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L. INTRODUCC.ON



I.—-INTRODUCCION

La familia de las Labiadas, esta constituida por aproximada-
mente 180 géneros y 3500 especies [11.

El estudio fitoquimico de Labiadas ha permitido aislar meta-
bolitos secundarios que presentan diferentes actividades bilologi-
cas, [ 2,3,4 }, principalmente fiavonas [5], diterpenos 16}, y
triterpenos (7). En algunos casos, el aislamiento de ciertos me-
tabolitos secundarios han contribuido a establecer la Taxonomia
de esta familia.

Por ejemplo, las flavonas aisladas del geéenero Thymus, se
utilizaron para diferenciar la especie Thymus capitatus de otras
especies del subgénero Thymus. Tambien se han utilizado en un
estudio quiniotaxénomico del género Sideritis [ 5 ).

En nuestreo pais, esta familia de plantas. esta representada
por 42 gpéneros y 550 especies. El género mas abundante de esta
familia de plantas. en México y en el Mundo es el género Salvia
{ 8, 9 }, constituido por 275 y 990 especles respectivamente.

Las especies de este género estan divididas en 4 subgéneros:

Salvia. Sclarea, lLeonia, vy Calosphace. Todas las especles ameri-

canas pertenecen a2 este ultimo subgénero | 10 1.
En los estudios fitoquimicos de Salvias americanas realiza-
das hasta la fecha, la mayoria de los diterpenos aislados tienen

esqueleto de neo-clerodano ( ent-clierodano ). [ 11, 12 )



N

Por elemplo, la BSaivinorina ( I )}, vy el acido mellisodoérico

de Salvia divainhorum y de Salvia melissodora

( 11 ), se aislaron

respectivamente.

ror lo que se refiere a los triterpenos. se han aisladoc con

mucha frecuencia, acido ursélico ( I1f ) { 13 ) ¥y acido oleanoli-

<o {( v )} [ 13 1 ¥y con menor frecuemcia, triterpenos con esquele-

to de Lupano ( V ).
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IX.- GENERALIDADES

La Salvia thymoides Benth esta clasiticada de acuerdo con -
Epling, en la seccion Flocculosae del subgenero Calosphace del
genero Salwvia,

La seccion Flocculosae del subgénero Calosphace esta consti-

tuido por las siguientes especies:

S.thymoides S.flocculosa S.chamaedryoides
5.incumbens S.priseitfolia S.coahuilensis
S.cognata S.Cruikshanksii S,.macellaria
S.chionophylia S.cedrosensis S.Gregegi
S.armentosa S.muelleri 5.lycioides
S.inornata S.serpyllifolia S.cyanotropha

trevio al wpresente trabajo, hay una especie analizada de la

geccion Flocculosae, v es S.Gregei | 14 }, de la cual se describe

el aislamiento de pinaranoé ( 4cido isopimarico; aAcido 14-a-hi-
droxi-iso-pimarico; acido 3-8 -hidroxi-iso-pimarico; l4-a, 18-di-
nidroxi-7. i$-isopiwmaradieno y un clerodano; 7, 8-8 -dihidroxisal-
viacoccina.

Ademas, existe la hlpotesis, parcialmente apoyepda por un
estudio fitoguimico, de que $.Greggi v S.microphilla son la misma
especie [ 15 1, yva que de ambas, se aislaron diterpenos con
enqueleto de clerodano y pimarano. La S. micreophylla se encuentra

clasificada en la seccion Fulpgentes del subgeé © Calosphace.




La brusintesis de los terpenoides, sigue la via del acido
mevaldnico, como s€ muestra en el esquema No. 1. La blosintesis
de los flavonoldes se presenta en el esguema No. 2.

Todo lo anterior hace evidente la necesidad de realizar un
estudio quimico sistematico de las Salvias mexicanas, para obte-
ner mas datos que permitan establecer una clasiticacion quimio-
sistematica.

ror lo tanto los objetivos de este trabajo son:

a).~ Alslar ¥y caracterizar 1os metabolitos secundarios de

una poblacion de Salvia tnymeides Benth, utilizando tecnicas cro-—

matograficas y espectroscépicas.

b).- Obtener informacion y aportar datos, para delinear el
periil quimico de las Labiadas y asi como resolver problemas gui-
miotaxonémicos de la Seccion.

c).~ Contribuir al estudio sistemdtico de las Labiadas y en
especial del género Salvia en México.

d).- Obtener los metabolitos secundarios de esta planta para

investigar su posible actividad biolégica.
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I11.- PARTE TEORICA

Estudio fitoquimico de Salvia thymoides Benth.

lL.a Salvia thymoides Benth, esta clasificada de acuerdo con -
Epling [ 10 ], en la seccion Flocculosae del subgénero Calesphace
del geénero Salvia. Crece en los Kstados de Puebla y Oaxaca.
£l especimén de Salvia thymoides analizado, tue recolectado en el
Estado de Qaxaca y clasificado por el Dr. T.P. Ramamoorthy.

Del extracto aceténico, de las partes aéreas, de esta plan-
ra se aislaron loe siguientes metabolitos secundarios, cuya ca-
racterizacién se describe a continuacién.

El componente aislado en mayor cantidad, se obtiene de las
fracciones de polaridad intermedia Yy e8 un producto cristalino
amarillo con p.f. 192°C-194°C ( Acetona-Hexano ). ( V1 ).

Su espectro de I.R. ( Espectro HNo.1 ) muestra en 1656 cm{-1}
{ carbonilo de cetona conijugada ,) 1612 cm(~1), 1591 cme({-1),

1551 em(-1} y 1548 cm(-1) ( aromaticos ), ¥y 2846 cm{-1) ¥

1023 cm(-1) (metoxilo). EBte espectro sugiere se trata de una

flavona. ( kFigura 1 }.

FIGURA 1
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El espectro de R.M.N. de 'H de ( VI ) ( 80 MHz ) { CDCl, )

( Espectro No. 2 ) muestra las siguientes senales :

o (ppa) ©.52s8 6.56s 6.95d 7.354 7.5dd 3.9s 3.958
J=9Hz J=2H=z J=2; 9H=z

Integral 1-H 1-H 1-H 1-H 1-H 3-H 9-H

y ademas, en & 12.64 un singulete intercambiable con D0 y que

integra para 1 - H. Cl"b
CH,0
CH,0 ]

( VI )} S - Hidroxi-6, 7, 3',4° - tetrametoxitlavona

Asi, la sefial en 6 12.64 que intercambia cod Dxp, ge asigna al
proton fenolico en pomiciotn 5 del anitilo A, el cual forma un en-
lace de Hidroégeno con el grupo carbonilo.

