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I. INTRODUCCION

El estudio de la composicion quimica de las especies mexicanas de plantas de la
familia Lamiaceae es una linea de investigacion de gran importancia que se inicié
en forma sistemética en el Instituto de Quimica de la UNAM (IQ-UNAM) en 1984,

fundamentalmente enfocado en el género Salvia.

Salvia involucrata es una especie endémica del pais y no existen estudios previos
en cuanto a su composicion quimica por lo que el presente trabajo se realiz6 con el
objetivo de contribuir al conocimiento de la composicion quimica de las especies del
género Salvia a través del aislamiento de metabolitos secundarios presentes en el
extracto de CH2Cl> de S. involucrata. Para lograr el objetivo, se realiz6 el aislamiento
de los compuestos mediante el empleo de métodos cromatograficos convencionales
y la elucidacion estructural se realizé mediante el uso de técnicas espectroscopicas,

principalmente RMN de alta frecuencia.

Como resultado del trabajo se aislaron y caracterizaron estructuralmente tres

metabolitos secundarios novedosos de tipo neo-clerodanico.

La estructura de los compuestos aislados se establecid6 mediante el empleo de
técnicas espectroscopicas modernas y se establecié su configuracion relativa
mediante el analisis del experimento NOESY vy considerando cuestiones
biogenéticas. Ademas, se establecio la relacion estructural de los compuestos

aislados mediante la propuesta de rutas biogenéticas.



II. ANTECEDENTES
1.1 Generalidades sobre la familia Lamiaceae

La Familia Lamiaceae (Labiatae) es un grupo muy amplio y diversificado de plantas
con 236 géneros y mas de 7,000 especies. Los miembros de esta familia se
encuentran distribuidos en todo el mundo, con excepcion de las regiones polares, y
estan particularmente adaptados a las areas tropicales, subtropicales y en las zonas
templadas del mundo. En esta familia podemos encontrar tanto especies adaptadas
a climas semi-aridos como a habitats humedos, las areas de mayor diversidad de
esta familia son la zona Mediterrdnea, Asia Central, el Continente Americano
(México, Centro y Sudameérica), las Islas del Pacifico y las zonas tropicales de Africa
y China. A pesar de tener una amplia variedad en cuanto a géneros, la mayoria de

las especies se concentran en ocho de ellos (ver tabla 1).2

Tabla 1. Géneros mas abundantes de la familia Lamiaceae

Género No. de especies Género No. de especies
Salvia 1000 Isodon 200
Hyptis 350 Stachys 200

Scutellaria 360 Nepeta 100

Coleus 200 Teucrium 100

Aunque existen también géneros minoritarios que nos son familiares, pues poseen
importancia econémica en varias partes del mundo, ya sea como condimentos, por
sSus aceites esenciales, por sus propiedades medicinales o como ornamentales,
estos géneros son Origanum, Thymus, Mentha, Lavandula, Pogostemon, entre
otros; las figuras 1-3 ejemplifican algunas de las especies de los géneros

mencionados.



Figura 1. Origanum Figura 2. Mentha spicata
vulgare (Hierbabuena arodi)

Figura 3. Lavandula dentata

Una de las caracteristicas mas distintivas de las Lamiaceas es la presencia de
glandulas en la superficie de sus hojas que almacenan aceites esenciales, por lo
gue son conocidas como plantas aromaticas, ademas cuentan con propiedades
organolépticas y distintas actividades biologicas, entre las que destacan
antiinflamatorias, antioxidantes y antimicrobianas.® Cabe mencionar que las raices
de muchas de estas especies también son utilizadas en la medicina tradicional de

diversas partes del mundo.

Desde el punto de vista quimico, los géneros de esta familia han sido ampliamente
estudiados en lo que se refiere al aislamiento de distintos tipos de metabolitos
secundarios. Entre los géneros mas estudiados se encuentran Isodon,* Teucrium,®

Salvia,® Scutellaria,” Stachys® y Coleus.® Estos estudios han resultado en el
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aislamiento de un gran numero de metabolitos secundarios, tales como esteroles,
flavonoides, iridoides, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos,

triterpenos, entre otros.
[I.2 La familia Lamiaceae en México

La familia estd representada en México por 32 géneros y 591 especies
(considerando tanto los nativos como los naturalizados),* esto implica que el 13.56%
de los géneros y aproximadamente el 8.44% de las especies del mundo existen en
México. Ademas, esta familia es la octava mas abundante del pais y tiene un
endemismo del 65.82%.1

Aunque esta familia esta representada en el pais por 32 géneros, es en cinco de
ellos donde se concentra la mayor cantidad de especies (468 especies,
correspondientes al 79.19% del total, ver tabla 2).?

Tabla 2. Géneros mas abundantes de la familia Lamiaceae en México y su

porcentaje de endemismo

Género No. de especies % de endemismo
Salvia 307 75.57
Scutellaria 56 67.86
Stachys 41 70.73
Hyptis 35 48.57
Hedeoma 29 72.41

Aungue los miembros de esta familia se pueden encontrar en todos los tipos de
vegetacion que existen en el pais, se distribuyen principalmente en las zonas
montafiosas, siendo la Sierra Madre Oriental y el Eje Volcanico donde se concentra

la mayoria de las especies (ver figura 4).



