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INTRODUCCION:

La Quimica de los Productos Naturales se inicia con ¢l estudio de
las estructuras de los metabolitos secundarios, aislados de aquellas plantas
que habfan despertado el interés del quimico por su aplicacién en la
medicina popular, por ser toxicas, por contener aceites esenciales, por
tener propiedades insecticidas, ete.

El descubrimiento de moléculas bioactivas, a veces con nuevos
esqueletos, junto a la necesidad de conocer los metabolitos intermedios de
las rutas biogenéticas, comprobadas experimentalmente o hipotéticas, ha
mantenido el interés de la investigacidn de las estructuras 'y
configuraciones absolutas de los nuevos productos naturales! -

La observacién cuidadosa de la estructura de numerosos productos
naturaies, permite emitir hipdtesis razonables sobre su posible biogénesis.
Ademds del interés que ello tiene para el bioquiinico, para ¢l qufmico
significa una base firme para:

a) Elegir con mayor seguridad entre varias estructuras posibles
para una sustancia. ’

b) Establecer la estereoquimica mds probable.

c) Definir un camino mds simple para sintetizar un compuesto
natural,

d) Establecer una hipdtesis que le permita escoger entre vegetales
del mismo género, para buscar compuestos parecidos o iguales,
como consecuencia de la extensa coincidencia de sus patrones
genéricos.



ANTRODUCCION

Entre los numerosos tipos de sustancias producidas por una planta
se encuentran los alcaloides, los aceites esenciales, los terpenoides, los
flavonoides, ete; estos pueden o no encontrarse en un determinado vegetal
y por su abundancia o ausencia, proporcionan a una planta caracteristicas
quimicas ttiles para su clasificacion botdnica o su aprovechamiento por el
hombre?.
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OBJETIVOS

OBIETIVOS:

Realizar un estudio fitoquiniico de Satvia ballotacflora Benth
con el fin de:

« Aislar compuestos a los que en estudios posteriores se les
investigue su posible actividad biologica.

= Contribuir al aislamiento de compuestos con nuevas estructuras.

« Contribuir al estudio de los productos naturales.






GENERALIDADES

GENERALIDADES.

El Género Salvia:

El género Salvia de la familia Labiatae (Lamiaceae ), es uno de los
mds abundantes y diversificados de esta familia, que comprende cerca de
900 especies3; éste, ha sido dividido en 4 subgéneros* -Salvia, Sclarea,
Leonia 'y Calosphace. Las Salvias europeas y asidticas pertenecen
principalmente a los subgéneros Salvia y Sclarea. El subgénero Leonia se
encuentra representado por varias especies de Salvia de América del
Norte. La mayor parte de las especies de Salvia de México, Centro y
Sudaméricn pertenecen al subgénero Calosphace. Este subgénero, es el
mds abundante con aproximadamente 550 especies y es en su lotalidad
americanoS. Las especies de Salvia pertenecientes a este subgénero se han
dividido en 105 secciones tomando como base datos botdnicos
morfol6gicos®.

El estudio de los metabolitos secundarios del género Salvia, ha
despertado gran interés, debido a que algunas especics de Salvia se han
utilizado tradicionalmente en el tratamiento de diferentes enfermedades,
por sus propiedades bactericidas y antitumorales, entre otras.

Entre los metabolitos secundarios que se han aislado estdn los
compuestos diterpénicos que pertenecen al grupo de sustancias quimicas
conocidas con el nombre de terpenoides.

Los terpenoides se dividen en cinco grupos, de acuerdo con el
ntimero de unidades de isopreno (C-5) que contenga su molécula. Estos
grupos son los siguientes”:
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Nombre Unidades de Numero de carbonos
isopreno en el esqueleto,
Monoterpenos 2 C-10
Sesquiterpenos 3 C-15
Diterpenos 4 C-20
Sesterterpenos 5 C-25
Triterpenos 6 C-30
Politerpenos n C-n

Los diferentes tipos de terpenoides antes nencionados son
metabolitos secundarios de plantas.

Biogenéticamente se considera que la formacién de los precursores
bésicos para los compuestos terpenoides sigue la via del acido mevalénico
(AMV)8-9. El esquema I ilustra esta via.

Una vez formado el pirofosfato de isopentenilo (PP1) éste sufre una
reaccién de isomerizacién formando el pirofosfato de dimetilalilo
(DMAPP), para en condensaciones sucesivas con otras moléculas de PP,
dar origen a los precursores bédsicos de los diferentes compuestos
terpenoides.

Pirofosfato de geranilo Monoterpenos
Pirofosfato de farnesilo Sesquiterpenos
Pirofosfato de geranilgeranilo Diterpenos

Asf, los compuestos diterpénicos son un grupo de sustancias
derivadas del pirofosfato de geranilgeranilo, mismo que sufre una serie de
reacciones de ciclacién; lo que hace que exista una gran diversidad de
formas estructurales.



ESQUEMAL  biogénesis de diterpenos
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ESQUEMA I (CONTINUACION). Biogénesis de diterpenos con esqueleto de abictano y
clerodano.
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Hasta 1985 se habfan descrito cerca de 2000 diterpenos, los cuales
estaban agrupados en 176 tipos de esqueletos y son siete dentro de los que
se encuentran el 50% de los diterpenos conocidos, tales esqueletos son:

cembrano, labdano, clerodano, pimarano, abietano, giberelano y kaurano

(figura 1).

CEMBRANO  LABDANO CLERODANO

o

()

PIMARANO ABIETANO GIBERELANO

FIGURA 1.- Principales esqueletos en los diterpenos.

Estos metabolitos son de gran interés por sus propiedades biolégicas
entre las que destacan:

-Actividad reguladora del crecimiento vegetal dado por las giberelinas.

