=3

Universided  Nacional  Auténoma de México

QoSS

i

Py

o A,

Pog;llgA M

Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Qtﬁmicés‘

“ESTUDIO FITOQUIMICO DE
Salvia xalapensis BENTH."’

T E S | s

QUE PARA OBTENEF\" EL GRADROQ DE
MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS

P R E S E N T “A

Q.F.B. REIDDLFD/ TELLD ABURTO - _

TUTOR: M. EN C. BALDOMERO ESQUIVEL RODRIGUEZ

MEXICO, D. F, 2002

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Resumen

Abstract
Introduccion
Antecedentes
Parte Tebrica
Conclusiones

Parte Experimental
Bibliografia

Espectros

Contenido

Pag.
iii

v

15
54

56
70

75

TESIS GON

FALLA DE ORIGEN

1



Resumen

El estudio sistematico de las especies pertenecientes al genero Salvia
(Labiatae) en México y el mundo ha llevado al aislamiento de diversos
compuestos de tipo diterpénico con estructuras variadas, algunos de ellos han
mostiado  diversas actividades biologicas tales como antimicrobianos v
antialimentarios entre otras

El estudio de la Salvia xalapensis Benth condujo al aislamiento de 13
Compuestos cuyas estructuras fueron deducidas a partir de datos
espectroscopicos Se aislaron dos flavonoides, la naringenina y el isosalipurpol,
ties friterpenos, el betulinol, el 4dcido betulinico y el acido ursélico, seis
Compuestos con estructura diterpénica v dos compuestos aromaticos con
estructuras relacionadas entre si, la 4-acetil-1,3 dihidroisobenzofuran-lona vy la
4-hidroxi-1,3-dihidroisobenzofuran-I-ona.

Los seis diterpenos aislados poseen esqueletos relacionados al neo-
clerodano, se aislaron dos diterpenos con esqueleto de languidulano, el
salvisousdlida y salvixalapéxido, dos mas con esqueleto de salvigenano, la
salvigenédlida y Ja 2B~hidroxisalvigendlida v dos con esqueleto  de
salvixalapano, ¢l salvixalapadieno y el isosalvixalapadieno Cabe destacar que
el descubrimiento de este ultimo esqueleto es una aportacion original del presente
trabajo

Los patrones de oxidacion de los compuestos diterpénicos aislados son
congruentes con los encontrados en reo-clerodanos aislados de salvias
mexicanas, es decir, las posiciones 2 y 7 se hallan frecuentemente oxidadas , ast
como las posiciones 18 y 19 formando parte de un anillo de lactona y las
posiciones 13 a 16 en un anillo de firano mono o disustituido

La diversidad de esqueletos encontrada en este estudio es congruente con la
hipStesis reciente que postula que no existe relacion entre los contenidos
quimicos de las salvias pertenecientes al subgénero Jungia (antes Calosphace) y
su clasificacién taxonémica a nivel de secciones
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Abstract

In Mexico and in the world, the systematic study of the species
belonging to Salvia genus have lead to the isolation of several diterpene
compounds possessing a variety of structural arrangements Some of them have
shown biological activities such as antimicrobial and antifeedants against insects,
among others

From the study of the Safvia xalapensis Benth, 13 products have been
isolated Their structures were deduced based on spectroscopic data These
compounds are the flavonoids maringenine and isosalipurpol, the triterpenes
betulinol, betulinic acid and ursolic acid, six diterpenoids, and two aromatic
compounds with  structures related to each  other, 4-acetyl-1,3
dihydroisobenzofuran-1-one and 4-hydroxi-1,3-dihydroisobenzofuran-1-one.

The six diterpene structures are related to a neo-clerodane skeleton, two
of them are the lamguidulanes salvisousolide and salvixalapoxide two
salvigenane diterpenes, the salvigenolide an 2B-hidroxysalvigenolide, and
two  salvixalapane  diterpenes,  the  salvixalapadiene and  the
isosalvixalapadiene were also isolated It is worth to mention that the
discovery of the later skeleton is a original contribution of this work

The oxidation pattern of the isolated diterpenes are in agreement with
those found in neo-clerodane compounds isolated from mexican salvia species,
the 2 and 7 positions are often oxidised, the 18 and 9 positions being part of a
lactone 1ing and the 13 to 16 positions in a mono or disustituted furan ring

The diterpene skeleton diversity found in the present work is in
accordance with the recent hypothesis that postulates there is no relationship
between the chemical contents of the Salvia species belonging to Jungia
(Calosphace) subgenus and the taxonomic classification at the sectional level
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Introduccion.

México se caracteriza por una gran diversidad de ambientes orograficos y
climaticos, lo que origina que la vegetacidén que crece en sus suelos sea igualmente
variada Una estimacion de la riqueza de la flora mexicana postula que en México
existen alrededor de 21 600 especies de plantas vasculares ' De estas, alrededor de
3350 son usadas en la medicina tradicional, conocimiento que ha sido adquirido por los
pobladores de nuestro pais desde tiempos prehispanicos '

La diversidad de la vegetacidn origina a su vez gue las plantas desarrollen a
través de la evolucidon, mecanismos de interacciéon con su medio ambiente que les
permitan sobrevivir en este, ya sea como defensa contra depredadores o competencia
por nutrientes con otias especies Dichos mecanismos pueden ser la actividad
insecticida, o la inhibicién del crecimiento de otras especies adyacentes a una
determinada planta, fenémenos a menudo observados en especies de salvias mexicanas.

Se conoce relativamente poco acerca de estas interacciones, sin embargo los
estudios quimicos que hasta ahora se han llevado a cabo de especies de salvias han
permitido conocer su perfil de contenido quimico, es frecuente encontrar 4cidos
triterpénicos con esqueletos de ursano, oleanano, y lupano, ademas de flavonoides y
compuestos de tipo diterpénico con variados arreglos estructurales, principalmente con
esqueletos de abietano y clerodano, o con esqueletos relacionados a ellos. En particular
los diterpenos clerodanicos han sido objeto de un marcado interés ya que algunos de
ellos han mostrado actividad antialimentatia contra insectos v esto podria justificar el
porque este tipo de plantas no son atacadas por insectos depredadores de otras especies
en el campo Con base en lo anterior se plantea que es de suma importancia el estudio y
preservacion de las salvias mexicanas, ademas de que los compuestos presentes en ellas
podrian representar una alternativa en la bisqueda de nuevos insecticidas de origen
natural que sean biodegradables y especificos



Antecedentes.

Uno de los géneros mas abundante de la familia Labiatae es el genero Salvia, el cual
cuenta con mas de 900 especies clasificadas por Bentham en 4 subgéneros: Salvia, Sclarea,
Leonia y Calosphace * Datos taxonémicos v quimicos recientes del estudio de estas especies
han dado como resultado que el subgénero Calosphace haya sido renombrado como
Jungia®, y que el subgénero Audibertia haya sido incluido dentro la clasificacién aceptada
actualmente, la cual se ilustra en la siguiente tabla: :

Audibertia California (EEUU) y Baja Epling 1938*
California (México)
Jungia (Antes Calosphace) México, Centroamérica y Epling 1939°
Sudamérica Wood v Hailey 1989
Leonia Asia, Buropa, Affica y Bentham 1876
Norteamérica
Salvia Asia y Europa Bentham 1876°
Sclarea Asia, Europa v México Bentham 1876

En México, la familia Labiatae se encuentra representada principalmente por los
géneros Scutellaria y Salvia, las especies mexicanas pertenecientes al género Salvia
pertenecen en su mayoria al subgénero Jungia, el cual es el mas extenso, conteniendo
alrededor de 500 especies’ divididas por Epling® en 105 secciones de acuerdo con sus
caracteristicas botanicas.

Se ha revisado anteriormente la composicion quimica de esta familia, encontrandose
informacion sobre la presencia de mono- y sesquiterpenos volatiles, ademas de un contenido
apteciable de diterpenos, los cuales han sido seflalados como potenciales marcadores
taxondémicos en la familia Labiatae’, ademas de poseer actividad biologica como
antitumo;ales, antimicrobianos, antifungicos 0 como agentes antialimentarios contra
insectos

Estudios fitoquimicos anteriores en especies pertenecientes al género Salvia han
dado como resultado el aislamiento de diversos tipos de diterpenos con arreglos
estructurales diversos, por ejemplo, especies de Salvias europeas y asiaticas pertenecientes
al subgénero Salvia contienen diterpenos con esqueleto de abietano (Figura 1), en los
cuales el anillo C es frecuentemente observado como una orto-hidroxi p-benzoquinona Otra
caracteristica habitual es que el anillo C sea aromético con uno o dos grupos fendlicos, libres
o metilados Los anillos A y B presentan diferentes grados de oxidacién
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Figura 1. Esqueleto de abictano

En estudios fitoquimicos de Salvias mexicanas de las secciones Erythrostachys vy
Tomentellae, ambas pertenecientes al subgénero Jungia, se ha logrado el aislamiento de
diterpenos con esqueleto de abietano o abietano transpuesto Un ejemplo de lo anterior es el
estudio de las partes aéreas de S. pubescens Benth, el cual dio como resultado el
aislamiento de la quinona de tipo abietanico royleanona, comun en las Salvias europeas y
asiaticas, ademas de otras quinonas abietanicas como nemorona, desacetilnemorona y
conacytona.” (Figura 2)
H

o

"f/,, 'v,,/
“Ohc “oH

-
-
=
=

7 o acetoxi-royleanona R = Ac nemorona conacytona

R = H desacetilnemorona

3p-Hidroxi-
tilcryptoj
desmetilcryptojaponol 19 [4 —>3]abeo-O-demetilcryptojaponol

Figura 2 Diterpenos abietdnicos de S pubescens

De las partes aéreas de S. ballotaeflora Benth , especie que pertenece a la seccidn
Tomentellae, se aislaron los diterpenos icetexona y romulogarzona (Figura 3) que poseen un
esqueleto de abietano transpuesto denominado icetexano (Figura 4) ademas se aislo la

quinona diterpénica conacytona



icetexona romulogarzona
Figura 3 icetexanos de 8. baliotaeflora Benth

Figura 4 Esqueleto de icetexano

La conacytona e icetexona fueron aisladas por Dominguez™ y la relacion entre
ambos esqueletos fue probada por medios quimicos por Kelecom'', quien logré la
transformacion de carnosol a barbatusol (Figura 5)

carnosol ' barbatusol

Figura 5

. Como resultado del estudio de las raices de § tiliaefolia Vahl se aislo el diterpeno
tilifolidiona, que es una cicloheptanaftoquinona con nuevo esqueleto de abietano
transpuesto  Se ha propuesto una ruta biogenética para la formacién de la tilifolidiona a
partir de un esqueleto de icetexano'? (Figura 6)



tilifolidiona
Figura 6 Posible ruta biogenética de tilifolidiona.

El contenido diterpénico en las especies de Salvias pertenecientes al subgénero
Jungia es diverso En las secciones Erytrostachys y Tomentellae, es comin hallar diterpenos
con esqueletos de abietano o esqueletos relacionados al abietanico, sin embargo en mas del
80% de las especies estudiadas dentro del subgénero Jungia se han encontrado diterpenos
con esqueleto de clerodano (Figura 7) o con esqueletos biogenéticamente relacionados a un
precursor de tipo clerodénico * También existe gran diversidad en el grado de oxidacion de
dichos diterpenos, siendo frecuente encontrar una funcién lactona entre los carbonos 18 y
19, ademas de un anillo de furano B-sustituido en los carbonos 13-16, o bien una
B--butendlida entre dichos carbonos
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Figura 7. Esqueleto de clerodano

Se ha probado que algunos compuestos con este tipo de esqueleto son efectivos
antialimentarios contra Spodoptera litforalis Bois , aliin a concentraciones del orden de 10
ppm'* Entre estos se pueden contar a la salviarina y la 6B-hidioxisalviarina aisladas de
Salvia ryacophylla Fpl.”, la 1(10)-dehidrosalviarina, aislada de Salvia lineata Benth ', un
diterpeno clerodanico de Salvia melissodora Lag '’ asi como también a la kerlindlida,
clerodano aislado de Saivia keerlii Benth '®
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Diterpeno de keriindlida
Salvia melfissodora

Figura No 8 Diterpenos antialimentarios contra Spodoptera littoralis Bois

También se han aislado diterpenos derivados de un esqueleto de tipo clerodanico,
por ejemplo, como resultado del estudio fitoquimico de la Salvia fulgens Cav. (secc
Fulgentes) se aisld el compuesto salvigendlida, diterpeno que posee un esqueleto de
clerodano transpuesto denominado salvigenano Se ha propuesto que dicho esqueleto
podria ser derivado biogenéticamente de un precursor tipo clerodanico con un buen grupo
saliente en posicion 11" (Figura 9)



Clerodano

L = Grupo Saliente salvigendlida
Figura 9. Posible biogénesis del esqueleto de salvigenano

Se ha demostrado que la salvigenolida puede interrumpir el ciclo reproductivo de
Spodoptera  frugiperda reduciendo drasticamente el porcentaje de emergencia de adultos
desde la fase pupal {63% a 12 nmol/L) ademas de alterar la proporcién de hembras a
machos %

Por medio del estudio fitoquimico de la Salvia blepharophylla Brandegee, (seccion
Brandegeia) se lograron aislar los diterpenos blephardlida A y blepharolida B (figura No. 10)
cuyas estructuras fueron elucidadas a partir de sus caracteristicas espectroscopicas y en el
caso de la blephardlida A, confirmada por difraccion de rayos X. La blephardlida A posee un
nuevo esqueleto clerodanico transpuesto al cual se le ha denominado isosalvigenano.” El
descubrimiento de este esqueleto abre una alternativa a la propuesta de formacion del
esqueleto de salvigenano por medio de la ruptura del enlace C-g a C-¢ de un isosalvigenano.

