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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La vida del hombre estd fntimamente unida a su medio ambicente, y en

particular a Jos vegcetales los cuales le proporcionan alimento para |a

subsistencia, fibmas textiles parn vestirse y material para construir casas. De
ancra adicional deleitan por su aroma y colorido, curan 6 intoxican, seglin

sus propicdades ¥y regencran el aire que respir.

Los productos naturales de origen vegetal son recursos renovables y
biodegradables, por Jo que en los dltimos anos se ha incrementado el interés
en el descubrimicnio de productos que posean una actividad biolSgica
definida, como bactericida, fungicida, antitumoral, pesticida,

antialimentaria contra insectos, ete; esto ha llevado o el estudio de los

metabolitos secundarios de las plantas.

La informacion obtenida de la investigacion de estos compuestos
bioquimica de los organismos que los

ayuda a comprender Ia fistologia y
cientificos y

producen y lograr su mcjor aprovechamiento con  fines

cconémicos.}

slados

a

Ia elucidacion de las estructuras de los productos orgdnicos

de las plantas junto con sus reactividades, transformaciones quimicas y

sfntesis de algunas moléculas sencillas que puedan ser transformadas  en

principios activos constituyen los temas prioritarios de la investigacién en el
dren de los productos naturales, es por ello que en nuestro pafs la

investigacion en esta drea es de gran importancia.
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OBJETIVOS

- Aislar y camcterizar los metabolitos secundarios mayoritarios de la
Salviacarnca por métodos cromatogrificos (cromatogriffa en columna, en
placa preparativa, clc.). espectroscSpicos (RMN TH, RMN 13C, IR) y
espectrométricos (EM); con Ia finalidad de establecer Ia composicién
quimica de Ia Salviacarnea.

- Con ¢l presente estudio se espera contribuir a la caracterizacién
quimiotaxondmica de las plantas mexicanas en especial las de la familia

Labiatae.
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GENERALIDADES

La flora Mexicana es una de las mas ricas del mundo, pues en nuestro
pafs estdn representados priicticamente todos los ecosistemas que se han
descrito de la superficie de nuestro plancta, desde los desiertos hasta los
ana donde todas Ias noches hay heladas o al menos la

pdaramos de alta mon
temperatum baja a niveles cercanos a cero gmdos centigmdos.3

Por lo anterior Ia fumilia Labiatae (Lamiacenc) se encuentrn muy

difundida en Mcxico ya que de 3000 especies en ¢l mundo, 512 se loenlizan
en nuestro pais. contando adentis con 42 pgéncros de los cuales el mids

abundante c¢s ¢l género Salfvia. Bentham  dividiéd este género en 4

subgdnceros: Salvia, Sclarea, leonia y Calosphace.?

ticas  pertenecen principalmente a los

Las salvias curopeas y o as
subgéneros Salvia y Sclarca. El subgénero Leonia se encuentra representado
por varias especies de salvias de América del Norte. En México, Centro y
Sudamérica las salvias han sido clasificadas en el subgéncro Calosphace el

s

cual fué subdividido por Epling en 105 secciones

Algunas ecspecies de salvias se usan desde tiempos remotos en el
tratamicento de diferentes enfermedades, por sus propiedades  bactericidas,
antivirales, antiespasmaédicas,” ete. por lo cual ha desperiado gran interés el
cstudio de sus mctabolitos secundarios, entre los que destacan por su
abundancia los diterpenos, triterpenos  y  esteroles. Otros  constituyentes

comuncs son los flavonoides.
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TERPENOIDES

Se conoce con ¢l nombre de terpenoides a un grupo de sustancias

quimicas de gran interés por su uso tan variado.
Todas las sustancias de naturaleza terpenoide y esteroidal se forman o

través de la ruta acetato-mevalonato. Estos metabolitos se biosintetizan a

partir de unidades de S d$tomos de carbono (unidad isopreno) y de acuerdo

al ndmero de unidades involucradas en su formacién los compuestos

terpenoides se agrupan como se muestra a continuacién:

Monoterpenos formados por 2 unidades de isopreno.

Sesquiterpenos formados por 3 unidades de isopreno.

Diterpenos formados por 4 unidades de isopreno.

Sesterterpenos tormados por S unidades de 1sopreno
opreno.

Triterpenos formados por 6 unidades de 1
Politerpenos formados por n unidades de isopreno.

DITERPENOS

Los diterpenos fonman un conjunto de compuestos de 20 dtomos de
carbono. Datos en Ia literatura describen que hay una interesante relacién
entre el tipo de diterpenos encomtrados en las salvias y su distribucién

cogrifica asi como su clasificacién botanica.?
o
Asi en ¢l estudio fitoquimico de las salvias curopeas y asidticas se han

aislado diterpenos con esqueleto de abictano.® (figura 1)
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Las salvias dcl continente Americano han mostrado una composicién
quifmica muy diferente a la que se conoce de las salvias curopeas y asidticas.
Tanto cn las salvias del subgénero Leonia como en las salvias del subgénero
Calosphace, se han aislado principalmente diterpenos con esqueleto de
neoclerodano 6 productos relacionados biogendticamente con diterpenos
cleroddnicos.?- 10 Cerea del 80% de los diterpenos aislados de las especies
estudiadas son diterpenos clerodanicos. 'Y (figura 1)

CTLERODANO

ABHITANO

FIGURA 1. Istructura hase de diterpenos de tipey
ubictana v clerodano.

Los clerodanos presentan cuatro unidades de isopreno, y ticnen como
precursor directo al pirofosfato de geranil geranilo. La ciclacién de éste y
la pérdida de un protén conducen al pirofosfato de labdadienilo, en el cual
las migraciones de los grupos metilo de C-4 a C-5 y de C-10 a C-9 dan

como resultado ¢l esqueleto de clerodano, tal como sc muestra en el

esqucema 1.