La senal dd en & 7.5 ( J = 2, 9 Hz ), se asigna al proton 6
del anillc ¢. Presenta un acoplamiento meta ( J = 2 Hz ), con el
proton 2' y un acoplamiento orto ( J = 9 Hz ) con el protdon 5°.

La sefial doble en & 7.35 ( J = 2 Hz )}, se asigna al
protén 2°, tiene un acoplamiento meta { J = 2 Hz ) con el protén

6.
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La senal doble en & 6.95 corresponde al proton ' y esta
acoplado en posicion orto ( J = 9 Hz ) con el protén 6°.

por conparacibn de los desplazamientos quimicos, de las se-
flales simples en 6 6.52 y & 6.56, con los descritos en la litera-
tura | 18 ), se aslgnan a los protones en las posiciones 3 y 8
respaectivamente. En 6 3.9 se observa un singulete { 3H }. que
corresponde al metoxilo en posicion 4° v en & 3.95 un singulete
que integra para 9 atomos de Hidrogeno v gue se asigna a los me-
toxilos en posicidn &, 7 v 3°.

El peso molecular de esta flavona,iue determinado por espec-

trometria de masas v esta de acuerdo para una formuia condensada-

C arH00, v su fragmentacidon se indica en el Esquema No.3.

Como fragmentos mas importantes, se tienen los siguientes:
m/z M :358 ( 100% ) ,M-15:343 ( 1007% ) . M-18:341 ( 10% ). A;:53
{ S55% ),69 ( 40X ).

La comparaciog de las propiedades fisicas y espectroscéOpicas
de esta sustancia corresponden con las descritas en la literatu-
ra £ 19, 20 1. ( p. £. 190°C - 1964 C ) [ 1y ], para la S ~ Hidro-

xi-6, 7. 3°, 4'-tetrametoxiflavona.
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A partir de las fracciones de polaridad intermedia. se obtu-
VO un compuesto cristalino amarillo ( V1l ), de p. f. 187 c-189 T
( Acetona-Hexano }, que en Su espectro de 1. R. ( Espectro No.3 )
presenta bandas caracteristicas para [lavonoide ( Fig. 1 )

A si enV maxima se observan las siguientes bandas:
1648 cm (-1) {( carbonilo de cetona conjugada ); 1604 cm{-1),
1587 cm(~1), 1534 cm(-1) v 14690 cm{-1)( aromaticos ): 2854 cm(-1)
Yy 1014 cm(-1) metoxilo).

L espectro de R.M.N. de 1H de ( V11 ) ( 80 MHz ) ( CDCl. )

{ £spectro MHo. 4 ) presenta las Biguientes sefiales:

o ( ppm ) .52 s ©.55 s ©.93 aQ 7.4 ad 7.44 s

J =9 Hz J =2, 9 Hz

Integral 1 - H T - H 1 - H 1 - H r - H
65 ( ppm ) 3.98 B 3.96 5 3.9z 8
integral 3 - H 3 - H 3 - H

Ademas presenta dos intercambiog ¢oh Mo, el primero en

5 5.79 v el segundo en & 12.74, ambos integran para 1 - H.

( vi1 ) 5, 3° - dihidtoxi -~ &, 7, 4' - trimetoxiflavona
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La sernal en 6 12.74, intercambiable con D0, corresponde al
proton fenoiico, en posicion 5 del anillo A. que ademas esta for-
mando un puente de Hidrogeno con el grupo carbonilo. Kl segundo
intercaabio con L YW se asigna al hidroxilo &n posicion 3°* del a-
nitto ¢.

Los tres singuletes en 8 3.94<, O 3.9 y &6 3.98 e asignan a
los metoxiios en las posiciones 4', 6. ¥ 7 respectivamente.

La seiial doble de dobles en 8 7.4 {( J = %2, 9 Hz ), se asigna

a{ proton 6'; el cual presenta un acoplamiento orto ( J = S Hz )

con el proton en S° ¥y un acoplamiento meta {( J = 2 Hz ) con el
protoén en 2'. ELl doblete en & 6.93, corresponde al protén S° y
tiene un acoplamiento orto ( J = 9 Hz ) con el protdn 6.

La comparacion de los desplazamientos quinicos, de ios sin-
guletes en & 6.52, 6 6.55 yv & 7.44 con los descritos en la lite-
ratura ([ 18 ], permite se asignen los prorones de las posiciones
3, 8 ¥y 2°’ respectivamente.

El peso molecular de esta flavona tue determinado por espec-—
trometria de masas ¥y esta de acuerdo para una formula condensada
€ 10,00, v su fragwentacion se indica en <=l esquema No. 4, siendo
los frapgmentos mas importantes: m/z M 364, M-H:343 { 13% ),
M-Me:329 { 76X ), H-COMe:3@1, 153 { 70.8% )}, 69.1 ( leaX }.

Las propiedades descritvas previamente mencionadas, estan de
acuerdo con las descritas en la literatura, para esta flavona
{ V11 )}, gue recibe el nombre comun Eupatorina, la cual esta dis-
tribuida ampliamente en la naturaleza [ 21, 22 ].

o o
( p. £. 196 C~198 C ).
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Varias fracciones de polaridad intermedia Hexano—-AcOEt {(4:6)
indicaron en su especrtro de 1.k. ( Espectro No.5 ), las bandas en
2700-3200 cn(~1) y 1710 cma{-1} ( caracteristicas para acido car-
boxilico ), 1740 cm(-1) ¥y 177¢ cm(~1) { y-lactona }_. 34063 cm(-1)
( hidroxilo) 1611 y 1036 cri(-1) (dobles enlaces). ( Vilta }.

Yara facilitar su puriticacion. se obtuvoe su éster metilico
t V1l1lb ) por tratamiento con disolucion eterea de diazometano.

El eéster metilico ( Villb ) es un soélido blanco cristalino
con p. &. Jhb‘h—l‘ﬂ‘t ( Hexano-Acetona } y [ a ) gﬂ = -224.85.