° 3 - %2
4 1? 0 4oy

;PO 00
blephardlida A blephardlida B

Figura No 10 Diterpenos de S blepharophylla Bran_degee

De la Salvia puberula Fern | especie incluida en la seccion Holwaya, se han aislado
dos ditetpenos isoméricos, la salvipuberulina v la isosalvipuberulina, los cuales poseen
estructuras de benzonorcaradieno y benzocicloheptatrieno respectivamente. La
salvipuberulina puede ser transformada en su isémero isosalvipuberulina mediante el
calentamiento de una solucién metanélica o de diclorometano, dicha transformacién puede
ser racionalizada como una reaccién electrociclica disrotatoria seguida de dos migraciones



1,5 de hidrégeno (Figura 11) Los esqueletos de salvipuberulina e isosalvipuberulina son
llamados salvipuberulano e isosalvipuberulano respectivamente. >

isosalvipuberulina

A1,5]

H[1,5]

Figura 11 salvipuberulina e isosalvipuberulina
Biogenéticamente se ha propuesto que el esqueleto de salvipuberulano puede ser
derivado de un salvigenano apropiado® (Figura 12)

—m» —a=  salvipuberulina (Figura 11)

Figura 12 Posible biogénesis del salvipuberulano



La seccion Angulatae es una de las mas extensas dentro del subgénero Jungia,
Epling® la ha dividido en varias subsecciones La Salvia tiliaefolia Vahl esta considerada
dentro de la subseccion Tiliafoliae Como resultado del estudio de esta especie se logroé el
aislamiento del diterpenc isosalvipuberulina, (Figura 11) ademas de la tilifolididlida,
diterpeno con esqueleto de tilifolano La presencia de isosalvipuberulina en la Salvia
tiliaefolia Vahl puede tener significado biogenético, siendo un esqueleto de salvigenano un
precursor comun para ambos tipos de estructuras (Figura 13) &

tilifolidiélida
Figura 13 Biogénesis de tilifolididlida

Dentro de la subseccidon Tiliaefoliae se encuentra también clasificada la § ryacophila
Epl de la cual se ha aislado un diterpeno llamado ryacophylina ** Este diterpeno se
caracteriza por poseer un esqueleto de 5-6 seco-clerodano, el cual fue llamado ryacophano.
Este nuevo tipo de esqueleto puede set derivado de un precursor clerodanico apropiado que
posea un grupo cetdnico en posicion 7 (Figura 14)

10



ryacophylina

Figura 14 Biogénesis del esqueteto de Ryacophano

De los estudios realizados a la § languidula Epl se logré el aislamiento de dos tipos
de esqueletos diterpénicos relacionados a un precursor clerodanico El diterpeno de mayor
abundancia fue llamado languidulina * EI nuevo esqueleto diterpénico encontrado en la
languidulina fue llamado languidulane, en el cual la caracteristica principal es la unién entre
los carbonos 1 y 16 de un esqueleto de clerodano Ademas, se han aislado de esta especie
cuatro diterpenos nombrados salvilanguidulinas A-D”® El esqueleto de las salvilanguidulinas
A-D fue nombrado salvilanguidulano, en el cual la unidn caracteristica estd entre los
carbonos 1 y 13 Ambos tipos de diterpenos pueden ser derivados de un precursor
clerodanico adecuado, que posea una funcién dieno en el anillo A o bien una funcién
epdxido en las posiciones 1 v 2, ademas de un grupo cetonico en la posicion 12 Para el caso
particular del esqueleto de salvilanguidulano, la oxidacién de un anillo de furano en los
carbonos 13-16 a una funcion epoxilactona puede ser el paso anterior a la formacion del
enlace entre los carbonos 1 y 13 por ataque nucleofilico del anién estabilizado (Figura 15).
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salvilanguidulinas A-D

A: R1= R2=R3= H

B: R2=R3=H, R1=OH
C: R1=R3=H, R2=OH
D: R1=R2=H, R3=0H

Figura 15 languidulano y salvilanguidulano

En el estudio fitoquimico de la Salvia mexicana L var major®’ (Seccién Briquetia) se logrd
aislar a la salvimexicandlida, un diterpeno con esqueleto de languidulano el cual posee una
fusidn tipo cis entre los anillos A y B: (Figura 16 )

Figura No 16 salvimexicandlida
La salvimexicanélida es el primer ejemplo de un languidulano con esta caracteristica
La cantidad de arreglos estructurales encontrados en diterpenos de Salvias del
subgénero Jungia es amplia. La distribucion de esqueletos diterpénicos transpuestos en las

diferentes especies de salvias del subgénero Jungia no tiene relacion con la clasificacion
botanica a nivel de secciones Lo anterior se ilustra en la siguiente tabla:

12



salv:genano

S. fulgens Cav. Fulgentes 19
S. leucantha Cav. Albolanatae 47
S. lavanduloides Kunth, Lavanduloideae 28,47
ryacophano

3. lavanduloides Kunth, Lavanduloideae 29
S. reptans Jacqg. Farinaceae 30
S. ryacophylla Epl. Angulatae I5
S. reflexa Hornem Glareosae 60
S. tehuacana Epl. Caducae 31
languidulano

S. languidula Epl. Angulatae 25
S. urolepis Fern. Angulatae 43
S. mexicana L. var. major Benth. | Briquetia 27
S. sousae Ramam. Polystachyae 42
S. tonalensis Brandegee Polystachyae 32
isosalvipuberulano

S. puberula Fern. Holwaya 22
3. tiliaefolia Vahl. Angulatae 23
S. leucantha Cav. Albolanatae 47
S. carnea Kunth. Carneae 31
icetexano

S, pubescens Benth. Erythrostachys 33
S. asperaM. et G. Conzattiana 34
S, fruticulosa Benth, Tomentellae 35
S. candicans M. et G. Tomentellae 36
S. goldmanii Fern. Tomentellae 37
S. ballotaeflora Benth. Tomentellae 10
S. anastomosans Ramam. Tomentellae 38

Sin embargo, el nimero de especies de salvias estudiadas hasta el momento es
limitado, por lo que cabria esperar que al continuar con dichos estudios, se encontrasen
nuevos esqueletos con caracteristicas diferentes o bien, relacionadas a los que ya han sido
identificados Lo anterior podria dar cabida a la elucidacién de las rutas biogenéticas de
formacién de este tipo de metabolitos, siendo esta informacién valiosa como un criterio mas
de clasificacion taxondmica en especies donde los criterios botanicos son insuficientes o
ambiguos, y por otra parte, estos estudios serian de importancia quimico-bioldgica pues
podrian hacerse correlaciones entre la estructura de los compuestos y su actividad biologica

13



Objetivos y Metas:

Objetivos:

¢ Aislar los metabolitos secundarios presentes en la Salvia xalapensis Benth y caracterizar
sus estructuras por medios espectroscopicos y quimicos

¢ Obtener informacién acerca del contenido quimico de la especie en diferentes
poblaciones y estadios de floracién

Metas:
. Contribuir al estudio del género Salvia , en particular del subgénero Jungia
. Establecer comparaciones cualitativas del contenido quimico de la especie con los

encontrados en los estudios realizados a especies de la seccion Angulatae y el
subgénero Jungia en general

. Obtener informacion que contribuya a definir si existe o no una relacion entre el
contenido quimico de las especies de salvias mexicanas y la seccidn botanica a la que
pertenecen

De acuerdo con lo anterior, se plantea el estudio fitoquimico de la Salvia xalapensis
Benth especie que crece en México en los estados de Puebla, Tlaxcala, y Veracruz ® El
pertodo de floracién de la Salvia xalapensis Benth se presenta entre los meses de Agosto a
Diciembre, por lo que se plantea estudiar a esta especie tanto en el inicio del periodo de
floracion como al final del mismo. Se decidié realizar este estudio a dos diferentes
poblaciones del estado de Veracruz La primera de ellas ubicada en la regién de Cordoba-
Orizaba, colectandose en el mes de Agosto de 1996, la segunda poblacidn fue colectada en
Xalapa, esta Ultima en dos fechas de colecta diferentes, Agosto de 1999 y Diciembre de

1999

Los resultados de este trabajo se discuten en la parte tedrica que se presenta a
continuacion

14



e Parte Teorica.

Elucidacion estructural de los metabolitos de Salvia xalapensis
Benth. (Seccion Angulatae)

o Poblacion Colectada en la zona Cordoba-Orizaba (Agosto
1996).

El material vegetal colectado se macerd en acetona para obtener un extracto que fue
separado en cromatografia en columna, las fracciones obtenidas se reunieron de acuerdo al
colory 1f en cromatografia de capa fina v se estudiaron por separado

De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo 1:1 se obtuvieron 5 8 mg de un
polvo amoifo de color amarillo palido v de punto de fusion 240-244 °C cuyas caracteristicas
espectroscopicas coinciden con las descritas para el flavonoide naringenina. (5 7 4
trihidroxiflavanona, Figura 18)

OH 0
Figura No 18 naringenina

Este flavonoide tiene una amplia distribucién en las plantas, habiéndose aislado de diversos
géneros de familias como Cochlospermeaceae, Dillenaceae, Compositae, Anacardaceae,
Athyriaceae, Capparaceae, Coririaceae, Dryopteridaceae, Equicetaceae, Laureaceae,
Pinaceae, Theaceae y Meliaceae entre las mas recientemente reportadas™ En especies de
salvias del subgénero Jungia este flavonoide ha sido identificado en la Salvia mexicana L

var mayor’’

De las fracciones eluidas con Hexano-acetato de etilo en proporcion 1:1 se logrd
aislar un compuesto que cristalizé en forma de en forma de agujas incoloras de punto de
fusién de 280°C cuyo espectro de infrarrojo (CHCls) (Espectro No 1) mostré bandas a
1774 ¢m™ (y-lactona o, B insaturada), 1660 cm™ (carbonilo de cetona o, insaturada) y 881
em™ (anillo de furano).

En el espectto de resonancia protonica para este compuesto (Espectro No. 2) se
pueden apreciar en 1 01 ppm y 1 41 ppm dos singuletes que integran para tres protones cada
uno lo que indica la presencia de dos grupos metilo en la molécula, la multiplicidad de estas
sefiales indica que los grupos metilo se encuentran unidos a carbonos no protonados

15



Se observa también en 4 09 ppm y 4 17 ppm un sistema AB con constantes de
acoplamiento de 8 0 Hz EI desplazamiento de estas sefiales indica gue los protones que
originan este sistema se encuentran bajo el efecto de un grupo funcional oxigenado, que
puede ser la y-lactona o, insaturada observada en el infrarrojo, por lo que puede deducirse
la siguiente estructura parcial:

De este sistema de sefiales, la ubicada en 4.08 ppm (Hg) presenta un acoplamiento
adicional de 2 5 Hz, por lo que se deduce que Hg se acopla adicionalmente con otro proton,
sin embargo, la sefial de 4.17 ppm (Ha) solo presenta el acoplamiento de 8 0 Hz, lo que
indica que el acoplamiento de 2 5 Hz ocurre con un protén que posee una geometria tal que
la constante de acoplamiento con uno de los protones sea cercana a cero o bien que se trate
de un acoplamiento a larga distancia de tipo “W” La magnitud del acoplamiento adicional
sugiere que la segunda opcidn es la més viable

La sefial de 4.08 ppm correlaciona en el espectro COSY (Espectro No 2a) con un
doble de dobles observado en 2 43 ppm, en dicha sefial se observa también el acoplamiento
de 2.5 Hz, por lo que este protén (Hc) es el que debe encontiarse a cuatro ligaduras de Hpg:

En 692 ppm se observa una sefial como doble de dobles con constantes de
acoplamiento de 80 Hz v 25 Hz El desplazamiento quimico de esta sefial indica que se
trata de un protén de tipo vinilico, el cual se encuentra acoplado en un sistema rigido con
otros dos protones, por lo que se propone la siguiente estructura parcial:

Las sefiales de Hr y Hg se encuentran en 239 ppm y 331 ppm, ambas sefiales
correlacionan en el espectro COSY con un triplete de dobles ubicado en 2 87 ppm. (Hy), las
constantes de acoplamiento para esta sefial son de 3.0 Hz y 11.0 Hz  La multiplicidad de Ia
sefial de Hy como triplete de dobles, indica que este proton debe estar acoplado
adicionalmente con otro, (Hj) y que la constante de acoplamiento entre Hy y H es muy
similar a la constante entre Hy y Hr. Este tipo de sistemas de acoplamiento es posible en un
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sistema rigido en el cual Hy, Hy y H; posean una orientacidén axial y Hg una orientacién
ecuatorial, como se muestra en la siguiente estructura parcial;

Por otro lado, se observa en 290 y 3 06 ppm un sistema AB con constante de
acoplamiento de 16 5 Hz El desplazamiento quimico de estas sefiales indica que dichos
protones se encuentran bajo el efecto paramagnético de una funcién oxigenada, dicha

funcién puede ser el grupo cetdnico observado en el infrarrojo:
Hy

En la zona de protones vinilicos, s¢ observa, ademas de la seiial para Hg, dos
dobletes con constante de acoplamiento de 2 0 Hz , tanto el desplazamiento quimico como
la constante de acoplamiento indican que se trata de los protones pertenecientes al grupo
furano observado en el infrarrojo:

El espectro de masas por impacto electronico (Espectro No 4) para este compuesto
muestra un pico de m/z 340 que corresponde al i6n molecular de un compuesto de férmula
Cy0H20s. Esta informacion se confirmé por espectrometria de masas de alta resolucion

La presencia de la y-lactona o, [3 insaturada, la cetona o, 3 conjugada con el anillo de
furano y solo dos protones de este, establece que el compuesto posee un esqueleto de
languidutano:®

Figura No 19 Esqueleto de languidulano
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Con esta estructura basica, se puede asignar la posicion del furano disustituido entre
las posiciones 13 a 16 de dicho esqueleto, asi como también el grupo carbonilo en la
posicion 12 y la y-lactona entre las posiciones 18 a 19, ademas de la doble ligadura entre las
posiciones 3 y 4. Este patrén de oxidacion se observa cominmente en los languidulanos
encontrados hasta ahora

En la estructura parcial anterior se justifican 10 de los 11 grados de insaturacion y 4
de los 5 oxigenos de la formula CaoHxOs obtenida por la espectrometria de masas, por lo
que ain falta por justificar un grado de insaturacién y una funcién oxigenada Se propone
que dicha funcion sea entonces un epoxido entre las posiciones 7 y 8, ya que el metilo de la
posicion 17 origina un singulete en el espectro de resonancia protonica, ademas de que en
327 ppm se observa un doblete que se asigna al proton de la posicion 7, cuyo
desplazamiento quimico es congruente con la presencia del epdxido:

