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OBJETIVOS :

Esta tesis tiene como objetivo primordial, el de realizar una
contribucion al intento de sistematizacion quimiotaxonomica que se realiza
en todo el mundo y en particular, por distintos grupos de investigacion en
nuestra Universidad .

Todos los organismos vivos estdn sujetos a variacion y diferentes
especimenes de la misma especie pueden diferir considerablemente en su
contenido de metabolitos, asi ciertos compuestos pueden faltar en uno de
ellos u ocurrir en cantidades tan pequefias que escapan a la observacion,
ésto puede deberse a las condiciones en el suelo o a factores estacionales o
climaticos y uno debe entonces examinar varios especimenes de la misma
especie y si es posible, especimenes crecidos bajo diferentes condiciones .

Por ésto, los estudios deben incluir la investigacion de los patrones de
compuestos que ocurren en las diferentes partes de las plantas ya que los
constituyentes quimicos varian considerablemente (en general) de un tejido
aotro .

Estas investigaciones integradas son necesarias para obtener una
evidencia realmente convincente para la relacion o no relacion entre las
plantas, pues es siempre peligroso sacar conclusiones taxonémicas con base
en la presencia o ausencia de un solo compuesto en una planta .

Asi, esta tesis consiste en el estudio de la composicion quimica de la
raiz de la Salvia melissodora Lag (seccion Scorodonia, subgénero
Calosphace), para tener un perfil completo de la composicién quimica de
esta especie .

En algunos estudios de la parte aérea de ésta planta, se han logrado aislar
varios compuestos diterpénicos (cleroddnicos), algunos de los cuales han
mostrado poseer actividad antialimentaria contra larvas de Spodoptera
littoralis . '
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Pero la elucidacion de la estructura de un producto natural, no debe
considerarse como un fin en si mismo, sino como una contribucion al
esclarecimiento de problemas bioldgicos y biogquimicos generales .

Teniendo esto en cuenta, se aplicara algin bioensayo pertinente con los
compuestos quimicos obtenidos (de acuerdo con su estructura) .

OBJETIVOS

» Realizar una contribucién a la sistematizacion quimiotaxondmica
que se realiza en todo el mundo y particularmente en al estudio de la
familia Labiatae que se realiza en el Instituto de Quimica, UNAM .

» Realizar un estudio de la raiz de la Salvia melissodora Lag (seccion
Scorodonia del subgénero Calosphace), que complemente los
estudios anteriormente realizados de la parte aérea, para asi tener un
perfil completo de la composicion quimica de ésta planta .







Dependemos por completo de los vegetales, la lista de productos no
alimenticios obtenidos de las plantas y utilizados por el ser humano como la
madera, el caucho, algodon y todo tipo de partes del
vegetal es muy amplia .

Se obtienen alimentos, condimentos, bebidas y
productos muy variados, tanto de raices (rdabanos,
zanahorias), como de tallos (papa, caiia de azucar), hojas
(espinacas, col, lechugas), flores (calabaza, alcachofa),
etc.

La cocina mexicana, en que se utilizan muchos
vegetales, es mundialmente conocida por la innumerable
cantidad de olores y sabores como la oaxaqueia, la
veracruzana o la yucateca .

El caso de nuestro pais es muy especial, siendo una de
la biodiversidades mas ricas del mundo, nos muestra desde
la época prehispanica su veneracion hacia las deidades que
representaban una parte de la naturaleza, como la diosa
Maya Lx Chel o la diosa azteca Xochiquetzal, entre otros .

Se conserva solo una pequefia porcidn de los enormes
conocimientos en medicina empirica (en que utilizaban
principalmente vegetales), por un manuscrito del indigena
Martin de la Cruz, en lengua Nahuatl y traducido al latin por Juan Badiano,
conocido como Codice Badiano !,

Ix Chel

IPara abundar mas sobre fas palabras con asterisco en el texto ver el glosario, cjemplo  Sulvia*



1.- LAS PLANTAS Y SUS INTERACCIONES

En su ambiente, cada organismo enfrenta una incesante lucha por la
supervivencia en su bisqueda de comida, en su intento por encontrar pareja 'y en
su intento por no atraer la atencion de sus depredadores .

La competencia entre especies diferentes por el mismo habitat o fuente de
alimento es comun y la sobrevivencia, depende de la eficiencia con la cual un
organismo pueda competir en un ambiente frecuentemente hostil .

El equilibrio del nicho ecologico que habitan, puede alterarse de varias
maneras, si el cambio es ambiental, las especies solo pueden elegir entre
adaptarse a las nuevas condiciones, emigrar o extinguirse .

Las plantas y sus depredadores insectos estan evolucionando en forma
simultanea y generalmente de forma antagénica . En la planta se producen
nuevos repelentes o atractores quimicos (si requieren asistencia de insectos en la
polinizacion) y los insectos desarrollan nuevas capacidades sensitivas que
permiten la discriminacion entre especies de plantas o producen nuevas enzimas
que los desintoxiquen o utilicen éstos productos para sus propios fines .

Muchos de éstos metabolitos* pueden ser dafiinos a las plantas que los
producen, asi algunos terpenos se almacenan en glandulas superficiales
especiales o en otros compartimientos de la célula .

El sabor es la base de las interacciones planta-
animal, la sensacion de amargura puede ser sentida
por aves, mamiferos y reptiles, asi las plantas que H
contienen faninos* o alcaloides son evitados por la
mayoria de los herbivoros vertebrados .

. C . o
Como un ejemplo de éstas interacciones plantas-
animales, una especie de Abeto (Adbies balsamea), O
sintetiza la (+)-Juvabiona, una hormona que en
algunos insectos interrumpe el proceso normal de la (+)-Juvabiona

maduracion larval, asi la metamorfosis no ocurre y la
larva muere (por resultado no hay reproduccion) .



Las plantas interactian entre si pero de manera no especifica .

Los metabolitos secundarios se liberan en el ambiente a través del aire, por
medio de resinas o por medio de las raices, éstos compuestos reducen la
competencia de otras especies inhibiendo su germinacion o crecimiento, ésto se

conoce como Alelopatia* .