£1 espectro de 1.R.t( Espectro No.o ), de ( V111 )
BUESTIa ©ft 1612 cB(-1), 1638 cm(~1) ( dobles ligaduras ),
en 1711 cm{-1) ( carbonilo de ester ) en 1783 y 1748 cm(~-1)
{ vy-lactona-a,® -insaturada )i 23, 24 }J. Estas sehales se observan
como uyna panda doble vy corresponden al fenomeno conccido como
Resonancia de Fermi | 2% }.

La absorcién maxima en el Ultravioleta ( V.V.) a 205 nm apo—
va la existencia de una yv-lactona-a B -insaturada [ 23 ].

En el espectro de K.M.N. de 'H ( Espectro No.¥ )(Tabla No.1)

Jde esta sustancia., ( Villb ) se observa un multiplete en & L. HA

{ las sehales comprendidas entre & LH.74 y 0 0.1, 1intefran para 2
protones ). ¥ un dobiete ( J=2 Hz=z } en & 4.24 ( 2H ), que se
asignan a los protones de una ¥y-lactona-a, 8 -insaturaoa,

sustituida en B

1
En el espectro de R.M.N. de 3C { Espectro No.8 )( V11llb )}
( Tabla No.2 ) de esta sustancia, se observan sefiales que apoyan

esta aseveracion.



ig
Se observa un singulete &n 6 174.0 que corresponde al carbo-
no del carbonilo; un singulete en & 171.04 que corresponde al
carbono totalmente sustituado del doble enlacs; un doblete en
6 115,19 para el carbono trasustituido y un triplete en & 73.04
para el metijileno.

Para el caso de las v-lactonas-a, 0 -insaturadas, sustituidas
en a, el proton vinilico aparece en 6 /.17 vy el desplazamiento
quimico en H.M.N.de 1%, del carbone, al cual se encuentra unido
aparece en 145-146 ppa | 27 1.

Esta informacion, permpite proponer la siguiente estructura

parcial. ( Figura 2 j.

FIGURA 2

¥En el espectro de Masas de esta sustancia ( M, 344 ) se ob-
serva la fragmentacion tipica para las Y-lactonas { 28 }. adewmas
se observan los fragmentos cuya relacién m/z es 83, 97, y 111,

siendo este ultimo fragmento, el mas abundanre de los tres.



Estos fragmentos estan representados asi:

—0
=1

+ + +
83 97 111

Con esto, la estructura parcial anterior, se expande a la

saguiente. ( Figura 3 ).

FIGURA 3

19

1
Por otra parte, en el espectro de R.M.N.de "H de ( vlilib )

(Espectro No.7)( Tabla No.1 ), se observa un multiplete en & 7.2

que se asigna a un proton 8 a un carbonilo y en 6 5.95 se observa

una sehlial ( dda ) ( J=10, 4, 4 Hz ), { las scliales comprendildas

entre 6 5.75 y & 6.1, integran para % protones ).

Las sefiales en & 7.2 y 6 5.95 se asignan a 2 protones olefi-

nicos que estan en posicion cis entre si y en posiciong

grupo carbonilo respectivanente.

Y a un



Z0
La J para ia poslcloOn Irans tiene un valor de 13-18 Hz.

En b 5.2 se observa un ddt ( J=10, @4, 4 Hz ) que intepra
para un proton, que también esta en posicion cis, respecto a los
sles protounes Listados anteriormente y que ademas esta vecino a un
metileno; este proton esta en posicién & al grupo carbonilo.

( Figura 4 }. Fp
P4 Y
/H/
H\2
B

CH,
FIGURA 4

los atomos de Carbono, a los cusles eStan unldos e€stos Lres
protones aparecen en R.M.N.de 13C. como un doblete, cada uno, a
H 120.76, b 128,42 ¥ b lav. 48 respectivamente.

También se observa un singulete en & 3. /5 ( 3H }, que co-~
rresponde al metilo del ester metilico. { VvIllhb ).

Se realizaron experimentos de doble resonancia magneética nu-
clear de I de ( V11lb )} ¥ se obDservo en el espectro ( Espectro
No.9 )., gue al irradiar la zona comprendida entre 6 72.95 y &6 7.25
( H,8 a un carbonilo ). Lta sefial en 6 5.25, H 6, se simplifica
de un ddt a un at o J = 10, 4 Hz ) y por la multiplicidad se in-
fiere que este protéon es vecino a un metilenc y al protén y. Asi
mismo por el valor de J = 19 Hz. se puede deducir que H 6, se en-

cuentra en posicion cis respecto a H y.
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Con la saturacion de la sefial centrada en 6 7.25.se observa
también que la sehal en & 5.95 pasa de ddd a dd { J=10,4 Hz )}, ¥

que estad en posicién cig, respecto a H &.

El compuesto VI11lb muestra tambien en R.M.N.de ly ( kspectro
No./ ), un singulete ancho en 6 4.83 ( 1H, Ha 3, W ,,; = 4 Hz y un
triplete {( J=2 Hz ) en 86 .84 ( 1H, Hs ). Por la amultiplicidad,

de cada una de estas Beifiales, se propone que estos protones esten
cercanos a un grupo —~CH .

Con base en lo anterior, estas sehales Se asignan a un me-
tileno terminal y a un carbonilo, lo gque permite establecer la

siguiente estructura parcial. {( ¥igura S. )

H

H S

~0cH,

FIGURA 5

Tanbién se obtuve el espectro de K.M.N. de IH. de esta sus-
tancia, corrido en CDClLy + Gy ( Espectro No. 19 )} y se observa
un desplazamiento de las sefiales a campo alto, en comparacién con
el espectro corrido en CbCl, ( Espectro No. 7 ).

£l espectro de R.M.N.de 13c, de vIlIb ( Espectro No.8 ),
muestra la presencia de 21 Atomos de Carbono, de los cuales, uno
corresponde al metilo del éster metilico, por lo tanto, este me—

tabolito secundario tiene la estructura de un diterpeno ( C., ).
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El peso molecular deterainado por Espectronmetria de Masas
{ M+, 344 ) concuerda para una térmula condensada CﬂH“o.y tie-
ne un 1DH ( Indice de deficiencia de hidrogeno ) de 8. En las es-
tructuras parciales, mostradas hasta el momento se justitica un
1DH=7, y no existiendo en el espectro de R.M.N.de 1H mas dobles
enlaces o enlaces con heteroatomos por justiticar, el restante
IDH s0lo puede corresponder a un anildlo.