ACIDO GIBERELICO GIBERELINA-A4
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-Actividad antialimentaria para insectos, que tienen algunos diterpenos
ent-kaurénicos y clerodanos'”,

g / ' o '
oA .
One ¢ Hac OAe

ENT-KAURANO AJUGARIN CLERODIN

Se han aislado diterpenos con esqueleto de abietano, que poseen acti-
vidad biol6gica como por ejemplo:

-Antitumoral!h#2
O
H
H
&)
NEMORONA 7a-ACETOXIROYLEANONA  TAXODIONA
TR A TR -
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-Antimicrobianal®:

Ol
HO

DITERPENOS OBTENHDOS DE ESPECIES DE SALVIA

g

-Antiviral:

0
SAFFICINOLIDA SAGEONA

IR SRR CABA SN A

Del género Salvia se han aislado una gran variedad de metabolitos
secundarios.
En los iltimos afios se ha observado un notable incremento en los
estudios fitoquimicos del género Salvia, estimulado por el aislamiento de
estructuras diterpénicas.
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En el estudio fitoquimico de las salvias del continente americano,
tanto en las especies de Salvia estudiadas del subgénero Leonia como de
las salvias del subgénero Calosphace, cerca del 80% de los diterpenos de
las especies estudiadas, son diterpenos clerodanicos 13 (figura 1).

El estudio fitoquimico de las salvias europeas y asidticas ha
conducido al aislamiento de diterpenos con esqueleto de abietano (figura
1). La presencia de este tipo de diterpenos, especialmente en la raiz de las
plantas estudiadas, se ha considerado como una caracterfstica
quimiotaxonémica de las plantas del género Salvial®.

ABIETANO CLERODANO

FIGURA 1. Esqueleto base de diterpenos abietanicos
y clerodénicos.

La mayorfa de los abietanos aislados por lo general presentan el
anillo C oxidado. En algunos compuestos el anillo C se¢ presenta como un
anillo aromatico con uno o dos grupos fendlicos libres o metilados. En
otros cste anillo C aparece como una ortohidroxi-1,4-benzoquinona. Los
anillos A y B presentan diferentes grados de oxidacién!7 (figura 2).

11
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FIGURA 2 - Grados de oxidacion més frecuentes en abietanos

El estudio de las especies de Salvia agrupadas en la seccién
Erytrostachys y de las especies de Salvia de la seccion Tomentellae, dos
secciones pertenecientes al subgénero Calosphace, han mostrado una gran
semejanza con las salvias europeas y asidticas; debido al tipo de diterpenos
aislados. En la seccién Erytrostachys, se han aislado y caracterizado
diterpenos con esqueleto de abietano; y en la seccién Tomentellae, se han
aislado diterpenos con esqueleto de abietano y abietano transpuesto
(icetexano 17)

La secci6n Erytrostachys (subgénero Calosphace) estd formada por
cuatro especies:

ESPECIE.
Salviasessei 18,
Salvia regla 19.
Salviapubescens 20,
Salvialibanensis*.

*Especie de la cual no se tiene datos de un estudio
fitoquimico.

12
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fas tres primeras son endémicas de México. De los estudios
fitoquimicos de estas especies se obtuvieron diterpenos con esqueleto de
abietano (a excepcién de Salvia regla, de la cual existe un estudio?!, en
donde se le describe como la primera especie de Salvia, en la cual sc
aislaron tanto diterpenos con esqueleto de abietano como diterpenos con
esqueleto de elerodano, ambos encontrados en las partes aéreas de dicha
planta). '

La seccién Tomentellae (subgénero Calosphace) esté constitufda por
20 especies, diez de las cuales se encuentran en México.

De las especies estudiadas de esta seccién se han aislado diterpenos
con esqueleto de abictano y de abietano transpuesto o icetexano.

Salvias seccién Tomentellae (subgénero Calosphace)
que se localizan en México.

ESPECIE
Salvia ballotaeflora Benth22,
Salvia fructiculosa Bentn23.
Salvia anastomosansA.
Salvia goldmani 25,
Salvia coulteri 26,
Salvia candicans 21,
Salvia pinguifolia*,
Salvia parriy*,
Salvia rubropunctata®,
Salvia pruinosa¥*.

*No se liene datos de un estudio fitoqufmico.

13
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De un estudio fitoquimico previo de Salvia ballotaeflora Benth2?,
colectada cerca de Monterrey, se aislaron por primera vez las quinonas
abietdnicas conacytona, icetexona y romulogarzona (figura 3).

ICETEXONA

H oll
“h
ROMULOGARZONA
]

FIGURA 3.- Compuesios aislados del esiudio

litoqufniico de Salvia ballotaeflora Benth,

La estructura de la icetexona se puede considerar como un
producto diterpénico con esqueleto de abietano transpuesto o icetexano y
constituye el primer ejemplo de un producto natural con este tipo de
esqueleto.

14
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PARTE TEORICA.

La Salvia ballotaeflora Benth, es una planta silvestre comin en el
noroeste de México y que se desarrolla en climas 4ridos; estd clasificada
en la seccién Tomentellae, Subgénero Calosphace, del género Salvia.
Todas las especies de esta seccién tienen flores azules.

Del extracto aceténico y de la cromatografia en columna del mismo
se aisl6 un sélido cristalino rojo (518 mg) con un punto de fusién de 228-
230°C (hexano:acetona) compuesto que se le designd con la clave PR-1.
Se propone que sea un diterpeno con esqueleto de abietano traspuesto
(Icetexano) con base en lo siguiente:

El espectro de masas muestra que el ion molecular (M*) se
encuentra en m/z 328, este peso molecular corresponde a un compuesto
con una [6rmuia molecular CogHz404 .

