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El presente trabajo ec¢ realizé con la finalidad de
contribuir al estudio de la flora de México, especificamente
se contribuye en el estudio de las raices de las Salvias

Mexicanas ya que égtas han sido poco estudiadas,

Se describe ¢ ilustra la compusicién quimica de las
rafces de la Salvia aspera Mart et Gal. del género Salvia

de la Familia de las Labiadas.

Los metabolitos aislados son: abietanos (sugiol,
taxodiona y la 6 epi-desmetil esquirolina D), icetexanos
(desmetil salvicancl, salviasperanol y el 5 «, 6 P-dihidro-6
u-hidroxisalviasperanol), un sesquiterpeno (clovandiol) vy

un esterol (fi-sitosterol)

Tres de los metabolitos aislades son novedosos (el
salviasperanol, &u, 6{}-dihidro-é wu-hidroxisalviasperanol y

la 6 epi-desmetilesquirolina D).

El diacetato del desmetil salvicanol resultd tener

actividad bioldégica en presencia de Artemia salina Leach.
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En el tetritorio Mexicano se encuentran representados los distintos
biomas, en ¢ hay uni muy virada cubierta de espeeies vegetales, que al ser
analizadas permiten obtener productos quimicos muy diversos.

La Nora det pais no ha sido muay estudiada y Ta influencia humana sobre
ella es en general destructiva, Se ha lorzado a los ecosistemas con factores
bidticos y abidticos, los impactas de dstos han sido perjudiciales y
beneficiosos al misma tiempo, perjudiciales para el medio y beneficiosos
para ¢l hombre. Al usar los distintos factores se tiende a simplificar un
ecosistema ya que se reduce et nimero de especies, 1a reduccion de éstas
limita el conacimiento de la riqueza Noristica del pais.

Una de las familias gue se encuentra en esta cubierta vegetal es la
familia de las  Labiadas, Ja cual se encuentra represemada por numerosas
especies y 300 de ellas pertenceen al género Salvia. A pesar de esta
abundancia, ¢l género ha sido poco estudiada desde el punto de visia
quimicoth.

Desde hace ocho aflos se inicio un estudio quimico sistemitico de
algunas Labiadas mexicanas, este estudio se ha centrado principalmente en
tas partes aéreas de especies del género Salvia y se ha obtenido una gran
variedad de sustancias novedosasizt de tipo diterpénico algunas de las cuales
han mostrado poscer actividades biologicas  importantes tales como
antitumoral y antialimentario contra insectos. La actividad antitumoral se ha
descubierto para diterpenas del tipo del abictang, mientras que la segunda
accion ha sida encontrada para algunos clerodanos,
bee Eaquivet, R0 Estadio quimiotaxonomice de la seceion hdgentes del geaero Sabvia (Labiatae). Tésis

e grinto UNAM . Mérico (1986) .
2.« Rudrigucz-Habn , 1. § Esquivel , B3 Sinehez,, AA § Sinchez, C 1 Chrdenas , 3 &

flamanieorthy , F.P ey . Latinoamericass de Quimict . 20]8) 105-110 (989) .



La composicinn quimica de las Salvias Mexicanas, varia dependiendo
entre otras cosas de la seecion botinica a la cual pertenece la planta, liste
hecho, sumado al tipo de productos presentes en eltas (principalmente
clerodanos), han permitido establecer relaciones (togeograficas con las
Salvias del viejn continente, las cuales biosintetizan  principalmente
abictanos,

Se ha observado también que de las raices de las Salvias Euroasidticas
estudiadas  hasta  ahora, se  aislan  compuestos de  tipo  abietdnico
principalmente. La presencia de estas sustancias se ha propuesto como una
caracteristica quimiotaxonémica del género Salvia, sin embargo no se
tienen datos de la composicion quimica de la raiz de lus Salvias
Americanas, que permtitan reforzar o descartar esta hipotesis, por lo que el
estudio de las raices de las Salvias Mexicanas reviste importancia
Quimiotaxondmica.

Lo anteriormente expuesto pone de manifiesto la importancia que ticne
el estudio de la Familia y mds afim las raices de las Salvias en México ya
que son un material idonco para estudios de evolucion v de diversiticacion.

Los objetivos que se persiguen en la presente tésis son los siguientes:
Objetivos Generales.

Qq  Contribuir al estudio sistematico del género Salvie en México.
q  Aislar nuevas sustancias con posible accion biolégica.
q  Contribuir al conocimiento de la reactividad quimica de las

moléculas organicas presentes en estos vegetales.

3.- Ramamaorthy , T .1 ; Esquivel , B 5 Sdnchez, A, A . & Rodriguez-flahn , L. Taxon . 37 {4}

948 - 12 (1988) .
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Objetivos Particulares,

q  Conocer la composicion quimica de la raiz de la Salvia aspera
con el fin de aumentar el conacimiemo de la flore macional y
aportar datos Otiles en quimiotaxonomia,

Aislar los metabalitos mediante las téenicas adecuadas.

9 Y

Elucidar los metabolitos aislados asi como a los productos de
reaccion,
A Determinar la toxicidad de los metabolitos aislados para la Artemia

salina Leach.
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Bl género Safvia comprende aproximadamente 900 especies v es ¢l
mits abundante de la familia de las Labiadas, Se e encuentra en regrones
ropicales v subtropicales asi como en areas montafiosas, estas regiones son
el Mediterranco, Brasil v on las zonas altas del Centro de Méxicow, T
génera Salvig se encuentra dividido en los subgéneros: Salvia, Sclarea,
Leonia y Calosphace®.

Las Salvias Furopeas y Asidticas pertenccen principalmente a los
subgéneros Salvia v Sclaren, de ellas se aislan abietanos de partes adreas y
raices, con excepeion de Selvia sclarea, de el se aisla ol diterpeno de tipo
labdano, esctareolw, Por cjemplo de las raices de Salvia phlowoides se aisla
el eriptojaponol™, de las raices de Sulvia frnticosa se aisla la Tanshinona

11, de fas partes aéreas de Sulvia lavandulifolia se aisla el galdosol™.

4.~ Rodriguez-Mahis, L, Esguivel 4, & Cirdenis , 3 Phe Distribution of Diterpenioids in Subvis .
In .M. Harley and T, Rey nobds (Editors) . Advances i Labiatae Science  pp. 335-347 (1992)
Royal Botanic Gardens, Kew,

5 .- Bentham, G. Labiataram Generis et Species . (1883) .

6 .- Ruzicka , L. & Banot, MM, Helvetics Chimica Acta . £ 6:45-50 (1931).

7 - lhueso-Rodriguez, 3. A, Jimena, M. L Rodrigsses, B3 Savan, G . & Brupe oM
Phytochemistry . 22 9] 2005-9 (1983) .

§+ Ulabelen , A3 Oztork 8. & Isildatici . S Journal Pharmacia Scicuce . 87 [6] 1037-38 (1968),

9. Escudero o, e, L Rabanal , R M & Valverde . S Phytochemistry 23 S85-87 11993)

Nl
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El subgénero Leonia se encuentra representado por varias especies de
Salvias de América del Norne, De Jas partes adreas de Salvia plebeia se aisla
vl clerodano salviacoccina®,

§0.- Gareka-Alares , M. C : Busna . M ¢ Michavila . A ; Forndndez-Gadea , FL & Rodeigues, W

Phytochemistry 28 272274 (1986),
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En México existen cerca de 250 vspecies de Salviasah, las cuales se
encuentran predominantemente entre bosque de pinos, abetos y encinos. La
mayor parte de fas que crecen en México, Centro y Sudamérica pertenccen
al subgénero Calosphace®, Las especies de este subgénero se encuentran
organizadas en 105 secciones.

A diferencia de las Salvias Europeas y Asidticas se han aislado
diterpenos con esqueleto de abictano, ieetexano, clerodano y pimarano. Para
éste subgénero, por ejemplo: de fas raices de Salvia cuulteri se aislo ¢l
abietano 20-oxo-inuroyleanolid, de las partes aéreas de Salvia ballotaeflora

se aislo la icetexonat, de las partes acéreas de Salvia rivacophylla se aislo

11.- Comunicacion con ef Or . T8 Rumsanworthy.

12 Frontana , 135 Cirdeass , ) & Hodrigues-1labin, L., Diterpenoids from Salvia coultlert
Phytochemistry . 36 13) 739 -48 (1994) ,

13- Dominguee , X o A Gonzdles B3 Avagon, BV Geaérrez M Marroguin, J . S & Walson

W Planta Medica . 30 237-241 (1976),
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¢l cleradano deshidrokerdinat vy de fas partes adreas de Safvia microphyllu

se aislo ef pimarane dcido 7 w-hidroxisandaracopimaricon® -
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subgénero Calesphace

En tas Salvias del vijo mundo se observa una gran diversidad

morfoldgica en la estuctury Noral, particularmente en lis Satvias

e Ferndndez o ML C 5 Esquivel 882 DY ez, A3 Tosvay, R A & Hodrigues-
Vb, 3, Teandiedron . 47 |35] T499-7208 (1991} .
150 Fsquive, 05 Martines , NN 5 Cardenas 35 Ramamonrthy (T, 9. & Rodriguez-llalin, 4.,

Pranta Mediva . 35 02-63 (1989) .
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encomtracks en el drea de Trin e rak, Se espeeuta que éste es el ugar de
origen de el género Sudvia, ademids de que se sugiere fa posibilidad de que
el subgénero Calosphace puedii tener su origen en las salvias det viejo
munda ¥ pude hiberse diterenciaciido posteriorniente de los subgeneros
Furopeos  (Sclarea y - Salviad, o diferenciacion  es pronunciada
morfolagicamenite asi como fhoguimicament

La presencia de diterpenos con esqueleto de abictana en las raices de
fas especics de ol pénero Safvia. ha sido considerado como cardeter
Juimintaxondmico del génerots, esto os, porgue al ser estudiadas las raices
de 89 especies se encontraren diterpenos tipo tanshinonad™ y royleanonaes,

($11)

0
0,
hS
¢ LA 0 0
/- B
rorlcanomit tshinana 1

De fos estudios quimiotaxononticos (partes aéreas de las plantas),
realizados sobre o género Salvia subgénero Calpsphace en el Instituta de
Quimica de la UNANL se han caracterizado® para Ja seccion Scorodonia
diterpenos con esqueleto de eleradano (fig.1), en la seccion Fulgentes se
identificiron diterpenos con esqueleto de elerodano y pintarano (fig. 2),
16.- Patudia A < Romanova, A Sakolow (W . 8. & Prilpdowa, G Plania Medica . 26 201:267

(19749).
17.- Chang A M Cheng KL Cloang 1 F5 Chow L FiChal, KLY P on, LM
Lag Tan o bW I Yang , Y . & Zhong . 4. 8. Jowmnal of Urganic Chemisiry. 85 3837.43

(1990). .
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en la seecion Ervthrostachyvs. se encontraron diterpenos con esqueleto de

abietano (fig. 1), de la seceidn Atratae v Mitratae cleradanosos, de la

SECCION SCORODONIA
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[§] \
Q0
J’\ / “OAc
Y
/ (4]
o [}
kerlina keriindlida

Salvla keenlii

fig. 1
18- Rudriguestlanh, L Esquivel, i3, Sancices , C 5 Sdnchez , AL AL, Clhrdenas , . &

Ramamparthy , T, 8, Revista Latinoamericana de Quimica . 104-109 (1987).



seceion Tomentellae diterpenos con esgueleto de abictano e icetexano
(fig, 4. Las dos Gltimas contienen diterpenos abictinicos similares a los
encontrados en las salvias Buropeas ¥ Ashiticas, euyos esqueletos tienen el

anillo C oxidado.