A partir de los datos de R.M.N.de 130. se observa que s6lo S
atomos de Carbono, sc¢ nuestraan como un doblete. Cuatro de ellos
va estan asignados, el 1ltimo tiene un desplazamiento quimico de
35.83 ppm, lo que indica que es un carbono sp3d y por la multipli-
cidad ( es un doblecte ), se infiere que €s un carbono trisusti-
tuido, esto pernite establecer la siguiente estructura parcial.

{( Figura 6 }.

IR

FIGURA 6



A partir de los datos de R.M.N.de 13 c, se observa que hay
tres atomos de carbono, & 51.89, 6 13.85 y & 18.59 cuya multipli-
cidad es un cuarteto, lo que permite afirmar, gue se trata de 3
grupos metilo; el primero de ellos ya esta asignado y-corresponde
al) metilo del éster metilico. En el espectro de R.M.N.de 1H. se
observa una seiial simple en & .70 ( 3H ) ¥y un doblete en 6 9.76
{ 30 ), estas sehales confirman la presencia de los otros dos
grupos metilo.

Con base en los datos previamente discutidos y tomando en
cuenta el antecedente de gue, del total de diterpenos aislados de
Satvias mexicanas, €l 8vX son cilerodanos; Se infiere que este me-
tabolito secundario. aisiado como éster metilico presenta esque-—
leto de 5, i1v-Seco-clerodano, proponiéndose asi, la siguiente es-—

tructura plana ( VIILIb ).

]
=

( vlilla ) B

{ VIILb ) R = CH,
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Esta estructura corresponde a un diterpeno con esqueleto de
5.1¢--seco-clerodano y se denorina c¢omo el Esler nmetilico del
Acido S, l190-seco-clerodan-1, 3, b5( 19 ), 13-tetraen-15.16-olida-
18-0ico.

De acuerdo con la metodologia utilizada para aislar este me—
taboliteo secundario, se afirma que el diterpeno esta presente, en
la planta como acido carboxilico.

Este diterpeno con esqueleto de $,10-seco~clerodano fue pre-
viamente aislado y caracterizado. como una mezcla aceltosa., por
Bohlmann y colaboradores [ 29 J. a partir de una planta dencaina-

da pulicaria anpgustifolis; trabajo en el cual. no se agigna ni la

estereoquimica, ni se describen todas las propiedades fisicas vy
-espectroscoépicas.

. Se han aislado diterpence con estructura de 5, 1@-seco-clero-
dano, a partir de plantas del genero de ips Compuestas tales como
Nidorella t 20 ], Conyza stricta [ 31 ], Heteropappus altaicus

1 32 1. Grangea maderaspatana [ 32, 33 ]. Baccharis flabellata

{ 35 1, Conyza sacabraida | 36 } y por ultimo Conyza japonica
{f 36 }]. En el género Salvia, ésta es la segunda ocasion que se
aisla un diterpeno con esta estructura, anteriormente se obtuvo
de la planta Salvia cardiophylla [ 37 1.

A continuacion, se enlistan los desplazamientos quimicos en
R.M.K. de IH, para los hidrégenos en posicioén 1, 2, 3, 19 y 197,
del anillo 5.1©-Seco-clerodano. de algunos diterpenos aislados

del género de las compuestas. ( Tabla No. 3 ).



Desplazaniento quimico en R.M.N. de

anillo 5,1P-Seco-clerodano,

Posicion del

H Villb
1 5.25 ddt
J = 10.4,4 Hz

2 5.95 ddd
J = 10,4,4 Hz
3 7.2 m
- J
19 5.v4 t
J = 2 Hz
19 4.83 sa
W oz = 4 Hz
Ref . S.thynmoides

B = Sihgulete d =

Sa =

singulete ancho

Tabla No. 3

1
H, de los protones del
de algunos diterpenos aislados de las

Compuestas

Estructura
IX X X1
5.38 dddd 5.22 dda 5.35 dda
J = 12.5,12, g = 12,4, J = 12,
4.5,1.5 Hz 1.5 Hz 2.5 HZ
5.492 dd 5.87 da 5.93 da
J = 12,4,2 H2z J = 12,2 Hz J = 2.5 Ha
7.27 m 7.24 dda 7.25 ddd
3,1.5 Hz J = 1.5.1.5 Hz J = 2.5,
2.5.2.5 Hz
5.96 t 5.03 s=a 5.06 sa
J = 1.5 Hz - -
4.84 sa 4.79 sa 4.84 sa
3e 32 33
doblete t = triplete m = pultiplete

da = doblete ancho



COQC H3

Eaten metilico def
Acide estrietice | IX )

CO,CH,

Esten metilico def
Acdde Non-estnictico [ XT )

COLCH,

Esten metllico del Acido

26

(2-metitbutinoxd | esindictico |

Estern metitico def Acido

19 -acetoxi-es tictico

XTI}

X

)
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A partir de la Tabla No.3, se observa gue el diterpeno ais-
lado de Salvia thymoides, presenta desplazamientos quimicos en
H.M.N. de "H. similares a los descritos para los ditexrpenos obte-
nidos de algunas plantas del genero de las Compuestas. La compa-
racién anterior confirma la estructura de VIILb.

E} anillo 5,1¢0-S5eco-clerodano, presenta varias conformacio-
nes, no obstante, la disposicion de los dobles enlaces es tal,
qQue peruite Que los metilos C - 17 y C - 20, muestren desplaza-
mientos quimicos semejantes en R.M.N. dcl?’c, a los que presentan
los mismos metilos en Clerodanos que tienen anillos fusionados

A /7 B trans. { Tabla No. 4 } [ 27 }.

Tabla No. 4
Desplazamiento guimico en R.M.N. de ]%:, de C - 20y C - 17 de
Clerodanos con fusion de anillo A / 8 trans | 27 )

Estructura Nombre b C ~ 20 5 C ~ 17
XIXX1 Acido kerlinico 15.5 16.1
Aiv Ajugarina I 17.3 15.3
XV Ajugarina 1V 17.8 15.4
XVl Fruricolona 19.2 15.5
XVidl 18-Acetato de 17.9 15.8

pacchalineol
VIlib biterpeno de 18.59 13.84

$.thymoides



éOzH

Acido kerkinico (X111 )

OAc

18-Acetato de Bacchalincol

Ajuganina 1

Fruticolona

[ Xv1T1 )

{ X1V 1)

[ xv1 )

28
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La comparacién de los datos de 5 en R.M.N. de 1%. de la
Tablé No. 4, permite se asigne al metilo - 17, orientaci6n a -
ecuatorial y al petilo - 20, orientaciéon a - axial.