El espectro de IR; (Espectre No. 1) muestra una banda ancha en
3348 cm-!, caracterfstica de una funcién hidroxilo, la banda en 3109 cm-!
indica la presencia de insaturaciones. Las bandas de absorcién en 1649
cm-! 'y 1640 cm-1, junto con la banda en 318 mm, observada en el espectro
de UV sugieren la presencia de una ortohidroxi 1-4 benzoquinona28,29;
que se encuentra comunmente en especies de Salvia  pertenecientes a la
seccion Tomentellae 22-27, Bl espectro de RMN 1H, (Espectro No 2)
muestra un singulete en 7.17 ppm, que se intercambia con agua deiterada
y que se asignd a un grupo fendlico quelatado; ademds se observa un
heptuplete en 3.21 ppm que es caracterfstico para un grupo

15
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isopropilo aromdtico, los datos espectroscdpicos anteriores y las sefiales
simples observadas en ¢l espectro de RMN 13C (Espectro No. 3) en
183.26 y 186.48 ppm, justifican la presencia de un anillo similar al anillo
C de laicetexona en la molécula.

En RMN IH, se observa un sistema ABX, que se asigné a los
protones H-5, H-6 y H-7; el sistema AB lo forman los protones vinflicos
H-6 y H-7 en doude el doblete de doblete observado en 6.80 ppm (1H, J=
12.3 y 2 Hz) se asigné a H-7 y el doblete de doblete en 6.50 ppm, (1H, J=
123 y 5.1 Hz), se atribuyé a H-6. La pate X corresponde a H-5,
observandose su desplazamiento en 2.30 ppm como un doblete de doblete
(1H,J=5.1y 2 Hz).

La constante de acoplamiento de 12.3 Hz permite proponer que los
protones vinilicos estdn cis, (H-6 y H-7), asi, la constante de 5 Hz es por el
acoplamiento entre H-6 y H-5 y la de 2 Hz por ¢l acoplamiento entre H-5
y H-7, por otra parte en el espectro de RMN 13C (DEPT-Espectro 3b-), se
observan tres sefiales en 59.28, 141.84 ppm y a 124.06 ppm asignados a
C-5, C-6 y C-7 respectivamente; la diferencia de desplazamiento que se
observa entre los carbonos sp2 ¢s debido a que hay un movimiento de
electrones propiciando que el C-6 esté desprotegido y aparezca a menor
campo y por lo tanto su desplazamiento es mayor; esto se ilustra en la
siguiente estructura resonante:

16
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La presencia de un metileno aislado como en la icetexona (figura 3)
se comprueba al observar en RMN H, dos dobletes en 2.98 y 2.59 ppm
(1H, J=13.8 Hz), que se asignaron al metileno en la posicion 20, esto se
comprobé por la sefial de un metileno en el espectro de RMN 13C en
33.21 ppm (DEPT).

Ademas el espectro de RMN [H, exhibié un sistema AB, formado
por los protones diasterotépicos del metileno 19, una parte del sistema se
observa en 3.69 ppm como un doblete (1H, J= 8.0 Hz) correspondiente al
protén pro-S y la otra parte como un doblete de doblete en 3.49 ppm (J=
8.0y 1.8 Hz) y que se asignd al protén pro-R.

La multiplicidad del protén 19 pro-R es ocasionada por el
acoplamiento a larga distancia de tipo W con uno de los protones del
melileno en la posicién 3; lo cual se comprueba por medio del
experimento de correlacion homonuclear (COSY). Este metileno de la
posicién 19 aparece en RMN 13C en 77.58 ppm (DEPT), y su
desplazamiento a bajo campo es debido a que se encuentra unido a un
oxigeno; por iltimo el singulete que se observa en 1.03 ppm (3H), se
asignd al metilo 18, sefial conespondiente a un metilo unido a un carbono
totalmente sustituido, caracterfstica que se ha observado en los compuestos
aislados de especies de esta seccién22-27,
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Con base en lo anteriormente discutido, se propone la siguiente
estructura para ¢l compuesto PR-1, que no se encuentra descrito en la
literatura.

PR-1

18



Tabla de desplazamientos quimicos para PR-1.

Tabla Y. RMN HH (300 MEz) (CDCl3).

NoH | & ppm [Multip | JHz
12-0H | 7.17 |s, IH [intconDy0
7 6.80 idd, IH |123y2
6 6.50 |dd, IH |123y51
19proS { 3.69 |d, 1H 8.0
19proR | 349 jdd, I1H | BOy 18
15 321  fheptIH| 7.0

20 298 id,1H ]138

20 259 1d,1H ]13.8

5 230 |dd,IH | 51y2
16,17 | 1.23  1d, 6H 7.0

18 1.03 5, 3H

PARTE TEORICA

RMN 13¢C (75 MH7) (CDCl3).

NoC [& ppm | Multip
1 39.83 t
2 20.18. [ ¢t
3 39.15 t
4 43.88 s
5 59.28 d
6 [141.84 d
7 [124.06 d
8 |135.55 s
9 13865 s
10 | 92.90 5
L1 1183.26 5
12 1150.73 s
13 112442 S
14 ]186.48 ]
15 | 2427 1 d
16 19.89 q
17 19.89 q
18 19.46 q
19 | 7158 t
20 | 33.21 t

Las multiplicidades estdn de
acuerdo con el experimento
DEPT (espectro 3b).

19
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El segundo componente aislado de esta especie, es un sélido
cristalino  amaritlo  (D-8) con punto de [fusibn de 231-234°C
(hexano:acetona), del cual se obtuvieron 717 mg.

El espectro de masas muestra que el idn molecular se encuentra a
m/z 328, peso molecular que corresponde a una sustancia de férmula
molecular CooH2404.