GENERALIDADES

ESQUEDMA 1. BIOSINTESIS DE CLLERODANOS
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ESQUENMIA 1. BIOSINTESIS DE CLERODANOS. (CONTINUACION)
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ESQUENMA 1. BIOSINTESIS DE CLERODANOS. (CONTINUACHK )
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Las especies que se mencionan a continuacién son cjemplos de salvias
Americanas cuyo cstudio fitoqufmico ha conducido a ¢t aislamiecnto de
clerodanos:

La Salvia splendens  cs endémica en Brasil y esta clasificada en Ia
seccidn Secundac.12 De esta planta se aislé el diterpeno  neoclerodano
salviarina (figura 2), y de Salvia lincaral3 scccion Fulgenres se aislaron
diterpenos neoclerodanos estructuralmente relacionados a la salviarina,

D
“(14.\”)

FIGURA 2. Ixtructura de La salvia
nna Ditcrpeno Jde tipo peos denidana
arslade de Salvi splemdens

La Salvia puberuda Fern  se ha elasificado recientemente en la seccién
Folwaya (Ramamorthy), ¥ una scccion botdnicamente relacionada con la
relacian sirvio de apoyo  pam Ia elucidacién

sccciébn Fulgenres. E
estructural  de  dos  diterpenos  aistados o partir - de  esta especier Ia
salvipubcrulina (con estructura de tenzonorcaradieno) y la
isosalvipuberulina, 15 (con estructura de benzocicloheptatrieno), ya que se ha
considerado al necoclerodano  salvigenolido aisindo  de Salvia fulgens!®
(seccion Frdgenres) como posible precursor de la salvipuberulina y de la
isosalvipuberulina, ésta iltima o pesar de tener un esqueleto poco comiin,
comparte un rasgo caracteristico con muchos diterpenos aislados de salvias

9



quc es la configuracién R en el carbono §2.'7 Como dato adicional

CENERALIDADES

Ia

isosalvipuberulina también ha sido aislada de Salvia tiliaefolia,' incluida

en la seccién Angularae subseccion Tiliaefoliae.

< f

. o-—-» .

] 2

o o OAc o o

SALVIGENOLIDO

2

v =

55—

o
SALVIPUBERULINA

115144

Co

H ) H EJO

[e]
ISOSALVIPUBERULINA

\

ESQUENMIA 2. Biogendsis de la salvipuberulina y de la isosalvipuberulina a partir de
salvigenohdo (neoclerodano arslado de Salvia fulgens)

10
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TRITERPENOS

Los triterpenos son productos naturales amplianmente  distribuidos

cuya estructura consta de 30 dtomos de carbono provenientes de  scis
unidades de isopreno. El precursor directo de estos compuestos es cl
escualeno. Se distinguen cuatro clases: los triterpenos de cadena abicrta, los
triciclicos, los tetraciclicos y los pentaciclicos.

Los triterpenos pentaciclicos se dividen en tres subgrupos principales
el del ursano (cjemplo Ia c-amirinn), el del oleanano (cjemplo la g-amirina)

y el del lupano (¢jemplo el lupeol). 19 (figura 3)

N .

topent

fs-amirina

Cx-amiring

FIGURA 3. Ejcmplos de [os subgrupos pancipales de triterpenos pentacfehicos.

ESTEROIDES

ILos esteroides son compuestos biogendéticamente derivados de los
triterpenoides. lLos esteroles son alcoholes sélidos con C27-Cao dtomos de

origen animal (colesterol), aunque reportados en algas rojas (coprosterol) &
11
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vegetal (fitosteroles, ejemplos p-sitosterol, ergosterol, estigmasterol), cuyo
esquelcto fundamental corresponde al  ciclopentino perhidrofenantreno
comiin a todos los esteroides y una cadena lateral cn la que pueden
insertarse madicales metilo 6 ctilo particularmente en C-24. Todos los
esteroides tienen un hidréxilo en C-3. (figura 4)

] T i

HO
COLESTEROI. COPFROSTEROLL f - STTOSNTEROILL
cﬁt?g%& /O:Sjg%&
H HO
FROGONTEROD PSTIGNIAS PE-ROY

FIGURA 4. IDemiplos de esteroudes

La biogendsis de los esteroides se realiza en funcion de impedimentos
estéricos impuestos por una cenzima., la existencia de un hidréxilo en
posiciGn 3, constante en los esteroides, permite suponer gue la ciclacion se
inicia por Ia ruptura dcida catalizada de un oxirano, se ha demostrado que el
escuitleno forma un epdxido en uno de sus extremos con ¢l oxigeno del aire.
I.a apertura del oxirano ocastona la ciclacién ajustada, para que ésta pueda
tener lugar, Ia enzima debe estabilizar la conformacian del poliisopreno.20

Cuando cl precursor se mantiene sobre Ia zona activa de la enzima en
una conformacién “silla-bote-silla-bote”,  se  forma el carbocation
protostano, precursor de los esteroides. BEsquema 3

12
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ESQUEDMA 3. BIOSINTESIS DE ESTEROIDES

f ~
(Ol NADI?
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FLLAVONOIDES

Los flavonoides son pigmentos vegetales que poseen un esqueleto
carbonado Cg-C3-Ch, por cjemplo en la flavanona, aurona, chalcona,
flavona, cte. (figurir 5).