La configuracién del anillo de la decalina en este compuesto puede ser asignada con base en
la informacién observada para el protén Hy (Hio) el cual se encuentra en la fusién de la
decalina, y el desplazamiento de la sefial para el metilo en la posiciéon 20 Como se dedujo a
partir de la inspeccion de la constante de acoplamiento, el protén Hyp posee una orientacion
axial, mientras que la sefial para el metilo 20 en el espectro de carbono 13 se encuentra en
16 8 ppm Este desplazamiento indica que existe una compresioén estérica en dicho carbono,
caracteristica que solo puede ser posible en un anillo de decalina #rans con los carbonos 19y
20 en posicidn 1,3 diaxial >

La constante de acoplamiento de Hy (H;) (11 0 Hz) observada en el espectro de
resonancia magnética proténica, indica que dicho protén posee una orientacidn axial, por lo
que el anillo de furano debe estar unido a la posicién 1 en forma ecuatorial

La orientacién del grupo epdxido presente entre las posiciones 7 y 8 se establece con
base en la multiplicidad observada para el proton Hy (H;) el cual es geminal a dicho
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epoxido. La multiplicidad esperada para un protén adyacente a un grupo metileno en un
sistema rigido como lo es un anilio de seis miembros, es un doble de dobles o un triplete. El
hecho de que la multiplicidad de Hy sea un doblete indica que el angulo diedro entre este
protén y uno de los de la posicién 6 es cercano a 90° El doble de dobles correspondiente al
protén He (Hep) en 1.7 ppm es la sefial de multiplicidad simplificada, por lo que este protén
es el que se encuentra en un 4ngulo cercano a 90° con el protéon H; Esta caracteristica
estructural solo puede ser posible si la funcion epdxido posee una orientacion B, como se
muestra en la figura 20:

Figura No. 20

Las magnitudes de las constantes de acoplamiento entre el protdon Hy y los protones
de la posicion 6 estan de acuerdo con las calculadas a partir de la ecuacion de Tori *' Los
angulos fueron medidos directamente en el modelo drieding:

Protones Anguio observado T Calculada (Hz) J Observada(Hz)
Hy-Hgp 95° 0 03 00
H;-Hs,, 14.5° 478 60

En la siguiente tabla se presenta la asignacion completa de sefiales de resonancia magnética
nuclear de hidrégeno para este compuesto
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Tabla No 3 Asignacion de sefiales de RMN-"H para salvixalapéxido
500 M

Hya 3.31 ddd 18.0,8.0,3.0
LB 2.39 ddd 18.0, 11.0, 2.5
H, 6.92 dd 8.0, 2.5
Hgox 2.44 dd 14.5,6.0
Hf3 1.74 dd 14.5,2.5
H; 3.27 d 6.0
Hio 2.43 d 11.0
Hu-Oﬁ 3.06 d 16.5
Hy-p 2.90 d 16.5
Hyg 6.73 d 2.0
His 7.33 d 2.0
Me-17 1.41 $ -
Hys pro S 4.09 dd 8.0,2.5
Hyo pro R 4,17 d 8.0
Me-20 1.01 $ -

Is = singulete, d = doblete, dd = doble de dobles, dt = doble de tripletes, da = doblete ancho.

El espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 para este compuesto
(Espectro No 3) es congruente con la estructura propuesta; en este espectro se observan 20
sefiales distribuidas en aproximadamente tres zonas En la primera de ellas, a campo alto, en
168 ppm y 18 8 ppm se observan las sefiales de los metilos 20 y 17 respectivamente,
identificados por la multiplicidad para estas sefiales en el espectro DEPT (Espectro No 3a)
Hacia campo bajo se encuentran en 33.1 ppm y 347 ppm dos tripletes que se asignan a los
carbonos de las posiciones 2 y 6 Estas asignaciones se confirman por las correlaciones
observadas en el espectro de HMQC (Espectro No 3b) entre dichas sefiales y las
correspondientes a los protones Hoox, Hof Het v Hef3 respectivamente

Se observan otros dos tripletes en esta zona, el primero de ellos se encuentra en 53 8
ppm vy el segundo en 71 9 ppm, por lo que se asignan a los carbonos de metileno de las
posiciones 11 y 19 respectivamente, la sefial de campo mas bajo corresponde al carbono de
la posicion 19 puesto que esta unido directamente al oxigeno de la lactona

Se observan también en esta zona tres dobletes en 36 9 ppm, 47 9 ppmy 60 3 ppm y
que corresponden a los carbonos Cy, Cip y Cy, los cuales se asignan por la correlacion
observada en el espectto de HMQC (Espectro No 3b) con las sefiales protonicas
respectivas, asi como la interaccion de C; a tres ligaduras con el metilo de la posicion 17 en
el espectro de HMBC (Espectro No. 3c)

Existen también en esta zona tres sefiales de carbonos no protonados, que
corresponden a los carbonos Cs, Co v Cg la sefial en 45 2 ppm se asigna a Cs, esta sefial
correlaciona a dos y tres ligaduras con los protones His y Hs (Espectro No 3c), la sefial en
37 5 ppm se asigna a Co mientras que la de 63 7 ppm que se observa desplazada a campo
bajo se asigna a Cs por la presencia de la funcion epéxido en esta posicion.
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En la segunda zona del espectro se encuentran las sefiales de los carbonos vinilicos,
observandose tres dobletes y ties sefiales de carbono no protonado, el doblete en 109 5 ppm
corresponde al carbono Cys, €l de 1421 ppm a Cys y el de 1343 ppm a C;. Las sefiales de
135.6 ppm, 123 2 ppm y 158.2 ppm se asignan a los carbonos no protonados Cs, Cy3y Cis
respectivamente.

La ultima zona del espectro de carbono para este compuesto corresponde a los
carbonilos, la sefial de 167 8 ppm se asigna a Cis mientras que en 193 34 ppm se observa la
sefial del carbonilo de la cetona C,; Este desplazamiento a campo alto se puede explicar por
la presencia del anillo de furano adyacente a esta posicién

En la siguiente tabla se presentan los datos de resonancia de carbono 13 para este

compuesto

Tabla No 4 Asignacion de sciiales de RMN- C para salvixalapéxido

Cy ) d
C; 33.1 t
Cs 134.3 d
Cy 135.6 8
Cs 452 S
Ce 34.7 t
C, 60.3 d
Cs 63.7 ]
C9 375 s
Cu 479 d
Cu - 538 t
Ciz 193.3 8
Cis 1232 S
Cia 109.5 d
Cis 142.1 d
Cis 158.2 §
Cr,r 18.8 c
Clg 167.8 S
Cro 71.9 t
Cao 16.8 c

T Multiplicidad obtenida por DEPT, s = singulete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto

Como este compuesto no ha sido aislado de alguna otra fuente natural se considera
una aportacién original Se propone denominarlo salvixalapéxido

En las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion 1:4 se logrd el
aislamiento de un compuesto en forma de aceite de color amarillo claro cuyas caracteristicas
espectroscopicas coinciden con las desciitas para el diterpeno de tipo languidulano
denominado salvisousélida (Figura 21), aislado previamente de  Salvia sousae
Ramamoorthy*® v de Salvia urolepis Fern *
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Figura No 21 salvisousolida

El espectro de infrarrojo de este compuesto (CHCl;) (Espectro No 5) muestra
bandas en 3599 ¢cm™ (grupo hidroxilo), 1668 cm™ (carbonilo de cetona aromatica), 1743 cor’
! (carbonilo de éster ) y 1776 cm™ (carbonilo de y-lactona o, f insaturada)

Su espectro de masas por impacto electrénico (Espectro No. 7) muestra un ion
molecular de m/z 400 el cual corresponde a un compuesto de formula CooH 407

Cabe sefialar que en la descripcién original de este compuesto, se encuentran los
datos de resonancia magnética nuclear de hidrogeno a 80 MHz Los datos presentados en
este trabajo fueron obtenidos a 300 MHz, lo que permitid la asignacidn de los protones de
las posiciones 6 y 10

En la siguiente tabla se muestra la asignacion de sefiales de RMN-1H para
salvisousoélida:

22



Tabla No S Asignacion de sefiales de RVIN-'H para salvisousélida

HS 1.54 ddd 15.0, 3.6, 1.5
H; 5.30 m -
Hs 1.68 m -
Hjig 2.26 d 9.0
Hio 3.04 d 16.0
Hi B 2.53 d 16.0
Hy, 6.79 d 2.1
Hs 7.40 d 2.1
Me-17 1.09 d 6.8
Hi%pro S 4.10 dd 84,15
H19 pro R 4.90 d 8.4
Me-20 0.90 S -
CH;-COO en C; 212 $ -
OH* en 2 3.66 - -

T s=singulete, d=doblete da= doblete ancho, dd=doble de dobles ddd=doble de doble de dobles t=triplete,

m=multiplete
*Desaparece al intercambio con D,0

De las fracciones eluidas con hexano- acetato de etilo en proporcion 4:1 se aislé un
polvo amorfo de color amarilio palido cuyas caracteristicas espectroscOpicas son las
siguientes:

En el espectro de infrarrojo (pelicula) (Espectro No. 8) se observan bandas en 3467
cm™ (grupo hidroxilo), en 1766 cm™ (carbonilo de y-lactona) y en 873 cm™ (anillo de
furano)

En el espectio de masas por impacto electrénico para este compuesto (Espectio No
11) se observa un pico de m/z 414 el cual corresponde al 16n molecular de un compuesto de
formula C22H2207

En el espectro de RMN-'H para este compuesto (Espectro No 9) se pueden
observar en zona de campo alto dos singuletes que integran para tres protones cada uno, en
163 ppm y 201 ppm. El desplazamiento quimico de la primera de estas sefiales sugiere la
presencia de un grupo metilo unido a una doble ligadura:

El desplazamiento de la segunda sefial indica la presencia de un grupo acetato o bien
de una metil cetona. La opcion de la metil cetona puede ser descartada puesto que en el
espectro de carbono trece de este compuesto las sefiales para carbono de metilo se
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encuentran en 15 9 ppm y 20.9 ppm y no en 30 ppm como se esperaria para un metilo unido

a un carbonilo de cetona:
CHsg

o O

-

Se observa también en 3.73 ppm y 4 00 ppm un sistema AB con constantes de
acoplamiento de 90 Hz El desplazamiento quimico de este sistema de sefiales sugiere la
presencia de un grupo metileno unido directamente a una funcién oxigenada, la cual puede
ser la lactona observada en el infrarrojo:

El hecho de que ninguna de las ramas de este sistema tenga un acoplamiento
adicional indica que no existen protones en el carbono adyacente, asi como que no existen
protones en los carbonos cercanos con disposicion espacial adecuada para un acoplamiento
a larga distancia

En 605 ppm se encuentra un singulete que integra para un protén El
desplazamiento quimico de esta sefial es indicative de que dicho protdn (Hg) se encuentra
bajo el efecto paramagnético de una funcion oxigenada, la cual puede ser el grupo acetato o
una lactona adicional Esta sefial, junto con las de 53 ppm y la de 45 ppm son Jas tres
sefiales de protones no vinilicos desplazados a campo bajo La sefial de 4 5 ppm modifica su
apariencia al intercambio con agua deuterada por lo que se infiere que este proton es
geminal a un grupo hidroxilo, mientras que la sefial en 5 3 ppm puede ser adscrita con base
en su desplazamiento quimico, a un proton geminal a un grupo acetato La sefial restante (8
6 05 ppm) debe estar desplazada por una funcién oxigenada como puede ser una lactona, en
adicion con otros efectos estructurales, tales como una doble ligadura y la posicidn relativa
al anillo de furano observado en el infrarrojo:

En la zona de protones aromaticos se observa un grupo de sefiales que en conjunto
integran para tres protones dentro del cual destaca un doble de dobles en 6 29 ppm con
constantes de acoplamiento de 15 y 12 Hz (Hp) El desplazamiento quimico, la
multiplicidad y las constantes de acoplamiento de esta sefial indican que se trata del proton
del anillo de furano observado en el infrarrojo, el cual debe encontrarse monosustituido en
posicion B, va que las sefiales restantes de los protones de este anillo de furano (Hg, Hy) se
observan como multiplete en 7 49 ppm.
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La presencia de un grupo metilo vinilico, dos anillos de lactona asi como de un
grupo furano monosustituido en posiciéon B establece que el compuesto posee un esqueleto
de salvigenano, ya que este patrén de oxidacion es muy similar al de la salvigendlida'

15

Fig. No 22 Esqueleto de salvigenano

Tomando en cuenta lo anterior, se puede asignar entonces la posicidén del metilo

vinilico, las dos lactonas y el anillo de furano en un esqueleto de salvigenano:
15

En el cual el sistema AB en 373 ppm v 4 .00 ppm corresponde al metileno de la
posicién 19 Tomando en cuenta que ninguna de estas ramas presenta un acoplamiento
adicional, se infiere que la posicidon 6f se encuentra ocupada por el grupo acetato, ya que el
desplazamiento y la multiplicidad del protéon geminal a este es muy similar al encontrado
para el caso de Ia salvigenolida. ™

En 7 10 ppm se encuentra una sefial como doblete con constante de acoplamiento de
6.9 Hz El desplazamiento quimico de esta sefial es muy similar al del protén de la posicion 3
en la salvigendlida, por lo que se asume que esta sefial pertenece al proton vinilico de la
posicion 3 en la estructura parcial anterior. Sin embargo, la multiplicidad observada para
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esta sefial no es la esperada para un protdén adyacente a un grupo metileno por lo que la
posicién 2 debe encontrarse ocupada por el grupo hidroxilo restante en la molécula

La orientacion del hidroxilo en la molécula se determind mediante la observacion de
la constante de acoplamiento para el protdn vinilico Hs comparandola con compuestos que
presentan similitud en el anillo A* la constante de acoplamiento de 6 9 Hz indica que dicho
protdn se acopla con el protén Hyo por lo que el grupo hidroxilo debe poseer una
orientacion axial Esta observacion se corroboré mediante la inspeccion de las sefiales de
carbono 13 para este compuesto, (Espectro No 10) comparandolas directamente con los
datos descritos para la salvigendlida. En el caso de la salvigendlida, en la zona cercana a 40
ppm se observan dos sefiales para carbonos monoprotonados, asignadas a los carbonos de
las posiciones 8 y 10 En el presente compuesto, en la zona de 40 ppm solo se observa una
de estas sefiales, apareciendo la otra desplazada aproximadamente 8 ppm a campo alto en 31
ppm De las dos posiciones, solamente el carbono 10 podria ser afectado por la presencia de
un sustituyente en posicion 2, el cual debe poseer una orientacidn axial para ejercer una
compresion estérica tipo y-gauche sobre el carbono Cyo y desplazar a campo alto la sefial de

dicho carbono:

Figura No. 23

Aunque la estructura de este compuesto estd muy relacionada con aquella de la
salvigenolida, no se cuenta con descripcién alguna en la literatura de este salvigenano en
particular, por lo que se le considera como nuevo Se propone nombrarle 2[-
hidroxisalvigendlida.