El espectro de IR (Espectro No 4) muestra una banda ancha en 3446
cm-! caracterfstica de una funcidn hidroxilo; la banda en 2943 cm-! que
nos indica la presencia de enlaces C-H alifdtico y la banda en 1694 cm-1
que corresponde a una cetona o, -insaturada28-29,

Los datos espectroscépicos son muy similares a los del compuesto
PR-1, como lo indica su formula molecular idéntica, se trata de dos
compuestos isoméricos, el espectro de RMN H (espectro No. 5) exhibe
sefiales para un grupo isopropilo y una funcion hidroxilo quelatado en
338, 1.26 y 7.6 ppm respectivamente, confirmando-la presencia de Ia
unidad de hidroxibenzoquinona en el anillo C.

El sistema AB formado por los protones diasterotdpicos del
metileno 19, en 3.79 y 3.53 ppm (ver tabla II) establecen la misma
estructura del anillo A eu el compuesto D-5 con respectoa PR-1,

En cuanto al anillo B, el espectro de RMN 1H, muestra dos sefiales;
una se observa como un dobiete de doblete en 7.42 ppm (J= 9.2 y 5.4Hz)
asignada al proton 7; mientras que la otra, se observa como un singulete

20
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en 7.28 ppm y que se asignd a H-20. Los carbonos que sopottan cstos
protones, se observan en el espectro de RMN 13C (-Espectro No 6, DEPT
-Espectro No. 6b-), en un desplazamiento de 145.06 y 143.83, para C-20
y C-7 respectivamente.

El desplazamiento de los protones H-7 y H-20 a campo tan bajo
(regi6n de protones aromdticos) se debe a que se encuentran en el cono de
desproteceidn de los grupos carbonilo que forman el sistema quinoide en
el anillo C.

La sefial que se observa en RMN H como un doblete de doblete en
2.64 ppm (1H, J= 13.7 y 9.2 Hz), se asign6 al protén o del metileno en la
posicién 6; la constante de acoplamiento de 9.2 Hz, se debe a su interacién
con H-7, y con base en un modelo Dreiding se observd que H-6a  forma
un dngulo diedro de aproximadamente 0° con H-7, lo que explica la
magnitud de esta constante de acoplamiento; este metileno C-6 se observa
en 25.27 ppin en el espectro deRMN 13C (DEPT -Espectro 6b-).

En RMN !H un doblete ancho en 1.57 ppm (1H, J= 11.1 Hz), se
asigné a H-5 y la constante de acoplamiento indica una relacién trans-
diaxial!7 entre uno de los protones 6 y H-5 (por razoues biogenéticas H-5
se considera o axial, por lo tanto el protén H-6 con el que se acopla es §
axial). :

En cuanto a H-5 a-axial y H-6 a-ecuatorial (en base a un modelo
Dreiding forman un 4ngulo diedro de aproximadamente 90°, por lo que la
constante es tan pequefia que sdlo provoca que el doblete en 1.57 ppin se
observe ancho.
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Con base en lo expuesto anteriormente se propone la siguiente
estructura para D-5, compuesto que no se encuentra descrito en la
literatura,

La asignacion de carbono 13 para PR-1 y D-§ sc realizé por
comparacién con datos previamente descritos para  estructuras
similares23, 26, 32,

La tabla 11 muestra los desplazamientos de D-5 en RMN !'H y
RMN 13C,
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Tabla de desplazamientos quimicos para D-5.

Tabla II. RMN H (300 MHz) (CDCl3y).

PARTE TEORICA

RMN 13¢ (75 MHz) (CDCl3).

NoH ({6 ppm |Multip |JHz NoC (& ppm | Multip
12-OH| 7.60 ]s,1H jintconDy0O 1 38.71 t
7 742  1dd, {H 192y 54 2 2001, ]t
20 728 |s, 1H 3 38.00 t

19proS | 379 |4, IH 8.0 4 46.00 s

19proR { 353 [|dd,IH | 80y 18 5 55.16 d
15 338 |hept,1H| 7.1 6 2527 t
6 264 idd, IH [13.7y9.2 7 114383 d
5 1.57 |4 1H 111 8 113202 s

16,17 1 126 1d,6H 7.1 9 1132.02 5
18 1.1 ys,3H 10 | 8598 s

1 |182.62 s
12 - 1154.66 5
13 1126.00 s
14 118449 8
15 | 2499 d
16 1936 | q
17 19.36 q
18 19.55 q
19 | B77 t
20 114506 d

Las multiplicidades estan de
acuerdo con el experimento
DEPT (Espectro 6b).
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El tercer componente aislado de esta especie, es un compuesto
sélido cristalino amarillo (BK-7) con un punto de fusién de 217-223°C, y
se obuivieron 27 mg. Se propone una estructura de abietano transpuesto
(icetexano) de acuerdo con las siguicntes evidencias.

El espectro de masas muestra que el ion molecular se encuentra a
w/z 342; este peso molecular corresponde a un compuesto con una
férmula molecular CogHa20s,

il espectro de IR (Espectro No 7) presenta una banda ancha en
3410 cm'! caracterfstica de una funcidn hidroxilo, una banda en 1771
cm- ! para un carbonilo de y lactona, asf como una banda en 1639 cm-! que
indica carbonilo de quinona .

Los datos espectroscpicos de este compuesto, indican que el anillo
C es similar al de los compuestos PR-1 y D-5.

En el espectro de RMN H, de BK-7 (Espectro No 8) se observa
una seiial simple (1H) en 7.06 ppm que intercambia con D20, que por
analogfa con los desplazamientos de los hidroxilos fendlicos de PR-1 y
D-8, se propone que se trata de una hidroxibenzoquinona. Ademds, el
espectro de RMN 13C, (Espectro No 9) confirma la presencia de esta
unidad, por las sefiales ¢n 183.06 y 185.21 ppm para los carbouilos. de las
posiciones C-11 y C-14 respectivamente y la sefial en 150.88 ppm para el
C-12 al cual esta unido el hidroxilo.

La presencia de un grupo isopropilo se confirma por el heptuplete
en 3.23 ppm (1H, J= 7 Hz) y cl doblete en 1.23 ppm (6H, J= THz).

