién
19. Al no encontrarse cambio en el desplazamiento quimico del sistema AB se
puede afirmar que el éter no se encuentra en la posicion 19. En 4.26 ppm se
encuentra un sistema doble de doble con constante de acoplamiento de 5 Hz y 2
Hz para un protén con acoplamiento ecuatorial-axial y ecuatorial-ecuatorial.
Comparando el desplazamicnto quimico de esta sefial con ¢l desplazamiento
quimico de la sefial del sustrato, se observa una diferencia de 0.46 ppm a campo
alto originado por un efecto de proteccion debido al éter metilico que se

encuentra en posicion geminal al protén H-7. (Espectro 16 y 17).

Compuesto XI

La 7o-hidroxi 19-acetoxiroyleanona se sometio a condiciones de
metilacién con diazometano, seguida de una reduccién catalitica, usando como
catalizador Pd/C al 10%, obteniendo la metilacion del oxhidrilo unido a C-12 y
la reduccién del anillo C, {Compuesto XI1}. El producto de reaccion se sometié a

condiciones de metilacién con sulfato de metilo en medio basico y atmésfera de
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argén durante 48 horas sin obtener los éteres en las posiciones C-11 y C-14.

(Espectro 18).

|_.CH1N2 1 éter
_—

l.Hz MIC

Compuesto XII

El interés de formar los éteres se debid a la necesidad de conservar
unicamente el hidroxilo de la posicién 19 con la finalidad de que fuera el grupo
susceptible de reaccionar bajo condicidn oxidativa fotoquimica y asf obtener un

compuesto que podria ser relacionado con otros praductos naturalest?.64.65.66,

OMe




PARTE EXPERIMENTAL



Parte Experimental

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns, no estan
corregidos.

Para las cromatografias en columna se utiliz6 gel de silice 60 Merck ( 35-70, 70-230 y
230-400 ATSM). Para las cromatografias en placa preparativa se utilizaron placas de Silice gel
Merck F-254. La pureza de los productos y el desarrollo ae las reacciones quimicas se siguié por
cromatografia en capa fina de Silice gel F-254 usando como revelador sulfato cérico al 1% en
acido sulfiirico 2N.

Los espectros de IR fueron obtenidos en nujol, bromuro de potisio é cloroformo en un
espectrofotémetro Perkin-Elmer 337 o en un espectrofotdmetro Nicolet FT-58X.

Los espectros de UV fueron determinados en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 552.

Las rotaciones especificas furon determinadas en un Polarimetro Perkin-Elmer 241.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de !H y 13C se realizaron en equipos
Varian VXR-300S, Gemini-200 ¢ FT80-A; la frecuencia de observacion de proton fue de 300
MHz, 200 MHz u 80 MHz y la frecuencia de observacion de carbono fue de 75 MHz 6 50 MHz.

Los desplazamientos quimicos estin en partes por milion; ppm, en unidades 8 con
respecto al TMS. Los valores de las constantes de acoplamiento estdn en Hertz (Hz).

Las asignaciones en los espectros de 13C fueron hechas con ayuda de los experirﬁemos
APT, DEPT 6 HETEROCOSY.

Los espectros de masas se determinaron en un equipo Hewlett Packard 5985-B, por la
técnica de impacto electronico a 70 eV.

La planta estudiada fue recolectada el mes de septiembre de 1986 a 10 Km al suroeste de
Totontepec, Oaxaca, ¢ identificada por el Dr. T.P. Ramamoorthy, encontréndose clasificada en el

Herbario Nacional del Instituto de Biologfa de la UNAM, con el nimero MEXU-459073.
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AISLAMIENTO

1.7 Kg de hojas y tallos secos de S. recurva se sometieron a extracién con acetona durante
cinco dias a temperatura ambiente, obteniendose, después de la destilacion del disolvente a
presion reducida, 135 g de extracto. El extracto se trabajé realizando una particion con metanol-
agua (4:1) y benceno-hexano (1:1), obteniendose 90 g de extracto cn la fase no polar. El
disolvente de la fase polar se elimind a presion reducidz, se extrajo con acetato de etilo, se secé
con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el disolvente a presion reducida, para obtener 45 g de
extracto de la fase polar.

La purificacion de los compenentes de la fase polar se efectud en cromatografia en
columna, aumentando la polaridad del eluyente (hexano-acetato de etilo) obteniendo asi varias
fracciones, de las cuales se aislaron los siguientes compuestos.

Se aislaron 3.85 g de un solido amorfo blanco. Mezcla de dcidos triterpénicos ursélico y
oleanélico. (Compuesto 1 y II)

IR (KBr) Ve em-! ;3444 (oxhidrilo) y 1690 (carbonilo de icido).