En la siguiente tabla se presenta la asignacion de las sefiales de resonancia magnética
de proton para la 2B-hidroxisalvigendlida:
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Tabla No 6 Asignacién de sefiales de RMN-'H para 2B-hidrexisalvigenélida

300 MHz, CDCl;, TMS

g

LR Beey L Ml i
H;o 1.56 ddd 13.8,2.4
H,8 1.90-2.16 m -

H, 4.50 m -
H; 7.10 d 6.9
H, 5.30 t 3.3
Hyo 1.90-2.16 m -
Hip 2.50 dt 15.0,3.9
Hjy 3.83-3.90 m -
Hio 3.83-3.90 m -
Hi, 6.05 3 -
Hj4 6.29 dd 1.5,1.2
H|5,15 7.49 m -
H;oP 4.00 d 9.0
Hioot 3.73 d 9.0
Me-20 1.63 S -
CH;-COO- 2.10 S -
OH* 4.60 sa -

* Intercambia al agregar D,0 _
Ts = singulete, singulete ancho, d = doblete, sa = da = doblete ancho dt = doble de tripletes, m = multiplete

La asignacién de las sefiales del espectro de carbono 13 de la 2B-hidroxisalvigendlida
(Espectro No 10) se realizé comparando directamente sus datos con los de la salvigendlida
En dicho espectro se observan 22 sefiales distribuidas en cuatro zonas, en la primera de ellas,
de 10 ppm a 50 ppm se observan primeramente dos sefiales con multiplicidad de cuarteto,
estas seflales corresponden al carbono del metilo de la posicién 20 y al del metilo del grupo
acetato en 15.9 ppm y 20 9 ppm respectivamente También en esta zona se asigna la sefial en
30 0 ppm al carbono C, la sefial en 32 1 ppm al carbono C; y la de 31 1 ppm al carbono Cyo.
La sefial de 39 2 ppm se asigna a Cgy la de 47 8 ppm a Cs el cual es el Gnico carbono no
protonado que se encuentra a campo alto

En la zona entre 60 ppm a 80 ppm, se observan cuatro sefiales que corresponden a
los carbonos sp® upidos directamente a una funcién oxigenada La unica sefial con
multiplicidad de triplete en esta zona se observa en 68 6 ppm y se asigna al carbono de la
posicion 19, el cual esta unido directamente al oxigeno de una de las lactonas Las sefiales de
70 7 ppm vy 75 0 ppm cotresponden a Cq y Cy2 respectivamente, el desplazamiento quimico
de estas sefales es congruente con el hecho de que estas posiciones se encuentren unidas al
grupo acetato v a la segunda lactona respectivamente La sefial en 61 9 ppm se asigna a C,
puesto que se encuentra bajo el efecto electronegativo del grupo hidroxilo presente en esta

posicién.

En la zona de 100 ppm a 150 ppm se observan las sefiales tipicas de un anillo de
furano: un doblete en 108 1 ppm correspondiente al catbono Cy4, y las sefiales en 123.9
ppm, (singulete) 140.7 ppm (doblete) y 144 9 ppm (doblete), correspondientes a los
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carbonos de las posiciones 13, 16 y 15 Las sefiales en 137 1 ppm, 136 0 ppm 1350 ppm y
1323 ppm se asignan a los carbonos Cs, Co, Cy1 ¥ Cq4 respectivamente. Estas sefiales son
asignadas también con base en la comparacidn directa con los desplazamientos observados
para la salvigendlida

En Ja ultima zona del espectro se observan los singuletes correspondientes a los
carbonilos de las lactonas y el grupo acetato, la sefial en 176 4 ppm se asigna al carbono C,,
mientras que las sefiales de 168 8 ppm y 168.2 ppm se asignan a los carbonilos del acetato
(Ca1) y al carbonilo Cis, pudiéndose intercambiar dicha asignacion, ya que el desplazamiento
quimico de ambas sefiales es muy similar

En la siguiente tabla se muestran los desplazamientos quimicos y la multiplicidad
obtenida por DEPT para el espectro de carbono de este compuesto.

Tabla No 7 Asignacién de sefiales de RMN-">C para 2B-hidroxisalvigenélida
75 MHZ CDCh, TMS

LY ey Nl
C, 32.1 t
C, 61.9 d
Cs 137.1 d
C4 132.3 5
Cs 47.8 )
Cs 70.7 d
C, 30.0 t
Cs 39.2 d
Co 136.0 S
Cro 31.1 d
Cu 135.0 8
Ciz 75.0 d
C|3 123.9 S
Cia 108.1 d
Cis 144.9 d
Cis 140.7 d
cl',' 176.4 S
C]g 168.2% S
Cio 68.6 {
C20 15.9 C
Cy (CH3-COO0O-) 168.8* $
sz (CH3-COO-) 20.9 c

T Multiplicidad obtenida por DEPT, s = singulete, d = doblete, t = triplete, ¢ =
cuarteto* Asignacién intercambiable.

De las fracciones eluidas con acetato de etilo-hexano en proporcién 3:2 se aisld un
compuesto que cristalizé en forma de agujas finas de color amarillo intenso, de punto de
fusion 189°C y cuyas caracteristicas espectroscopicas coinciden con las descritas para el
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flavonoide isosalipurpol (4, 2°, 4°, 6’ tetrahidroxichalcona) (figura 24) Este flavonoide ha
sido aislado previamente de Nothofagus antartica®, (Fagaceae), Petunia hybrida
(Solanaceae) y del género Salvia de Salvia leucantha Cav ¥

OH o]
Figura No. 24 isosalipurpol

De las fracciones eluidas con acetato de etilo-hexano en proporcion 3:2 se logréd el
aislamiento de un polvo amorfo incoloro cuyos datos de infrarrojo, resonancia magnética
nuclear de hidrogeno y espectrometria de masas coinciden con los descritos para la
salvigenolida” (Figura 25)

15

.
14 1%
H \—

by 16

Fig No 25 salvigenolida

En el espectro de infrarrojo (Espectro No 12) se observan bandas a 3139 em™, 1502
cm” y 872 em™ (anillo de furano) y 1765 cm-* (carbonilo de lactona o, B, insaturada).

El espectro de masas con la técnica de impacto electronico, (Espectto No 15)
muestra un pico de m/z 398 el cual corresponde al ion molecular de un compuesto de
formula C22H2207

En la siguiente tabla se muestra la asignacién de sefiales de resonancia magnética
nuclear de hidrégeno (espectro No. 13} para la salvigendlida:
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Tabla No. 8 Asignacion de sefiales de RMN-'H para salvigenélida.
500 MHz, CDC_ls, TMS

. .
ddd 12.5,3.5
ddd 12.5,7.0,3.7
dd 8.0,25
. t 3.25
H‘;.A, HaA 2.4-2.5 m -
Hy-B, H,-B 1.9-2.1 m -
Hs 3.8 da 13.0
Hio 3.4 dd 12.5,3.7
Hip 6.0 S -
Hig 6.3 dd 20,10
His, 16 7.5 m
Hyo -B 3.7 d 9.0
Hio -A 4.0 d 9.0
Me-20 1.6 sa -
CH;-COO- 2.1 $ -

Ig = singulete, sa = singulete ancho, d = doblete, dd = doble de dobles, da = doblete ancho ddd = doble de

dobie de dobles, t = triplete, m= multiplete
*La asignacién de las sefiales de los protones de las posiciones 1,2 y 7 se realizd con base en la inspeccién

del espectro COSY para este compuesto

Las sefiales del espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (Espectro
No 14) coinciden de manera general con los datos publicados, sin embargo, la asignacion de
los desplazamientos quimicos para C; v C, difieren La asignacidon correcta para dichas
posiciones se obtuvo mediante la inspeccién de los espectros COSY (Espectro No 13a) y
espectro HMQC (Espectro No 14b) En el espectro COSY se observa el desplazamiento
quimico de los protones del metileno de la posicién 1 en 1 4 ppmy 1.9 ppm, y se observa en
el espectro HMQC que dichas sefiales correlacionan fuertemente con la sefial de carbono en
25 4 ppm correspondiente al carbono C,, quedando el carbono de ta posicién 2 en 24 8 ppm

En la siguiente tabla se muestran las sefiales del espectro de carbono para este
compuesto, la multiplicidad fue obtenida por el experimento DEPT (Espectro No 14a)
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Tabla No. 9 Asignacién de sefiales de RMN-"C para salvigenélida

C 248 t
Cs 140.7* d
Cs 133.3* $
Cs 48.2 $
Cs 71.2 d
C; 299 t
Cy 392" d
Co 134.3 s
Cio 3927 d
Cu 133.1° S
Ci 75.0 d
013 123.9 S
Cus 108.2 d
Cis 144.8 d
Cis 140.8* d
Cy 176.6 §
Cis 168.2 S
Crw 68.9 t
Cyp 15.8 C
CH;-COO- 168.8 c
CH;-COO- 20.8 s
s = singulete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto* * ¥ la asignacién puede ser
intercambiada.

Este diterpeno ha sido aislado previamente de Salvia fulgens Cav." Esta especie se
encuentra clasificada en la seccién Fulgentes del género Salvia, subgénero Jungia, seccién
que no est4 relacionada botanicamente con la seccion Angulatae

Poblacidn colectada en Xalapa Ver en Agosto de 1999

El materia vegetal colectado en esta poblacion fue macerado en acetona para obtener
un extracto el cual se fracciond por cromatografia en columna, las fracciones obtenidas de
dicha columna se reunieron de acuerdo a su color y rf en cromatografia de capa fina, para
trabajarse por separado.

De las fiacciones eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion I:1 se logré el
aislamiento de un compuesto cuyas caracteristicas espectroscopicas coinciden con las
descritas para el acido ursélico, un triterpeno ampliamente distribuido en el reino vegetal ¥

Su espectro de infrarrojo presentd bandas en 3514 cm™ (hidroxilo de é4cido) y en
1726 em™ (carbonilo de 4cido)
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En el espectro de masas para este compuesto se observa un pico de m/z 456 el cual
corresponde al i6n molecular de un compuesto de formula molecular CsHas0;

De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion 1:1 se logrd el
aislamiento de un compuesto que cristalizé en forma de agujas finas de color blanco y de
punto de fusidon 170 °C, cuyas caracteristicas espectroscopicas son las siguientes:

El espectro de infrarrojo (Espectro No. 16) mostré bandas a 1762 cm-' (carbonilo de
lactona) y en 873 cm-' (anillo de furano)

En el espectro de RMN-'H de este compuesto (Espectro No 17) se observa a
campo alto, en 1 66 ppm, un doblete que integra para 3 protones con una constante de 7 O
Hz, esta constante de acoplamiento se observa también en un cuarteto que se encuentra en
4 08 ppm Ambas sefiales correlacionan en el espectro COSY (Espectro No 17b) por lo que
se propone la estructura parcial:

En 4 98 ppm y 5 14 ppm se observa un sistema AB que integra para dos protones El
desplazamiento quimico de estas sefiales indica que se encuentran desprotegidos por un
grupo funcional, el cual puede ser {a lactona observada en el infrarrojo:

El hecho de que ninguna de las 1amas del sistema presente acoplamientos adicionales
indica que no existen protones en los carbonos adyacentes

En 5.8 ppm, 7 17 ppm vy 7 24 ppm se observa un sistema ABX con constantes de
acoplamiento de 1 8 Hz v 1 0 Hz, tanto los desplazamientos quimicos como las constantes
de acoplamiento de estas sefiales confirman la presencia del anillo de furano monosustituido

en posicién 3 observado en el infrarrojo:
HG

Se observa ademas en la zona de protones aromditicos un sistema ABC con
constantes de acoplamiento de 7 5 Hz. Este tipo de sistemas es tipico de un anillo bencénico
trisustituido en posiciones vecinales:
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En 5 68 ppm se observa un singulete que correlaciona en el espectro de HMQC
(Espectro No. 18b) con una sefial de catbono monoprotonado en 744 ppm El
desplazamiento quimico de ambas sefiales indica que el grupo funcional es una lactona,
mientras que la multiplictddad indica que no existen protones en los carbonos adyacentes:

Se observa ademas en la zona de protones vinilicos un sistema ABX en 6 59 ppm,
663 ppm y 5 70 ppm Las dos ultimas sefiales correlacionan en el espectro de HMQC con
un carbono de metileno en 124.07 ppm El desplazamiento quimico de esta sefial indica que

se trata de un grupo vinilo monosustituido:
HL

Hy,
Hy

Las constantes de acoplamiento de este sistema sonde 19 5 Hz, 80Hzy 6 0 Hz La
primera de estas constantes puede ser adscrita a un acoplamiento tipo frans como seria
esperado entre los protones Hy y Hi, la magnitud de la segunda constante puede ser
considerada propia del acoplamiento tipo cis entre los protones Hy y Hy, sin embargo, la
constante de acoplamiento de 6.0 Hz no es la esperada para un acoplamiento tipo geminal
entre dos protones unidos a un carbono sp?, por lo que se infiere que los protones Hr y Hiy
deben poseer caracteristicas geomeétricas o de ambientes electronicos distintos a los
usualmente observados en sistemas de este tipo

Tanto la presencia de un anillo de furano monosustituido como el sistema ABC de
protones aromaticos y el sistema AB de 5.14 ppm y 4 98 ppm sugieren que el compuesto
puede pertenecer al grupo de los ryacophanos, en donde los protones del anillo bencénico y
el sistema AB formasen parte de una ftalida sustituida, como en la ryacophilina (figura 26)
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ryacophylina
Fig No 26 Esqueleto de ryacophano y ryacophylina