En el desierto de California, predominan solo dos arbustos, Salvia

leucophylla 'y Artemisa californica
(Chaparral), donde durante el verano,
el aire se satura con esencia de
monoterpenos (Alcanfor y 1,8-
Cineol) que emanan de estas plantas

Los terpenos céen en el suelo y
se adsorben en él, inhibiendo la
germinacion de otras especies la
primavera siguiente .

-

Alcanfor 1, 8-Cincol

Las plantas que logran germinar resienten la presencia de los terpenos en el
aire y no logran desarrollarse adecuadamente ; pero cuando ocurre un incendio
(por las altas temperaturas, baja humedad y gran concentracion de estos
compuestos inflamables) con la consecuente destruccion de éstos terpenos,

aparecen muchas otras especies®? .



2.- TERPENOS

OH
Al estudiar los perfumes naturales, fué evidente que
poseian un razgo comuin, contenian un nimero entero de
unidades de cinco Carbonos (Cs), ademds por pirdlisis del

Alcanfor y del Geraniol, obtenian Isopreno (2-Metil-1,3- S
Butadieno) . Geraniol

Asi, se sugirio que ésta era la unidad fundamental en la
biosintesis de terpenos y la condensacion de éstas unidades cabeza-cola,
produciria compuesto de (Cs),, a ésto se le conocié como Regla del Isopreno’ .

Cabera - Cuta v

Isopreno at

Sin embargo, habian claras excepciones a esta regla y para aplicar la
biogénesis de terpenoides era necesario pensar en términos de una regla
Biogenética del Isopreno, es decir, los terpenos son ensamblados de unidades de
isopreno pero la estructura inicialmente formada podia ser modificada
enzimaticamente, generando asi los esqueletos "anormales" conocidos? .

Los terpenos se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno en
su estructura, como :  Hemiterpenos Cs, Monoterpenos Cig, Sesquiterpenos
C,s, Diterpenos C,, Triterpenos Cy, Tetraterpenos C,q, etc .



De los diterpenos encontrados hasta el momento, cerca de un 50%,
pertenece a los siguientes esqueletos :

Pimarano Abictano Kaurano

»
;v Giberelano

i 73
Clerodano Labdana Cembrano

En la naturaleza, la unidad funcional no es el Isopreno, sino el Pirofosfato
de Isopentenilo (PPI o IPP), a partir del cudl se sintetizan todos los terpenos .

El PPI se forma por condensacion de moléculas de Acetil-CoA via el 4cido
Meval6nico®s

Hasta hace relativamente poco tiempo, la blsqueda de sustancias (tiles
farmacéuticamente se llevd a cabo sobre bases empiricas, esto es, de acuerdo al
conocimiento en medicina tradicional . '

Sin embargo, en los Gltimos afios se ha realizado una bisqueda sistematica ;
esta blisqueda dentro de una familia u orden, ha dado una buena cantidad de
sustancias activas, ésto puede dar informacion sobre ciertas estructuras o razgos
estructurales que puedan ser responsables por las propiedades observadas .

Entre los estudios sistematicos realizados en México, destacan los siguientes :

El de Marker en busqueda de esteroides (1947), el de Carl Djerassi en
bisqueda de Alcaloides y triterpenos (50's) y el estudio iniciado por
investigadores Mexicanos sobre plantas Mexicanas (desde la década de los 60's
por Jesis Romo Armeria, Alfonso Romo de Vivar, Xorge A. Dominguez, entre
otros) y continuado hasta la actualidad .
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3.- ESTUDIOS SOBRE LABIADAS*

La familia de las Labiadas (Labiatae) es una de los mas importantes de la
flora nacional .

Algunas plantas de la familia Labiatae se han utilizado desde los tiempos
precolombinos como plantas medicinales, por citar solo algunos ejemplos :

El Toronjil (Agastache mexicana) para los nervios, dolor del corazon y del
estomago ; la Hierbabuena (Mentha arvensis) para la bilis, colicos,
sofocamientos, parasitos ; el Chabacal (Salvia lavanduloides) para la tos seca y
bronquitis ; el Mirto (Salvia microphylla) para los nervios, colicos y diarrea' .

Otras tienen importancia econdmica por su contenido en aceites esenciales
0 por su uso como condimento, como el Orégano (Origanum sp), Tomillo
(Thymus sp.), Romero (Rosmarinus sp)!! .

El estudio fitoquimico de plantas de la familia Labiatae, ha permitido aislar
diterpenos biologicamente activos, por ejemplo, de diferentes especies de género
Rhabdosia (endémicas de China y Japon), se han aislado diterpenos aislados con
un esqueleto kaurano, que presenta propiedades antitumorales, bactericidas e
inhibidoras del desarrollo de los insectos .

El género Teucrium, es hasta ahora la fuente natural mas abundante de neo-
clerodanos (muestran actividad antitumoral, bactericida o antialimentaria para
insectos)® .

En los tltimos aiios, se han aislado mas de 60 diterpenos de este género? .

Entre los metabolitos secundarios mas importantes en la actualidad para el
ser humano estdn los insecticidas, que cobran cada dia mas importancia ; entre
los mas efectivos estin los Semioquimicos* (sustancias que controlan el
comportamiento de los insectos, como las feromonas y los antialimentarios) .

El antialimentario* mds conocido, es la Azadiractina ; es un potente
inhibidor del crecimiento de los insectos, posée actividad antimaldrica, no es
toxica a los mamiferos, no es mutagénico, es biodegradable y estd disponible en
fuente naturales .



Por su gran complejidad (16 centros estereogénicos y gran cantidad de
funciones oxigenadas) se esta intentando sintetizar derivados mas simples y con
una actividad biologica similar's 117

Q M COZC

° ("

: ‘ OH
AcO / I Ol
(0]
MQOZC
Azadiracting
H O
Entre los compuestos con actividad antialimentaria N

de tipo terpenoide, destacan por su mayor actividad los 0O ™=
de esqueleto clerodano, que pueden variar en el grado y )

de oxidacion, los sustituyentes, la estereoquimica, etc.'®
19, 20, 21

| De éstos el mds potente antialimentario de O o

| esqueleto clerodanico aislado y probado contra

, Spodoptera littoralis es la Jodrelina B aislado de

i Scutellaria woronowii 53 ,

| Jodrelina B
‘ De la familia labiatae se han aislado muchos

' clerodanos con actividad anti-alimentaria contra larvas

| de insectos, donde las especies de Ajuga, Salvia y Teucrium son las mas ricas
(aunque los de Teucruim son menos activos que los obtenidos de Ajuga)® .