SECCION FULGENTLES

miedo sundaracopimiricns sulvigenalida

Salviu fidgoens

ficlde 7 a-acetovi-sandaracophndrion

(fig. 2)



SECCION ERYTROSTACHYS

L
T L

"0Ac

0
AN
Z_\//l;\\/’ . L B

sesefnn 19:-hidraxi-7 o -acetoxiroylesnona

Sulvia Sessel Salvi regla

oM
H ot
4 B
SO
Z\/ B "OH
nemoroni k‘lllull‘)'llllil

Sulvia pubesceny

(fig. 3)

13
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Las partes adreas de o Sahvia aspera (Labiatae). va han sido
estudindas o, de ellas se aisto [I-sitosterol, dcido oleandlico, 3 diterpenos

cleradanicos v 2 trinordimuiranos.

HoO' o' ~
trinor-damaranos
=0 H ~0
O
)
./
o” 0
OH
6]

diterpenos clerodinicos
0. Frauciseo , G G, Estudio Fitoguimico dv Salvia Atrapsenulata Epl v Salvig Aspera Man ET Gal,

Tévis profesional UNAM . Mévicn . 1993 .



Los diterpenos del tipo del abictano ¢ icetexano son triciclicos, se ha
propuesto i siguiente biosintesis para el esquelets del abietano via deido
mevatonico. £ deido mevalonico ¢ tormado desde deido acdtico, vl
mecanismo involucra condensacion de acetil Co Ay Acetoacetit Co A a [I-
hidroxi-B-metifglatari! Co A vl hacer reduccion det toldster se obtiene
dcido mevalonico, Bl (+)-dcido mevalonice sirve como precursor de los
diterpenos,

Tres molécutas de Acetato > Tres de Acetil-S Co A -
Acetoacetil-S Co A > P-hidroxi B-Metil Gluaril-S Co A >
Hemitioaeetal > Acido Mevalonico > Mevalonit S-Fosfato - »
Mevatonil -Pirotostito -» Pirotosfute de fsopentetito - Pirofosfuto de
Dimetikalilo > Pirofosfato de Geranito > Pirotostato de Famesilo —
Pirofosfato de Geranilgeraniol > Diterpenos — Abictanosen,

Para la biosintesis del esqueleto del iectexano, se postula que si bay
un buen grapo saliente R ¢n el carbono veinte, éste hard gue se expanda el

anillo B,

. o

Abletana feeterano

k- Goadaiti . A, Chemistry of Fespenes and Ferpehoids . Geed . Bl Acidemia Press England (1972)

16
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Las vajces de o Sulvia aspera (Labiatue) se someticron o una
maceracion con acctont v el extriacto acetdnico posteriortuente se
concentro. Bl extracto wotal se sonmetio s una particion con Hexanp-Benceno
y Metanol-Agua, obteniéndose un extracto polar ¥ uno no polar,

Flucidacion estracturil de Ins metabalitos det extracto polar,

Del extracto polar se logran aislwr S metabolitos  mediante
cromatografias sucesivas y recristalizaciones. Al mas abundante (compuesto
No.2) se le nombra salviasperanol, al contpuesto No.3 se le [lama §-a,6-f3-
dihidro, 6 « hidroxi-salvinsperanol, al metabolita & se fe nombra 6-¢pi-
desmetil-esquirvolina-D v 4 los metbolitos 4 ¥ 1 se les identiticd como

clovandiol y suginl respectivamente.,

Elucidacion de la estructura del sugiol

L1 componente menos polar (1), es un solido eristaline blanco. En su
espeetro de IR se observan bandas ¢n 3 606 v 3 335 em=! carrespondientes
a enlaces oxhidrilomn, Las sciales de RMNTIE de dste se ilustran en a tabla
de la siguiente pigina.

Can base en su espectro de IR y los datos de RMNUI, el compuesta
(1) fué idemiticado como ¢l sugiol.

Las caracteristicas espuectroscapicas de este compuesto concuerdan

con lu deserito en la literatura para el sugiote? 24,

2L Peetseh, Clere 3 Seibb, Simon , Tables of Spectral Data for Sntaciures Determination of Organic
Compounds . Springer - Verlag Berdin Heidelber 11983 .
22, Kupchan , M, S ; Karim , A & Marchs . C. The Junmal of Organic Chemistry 3 3192 (1964}

23.- Puiva, C b & Ferreivt (18, Phytochennsiry - 14 2299 - 30 (19786)
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RMNVH del sugiol .

No. dtomo Desplazamiento
de Quimico Integracion
hidrogeno (ppm)
i4 791 (s) 1
1 6.69 (s) 1 2
fenol 5.23 (s) |
15 3.15 (heptuplete) !
CHi-16 0 17 1.28 () 3
Clz-16 0 17 1.24 (d) 3
CH;3-20 1.23 (s) 3
CHs-19 0.99 (s) 3
Cil;-18 093 (s) 3

~ AR

Elucidacion de la estructura del salviasperanol

[1 siguiente compuesto atslado (2), fud el mas abundante (262 mg),
tiche un punto de fusion de 203 - 205 0C y una ratacion especifica

[ajp - 31.50(C - 0.1, CHCly).

@ |9



L el espectra de UV se obtienen absorciones a 205, 275y 280 nm,
dichas absorciones son parecidas o s de Jos fenolesad Por ciemplos en ol
12-hidroxi-20-nor-abieta= 1010028, 3-pentaene, tetras hidrogenado, hay
una absorcion maxinua a 282 nm log w 3308 el abietano T2
dihidroxi-abicta-8, 1,1 3-tricno absorbe a 278 nm (B1OHHee Bl solvicano)
tiche longitudes de onda maxima (MeOih en 2300 274 v 281 e, ol
isosalvicanol ¢n 230, 276 v 283 nme”,
En el espectro de masas (Esp. No. 2 d). del compuesto ndmero dos, el
ian molecutar se observa en una my/z de 314 con una abundancia del 16.9%
y corresponde pura una  tormuda molécutar de CagllsgO3 0 focho
insaturaciones). Los 20 carbonos de it tormula condensada corresponden
para yn diterpeno. En los antecedentes presentados se menciond que para el
subgénero Calosphace (subgénero al cual pertencce la planta), se aislan
diterpenos con esqueleto de abietana. icetexano, clerodano y pinarano.
Ademds de que se ha postulado la presencia de diterpenos can esqueleto de
abietano en las raices de as especies de el género Salvia tver paging nimero
diez), siendo estos los posibles esqueletos a los que puede pertenceer of
compuesto.
13
e Seott, AL T Inerpretation of the Ulraviolet Spectna of Natorg! Products Yol = Pergamon
Press L111. (1904)

28, Shiniehi Hasegaws , Toshimi Kofima and Yoshisuhi Hirose, Phytochemistry 34 {7] 1545.51
(1988,

20.- Gonzales , G oA ARdrés S Lais , G0 Brito, 1 & Rodriguez LM Phsochentisiry .
10102 406270 1991

27 raae M
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En el espectro de infrarrojo (IR), se observan bandas en 3500y 3297
el lus cuales se atribuyen a grupos oxhidrilosen fas bandas observadas en
1627, 1588 v 1500 eme! corresponden para dobles emdaces, dos de ellas
pertenceen al grupo funcional aromitico (Esp. No, 2 a).

En sy espectro de RMN de T (Esp, No. 2 b), se observa un patron
de acoplamiento ABem el cual consiste de dos sedfiales dobles, uno de los
dobletes se encuentra centrudo en 2.87 ppm y el otro en 2.63 ppm, cada uno
de ellos integrst para un hidrogeno y tienen una constante de acoplamiento
de 16.5 Hz. Lo anterior es debido al acoplamiento geminal que hay entre los
protones de un metiteno ¥ su desplazamiente quimico indica que ¢s de
maturaleza beneilica como en el pisiteranol y el 12-desoxipisiteranote®, Se
observan otras sefiales que son caracteristicas de un grupo isoprapilo, ¢l
metino de dste se observa como un heptuplete a § de 3.08 ppm con una
constante de 6.8 Hz, el desplazamiento quimico es caracteristico de un
proton en posicion bencilica. Los protones de los wietilos det isopropilo se
observan coma dos dobletest® centrados en 1.24 ¥ 1.30 ppm, cada uno de
cetlos integra para tres hidrogenos v tienen una constante de 6.8 Hz. tn 1,14
y 1.02 ppm. se observan dos singuletes, que integran para tres hidrogenos
cada uno, se asignan como los protones de dos metilos.

Con las sciiafes observadas de ol isopropilo y de los metilos, s¢
descartan los esqueletos de clerodane y pimarano, quedando asi la

posibitidad de que sea un diterpeno del tipo del abietano o icetexann (en

28.- Joseph-Nathan , 1. & Torres , 0, E B de R cia Magnética Nuclear de 1 lidrogeno

20 Ed L Grupo Editorial Weroumérien (1993) .



algunos productos se presentan con un anillo aromatico, con uno” o dos
arupos fenolicos™ libres o metilados, tales como eriptojaponal, galdosol
(ver paging sicie) ¥ Bticetexona {ver paging iueve) se cnciientsa como uia
uinona).

En el espectro de RMN de THE del compuesto no se observan las
senales correspondientes u cinco metilos como en el sugiol, sino cuatro,
Como ya se menciond dos de ellos pertenecen al prupo isopropilo y log
oiros dos metilos restantes s¢ asignan como los metitos dngulares de un
icetexano. Se observa otra seial en un desplazamiento guiniico de 6,43
ppm. coma un singulete el cual integra para un hidrogeno y se asigna a un
proton aramitico. Dos singuletes anchos en 5,6y 525 ppm que
intercambian con axido de dewterio, se asignan como protones fenolicos
(Esp. No. 2 ¢) . De estos datos se dedujo ta presencia de un anitlo aromatico
<on dos hidroxitos fenolicos. Este anitlo aromdtico se asignd como et anitto
C de ¢l icetexano y dado que hay un protin aromitico, un isopropilo y
metileno  beneilicos,  se propone  un grupo  funcional  aromatico
pentasubstituido para ¢f anitlo C del icctexuno como s muestra en la

siguiente figura:

HO

on

20,- Ulubieten . AL & Foped, G Phytochemisty 31 1HT) 304951 (012,



En 6.02 ppm se abserva un doble de dobles que integra para un
hidrogeno y tiene constantes de acoplumiento de 2 1y 0.8 Hz En 6 5.09
ppm hay un doblete, integra para un protén §y tiene una constante de
acoplamicnto de 2.1 1z, su constante indica que se encuentra acaplado con
el doble de dobles en 6,02 ppm.