Sin embargo, esta opcidn debe ser descartada ya que solo se observa una sefial de
metilo en los espectros de resonancia, ademas de existir una sefial de carbonilo adicional en
el espectro de carbono 13, estas caracteristicas, junto con el grupo vinilo monosustituido, no
pueden ser justificadas con un esqueleto de ryacophano

En el espectro de carbono 13 para este compuesto (Espectro No 18) se observan en
la zona de carbonos vinilicos 2 sefiales de carbonos no protonados en 124 4 ppm y 160 6
ppm Este hecho indica la existencia de una doble ligadura adicional El desplazamiento
quimico de la segunda sefial es caracteristico del carbono f de un sistema carbonilico o,
insaturado, ademas, esta sefial de carbono correlaciona en el espectro HMBC (Espectro No
18c) con la sefial del proton Hg en 5 68 ppm y con la sefial del metilo, por lo que se tiene la
estructura parcial:

La sefial de protén en 5 68 ppm correlaciona en el espectro de HMBC con una sefial
de carbono no protonado que aparece en 122.0 ppm EIl desplazamiento quimico de esta
sefial es caracteristico del carbono B del anillo de furano monosustituido por lo que la
conectividad de esta parte de la molécula es:
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La sefial del protdn Hg correlaciona en el espectro de HMBC con una sefial de
carbono en 1318 ppm, la cual ha sido asignada por medio del espectro de HMQC al
carbono del anillo aromatico que esta unido al proton Hy, por lo que la conectividad con el
anillo aromatico debe ser:

La parte del sistema ABX de protones vinilicos observada en 6 59 ppm correlaciona
en el espectro de HMBC con la zona donde se encuentran las sefiales de carbonilos en 170
ppm, por lo que el grupo vinilo monosustituido debe encontrarse cercano al carbonilo de la
lactona: '

La conectividad de esta molécula es similar a la observada en los salvigenanos, con la
diferencia de que en este diterpeno la unidn entre los carbonos de las posiciones 5 y 6 se ha
perdido, vy el anillo A forma parte de una ftalida sustituida EI presente compuesto puede
considerarse como un 5,6 seco-salvigenano La numeracion propuesta es la siguiente:
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Este compuesto no se encuentra descrito en la literatura por lo que se le considera
nuevo, se propone nombrarlo salvixalapadieno

La estereoquimica relativa del salvixalapadieno en las posiciones 9 y 12 se establecid
con base en las siguientes consideraciones:

En el espectro de NOE diferencial (Espectro No 17a) se observa la interaccion a
través del espacio entre el protén de la posicidn 12 y el metilo de la posicién 20, esta
informacion establece que el metilo de la posicion 20 y el protoén Hyy se encuentran en el
mismo Jado de la molécula Otra observacion es la ausencia de interaccion entre el protén Hy
y el protén Hyy, lo que permite inferir que existen conformaciones preferidas en la molécula
Esta informacion se confirma mediante el analisis del modelo dreiding del salvixalapadieno,
el cual muestra que, independientemente de la configuracién, el giro libre en los enlaces 9 a
10y 9 a 11 esté restringido por la presencia del grupo vinilo en las posiciones 6 a 7 y el
anillo de furano en las posiciones 13 a 16

También se observan una interaccién entie el grupo metilo de la posicidn 20 con el
protdn de la posicién 7, la interaccion del proton Ho con el proton His del furano y fa
interaccién entre el proton Hg fransoide con los protones del metileno de la posicion 19

La configuracién de la posicion 12 puede considerarse como “R” por la posibie
correlacion biogenética entre el salvixalapadieno y diterpenos similares aislados de salvias
mexicanas en donde la configuracién de la posicion 12 es “R”, por ejemplo, en Ila
salvigendlida, en donde se ha obtenido la estereoquimica de la posicién 12 por medios
espectroscopicos y difraccién de rayos X, o bien en la blephardlida A, en donde la
estgrcoquimica de la posicidon 12 también se determind por medio de difraccion de rayos
X

Tomando en consideracion lo anterior, la estructura del salvixalapadieno queda

representada en la figura 27:

Figura No 27 salvixalapadieno

Con la estereoquimica establecida anteriormente, se calcularon las posibles
conformaciones adoptadas por el salvixalapadieno mediante el programa MOPAC con el
método semiempirico AM1 *, en dicho calculo se obtiene que pueden existir dos posibles
conformaciones energéticamente favorables como se muestra en fa figura siguiente:
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Conformacién 1 Conformacion 2
Figura No 28 Posibles conformaciones de salvixalapadieno.

Ambas conformaciones son congruentes con la estereoquimica de las posiciones 9 y
12 discutida anteriormente y solo difieren en la orientacidén que adopta el grupo vinilo de las

posiciones 6 y 7 con respecto al resto de la molécuia.
La conformacién 2 en la figura 28 justifica todas las interacciones observadas en el

espectro de NOE diferencial, por lo que esta posibilidad es la mas viable En la figura 29 se
muestra una 1epresentacion tridimensional de dicha conformacion.

Fig No 29 Representacion tridimensional de salvixalapadieno

El salvixalapadieno es el primer ejemplo de un diterpeno con este tipo de esqueleto,
por lo que se propone el nombre de salvixalapano para dicho esqueleto

Este nuevo compuesto puede ser biogenéticamente derivado de un precursor “A”
que posea un esqueleto de salvigenano con un dieno conjugado en las posiciones 1 y 3
mediante una ruptura del enlace Cs-Cg siendo la fuerza motriz de este proceso la
aromatizacion del anillo A como se muestra en la siguiente figura:

TESIS CON
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Precursor "A" salvixalapadieno
Fig No 30 Posible biogénesis de Salvixalapadieno

El precursor propuesto puede ser derivado de un compuesto con esqueleto de
isosalvigenano “B” el cual posea un dieno conjugado en el anillo A y un grupo saliente en la
posicién 7 :

NBII
L = Grupo Saliente Precursor "A"

Fig No 30

En la siguiente tabla se presenta la asignaciéon completa de las sefiales de resonancia
protdnica para el salvixalapadieno:
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Tabla No. 10 Asignacion de seiiales de RMIN-"H para salvixalapadieno

H; cisoide 6.63 dd 195,60
H; transoide 5.70 dd 8.0, 6.0
H; 6.59 dd 19.5, 8.0
Hy 4.08 C 7.0
Hp 5.68 8 -
Hiq 5.84 dd 1.8 10
His 7.17 t 1.8
Hig 7.24 t 1.0
His-A 5.14 d 15.3
Hys -B 4,98 d 15.3
Me-20 1.66 d 7.0

's = singulete, d = doblete, dd = doble de dobles, ¢ = cuarteto

El tamafio de la constante entre los protones de la posicién 6 es inusualmente grande
para un acoplamiento de tipo geminal entre protones de tipo vinilico. Una posible
explicacién de este fendmeno puede ser inferida del trabajo de G E Maciel et al *°, en donde
se considera la aplicacion de la teoria de orbitales moleculares en el computo de constantes
de acoplamiento geminales en sistemas sp’ v sp”, comparandolos con valores experimentales
y aproximaciones cualitativas con buenos resultados En este trabajo se considera ademés la
dependencia angular y conformacional en estos sistemas Basado en esta aproximacion, la
constante de acoplamiento geminal entre protones vinilicos puede ser afectada por el angulo
que guardan dichos protones entre si, siendo la constante de alrededor de 3 0 Hz para
angulos aproximados a 120°, mientras que para angulos de 130° o maés, la constante de
acoplamiento se incrementa a valores cercanos a 52 Hz. Por lo que la magnitud de la
constante de acoplamiento entre los protones de la posicion 6 en el salvixalapadieno puede
deberse al anillo bencénico presente en la molécula, ya que al analizar el modelo molecular,
se observa que dicho anillo se encuentra en una disposicion espacial en la cual podria forzar
a la molécula a adoptar una conformacion en la que el angulo entre los protones vinilicos de
la posicion 6 sea mayor a 120° y por ende presenten una constante de acoplamiento de tal

magnitud

El resto de las sefiales de resonancia magnética nuclear de carbono 13 son
congruentes con la estructura propuesta La asignacion completa se presenta en la siguiente
tabla

TESIS CON
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Tabla No. 11 Asignacién de sefiales de RMN-"C para salvixalapadieno

C, 131.8 d
C, 129 8 d
C; 124 .9 d
C4 126.0 s
Cs 1448 S
Cs 124.1 t
C,; 123.2 d
Cs 124 .4 8
Co 35.1 d
Cio 135.5 S
Cu 160.6 $
Crz 74.4 d
Cis 120.2 S
Cis 107.2 d
Cis 144 .4 d
Cis 141.6 d
C17 170.6* S
Cis 170.4* S
Cio 68.6 t
Ca 18.7 c

T Multiplicidad obtenida por DEPT, s = singulete, d = doblete, t = triplete, ¢ =
cuatteto * La asignacion puede ser intercambiada

En el espectro de masas para este compuesto (Espectro No 19) se observa un pico
de m/z 336, el cual corresponde al idn molecular de un compuesto de formula CzoH60s
Esta informacion fue confirmada por espectrometria de masas de alta resolucion, dando un
i6n molecular calculado de m/z 336 0998 con un i6n molecular observado de m/z 336 0999

En condiciones ambientales el salvixalapadieno se transforma en una mezcla de
varios compuestos entre los que se logrd aislar por cromatografia en columna al compuesto
presente en mayor proporciéon, cuyo espectro de infrarrojo (Espectro No 20) muestra
bandas en 1766 cm™ (carbonilo de y-lactona), 1682 cm™ (carbonilo de cetona), 1596 cm’™,
1484 cm™ y 1447 e (anillo bencénico)

El espectro de resonancia magnética nuclear de hidiégeno (Espectro No 21)
muestra un singulete que integra para tres protones en 2 69 ppm, esta sefial se asigna a los

protones de un grupo metilo unido a un carbonilo, por lo que se tiene la estructura patcial:
Q

\‘ )KC HSFA

x

También se observa un singulete en 5 64 ppm el cual integra para dos protones. El
desplazamiento quimico de esta sefial indica que se encuentran bajo el efecto paramagnético
de un grupo funcional, el cual puede ser la lactona observada en el infrarrojo:
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En la zona de 7.60 ppm a 8 20 ppm se observa un sistema ABC propio de un anillo
bencénico trisustituido, dos dobletes en 8 16 ppm y un triplete en 7 70 ppm, este sistema es
similar al observado para el anillo A del salvixalapadieno por 1o que se asume que esta parte
de la molécula se ha conservado formando parte de una ftalida:

La posicidn del acetilo en la molécula debe cumplir con el requisito de no alterar el
sistema ABC de protones aromaticos, por lo que podria estar en posicidn orfo al carbonilo
de la lactona o bien en posicion meta a este La segunda opcidn es la mas viable ya que el
protén Hg se encuentra a campo mas alto que los protones Hp v Hy, lo que indica que se
encuentra menos desprotegido por los grupos electroatractores, es decir en posicion meta
con respecto a ellos.

La estructura correspondiente a este compuesto es la siguiente: (la numeracion esta
asignada de acuerdo a las posiciones en el salvixalapadieno)

Figura No 31 4-acetil-1,3-dihidroiscbenzofuran-1-ona

En la siguiente tabla se muestra la asignacion de las sefiales de resonancia magnética
nuclear de hidrégeno de este compuesto:
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Tabla No. 12 Asignacién de sefiales de "H-RMN para 4-acetil-1,3-dihidroisobenzofuran-i-ona
300 MHz, CDCl;, TMS

B e e e
H1 8.16 d 7,5
H 7.70 t 7.5
H; 8.16 d 7.5
H;s (2H) 5.64 s -
. Me-20 2.69 S -

s =gingulete, d = doblete, t = triplete

En el espectro de masas por impacto electionico para este compuesto (Espectro No
22) se observa un pico de m/z 176 correspondiente al 16n molecular de un compuesto de
formula C1oHgOs. El patrdn de fragmentacion es congruente con la estructura propuesta y se
muestra en la figura siguiente:

I ]
o —
O -~
o] © © o
m/z 105
miz 176 m/z 133

o)
Q@o Zon
ﬁ ‘) H) O\

O'J m/z 148

Figura No 32 Fragmentaciones de 4-acetil 1,3 dihidroisobenzofuran-1-ona

La nomenclatura sistemitica de este compuesto es 4-acetil-1,3-dihidro-
isobenzofuran-1-ona

Un mecanismo posible por el cual el salvixalapadieno se transforma en la 4-acetil-
1,3-dihidro-isobenzofuran-1-ona podiia consistir en la isomerizacion del sistema diénico de
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las posiciones 6-7 y 8-11, seguida del ataque de un equivalente de oxigeno singulete con la
formacién de un anillo de 1,2 dioxetano y su posterior ruptura para formar dos compuestos
carbonilicos, como s¢ muestra en la figura 33

4-acetil-1,3-dihidro-isobenzofuran-1-ona

Figura No 33 Posible mecanismo de conversién del salvixalapadieno a la 4-acetil-1,3-dihidro-
isobenzofuran-1-ona

La ruptura del anillo de 1,2 dioxetano para formar compuestos catbonilicos puede
ser llevada a cabo mediante un proceso térmico o fotoquimico !

Desafortunadamente no se pudo identificar el fragmento restante de la molécula
original, presumiblemente debido a que éste continta transforméandose sucesivamente '

En condiciones ambientales, la formacién de oxigeno singulete (como se propone)
para la oxidacion de una doble ligadura ya sea aislada o formando parte de un dieno no es un
proceso del cual se tengan antecedentes Sin embargo, en la literatuia se pueden encontrar
ejemplos de la autooxidacién de compuestos policlefinicos que han sido expuestos a la luz
ultravioleta en presencia de trazas de compuestos aromaticos polinuclearessz, principalmente
derivados de naftaleno™, provenientes de procesos de combustién Estos compuestos
pueden contiibuir de manera significativa a la formacién de estados excitados de oxigeno a
través de procesos fotoquimicos en presencia de luz ultravioleta Estos compuestos son
llamados sensibilizadores y pueden estar presentes en el medio ambiente en atmoésferas
urbanas contaminadas® El mecanismo por el cual actuan se ha descrito como una
transferencia de energia desde un estado excitado de la molécula del sensibilizador ('S o *S)
hacia una molécula de oxigeno en su estado basal:

So +hv 's

ES ; 3S
s + 302 » So+ 102
3§ +°0, » So+'0,

En la literatura también se pueden encontrat ejemplos del uso del benzoato de metilo
como sensibilizador en la isomerizacion de 1,5-ciclooctadienos bajo irradiacién con luz
ultravioleta El estudio de los datos cinéticos de este tipo de reacciones indica que las dobles
ligaduras del dieno pasan a un estado singulete >
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Debido a la similitud estructural de dicho sensibilizador con el anillo A de la
molécula en cuestion es posible plantear que la misma molécula sea la responsable de Ia
sensibilizacién del oxigeno atmosférico en presencia de luz ultravioleta proveniente de la
radiacion solar.