: Los resultados obtenidos de estudios de correlaciones estructura-actividad,
sugieren que entre los furano diterpenos probados, la presencia de un grupo
Lactona-a,B-insaturada o un epoxido en C-4, pueden impartir actividad
antialimentaria, también la funcion 4a., 18-epdéxido puede impartirlal- 20

Aunque estudios recientes indican que no son las Unicas funciones que
pueden impartirla .

13



4.- COMPUESTOS AISLADOS DE SALVIAS

En comparacion con otros géneros de la familia Labiatae, el género Salvia*
ha sido poco estudiado fitoquimicamente, es probablemente el género mas
diversificado de la familia, con mas de 900 especies descritas subdividida en
cuatro subgéneros : Calosphace, Leonia, Salvia y Sclarea .

Meéxico junto con Asia central, el mediterraneo y los alpes son los centros de
mayor diversificacion del género Salvia, de los cuales un 27% son endémicos de
México'? |

Las Salvias que se encuentran en México, Centro y Sudamérica, pertenecen
fundamentalmente al subgénero Calosphace (91 secciones) .

Los subgéneros Salvia y Sclarea, se caracterizan por poseer compuestos con
esqueleto de tipo abietanico, mientras que Calosphace se caracteriza por poseer
clerodanos (exceptuando las secciones Erythrostachys y Tomentellae, que
contienen Abietanos e Icetexanos) 3530

El subgénero Leonia se encuentra principalmente en Norteamérica, de
algunas especies de éste subgenero, se han aislado diterpenos con esqueleto de
neo-clerodano .

A continuacion se nombran solo algunos de los resultados obtenidos en el
estudio de éste género .

El estudio quimiotaxonémico* de las especies de Salvias mexicanas
(Calosphace), ha demostrado una relacion cercana entre el contenido de
diterpenos de las especies estudiadas y la seccion a la que pertenecen' .

El estudio fitoquimico de la parte aérea (generalmente) de diversas especies
del género Salvia, ha llevado al aislamiento de diterpenos con diferente tipos de
esqueletos como Clerodano, Abietano, Pimarano, Labdano, ademis de
Flavonas, Triterpenos y Esteroles . De los cuales un 80% de los diterpenos
tienen un esqueleto de tipo clerodano®



o

L.

PARTES AEREAS

El estudio de Salvias europeas y asiaticas, condujo al aislamiento de
diterpenos abietanicos .

La mayoria de los abietanos aislados de estas plantas presenta el anillo C
oxidado . En algunos productos este anillo se encuentra como un anillo
aromatico, con uno o mas grupos fendlicos libres o metilados, mientras que otros
presentan sistemas p-quinona extendida sobre él 8,

De una poblacidon de S. fulgens (seccion fulgentes) se aislo el acido
Sandaracopimarico . Por primera vez se describe la presencia de un
diterpeno con esqueleto de Pimarano en una salvia 23 .

De S. keerlii se aislo el acido Kerlinico, activo contra Tripanosoma cruziis.

En una poblacion de S. officinalis se encontrd un diterpeno conocido como
Carnosol, con actividad bacteriostitica contra Staphyllococcus, E. colli,
Ephychenophytos 1 .

De S. rhyacophilla, se aislé un nuevo diterpeno 7-epi-Rhyacofilina 2 .

De S. sclarea se aislaron 2,3-dehidrosalvipisona, Manool, Sclareol,
Spathulenol, 7-Oxoroyleanona, activos contra Staphylococcus aureus y los dos
primeros contra Candida albicans ¥

HO : OH Ot
H o - ' /
S 9 o - ol
Spathulenol 2,3-Dehidrosalvipisana Manool Sclarcol
0 . o o
‘ 1 ’ 0 : 2 Clly
-\ -~
Cot
R - 0
N ot }
HO,C
: Co,lt 0 |
Acido Sundaracopimirico Acido Kerlinico 7-epi-Rhyacofilina

Carnosol
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ESTUDIO DE LAS RAICES

En el estudio de las raices de la familia Labiatae (en general), tenemos :

Las raices de la planta medicinal "Tan-shen" (Salvia miltiorrhiza), son muy
utilizados en la medicina tradicional China ¥ (en la actualidad, los estudios
quimicos y farmacéuticos sobre ésta y plantas relacionadas, es uno de los
proyectos nacionales mds importantes en ése pais) 28 para el tratamiento de
enfermedades cardiacas, hemorragias, desordenes de menstruacion, abortos y
como anti-inflamatorio .

Diversos grupos de investigacion, han estudiado los constituyentes
fisiolégicamente activos de la planta, aislado y caracterizado numerosos
pigmentos cristalinos, entre ellos 313233

Tanshiona | Isolanshiona | Salvilenona

Se ha estudiado el cultivo de raices manipuladas genéticamente para la bio-
sintesis de metabolitos 2930 .

En las raices del subgénero Leonia se encontraron Abietanos .

Se ha encontrado gran variabilidad en la concentracion de metabolitos en
plantas de la misma especie, de diferente origen geografico y periodo de
cosecha, asi como entre varios tejidos .

En un cultivo de raices de Ajuga reptans (Labiatae), indican que los
metabolitos estudiados (Ecdysteroides) se sintetizaban en ellas y translocaban al
resto de la planta3” . Alin con raices cultivadas en invernadero hay variacion
en el contenido de metabolitos con una variacion de la cantidad de luz durante el
crecimiento 3

16



Las raices de Teucrium, han ‘ H
dado gran cantidad de esqueletos 0
abietdnicos transpuestos, entre
muchos otros, tenemos a los

o -\
siguientes 39.40.41,42.43.44 : OH
0

Teuvincenona

O
(6]

0 0

Oh
Feuvincenona 1

TABLA’ DE RAICES DE SALVIA
Tipo de Salvia Esqueletos hallados (con mayor frecuencia) | Bibliografia
S. lavanduloides Abietanos 36
S. munzii Abietanos 79
S. tiliaefolia Abietanos 80
S. candidissima Abietanos, Pimaranos 30
S. apiana Abietanos 8l
S. milthiorriza Abietanos 29-34
S. montbretii Abietanos 82
S. aspera Abietanos, Icetexanos 83
S. coultieri Abietanos, Icetexanos 84
S. fiuticulosa Abietanos 85




5.- ESTUDIOS SOBRE SALVIA MELISSODORA

La Salvia melissodora (seccion Scorodonia, subgénero Calosphace) es un
arbusto perenne, endémico de México', crece en la zona montaiiosa del centro
del pais .