En el espectra de RMN 13 C (Fsp. No. 2 ¢) se observan las seiiales de
veinte carbonos, con dste y con el espectro de un experimento DEPT (Esp,
No. 2 f), se deduce que cutro de las veinte senales observadas tienen una
muhiplicidad de wiplete, cuatro de doblete, ocho de singulete y cuatro de
cuarteto.

La presencia de cuatro seftales con muhtiplicidad de cuarteto en 22.45,
22.78, 27.66 v 29.84 ppm, en el espectro de RMN 13C del salviasperanol,
indican que hay cuatro metilos, ésto corrobora a las sefiales asignadas coma
metilos angulares asi como a los metilos del isopropilo.

Las ocho sefiales que tienen multiplicidad de singulete, se encuentran
en 149,46, 142.57, 139.87, 131.39, 131.01, 117.02, 83,74 y 33.75 ppm. La
Gltima se asigno para tn carbono sp3 totalmente sustitvido, la seiial en 83,74
ppm se asignd para un dtomo de carbono unido a un dtomo de oxigeno.
Como en ¢l cspccl’ro de RMN de este compuesto se observa un proton
aromatico, se propone que uno de Jos carbonos del anillo aromatico se
observe con una multipticidad de doblete, de esta manera cineo de los
carbonos singuletes del tipu sp? pertenecen al grupo funcional avomitico y
uno a carbono vinilico totalmente sustituida,

Se observan cuatro metinos, como carbanos con multiplicidad de
doblete a 12834, 112,04, 7994 y 2698 ppm, los dos primeros par su

desplazamicento guimico se asigmn como carbonos sp2, siendo uno de eltos
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parte de un grapo funciomtd aromidtico v el otro de oleting, La sefal en
79.9:4 ppm se asigno como carbone unide aun dtomo de oxigeno v como en
la espectroscopin anterior (RMNIT) se menciono la presencia de un grupo
isopropilo, la sefal en 26,98 ppm se asigna al metine del isopropilo. Los
carbonos con multiplicidad de triplete corresponden a metilenos.

Con la espectroscopia dJe RMN de 13C v con lo propuesto
amteriormente, se deseartd a posibilidiad de que el compuesty 2 tuviera un
esqueleto de abictano quedando asi Ta posibilidad de gue se tratara de un
icetexano. Can fos resultados mencionados se propuso ta estructura gue s¢
muestr a continuacion. ta cual corresponde para un icetexano y contiene
ademds det anillo C propuesto un enface vinilico y un grupo funcional

etéreo,

HO OH
H

ESTRUCTURA 1.

La asignacion de In RMN de 11 y 13C se ilustra en los siguientes
tablas y se hizo cont apoyo del experimenio HETCOR (Esp. No. 2 @) ¥
comparando  algunos  desplazamientos  quimicos  de RMNI3C con

compuestns similares.
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14

6

7

15
0A6B
0A68B

CH3- 16017

CH3- 160 17
Cl3- 19
CH3-18

RMN de U1 del salviasperanol .

6.43 (s)
6.02 (dd)
5.09 (d)
3.08 (hept)
2.87 (d)
2.63 (d)
1.24 (d)
1.30 (d)
1.14 (s)
1.02 (s)



RMN de B3C ded salviasperanol

No. dtomo Desplazamiento No. dtomo Desplazamiento
de Quimico de Quimico

Carbono (ppm) Carbono (ppm)
1 38.56 (1) [} 142.57 (s)
2 18.98 (1) 12 139.87 (s)
3 40 (B 13 131.01 (s)
4 33.75 (s) 14 112,14 (d)
5 ~149.46 (d) 15 26.98 (d)
6 128.34 (d) 16 2245 (<)
7 79.94 (d) 17 2278 (c).
8 131.39 (s) 18 29.84 (c)
9 "2 E. o 27,66 1¢).
10 8374, () 20 30,25 (1)




HETCOR del sulviasperanol .

con correlaciona en
Carbono desplazamiento con desplazamiento
Quimico de Hidrogeno-(os) Quimico de
de (ppm) de (ppm)
(multiplicidad)
tipo sp? 128.34 dd 6.02
tipo sp? 112.14, s 6.43
metino 79.94 d 5.09
metileno 40 no es posible asignarlo
metileno 1,;3,8,.’56- no es posible asignarlo -
metileno " sistema AB 2.87y 2,63
metilo s 1.020 1,14
metilo s 4
metino hept
metilo d
metilo
metileno L898 no cs posible




Al comparar ef heteroviclo de cinco miembros que contiene a
estrirciurd propuestia con compuestos  relacionados. como son el 2.3-
dihidrofurine y el biciclohepiadieno se encontraron & guimicos similaresyo
Se encoatro gue el carbono spt del 2,5-dihidrofurano aparece en 75.3 ppm y
el sp2 en 126.3 ppm. £n el bicicloheptadieno el carbono sp” aparece en 143
ppm. Con estas comparaciones se asignan las desplazamientos quimicos

para los carbonos Cs, Cg v Cr como se lusten a continuacion.

El carbona cn 8 149.46 ppm se encuentra unido mediante un enlace 7
con el carbono doblete en & 128.34 ppm, formando una olefina
trisubstituida. El grupo funcional éter, se encuentra formado por los
carbonos con multiplicidad de singulete y de doblete en los desplazamientos
quimicos de 83,74 y 79.94 ppnt.

Mediante un experimento HEE COSY (homonuclear Esp. No. 2 h), se
determingé que el doble de dobles (6.02.ppm; J=2.1 y (.8 Hz), observado en
RMN de 1M, se encuentra acoplado can el doblete ¢n 5.09 ppm,
correspondiente al proton geminal al éter y con uno de los hidrogenos del
metileno en 40 ppm. En el espectro también se puede observar el
acoplamivnta que hay entre los dobletes del sistema A B (inetileno en Cag)
en los desplazamientos quimicos de 2.87 y 2.63 ppm.  Asi como también

30.- Johmson & dankuwaki. Carbon-13 NMR Speetra. Wiley Interselence (1972).
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se puede  observar ¢l acoplamiento del metino del isopropilo con sus
respectivos mettlos, Las regiones que nos indican que hay acoplamienio
entre las respectivas seiiales va mencionadas se tlustran en ¢l especiro

nimero 2 b, mediante ef trazo de cuadros cruzados par una linea diagonal,

Reacciones del salviasperansl.
Con este metabolitn se¢ evaron a cabo tres reacciones, una reaceion

de hidrogenacion y dos esterificaciones.

Reaccién de Hidrogenacidn,
La reaccion de hidrogenacion se llevo a cabo con dxido de platino a

temperatura ambiente,

. C{?} ¢
. .

Con clla se confirma la presencia del proton vinilica en ¢f compuesto
2 En espectrometria de masas (EM) el ion molecular tiene una m/z de 316
(Esp. No. 2 1), en el espectro de IR (Esp.No. 2 i) se observan sefiales
corresponliemes para oxhidrilo (3 608, 3 544) y bandas caracieristicas del
grupo funcional aromatico en | 633 | 500 em-!. En el espectro de RMNVH
(Esp.No. 2 j) ya no se abserva el doble de dobles que se asignaba para ¢
proton vinilico en 6.024 ppm. [ espectro concuerda con la estructurn del

producio de raccion y s¢ le nombro §,0-dihidrosalviasperunol,

Y 2} ]



Reacciones de Esterilicacidn.
Acetilacion.

Con i reaceion de acetilacion se contirmo la presencia de Jos dos
grupos funcionales fendlicos,

tn el espectro de IR (Espe Now 2 m) del producto resuitante de fa
reaecion de acetitacion no se observan las bandas de oxhidrilos, en su lugar
se¢ abserva en 1770 am-t una seial correspondiente al carbonilo de éster de
fenol y en 1630 em! una pequeia banda que se¢ asigna @ dobles enlaces
aromaticos. En espectrontetria de masas (EM) el idn molecular tiene una
n/z de 398 (Esp.No.2 n) y corresponde para una formela condensada de
CagH3p0s En RMN de T {80 Milz, CDCI3) se observa un singulete que
integra para seis protones en 2.30 ppm. (Esp. No. 2 o), el desplazamiento
quimico indiea que son los protones de los metilos de acetatos fendlicos, Al
praducto  olitenido  de  la reaccion s¢ le nambrd 1112-

diacetilsalviasperannl.

i
P |
HO OH o c
0—C._ O/ \
< Ac,©
e - —~
Piridina .
I a.

Benzotlacion,
Ll salviasperanol (compuesto 2), contiene dos centros estereogénicos,
éstos farman parte del puente etéreo y para obtener su configuracion
absoluta por estudios de Difraccion d¢ Rayos X se tratd con Cloruro de para

Bromo Benzoilo (en piridina), de manera que al crisializar al producto de
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reaccion ¥y mandarlo 4 un estudio de Ditraccion de Ravos X se pretendia
obtener fa contiguracion absoluts del salviasperanol. Los resuftados de la
reaeeion o tueron exitosos, ef producto de reaceion es un aceite que no se
logré cristlizar, por o que se sometio un eristal de salviasperanol a estudio
de Dilraccion de Rayos X (siguiente figura). fos resultados obtenidos
confirman la estructura propuesta y muestran que s¢ trata de un icetexano
aromdtico en el cual se encuentran los grupoes funcionales éter y alqueno;

sin embargo no se logro ablener su conliguracion absoluta.

ey

o

Proyeccion de Rayos X del salviasperanol.

La estructura propuesta para ol compuesto nimero 2, al cual se le
nombrd salviasperanod no se encuentra descrita en la literatura, asi como
tampoco  sus  productos de reaccion, par lo que se considera al

salviasperanol como compuesto nuevo,
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Elucidacion de la estructnra del Sa, 6 3 - dihidro - 6 a
hidroxisalviasperanol,

Ll compuesto 3 es un solido amorfo de color blanco (18 mg) tiene un
pbode 18- 1909 C, una rotacion especifica [afpy  -209(C 0.1, CHCIR).