Los isémeros chalcona/flavanon:s son los intermediurios centrales en
Ia sintesis de todos los flavonoides. Se ha establecido que el esqueleto
carbonado es derivado de acctato y de fenilalanina, of anillo A ¢s formado
por Ia condensacion cabeza-cola de tres unidades de acetato. Los anillos B y

C provicnen de la fenilalining, 21

:

ATRON A

CHALCONA FIAVONA

FIGURA S Fjemplos de i onondes

14
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PARTE TEORICA

In Salvia carnca pertencce a la seccién Carncae del subgéncro
Calosphacc, esta seccién esti constituida por nueve especies:

1.- Salvia carnea
2.- Salvia pseudogracillis
3.- Salvia ionochroa
3.- Salvia debilis
S.- Salvia kitlipiana |
6.- Salvia gracilis Benth '
7.- Salvia membranae Benth N
K.- Salvia sirmidans

1

Q.- Salvia ionocalye

Los miembros de esta seccidn tienen una distribucién geogrdfica bicen .
definida, asi sc ha establecido que las primeras cinco especies son endémicas .
de México y parte de Sudamérica, las cuatro restantes se localizan sélo en el '
Sur de América.S '

- - N . 1

Ia especic en estudio es 1a representativa de esta seccién, por lo que 1

1

4

[l

t

fué clegida para iniciar ¢l estudio fitoquimico de la misma, su clasificacion

botdinica es Ia siguicente:

Familia: I.abiatace
Géncero: Salvia
Subgéncro: Calosphace
Scccion: Carneae
Especie: carnea
15
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ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS
AISILADOS DEL EXTRACTO POLAR

Para el aislamicnto de los compucestos a partir del extracto polar, éste
fué¢ sometido a una cromatograffa en columna sobre gel de silice, usando
como eluyentes mezclas de hexano:acetato de ctilo (H:AcOEY) y acetato de
etilo:metanol (AcOEt:McOH) de polaridad creciente. El buen desarrollo del
proceso cromatogriifico se verificd por cromatografia en capa fina.

A partir de las frucciones clufdas con H:AcOEt 1.1, se aislaron dos
compuestos:

El primer compuesto designado con la clave
cristalino amarillo del cual se obtuvieron 16 mg. Su punto de fusion fué de

PII-3 fu¢ un sélido

247-248 oC (cloruro de metileno: acetona).

El espectro IR (Espectro 1) muestra una banda ancha en 3375 cm-!
caracteristica de una funcion hidroxito, en 3020 cm-! se observa una banda
aguda que indica la presencia de insaturacion de tipo aromitico, ademss de
la presencia de una banda en 2918 cm-! para enlace de tipo C-H alifdtico.

El i6n molecular [M+*] 272 observado en el espectro de masas

corresponde a una fGrmula molecular Csi 1205,

En ¢l espectro de RMN TH (Espectro 2) se observan tres singuletes
intercambiables con 1220, en 12.0, 10.1 y 9.0 ppm, lo que sugicre Ia
prescncia de 3 grupos hidroxilo. Dado su desplazamiento podemos afinmar
que se trata de grupos hidréxitlo unidos a anillo aromiditico.

Se observa una sehnal para protones aromsiticos ¢en 5.98 ppm como una
senal simple que integra para dos protones, para que esto sea posible los
protones del anillo aromiitico deben tener una posicion equivalente entre si,
por lo que fueron asignados o los hidrogenos H-6 y H-8 del anillo A de una

16
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flavanona, asl queda establecida Ia sustitucién de este anillo, en SS-OH y 7-
OH.

El doblete centmdo en 7.27 ppm (J=8.4 Hz, 2H). corresponde a los
protones H-2' y H-6', mientmas que el doblete centrado en 6.88 (J=8.4 Hz,
2H) sc asigné a los protones H-3' y H-5, logrindose establecer la
sustitucién del anillo B de la flavanona, ¢l cual esta sustituido en posicién
para por un grupo -OH.

Con esto queda justificada a presencia de las sefiales inte. ambiables
con D20 atribuidas a tres grupos -OH. dos en ¢l anillo A y uno en cl anilio
B. Por los desplazamicntos podemos afirmar que la seinal observada en 12.0
ppm corresponde a Ia posicion 5-OH quelatada con el grupo carbonilo, 1a
senal en 10.1 ppm para a posicion 7-OH y finalmente 1a sedial en 9.0 ppm
debe corresponder a 1o posicidn --O} del anitlo B de la flavanona.

El sistema ABX de o flavanona para las posiciones dos y tres del
anillo C. s¢ observd como dos dablete  de doblete parn los protones AB,
uno en 3.07 (J=13.2 v 17.1 Ha v el otro en 2.72 ppm (J=3.0 y 17.1 Hz),
estas scrinles fucron asignadas a los protones H-3o-axial y al H-3p-
ecuatorial, respectivamente. El protén X fué localizado como un doblete de
doblete (J=3.0 y 13.2 Hz) ¢n 5.3 ppm y fué asignado a H-2,

Estos datos corresponden a la flavanona naringenina (¥'.5.7-
trihidroxiflavanona). Ia cual ha sido aislada de varias especies de los
géneros Prunus22 Cirrus,23 Dalbergia,2d entre otros.

En Ia tabla | se muestrun las asignaciones para cada uno de los

hidrégenos de la flavanona.

17
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TABLA 1. Desplazamicntos quimicos en RAMN TH de Ia

NARINGENINA
4,8, 7-trihidroxiflavanona

naringenina (4°.5.7-trihidroxiflavanona).
300 Mz CDCI3 + DMSO

No. de H & (ppm) Multiplicidad
(J=Hz)
S5-OH 12.06 s (interc. con D>0O)
7-OH 10.1 st (intere. con 1D20)
4'-OH 9.0 sa (inter. con D>0)
2’y 6 7.27 d (8.4
3 v 5 6.88 d (8.4
GyS8 5.98 s
2 5.30 dd (3.0 y 13.2)
3ee—axial 3.07 dd (13.2 v 17.1)
3 B—ccuatorial 2.72 dd (3.0 v 17.1)

18
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El segundo compucsto NPG-5 aislado de estas {racciones, fué un
sélido cristaline blanco su punto de fusion fué de 206-208 ©C (H:AcOIRL).