En 1971 se efectud el primer estudio sobre ésta planta, se aislaron dos
compuestos : el dcido Melissodorico A y el dcido Caféico .

Al descubrirse que el compuesto A, tenia propiedades de antialimentario se
intento buscar una fuente natural, estudiando varias poblaciones de la planta .

En estudios posteriores se obtuvieron :f-Sitosterol ampliamente
distribuido a través del reino vegetal, dc. Oleandlico y Ursdlico, ademds de 7a-
hidroxi-ent-clerodan-3,13-dien-18,19:16,15-diolida aislado anteriormente de
Baccharis trimera®, en Salvia semiatrata® y en Salvia breviflora®

/‘ ‘ T. 0

igeMt o
Acido Melissodorico

wo :
no”

f-Sitosteral i
Ac. Oleandtico

ol
; 0
0 ‘

un [6) i Ol

on ; oo
: Ol fireviflora lactona

De una poblacidn de SLP, se encontraron varios clerodanos .

La fusién de anillos A/B trans, esta presente en todos los diterpenos aislados
hasta ahora de S. melissodora .



Es interesante notar que la presencia de un grupo butendlida a-sustituida es un
razgo solo encontrado en S. melissodora y en S. breviflora ' (generalmente es f3-
sustituida), ambas pertenecientes a Salvia (secc Scorodonia, subgénero
Calosphace).

No se encontrd mas al Acido Melissodorico, pero se hallaron varios clerodanos
que manifiestan actividad antialimentaria contra insectos .






PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El espécimen de Salvia melissodora se colectd en Tenancingo, estado de
Meéxico en julio de 1993 e identificé con la ayuda del Dr T. P. Ramamoorthy, del
Instituto de Biologia, UNAM .

Se separaron las raices (800 g) y se extrajeron con acetona a temperatura
ambiente durante tres dias, al extracto resultante se le evapor6 el disolvente,
obteniendo 12.456 g de una mezcla viscosa, que se sometio a una particion con
una mezcla de 500 ml de MeOH/H,O 80:20 y 500 ml de Hexano/Benceno 1:1 .

Al evaporar los disolventes se obtienen 0.926 g. de la fraccion polar y
11.787 g. de la fraccion no polar .

Se separd la fraccion no polar en sus componentes por cromatografia en
columna, utilizando eluyentes de polaridad creciente, desde Hexano, hasta
Acetona y como fase estacionaria gel de Silice .

De las fracciones menos polares (2%AcOEt en Hexano) se obtuvieron 40
mg de un compuesto cristalino de color naranja (rendimiento de 0.05 %), con un
punto de fusion de 149-51 °C .

Ligeramente soluble en Hexano, muy soluble en Acetona, Acetato de etilo y
Cloroformo .

Este compuesto fué identificado como Maytenoquinona, un compuesto
con un esqueleto no reportado en especies de Salvia .

A continuacidn, se detallan los datos espectroscopicos del compuesto, que
nos llevaron a tal estructura :



1.- DATOS ESPECTROSCOPICOS

El compuesto muestra una rotacion dptica de +222°

En su espectro UV muestra longitudes de mdxima absorcién a 314, 322,
415 nm, indicando un alto grado de insaturacion, por el color y considerando los
compuestos aislados en los estudios realizados en la especie Salvia previamente,
se sospecho que el compuesto se trataba de una quinona .

Su espectro de masas sefiala un peso molecular de 314 u.m.a , que es
consistente con una formula molecular de CyH,04 donde el i6n molecular es
muy intenso, lo que indica una alta estabilidad (probablemente por una extensa
conjugacion) .

El espectro de IR, nos muestra la presencia de un grupo -OH asociado, dos
tipos de carbonilo (Quinona), insaturaciones, ademas de enlaces C-H saturados .

Al calcular el grado de insaturacion para un compuesto con ésta formula, se
encuentra que es igual a 8, lo que puede interpretarse rdpidamente al observar el
espectro de 3C .

En éste espectro (RMN 13C a 50 MHz) se pueden observar dos sefiales, una
en 200 y otra en 181.5 ppm que corresponden a Carbonos sp2 de cetona ; en
seguida se ven seis sefiales en la zona de 120-160 ppm que pertenecen a los 6
atomos que forman parte de tres dobles enlaces C=C , dos de los cuales estan
protonados (119.9 y 131.1 ppm) .

Entonces del grado de insaturacion igual a 8, tomando en cuenta las cinco
insaturaciones anteriores solo hacen falta tres, las que al no encontrar mds
carbonos en la zona sp? deben corresponder a Carbonos sp? que forman parte de
anillos .

Es decir que el compuesto contiene tres anillos, dos carbonilos de cetona y
tres dobles enlaces C=C donde hay dos protones vinilicos .

Estas combinaciones reducen las posibilidades en cuanto al tipo de
esqueleto diterpénico al que pudiera pertenecer, a solo una veintena de ellos .
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ESPECTRO DE IR

Seiial

(cm-1) Asignacion

3389 alargamiento Alcohol (asociado)

>3000 alargamiento C-H insaturado, varia bandas pequefias
<3000 alargamiento C-H saturado

1667 | cetona o, o', ,-insaturada o cetona o,B-insaturada-a-hidroxi(1665)
1625 Quinona extendida

1543 str como un hombro a la sefial de carbonilo, correspondiente a C=C
1465 & as Metilos y Metilenos

1384 Metilos

1355 gem Dimetilo en un carbono cuaternario

1292 alargamiento -OH (1260-970) intensa, a menudo como doblete
1145 y sefial de un probable isopropilo, con una pequeiia seiial en 1166

(hombro)
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ESPECTROSCOPIA DE RMN H

Del espectro de resonancia magnética protonica es posible obtener mas
datos para llegar a la estructura :

Se encuentra una sefial en 7.16 ppm que intercambia con D,O (con
seguridad se trata de un -OH , ya que el Oxigeno és el tinico heteroatomo
presente en la molécula) .