Con ¢l espectro de UV se caleularon logaritmos de coeficientes de
absortividad malar (8) de 4.5 y 3.9 carrespondientes a A mdxima (MeOH)
de 205 % 2700 i, absorciones  caracteristicas  de  fenolesed,  En
espectrometria de masas (EM. Esp. No. 3 ¢), el ién molecular M* se
encuentriy a miz de 332 con una intensidad relativa de 13,7 %6 y corresponde
para wa formuls condensada CoptagQy, lo cual implica sicte elementos de
insaturacion, La m/z encontrada para el compucsto 3, difiere en 18 unidades
de la de el compuesto 2. Las senales de Ja espectroscopia de IR (Esp. No. 3
a) y de RMNUI(Esp.Nu, 3 b) son muy parecidas a fas del compuesto 2.

En base a los datos espectroscapicos que se discuten a continuacion
se le asignd al compuesto 3, la siguiente estructura y se le nombrd 5 a6 3 -

dihidro - 6 ¢ - hidroxisalviasperanol.

HO OH
1
15
3 - 17
A I |
19 OH
ESTRUCTURAII.,



Su espectro de infrarrojo muestea bandas et 3090, 3003 1 3352 e
que se asignan a grupos hidroxi-Tendlicos. Las bandas en 1602 3 1539 ¢!
se atribuyen a o presencia de dobles enlaces aromiticos.

En su especro de RMN de 'Hose observa un singulete
correspondiente al proton aromitico H-14 en un desplazamiento quimico de
6.54 ppm. Las seiales caracteristicas de un sistema AR tambicén son
observadas, sus dobletes se encuentran en 2.76 v 2,43 ppm, cada nno integra
para un protdn y tienen una constante igual a 16 Hz. Las seiales del
isoprapilo se abservan en 3.13 ppin (hept, un hidrageno, | 0.8 Haz, 1-13)
1.26 ppm (¢, tres hidrogenos, J — 6.8 11z, CH3-16 0 17): 1.22 ppm (d, tres
hidrogenos, J — 6.8 Hz, ClI3-16 ¢ 17). Las metilos dngulares se observan
como singtietes en 1.03 y 1 ppin.

Las sefales en que difiere el espectro de RMNIL det compuesto 3 en
comparacion con la del comptiesto 2 son un doblete en 4.72 v un triplete en
4,30 ppm, cada una integra para un proton y tienen una constante de 6.2 Hz
lo cual indica que el doblete y triplele estan acoplados, £l doble de dobles
{6.02 ppm, H-6 protén vinilico ) y el doblete (5.09 ppm, H-7 proton alilico y
gem a un grupo funcional éter ) del compuesto 2 no se observan .

El doblete en 4,72 se asigno al protan del carbono siete, el cual es
geminal a una funcién oxigenada. B triplete en 4.30 ppm, se asignd como
una sefial geminal a un grupo funcional oxhidrilo (protdn que se encuentra

en ¢l carbono seis).

Las seiiales de RMNTH se resumen en la siguiente tabla,



RMN de HIde 5, 03 - diliidro - 6 « - hidroxisalviasperanol

No. dtomo

Desplazamiento

de Quimico Intcgraciéﬁ
Hidrogeno (ppm)

14 6.54 (s)

7 4,72 (d)

6 4.30 (1)

15 3.13 (hept)
20A0103 2,76 (d)
20WA0B 243 (d)
Clly-16 1.26 (d)
CiHz-17 1.22 (d)
Clty- 19 1.03 (s)
CH3- 18 1.00 (s)

En la RMN de 13 C (Esp. No. 3d), se observan cuatro carbonos con

multiplicidad de triplete y cuatro con multiplicidad de cuarteto al igual que

en el compuesto 2. Comparando esta resonancia con la del safviasperanol,

s¢ encontrd que diferian en ¢l ndmero de carbonos doblete y de singulete.

En el espectro del producto 2 hay cuatro carbonos doblete y ocho de

singulete en ¢f de 3 hay cinco carbonas con multiplicidad de doblete y sicte
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de singulete. Bl earbono seis doblete en 128 ppm del compuesto 2 ya no se
observa, ahora se observa un doblete en cineuenta y ocho ppm, El singulete
enn 149.46 ppm del carbono cinco tampace se observa, Los carbonos siete y
dicz, bases del dter se encuentrant tanto en 2 como en 3. En la siguiente tabla

se ilustra su RMN1C,

RMN de B¥C de 5 «, 6 -dihidro - 6 a-hidroxisalviasperanol .

No. atomo Desplazamiento No, dtomao Desplazamiento’
de ‘Quimico de Quimico
Carbono Carbono (ppm)
l 29.67 (1) B! 140.55 (s) -
2 1524.() 12 142.25 (s)
3 30.43 (1) 13 13227 (s)
4 3134 (5) 14 115.71 (d)
5 /58,06(d) - 15 27:19 (d)-
6 ~77.85: () 16 22.84.(cy
7 7836:(d) 17 2284 (0)"
8 126,63 (5) 8 30.06.(c)
9 1763 ()" 19 27.84°(c).
10 545(s) 20 39.01°(t). -
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1 grupo funcional oxhidrilo que se encuentra sobre el carbono
ninero seis se asignd con una orientacion «. Su estereaquimica se ilustra
en la siguiente figura 3 se dedujo por efectos conformacionales. La
constante de acoplimiento que hay para los protones seis v siete es de 6.2

Iz.

on
El acoplamiento observado entre los protones seis y sicte esta de
acuerda pari un dngulo dihedral de aproximadamente 1400 y se ilustra en la

proyeccion de Newman a través de los dtamos de carboito Cg y Co.

N Cs of#
‘llq

Esta constante de acoplamiento (J - 6.2 Hz), se atribuyé para una
posicion transth entre los protones ya mencionados.

La estructura asignada tiene una formula condensada de CagllygOy y
sicte clementos de insaturacion, lo cual concuerdd con lo mencionado
anteriormente.

Come Ia estructura elucidada es muy similar a [a del salviasperanol
31 WoSIMON & LT, CLERC, Elucidacion estructural de compuesios organicos por mitodos

espectroseopicos. Ed. Athmanhra, 1977,
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(compuesto 2), se pensaba que ¢ra un producto de transtormacion de éste,
pero al watarlo bajo ks condiciones experimentales (ver parte experimental)
con lus que fue obtenido el compuesto 3, no hubo transtorniacion. Por lo
que se le considera como otro compuesto el cual no ha sido deserito en la
fiteratura y se e da ol nombre  de S«,  6f-dibidro-6u-

lidroxisalviasperanol,

[ Elucidacion de la estructura del clovandiol J

Mediante cromatografias sucesivas de las fracciones mds polares se
aisfaron trece miligramos de un producto (compuesta 4) eristalino incoloro,
el cual tiene un pf. de 115 0C,

I'n la Espectrometrian de Masas de este compuesto, el ion molecular
s¢ encuentra a m/z de 238, corresponde para una férmula condensada
C15Ha6Oa. En el espectro de IR, destacan las sefiales de axhidrilos (3617 y
3 458 cm=l)en, En RMN de TH hay un dable de dobles en 3.80 ppm y un
singulete en 3.33 ppm cada uno integra para un hidrogeno. Estas sefales se
asignan como protones gem a oxhidrilo. En [.04, 097 y 0.86 ppm se
observan tres singuletes, cada uno integra para tres protones que se asighan
como metilos wnidos a carbano sp3.

Este producto fué identificado como clovandiol. Al comparar su
RMN de 11 con una descritasd, resultaron ser idénticas.

Su espectro de RMNTIH, asi como su punta de fusion y la manera de
revelar, determinaron que la sustancia aislada, ¢s idémtica al clavandiol.

32 Rios, G. M. Floroglucinoles  terpenvides y alealoides de Fsenbeckia nesiotica y tsenbeckia
belizencis (Rutaceae) . Qxidacion espontanea de atcaloides Furoquinolinicos  Tésis de grado .

UNAM . Blévico. 1991
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Elucidacion de la estructura de la 6-epi-desmeril
esquiroling D

E! dltimo compuesto aislado de fa parte polar fué ¢l compuesto 5, se
aisld como un solido banco (24 mg). Tiene un p.f. de 203-205 9C y una
rotacion especifica[a)py =369, (C 0.1, CHCI3 ).

E1 compuesto 5 presenta bandas en su espeetro de IR (Esp. No, S a)
de oxhidrilo?h ¢n 3616 ¥ 3534 em-1. En Espectrometria de Masas muestra
el ion moleenlar (M) a vz de 348 (Esp. No, § d) con ung abundancia
relativa de 5.5 % y carresponde a una sustancia de tormula condensada
CagllagOs (sicte insaturaciones).

En su espectio de RMN MUY (Esp. No. § b), se puede observar un
singulete que integra para un proton en 6:76 ppm y se asigna a un proton
aromatico. En 5.35 ppm se abserva un singulete que integra para un protan
y se asigna como un prowon de hemiacetal. Las senales observadas (doblete
y triplete) en los desplazamientos quimicos de 4.63 ppm(J - 4.4 Hz) y 4.03
pput(J = 4.4 He) se asignan a protones sobre carbono y geminales a funcion
oxigenada, cada wna de ellas integra para un hidrogeno y se encuentran
acopladas dado que tienen la misma canstante. Tambidn se pueden observan
las sefales gue comresponden a un grupo isopropilo enlazado a un anillo
aromitico®, en desplazamientos quimicos de 3.25 ppm (hept, J = 6.8 Hz),
de 1.23 (doblete, J - 6.8 Hz) y de 112 ppm (doblew, J — 6.8 Hz), cuya
relacion de dreas es de 1:3:3. Ef valor de las constantes (J = 6.8 Hz) apoyan
esta suposicion. Por altimo hay dos singuletes en | ppm que integran cada

WO Para tres protanes y se asignan como los hidrogenos de dos metilos.

- 38



Como se bienciond anteriormente, se esperaba aislar diterpenos con
esqueleto de abietano, icetexano, clerodano v pimarano, La presencia de
cuatro sefates asignadas para hidragenos de metilos en el espectro de
RMNTH, descarta la posibilidad de que se trate de un elerodano ¢ pimarano
y dado que va no se abserva el sistema Al} como en los icetexanos 2 y 3, se
descarta también la posibilidad de que se e de un icetexano. Lo anterior
es indicio de que el compuesta § posee un esqueleto de un abietano,

Se trazaron espectros de RMN de T del compuesto §, usando como
disolvente CDCl3 y CDCi3+D>0 con ¢l fin de poder observar las sefiales
correspondientes & los protones de oxhidrilos. Al comparar los espectros de
RMN de 1 no se observaran cambios claros que nos indicaran la cantidad
de protontes debidos a la presencia de oxhidrilos. Por lo que siete
miligramos del compuesto se disolvieron ahora en una mezcla de CDCl3 y
DMSO y en su espectro (Esp. No, § ¢) se pueden abservar ahora dos
singuletes anchas en & 7.43 y 6.75 ppm correspondicntes a los protones de
oxhidrilos; el singulete que se encontrubi anteriormente (espectro de
RMNUH en CDCl3) en un desplazamiento quintico de 5,35 ppm, se observa
ahora como doblete en el mismo desplazamiento y el triplete (3 de 4.03) se
observa coma doblete de tripletes. Los cambios observados para las sefiales
doblete (8 de 5.35) y ¢l doblete de wipletes (8 de 4.03) indican que los
protones son geminales a grupos funcionales oxhidrilos y se observan de la
manera anterior porque sus protones s encuentran acopladas con los
protones de Jos oxhidrilos geminales a ellos,

En RMN 13C (Esp. No. 5 ¢), s¢ observan las sefiales de veinte
carbonos, {o cual concuerda para la estructura de un diterpeno. Diez de las
seflales observadas corresponden a carbono totalmente sustituido y a

metilenos, las otras diez sefiales corresponden a metinos v metilos.