En RMN !H se observa también un doblete ancho en 5.69 ppm (1H,
J= 4.0 Hz), seiial que corresponde a un protén- vinflico asignado a H-1.
La presencia de este proton sobre carbono sp2 se apoya por la sefial de un
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PARTE TEORICA

metino en 123.24 ppm (C-1) en el espectro de RMN 13C (DEPT -Espectro
9b-).

El doblete de doblete en 4.15 ppm (J= 15 y 2 Hz), pudo haber sido
asignada a [a base de la lactona H-6, pero corresponde al protén alilico
H-7 a que se desplaza a campo bajo, porque se encuentra en la zona de
desproteccién del grupo carbonilo del anillo de quinona, la constante de
15 Hz corresponde a su acoplamiento con H-7 § y la de 2 Hz a su
interaccion con H-6.

La posicién, asi como la estercoquimica de la y lactona, se
determinaron con los datos proporcionados por los desplazamientos y
multiplicidades de H-€ y C-6 en los espectros correspondientes. En el
especetro de RMN 1H | H-6 se encuentra en 3.81 ppm como un triplete
dobleteado, (1H, J= 11 y 2 Hz); el valor de J= L1 Hz indica un
acoplamiento frans-diaxial?* con H-5, en donde éste protén de la posicién
5 por razones biogenéticas es a-axial, por lo que H-6 debe de ser p-axial ,
pero para éste sc esperarfa un mayor desplazamiento como el mostrado
por la anastomosina? (pag 30), debido a que es un protén unido a un
carbono enlazado a una funcién oxigenada, pero con base en un modelo
Dreiding dada la conformacién que adopta la molécula, H-6 cae en la zona
de proteccién de la doble ligadura entre C-8 y C-9 y por ello su
desplazamiento se observa a un campo mayor.

Por otra parte C-6 es una seflal para metino en 78.39 ppm en el
espectro de RMN 13C (DEPT), adem4s se obsetva en el espectro de RMN
13C, una sefial en 180.02 ppm, correspondiente al carbonilo de la y lactona
(C-19).
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El metileno de Ia posicién 20, se observa en RMN H como un
sistema AB formado por dos dobletes centrados en 4.08 y 2.75 ppm, el
valor de J= 15.0 Hz indica un acoplamiento gem. El desplazamiento a bajo
campo del protdn 20 « en 4.08 ppm, se debe al efecto de desproteccién del
grupo carbonilo del anillo de la quinona, efecto similar al exhibido por H-
T .

La sefial que s observa como un doblete de doblete de doblete en
2.46 ppm (1H, J= 15, 11 y 2 Hz), se asigné a H-7 , la constante de 15 Hz
es debida a su acoplamiiento con H-7a, 1a de 11 Hz por su acoplamicento
con H-6 p y fa de 2 Hz por un acoplamiento a larga distancia, la presencia
de una seiial en 30.46 ppm en RMN 13C (DEPT), apoya la presencia de
estc metileno de la posicion 7.

El doblete en 2.36 ppin (1H, J= 11 Hz ) sc asignd a H-5, la constante
de acoplamiento confirma la interaccion trans-diaxial entre H-5 y H-6.

La sefial que se observa en 1.26 ppm (3H), corresponde a un metilo

unido a un dtomo de carbono totalmente sustituido (C-4) y se asignd al
metilo 18,
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Con base en los datos discutidos se propone la siguiente estructura
para BK-7, diterpeno que no se enctientra descrito en la literatura,

La tabla HI resume los desplazamientos en RMN 'H y RMN 13C
para BK-7.

La asignacién de carbono 13 para BK-7, se realizé con base en
experimentos de correlacién heteronuclear a larga distancia.
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Tabla de desplazamientos quimicos para BK-7.

Tabla 111, RMN HH (300 MHz) (CDC3). RMN B¢ (125MHz) (CDCH3).
NoH |[d&ppm |Multip |JHz NoC |6 ppm | Multip
12-OH | 7.06 s, 1H int con D0 l 123.24 d
1 569 |d, IH 4.0 2 21.05. t
T 415 |dd,1H |15y2 3 24.21 A
200 408 |d, IH 15 4 41.55 s
6f 3.81 td, 1H 11y2 5 5115 d
15 323  |heptiH| 7 6 | 7839 d
20p 275 1d,IH 15 7 30.46 t
M .1246 |ddd, 1H|15, 11y?2 8 |141.49 s
5 236 {d, 1H 11 9 1139.64 s
2 215 |m,2H 10 |128.17 s
3 1,62 |m,2H 11 1183.06 )
18 126 {s,3H 12 {15088 | s
16,17 1123 |d,6H 7.0 13 12537 s
14 1185.21 s
15 24.41 d
16 19.64 q
17 19.64 q
18 19.90 q
19 {180.02 s
20 | 32.78 t

Las multiplicidades estdn de
acuerdo con el experimento
DEPT (Espectro 9b).
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El cuarto componente aislado, es un sélido eristalino amarillo (D-10),
con un punto de fusién de 204-210°C, del cual se obtuvieron 10 mg.

E) espectro de masas de este compuesto mostré un idn molecular en
m/z 362 y corresponde o una formula mofecular CooH2605.

En el espectio de IR (Espectro No 10) se observa unia banda
caracteristica para hidroxilo en 3377 cm-!,una banda en 1638 cm-! para
carbonilo de quinona, Ja banda ent 1610 em™! que indica insaturaciones y
Jas bandas en 1150 y 1108 cm-l, que indican la presencia de un
hemiacetal.

Los datos de RMN 'H (Espectio No 11) de este compuesto se
resumen en la tabla 1V y estos concuerdan, con los descritos para la
conacytona, un diterpeno de tipo abietano, que se aislé por primera vez
de un éstudio fitoquimico previo de Salvia ballotacflora Benth?2, adem4s
de Eupatorium turbinatum 33 con el nombre de turbinatona, de Salvia
pubescens?0 y de S. anastomosans 24 .