Dos sefiales centradas en 6.62 y 6.41 ppm con una constante de
acoplamiento de | Hz que corresponden a los dos protones vinilicos, sin
Hidrégenos alilicos pero que interaccionan entre si a travéz de mds de cuatro
ligaduras o periplanares en un sistema n conjugado (en forma de “W”, con 4J=1-
2Hz) .

Hay una seiial multiple (septuplete), centrada en 3.06 ppm, que integra para
un solo proton y tiene una cte. de acoplamiento de 7 Hz (3)), ésta sefial
corresponde al metino de un grupo isopropilo .

Un singulete en 2.5 ppm integra para un Hidrogeno, por el desplazamiento
puede tratarse de un Hidrégeno con grupo(s) electroatractor(es) adyacente(s),
que puesto que los tres dtomos de Oxigeno se establecieron como dos grupos
carbonilo y un alcohol, éste singulete pertenece a un Hidrogeno que se
encuentra adyacente a un carbonilo .

La sefial centrada en 2.0 ppm con cte’s de acoplamiento de 1.6 Hz, integra
para dos Hidrogenos y corresponde a dos protones de un metileno, no
equivalentes, siendo una sefial muy ancha (por interaccion antiperiplanar con
Hidrégenos vecinos) .

En 1.7 ppm, se encuentra un quintuplete (bastante ancho) correspondiente a
un metileno con dos metilenos vecinos, también ésta sefial es ancha por idénticas
razones .

En 1.4 ppm hay sefiales similares a las centradas en 2.0 ppm, se trata de otro
metileno .

Hay dos dobletes centrados en 1.37 y 1.31 ppm, respectivamente y una cte.
de acoplamiento de 7 Hz (3J=7 Hz) e integran para seis atomos de Hidrogeno,
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que pertenecen a los metilos del isopropilo que se vislumbra por la sefial de 3.06
ppm.

También se observan dos singuletes, uno en 1.25 ppm (6H, s) y el otro en
1.17 ppm (3H, s) .Esto es, que existen tres metilos mds en la estructura, de los
cuales dos se encuentran en ambientes electronicos muy similares .

En resumen, de éste espectro se obtuvieron :

Un grupo Hidroxilo (7.16 ppm), dos protones vinilicos (6.6 y 6.4 ppm), un
grupo isopropilo (3.06, 1.37 y 1.31), tres grupos CH, contiguos (2.0, 1.7 y 1.4
ppm), tres Metilos de los cuales dos son idénticos (1.25, 1.17) y un metino sin
protones vecinos adyacente a un grupo carbonilo .
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ESPECTRO COSY

La espectroscopia de correlacion (COSY), nos muestra las interacciones
entre nucleos de Hidrogeno cercanos, asi podemos ver :

Las sefiales a campo bajo no tienen Hidrdgenos vecinos, aunque los
protones vinilicos interactiian entre si (por los picos cruzados o cross peaks) .

El multiplete en 3.06 ppm esta acoplado con los dobletes en 1.37 y 1.31
ppm, lo que confirma el isopropil o, ésta sefial no tiene mas interacciones .

La seiial en 2.5 ppm (1 Hz, s), tiene un pequefio acoplamiento con la sefial
en 1.25 ppm (6H, s), que como se observa en el espectro monodimensional, tiene
interacciones antiperiplanares, que ensanchan la sefial de éstos metilos
equivalentes.

La seiial multiple localizada en 2.0 ppm son los
correspondientes a dos Hidrogenos diferentes de un metileno, ésto
por la interaccion fuerte de un metileno adyacente en 1.65 ppm y
un metilo o en un anillo de ciclohexano de conformacion fija (lo
que obliga a que los dos atomos de Hidrogeno del metileno séan
no equivalentes), dando asi la multiplicidad y la anchura de la
sefial .

El multiplete en 1.7 ppm, corresponde a un metileno en el

anillo de ciclohexano, teniendo en a,o’ grupos metileno dando un
ambiente  electronico  aproximadamente  simétrico con  interacciones
antiperiplanares (sefiales mas anchas en el quintuplete, se trata realmente de un
triple de triples pero al encimarse las sefiales se observa como un quintuplete) .

La sefial es ain mds ancha que las otras por acoplamiento dipolar (no hay
relacion cercana a travéz de ligaduras, pero si espacialmente, con respecto a tres
metilos en el anillo) .

El multiplete centrado en 1.4, estd acoplado (interaccion a larga distancia,
débil) con las sefiales en 1.15 y 1.2 ppm, ésto es que el metileno estd sélo
relativamente cercano con dichos metilos pero no existen Hidrégenos en los
carbonos que se encuentran entre ellos .



Asi el esqueleto de éste compuesto diterpénico se reduce a solo dos,
esqueleto de tipo Abietano y uno de Totarano :

f

Abietano Totarano

un



UN.AN, INSTITUT 26

Fi
7.0

6.

wm

o
o

w
w

{?au)

IS

LJ:!I’.J

|

!