Como ya se menciond en la espectroscopia de RMNHE de este
compuesto se espera que se trate de abictano vy dado que no se observan las
sefuales correspondientes a los protones de cineo metilos en su RMN
protonica se procedio  a hacer  camparaciones con  respecto al
despliuzamiento quimico del carbono en diez de algunos abictanos descritos
en o Hiteratura,

Por ejemplo el desplazamiento quimico paracel carhono diez en la 19-
hidroxi-7 « - acetoxiroyleanona (pigina 13) es de 38 ppmed dste minmo se
encuentra et & 41.3 ppm en el 1d-desoxi-colean Um y en el 16-hidroxi-7-

metoxirosmanol, el carbono 10 aparece en 47.1 ppmen,

OH Ol
HO ~ un\ /J\ ‘
o ~ Clpon
\
7 ° "
. . 0c
Ho e '
14.desoxi-coleon U. 16-hidroxi-7-metoxirosntanol,

Lo anteriar indica que el carbono diez del compuesto 3 (abietano),
siente el efecto de un gropo tuncional y como sélo se observan bandas de

oxhidritos y anillo aramdtico en la espectroscapia, se propone que el

33.- Herndnder , M Esquived, B, Cardenas o 0t Rodefgues-10ahn, L & Ramamoorthy |
T . Phytochemistry . 26 |12] 3297-99 (19871 .

34s Buis )L G L& Grillo, T, AL Phytochemistry . 34 1] 863-64 199 .
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carbono 10 esté interaccionande con el anillo aromitico como en la
ostruetura de un abictano, para que asi pueda ser movido hacia campo
bajor. Se encuemra un carbono en 46 ppm el cual tiene multiplicidad de
singulete y es atribuido al carbono 10 del abietano.

Las carbonos del anilla aromatico pentasustituido se encuentran hacia
campo bajo.

Como en o espectro de RMN de HHE del compuesta § se dedujo la
presencia de un grupo Funcional hemiacetilico, se propone que ¢l abictano
posea una estructura (siguiente figura) en la que ¢l carbono hemiacetdlico
sea ¢l carbono veinte v ¢l carbono sicte se encuentre unido a un dtona de

oxigeno, formando un puente ctéreo.

OH
o 15
1' 13 17
) 7
L
"]9 1{8)

Estructura lll

El carbono en 91.02 ppm, se asigna coma el earbono hemiacetilico y

¢l carbono en 73.08 ppm se asigna al carbono siete.



Con I estructura propuesta se explica ¢l acoplamiento de H-6 con H-
7 observado en RMN de JH (dobiete acoplado con triplete) ademas
concuerda con la formula condensada asi coma con fa espeetroscopia.

La asignacion de las sefiales de la espectroscopia de RMN NIy 13¢

se ilustran en las siguientes tablas.

RMN de '] de 6-epi-desmetil-esquirolina-D

No. dtomo Desplazamiento
de Quimico Integracion
Hidrogeno (ppm) e
14 6.76 (s) 1
20 5.35 (s) !
7 4,63 (d) !
6 4.03 (1) |
15 3.25 (hepy) 1
Cl13-16 1.23 (d) 3
CH3-17 1.19 (d) 3
CH;3-18 1.06 (s) 3
CH;3-19 1.04 (s) 3
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RMN 13 Cde 6-epi-desmetil-esquirolina-D .

No. dtomo Desplazamiento No. dtomo Desplazamiento,
de Quimico de Quimico

Carbono (ppw) Carbono (ppm)
i 29,30 (1) 1 143.24 (s)
" 18.15 (1) 12 14291 (s)
3 4094 (1) 13 133.86 (s)
4 33.51 (s) 14 115.71 (d)
> 5632 (&) 15 26.58 (d)
6 68.86 (d) 16 22.58 (c)
7 73.68 (d) 17 22.42 (c)
3 128.70 (s) I8 33.19 (c)
9 122,05 (s) 19 22.85 (©)
{0 46.82 (s) 20 91.02 (d)

131 oxhidrilo que se encuentra sobre e} carbono seis se e asigno con
una ovientacion o ecuatorial por comparacion con el 1o hidroxi -
isorasnianolsh,

El protan que se encuenira sobre €7 en ¢l compuesto § tiene una

constante de 4.4 1z igual que el 16 - hidroxi - isorosmanol,

38 Luis,J. G L& Amdrts , L, Phytochemistiry . 33, 035 (1993) .

T 43



7 -.," o

16 - hidroxi - isorosmanol,

Se ha aislado la esquirolina D (siguiente figwa), de Coleus

esquiroliion, Ta cval es muy parecida al compuesto 5,

. OH l
Moo |
|

esfjuiralina D.

LI compuesto § no se encuentea reportido en L literatura de manera

que se asigna como  un compuesto puevo v ose e nombra 6 epi

desmetilesquiraling D.

36.- Chemicad Abstrants 115 3862 y (1993) .
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Elucidacion estructiral de los metabolitos del extracto no palar,
Del extracto no palar se aislan 3 metabolitos a dos de ellos (6 y 7) se
les identificd como taxadiona y fP-sitasterol. El compuesto (8) se aisla
mediante una reaceidn de acetilucion y fué identificado como el 11, 12-

diacetil-destetilsalvicanol.

Elucidacion de lu estructurn de la taxodiona

El compuesto 6 fué aislado como un sélido cristalino anaranjado de
p.f. 1100C (se eristalizaron 56 mg con acetona).

Su peso molecular de 314, fud obtenide por espectrometria de masas,
es congruente para una formula de Caghlye03. en su espectroscapiu
infrarroja (IR) hay uba banda en 3 347 cm"l y S¢ asigna como un grupo
funcional oxhidrilo y las bandas en [ 671 y |1 617 eme! se atribuyen a la
presencia de carbonilos de quinonath, En el espeetro de RMN de U, se
observa un singulete que intercambia con Oxido de deuterio ¢ integra para
un proton, se trata de un grupo funcional oxhidrilo. En 6.88 ppm (s, 2 1) y
en 6.21 ppm (s, | H) hay grupos funcionales de cetona o,fi-insaturada. Un
heptuplete centrado en 3.45 ppm, se asigna al metino del isopropilo y sus
metilos se observan como dobletes centrados en 1.19 'y 1.16 ppm, cada uno
integra para 3 protones. Otras sefiales se observan en: 2.60 (s, 1 1) ; 1.27 (s,
6 )y L.12 (s, 3 H)aw, Esta sustancia fud identificada, por comparacion con
una miestra auténtica, cotno taxodioni.

La tuxodiona sc aislo por primera vez de Tavodium distichum por Sir.

Morris Kupchan, Aziz Karim y Carol Marcksi2d, cllos encomtraron que



presentaba actividad antitumoral™™, posteriormente s¢ encontra gue presenta
actividad citotoxicu,

Fambicn se e haaislado de Salvia plilomondes v Salvia oaxaceanat®),

Elucidacion de la estructura del 3- sitosterol

Ll siguiente componente (7), s tna sustancia cristaling blanca con
pfode 1300132 oC (acetona-metanol). Al comparar directamente en una
cromuogratia enocap fing osle componente con uua muestrit pura y
auténtica de f-sitosterol se abserva que son iguales. Ademas los datos de la

Titos en la

espectroscopia de IR de la sustancia 7 concuerdan con los de
literatura para f-sitosterol™ i, por lo que este componente se asigna de

manera cantundente como P-sitosterol.

Elucidacion de la estructura del desinetil saulvicanol

El compueste nimero 8, se logro aislar mediante una reaceion de
acetilacidn de las fraccianes 106-122, En el espectro de infrarrojo de estas
fracciones, trizado antes de ta reaccion de acetilacion, no fueron observadas
las bandas caracteristicas de los carbonilos de éster de Tenol o de aleohol.
37.- Kupehan , 5. Marris . Journal of the American Chemical Sociery . 99 |21) 5923-24
(1V08).

3. Comentarios de M. C. Baldomero Esquivel,

39, Devan, T KL & Seoty, AL 1L Hand Book of Natarally Gewrring Compounds . Vol .
WL Acudemic Peoss , Tne . Loondon 1972 pp 320,

A0 Martinez, C. NS Estudio Fitoquimico de Sulvia microphy Ha variedad neurepis .

Tésis profesional Univ. Veracruzana . TY88 .
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1 compuesto es de color blanco. su punto de fusion s de 120-121
UC, se obtienen de ¢l 20 mg . Eis soluble en Acetona, Cloroforimo, Metanol,
Acetato de Fiilo, Eter ¢ insoluble en Hexano., Despues de varios intentos se
logré cristalizarfo en una mezela de Eter-Hexana (1:1).