De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion 1:1 se logid
aislar un polvo amorfo de color amarillo palido Las caracteristicas espectroscopicas de este
compuesto coinciden con las descritas para la naringenina, flavonoide aislado de esta
misma especie en la poblacién colectada en la zona de Cordoba-Orizaba (vide supra)

De las fracciones eluidas con hexano-acetate de etilo en proporcion 9:1 se logréd
aislar un de polvo amorfo de color blanco cuyas caracteristicas coinciden con las descritas en
la literatura®,* para el betulinol, (figura 34) el cual es un triterpeno con esqueleto de

20(29)-lupeno aislado de especies vegetales de una gran variedad de géneros

21

29 ?

Figura No 34 betulinol

En el espectro de infrarrojo para este compuesto se observan bandas en 1020 cm™ y
889 cm™ (grupo vinilico) y 3500 cm™ (grupo hidroxilo)

En el espectro de masas de este compuesto se observa el pico correspondiente al ion
molecular de m/z 442, lo que es congruente con un compuesto de formula C;oHseO;

La estructura del betulinol se confirmé mediante la preparacién del 3,28-diacetato y
comparando los datos espectroscopicos con los descritos en la literatura, en el espectro de
infrarrojo se observan una banda en 1723 cm-' (carbonilo de éster), mientras que la banda en
3500 cm™ correspondiente al grupo hidroxilo no se observa més

En el espectro de resonancia magnética nuclear se observan los desplazamientos a
campo bajo esperados al acetilar los grupos hidroxilos de las posiciones 3 y 28: la sefial del
proton Hs se observa ahora en 4 46 ppm, mientras que la sefial del metileno de la posicion
28 se observa como un sistema AB centrado en 4 06 ppm

En Ja zona cercana a 2 0 ppm se observan las sefiales correspondientes a dos grupos
metilo de acetato, en 2.03 ppm y 2.06 ppm lo que confirma que el compuesto original se ha
diacetilado.

Una evidencia mas que apoya la estructura es el espectro de masas para el
compuesto diacetilado, ya que en este se observa un pico de m/z 526, correspondiente al ion
molecular para un compuesto de formula CasHssOs.
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De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion 9:1 se logrd el
aislamiento de un compuesto cuyas caracteristicas espectroscopicas coinciden con las
descritas para el acido betulinico® (figura 35).
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Figura No 35 4cido betulinico

El espectro de infrarrojo muestra bandas en 3450 ecm™ (grupo hidroxilo), 1693 cm’
(carbonilo de 4cido) y en 1602 cm™ vy 891 em- (grupo vinilo)

El espectro de masas por impacto electronico muestra un pico de m/z 456 el cual
corresponde al i6n molecular de un compuesto de formula C3oHasO3

La estructura del acido betulinico fue confirmada mediante la preparacion del acetato
en la posicion 3 Los cambios méas significativos en las propiedades espectroscopicas fueton
la aparicion de una banda en el espectio de infrarrojo en 1720 em™ (carbonilo de éster), asi
como el desplazamiento a campo bajo de la sefial del proton geminal al grupo acetato en el
espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno, el cual se observa en 4.5 ppm El
espectro de masas del producto de acetilacién, muestra un pico de m/z 498, ¢l cual
corresponde al i6n molecular para un compuesto de formula Cs2HsoO4

De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion 1:1 se logro el
alslamiento de un compuesto cuyas caracteristicas espectroscopicas coinciden con las
descritas para el compuesto salvixalapéxido aislado en este mismo trabajo de la poblacién
colectada en la zona de Cérdoba-Orizaba

Las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion 1:1 se sometieron a
cromatografia en columna “Flash” para aislar un compuesto en forma de cristales blancos de
punto de fusion 154 °C cuyas caracteristicas espectroscdpicas son las siguientes:

En el espectro de infrarrojo para este compuesto (Espectro No 23) se observan
bandas en 1764 cm-' (carbonilo de lactona), y 875 cm-' (anillo de furano)

El espectio de masas por impacto electrénico (Espectro No 26) muestra un pico de
m/z 336, el cual corresponde al ién molecular de un compuesto de formula CyHysOs.

En el espectro de resonancia magnética de hidrdgeno (Espectro No 24) se observan
a campo alto dos sefiales que integran para tres protones, fa primera de ellas en 0 9 ppm y
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corresponde a un grupo metilo, el cual se encuentra acoplado con un protdn en posiciéon
geminal, dicho acoplamiento se observa en el espectro COSY (Espectro No 24a), siendo un
cuarteto en 6 7 ppm la sefial correspondiente a dicho proton (Hg) El desplazamiento
quimico de Hp indica su naturaleza vinilica, por lo que se tiene la siguiente estructura
parcial:

El hecho de que estas sefiales acopladas se encuentren en desplazamientos quimicos
tan diferentes sugiere que la molécula presenta efectos de proteccion y desproteccion
adicionales a la propia electronegatividad de los sustituyentes.

La segunda sefial de campo alto es un singulete en 2 13 ppm, esta sefial integra para
‘tres protones por lo que corresponde a un grupo metilo, el cual correlaciona en el espectro
COSY con la sefial del metilo CHi,, por lo que estos dos grupos deben estar
interaccionando a través de un sistema 1t

En la zona de 5.2 ppm se encuentra una sefial con multiplicidad de triplete que
integra para dos protones El desplazamiento quimico indica que estos protones se
encuentran bajo el efecto paramagnético de un grupo funcional, el cual puede ser la lactona
observada en el infrarrojo:

Existe en el espectro de carbono 13 para este compuesto (Espectro No. 25) una
sefial de metileno en 693 ppm El desplazamiento quimico de esta sefial indica que este
carbono forma parte de la lactona anteriormente propuesta

En 6 07 ppm se observa un singulete el cual correlaciona en el espectro COSY con el
metilo de 2.13 ppm. El desplazamiento de esta sefial indica que este protén se encuentra
unido a una funcion oxigenada, como puede ser una segunda lactona Existe también en el
espectro de catbono 13 una sefial de cartbono monoprotonado en 73.93 ppm por lo que se
apoya la presencia de esta segunda lactona

La presencia de dos lactonas en la molécula se confirma por la presencia en el
espectro de carbono 13 de dos singuletes en 169 6 ppmy 170 4 ppm

En 6 35 ppm, 7 45 ppm y 7 47 ppm se observa un sistema ABX cuyo desplazamiento
quimico, multiplicidad y constantes de acoplamiento son tipicas de los protones de un anillo
de furano monosustituido La presencia de este grupo se confirma por la observacién de la
banda en el infrarrojo en 875 cm’™, ademas de la presencia en el espectro de carbono 13 de
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un singulete en 122 6 ppm, un doblete en 108 6 ppm, un doblete en 144 4 ppm v un doblete
en 140.7 ppm.

H

En la zona de 760 ppm a 790 ppm se encuentra un grupo de sefiales que en
conjunto integran para tres protones, los cuales correlacionan entre si en el espectro COSY
E! desplazamiento quimico de estas sefiales es caracteristico de protones de tipo aromatico,
esta idea esta apoyada por la presencia en el espectro de “C de este compuesto de 14
sefiales en la zona de carbonos vinilicos y arométicos, de las cuales pueden ser asignadas 3
de carbono monoprotonado y un carbono no protonado al anillo de furano, una mas de
catbono monoprotonado al catbono que se encuentra unido al metilo CHz.4 y al proton Hg,
una sefial de carbono no protonado al carbono complementario de dicha ligadura y dos
sefiales de carbono no protonado a una segunda doble ligadura, la cual se encuentra unida al
metilo CHs¢, quedando por asignar 3 seflales de caibono no protonado y 3 sefiales de
carbono monoprotonado. Sin embargo, la multiplicidad de las sefiales de protén no puede
ser explicada en términos de sistemas de primer orden, por lo que dicho sistema de protones
aromaticos debe ser de orden superior

La presencia del anillo de furano monosustituido y las dos lactonas indica que el
compuesto posee un esqueleto de salvigenano o algin esqueleto relacionado con este La
primera opcion puede ser descartada puesto que se tienen dos metilos en la molécula. Una
opcidn alternativa es la de considerar que el compuesto posea un esqueleto de salvixalapano,
tal como el salvixalapadieno Esta consideracién permite justificar la presencia del anillo de
furano v las dos lactonas, una de ellas formando parte de una ftalida sustituida, con los
grupos metilo adscritos a las posiciones 6 y 20 de dicho esqueleto y unidos a través de
dobles ligaduras conjugadas Este ultimo requisito justifica la correlacién entre dichos
metilos en el espectro COSY La estructura propuesta es la siguiente:

Figura No. 36

47



La estereoquimica de la posicion 12 representada en la figura 36 es asignada bajo el
criterio de correlacion biogenética entre este compuesto v el salvixalapadieno

Este compuesto con esqueleto de salvixalapano no se encuentra descrito en la
literatura y puede considerarse un isomero del salvixalapadieno, por lo que se propone
nombrarlo isosalvixalapadieno.

salvixalapadieno isosalvixalapadieno

Fig No 37

Se realizd el calculo de las posibles conformaciones para el isosaivixalapadieno
utilizandose el programa MOPAC con el método semiempirico AM1* y se encontrd que
existen dos conformaciones de energia comparable y que difieren en la orientacion de la
ftalida con respecto del resto de la molécula:

HaC H . R
0] = o
— R= _
o~ /( "
H-C
* H
Conformacioni Conformacion2

Figura No 38 Posibles conformaciones de isosalvixalapadieno

Ambas conformaciones pueden ser intercambiadas mediante el giro restringido del
enlace Co-Cyo, por lo que el compuesto puede presentar atropisomerismo > El analisis de
modelos moleculares para este compuesto permite observar que en ambas conformaciones el
metilo de la posicion 6 se encuentra en la zona de proteccion del anillo bencénico, mientras
que el protdén geminal a este se encuentra en la zona de desproteccion del carbonilo de la
posicion 17, esta informacién permite explicar la diferencia de desplazamientos quimicos
entre ambas sefiales
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Existe en la literatura un ejemplo de tres protones aromaticos en una ftalida
sustituida cuyo sistema de acoplamientos es de orden superior. Este ejemplo se encuentra en
la 7,8 dehidroryacophyllina, un diterpeno con esqueleto de ryacophano, aislado de Salvia
reflexa Hornem®™ el cual posee ¢l mismo patrén de oxidacién en el anillo A que el
isosalvixalapadieno.

En la siguiente tabla se presenta la asignacion de sefiales de resonancia magnética
nuclear de hidrégeno para este compuesto:

Tabla No. 13 Asignacion de sefiales de 'H-RMN para isosalvixalapadieno

Hi, Hy, H; 7.60, 7.89 - -
Me-6 0.94 d 7.8
Hs 6.71 C 7.8
Hy2 6.07 s -
Hig 6.35 dd 1.8, 0.9
His 7.44 t 1.8
Hjs 7.47 dd 09,138
Ho (2H) 5.14 t 14.5
Me-20 2.13 s -

Tg= singulete, d = doblete, t = triplete, dd = doble de dobles c= cuarteto, m = multiplete.

El espectro de resonancia magnética de carbono 13 para este compuesto (Espectro
No 25)-es congruente con la estructura propuesta Se observan 19 sefiales distribuidas en
cuatro zonas del espectro En la primera de ellas, a campo alto solo se encuentra una sefial
en 16 2 ppm, por lo que se asume que los dos carbonos de los grupos metilo que se
observaron en el espectro de hidrogeno, tienen el mismo desplazamiento quimico Esta sefial
corresponde a los metilos de las posiciones 6y 20

En la segunda zona del espectro se observan dos sefiales de carbono protonado, la
primera de ellas en 69 4 ppm corresponde al metileno de la posicion 19 y la segunda, en 73 9
ppm corresponde al protédn de la posicion 12.

En la tercera zona del espectro se encuentran las sefiales tipicas de un anillo de
furano monosustituido, en 108 6 ppm, 140 7 ppm y 144 4 ppm que corresponden a los
carbonos de las posiciones 14, 16 y 15 respectivamente

Se observan también cuatro sefiales adicionales que corresponden a tres carbonos del
anillo bencénico y un carbone vinilico, la primera de estas sefiales se observa en 133 8 ppm y
corresponde al carbono de la posicion 1, el siguiente en 130.1 ppm, corresponde al carbono
de la posicidn 2, el siguiente en 125 4 ppm corresponde al carbono de la posicion 3 y la
sefial restante en 138 8 ppm debe corresponder al carbono protonado de la posicion 7

La siguiente asignacién de los carbonos no protonados se realizo por la comparacion
de los desplazamientos con los obtenidos para el salvixalapadieno

La primera sefial de carbono no protonado se observa en 122 6 ppm vy se asigna al
carbono de la posicion 13, este carbono es parte del anillo de furano sustituido. La siguiente
sefial se encuentra en 126 0 ppm y se asigna al carbono de la posicion 8, junto a esta sefial en

TESIS CON »
FALLA DE ORIGEN




126 6 se observa la correspondiente al carbono no protonado de la posiciéon 4 Hacia campo
bajo en 131 4 ppm y 132 3 ppm se encuentran dos sefiales mas de carbonos no protonados,
la primera de ellas corresponde al carbono Cy) y la segunda a Co En 138.0 ppm se observa
la sefial correspondiente al carbono de la posicién 10 y hacia campo bajo en 143 6 ppm se
observa la sefial correspondiente al catbono Cs

En la ultima zona del espectro se observan dos sefiales de carbono no protonado en
1696 ppm y 170.5 ppm, estas sefiales cortesponden a los carbonos de grupo carbonilo de
las posiciones 17 y 18, esta asignacidén puede ser intercambiada ya que las sefiales se
encuentran en un desplazamiento quimico muy similar

En la siguiente tabla se presenta la asignacion de sefiales de *C para este compuesto:
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Tabla No. 14 Asignacion de sefiales de "C-RMN para isosalvixalapadieno

C 133.8 d
C, 130.1 d
Cs 1254 d
Cs 126.6 s
Cs 143.6 S
Cs 16.2 C
Cr 138.8 d
Cs 126.0 ]
Cs 132.3 [
Cio 138.0 S
Cn 131.4 S
Cia 73.9 d
Ci 122.6 s
Cu 108.6 d
Cis 144.4 d
Cis 140.7 d
Ci7 169.6 5
Clg 170.5 S
Cio 69.4 L
Cao 16.2 c
fthultiplicidad Obtenida por DEPT, s = singulete, d = doblete, t = triplete,
¢ = cuarteto

De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion 1:1 se logrd el
aislamiento de un compuesto cuyas caracteristicas espectroscopicas son idénticas a las del
flavonoide naringenina, aislado en este trabajo de la poblacion de la zona Cérdoba-Orizaba.