En el espectro de infrarrojo (Espectro 3) se observan bandas en 1770
y 1725 cm-! caracteristicas parn grupo carbonilo de y y & lactona,
respectivamente. En 1504 y 883 cm-! se observan bandas para anillo de

furano, ademais de fa presencia de insaturacion en 3100 et 1,
El espectro de masas muestra un ién molecular {M+] de 342 para una

férmula molecular CooH>20s.

En el espectro de RMN TH (Espectro 4) se observan seiiales para un
anillo de furano p-sustituido como dos sciales simples anchas en 6.40 ¥y en
un singulete en 744 ppm, estas seiiales fucron asignadas a los

741 ¥
protones H-14, H-15 v [1-16, respectivamente.

Ademis se observan senales para protones vinilicos ¢en 598 y en 5.63
ppm como dos dobletes de cuartetos (J=2.5 y 9.8 He), cada uno integra para
un protén y fuceron asignados a los protones -2 v H-3, Ia multiplicidad se
explica por ¢l acoplamicnto con los dos protones de la posicion | y el
protén de la posicion -4, asi como también por el acoplamicento que hay

cntre cllos misnos.

Para los protones de 1a posicién 11 se observan dos doblete de doblete
24 ppm (J=3.6

uno cn 1.72 ppm (J=12.5 y 5.0 Hez, lla-axial) ¥ otro en 2.
y 15.0 Hz, Ilp-ccuntorial), estos protones fueron atribuidos a Ia parte AB
de un sistema ABX, cn donde la parte X es el proton F-12 que aparece
como un doblete de doblete e¢n 5.34 ppm (J1=3.6 y 12.5 Hz). Por el valor de
las constantes de acoplamicnto ¢l protdon H-12 debe ser p-axial y por lo

tanto cl anillo de furano debe ser «-ccuatorial.



El protén pro-R en C-19 se observd como un doblete (J=9 Hz) en
4.25 ppm: en tanto que ¢l protén pro-§ se observé como un doblete de
doblete (J=1.8 y 9 Hz) cn 4.18 ppm. El acoplamiento de menar magnitud se
debe a la interaccion de tipo W con ¢l hidrdogeno H-6p-axinl.

Por dltimo ¢l singulete observado en 1.OO ppim que integra para tres
protones fué asignado al grupo metilo, unido al carbono C-9.

Las saracteristicas  espectroscaopicas descritas . corresponden al
neoclerodano  salviarina que ha sido aislado de Salvia splendens VY (seccién
Secundac), Salvia rvacophila 25 (seccion Angulatae subscccién Tiliuefoliae )
y Salvia ramosa Brandegee20 (seecion Scorodornia).

En la tabla 2 se resumen los desplazamientos quimicos para este
compuesto en el espectro de RMN 1L

SALVIARINA
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TABLA 2. Desplazamientos quimicos en RNIN 11 de
Ia salviarina. 200 MHz CDCI3.

No de H & (ppm) Multiplicidad
(J=Hz)
16 7.443 s
15 7.41 sa
14 6.40 sa
2 5.98 dc (2.5 v 9.8)
3 5.63 dc (2.5 v 9.8)
12 5.34 dd (3.6 v 12.5)
19 pro-R 3.25 d (9.0)
19 pro-S 418 dd (1.8 v 9.0)
a4 2.77 q(2.5)
11 p-ccuatorial 2.24 dd (3.6 v 15.0)
11ce—anial 1.72 dd (12.5 v 15.0)
20 (3 H) 1.00 s
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ELUCIDACION ESTRUCIURALI. DE 1L.0OS COMPUESTOS

AISLADOS DEL EXTRACTO NO POLAR

Este extracto tambien fué sometido a una cromatografia en columna
utilizando como eluyentes las mismas mezclas de

sobre gel dc silice,
disolventes que para el extracto polar. 1.os pritheros compuestos se aislaron

de las fracciones eluidas con H:AcOFt 9:1.

El primer compuesto aislado de estas fracciones fué ¢! designado con
resultando ser un so6lido cristalino ligeramente amarilio,

la clave NPB-15,
con un punto de fusion de 55-58 oC (11: AcOF1).

El espectro IR (Espectro 5) muestri una banda en 2929 cm-! lo que
indica fa presencia de enlaces alifiiticos, esto se confirma por las bandas
para grupo metileno en 1469 em-! y para grupos metilo en 1375 cm-!1,
tambicén s¢ observa una banda aguda en 1678 ecm-! para un grupo carbonilo.

L.a espectrometria de masas mucstra un ion molecular [M*] de 412

de

molecular  (CaollysO.  El patrén

corresponde a  una férmula
~+-cn-3-

que
fragmentacion que presentd este compuesto os carmcteristico  para
cetousteroides. 27

En jos espectros de RMN (Eispectros 6 y 7) se observan
cantidad de schales a campo adto, lo que confirma la presencia de grupos

una gran

metilo y metileno.
Asi en el espectro de RMN 1H se observan 6 seiales pam grupo
metilo en: 116 (s, 3H, }1-19), 0.88 (d, J=6.5 Hz, 3H, H-21), 0.82 (1, J=6.8
Hz, 3H. F-29), 0.8] (d, J=6.8 Hz, 3H, H-26), 0.79 (d. J=6.8 Hz, 3H, H-27) y
22
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0.69 (s. 3H, H-18). Estas seiiales asf como Ia multiplicidad presente en cllas
sugicren que se tratn de un esterol de tipo estigmastano. 28

El singulcte ancho en 5.7 ppm se atribuyS a un proidn vinflico que se
asigné a H-4, ¢l multiplete centrado en 2.3 ppm que integm para dos
protones s¢ asignd al metileno de la posicion 2, ¢l cual esta ligeramente
desplazado por lo que se sugicre que 1a posicidon 3 este oxidada, de ahf el
desplazamicento observado.