La estereoquimica de los diterpenos con estructura de 5,10-
Seco-clerodano, fue establecida por Herz y colaboradores [ 24 §,
para el diterpeno, denominado. éster metilico del Acido estricti-
co { IX ).

La siguiente Tabla muestra los desplazamientos quimicos en
R.M.N. de 1%, para los ametilos, € - 17 y C - 20, de dos diterpe-

nos con anillio de 5,1¥-Seco-clerodano y del compuesto VI1Ilb.

Tabla No. S

Estructura & C - 17 6 C - 20

Ref .
ix 13.84 18.62 30
XLr 13.5 i8.1 35
VIIIb 13.85 18.59 S.thymoides

Con lo cual, se confirma la estereoquimica propuesta para

los metilos C —-17 ¥y C - 20, por lo tanto, la estructura del di-

terpeno aislado en este trabajo. es la siguiente:
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o SOCH,

{ v1iib )

Asignandose las contiguraciones de los centros quirales como

sigue: ¢ -8 ({ R) v -9 (R ).



Tabla No.l
patos de R.M.N.de JH del Ester metilico del Acido $,l10-seco-cle

rodan-1,3,5 (19}, 13~tetraen-15,16-6l1ida, 18-oico.

rosicion del H 5 (ppn) multiplicidad J ( HZ )
3 5.25 ddt 13.4,4
2 5.95 ddd 10.4,4
3 7.2 m -
14 5.84 m 2.1
16 4.74 d. 2
17 9.76 a 7
19 5.04 t 2
19' 4.83 s, ancho W oz =4
20 .70 = -
OMe 3.75 = -

Corrido en CODC1 5 Referencia interna TMS

s = singulete d = doblerte t = triplete = = multiplete

31



Tabla No.2
13 N
vatos de K.M.N.de C del Ester metilico del Acido 5,10-seco-

clerodan~1,3.,5, (19),13-tetraen-15,16-6lida, 18-0ico

Carbono &5 (ppa) multiplicidad
1 140. 48 d
pA 128 .42 d
3 126.76 d
4 144 .94 s
= 137.12 &
© 33.92 T
7 29.30 T
8 . 35.83 d
o 37.97 s

10 34.93‘ T

11 35.83" t



famla No. 2

t vontinua )

12 24 .04 t
13 1/1.63 . s
14 115.19 q
15 174.90 s
16 73.04 t
17 13.85 <
is 106. 50 =
19 117 .93 T
20 18.959 (=3
21 51.89 [-3

Sefiales intercambiables. s=singulete d=doblete <t=triplete

c=cuarteto Corrido en CDCls a 20 MHz.Referencia interna TMS
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be las fracclones menos polares, eluldas con Hexano-

ACOEt ( 8:2 ), se logro separar, un sélido amorto blanco. ELl

espectro de I1.R. de esta sustancia ( XVIII }{ Espectro No. 11 ),

muestra bandas en 2Z700-3200 cm(-1} y 1688 cm(-1) ( Aacido

carboxilico ). ¥ 883 cm(-1) ( metileno terminal. Se obtuvo su

éster metilico, tratando esta sustancia con solucioén etérea de
diazometano.

El éster metilico ( XVilla ) es un solido cristalino blanco,

de punto de fusion 199 - 291 . Esta sustancia puestra en Su es-—
pectro de 1.H. ( Espectro No.12 ) las siguientes bandas:
3618 cm{-1)(alcohol secundario ), 1641 cm(-1} ( dobles enlaces }.
889 ca(-1) (metileno terminal), 1719 cm(-1)( carbonilo de éster),
1370 ¥ 1455 cm{-1) ( metilos y metilenos).

El espectro de R.M.N. del H de ( xvilla )( Espectro No.13 ),

muestra dos singuletes anchos W ., = 4 Hz, en 6 4.56 { 1H }. ¥

6 4.69 ( 1H ), atribuiblies a los protones de un metileno terminal
de un isopropenilo: un singulete en 6 V.74 ( 3H ), & 0.79 ( 3H ),
6 .91 ( 3 ) y 6 ©.94 { 6H), que corresponden a 5 grupos meti-
los; un singulete en & 3.64 (3H ) para el grupo -COOMe: un singu-
lete en 6 1.66 ( 3H )., que corresponde al metilo del isopropeni-
lo. También muestra un multiplete centrado en 6 3.1 {( 1H ) gue se
asigna al proton axial al grupo hidroxilo ecuatorial, ademas pre-
senta intercambio con Day en & 4.69.
Su peso molecular determinado por Espectrometria de Masas
( M, 470 ), esta de acuerdo con una tormula condensada Co1HnO, v

presenta la fragmentacion | 38 ], indicada en el Esqueaa No.6.



mfe 411

Edquema No. 6
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0LH;
HO

nfe 427

Betulinato de Hetilo

SE



Esquera No. 6
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H 3
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Betulinato de Notifo
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Por lo tanto se& propone la sigulente estructuras ( Xvilia ).
para este metabolito secundario, previamente aislado y caracteri-

zado | 39, 40 ).

M

O,R
HO

{ XVi1l1 ) Acido betulinico R =Y

{ XV1ifa ) Betulinato de Metilo R = CH 4

De las ultimas fracciones eluidas con Hexano-AcOEt { 83:2),

se logro separar, otro sdélido blanco amorto. ( 1v ). El espectro

Qe 1.R. de esta sustancias ( Espectro No.l4 ), muestra bandas en
2700-3200 cr(-1) ¥y 1w cm({-1) ( acidoe carboxilico Y. 34065 cm(-1}

¢ hidroxilo ). Se obtuvo su éster mertilico, tratando esta sustan-

cia con solucidn etérea de diazometanc.