Tabla 1V, RMN H200 MHZ (CDCl3).

NoH |&ppm [Multip |J Hz

12-OH | 7.18 s, |1H intcon D20

20 {560 s, 1H

7 483 |d 1H 3.6

19 388 |dd,1H 112,24

19 335 {dd,1H {112y 13
15 3.20 Hept!H| 7 19

s
18 CONACYTONA.

16,17 {124 |d,6H 7 DD
18 0.83 |s,3H
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Eliltimo componente aislado de esta especie en estudio fué un
sélido cristalino anaranjado (E-1) con un punto de fusién de 207-210°C
(hexano:acetona). Por espectrometria de masas se determind que el i6n
molecular (M*+) se encuentra en 340, peso molecular que corresponde a
una férmula molecular CooHa00s,

El espectro de IR (Espectro No 12) muestra una banda ancha en
3356 cm! para un grupo hidroxilo, bandas agudas en 1780 cm-!y 1658
cm! para carbonilos de y lactona y de quinona respectivamente y en 1609
cm1 para dobles enlaces conjugados.

En la tabla V se resumen los datos de RMN 1H (Espectro No 13)
para E-1  los cuales eslin de acuerdo con los descritos para la
anastomosina un diterpeno de tipo abietano transpuesto, aislado
previamente de Salviaanastomosans.24-

Tabla V. RMN 11200 MHZ (CDCl3).

NoH (6 ppm {Multip |J Hz

12-0H| 778 |s, IH it con D20

20 .| 778 |s, IH

7 754 |4, 1H | 3

.| 668 [L1H | 4

6 | 478 [dd, IH [11y3

15 340 }heptlH| 7

5 262 |d,1H 11 g ‘
3 1.85 |m, IH ANASTOMOSINA
18 1.35 |s, 1H E-1

16,17 129 |d,6H 7
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De fa especie en estudio, también se aisld un sélido blanco amorfo
cuyos datos espectroscopicos, coinciden con los descritos para el Acido
Ursélico 34, dcido triterpénico ampliamente distribuido en el género
Salvia .

COOH

RANENSTS

ACIDO URSOLICO
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PARTE EXFERIMENTAL
PARTE EXPERIMENTAL.

APARATOSY MATERIAL QUIMICO

-Los puntos de fusién se determinaron en un aparato de Fisher-
Johns y 1o estan corregidos.

-Los espectros de IR se obtuvieron de un espectrofotémetro IR
Nicolet 55 x.

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

- Los espectros de masas se obtuvieron de un espectrémetro de
masas Hewlett-Packard 5945 a 70 eV, mediante la técnica de impacto
electrénico.

-Los espectros de RMN de 1H y los espectros de RMN de BC de
200 MHz se obtuvieron de un espectrofotémetro Varian-Gemini 200; los
espectros de 300 MHz, se obtuvieron de un espectrofotdmetro Varian
VXR-300s. Los desplazamientos quiinicos estdn en ppm(8) tomando.como
referencia al tetrametilsitano (TMS).

-El proceso cromatogrifico se siguié por cromatograffa en capa
fina, utilizando cromatofolios AL TLC gel de silice 60 Fas4 de Ia marca
MERCK y como revelador una solucién de sulfato cérico al 1 % en dcido
“sulfidrico 2N.

-Para los procesos de cromatograffa en columna se utilizé gel de
silice 60-254 y 70-230 de la marca MERCK.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Salvia ballotacflora Benth.

PLANTA SECA
PARTES AEREAS
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PARTE EXPERIMENTAL

PARTE, EXPERIMENTAL.

Se trabajé un lote de Salvia ballotaeflora Benth, colectada en San
Luis Potosi; la recoleccién la llevo a cabo el M en C Baldomero Esquivel.

1.250 kg de las partes adreas de la planta seca y fragmentada, se
colocaron en maceracién con acetona (10 litros), se realizaron 2
extracciones de 4 dfas cada una, eliminando el disolvente por destilacién a
presion reducida en un rotacvaporador y posteriormente al vacio,
obteniéndose 100.2 g de extracto acetdnico, de consistencia gomosa, y de
color obscuro. Este extracto se redisolvié en acctona , con ¢l fin de dividir
el extracto y trabajar con parte de este. El volumen final de extracio mds
disolvente fué de 500 ml. 250 ml de este extracto diluido, se colocaron en
un matraz bola y se observé un precipitado de color rojo, el cual se separd
por filtracién obteniéndose un sélido cristalino rojo con punto de fusién
de 228-230°C (hexano:acetona), el peso de este compuesto designado con
la clave PR-1 fué de 162 mg. Las propiedades espectroscépicas y
espectrométricas para cste compuesto, a continuacion se describen:

IR (CHCI3) vV méx em-E 3348 (hidroxilo);
3109 (C-H, aromdtico); 2928 (C-H, alifitico);
1640 (C=C, conjugado); 1649 (carbonilo de quinona),
1601 (dobles enlaces).

UV (MeOH), A max (€): 211 nm(16636); 318 nm (8168).
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EMIE m/z (Abundancia relativa %):  328(Mt) {Cagtag04]
(100); 313 [M+-CHs] (25); 285 [Mt -Csthy] (29),
257 (14).

RMN 1H(300 MHz) (CDCI 3) 8(ppm):
7.17 (s,1H, -OH, intercambiable con D20);
6.80 (dd, 1H, J= 123 y 2 Hz, H-7);
6.50 (dd, 1H, J=12.3 y 5.1 Hz, H-0);
3.69 (d, 1H, J=8.0 Hz, H-19);
3.49 (dd, 1H, J=8.0 y 1.8 Hz, H-19 pro-R),
3.21 (hept, 1H, J= 7.0 Hz, H-15);
2.98 (d, 1H, J=13.8 Hz, H-20);
2.59 (d, 1H, J= 13.8 Hz, H-20);
2.30 (dd, 1H, J= 5.1 y 2.0 Hz, H-5);
1.23 (d, 6H, J= 7.0 Hz, H-16, H-17);
1.03 (s, 3H, H-18).