En ¢l espectro de RMN 130 se observa el carbonilo de la posicidn 3
cn 199.7 ppm. los carbonos del doble enlace C-4 y -5 se obscrvaron en
123.8 y 171.4 ppm respectivamente. Todos los demiis carbonos observados
a campo alto se asignaron como se indica en 1a tabla 3.

Las caracteristicas espectroscopicas descritas coinciden con las de un
esterol oxidado en posicion 3@ ia @ -sitostenona (sitost-34-en-3-ona). Este
compuesto ha sido ai

o de Phocnix  dacevlifera”8 Typha latifolia,2®
Quassia amara 30y Triticum aestivion 31y seglin nuestro conocimiento no
habia sido aislado de especie alguna del género Salvica.

Ry

f-sitostenona
. sitost-d-en-3-ona
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TABIA 3. Desplazamientos quimicos en
RMN 13C dc Ia fi-sitostenona.

No. de C & (ppm) Multip.
1 35.65 t
2 33.90 t
3 199.7 s
4 123.8 d
5 171.4 s
6 32.98 t
7 32.08 t
8 35.65 d
9 53.84 d
0] 38.64 s
1 21.03 t
2 39.65 t

13 32.42 s
14 55.90 d
1s 23.21 t
16 28.22 t
17 56.03 d
18 11.99 (<]
19 17.41 c
20 36.14 d
21 1R.73 c
22 34.02 t
23 26.08 t
24 45.84 d
25 29.16 o
26 19.85 c
27 19.05 c
28 23.09 t
29 11.99 C

Las multiplicidades estan de acuerdo con el

experimento DEPT.

24



PARTE TEORICA

El compuesto NPC-15 fué cl segundo compuesto aislado a partir de
las fracciones cluidas con H:AcOEt 9:1, y resultd ser un sélido amorfo con
punto de  fusion  de 153-154 oC  (H:AcOL, lias  caracteristicas
espectroscdpicas  observadas (Espectros 8 y 9) coinciden con las descritas
en I literatura para ¢l triterpeno  lupceol. 32

Dc la columna original se recromatografié la fraccion 7 eluida con
H:AcOEt 8:2 logrando aislar un sélido cristalino blanco. Al companr el
espectro de RMN IH de! sdlido con uno auténtico de una mezcla de g-
sitosterol y estipmasterol | dicho espectro resubto ser idéntico. Por lo
tanto el sélido estaba constituido por la misma mezcla.

Al recromatografiar las fracciones clufdas con H:AcOEt 7:3 de Ia
columna original sc¢ aislé un sdlido cristalino blanco ligeramente amarillo
NPIF-3 | con punto de fusiéon de 207-210 ©C (H:AcOE.

El espectro IR (Hspectro 10) muestra bandas en 3020 y 1663 cm-!
que indican la presencia de dobles enlaces aromiiticos, en 1759 cm-! se
observa una banda para carbonilo de y-lactona «,p-insaturada, y en 1616,
1503 v 875 cm-! handas caracteristicas para anillo de furano.

En ¢l espectro de masas se observa el i6n molecular [M+] 334, que
corresponde a una férmula condensada CaolH13Os. misma que muestra un

alto grado de insaturacion €2=14,
En ¢} espectro de RMN TH (Espectro 11) sc observan seiales a campo

bajo indicando Ia  presencia de una molécula  altamente  insaturada,
confirmando la informacion del espectro de 1R.
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Asf observamos en ¢l espectro de RMN H las seiiales para un anillo
de furano en 7.54 (s, 1H, H-16), en 7.41 (d, 1H, J=1.6 Hz, H-15) y en 6.15
ppm (d, 1H, J=1.6 Hz, H-14). De acuerdo a las constantes de acoplamiento
observadas se sugicre que el anillo se eacuentre fi-sustitufdo. l.os carbonos
que sostienen a estos protones aparecen on ¢l espectro de RMN 13C
(Espectro 12) en 142.2, 1444 y 108.8 ppm pam los carbonos C-16, C-15, y

C-14, respectivamente.

En ¢l espectro de RMN H tambicen se observan seiales para protones

vinflicos: en 6.63 ppm un doblete (J=11.1 Hz) para H-1, la multiplicidad de
acoplado a otro hidrégeno, el cual

Ia seiial indica que ¢l hidrogeno sélo est:
tiene que ser vinilico, mismo que sce observa como un doblete de triplete en
H-2), la constante de 6.2 Hz es por ¢l

6.15 ppm (J=62 y 11.1 Hz,
acoplamiento con otros dos protones pricticamente cequivalentes, los de la

posicién 3. En ¢l espectro de 13C los carbonos aparecen en 127.0 ppm para

el C-1 y en 132.9 ppm para el C-2.

lLLos metilenos de la posicion 3 y 19 se observaron en el espectro de
RMN 13C, en 22.0 ppm para ¢l ("-3 y en 69.5 ppm para el C-19, mientras
que en la RMN !H los protones par estas posiciones se observaron en 2.97
ppm como una senal triple para los protones H-3 y una seial simple ancha
en 5.17 ppm para los 2 protones H-19.

Ia senal simple observada en el espectro de RMN TH en 7.81 ppm se
asignd al protén aromdtico H-7, ¢l carbono aromiitico que sostienc a esle
proton fué observado en el espectro de 13C en 121.3 ppm. Otra sehal simple
obscervada en 6.45 ppm fud asignada a H-12, en tamo que ¢l carbono de esta
posicion aparece en ¢l espectro de 13C en 75.2 ppm .

2 sehal simple que aparece en 2.22 ppm y que integra para 3
protones se asignd al metilo aromitico unido al carbono 9 que sc observd en

el espectro de 13C en 16.0 ppm.
26
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Con esto se explican los 10 atomos de carbono protonados, los otros
10 carbonos totalmente sustituidos se asignardn como se indica en la tabla 5.