De las fracciones eluidas con hexano-acetona en proporcidon 1:1 se logrd el
aislamiento de un compuesto cuyas caracteristicas espectroscopicas coinciden con las de la
4-acetil-1,3-dihidro-isobenzofuran-1-ona, la cual se describid como producto de la
transformaciéon del salvixalapadieno (vide supra), por lo que se asume que dicha
transformacidn se lleva a cabo también en el extracto original o en el proceso de separacion,
v no solo cuando el compuesto ha sido aislado

De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion 1:1 se obtuvo
una mezcla de dos productos, el primero de ellos se identificé como la 4-acetil-1,3-dihidro-
isobenzofuran-1-ona por comparacién ditecta de los datos espectroscopicos con los
obtenidos para este producto descrito anteriormente

El segundo compuesto presenté en su espectro de infrarrojo (Espectro No 27)
bandas en 3257 cm™ (grupo hidroxilo), 1765 cm-! (carbonilo de y-lactona), y bandas en
1602 cm-', 1492 cm-' v 1467cm-! (anillo bencénico)

En el espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno para este compuesto
(Espectro No 28) se observa en 528 ppm una sefial que integra para dos protones. El
desplazamiento quimico de esta sefial indica que dichos protones se encuentran bajo el

TESIS CON >
FALLA DE ORIGEN




efecto paramagnético de un grupo funcional, el cual debe ser la lactona observada en el
infrarrojo.

Se observa en la zona de protones aromaticos un sistema ABC el cual es tipico de un
anillo bencénico trisustituido en posiciones vecinales, por lo que se infiere que el compuesto

es una ftalida sustituida
En 929 ppm se observa una sefial como singulete ancho, esta sefial desaparece al

tratamiento con agua deuterada, por lo que debe ser originada por el protén de un grupo
hidroxilo. De lo anterior se tienen dos posibles estructuras, A y B:

OH
~

=
HO
o 0]
o] )
A B

La estructura A puede ser descartada ya que el proton del hidroxilo en esta posicion
podria formar un enlace de hidrégeno con el carbonilo de la lactona, en cuyo caso ¢l protén
tendria un desplazamiento caracteristico cercano a 12 0 ppm, por lo que la opcion B es fa
estructura mas probable El nombre sistematico para este compuesto es. 4-hidroxi-1,3-
dihidro-isobenzofuran-1-ona:

2 OH

Figura No 39: 4-hidroxi-1,3-dihidro-isobenzofuran-1-ona

En la siguiente tabla se muestra la asignacion de sefiales de resonancia magnética
nuclear de hidrégeno para este compuesto
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Tabla No. 15 Asignacion de sefiales de "H-RMN para 4-hidroxi-1,3 dihidro-isobenzofuran-1-ona
300 MHz, CDCI;, TMS

S e S Ml
H; 528 $ -
H; 7.17 d 7.7
H; 7.42 t 7.7
H; 7.32 d 7.7
OH en 4* 9.29 sa -

's = singulete, sa = singulete ancho, d = doblete, t = triplete *Desaparece al intercambio con D,0O

En el espectro de masas por impacto electronico para este compuesto (Espectro No
29) se observa un pico de m/z 150 correspondiente al ién molecular de un compuesto de

formula CsHeOs

e Poblacion colectada en Xalapa Ver. en Diciembre de 1999

De las fracciones eluidas con hexano-acetona en proporcion 4:1 se aislé un
compuesto en forma de agujas incoloras de punto de fusién 170 °C, cuyas caracteristicas
fisicas y espectroscopicas coinciden con las descritas para el diterpeno isosalvixalapadieno
descrito en este trabajo para la poblacion colectada en Xalapa Ver en Agosto de 1999 (vide
supra)
Se observé la presencia en el extracto de los triterpenos acido ursolico, acido
betulinico y betulinol, por medio de cromatografia en capa fina comparandose con muestras
auténticas Estos triterpenos se aislaron de la poblacién colectada en Agosto de 1999 (vide

supra)
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Conclusiones

En el presente trabajo se logré el aislamiento y elucidacién estructural de los
compuestos presentes en la Salvia xalapensis Benth, los flavonoides naringenina, e
isosalipurpol , los diterpenos tipo languidulanc salvisousélida y salvixalapéxido, el
primero de ellos descrito anteriormente en la literatura v el segundo novedoso por lo que su
obtencion es una contribucidn del presente trabajo.

También se aislaron dos diterpenos con esqueleto de salvigenano y de estructura
relacionada, la salvigenélida y la 2B-hidroxisalvigendlida, el compuesto salvigendlida ha
sido descrito con anterioridad, pero el derivado hidroxilado no ha sido descrito por lo que se
le considera un compuesto nuevo

Fueron aislados dos diterpenos adicionales, el salvixalapadieno vy el
isosalvixalapadieno, ambos poseen un nuevo tipo de esqueleto para el cual se propone el
nombre de salvixalapano.

Este nuevo tipo de esqueleto puede ser derivado biogenéticamente de un salvigenano
o 1sosalvigenano, esta propuesta se fundamenta en el hecho de que en la misma especie se
encuentran diterpenos con esqueleto de salvigenano

El perfil quimico de la Salvia xalapensis Benth. concuerda de manera general con el
encontrado en otras especies de salvias del subgénero Jungia La presencia de diterpenos
con esqueleto de languidulano ha sido encontrada en otras especies de la seccidn Angulatae
Sin embargo, la Salvia xalapensis Benth posee una diversidad quimica poco observada, no
solo en la seccion Angulatae sino en el subgénero Jungia, debido a la presencia de diterpenos
con esqueleto de salvigenano y adicionalmente de salvixalapano

Esta informacion se suma al analisis de otros datos obtenidos®' que indican que no
existe relacion entre la distribucién de diterpenos en el subgénero Jungia y su clasificacion al
nivel de secciones.

El contenido quimico de la especie en las dos poblaciones estudiadas es en cierta
medida diferente, en la siguiente tabla se presenta un resumen comparativo:

_Tabla No 16 Contemdo de Ditex penos cn Salvia xala ensm Benth

Cordoba—Onzaba Ver salwgenohda salv1sousohda
Agosto de 1996 2B-hidroxisalvigendlida | salvixalapéxido
Xalapa Ver salvixalapoxido salvixalapadieno
Agosto de 1999 isosalvixalapadieno
Kalapa Ver isosalvixalapadieno
Diciembre de 1999

La poblacién colectada en la zona de Cérdoba-Orizaba contiene diterpenos con
esqueletos de languidulano y salvigenano mientras que la poblacién colectada en Xalapa
contiene diterpenos con esqueleto de languidulano y salvixalapano El hecho de que los
diterpenos de tipo salvigenano no se encuentren presentes, al menos en cantidades
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detectables, en la poblacion colectada en Xalapa indica que los diterpenos de tipo
salvixalapano podrian ser biosintetizados a expensas de diterpenos tipo salvigenano, o bien,
que la produccién de uno u otro tipo de diterpenos se encuentre restringida a una sola
poblacion por la adecuacioén de la especie al entorno en particular, jugando posiblemente un
papel ecologico especifico
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Parte Experimental.

Notas:

e Los puntos de fusién fueron tomados en un aparato Melt-Temp II y no estén corregidos

e La pureza de los compuestos fue determinada por su apariencia en cromatoplacas con
indicador UVs,, asi como al ser reveladas con solucién 1% de sulfato cérico en 4cido

sulfurico 2N

» Las columnas para la purificacion de los compuestos obtenidos siguen (en la medida de
lo posible experimentalmente) el método descrito para la cromatografia “Flash”®

e Los espectios de resonancia magnética nuclear de 300 MHz fueron realizados en un
aparato Varian Unity 300 y los obtenidos a 500 MHz en un aparato Varian Unity Plus
500

+ Los espectros de infrarrojo fueron realizados en un espectrofotometro Perkin-Elmer
Mod 337 o en un Nicolet Magna 750

e Los espectros de masas fueron realizados en un espectrometro de masas Jeol JMS-
AX505HA 6 Jeol IMS-SX102A con la técnica de impacto electronico

» Los espectros de UV fueron realizados en un aparato UV-Vis Perkin Elmer 552 o un
Shimadzu 160U

» Las determinaciones de rotacion Optica fueron realizadas en un polarimetro Jasco DIP-
360
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Diagrama de trabajo
Salvia xalapensis
Poblacién Xalapa Ver.
(Diciembre 1899)

Material Vegetal
Hojas

Extraccién con
acetona

Particién
hexano-benceno/metanol-agua

|
| !

Fase Polar Fase no polar

Cromatografia en columna

c1,£2,C3
Fracciones 14-15 C3
isosalvixalapadieno (5.5 mg)
pf 150°C
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Descripcion del trabajo experimental de la poblacidn colectada en Cordoba-
Orizaba. (Agosto 1996)

Se depositd un ejemplar de la planta en el Herbario Nacional (MEXU- 702363) y fue
identificado como Salvia xalapensis Benth porlaM en C Ma Del Rosario Garcia Pefia.

El material vegetal colectado, constituido por las partes aéreas de la planta se secd a
temperatura ambiente y se triturd para después macerarle con acetona 2 veces por periodos
de 72 horas Hecho lo anterior se reunieron los extractos y se les retird el disolvente por
medio de destilacién a presidon reducida El extracto seco obtenido (aprox 29 gr) se
sometid a una particidbn mediante un sistema de disolventes hexano / benceno (1/1} y
metanol / agua (8/2) Se tomd la fase de metanol-agua y se le retiré el disolvente hasta
donde fue posible mediante el uso de un rotavapor, hecho lo anterior se le extrajo con
porciones de acetato de etilo y después de diclorometano, las cuales se concentraron
(aprox 46 gr) para dar un extracto que se sometid a una separacién preliminar por
cromatografia en columna (C,) con silica gel para placas, (SiO, +CaSOy) iniciando la
elucién con hexano, incrementando la polaridad con acetato de etilo y continuando con
gradientes de acetato de etilo-metanol hasta llegar a 100% de metanol

Continuando con el trabajo se reunieron las fracciones de acuerdo con su color y rf
en cromatografia en placa fina, y se procedié a la purificacion de las mezclas por separado,
obteniéndose los sigutentes productos

naringenina (5,7,4’ trihidroxiflavanona)

Con las fracciones 34-46 de la columna inicial Ca, eluidas con mezcla de hexano-
acetato de etilo en proporcién 1:1 se procedid a separar mediante una columna “flash” (Cy)
con polaridad constante de CHCl;-acetona en propoicidén 9:1, 5 8 mg de un polvo amorfo
de color amarillo y con punto de fusién de 240°C a 244°C

IR: v max , cm” (susp/nujol):
3292 3118, 3035, 1602, 1496, 1463

"H-RMN 300 MHz, CDCl;, TMS, 8, mult | J (Hz.):
593-595 d(2 1), 6.88, 7.38 (Sist AA’BB’), 2.72dd (17 1, 3.0), 3 17 dd(17 1, 13 2), 5 44
dd(13 2, 3 0), 9 00 sa, (Desaparece al intercambio con D,0), 12 16 s(Intercambia con D,Q0)

EM(IE ), m/z (Rel Int):
273 (100, 272(99), 255(11), 167 (21 9), 152 (16 1), 153 (68), 120(53 3), 179 (26 6),
107(18 0) C1sH 207 requiere un M" de m/z 272

UV Amax (Metanol) = 288 2 nm (g = 15973 45), 212 nm (g = 26902 65)
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salvixalapéxide

De las fracciones 37 a 45 de esa misma columna C, se aislaron 2 1 mg de un sélido
de color blanco con punto de fusién de 280°C,

IR: v max, cm” (CHCls), (Espectro No 1):
1774, 1660, 881

"H-RMN (500 MHz, CDCls, TMS): (tabla No 3) (Espectro No 2)
PC-RMN (125 MHz, CDCL, TMS) (Tabla No 4) (Espectto No 3)
EM (L E ), m/z (Rel Int )(Espectro No 4):

340(85), 162(100), C30H20s requiere un M" de m/z 340
EM de Alta Resolucion: M" Calculado de m/z 340 1311, M" Observado de m/z 340 1307

UV Amax (Metanol) :
264 nm (e = 4993 75), 238 nm (g = 2592 5)

f(l]D (Co= 04 mg/mL, CHCI:;) - 0309

salvisousélida
Las fracciones 62 a 65 de la columna C, eluidas con acetato de etilo-hexano en
proporcion 4:1 se separaron en una columna “flash” (C,) con mezcla de disolventes CHCl;-

acetona en proporcion constante 4.1 para aislar de las fracciones 2-3, 12.4 mg de un aceite
amarillo palido

IR: v max , em™ (CHCls) (Espectro No 5):
3599 1776, 1743, 1668, 877

'H-RMN (300 MHz, CDCls, TMS): (Tabla No. 5) (Espectro No 6)

EM (1 E), m/z (Rel Int )(Espectro No 7).