&ﬂhv%ﬁhJ1aaqﬁ.44mQaanh&4AﬁéNwﬂqhNWmh*¢*hﬂ!MdM*mngKw!lh4&qéﬁhN#q§V; : ' y

a0 80 70

F2 [Payw)

wm

o~

33




ESPECTRO HETCOR

El espectro de correlacion heteronuclear (HETCOR), nos muestra las
interacciones existentes entre nlcleos de atomos diferentes que tienen
interacciones fuertes, es decir a travéz de solo una ligadura o de distancia, por lo
que es mas directa la asignacion de la protonacion de las Carbonos, asi el

espectro HETCOR del compuesto nos indica que éstas interacciones son :

~ Seiial en RMN 13C (ppm)

Seiial en RMN 'H (ppm)

131.1 6.62
119.9 641
26.6 3.06
62.0 2.5
424 1.2
37.1 2.0
33.1 1.20
26.2 1.37
21.6 1.31
20.1 (2 Carbonos) .34y 1.22
18.18 1.7
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Ahora, considerando los datos espectroscépicos obtenidos hasta ahora,
donde se ha encontrado que se trata de una Quinona extendida y tenemos al
grupo Hidroxilo adyacente a un grupo carbonilo, podemos entonces limitar las
estructuras de los compuestos probables a solo dos, la Taxodiona y la

Maytenoquinona :

Por un estudio
mas detenido de éstas
estructuras y
comparando los datos
obtenidos
experimentalmente
para éste compuesto
podemos descartar a la
Taxodiona porque ésta
estructura  mostraria

Taxodiona

P_] 0
Maytenoquinona

un acoplamiento a larga distancia 4J=1-2 Hz entre el metino del isopropilo y el
atomo de Hidrogeno vinilico adyacente por lo que dicho metino se veria como
un septuplete dobleteado (lo que realmente ocurre al obtener experimentalmente

el espectro de éste compuesto) .

Reuniendo todos éstos datos, llegamos a la conclusion de que el compuesto
CyHa60; aislado. se trata de Maytenoquinona, un compuesto con un
esqueleto no reportado en especies de Salvia, hallado anteriormente en las raices

de Maytenus dispermus .

20

Maytenoquinona

CryH340;

PM 314.2
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TABLA DE ASIGNACIONES

CORRELACION DE SENMALES

BC-RMN  Tipo de Carbono  aqiGNACION 'H-RMN ASIGNACION
d(ppm) APT S(ppm)
199.8 sp? Carbonilo Cetona  ------ Cs
181.5 sp? Carbonilo Cetona - Cp
161.6 sp? no protonado  C vinilico 7.16 C,; -OH
146.4 sp? no protonado Cvinilico - Cy 0 Gy
140.4 sp? no protonado Cvinilico - Cy 0 Cy
131.1 sp? protonado C vinilico 6.6 G
126.3 sp? no protonado Cvinilico - Cp
119.9 sp? protonado C vinilico 6.4 Cy
62.0 sp? CH 2.45 Cs
43.1 sp C cuaternario  ------ Cyo
42.4 sp? CH, Lly 1.4 G,
37.1 sp’ CH, 2.03y 1.98 C,
335 sp? C cuaternario  ==-=-- C,
33.1 sp? CH, 1.2 Cy
26.6 sp? CH 3.06 Cy
26.2 sp? CH, 1.37 Ci0Cyy
21.6 sp? CH, 1.31 Cy0Cyy
20.1 sp? CH, 134y 1.22 CiyCp
18.18 sp? CH, 1.7 C,

36



La comparacion de datos espectroscopicos obtenidos, con los reportados

TABLA DE COMPARACION

anteriormente, nos lo confirma .

Caracteristica

Obtenida

Reportada 35

Reportada 56

J.D.Martin | Matsumoto-Usui
p.f.°C 149-51 158-60 156-8
[a] '= +222 +298
uv
314 317 —
322 324 —-
415 414 —
IR
1666 1670 1665
1625 1620 1625
1422 1422 —_—
Masas

299 299 299
271 271 _—
229 229 .

37



TABLA DE COMPARACION (Continuacion...)

Caracteristica Obtenida Reportada 5 Reportada 6
J.D.Martin | Matsumoto-Usui
1H-RMN 7.16 7.26 7.25
6.62 6.63 6.64
6.41 6.42 6.41
3.06 3.10 3.10
2.50 2.50 2.51
1.37 1.40 1.38
1.31 1.35 1.33
1.25 1.29 1.27
1.25 1.29 1.27
1.17 1.20 1.19
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ESPECTROMETRIA DE MASAS

: La fragmentacion de la Maytenoquinona registrada en el espectro de masas
b . .
: podria ser la siguiente :

Revela un ion molecular M*= 314.2 de gran intensidad (revelando una
estructura muy conjugada, estable) .

4] ¢}
OH ot

M' =230

. \
[M-15 %= 299 -vH3

O+
(0]
«f M =201
! "
) \C-o-
/ )
e ey !
13 +
\ " P ST
R \C/(,"
-2 / oo
43
4,201,
‘ . me—c®
H - o .
: 3 -21
/0 +
i
I+

M =243
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2.- REACCION DE ACETILACION

Ademas de lo ya descrito, se procedid a efectuar una reaccion quimica para
poder confirmar con una mayor confiabilidad la estructura propuesta y se eligi6
la reaccion de acetilacion :

Se sigue el procedimiento propuesto por OAc

J.D.Martin 35 :
artin OAc

Se tomaron 19 mg del compuesto aislado, se
agregan 0.5 ml de Anhidrido acético y 0.2 ml de ‘
Piridina y se dejaron reaccionar durante toda la
noche .

. ) . o ¥ OAc
La reaccion parecia haber sido cuantitativa \H X
(por ccf) por lo que se mandd la mezcla a O
espectroscopia : o

Triacetato de la

'varo as sefiales de : . : .
Se observaron en IR, las sefiales de Mayvtenoguinona

Un éster fenolico (1770) y un ester normal
(1735), sefial de aromatico (1598 y 1460), se ve en
1369 una sefial de gran intensidad que corresponde a los acetatos ; coinciden con
los reportados en la literatura .

Todo ésto, corresponde a lo esperado para el producto de acetilacion de la
Maytenoquinona, que contiene tres grupos acetato por la adicion de un acetato a
la molécula .

Asi, me parece suficiente para asegurar que el compuesto aislado es la
MAYTENOQUINONA loquees muy importante, ya que ésta
es la primera ocasion en que és encontrado un compuesto con un esqueleto de

éste tipo (conocido como Totarano) en alguna especie de Salvia, ya sea
americana o européa ,
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Las seiiales obtenidas en el espectro de RMN obtenidas y las reportadas
para el compuesto Acetilado, se muestran en la siguiente tabla :

I'H-RMN

Asignacion  Obtenido (CDCl3)  Reportado 55 (CCly AS (ppm) por

disolvente
H-5 3.05 3.05 0.00
H-7 5.90 5.80 0.10
AcO 2.08 2.02 0.06
H-11 7.11 7.10 0.01
H-15 2.91 3.05 0.14
AcO 2.266 2,27 0.004
AcO 2.33 2.19 0.14
Me 1.4 1.38 0.02
1.37 1.28 0.09
1.32 1.26 0.06
1.27 1.24 0.03
1.24 1.23 0.01
Me ’ 1.21 1.18 0.03
Me 0.95 0.946 0.004
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3.- BIOENSAYO

Para cumplir con los objetivos planteados, se aplicd un bioensayo con el

compuesto aislado .