Con el espectro de UV se caleularon los log & de 2.7 y 2.6
correspondientes a X maximas (metanol) de 263 y 270 nm. En Ia fiteratura
s¢ cencuentran descritos compuestos acetilados, por ¢jemplo, un fenol
acetifudo ¢f eual absorbe a 261 num (hexano) v tiene un coeficiente de
extincion de 24829 y ¢l triacetato del 11,12,20-(abieta 8,11,13-trieno)
absorbe (ctanol) a A maximas de 255, 264 y 27500, En la Espectrometria
de Masas (Esp. No. 8 ¢ ). el ién molecular se encuentra a w/z de 402 y
corresponde a una fonula condensada Ca4H340s5. Se observan los iones a
m/z de: 360 (MY - CHa=C=0), 318 (M*- dos CH=C=0), 342 (M* -
AcOM), 282 (MY dos AcOH) y 43 (CH;("—*O‘*), vorrespandientes a la
fragmentacion de acetatos. Estos son indicios de que se trata de un
diterpeno, ¢l cual contiene dos fenoles acetilados. En su espectro de IR
(Esp. No, 8 n), destacan las setales de los siguientes grupos funcivnales:
oxhidrilo (3 517 cm-1), carbonilo de éster de fenol (1770 emel) vy dobles
enlaces del grupo funcional aromdtico (1600 y 1500 ey Iin sy
espectro de RMN de 1H se observa un singulete (6.98 ppm) que integra
para un protén, el cual es aromdtico (Esp . No. 8 b), con dsto se propone
que ¢l compuesto numero 8 sea aramdtico. En 4.8 ppm se observa un
singulete ancho que intercambia con 1320 y s¢ asigna comv el protén de un
grupo funcional oxhidrilo. En 2.66 ppm se observa un singulete que integra
para dos pratones, su desplazamiento quimicou indica que se trata de un
metileno bencilico. Se observan las sefales de un grupo isopropile en 2.9

ppm (heptuplete), £.21 ppm (doblete), 1.17 ppm (doblete). las cuales
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integran para 1.3 ¥ 3 hidrogenos respectivaniente con una constante de 0,92
11z, fa cual indica que os dobletes v el heptuplete estin acoplados, En 2.3 y
2.29 ppm se observan dos singuletes, cadit uno integra para tres pratones los
cuales se asignan como fos hidrogenos de los metilos de dos acetatos. Ln
0.92 v 0.89 ppm se ahservan otros dos singutetes, cada ano integra par tres
protones y se asignan camo los hidrogenos de dos metilos,

Este metabolito se logro aislar mediante una reaceidn de acetilacion,
usando piriding y anhidrido acérico, condiciones con las cuales se acetilan
fenoles, aleoholes primarios v secundarios. Por ¢jemplo el 11,12,20-
Trihidroxi-ubieta-8,11,13-trieno aisfado de Sufvia melliferacm se acetila con

las condiciontes de reaccion antes citadas y al acctilarto obtienen ¢l

triacetato.
oit
TH).
HOW,C
Py,
b T
AcyO)

Se acetifaron los dos fewoles y el alcohol primrio del compuesto
aislado de Sulvia mellifira. Se usaran las condiciones de reaceion anteriores
para acetilar las fraceiones 106-122 y en la espectroscopia de infrarrojo,
obtenida pard ¢l producto de reaceion (compuesto nimero 8), se observa
una sefial carrespondiente a un oxhidrilo y yi que no se acetilo se asipno
como un oxhidrilo terciario. Con Iy egpectroscopia de IR, RMN de 1H y EM

s¢ dedujo li presencia de dos acetatos fenolicos.
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Para observar mejor Las sefales, se elaboid un espectiro de RMN de
TH ssanda como disobvente CoDg. En el segunda espectro de RMN de TH
(Esp.No. 8 ¢) se observa ahora un sistema AB, en tugar delt singulete que en
clorotormo se encontraba en 2,06 ppm. Los dobletes del sistemit AB se
encuientrin centrados et 2.69 v 247 ppm, cada uno integrd para un proton.
Un sistema AB se abserva en los dos iectexanos deseritos anteriormente y
en el desmetil salvicanol aislado de las partes wéreas de Salvia melliferace,

En RMN de 13C (Madalidad de APT. Esp.No. 8 ) se observan
nueve  carbonas  con multiplicidad  de singulete, tres  carbonos  con
multiplicidad de doblete, seis carbonos con multiplicidad de triplete y seis
carbonos con maltiplicidad de cuarteto.

En base a lo encontrado anteriormente se propone la estructura de un

icetexano, con un grupo funcional oxhidrilo sobre C-10.

AcO OAc

HO
15

La asignacion de las seivales de RMN de 1 en CDCly v Colg s

tlustra en las en lus siguientes tablas,
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RMNW del 11,12 dincetit desmetilsalvicanol .

@ 50

Iz
No. dtomo Desplazamiento Integracion
de Quimico Integracién .
Hidrogeno (ppm) ’
14 6.98 (s) l “
15 291 I
(heptaplete)
20 2,66 (s) 2
CH;3-23 2.30 (s) 3
CHj3-24 2.29 (s) 3
Cli3-16 1.21 (d) 3
CHj3-17 1.17 (d) 3
CH;3-19 0.92 (s) 3
CHj3-18 0.89 (v) 3




RMN de ! H del 11,12 diacetil desmetil salvicanol (CoDy)

Nu. dlome Desplazamicnto
de Quimico integracion
LHdrogeno (ppm)
L
a
14 6.95 (s) |
15 3.01 (quintuplete) 1
20A 2.69 (1) 1
208 2,47 (d) |
AcOLi. 183 (s) 3
AcOEL 1.76 (s) 3
Cl13-166 17 L17(d) 3
CH3-166 17 LIS (d) 3 ,
Cifz-180 19 1.06 (s) 3 :
CHi3-186 19 0.92 (s) 3

En cf espectro de RMN de 13C del compuesto 8 se observa que dos
de los carbonos con multiplicidad de singulete pertentecen al grupo
funcional acetato, cinco son del anillo aramatico, uno del carbono 4 y ef que
se encuentra hacia campo bajo se asigna para el Cag . su despluzamiento
quimico indica que estd sintiendo el efecto desprotector de un grupo
fumeianal ¥ en este caso se trata de un oxhidrilo. La asignacion de las

sefiales de RMN de 13C se ilustra en la siguiente tabla,
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RMN de 13C de 11,12 diacetil desmetil salvicanol .

No. dtomo Desplazamiento No, atomo Desplazamiento
de Quimico de Quimico

Carbono (ppm) Carbono (ppn)
1 42.46 (1) 13 13950 (s)
2 18.63 (1) 14 123.76 (d)
3 42,46 (t) 15 2749 (d)
4 34.37 (s) 16 22.97 (c)
5 3841 (d) 17 2297 (c)
6 23.21 (1) 18 3222 ()
7 36.68 (t) 19 21.63 (¢)
8 138.02 (s) 20 43.43 (1)
9 127.95 (s) 21 168.66 (s)
10 70.47 (s) 2 169.52 (s)
1 141.47 (s) 23 20.52 (<)
12 142,96 (s) 24 20.37 (c)

La estructura propuesta coincide con la espectroscopia encontrada y
al comparar la RMN de HH del compuesto 8 con la del desmetilsalvicanol
(200 MHz, CDCl3) , aislado de las partes acreas de Salvia mellifera se
encontraron seftales muy parecidas entre si, con excepeion de los grupos
funcionales acetato,

Para ¢l desmetilsalvicanol se describe nna sefial muy caracteristica,
que revela Ja presencia de un sistema AB el cual tiene uno de sus dobletes

en un desplazamiento quimico de 2.57 ppm y el otra en 3 03 ppm, los
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dobletes tienen la misma constante (J= 14 Hz2), Otras senales se encontraron
en tos siguientes desplazamientos quimicos: .83y 0,92 (3 [} cada uno, s,
Me-18 y Me-19); 121, £.24 (3 Heada uno, dv 3 7 HHz, Me-16 y Me-17);
2.57,3.03 (1 Hcadauno, d, 3 14 Hz, CHR-200 346 (1 H hepuplete, ) 7
Hz, Fl-15): 5.66, 6043 (1 H cada uno, singulete ancho, oxhidrilos que
intercambian con D20); 6.57 (1 H s, H-14). Ademds el IR presentd bandas
para oxhidrilo v grupo tuncional aromitico.

Ll desmetilsalvicanol tiene una formula condensada de Copllyp03
[M*}a m/z de 318, Se establecio la orientacion del aleohol ¢n 10 como b
por consideraciones ogenédticas y porque la configuracion absoluta del
sabvicanol aislado en Salvia mellifera es f, ésto se establecio al analizar par
difraccion  de  rayos X el derivado  11-p-bromobenzoifado.  La
deshidrogenacion enzimatica del Me-20 en ¢} 11,12,20-trihidroxi-abieta-
8,11, 13-tricno y migracion del grupo fenilo a carbona 20 seguido por ataque

de 70 sabre el carbocation en earbono 10 da un icetexano.

HO. > l
Hotc\]Q | .
o | a8 o=
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Dado que la espectroscopia deserita para e} desiietilsalvicanol resulto
ser muy parecida a la del compuesto 8, se asigno a dste como el derivado
acetiliado del desmetisalvicanol,

Bl desmetilsalvicanol fud aislado por primera vez por Alphonse

Kelecom de Colens barbatusen, tunbicn se e ha aislado de Salvia

melliferaes, Keleeom prueba quimicanente ue un icetexano proviene de la
expansion del anillo B de un abietano y obticne A 1105 11 barbatusal a
partir del carnosol s,

OMe /L
MeO OMe
McO ~

HOH, ¢ b TsCl
»

2) piriding
L.

20 b =

ey (IOl
L

\/ 10 mn
OH
HO. HO OH
o]
carnosol

A L S a b =barbatusol

41.- Nural Iroduct Reponts. § 6-8 (1991) .

A2 Kelecom , A . Tetrabedron . 39 [21] 3603-08 (1993) .
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PRUEBAS DE TOXICIDAD.

Lo toxicidud se determing mediante bioensayos para la Artemia
salive Leach  con el Salviasperanol, el Suw,0p-dihidro-6i-
hidrosisalviasperanol, aislados de fas raices de Salvia aspera y con los
producios obtenidos de reaccion como son el 5,6-dihidrosalviasperanol y el
1. 12 - diacetil desmetilsalvicanol, de scuerdo a la téenica deserita por B.
N. Meyers» y colabaradores, considerando que este bioensayo permite
detectar en forma preliminar actividades biologicas mas complejas. La
preparacion de Tas muestras se indica en la parte experimental (ver pagina
nmimero 75). Los resultados obtenidos sc alimentan # wn programa de
computadora y s obtiene que el 1, 12 - diacetil desmetilsalvicanol es un

metabolito toxico para la sfreemia salina Leach, a 50 ppm.

RESULTADGS.
lox datos obtenidos de los bioensavos reatizados, se alimentan a un
programa de computadora y se obtiene que of 11, 12 - diaceti
desmetilsalvicanol es un metabolito toxico para la Artemia salina Leach,
Los resultados se tabulan a continuacion,
Segdn los autores mencionadoséh. la expectativa de  encontrar
sustancias bioactivas cs superior cuando fas dosis letales medias son

menores o iguates a 1000 ppim, en la actualidad se consideran 100ppmes,

B3 Meyer, 11N Fervigni , N R 3 Potnam ,J, E L Jacabsen , 1L, B35 Nichols , DL E - Me Langhling,

B L Planta Medick. 48 31-34 {1942) .
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TOXICIDAD DE LOS METABOLITOS Para Artemia salina Leach.

compuesto concentracion

pg/ml

salviasperanol

100
10
!
Sat,6p-diliidro-6u-
hidroxi-
salviasperanoel
100 a
10"
1
. F]
§,6-dihidrosalvi-
asperanol
100 -
10

11,12-diacetil-
desmetilsalvicano)

‘-’.-.":*»;:;sé )
o' resel
i R
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CONCLUSIONES.

En este trabajo se presentan los resuttados sobre el eatudio quimico
de las raices de la Salvia aspera, planta mexicana del género Sulvia. Con
¢sto se extienden los conocimientos gnimicos de kas raices del género
(Setfvia) en Méxicun.