Se aislaron 45 mg de un sélido blanco amorfo, purificado por recristalizaciones sucesivas

de metanol-acctato de etilo.

IR (nujol) vy cm-] : 3680 (oxhidrile) y 1690 (carbonilo de dcido),

RMN 1H (80 MHz),(CDCI3) & ppm: 5.25 (1, 1H J=2.5 Hz), 3.6 (td, IH, J=9 y 5 Hz), 3.0 (d, 1H,
J=9 Hz), 1.15 (s, 3H), 1.05 (s, 3H), 1.0(s, 3H), 0.95(s, 3H), 0.90(s, 3H), 0.85(s, 3H) y 0.74(s, 3H).

#cido maslinico (Compuesto 111)

Se aislaron 65 mg de un solido amorfo amarillo, purificado por recristalizaciones
sucesivas de acetona-acctato de etilo.
IR (nujol) vy, cm-! : 3404, 3184 (oxhidrilos); 2923, 2528 (sobretonos aromaticos); 1720 {ester
alifdtico); 1649 (carbonilo conjugado); 1604 (doble enlace C-C).



S0

RMN 'H (300 MHz) (CH3;0H-d4) § (ppm): 8.02 (d, 1H, J=8.7 Hz), 6.85 (d, 1H, J=8.7 Hz), 6.39
(d. 1HJ=2.1 Hz), 6.21 (d, 1H, J=2.1 Hz), 5,12 (d, 1H, J=7.5 Hz), 4.03 (dd, I1H, J=11.5 Hzy 5.4
Hz),4.19 (dd, 1H, J=11.5 Hz y 5.4 Hz), 1.86 (s, 3H, acetato).(Espectro 1)

RMN 13C y APT (75 MHz) (CH;0H-d4) & (ppm) tabla 1 (Espectro 2) 6"Acetil-3-O-B-D-
glucopiranosil Camperol (Compuesto IV)

De la fraccion obtenida con 10% de acetato de etilo-hexano y purificado por
cromatografia en placa preparativa usando como eluyente una mezcla de hexano-cloruro de
metileno-metanol manteniendo una relacién constante 6:3:1 se aislaron 17 mg de un solido
amorfo de color amarillo.

De éste mismo compuesto se aislaron 3.5 g de la fraccién no polar.

El punto de fusion fue de 174-176°C.

IR (CHCly) v, cm! @ 3642, 3372 (oxhidrilo); 1728 (carbonile de ester); 1639 (carbonilo
conjugado); 1606 (doble enlace C-C) 1390, 1210, 1183 (enlace C-O).

UV (CH;0H) A, 204 nm (c=14297) y 272 nm (e=11087).

EM m/z (abundancia relativa) impacto electrénico: 390 (M*,5), 373 (47), 347 (5), 331 (12), 55
(68), 43 (100). El ién molecular 390 corresponde a una férmula condensada CyaHig04

RMN 'H (200 MHz} (CDCly) & (ppm): 7.16 (s, 1H, no se observa después de adicionar D,0,
oxhidrilo fendlico); 4.72 (m, 14, W1/2=6 Hz, H-7); 421 (d, 1H, J=10.5 Hz, H-19); 3.98 (d, IH,
.J=|0.5 Hz, H-19°); 3.16 (hept, 1H, J=7.1Hz, H-15), 3.05(s, 1H no se observa después de
adicionar D,0, oxhidrilo unido a C-7), 2.72 (dt, 1H, J=12.9 Hz y 4.5 Hz, H-1e); 2.05 (s, 3H,
metilo de acetilo); 1.25 (s, 3H, H-20); 1.24 (d, 3H, J=7.1 Hz, H-16); 1.22 (d, 3H, J=7.1 Hz, H-
17); 1.08 (s, 3H, H-18). (Espectro 3)

RMN 13C y DEPT (200 MHz) (CDCl;) § ppm. tabla 2 (Espectro 4 y 5)

COSY (300 MHz) (CDC13) 8 ppm. Correlacién Homonuclear a un enlace. (Espectro 6)
HETCOR (300 MHz) (CDCI3) 6 ppm. Correfacién Heteronuclear a un enlace. (Espectro 7)
HETCOR (300 MHz) {CDC13) & ppm. Correlacién Heteronuclear a larpa distancia. (Espectro 8)