La estructura de la
Maytenoquinona es muy parecida a la
estructura de la Taxodiona (una
quinona extendida), que ha mostrado
tener una gran actividad citotoxica 59
por lo que el bioensayo aplicado se
eligio intentando obtener datos sobre

ljl o)

. "o
este aspecto . . . ,
Taxodiona Maytenoquinona
El ensayo se efectud con Artemia
salina , que se utiliza como primer
filtro en el estudio de compuestos con posible actividad antitumoral . Este

ensayo no es especifico para tener accion antitumoral u otra accién particular,
pero un buen porcentaje de los compuestos citotoxicos, lo son también para la
Artemia (ahorrando recursos no efectuando pruebas innecesarias con compuestos

en los ensayos citotoxicos largos y caros) .

En éste bioensayo, los compuestos y extractos se prueban a diferentes
concentraciones con 10 camarones, se cuentan los que siguen vivos en su
solucion de salmuera después de 24 hrs., la dosis letal (LDj,) se estima mediante
el método de Finney (disponibles en un paquete de computadora) .
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disolucion o oml alicuota C - Vi=5mL

2 mg
alicuota Cone. final )
5 uL | ppm
S0 L 10 ppm

500 pL 100 ppm

Resultados obtenidos

Concentracion | ppm 10 pmm 100 ppm
Larvas vivas 6-6-7 5-3-3 3-2-4
Larvas muertas 4-4-3 5-7-7 7-8-6

Asi la LDy (dosis letal) calculada para la Maytenoquinona siguiendo el
método Finney es :

LDs, = 3.9189 ppm

Este método es un bioensayo muy sencillo, rapido, confiable y barato 60 ,
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EQUIPO UTILIZADO

Se utilizaron cromatofolios Alugram Sil G-UV ,5, (Macherey-Nagel Diiren
MN) con indicador fluorescente y Sulfato cérico en acido sulfirico 0.2 N como
reveladores .

Como fase estacionaria de las columnas, se utiliz6 gel de Silice de 70-230,
230-400 mallas ASTM .

Los puntos de fusion se obtuvieron en un aparato Fisher-Jones, no estin
corregidos .

Los espectros de IR se obtuvieron en los espectrofotometros Nicolet 55X y
Perkin-Elmer 283B .

El espectro de UV se obtuvo en un espectrofotometro UV-Visible Perkin-
Elmer 552 .

La rotacion optica se determind en el polarimetro digital Jas, Co. DIP-360 .

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro Hewlett Packard
5985 GC-MS System utilizando la ionizacién por impacto electrénicoa 70 eV .

Los espectros RMN 'H y 3C RMN se obtuvieron en los espectrofotometros
Varian Gémini y VXR .

Agradezco el gran apoyo otorgado por los técnicos encargados tanto de la
espectroscopia como de la espectrometria del Instituto de Quimica .

47






CONCLUSIONES

De una poblacion de Salvia melissodora (Lag) colectada en Tenancingo,
edo. de México en julio de 1993, se aisldé un diterpeno conocido como
MAYTENOQUINONA, un compuesto encontrado en las raices de un arbol de la
especie Maytenona (Maytenus dispermus), con un esqueleto conocido como
Totarano (que debe estar biogenéticamente relacionado con un precursor de tipo
Abietanico, es decir, puede considerarse como un esqueleto abietanico
transpuesto) .

Hay que subrayar que es la primera vez que un grupo de investigacion
encuentra un compuesto con esqueleto de Totarano en alguna especie de Salvia

en el mundo, siendo comin en algunas especies de coniferas como Podocarpus*
69

Aunque resulta comin encontrar que las especies de un mismo género o
seccion presenten compuestos con estructuras que de alguna manera guardan una
relacion biogenética, en ocaciones se han encontrado compuestos idénticos en
plantas no relacionadas, ésto es facil de entender ya que en la evolucion las
condiciones para la produccion de algunos compuestos o grupos de sustancias
biogenéticamente relacionadas se han desarrollado separadamente en muchas
plantas .  En casos extremos, mediante diferentes rutas hacia productos
similares .

De acuerdo con el bioensayo realizado con Artemia salina, el compuesto
aislado (Maytenoquinona) es probablemente un compuesto citotéxico de una
potencia muy alta (LDsy = 3.9189) .

Asi entonces, se recomienda un estudio especifico en su bisqueda tanto en
otras raices de Salvia (ya que siendo arbustos, se pueden cultivar rapidamente en
vez de aislarlo de la corteza de la raiz de un arbol de largo periodo de
crecimiento) como buscar una sintesis con buenos rendimientos (los métodos
reportados son' de muy bajos rendimientos ~2% 36.57 o adaptar el método de la
ciclacion en cascada en la sintesis total de {a Taxodiona, donde se obtiene ~21%
58 ), asi como de ensayos citotoxicos especificos, que podrian confirmar su
accion en células con desarrollo anormal .

La aportacion novedosa de ésta tesis, ademas de lo ya mencionado son los
espectros de RMN 3C y HETCOR de la Maytenoquinona .
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GLOSARIO

Alelopatia : Las plantas compiten entre si por el territorio, la luz, por el
agua, etc

Las armas usadas por ellas son sustancias quimicas que dafian al
competidor que casi siempre es otra planta (aunque frecuentemente son
bacterias o insectos daiiinos) .

Es facil observar como ciertas plantas tienden a dominar el territorio,
muchas veces se pueden ver como verdaderas islas formadas por una
gran densidad de plantas de una sola especie, éstas islas se ven rodeadas
por zonas de escasa vegetacion .

La explicacion moderna es la Alelopatia, es decir, la planta domina
porque libera sustancias quimicas que inhiben la germinacion o el
crecimiento de otras especies .