De fas raices de Salvia aspera, se lograron aiskar mediante téenicas
cromatogrificas seis diterpenos, un sesquiterpeno y un esterol.

Tres de los diterpenos son nuevos y se les did por nombre ¢l
salviasperanol, el § a, 6 P-dihidro-0 u-hidroxisalviasperanol y la 6-epi
desmetilesquirolina-D,

Se establecen las estructueas 1, Hy HI para los diterpenos nuevos, Los
dos primeros tienen un esqueleto de icetexano y el tercero de abietano.

! sesquiterpeno, ¢l esterol y los otros tres diterpenos aistados, se
encuentran descritos en la lhweratwra 3y fueron identificados como el
clovandiol. ¢l J-sitosterol, el sugial, Ia taxodiona y ¢l desmetilsalvieanol,
Este Gltimo se aislo mediante una reaceion comu el 11, 12-diaeeti
desmetilsalvicanal.

Se determinaron las caracteristicas fisicas y espectroscopicas de los
compuestos aislados y de los derivados preparados.

El 1 EP2-diacetil desmetilsalvicanol resulto tener actividad toxiea

para la Artemia salina a 100y 10 pg/mi.



<2  Comentarios.

Se propone realizar estudios posteriores acerea de la toxicidad del
11,12-diacetil desmetilsalvicanol y sobre los posibles usos que puedan
hacerse de ¢ste metabolito.

También se propone estudiar mayor cantidad de raices de Salvia
aspera 'y asf poder separar otros posibles metabolitos, distintes a los

presentados en este estudio,
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El desarrollo de la parte experimental, se Hlevo a cabo mediante
la signiente metodologia:
> Recoleccion del material vegeral.

Esta etapa se Heva a eabo con base en los datos del Herbario Nacional.
Las raices de Salvia aspera (Labiatae) se recolectaron en Tehuaedn estado
de Puebla,

La planta estudiada (raices de Salvia uspera, Labiatae), fué recolectada
en agosto det991 a 1 Km de San Antonio Cafada en ¢! Valle de Tehuacdn,
estada de Puebla. por el MC. Baldomero Esquivel R. y ¢l QFB. Simon
Hernindez O. y fué identificada por el Dr. T.P. Ramamoorthy del nstituto
de Biologia de fa UNAM., En dicho instituto se dejé una muestra de la
especie, quedando registrada en el herbario como MEXU §44950,

La Salvia aspera es un arbusto de | m con flores amaritlas, la
vegetacion que l1a circundaba éra Salvia melissodora v cacticeas, se
encontrd en un suelo calizo.

=  Extraccion de los metabolitos secundarios.

Este proceso se lfeva a cabo via maceracion con disolventes orginicos.
La maceracion de Tas raices se hizo con acetona. Bl extracto obtenido se
sometid a una particion, este proceso permite efectuar una primera
separacidn de los metabolitos secundarios de acuerdo a su polaridad, De
esta manera se obtienen dos extractos (uno polar y otro no polar), los cuales
se someten en una siguicnte etapa a una separacion cromatografica.

El peso de ta planta fué de 4.506 Kg de donde se tomaran 1.506 Kg de
raices, las cuales se extrajerdn mediante una maceracion con acetona (12 1t)
a temperatura ambiente durante 4 dias. E1 disolvente del extracto se destilo a

presion reducida en un rotavapor y su completa eliminacion al alto vacio.
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Se obtuvicron 62.7 g del extracto crudo seco, dste s¢ sometio a uni
particion con Hesano - Benceno (1:1) vs Metanol - Agua (1), Tanto la
fuse polar coma o no polar se evaporaron a presion reducida hasts
climinacion total de los disolventes, fo cual se¢ completo al destilar at alto
vacio,

=>»  Separacion,

LEn esta ctapa se llevo a caba fa separacion y purificacion de los
diterentes metabolitos secundartas. La separacion se basd en la aplicacion
de métodos cromatograficos en sus diferentes modalidudes como son:
cromatografia en columma y en capa delpada. Para ¢l desarrollo de estas
téenicas se emplearon diterentes disvlventes (Hexano, Acetato de Etilo,
Cloruro de Metileno, Acetoma y Metanol), en forma pura y en mezclas de
diferente polaridad. Este proceso se repite varias veces hasta obtener
productos puros,

Para las cromatogratias en columna se utilizo silica-gel 60 Merck de
matla 230 - 400 y 70 - 230 Mesh ASTM y para las de capa tina se usaron
placas de silica - gel 60 con indicador de fluarescencia,

Los extractas (polar y no polar) se cromatogratiaron al vacio, cada uno
de ellos por separado, Los cluyentes que se usaron en las dos separaciones
tueron: Jlexano, Acctato de Etilo, Metanol y mezcls de Acetato de Etilo -
Hexano y Acctato de Etilo - Metanol las cluciones se levarén a cabo en
polaridad ascendente con fracciones de 500 ml De la separacion del
extracto polar se obtuvieron 109 fracciones y del extracto no polar 153
frucciones.

Otra téenica utilizada para la purificacion es la cristalizacion por par

de disolventes, Dependiendo de la complejidad de la mezela se pueden
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emplear ciertas reacciones quimicas que modifiquen fa polaridud de los
productos y que ayuden de esta forma a su separacion. .

Una vez aislados y purificados se procede a la identificacion de ha
estructura molecular de dichas sustancias,

= Elucidacion estructural.

Para la elucidacion estructural de las metabolitos secundarios se
emplean téenicas espectroscdpicas, tales como IR, EM, UV, RMN de 'H y
13¢C.

Otra téenica utilizada es la Difruccion de Rayos X, la cual
proporciona informaciun muy completa de los metabolitos.

Los espectros de IR fuéron determinados e¢n cloroformo en un
espectrofotdmetro Nicolet F'F - SX o en un Perkin Elmer modelo 283 B. Los
datos se expresan en ntineros de onda v (cmr°l),

Los espectros de UV fuéron determinados en un espectrofotdimetro
Perkin-Elmer modelo 552. Los datos se expresan en longitudes de onda A
max (nm) para los maximos de absorcion en disoluciones de metanol.

La espectrometria  de  masas (EM) se  determind en un
espectrofotémetro Hewlett - Packard 5945 - A, medianmte la técnica de
impacto clectrénico, a 70 eV. Los datos se expresan como una selacion de
masa a carga, m/ ¢, de los correspondientes fragimentos. El ion molecular se
designa como M,

Los especiros de RMN de MI y 13C se obiuvieron en el
espectrometro Varian-Gemini 200 a 200 y 80 Mz respectivamente, usando
cono disolvente CDCl3 . Los desplazamientos quimicos de los espectros de
RMN !l estan dados en ppin con respecto al TMS, sus constantes de

acoplamiento J se expresan en Haz.
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RO, las rotaciones especificas se obtuvieron en un polurimetro Jusea
D - 360, usando como disolvente clorolormo, la concentracion se expresa
eng 100 ml y se realizaron a temperatura ambiente,

= identiticacion,

De acuerdo a fa complejidad de ta estruenr se pucde Hevar a cabo
formacion de derivados, para confirmar L presencia de ciertos grupos
funcionales.

La pureza de tos productos y ¢l avance de fas reaceiones se siguio por
cromatogralia en capa tina en cromatotolios Macherey - Nagel, usando
como reveladores luz nlravioleta y una solucion de sufato cérico ol | % en
dcido sulfurico 2 N,

Los puntes de fusion de los metabolitos obtenidos fueron

determinados en un aparata Fislter - Johns y no estdn ¢orregidos.
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La planta estudiada (raices de Sulvia aspera. Labiatac) |, fué
recolectada en agosto de 1991 a 1 Km de San Antonio Cafiada en el Valle
de Tehuacan, esiado de Puebla, por el MC. Baldomero Esquivel R, y el
QI3 Simon Herndndez O, y tué identiticada por ¢l Dr, T.P. Ramamoorthy
del Instituto de Biologia de s UNAM. En dicho institwto s¢ dejo una
muestra de la especie, quedando registrada en el herbario como MEXU
544950,

La Salvia aspera es un arbusto de | m con flores amarillas, la
vegetacion que la civcundaba éra Salvia melissodora 'y cacticeas, se
encontro en un suclo calizo.

El peso de la planta fué de 4.506 Kg de donde se tomaron 1.506 Kg
de rafces, las cuales se extrajerdn mediante una maceracion con acetona (12
1t) a temperatura ambiente durante 4 dias. El disolvente del extracto se
destilo a presidn reducida en un rotavapor y su completa eliminacion al alto
vacio,

Se obtuvicron 62,7 g del extracto erudo seco, éste s¢ sometio a una
particion con Hexano-Benceno (1:1) vs Metanol-Agua (4:1). Tanto la fase
polar como la no polar se evaporaron a presion redueida hasta eliminacion
total de los disalventes, lo cual se completo al destilar al alto vacio.

Los extractos (polar y no polar) se cromatograliarén al vacio, cada
uno de cllos por scparado. Los cluyentes que se¢ usaron en las dos
separaciones fueron Hexano, Acetato de Etilo, Metanol y mezelas de
Acctato de Etilo-Hexano y Acetato de Ltilo-Metanol las cluciones se¢
levardn a cabo en polaridad ascendente con fracciones de 500 ml.

De la separacion del extracto polar se obtuvieron 109 fracciones y del

extracto no polar 153 fracciones,
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BT 15 g

VAR A ]
MU OB 1 e

OBTENCION DE METABOLITOS DEL
"XTRACTO POLAR
Det extracto potar se aislaron 5 metsbolitos, los cuales se
caracterizaron  como:  sugiol,  salviasperanol,  Sa,  6f-dihidro-6a

hidroxisalviasperanol, 6-epi-desmetil esquirolina D y clovandiol.

Las fraceiones 2 - 4 eluidas de la columna con 90 % de Hexana y 10
% de Ac. de Etilo se reunicron (2.0 g). porque resultaron ser iguales al ser
comparadas entre si mediante una cromatografia en capa fina. Con estas
fracciones se hace una segunda cromatografia con Hexano, Hexano -
Acetato de Eiilo, Acetato de Etilo y Acetato de Etilo - Metanol como
eluyentes, en orden creciente de polaridad usando silice de malla 70 - 230.

Las fracciones 55-76 (0.3839 mg) de esta segunda cromatografia se
reunicron y se cromatografiaron nuevamente usando como eluyente una
mezela de 98 % de Hexano y 2 % de Acetona y silice de malla 230-400
Merck.