El ester metalico (1 IVva ) e£ un sSolido amorfo Dblanco, esta
sustancia muestra @n su esSpectro de 1.R. ( Espectro No.1b ) las
siguientes bandas: 1729 cm(-1) | carbonilo ), 3500 cm{-1) ( alco-

hol). ¥ 1460 cm{-1) vy 1378 cm(-1) ( metilos y metilenos ).
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Para facilitar la purificacion de esta sustancia, se acetilo
el &ster metilico mediante un tratamiento con anhidrido aceético
en piridina. El1 éster metilico acetilado ( IVb ) es una sSustancia
que cristaliza en forma de agujas blancas ¥ Tiene un p.t. e
220 C-222 °C,

En su espectro de 1.K. de 1Vb ( Espectro No.16 ), se obser-
van las sagulentes bandas: 3824 cm{~1) { insaturacion },
1719 cn(-1) (carbonilo de éster ), 1370 ca(-1) { metilo adyacente
a un carbonilo correspondiente al grupo acetilo ), 1256 cnm(-1)
( vibraciéon asimétrica de CH,-CO-OR ). 1168 cm(-1) { wvibracioén
asimétrica de R-CO-OCH»> }, vy 1370 cmr(-1) y 1462 cm(-1) (metilcs v
metilenos) .

El espectro de R.M.N. del n de 1vb { Espectro No.l17 ), mues-

tra un triplete en 6 5.25 ( J=3 Hz,1H ) correspondientz a un do-

bie enlace rtrisustituldo; un singulete en & .59 ( 3H ) Que se
asigna al grupo ~COOMe&; un singulete «n 6 z.ve « 3H ) para &4
grupo funcional acetilc; un singulete en &6 V.71 ( 3h ), & 9.84

{ 6H )}, & v.88 ( 3H }, 0 V.91 { 6H ), vy & 1.11 ( 3 } gque se
asignan a 7 grupos metilc; un triplete centrado en 5 4.45 (J = 8

Hz., 1H )} atribuible al proton axial al grupo acetiloc ecuatorial;
un doble Jde doble centrado en 6§ 2.84 tJ = 12, 5 Hz ) que se
asigna al proton unido a 18 -8 .

El peso molecular determinado por EKspectrometria de Masas
esta de acuerdo para una forzmula condensada Codao, ( M., 512 ) ¥

su fragmentacion es la siguiente [ 38 ): ( Esquema No.7 )



! Esquema No. 7
—CH
0LH; haly
A oY) ‘

mie 512 m/e 497

A&OzCHg

\ mfe 262

~ZCH,LOLCH; 1

mfe 189 m/e E03

Acetate del Oleatofatn de Hetifo
B
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Por lo tanto. considerando la evidencla espectroscoOplca y
por comparaclén directa con una muestra autentica. se asigna la
sigulente estructura, para esta sustancia aislada comc el éstar

metilico acetilado del &cido oleanoclico ( 1vb ). { 38, 41 }.

O.R
RO

( IV ) Acido Oleandlico R = H R* = H§
{ 1Vva ) Oleanelato de metilo R = CHy R®* = H
( IVb ) Acetato del oleanolato de petiio R = CH, R' = AcO

De acuerdo con La metodologia utilizada en el aislamiento e
identiticacioén de esta sustancia, se establece que el metabolito

secundario esta presente en la planta como acido carboxilico.



IV. PARTE EXPERIMENTAL
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IV.~-PARTE EXPERIMENTAL

a).-Material

Los puntos de fusion de los compuestos obtenidos, se deter-
minaron en un aparato Fisher-Jones y no estan corregidos.

Las cromatogratias en columna se empacaron con Silica Gel
00 Merck ( 35-7¢ y 74u-238 Mesh ASTM ).

La cromatogratia en capa tina se realizé utilizando cromato-
pPlaca de Silica el Merck F-2254, usando cozo revelador Sulfato

Cérico al 1% en H.so, 4y,

Los espectros de I.R., se obtuvieron en cloroiormo, nujol,
en pastilla de RKBr o en Ventana de Irtran, en un EspectrofotOme-~
tro Perkin-ilmer HMod.337 o en un Espectrofotémetro Nicolet ¥F1-SX.

Los espectros de U.V. fueron detersminados en un Espectrofo-
tometro Perkin-Elmer Mod.552. Las rotaciones 6pticas se obtuvie-
ron en un Polarimetro Perkin-Elmer Mod.241.

Los espectros de K.M.N. de 'H y *> C se realizaron a 60 MHzZ v
20 Mhz respectivamente en un aparato Varian FT-80A.

Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm, en unidades
6 con respecto al TMS. Los valores de J estan dados en Hz, las
asignaciones en 130 se hacen con avuda de los espectros parcial vy
totalmente desacoplados.

Los espectros de Masas se obtuvieron en un aparato Hewlwtt
Packard 5$985-8, mediante la técnica de impacto electronico a 70

electréon-volts .
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b).-Aislamiento de Compuestos

El especimén de Salvia thymoides estudiado fue recolectado
en el Estado de Qaxaca y clasificado por el DOr.T.P.Ramamoorthy.

lL.as partes aéreas,.secas Y molidas de la Salvia thymoides
{ 3297g ) [ueron extraidos con acetona ( 20 litros ) a temparatu-
ra ambiente durante 5 dias. Transcurrido este tiempo, el disol-
vente fue evaporado a presion reducida, obteniendose 93g de ex-—
tracto, el cual fue s¢parade en sus componentes, mediante una
cromatografia en columna, empacada con Siliica Gel ({ 35-70, 1500g)
desactivada al 10% de agua{i50g). vy utilizande como eluyventes,
mezclas de Hexano -~ ACOEt y ACOEt - MeOH de polaridad creclente.

De las fracciones eluidas con Hexano-AcOEt ( B:2 ), se ais-
laron 221mg ( 9.V06%, peso seco ), de un sdlido amorfo blanco.
{ XV1I1l } ¥l espectro de 1.R. ( Espectro No.1l )} muestra las ban-—
das caracteristicas para el grupo funcional acido carboxilico
{(2700-3200 cm{-1) ¥ 16990 cm(~-1).

Se sometieron a esterificacion 49 mg del adcido carboxilico.

con una disolucion eterea de CH;N, y despues de eliminar el exce—

s0 de CH N, con AcOH, extraer con AcCOEt, neutralizar con sBolu-

citn  al 10 % de MaHCO,, lavar con H:O0 y secar con Na:S0, anhidro ¥
concentrar a vacio, se obtuvieron 21 mg de un solido cristalino
blance. ( XVIIXa ), punto de fusion de 199 °C-201 °C.