Las caracterfsticas espectroscépicas coincidicron con las descritas en
la litratura para la  estructura  del diterpeno de  origen  clerodanico
denominado como  isosalvipuberulina. 15y I8

ISOSALVIPUBERULINA

TABILA 4. Desplazamicntos quimicos en RMN H de
Ia isosalvipubcerulina. 200 Miiz CDCIl3.

No. dec H O (ppm) Multiplicidad
(J=Hz)
7 7.81 s
16 7.54 s
15 7.41 d (1.6)
1 6.63 d (11.1)
12 6.45 s
2 6.15 dt (6.2 v 11.1)
14 6.15 d (1.6)
19 5.17 sa
3 2.97 t (6.2)
20 2.22 s
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TABILA 5. Desplazamicentos quimicos en RMN
13C de 1a isosalvipuberulina .

No. de C d (ppm) Multip.
1 127.0 d
2 132.9 d
3 22.0 t
4 147.3 d
5 153.5 d
6 131.6 s
7 121.3 s
8 124.6 s
9 128.0 s
10 141.9 s
11 133.4 s
2 752 d
13 120.8 s
14 108.8 d
15 1434 d
16 142.2 d
17 169.3 s
18 172.9 s
19 69.5 t
20 16.0 <

Las multiplicidades estan de acuerdo con el
experimento DEPT.
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APARATOS Y MATERIAL QUIMICO

I.os puntos de fusién se determinaron en un aparato de Fisher-Johns y
no estan corregidos.

Los espectros de 1 R se obtuvieron en un espectrofotémetro I R
Nicolet 55 x. usando como disolvente CHCla.

LLos espectros de masas fueron determinados en un espectrémetro de

masas Hewlctt-Packard 5945 a 70 ¢V mediante la téenica de impacto

electrénico.

Los espectros de RMN de TH y Ios espectros de RMN de 13C de 200
MHz sc¢ obtuvicron en un espectrofotdmetro Varian-Gemini 200; y los
espectros de 300 MHz de un espectrofotéometro Varian VXR-300s. lLos
desplazamicentos quimicos (0) estan en partes por millon (ppm). tomando
como referencia al tetrn metil silano (TMS).

El proceso cromatogrifico se siguid por crom:atografia en capa fina
utilizando cromatofolios Al T1.C silica gel 60 Fasgde Ia marca MERCK, y
se usdé como revelador una solucién de sulfato oérico al 1% en dcido

suiftirico 2N.

29
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fué recolectada en Pucrto del Gallo Guerrero, por

La Salvia carnca
el M en € Baldomero Esquivel Rodrigucz.

El peso de las partes adreas de 1o planta secas y fragmentadas fué de
acctona (6 1) a temperatura

683.46g, se dejaron en maceracion  con
ambicnte, tres veces durmante 4 dias, eliminando el disolvente por destifacién
a presion reducida en un rotevaporador  y  posieriormente al vacio,
obteniendo 16.43 g de extructo crudo seco.

Por medio de cromatografia en capa fina se observa que el extracto
contenia tanto compuestos polares como no polares, por o que se e
realizaron una seric de particiones part facilitar la sepamicion
conmpuestos. Primero se disolvio ¢l extructo en una mezcela de metanol:agua
(McOH:H2(0) (8:2) y posteriomerte se hicieron extracciones sucesivas con
una mezclia de bencenoshexano (B:H) (1:1), obtenicndo dos fases; Ia fase no
polar se concentrd para obtencer un extracto no polar, mientras que a la fase
polar se le hicieron extriacciones sucesivas con acetato de etilo, eliminando
el disolvente a presion reducida pam obtener el extracto polar. (Esquema de

de los

trabajo)



ESQUEMA DE TRABAJO

Partes aéreas sccas
¥ fmgmentadas
683,16 g

Mauccracion

3 veces/idias

Extracto crudo

164 g

BHEI

Particién con
McOH H,O 82y

1.-Extraccién con AcOEL

2 .Concentracion

Extmacto polar
3.73

l H:AcOEL 55 '

Cromatografia
en columna

1.-Concentracién

Extracto no polay
1204 g

Cromatografia
cn columna

PARTE EXPERIMENTAL

]

a) Nanngcnina
PI1-3
b) Salviarina s
a --Sitostenona
NPG-5 ’£,.,,_,s
b) Lupcol
NPC-15

H:AcOE1 82

[HAcO

[ H:AcOE 64 ]

B-sitosterol ¥
cstigmasterol
NPA-7

i

Isosalvipuberulin
NPF-3

Salviarina
NPG-5
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AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS PRESENTES EN
EL EXTRACTO POLAR

El peso del extracto fué de 3.73 g y sc describe como una masa
amorfa de color namnja obscuro. El extracto se sometié a  una
cromatografia ¢n columna empacada con 300 g de gel de silice 60/254,
usando como cluyentes mezcelas de hexano:acetato de ctilo (H:AcOEY) y
acetato de clilo:metanol (AcOEt:MeOH) de polaridad creciente. El buen
desarrollo del proceso cromatogrifico se¢ seguié por cromatografia en capa

fina.

I.as fracciones eluidas con H:AcOEt 1:1 se colocaron en una placa
preparativa de 2 mm de espesor usando como cluyente cloruro de
metileno:MeOH 1:1, obteniendo asf dos compuestos.

El compuesto mds polar 16 mg, se recristalizé en cloruro de
metileno:acetona y mosurd Ia apariencia de un sélido de color amarillo. Su
punto de fusion fué 247-248 oC. Este compuesto se identificé con la clave
de trabajo PIE-3. Las carmacteristicas cespectroscépicas se describen o
continuacién vy corresponden a  la  flavanona naringenina, 4°.5.7-
trihidroxifiavanona.