Las especies mejor armadas, son las aromaticas de los géneros
Artemisa'y Salvia 60

Labiada (Labiatae) : Plantas herbaceas, rara véz arboreas, de tallos
cuadrangulares .

Familia ampliamente distribuida y diversificada, compuesta por 200
géneros y mas de 4,000 especies, son importantes ya que son plantas
tanto silvestres como cultivadas ricas en aceites esenciales, usadas como
condimento, en la preparacion de perfumes y medicinas .

Algunos aceites esenciales como la menta, lavanda y aceites de
salvias se utilizan en la industria de los cosméticos como agregados a
unguentos, bafios de agua, lavados bucales, etc.06.67 |
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Metabolito : Todos los organismos poséen rutas metabdlicas similares
por las cuales sintetizan ciertas especies quimicas esenciales, ésto es
metabolismo primario y éstos compuestos esenciales para el bienestar y
la sobrevivencia, son los metabolitos primarios .

Los metabolitos primarios se caracterizan por estar ampliamente
distribuidos y sostienen el proceso de la vida . Incluyen compuestos
que toman parte en la fotosintesis y otras conversiones de energia
ademas de los compuestos formados por éstos procesos vitales, como los
azucares, grasas, aminoacidos, nucledtidos entre otros, que son los
pilares de los biopolimeros y para ¢l almacenamiento de energia, etc .

Los metabolitos primarios son generalimente de poco interés taxononiico .

La mayor parte de los organismos utilizan otras rutas metabolicas
produciendo compuestos que parecieran no tener utilidad directa para el
organismo que la produce (son comunes a un nimero pequefios de
especies relacionadas) aunque benefician a sus productores, que pueden
utilizarlos como venenos que los protegen contra competidores,
depredadores, pardsitos, como atrayentes de insectos que ayudan a su
polinizacion, etc .

Se producen de precursores comunes, generalmente Acetil-CoA o
aminoacidos por enzimas especificas .

Se han aislado mas de 20,000 metabolitos secundarios de plantas 3.68 ,

Podocarpus : Es el género mas grande de coniferas (éstas se dividen en

Araucales, Cupressales, Pinales y Podocarpales) pero se han estudiado
sélo unos pocos .

Sc han aislado varios diterpenos estructuralmente modificados de
varias especies de Podocarpus, tales como el dcido Podocirpico, dc.
Isopimérico, Ferruginol, Sugiol (7-Oxo-Ferruginol), ademas de¢ varios
Totaranos .

wn
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En Podocarpus totara se enconwd f-Sitosterol, no reportado
previamente en el género Podocarpus, a pesar de ser un constituyente

comiin en plantas 69.70.71,72.73 .
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Podria sugerirse una biogénesis del esqueleto de Totarano a partir de
la oxidacion de una estructura abietdnica como se muestra :
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consiste en la investigacion de la distribucion de compuestos o grupos de
compuestos biosintéticamente relacionados en una serie de plantas
relacionadas (o supuestamente relacionadas) entre si .

Hay relaciones entre la “complejidad biosintética” de una sustancia y
su importancia taxonémica . Muchos compuestos quimicos, alin los de
naturaleza muy compleja, pueden ser formados mediante procesos
biosintéticos muy simples, tales sustancias son mucho menos
interesantes desde el punto de vista taxondmico, que los compuestos que
han sufrido transposiciones u otros cambios secundarios, como por
ejemplo las Flavonas y las Isoflavonas transpuestas, los diterpenos
normales con estructura de labdano o pimarano y los que han sufrido
transposiciones o modificados de otra forma, los diterpenos del tipo
Totarano y Podocarpano 69 .

Salvia : El género Salvia, bien conocido por los horticultores, es un
miembro notable de la flora Mexicana . Con sus flores rojo brillante,
azules y en ocasiones amarillas es un elemento constante de las
montafias de Meéxico .

La longitud de las flores es de 6-8 mm .La mayor parte de la especie
es perenne, hay solo muy pocas especies ce Salvias anuales en México .

Se ha estimado que el género consiste de 900 especies, de las cuales
500 son americanas 2.

Salvia Melissodora : Arbusto perenne que llega a medir hasta 2 m. de
altura, ramas con pelos muy fibrosos, hojas de color verde oscuro,
inflorescencia en racimo terminal compacto, flores en forma de
campana, base redondeada o truncada, corola azul palido de 6-7 mm. de
longitud 67 ,

Taninos : Sustancias quimicas muy complejas que por hidrélisis se
descomponen en azlcares y 4cido gilico .

Tienen aplicaciones en farmacia, pero se aprovecha sobre todo
industrialmente su propiedad de hacer las pieles imputrescibles .  Son
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Se ha estimado que el género consiste de 900 especies, de las cuales
500 son americanas 12,

Salvia Melissodora : Arbusto perenne que llega a medir hasta 2 m. de
altura, ramas con pelos muy fibrosos, hojas de color verde oscuro,
inflorescencia en racimo terminal compacto, flores en forma de
campana, base redondeada o truncada, corola azul palido de 6-7 mm. de
longitud 67 ,

Taninos : Sustancias quimicas muy complejas que por hidrolisis se
descomponen en azicares y acido agallico .

Tienen aplicaciones en farmacia, pero se aprovecha sobre todo
industrialmente su propiedad de hacer las pieles imputrescibles . Son
muchas las partes vegetales que dan tanino como las hojas o corteza de
ciertas plantas .

El tanino se extrae de las materias vegetales por lixiviacion 77,

Terpenos (usos) : Los terpenos tienen numerosas aplicaciones, la
industria perfumera los aisla de flores, hojas, y raices para elaborar
perfumes de alto valor comercial .

Algunos terpenos son intermediarios importantes en sintesis
organicas, otros se usan como disolventes como el aguarras que es una
mezclade a y B-Pinenos.

Los terpenos oxigenados tienen generalmente olores agradables, por
\. lo que los aceites esenciales aumentan de valor mientras mayor
proporcion de compuestos oxigenados contengan

Es poco comin que una especie en particular pueda contener todos
f los tipos de terpenoides, en eso es notable el Guayule y que contiene casi
, todas las clases de terpenoides .66
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