RMN 13C (75 MHz) 8(ppm):
186.48 (s, C-14); 183.26 (s, C-11); 150.73(s, C-12);
141.84 (d, C-6); 138.65 (s, C-9); 135,55 (s, C-8);
124.42 (s, C-13); 124.06 (d, C-7); 92.90(s, C-10);
77.58 (t, C-19); 59.28 (d, C-5); 43.88 (s, C-4);
39.83 (t, C-1); 39.15(t, C-3); 33.21 (¢, C-20);
24.27 (d,C-15); 20.18 (t, C-2); 19.89 (q, C-16, C-17);
19.46 (q,C-18).

Las aguas madres del filtrado anterior, al climinarse el disolvente
dejaron un extracto cuyo peso fué de 45 g, éste extracto se sometié a una
cromnatograffa en columna (columna A), utilizando una columna de vidrio
de 10.5 cm de diametro, empacada con 500 g de gel de silice. Esta
columna se eluyé con hexano en primera instancia, seguido de mezclas de
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H:AcOEt (hexano:acelato de etilo) y AcOEtMeOH  (acetato  de
etilo:metanol) de polaridad creciente, se obtuvieron 40 fracciones de
aproximadamente 500 ml. El buen desarrollo del proceso cromatografico
fué seguido por cromatografia en capa fina.

De las fracciones elnidas con H:AcOEt 9:1, se aislé un sdlido
amorfo  color blanco cuyas propiedades  espectroscdpicas  y
cspectrométricas estdn de acuerdo con las descritas para el Acido
Ursélico 34; un dcido triterpénico ampliamente distribuido en el género
Sulvia.

La fraccién nimero 11 de la columna A, obtenida en la polaridad
H:AcOEt 9:1, cuyo peso fué de 15.53g, se sometié nuevamente.a una
cromatografia en columna (columna B), y de las fracciones eluidas con
H: AcOEt 7:3, se aisld un sélido cristalino rojo, el cual se identificé como
el mismo compuesto PR-1, obteniéndose un total de 518 mg.

De la colnmna B, de las fracciones eluidas con H:AcOEt 7:3, se
aislaron 717 mg de un sdlido cristalino amaritlo (D-5) con un punto de
fusion de 231-234°C (hexano:acetona). Las propiedades espectroscépicas
y espectrométricas de este compuesto, se describen a continuacion:

IR (CHCl3) V méx ecm-1: 3446 (hidroxilo); 2943 (ligadura C-H);
1694 (carbonilo de quinona).

UV (MeOH), A max (€): 206nm (11914); 238nm (10022);
276nm (11821); 314 (12451).
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EM IE nv/z (Abundancia relativa %): 328(M*) [CooH2404]
(100); 300 (Mt -CO] (69); 285 [M+-CO-CH3z] (98);
257 (82); 243 (30); 217 (32).

RMN 1H(300 MHz) (CDC! 3) d(ppm):
7.60 (s, 1H, -OH, seifial intercambiable con D70);
742 (dd, tH, J= 9.2y 54 Hz, H-7);
7.28 (s, 1H, H-20);
3.79 (d, 1H,J= 8.0 Hz, H-19);
3.53 (dd, IH, J= 8.0y, 1.8 Hz, H-19 pro-R);
3.38 (hept, 1H, J= 7.1 Hz, H-15);
2.64 (dd, 1H, J= 13.7 y 9.2 Hz, H-6a);
1.57 (d, IH, J= 11.1 Hz, H-5);
1.26 (d, 6H, J= 7.1 Hz, H-16, H-17);
1.1 (s, 3H, H-18).

RMN 13C (75 MHz) 8(ppm):
184.49 (s, C-14); 182.62 (s, C-11); 154.66 (s, C-12);
145.06 (d, C-20); 143.83 (d, C-7); 132.02 (s, C-8);
132.02 (s, C-9); 126.00 (s, C-13); 85.98 (s, C-10);
73.77 (t, C-19); 55.16 (d, C-5); 46.00 (s, C-4);
38.71 (t, C-1); 38.0 (t, C-3); 25.27 (t, C-6),
25.00 (d, C-15); 20,01 (1, C-2); 19.55 (q, C- 18)
1936 (g, C-16,, C-17).

De las fracciones de H:AcOEt 7:3 de Ia columna B, se aislé un
sélido cristalino amarillo, con un punto de fusibn de 217-
223°C.(hexano:acetona); obteniéndose 27 mg de este compuesto al cual se
le designé con la clave BK-7. Sus propiedades espectroscopicas y
espectrométricas, se indican a continuaci6n:
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IR (CHCI3) vV max em=1: 3410 (hidroxilo); 1771(carbonilo de y
lactona); 1639 (carbonilo de quinona),

UV (MeOH), A max (€): 206 mn (18415); 272 nm (12296);
409 nm (748).

EM IE nv/z (Abundancia relativa %): 342 (M*) {Ca0H2205]
(100); 314 [M* -COJ (22); 286 (15); 271 (15).

RMN !H (300 MHz) (CDCI 3) 8(ppm):
7.06 (s, 1H, -OH, sefial intercambiable con D?20);
5.69 (d, 1H, J=4.0 Hz, H-1);
4.15(dd, 1H, J= 15.0 y 2.0 Hz, H-T0);
4.08 (d, 1H, J= 15.0 Hz, H-204);
3.81 (td, IH, J= 11.0 y 2.0 Hz, H-6);
3.23 (hept, 1H, J = 7.0 Hz, H-15);
2.75(d, H, J = 15.0 Hz, H-20);
2.46 (ddd,1H, J = 15.0 11.0 y 2.0 Hz, H-78);
2.36 (d, 1H, J= 11.0 Hz, H-5);
1.26 (s, 3H, H-18);
1.23 (d, 6H, J= 7.0 Hz, H-16, H-17).