400(14.2), 179(29 5), 161(100), 159(17 1) 105(247), 55(304), 43 (63 8) CpH0;
requiere un M* de m/z 400

2$-hidroxisalvigendlida

De las fracciones 74 a 81 de la columna Cy se aislé un polvo de color amarillo claro
sin punto de fusion definido :

IR v max , cm’ (pelicula), (Espectro No 8):
3467, 3140, 1504, 1766, 873

'H-RMN (300 MHz, CDCls, TMS): (Tabla No 6 ) (Espectro No. 9)
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®C-RMN (75 MHz, CDCl;, TMS) (Tabla No 7) (Espectro No.10)
EM (LE ), mz (Rel Int) (Espectro No 11):

414(6.6), 129(24 7), 95(40), 91(31 4), 55(37 1), 43(100), C,Hz, 05 requiere un M* de m/z
414

UV A (Metanol)
207 0 nm (¢ = 8073)

[o]p = - 0.652 (Co = 0 4 mg /mL, CHCL;)

isosalipurpol

Las fracciones 53-60 Ca eluidas con acetato de etilo-hexano en proporcion 3:2 se
separaron en una columna “Flash” (Cs;) de polaridad constante con mezcla de disolventes
CHCl;-metanol en proporcion 95:5 para un compuesto que cristalizo en forma de agujas
finas de color amarillo intenso que funden a 189 °C-190 °C

IR: v max., cm™ (susp/nujol):
1606, 1505, 1465, 3292, 1626

'H-RMN 300 MHz, CDCls, TMS: &, mudt J(Hz):
594, 747- 685 Sistema AA' BB, 771 d(155), 9 40 s(Desaparece al intercambio con

D;0), 9 70 s(Desaparece al intercambio con D,0), 12 20 s(Desaparece al intercambio con
D,0)

EM (1E), mz (Rel. Int):

272(68), 236(336), 179(243), 166(21.8), 153(58), 129(261), 120(361), 97(57 1),
83(65 5), 69(76 4), 57(100), 43(81 5), C1sH120; requiere un M de m/z 272

UV hnax (Metanol) =365 5 nm (e = 24803.49)

salvigendlida

También de la columna C; se logrd aislar un segundo compuesto en las fracciones 2
y 3. El cual es un polvo fino de color blanco que funde a 214 °C.

IR: v max., cm™ (susp /mujol), (Espectro No 12):
3139, 1502, 872, 1765, 1667

'H-RMN (500 MHz, CDCls, TMS): (Tabla No 8) (Espectro No. 13)
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®C-RMN (125 MHz, CDCl;, TMS) (Tabla No 9) (Espectio No 14)

EM (1E ), m/z (Rel Int )(Espectro No 15):
398(21), 356(100), 338(53), 293(19.3), 255(184), 219(20.1), 129(16.8), 95(41 1),
81(27 7), 55(23.5), 43(91 6) C2H220- requiere un M* de m/z 398

Descripcidn del trabqjo experimental de la poblacidn colectada en Xalapa
Ver. en Agosto de 1999)

Se depositd un ejemplar de la planta en el Herbario Nacional (MEXU-996322) y fue
identificado como Salvia xalapensis Benth poria M. en C Ma Del Rosario Garcia Pefia

El material vegetal colectado de esta poblacidn, consistente en hojas y pequefios
tallos, de aproximadamente 1 2 Kg de peso, fue sometido a un trabajo experimental similar
al de la poblacién anterior, es decir, se macerd con acetona, se concentrd a presion reducida,
obteniéndose 55 g de extracto aproximadamente, al que se le realizd una particidn con
sistema de disolventes hexano-benceno y metanol-agua Cabe destacar que en esta ocasién
se opté por no realizar extracciones con acetato de etilo y cloruro de metileno a la fase polar
(aproximadamente 24 g), y llevar a separacion por cromatografia en columna con silica gel
para placas (SiO; + CaSO,) (C,) directamente, obteniéndose fracciones con mezclas de
compuestos que una vez reunidas de acuerdo con su color y 1f en cromatografia en placa
fueron trabajadas por separado mediante cromatografias sucesivas y recristalizaciones para

aislar los siguientes compuestos
acido ursélico.
Con las fracciones 33-48 de la primera columna (Ca) se mont6 una columna “Flash”

con polaridad constante de mezcla de disolventes 9:1 hexano-acetona (C;) para separar en
las fracciones 29 a 46 de esta un s6lido de color blanco con punto de fusion de 250 °C

IR: v max , cm” (CHCl), :
3514, 1693

'H-RMN 300 MHz, CDCl; + DMSO-ds, TMS: 8, mult .J(Hz)
318dd(100,60),523t(34),258sa,390sa, 0825, 108s,0985,077s, 125,085

d(63),093d(8 1)

EM (1 E), m/z (Int. Rel )(Espectro No 24):
456(5), 248(100), 203(35), 189(10), 133(24) C3HaO0s requiere un M* de m/z 456
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salvixalapadieno

También de la columna “Flash” anterior (C,) se aislé en las fracciones 72-131 un
segundo compuesto con apariencia de cristales en forma de agujas blancas que funden a 170
°C.

IR: v max , cm™ (CHCL;), (Espectro No 16):

1762, 1597, 873

'H-RMN (500 MHz, CDCl;, TMS) (Tabla No 10) (Espectro No 17)
BC-RMN (125 MHz, CDCl;, TMS) (Tabla No. 11) (Espectro No. 18)
EM (1E), m/z, (Int Rel )(Espectro No 19):

336(75), 268(27), 175 (100), 161(50), 95(76) C2oB1sOs requiere un M" de m/z 336
EM de Alta resolucién: M* Calculado de m/z 336 0998 M* Observado de m/z 336 0999

UV Ay (Metanol) :
236 5 nm (£ = 17724), 227.5 nm (¢ = 35238)

[o]p = 0 054 (C,= 0 4 mg /mL, CHCl)

naringenina (5,7,4° trihidroxiflavanona)

También en la columna C, se aislé un compuesto de color amarillo palido que funde
a 248 °C y que fue identificado como naringenina Este compuesto se aislé también de la
poblacidn colectada en la zona Cérdoba-Orizaba (vide supra)

betulinol.

Las fracciones 17 a 32 eluidas con hexano-acetato de etilo en proporcion 9:1 se
separaron en una columna “Flash” eluida con mezcla de disolventes hexano-acetona en
proporcidn constante de 3:2 (Cz) De las fracciones 67 a 87 de esta columna se aislé un
polvo blanco que funde a 207 °C

IR: v max, cm™ (CHCL):
3626, 1710, 1020, 889
'H-RMN 300 MHz, CDCl;, TMS, 8, mult J(Hz) :

218dd (108,48),238td (105,57),0765,097s,082s,098s,102s 1025, 379dd
(109,18),333d(109),468d(21),458dd (21,15)
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EM (LE ), m/z (Rel Int ):
442(42), 411(70), 234 (40), 207(55), 203(100), 189(67), 175(25) CseHsoO: 1equiere un M
de m/z 442,

3-acetil-betulinol

Se disolvieron 18 mg de betulinol en piridina (0.5 ml) previamente seca y se le
agregd anhidrido acético destilado (0 5 ml) Se siguid la reaccidén por cromatografia en capa
delgada, se le agreg6 agua fria (aprox 1 ml) para detener la reaccidn cuando se observa la
formacion de un solo producto en las placas Se le retird el disolvente a la mezcla de
reaccidon por medio de una bomba de vacio, sometiéndose a purificacion el producto de
acetilacion por medio de cromatografia en columna empacada con silica gel 230-400 y
eluyendo a presiéon con mezcla de disolventes hexano-acetona en proporcién constante 9:1
para obtener 8 2 mg del producto de reaccidn.

IR: v max , cm” (CHCL):
1723, 1020, 889

'H-RMN 300 MHz, CDCl, TMS. 8, mult J (Hz)
468d(24), 458 dd (24, 15),446dd (96,54), 243td (108,57), 2063 s,2034s,
16845 1036s,0971's,0852s, 08455, 08375

EM (I1E), m/z (Rel Int):
526(20), 466(100), 189(60), 175(15), 43(35) C34Hs4Q4 requiere un M de m/z 526.

acido betulinico.

También de la columna anterior (C;) se aislo en las fracciones 93 a 133 un polvo
blanco de punto de fusion 230 °C

IR: v max, cm” (CHCl):
3450, 1602, 1016, 891

"H-RMN 300 MHz, CDCl;, TMS §, mult | ] (Hz)
318dd (105,54),302td(102,42),0755,0935 0825 095,097s,473d(21),

460dd(21)168s
EM (LE), m/z (Rel Int):

456(30), 438(10), 248 (20), 207(25), 189(35), 40(100) CsoHysO; requiere un M" de m/z
456.
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acido 3-acetil-betulinico

Se procedio a disolver 20 mg de acido betulinico en piridina previamente seca (1 5
ml) para después agregar anhidrido acético destitado (1.5 ml) y agitar en reflujo la mezcla
por espacio de 3 Hr, agregéandose después dimetilaminopiridina (aprox. 3 mg) para
promover la acetilacién La reaccion se siguid por cromatoplaca 1 Hr més y se detuvo
agregando agua fria (1 ml) cuando se observéd la formacidn de un producto mayoritario.
Después se le retir6 el disolvente a la mezcla de productos de reaccién con una bomba de
vacio y se separé dicha mezcla en una columna cromatografica “Flash” con mezcla de
disolventes hexano-acetona en proporcién constante de 9:1 De esta columna se aislaron 16
mg de un sélido blanco de punto de fusion 275 °C

IR: v max , cm™ (CHCL):
3515, 1720, 1696

'H-RMN 300 MHz, CDCls, TMS §, mult J (Hz)

§474,d J=2.4Hz , Hy-A, 8461 dd, J=21, 1 5Hz Hz-B, 5448 dd, J=90,Hz,5 1 He,
Hi;, 83 0,td, J =108 Hz, 4 5 Hz, Hyo, §2.035 (CH3-CO0-), § 1696,50974,5094,8
0845, 50832, 5 0.854 (3H cada una)

EM (1LE ), m/z (Int. Rel ):;
498(35), 438(95), 248 (40), 189(100) CsHsyQs4 requiere un M" de m/z 498.
salvixalapoxido
Las fracciones 49 a 61 de la columna C, eluidas con hexano-acetato de etilo en
proporcion 1:1 se sepataron en una columna “flash” (C;) con mezcla de disolventes hexano-

acetona en proporcion 3:2 para separar en la fraccion 4 un compuesto cuyas caracteristicas
fisicas y espectroscopicas son idénticas con las del diterpeno salvixalapéxado

isosalvixalapadieno
Las fracciones 62-64 de la primera columna C, eluidas con hexano-acetato de etilo
en proporcion 1:1 se separaron en una columna “Flash” (C4) para aislar en las fracciones 12

a 16 un compuesto color blanco que cristalizé en forma de agujas de punto de fusién 154
°C

IR: v max , cm” (CHCls), (Espectro No 23):
1764, 875.
"H-RMN (300 MHz, CDCl;, TMS): (Tabla No 13) (Espectro No 24)

BC-RMN (75 MHz, CDCls;, TMS) (Tabla No 14) (Espectro No. 25)
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EM (1E ), m/z (Rel Int){Espectro No 26):
336(100), 307(70), 197 (50), 95(42) C20H;1605 requicre un M* de m/z 336.

4-acetil-1,3-dihidro-isobenzofuran-1-ona

La mezcla de productos proveniente de la conversion en condiciones ambientales del
diterpeno salvixalapadieno, se separé en una columna “Flash” (C;) con mezcla de
disolventes en proporcion constante benceno-metanol 98:2, para aislar en las fracciones 7 a
9 un compuesto de punto de fusién de 143 °C e identificado como 4-acetil-1,3-dihidro-

isobenzofuran-1-ona

IR: v max, cm™ (CHCly), (Espectro No 20):
1766, 1682, 1596, 1484, 1447

'H-RMN (300 MHz, CDCls, TMS): (Tabla No. 12) (Espectro No. 21)

EM (1E ), mz (Int Rel )}(Espectro No 22):
176(100), 161(23), 133(30), 148 (18), 105(50) C1oHzOs requiere un M de m/z 176

Las fracciones 65 a 73 de la columna C, se separaron en una cromatografia en
columna “Flash” para separar en las fracciones 2 y 3 un compuesto de color blanco y con
punto de fusién 148 °C, los datos espectroscopicos son idénticos a los obtenidos para la 4-
acetil-1,3-dihidro-isobenzofuran-1-ona. :

4-hidroxi-1,3 dihidro-isobenzofuran-1-ona

Las fracciones 65 a 73 de la columna inicial C, se separaron en una cromatografia
“Flash”(Cs) con polaridad constante de hexano-acetato de etilo en proporcion 4:1 para aislar
dos compuestos en las fracciones 15 a 19, el primero de ellos fue identificado como 4-acetil-
1,3 diludro-isobenzofuran-1-ona y el segundo como 4-hidroxi-1,3-dihidro-isobenzofuran-1-

ona

4-hidroxi-1,3-dihidrolsobenzofiran-1-ona.:

IR: v max , co' (CHCL), (Espectro No 27):
3257, 1765, 1602, 1492, 1467

'H-RMN (300 MHz, CDCls, TMS): (Tabla No.15 ) (Espectro No 28)

EM (1E), m/z, (Int Rel )(Espectro No 29):
150(55), 122(100), 94(32) CsHsO; requiere un M" a 150 m/z
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Descripcidn del trabajo experimental de la poblacion colectada en
Xalapa Ver. en Diciembre de 1999.

Se deposito un ejemplar de la planta en el Herbario Nacional (MEXU-996326) y fue
identificado como Salvia xalapensis Benth porla M. en C Ma Del Rosario Garcia Pefia

Se siguid el procedimiento general usado en el estudio de las poblaciones anteriores,
en este caso se utilizaron las hojas v pequefios tallos de la planta, macerandose 670 g del
material vegetal dos veces en acetona por 72 hrs. obteniéndose 35 5 g de extracto, el cual se
separd mediante una particion en un sistema de disolventes hexano-benceno (1:1} y metanol-
agua 4.1 se tomo la fase no polar y se separé mediante cromatografia en columna empacada
con silice para placas (SiO, + CaSQ,) , se reunieron las fracciones de acuerdo a su
apariencia en cromatografia en capa delgada y se procedid a la separacién del compuesto
isosalvixalapadieno descrito mediante cromatografias en columna empacada con silice 230-

400.

ESTA TESIS NO SA1%
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Instituto de Quimica

U.N.A.M.

B. Esquivel Sax-2
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B. Esquivel Sax-2
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