(Compuesto V) Ta-hidroxi 19-acctoxiroyleanona.
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Por cromatografia en columna "flash" utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo
7:3, se aislaron 0,132 g de un sélido cristalino de color amarillo; p.f. de 164-166°C,
IR (CHCly) Vo cm! : 3629, 3391 (oxhidrilo), 1642 (carbonilo de quinona), 1609 (doble enlace
C-C).
EM m/z (abundancia relativa): 348 (5), 91 (4), 55 (8), 41 (12), 43 (100, pico base). Para el ion
molecular 348 corresponde una formula condensada CHj30s.
RMN IH (300 MHz) (CDCly) 8 (ppm): 7.26 (s, 1H, desaparece después de adicionar D,0,
oxhidrilo fendlico); 4.72 (m, 1H, W1/2=6 Hz, H-7), 3.76 (d, 1H, J=10.5 Hz, H-19); 3.58 (d, IH,
J=10.5 Hz, H-19'); 3.18 (hept, IH, J=7.1 Hz, H-15); 2.62 (dt, 1H, J=12,9 Hz y 4.5 Hz, H-lc);
2.19 (s,1H, desaparece después de adicionar D,0, oxhidrilo unido a C-7); 1.23 (s, 3H, H-20);
1.22 (d, 3H, J=7.1 Hz, H-17);1.22 (d, 3H, J=7.1 Hz, H-16); 1.09 (s, 3H, H-18). (Espectro 9)
RMN 13Cy APT (75 MHz) (CDCljy) § (ppm) tabla 2. (Espectro 10)

Este compuesto es ¢! 7a,19-dihidroxiroyleanona, (Compuesto VI).

De una fraccidn eluida con hexanc-acetona 9:1 en cromatografia en columna se lograron
aislar y purificar por recristalizaciones sucesivas de cloruro de metileno-metanol 26 mg de un
sélido amorfo amarillo. Este compuesto tiene un punto de fusién de 253-255°C.

IR (Nujo!) v, cml: 3601, 3367 (oxhidrilos); 1695 (carbonilo de 4cido); 1620 (doble enlace C-
C); 1614 (enalce C-0).

Rotacién optica [or]=+199.3°C.

EM m/z (abundancia relativa): 316 (37), 301 (36), 283 (24), 255 (16), 213 (19), 43 (100, pico
base).

RMN 'H (300 MHz) (CH;OH-d4) 8 (ppm): 6.77 (s, 1H, H11); 6.62 (s, 1H, H14), 3.18 (hept, IH,
J=7.1 Hz, H15); 1.27 (s, 3H, H-20), 1.19 (d, 3H, J=7.1 Hz, H17); 1.17 (4, 3H J=7.1 Hz, H1i6);
1,08 (s, 3H, H18). Espectro 11

RMN 13C y DEPT (200 MHz) (CH;0H-d4) 8 (ppm) tabla 2. (Espectro 12 y 13)



HETCOR (200 MHz) (CH;0H-d4) & (ppm). Correlacién Heteronuclear a un enlace. (Espectro
14) (Compuesto VII) Acido 13-isopropilpodocérpico.

La 7o-hidroxi 19-acetoxiroyleanona se sometié a condiciones de acetilacién con anhidrido
acético/piridina, 250 mg se disolvieron en 1 m! de anhidrido acético y 1 ml de piridina y se dejé
reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas. El exceso de piridina y anhidrido acético
fueron eliminados del seno de la reaccién por medio de alto vacfo. Al residuo se le agregé agua
destilada fria, se extrajo con acetato de etilo y se lavé con porciones de 4cido clorhidrico al 10%
neutralizindose posteriormente con bicarbonato de sodio al 10% y agua destilada hasta pH
neutro. Por Gltimo se secd con sulfato de sodie anhidro y se eliming el disolvente a presién
reducida. Se obtuvieron 172 mg de un compuesto cristalino amarillo de punto de fusién 175-177
°C. (Compuesto X).
IR (CHCl3) Vax cm™': 1772 (ester aromético), 1725 (ester alifitico). 1646 (carbonilo de
quinona); 1612 (doble enlace C-C).
EM m/z (abundancia relativa): 474 (3), 432 (21), 390 (45), 372 (100, pico base), 357 (10 ),
43(98).
RMN 'H (300 MHz) (CDCl;) & (ppm): 5.87 (dd, 1H, J=3.54 Hz y 1.34 Hz, H7), 4.18 (d, 1H,
3=10.5 Hz, H19); 3.95 (d, 1H, J=10.5 Hz, H19°); 3.07 (hept, 1H, J=7.1 Hz, H15); 2.57 (d1, 1H,
f=|2.9 Hz y 4.5 Hz, Hle); 2.28 (s, 3H, acetato); 2.02 (s, 3H, acetato unido a C19); 1.98 (s, 3H,
acetato alifético, en C7), 1.23 (s, 3H, H-20); 1.14 (d, 3H, J=7.1 Hz, H16); 1.12 (d, 3H, J=7.1Hz,
H17); 0.92 (s, 3H, Hi8). (Espectro 135)

La 7a-hidroxi 19-acetoxiroyleanona se sometié a condiciones de reduccion acetilante.
500 mg de éste compuesto se disolvieron en 5 mi de anhidrido acético y se trataron con 500 mg
de acetato de sodio fundido y 600 mg de polvo de zinc durante 24 horas a temperatura ambiente.