RMN 13C (125 MHz) 8 (ppm):
18521 (s, C-14); 183.06 (s, C-11); 180.02 (s, C-19);
150.88 (s, C-12); 14149 (s, C-8); 139.64 (s, C-9);
128.17 (s, C-10); 12537 (s, C-13); 12324 (d, C-1);
7839 (d, C-6); 57.15 (d, C-5); 41.55 (s, C-4);
3278 (t, C-20); 3046 (t, C-7); 2441 (d, C-15);
2421 (t, C-3); 21.05 (1, C-2); 19.90 (q, C-18);
19.64 (q, C-16, C-17).
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La fraccion nimero 12 de la columna A, obtenida en la polaridad
H:AcOFEt 9:1, cuyo peso fué de 6.24 g, se sometid a una cromatografia cn
columna (columna C) y de las fraceiones eluidas con H: AcOEt 8:2 se aislé6 -
un sélido cristalino amarillo (D-10) con un punto de fusién de 204-210°C
(hexano:acetona), obteniéndose 10 mg. Las propiedades espectroscopicas y
espectrométricas de este compuesto coinciden con las descritas para la
conacytona; compuesto aislado por primera vez en un estudio
fitoquimico de; Salvia ballotaeflora Benth22, Eupatorium turbinatum?8
(con el nombre de turbinatona ), asi como de Salviaanastomosans 24, Sus
propiedades espectrosedpicas y espectrométricas son las siguientes:

IR(CHCI3) Vmix em-1: 3377 (hidroxilo); 1667, 1638
(carbonilos de quinona); 1610 (C=C, conjugado);
1150 y 1108 (hemiacetal),

EM IE m/z (Abundancia relativa %) : 362(M¥), [CaoHaeOg]
(4.1); 344 [M+-18] (82.5); 298 (100); 230 (35);
229 (30).

RMN 1H (200 MHz) (CDCI 3) d(ppm):
7.18 (s, 1H, -OH, sefial intercambiable con D20);
5.60 (s, 1H, H-20);
4,83 (d, IH, J= 3.6 Hz, H-7);
3.88 (dd, 1H, J= 112y 2.4 Hz, H-19).
335(dd, 1H, J=11.2 y 1.3 Hz, H-19);
3.20 (hept, 1H, J= 7.0 Hz, H-15);
2.88 (s, IH, -OH, C-7 intercambiable con D20);
1.24 (d, 6H, J="7.0 Hz, H, -16, H-17);
0.83 (s, 3H, H-18).
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PARTE EXPERIMENTAL

De la misma columna C, en la polaridad H:AcOEt 8:2 se aislé un
solido cristalino anaranjado con un punto de fusion de 207-210°C
(hexano:acetona), obteniéndose 28 mg de este compuesto designado con la
clave E-1. Sus propiedades espectroschpicas y espectrométricas (que a
continuacién se describen), estdn de acuerdo con las descritas para la
anastomosina,  compuesto  aislado  previamente de  Salvia
anastomosans?4.

IR (CHC13) Vmidx cm-}: 3356 (hidroxilo); 1780 (carbonilo de y

lactona); 1658 (carbonilo de quinona); 1609 (C=C,
conjugado).

EM IE m/z (Abundancia relativa %): 340(M+), [CaoH2005]
(100); 312 (Mt .COJ (16.4); 284 [M* -2CO] (12.9);
269 IM*+-2C0-Me] (14.6).

RMN 'H (200 MHz) (CDCI 3) 8(ppm):
7.78 (s, 1H, OH,sefial intercambiable con D70);
7.78 (s, 1H, H-20);
7.54 (d, tH, J= 3.0 Hz, H-7);
6.68 (t,1H,J= 4.0, H-1),
4.78 (dd,1H, J= 11.0 y 3.0 Hz, H-6);
3.40 (hept, 1H, J= 7.0 Hz, H-15);
2.62 (d, 1H, J= 11.0 Hz, H-5);
1.85 (m, H-3);
1.35 (s, 3H, H-18);
1.29 (d, 6H, J= 7.0 Hz, H-16, H-17).
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CONCLUSIONES
CONCLUSIONES.

Con el nuevo estudio de Salvia ballotaeflora Benth (seccién
Tomentellae) se concluye lo siguiente:

-Se aislaron y purificaron 6 metabolitos secundarios los cuales se
caracterizaron en base sus propiedades espectroscépicas.

-Cinco de los compuestos obtenidos son de tipo diterpénico:
-Cuatro con esqueleto de abietano transpuesto y
-Uno con esqueleto de abietano.

También se obtuvo el acido ursdlico, un triterpenoide
ampliamente ditribufdo en el género Salvia.

De los cinco diterpenos obtenidos dos, se encuentran descritos en la
literatura; conacytona (D-10), con esqueleto de abietano y aislado por
prilera vez del estudio fitoqufmico de Salvia ballotaeflora Benth?2, y la
anastomosina (E-1), con esqueleto de abietano transpuesto, y aislada
previamente de Salvia anastomosans 24; que pertenece a la misma seccién
de 8. ballotaeflora.

Los tres nuevos diterpenos son los compuestos que se designaron
con las claves: PR-1, D-§ y BK.7, los cuales poseen un esqueleto de
abietano transpuesto. El hecho de haber encontrado ambos tipos de
esqueleto corrobora la presencia de compuestos de tipo abietano y
abietano transpuesto en especies de la seccién Tomentellae.

Este estudio resulta una aportacién a la composicién quimica de las
salvias mexicanas y en general al estudio de productos naturales.
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