Sus propiedades espectroscopicas son las siguientes:
I.R. ( Espectro No.12 ) CHCl, y max.cm(-1):3618,1719,1641,1455,
1376 ,889.
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R.H,N.deIH ( Espectro No.13 ) 80 MHz ( CDCl,; ).
6 4.56 ({ Ba, W 1,2 = 4 Hz, 1H ), b 4.69 ( Ba, W .2 = 4 Hz, 18 ),
®.74 ( s, 3H ), ©.79 { s, 3H )}, ©.91 { 8, 3H ) V.94 ( s, 6H },
3.64 ( B, 3H ), 1.66 (8,3 ), 3.1 ( m, 1H ), 4.69 intercaumbioc
con agua deuterada.
E.HM. ( CaHeeO; ) m/z ( abundancia relativa Y: 470 ( 6.8 ),
455 (2.8 ), 452 ( 2.2 ), 189 ( 91.6 ), 69 ( 72.9 ), 55 ( j&.5 ),
43 ( 10V, pico base ).

Las propiedades tisicas y espectroscopicas de esta sustancia
corresponden con las descritas en la literatura | 39, 4¢ ]}, para
el éster metilico del Acido Betulinico ( XVlila ).

De la misma polaridad se obtuvo otro sélido amorfo blancu
( 1.1275 g, 8.©34 % peso seco ). { 1v ).

En su espectro de I_R. { Espectro No.14 ) se observan las
sefales para el grupe tuncional &cido carboxilico { 2700-3200
cm{-1) ) ¥y para facilitar su purificacitn, se obtuvo su éster me—
tilico { IVa ), al tratar 78 ng del aAcido carboxilico con solu-
cién etérea de CHN;, y despues de tratarse en la forma previa-
mente descrita, se obtuvieron 45 mg del producto metilado, de
punto de fusiétn, superior a 300 DC

En su espectro de I.R. { Espectro No.15 ), se observan las
siguientes bandas: 1729 cm(-1) ( carbonilo de éster ) ,3%00 cm(—1)

(alcohol), 146© y 1378 cm(-1) ( metilos y metilenos ).
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Posteriormente, se acetilo el éster metilico, para ello se
disolvieron las aguas madres ( 20 ml ) en Piridina y se adiciona-
ron 5 ml de anhidrido acetico, y se& delo reaccionar durante 2 ho-
Tas a temperatura ambiente. Posteriormente se virtioé la mezcla en
hieio y se tava suceslivamente con HCL, NaHCO 5, vy L,0; se seco con
N& 250, anhidro y se concentrs a vacio, obteniendo 860 mg del éster
metilico acetilado ( IVb ). Esta sustancia cristaliza en forma de
agujas blancas, turde a 220 U~2zz T. ( el punto de fusion descri-
to es 223 °C ) [ 42 ). ‘

Las propiedades espectroscopicas de ( 1Ivb ) son:

{.R. ( Espectro No.17 ) { CHCl; ) vy cm(-1}: 30624, 21719, 1370,
1256, 1168, 146Z.

R.M.N.de 1H ( Espectro No.17 ) { CDCL, ) ( 80 MHz ) &:

5.25 ( t, J=3 Hz, 1H ). 3.59 ( s, 3H ), 2.v2 ( 8. 3H }.,

.71 (s, 3H ), 8.84 ( 5, b ), .84 ( 5, 3H ), .91 (s, 6H ),
1.112 { s. 3H )}, 4.45 ( v, Js=B H=, 1IH j}, 2.84 ( dd.J=12.5 Hz,1H ).
E.M.  Cohepo, ) msz ( abundancia relativa ): 51e ( 1.7 ).

49?7 ( 0.2 ), 262 { 49.4 ), U3 ( 1VY, pico base ). 189 ( 27.u ).
213 34.2 ).

i.a comparacion de estas propiedades fisicas con las descri-
tas en ta literatura | 38, 41. +2 ], permiten caracterizar a esta
sustancia como el Acetato del Oleanolato de metilo ( 1vb ).

El componente aislado &n mayor cantidad ( 1.9218 g. 0.058 X,
peso seco ), es un producto cristalino amarillo, { VI ) con punto
de fusién 192 G-194 °C, obtenido a partir de las fracciones elui-

das con Hexano-AcOEt ( b:4 }.
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Sus propiedades espectroscopicas son las siguientes:

I.H. ( Espectro No.1 ) ( CHCl,; ) VY pax, cm{-1): 2846, 1023,
1656, 161X, 1591, 1515, 1458.
R.M.N.de 14 ( Espectro No.2 ) ( CLCl, )( 80 MHz ) &:
6.5 ( s, 1H, H-8 )}, 6.95 ( d. J = 9 Hz, H-5" ),
7.32 (d. J = 2 Hz, 1H, H-2'), 7.50 ( dd, J = 2; 9 Hz, IH, L H-27),
3.9 10 s, 30, -OMe-4' ), 3.95 ( s, 9H, ~OMe-3', 6, 7 ).
12.64 { Intercambio con D :0 ).

E.M. ( CuHigs, ) m/z ( abundancia relativa ): 358 (160,pico base )

343 ( 1YV, pico hase )}, 153 ( 55 ). 69 ( &V ). y corresponden con
las descritas en la literatura [ 19, 20 }, para la 5S5-Hidroxi — 6,
7, 3, 4' - tetrametoxitliavona ( VI ).

De la poiaridad Hexano-AcOEt ( 4:6 ), se aislaron 0.039 g
{ ©.001 Z, peso secc ), de una sustancia cristalins amarilla con
punto de tusioéon 187 cC—-lBe c,(:, identiticada por comparacion con da-
tos descritos en la literatura { 21, 22 ) como Eupatorina ( VII )
( 5, 3'- Dihidroxi - 6, 7, 4"~ trimetoxiflavona )} y muestra las
siguientes propiedades espectroscoépicas:
I.R. ( Espectro No.3 ) ( Nujol )V max.cm{-1) : 2854, 1648, 1604,
1587, 1534, 1460, 1014.
R.H.N,deln { Espectro No.4 ) { CDCl; ) ( 80 MHz ) &
6©.52 (B, 1H, H-3 ), 6.55 ( s, 1lH, H-8 J, 6.3 {( d, J = 9 Hz, 1H,
H-58" )}, 7.4 \ dd, J = X, 9 Hz, 18, H-6' ), 7.44 ( s, 1H, H-Z' },
B.98 ( s, 6H, -OMe-6 ), 4.90 ( =, 3H, ~OMe-7 ), 3.92 ( s, 3H,
-OMe—-4’ ), 5.79 ( intercambio con D 0, 1H, -OH-3° ).