A la mezcla de reaccidn se le aiadid hielo, se filtrd, se extrajo con acetato de etilo. La fase
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orgénica se lavd con agua, solucion de bicarbonato de sodio al 10%, agua y se secé con sulfato
de sodio anhfdro, se elimind el disolvente a presion reducida, obteniendose 618 mg de un
producto sélido blanco, p.f. de 132-134 °C (Compuesto VIII).
IR (CHCly) Vpa cm): 1770 (acetato fendlico); 1730 (acetato alifético), 1604 (doble enlace C-C).
EM m/z (abundancia relativa): 502 (5), 460 (24), 418 (43), 375 (71), 43 (100, pico base).
RMN 1H (80 MHz) (CDCl3) & (ppm): 4.21 (d, 1H, J=10.5 Hz, H19); 3.98 (d, IH, J=10.5 Hz,
H19%); 3.16 (hept, 1H, J=7.1 Hz, H15); 2.72 (&, IH, J=12.9 Hz y 4.5 Hz, Hle); 2.17 (s, 9H,
acetato fendlico); 2.05 (s, 3H, acetato alifatico); 1.27 (s, 3H, H18); 1.22 (d, 3H, J=7.1 Hz, H16);
1.18 (d, 3H, J=7.1Hz, H17); 1.08 (s, 3H, H-20).
E! compuesto VIII se disolvié en metanol (618 mg) y se agregarén 220 mg de carbonato de
potasio en 100 ml de agva con agitacion durante 3 horas Después de comprobar por
cromatografia en placa fina que ya no habfa materia prima en ¢l seno de la reaccidn, se evapord
en metanol a presion reducida para trabajar la reaccion. El producto de reaccién se extrajo con
acetato de etilo, se neutralizo con dcido acético diluido, se lavé hasta alcanzar un pH neutro con
pequeilas porciones de agua, se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se elimind el disolvente a
presion reducida obteniendose 396 mg de un producto sélido de color amarillo, p.f. de 168-170
°C, (Compuesto IX),
IR (CHCly) vy, cnel: 3585 (oxhidrilo), 1646 (carbonilo de quinona); 1612 (doble enlace C-C).
EM m/z (abundancia relativa): 332 (10), 314 (22), 271 (19), 55 (36), 43 (100, pico base).
RMN 'H (80 MHz) (CDCl;) 8 (ppm): 7.26 (s, 1H, no se observa después de adicionar D;0,
oxhidrilo fendlico), 3.76 (d, 1H, J=10.5 Hz, H19); 3.58 (d, 1H, J=10.5 Hz, H19°); 3.18 (hept, 1H,
J=7.1 He, H15); 2.62 (dt, 1H, J=12.9 Hz y 4.5 Hz, Hle); 1.25 (s, 3H, H18); 1.23 (d, 3H, J=7.1
Hz, H16); 1.21 (d, 3H, J=7.1Hz, H17); 1.09 (s, 3H, H-20).

250 mg de la 7o-19-dihidroxiroyleanona (compuesto V), se disolvieron en 40 ml de
acetona anhidra, se adicionaron 2.9 g de carbonato de potasio y se hizo reaccionar con 0.3 ml de
sulfato de metilo. La mezcla de reaccidn se dejo con agitacion durante 6 horas, al cabo de las