IR CHCI3 v max cm-!: 3375 (OH), 3020 (C-H, aromidtico), 2918
(C-H, alifdtico).

RMN !H 300 MHz CDCl3 + DMSO.D g & (ppm): 12.06 (s, 1H,
S5-OH). 10.1 (sa. 1H. 7-OH), 9.0 (sa. 1H, 4-OH). (cstas tres sciiales son

intercambiables con D20), 7.27 (d, J=8.4 Hz, 2H, H-2' y H-6"). 6.88 (d,
J=8.4 Hz, 2H, H-3' y H-5", 5.98 (s, 2H, H-6 y H-8), 5.30 (dd, J=3.0y 13.2

32




PARTE EXPERIMENTAL

Hz, 1H, H-2), 3.07 (dd, J= 13.2 y 17.1 Hz, 1H, H-3a-axial), 2.72 (dd, J=3.0
y 17.1 Hz, 1H, H-3p-eccuatorial).

EMIE nmv/z (abundancia relativa): 272 [M+, 100), 271 (51), 179
(24), 153 (71). 120 (40).

El compucsto menos polar NPG-5, fué un sélido cristalino blanco
con un punto de fusién de 206-208 ©C (H:AcOEt), del cual se obtuvieron S
mg. Los datos espectroscépicos corresponden al ncoclerodano  salviarina.

IR CHCIl3 v max. cm -1: 3100 (C-H, aromdtico), 1770 (C=0 de y—
lactona), 1725 (C=0 de d-lactona), 1504 y 883 (anillo de furano).

RMN H 200 MHz CDCIl3 & (ppm): 7.44 (sa. 1H, H-16), 7.41
(sa, 1H, H-15), 6.40 (s, 1H, H-14), 598 (dc, J=2.5 y 9.8 Hz, 1H, H-2), 5.63
(dc, J=2.5 y 9.8 Hz, 1H, H-3), 5.34 (dd. J=3.6 y 12.5 Hz, 1H, H-12), 4.25
(d, J=9.0 Hz, 1H, H-19 pro-R). 4.18 (dd, J=1.8 y 9.0 Hz, 1H, H-19 pro-S),
2.77 (q. J=2.5 Hz, 1H, H-4), 2.24 (dd, J=3.6 y 15.0 Hz, 1H, H-11Bp~
ecuatorial). 1.72 (dd, J=12.5 y 15.0 Hz, tH, H-1la-axial), 1.00 (s, 3H, H-
20).

EMIE m/z (abundancia relativa): 342 [M+, 74.0), 203 (9). 159
(17), 157 (16), 121 (30), 117 (27). 94 (100).
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AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS PRESENTES EN EL
EXTRACTO NO POLAR

De este extracto sc obtuvicron 12.04 g y tenfa la apariencia de una
masa amorfa de color verde muy obscuro, fué sometido a una
cromatografia en columna empacada con 400 g de gel de silice 60/254, los
sistemas dc elucion fucron H:AcOFEL y AcOEt:MeOH de polaridad creciente.
Se colectaron fracciones de 250 mi concentrmindolas en un rotacvaporador a

presién reducida, obteniendo 37 fracciones.

De las fracciones cluidas con H:AcOFEt 9:1 se  aislaron dos

compucestos:
Para el aislamicento del primer compuesto se recromatografiaron por

columna sobre gel de silice, las fracciones 3 y <4 (0.87 g) y se usé como

eluyente H:AcOkt 955, obteniendo 24 mg de un sdélido cristalino

ligeramente amarnillo ( NPB-15). EI punto de fusion de este compuesto fué

de 55-58 ©C (H:AcOED.

IR CHCIl3 v max. cm-l: 2029 (C-H, alifdtico), 1679 (C=0
conjugado), 1369 (ictilenos), 1375 (banda doblcteada, gem dimc(ilq).

RMN !'H 200 MHz CDCl3 & (ppm): 5.70 (s. 1H, H-4), 2.3 (m,
2H, H-2), 1.16 (s, 3H, H-19) 0.88 (d, J=6.5 Hz. 3H, H-21), 0.82 (1, J=6.8
Hz, 3H, H-29), 0.81 (d. J=6.8 Hz, 3H, H-26), 0.79 (d, J=6.8 Hz. 3H, H-27),

0.69 (s, 3H, H-18).

RMN 13C 50 MHz CDCI3 & (ppm): 199.7 (C-3), 171.4 (C-5),
123.8 (C-4), 56.03 (C-17), 55.90 (C-14), 53.84 (C-9), 45.84 (C-24), 42.42
(C-13), 39.65 (C-12), 38.64 (C-10), 36.14 (C-20), 35.65 (C-1), 35.65 (C-
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8), 34.02 (C-22), 33.90 (C-2), 32.98 (C-6), 32.08 (C-7), 29.16 (C-15),
28.22 (C-16), 26.08 (C-23), 24.21 (C-25). 23.09 (C-28), 21.03 (C-11),
19.85 (C-26), 19.05 (C-27), 18.73 (C-21). 17.4] (C-19), 11.99 (C-18),
11.99 (C-29).

EMIE vz (nbundancia relativa): 312 [M+, 85}, 370 (26)., 289
(33), 288 (24), 271 (50). 229 (53), 147 (31). 124 (100).
descritas  coinciden con  «!

espectroscopicits
{(sitost-4-en-3-ana).

Las  camcteristicas
compucsto esteroidal denominado p-sitostenona
De la fraccidn 5 sc aislé ¢l sepundo compuesto, purificandolo por

2 mm de espesor, ¢l sistema de clucidén fué H:AcOE!t

placa prepartiva de
1:1, ¥y se aislaron 14 mg de un sdlido amorfo con un punto de fusién de
153-158 oC (H:AcOE!). Este compucsto se designd con la clave NPC-1S.