De las fracciones 5-12 de esta cromatografia se obtienen 2 mg del

compuesto (1), el cual cristaliza de Acetona y tiene un p.f. de 167-170VC,

sabilasperanol

De la fraccion 9 se obtiene por eristalizacion un compuesto (2) al
compararlo con las fracciones 8 a 12 mediante eromatugralia en capa fina
resultd estar en ellas por lo que se reunieron estas fracciones y se logro
aislar por precipitacion (Hexano-Acetato de Etilo) 262 mg. de un producto
salido blanco 2 el cual ticne un p.f. de 203-205 0C.
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EM (esp. No. 2 d)
IR (esp. No. 2 0)
RMN (esp. No. 2 by 2 ¢)
RMN BC (esp. No. 2ey 21)
HETCOR. (esp. No. 2 g)
COSY. (esp. No. 2 h)
REACCIONES DEL COMPUESTO 2.
Iidrogenacion.

S¢ intento hidrogenar a 30 myg del compuesto 2 con 5 mg de Paladio
adsurbido en Carbon al 3 %%, al cabo de 10 horas no hubo reaceion y por tal
motiva se recuperd el compuesto.

I compuesto recuperado se hidrogend usando 10 mg de Paladio
adsorbido en Carbon ol 10 % y 5 ml de Acetato de Evilo durante 21 horas.
Al separar el catalizador de o mezela de reaccion y  efectnando
cromstogralia en columna se obtienen § mg de un producto seeitoso.

33 mg del compuesto 2 se hidrogenaran nuevamente o temperatura
ambiente, usando shora como catalizador oxido de Platino. 12 mg de Oxido
de Platino se prebidrogenaron en 3 ml de Acetato de Etito durante 40 min.,
en seguida se agregd el compuesto 2, la reaccion se wmounitoreo  por
cromatogralia en capa fing, al cabo de 6 dias se observo en la cromatoplaca
ransformacion total y la reaccion s¢ dio por concluida. La mezcla de
reaceion se filtra sobre Celita, luvando con Acetato de Etilo para sepacar et
cualizador. El filtrado se cancentro a presion reducida, posteriormente se
disolvio con Acetato de Etilo v se precipitd con Hexano, obteniéndose 15
mg de precipitado blanco, can un punto de fusion de 196 UC,

IR, (Fsp, Nu. 2 1)
RMNHL (Esp. No, 2 jy 2 k)

270



EM. (Esp. Na. 2 1)
Esterificacidn,
Acetilucion,

60 mg del compuesto 2 se colocan can 0.5 ml de Piridina y 0.5 ml de
Anhidrido Acético a temperatura ambiente. Lu reaccion se monitorea por
medio de cromatografia en capa fina después de 10 horas y media se
agregan 0.5 ml de Piridina vy 0.5 ml de Aphidrido Acético. Al cabo de 3
horas de haber agregado mas reactivo no se observo transformacion y se
procedio a calentar a 60 0C.

Durante 14 horas se calemtd y al no haber transformacion se
agregaron 20 mg de catalizador (2,4 Dimetil Amino Piridina). Después de 4
horas de haber agregado ¢l catalizador la reaccion se pard. La reaceion se
concentro al alto vacio para quitar los restduos de Pindina y Anhidrido
Acético; a continuacion se disuclve con Acetato de Etifo y se fava con agua
salada, posteriormente se le efectia una cromatografia en columna
obteniéndose 35 mg de producto aceitoso.

IR, (Esp. No. 2 m)
RMN!H, (Esp. No. 2 o)
EM. (Esp. No. 2 n)
Benzoilacion.

26 mg del compuesto 2 se colocan con 25 mg de Cloruro de para
Bromo Benzoilo en 0.5 mi de Piridina anhidra a temperatura ambiente.

Al cabo de 3 horas no hay reaccion y se ealienta a 70 YC durante una
hora, posteriormente a 100 ©C (2 horas). Se agregan 10 mg mas del reactivo
y se deja en reaccion durante una hora, luego se agregan 18 mg mas del
reactivo y al cabo de 2 homs no sc obscrvo en la cromatografia

transformacion total y la reaccion se quitd.
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La mezela de reaceion se disolvio con Acctato de Liilo v luego se
lavo con agua salada, por medio de un embudo de separacion se estrajo la
fase orgdnica ¥ se concentro: de dsta se obtienen 32 mg, los cuales se
cromtogratian obieniéndose 7 mg de un producto aceitoso v se recupera el

reactivo. £ aceite no eristalizd.

I 5o, 6 B-dilidro - 6 o.- hidroxisalviasperanol I

Las traccioties 12 - 38, eluidas con 90 % de Hexano v 10 % de Ac.
Etilo se reunieron, dehido a que en la cromatogralia en capa fina se
observaban iguales. Estas fracciones se recronmtogratiaron, usando una
mezela de elucion compuesta con 96 %% de Clorura de Metileno y 4 % de
Acetona. De las fracciones 31-34 de dsta sepunda recromatografia, se
pudieron aislar por precipitacion (Hexano-Benceno-Metanob), 18 mg de un
producto sélido blanco (3) p.I. 184 - 190 0C.
IR (esp. No. 3 a)
RMNIHE (esp. No. 3 1)
EM (esp. Na. 3 ¢)
RMN 13C (esp No. 3 )

L 6 epi desmetilesquiroling D ]

y
I clovandiol j

Las frucciones 64-69 eluidas con 60 % de Texano v 40 % de Acetato

de Etilo al ser comparadas entre si, mediante cromatogralia en capa fina

resultaron ser iguales, estas fracciones se reunicron y se recromatograliaron



usando una mezela de 96 % de Cloruro de Metileno v 4 % de Acetona como
¢luvente.

Las fracciones 33-39 se compararon mediante cromatogralia en capa
fina y como resultaron iguales, se reunicron, de cllas se obtiene el
compuesto (8) mediante una precipitacion (Hexann-Acctato de Etilo).

A las fracciones 80-93 sc des elabora una cromatografia en capa fina,
obteniéndose asi el compuesto (4), ¢l cuat cristalizo en Hexano caliente, en
forma de agujas incoloras, de el se obtienen [3 mg., su punto de fusion es
de 115 9C, Eu cromatografia de capa fina revela con sulfato cérico, como
una manchn azul intensa,

Del compuesto § se aislan 24 mg es un producto sélido blanco, el
cual tiene un p.f, 203-205 oC. Revela de color azul con Sulfato Cérico.

IR (esp. No. 5a)

RMNI1 (esp. No. 5hy 5¢)
EM (esp. No. 5 d)

RMN 13C (esp. No, S ¢)

OBTENCION DE METABOLITOS DEL
EXTRACTO NO POLAR.

Del extracto no polar se lograron aislar 3 componentes, los cunles se

caracterizaron como taxodiona, fi-sitosterol y desmetil salvicanol.

taxodiona I

El componente menos polar es una sustancia cristaling anaranjada, se

logro aistar mediante cromatografias sucesivas de la siguiente manera:



Las lracciones 33 38 eluidas de la columna con Hexano-Ac.Etilo
(9.3:0.7) s¢ reunicron por mostrar en und cronatografis en capa fina ser
iguales. Posteriormente se cromatogratiavon usindo silice de malla 70-230
Merek las fracciones 27-29 de esta sepanda cromatogralia se reunicron por
serignales y se les elabord unmy cromotogratia en capa fin usando como
cluyente Beneeno, obteniéndase asi 56 my del compuesto 6, ¢l cual
cristalizé de acctoni. Bs soluble en Ac. Edlo, Acetona, Metanol,

Cloroformo, Lter ¢ insoluble en Hexano posee un pt. de HOOC,

I 3 - sitosterol I

De Jas fraccianes 90-105, eluidas de la columua con Hexano -
Ac.Etilo (9:1), se aislo el compuesta cristaline 7, el cual crisilizo en una

mezela de Acetona-Metanol.

l desmetil - sulvicanol l

f.as fracciones 106-122 se observaron iguales en cromatografia en
capa fina y se rennieron (1,533 mg). Como no se logrd separarlas por medio
de cristalizacion, precipitacion, cromatogralia y en su ospeetro de IR se
observaban principalimente bandas de oxhidrilo, se procedio u acetilalas
para poder separarlas. Cabe mencionar que en ¢l espectra de IR de las
fracciones reunidas, no Tueron observadas las bandas que corresponden a
los carbonilos de éster de Fenol y dster de aleohol.

Para esta reaccian de acetilacion se uso Piridina y Auhidrido Acético
a temperatura ambiente durante una semana. Se coneentrd al alto vacio, se

disolvid can Acetato de Etilo vy se lavo con Agua Salada cateniéndose 1,765
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mg, como no se logrd cristalizar y tampoco precipitar se procedid a
cromatogratiar usando como eluyente una mezela de exmo-Acetona al 10
% de las fracciones 3-6 (717 mg) de ésta cromatogratia se hace una segunda
cromatografia (Hexano-Acetona 5 %) y de las fracciones 8-9 se obtienen 20
mg (compuesto 2) de un producto blanco, par precipitacion (Iesano-
Acetato de Etilo) el cual tiene un punto de fusion de 120 0C,

IR (esp, No. 8 a1)

RMN!H (esp. No. 8 b)

EM. (esp, No, 8 ¢)

RMN 13C (esp. No. 8 d)

RMNIH (200 MHz), (CDg), (esp. No. 8 ¢)

Tanto en la parte polar como en la no polar, s¢ encontro que el peso
de algunas fracciones éra pequefio, de manera que «l intentar separar
algunos compuestos mediante cromatografias sucesivas, se iban obteniéndo
cantidades alin mas pequefas, las cuales no éran suficicntes para estudios

espectroscopicos, por lo que estas fracciones ya no se siguieron trabajando.

Pruebas de toxicidad .

Determinacion de la toxicidad para Artemia salina 1 .each.

Preparacién de las muestras.

Las muestras (compuestos puros, conto son: Salviasperanol, 6 ¢pi
desmetil esquirolina D y los productos obtenidos de reaceion como son ¢l
Salviasperanol hidrogenado y el H, 12 diacetil desmetil-salvicanol), se
preparan disolviendo dos miligramos del compuesto er. dos mililitros de

acetona. Posteriormente se transfieren a tres viales en forma independiente
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S50 ¥ 500 pl de la solucion original. Como las prucbas se hacen por
triplicado se ntilizan un total de nueve vinles ttres con unu coneentracion de
100 pg/iml, tres con una concentracion de 10 pg/ml s los otros tres de 1
g/ml). Finalmente se deja evaporar ol disolvente de cada una de las
soluciones al vacio,

Preparacion del medio salino.

Se hace con una relacion de 38 g de sales por litro de apua destilada.
Estas sales contienen Jas condiciones ideales para ¢! desarrollo de la
Artentia saling Leach,

Despuds de haber desarrollado durante 48 horas los huevecilios de A.
saling Leach en el medio salino artilicial, se transhieren 10 especimenes a
cada uno de los viales, conteniendo ta muestra a evalugr mds 5 ml de medio
salino, 24 horas mds tarde se registran ¢l nomero de organismos
sobrevivientes. Los resultados finales se expresan en pe/mi (indicando las

dosis letales).
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