cuales se agregd la misma cantidad de carbonato de potasio y de sulfate de metilo y se dejo la
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reaccion durante toda la noche. El carbonato de potasio se¢ elimin6 por filtracién y la solucién se
concentrd a presién reducida. El crudo de la reaccion se dejo con agitacién en agua por 1.5 horas,
posteriormente se extrajo con acetato de etilo, se neutralizé con una solucion de bicarbonato de
sodio al 10% y se lavo con agua hasta pH neutro. Se secd sobre sulfato de sodio anhidro y el
disolvente se eliminé a presion reducida. La mezcla de productos de la reaccién fueron separados
por cromatografia "flash” sobre silica gel 230-400 utilizando como eluyente una mezcla de
hexano-acetato de etilo 9.5:.5. Esta cromatografia permitié separar dos compuestos, la materia
prima y un producto menos polar sélido de color amarillo, p.f. de 196-198 °C (Compuesto XI).
RMN UH (8¢ MHz) (CDCly) 8 (ppm): 7.22 (s, 1H, no se observa después de agregar D,0,
oxhidrilo fenodlico); 4.35 (dd, 1H, J=3.8 Hz y 2 Hz, H7), 3.73 (d, 1H, J=10.5 Hz, H19); 3.52 (d,
1H, J=10.5 Hz, H19°); 3.41 (s, 3H, metoxilo en C7); 3.16 (hept, 1H, J=7.1 Hz, H15); 2.6 (dt, 1H,
J=12.9 Hz y 4.5 Hz, Hle); 1.66 (s, no se observa después de agregar D>0); 1.23 (d, 3H, J=7.1
Hz, H17); 1.27 (s, 3H, HI18); 1.18 (d, 3H, J=7.1Hz, H16); 1.05 (s, 3H, H-20). Compuesto XI.
(Espectro 16)
RMN 13C (50 MHz) (CDCL;) & (ppm) tabla 2. (Espectro 17)

De Ia 7o-hidroxi 19-acetoxiroyleanona fueron tratados 250 mg con diazometano en éter
etilico a temperatura ambiente. El curso de la reaccion se sigui6 por cromatografia en placa fina.
Se dejé de adicionar diazometano cuando la materia prima ya no se encontraba en el seno de la
reaccion. Después de evaporar ¢l éter etilico, el crudo de la reaccién se disolvié en metanol, esta
solucién sc agregd a una suspension de Pd/C al 10% previamente hidrogenado en metanol. La
reaccién se dio por concluida cuando dejé de consumir hidrégeno, situacién que coincidia con la
decoloracion de la solucion.

Por filtracién sobre papel-celita se eliminé el catalizador. Se concentré la solucidn a presion
reducida, obteniendose asi un sélido cristalino recristalizado de hexano-acetato de etilo, p.f. de

179-181 °C.
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RMN H (300 MHz) (CDCl;) & (ppm): 6.97 (s, 1H, fenol en C11); 5.80 (s, 1H, fenol en Cl14);
4.91 (m, 1H, Jw1/2=6 Hz, H7), 4.28 (d, IH, J=10.5 Hz, H19); 4.00 (d, 1H, J=10.5 Hz, H19");
3.72 (s, 3H. metoxilo en C12); 3.38 (hept, 1H, J=7.1 Hz, H15); 3.20 (dt, 1H, J=12.9 Hzy 4.5 Hz,
Hle); 2.06 (s, 3H, metilo de acetato, en C19),1.28 (s, 3H, HI8); 1.38 (d, 3H, J=7.1 Hz, H16);
1.33 (d, 3H, J=7.1Hgz, H17); 1.03 (s, 3H, H-20). (Espectro 18) (Compuesto XII).



RESUMEN Y CONCLUSIONES



Resumen y Conclusiones

El estudio fitoquimico de Salvia recurva permitio llegar a las siguientes conclusiones:
Sc aislaron y caracterizaron por métodos espectroscopicos y quimicos siete metabolitos
secundarios de los cuales tres fueron diterpenos. Ademds de los dcidos ursélico, oleandlico y
maslinico, triterpenos ampliamente distribuidos en la familia de las labiadas, se aislaron los
diterpenos 4cido 13-isopropilpodocdrpico, 7a-19-dihidroxiroyleanona y la 7oe-hidroxi-19-
acetoxiroyleanona, siendo éste tltimo un producto natural desctito por primera vez.
Este trabajo es una contribucién al estudio de la composicidn quimica de las Salvias mexicanas,
En las especies estudiadas hasta ahora de la seccién Ducenostuchys se han aislado diterpenos con
esqueleto de neo-clerodano en los casos de la Salvia madrensis’ y la Salvia divinorum!? y
diterpenos con esqueleto de abietano en la Salvia recurva. Seria muy provechoso continuar el
estudio de ésta seccion para poder concluir si en éste grupo las plantas sintetizan ambos
esqueletos de diterpenos, o si la Sa/via recurva se encuentra mal clasificada.
En refacién a la reduccion y formacin de éteres en el anillo C de abietanos, y la posterior
formacién de un anillo adicional a través de reacciones fotoquimicas, una posibilidad que
ayudarfa a modificar las condiciones en que el sistema quinona-hidroquinona s¢ oxida
espontincamente, es oxidar el oxhidrilo de la posicién 7, lo cual al parecer, cstabiliza el sistema

en la forma reducida%6-67, Tales estructuras se han caracterizado como productos naturales.
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