3612 (O, 2049 (C-H.alifitico) 1364

IR CHCIlz v max. cm-l:

(CH?2), 1381 (CH3).
34.68 (m, 1H, H-29), 4.56

RMN TH 200 MHz CDCIz & (ppm.):
1.08 (s, 3H, H-30), 1.04 (s, 3H, H-26),

(m, 1H, H-29), 3.21 (m, 11, H-3),
1.00 (s, 3H, H-23), 0.99 (s, 3H, H-27), 0.94 (s. 3H, H-25), 0.88 (s, 3H, H-

25). 0.87 (s, 3H. H-24).
EM IE m/z (intensidad relativa): 426 M+, 46], 412 (11). 218
(100), 189 (33), 175 (13). 137 (13), 135 (28), 109 (28), 95 (29).

I.as caracteristicas espoctroscépicas descritas  para esie . compuesto

coinciden con ¢l tritesrpeno lupeol.
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La fraccidn 7 que fué clufda con F: AcOEL 8:2 dc Ia columna original,
se recromatografié cn columna empacada con gel de silice aislando 48 mg
de un sdlido cristalino blanco con punto de fusién de 135 ©C ( NPA-7), se
comparé ¢l espectro de RMN TH con una mezcla de esteroles, asi como el
sélido NPA-7 con una mezcla auténtica fegando a establecer que se trataba
de Ia misma mezcla: g -sitosterol  y  estigmasterol.

LLas fracciones 17 a 21 (0.60 g) de la columna original que fucron
cluidas con H:AcOEt 7:3, se recromatogmfiaron en una columna cmpacada
con 100 g de gel de silice 60/254, usando como sistema de celucién H:AcOE!

mg de un sdélido cristalino blanco

aislando de esta columna 100
. su punto de

6:4,
ligeramente amarillo al que se le designé con la clave NPF-3

fusion fué 207-210 oC.

IR CHCI3 v max cm-!: 3020 (C-H aromitico), 1759 (C=0O dec y-
lactona «.p insaturada), 1663 (C=C dobles enlaces), 1616, 1503 y 875
(anillo de furano).
RMN 'H 200 MHz CDCI3 & (ppm): 7.81 (s, I1H, H-7), 7.54 (s,
1H, H-16), 7.41 (d, J=1.6 H2z. 1H, H-15), 6.63 (d, J=11.1 Hz, 1H, H-1), 6.45
(s, 1H, F-12),6.15 (dt, J=6.2 v 11.] He, IH, H-2), 6.15 (d, J=1.6 Hz, 1H, H-
14), 5.17 (sa. 2H, H-19), 2.97 (1, J=6.2 Hz, 2H, H-3), 2.22 (s, 3H, H-20).

RMN 13C 50 MHz CDCI3 & (ppm): 172.4 (C-18), 169.3 (C-17),
142.2 (C-16), 141.9 (C-10), 133.4

153.5 (C-5), 147.3 (C-4), 1314 (C-15), 2
(C-11), 132.9 (C-2). 131.6 (C-6), 128.0 (C-9), 127.0 (C-1), 124.6 (C-8),
121.3 (C-7), 120.8 (C-13 ), 108.8 (C-14), 75.2 (C-12). 69.5 (C-19), 22.0
(C-3), 16.0 (C-20).
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PARTE EXPERIMENTAL

EMIE nvz (abundancia relativa): 334 [M+ 100}, 305 (31), 239
(78), 152 (14), 97 (24).83 (27). 69 (28), 57 (38).
Las camcteristicas  cspectroseépicns  corresponden af  clerodano

isosalvipuberulina.

lL.as fracciones 22 y 23 (1.0 g) de la columna original cluidas con

s¢ recromatogriafiaron en una columna empacada con 100 g

H:AcOE! 6:4
de gel de silice 60/254. esta columna se cluyé con una mezcla de H:AcOE!

1:1, aislando un sdélido cristalino blanco (33.5 mg)., ¢l espectro de RMN 1H
results ser idéntico al neoclerodano  salviarina aislado del extracto polar,
de esta manera se obtuvieron 38.5 mg de este compuesto en total.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Decl estudio fitoqufmico de la Salvia carncea se aislaron siete
metabolitos secundarios, mismos que se caracterizaron de acuerdo u sus
caracteristicas espectroscdpicas y espectrométricas. Los compuestos aislados
¥y carcterizados incluyeron:

- Dos diterpenos con esqueleto de clerodano: la salviarina y Ja
isosalvipuberulina,

- Una Navanona: In naringenina (4,

- El triterpeno pentaciclico lupeol.

- Tres esteroles de tipo estigmastano: dos de ellos obtenidos
estigmasterol | y ¢l tercero

. 7-trihidroxiflavanona).

como una mezcla de esteroles po-sitosterol v
oxidado en Ia posicién 3: [a B -sitostenona .

La Salvia carnca es la primera especie que se investiga de Ia
seccidn Carncae. e este estudio se logrs establecer que la composicion
quimica cs muy similar 2 la mayoria de las especies de salvias del subgénero
Calosphace, especificamente de donde se han  aislado  diterpenos  con

esquelicto de clerodano.

Basidndonos en estudios fitoquimicos previos se puede inferir
una relacién quimiotaxondémica entre las secciones Heolwava y Angularae
subseccién 7iliaefoliac con la scecidn Carncae, ya que por una parie la
rvacophila (Angularae subsceccion

salviarina ha sido aislada de Salvia
Fern (Hohvaya) v

Tiliacfoliac) y la isosalvipuberuling de Salvia puberida

de Salvia riliacfolia (Angultae subseccion Tiliaefolice).
Para comprobar esta relacién quimiotaxondmica inferida es

necesario ¢l estudio fitoquimico del resto de Ias especies de esta seccidn.
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