12.74 ( intercambio con D 0, 1H, -OH-S ).
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E.M. o c‘““ih ) m/z ( abundancia relativa }: 344; 343 { 13 )

S29 { 76 ), 158 { 70.8 ). 6Y.1 ( 10¥, pico base ).

Algunas fracciones de polaraidad intermedia Hexano-Acetato de
Etito ( 4:6 ), mosStraron en s5u espectro de 1,.R.( kspectro Naolb ),
las banaas caracteristicas para el griupo tunclonal acido carboxa-
1ico ( L/00-3200 cmi-1) y 1710 cm(~1} . adomss presenta las si-
Euientes senales: 1/4¢ Yy 778 cmi{~1) ( y-lactona }. 3464 cm{-1}1),
{ hidroxilo ). leoll y 1636 ca(-1) {(dobles enlaces ). ( Villa ).

Se obLtuvo su éster metilico ( VIllb ), al tratar 2.6744 g de
producte crudo, con una disolucion de CHN, K y gespues del trata-
miento usual se obtuvo el producto esterificado, &l cual fue se-
parado en sus componentes, mediante una cromatografia en columna
{ 88 g, Silica Gel 70-239 ), eluida con mezclas de Hexano-AcOEL
de polaridad creciente, ¥ B obtuvieron V.8VZ9 g del éster meti-
lico a partir de la polaridad Hexano-AcOEt ( 4:6 ).

El producto metilado, { V3iilh ) es un so6lidgc blance, crista-
liza en torma de aguias y tiene un punto de fusion de 146°C-148°C
( Hexano-Acetona ) y | a Jgﬂ = —224.85
El espectro de 1.R. de Viifb amuestra, ( Espectroc No.6 ) ( CHCIl 5 )
vmax.cm{—1): 1783, 1748, 1711, 161t2. 1638.

U.V. ( CH,0H ) ( daoax,.nm.e ): 205, { 39285 )
K.M_N.de '# ( Espectro No.7 ){ CDCl, )( &6 MHz ) & :
{ Ver Tabla No. 1 }

R.M.N. de 'PC ( Espectro No.1 ) ( ODCl, ) ( 20 MHz ) & -

{ Ver Tabla No. 2 )



R.M.N. de 'h ( Espectro No.10 ) ( GDCLs 4 ¢, 3y po Maz ) 6

5.3t de ,J=1¥.4 Hz, 1H, H-1 ), H./9 ( dd.J=1¥, 4 Hz., 1H, H-2 ),
.37 (m, 1M, H-3 ), S.40 { L, IH H-14 ), 4.5 ( d, J = 2 Hz,
1H, H-16 ), V.ba  d, J = 7 Hz. 34, H-17 )}, 5.81 ( m, 1H., H-19 ),

4.8 (s, 1H, H-1Y' ), @.46 ( s, 3, H-20 ), 3.5 ( s, 3H, -OMe ).

El nombre segisistematico de @sta sustancia es:

Ester metilico del Acido 5, 1@-Seco-Clerodan-1, 3, 5 ( 19 ), 13-
tetraen—- 15. 16-6lida ( v1Iilb .

De acuerdo con la metodologia seguiaa para ¢l aislamiento
de esta sustancia, se establece gue este diterpens. se encuentra
en ila planta, como acido carboxilico.

La posible actividad farmacologica de este diterpeno sera

investigada, como unpa contipuacion de este trabajo.
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V. ~CONCLUSIONES

Del estudio fitoquimico de Salvia thymoides Benth, se pueden
obtener, desde el punto de vista quimico, las slguientes conclu-
siones.
A partir de 3.97g e planta seca y moliaa se aislaron 5 me-
tabolitos secundarios, 10% cuales son:
a ) b - Hidroxi - 6. 7, 3", 4' - tetrametoxitlavona ( VI ).
Rendimiento = ©0.658 %

b ) 5, 3'" - Dihidroxi - 6. 7. 4' - trimetoxitlavona ( Vil )
( Eupatorina } Rendiniento = ©0.001 %

¢ ) Acido Oleanolico ( 1V } Rendimiento = ©.034 %

d )} Acido Betulinico { XVIII ) Rendimiento = 0.006 %

¢ ) biterpeno Seco-clexrodano { V11llb ) Rendimiento = 0.824 %

el total de productos aislados. los primeros cuatro son de
estructura conocida. £l aiterpeno Seco-clerodano ( Viilb ), tam-
bién es de estructura conocida y fue aistfado por primera vez por
Bohiman y colaboradores | v 1. Ellos describen la obtencidn de
{ VIIIb )}, como una mezcla aceitosa, enunciando solo 1os datos de
R.M.N. de lﬂ Yy Espectrometria do Masas.

El presente trabajo. ademas de aislar a ( vIIIb ) en forma
cristalina vy pura, se asigna la estereoquimica del éster metilico
del Acido %, 10 - Seco - clerodan - 1, 3, 5 {( 19 )}, 13 ~ tetraen—
15, 16 - olida, ( VIllb ) asi como también se completa el estudio

de las propiedades fimicas y espectroscopicas.
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Aportando los datos de H.M_N. de13C. Rotaclon Optica, punto
de fusion y U. V.. siendo estos a su ves, aportaciones nuevas al
conocimiento de la cCOmposSicion quimica de ias Salvias mexicanas.

Esta a8 la segunda vez, que se obtiene un diterpenoc con es-
gueleto de b, 10 - Seco - clerodano a partir de una Salvia.

La primera vez se aislo de Salvia cardiophvila.

El perfil quimico, encontrado para la Salvia thymoides Benth

es similar al encontrado, hasta el momento, en la mayoria de

Salvias mexicanas.

Por aultimo la Salvia gregsil v la Salvia thymoides tenth, son

las dos plantas estudiadas hasta Lla fecha. de la seccién

Flocculogae.
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