Figura 4. Distribucién de la familia Lamiaceae en México®

México es el pais con el mayor numero de especies de Salvia (cuenta con
aproximadamente el 30% del total de especies a nivel mundial), por lo que puede
ser considerado como uno de los centros de diversificacion mas activos del planeta
en lo que se refiere a este género. Algo similar ocurre con el género Scutellaria,
pues se considera al pais como el sitio de mayor diversificacion que existe en
América. De lo dicho anteriormente se puede concluir que, aunque México no es un
pais muy rico en plantas de la familia Lamiaceae, si es la regiéon mas rica a nivel
mundial en lo que se refiere a uno de sus géneros (Salvia), ademas, con base en

trabajos recientes, se concluyd que este género es el mas abundante en México.*

Es importante mencionar que esta familia tiene una legendaria costumbre de uso
en México, tanto en medicina tradicional como en la preparacion de alimentos. Por
ejemplo, en Chiapas se wusan para el tratamiento de padecimientos
gastrointestinales, respiratorios, febriles, reumaticos, dermatoldgicos y de tipo
traumatologicos (como inflamaciones, contusiones y heridas de los pies) e incluso
algunos grupos étnicos de la region las utilizan para tratar algunos sindromes de
filiacion cultural.!! Las especies de esta familia que mas contribuyen a la medicina

tradicional de este estado se enlistan en la tabla 3.



Tabla 3. Géneros y nimero de especies utilizadas en la medicina tradicional en

Chiapas
Género Especies medicinales
Salvia 17
Hyptis 5
Mentha 5
Stachys 3
Ocimum 3

El estudio de la composicién quimica de las especies mexicanas de plantas de la
familia Lamiaceae es una linea de investigacion de gran importancia que se inicio
en forma sistematica en el Instituto de Quimica de la UNAM (IQ-UNAM) en 1984,
fundamentalmente enfocado en el género Salvia. El perfil quimico de estas plantas
ha sido una herramienta Gtil para establecer una clasificacion mas adecuada de las
mismas y ha contribuido ademas a la obtencion de productos bioactivos. El estudio
guimico y bioldgico de las Lamiaceaes mexicanas es uno de los grandes proyectos

de largo plazo que se han desarrollado en el IQ-UNAM.*?
[1.2.1 El género Salvia en México

La palabra “Salvia” proviene del latin salvus, que significa salvo, intacto, seguro,
haciendo referencia al valor medicinal que se le atribuye a estas plantas. Como se
observa en la tabla 1, este género es el mas abundante de la Familia Lamiaceae
con alrededor de 1000 especies distribuidas por todo el mundo.! Y como se
menciond anteriormente, México es el pais con el mayor nimero de especies de
este género, y representa mas del 50 % de todas las especies de la familia

Lamiaceae que existen en el pais.



Figura 5. Distribucion del género Salvia en México®®

Al igual que muchas otras Lamiaceaes, las salvias muestran una fuerte preferencia
por las zonas montafiosas, aunque se pueden encontrar practicamente en todos los
tipos de vegetacion de México. El hecho de que existan tantas especies de Salvia
en México puede deberse tanto a la historia geoldgica de la regidon como al éxito
evolutivo de estas plantas, pues han desarrollado mecanismos de defensa muy
eficientes contra sus depredadores naturales (herbivoros, nematodos, hongos,
fitopatdgenos e insectos), ademas son capaces de inhibir el desarrollo e incluso la

germinacion de plantas competitivas en su habitat.'4
[1.3 Perfil quimico del género Salvia

Segun datos del 2012, de las especies de Salvia que se conocen (alrededor de
1000) se han estudiado aproximadamente 134, esto ha conducido a poder
establecer un perfil quimico de los metabolitos secundarios que se podrian
encontrar en especies de este género, sin embargo, debe tomarse Unicamente
como una aproximacion y no generalizarse para todas las especies, sobre todo para

aquellas que aun no han sido estudiadas.

De estas plantas se han aislado compuestos esteroidales como B-sitosterol y

estigmasterol. También es comun encontrar flavonoides en las hojas de las plantas,



asi como también triterpenos con esqueletos de tipo ursano, oleanano, lupano y
damarano. En algunas especies de Salvia de Medio Oriente se han logrado aislar
sesterterpenos, como en S. hypoleucal® y S. sahendica,!” ambas especies
endémicas de Iran. Sin embargo, el tipo de compuestos mas comunmente aislados
e identificados en estas plantas son los diterpenos. Dentro de estos se encuentran

labdanos,!® clerodanos,!® abietanos? y pimaranos,?! principalmente.

Tabla 4. Tipos de compuestos aislados de especies del género Salvia

Tipo de L
Esqueleto o estructura basica
compuesto
Flavonoides
' Ursano Lupano
Triterpenos

Damarano

Oleanano



Tipo de L
Esqueleto o estructura basica

compuesto
Diterpenos Labdano Clerodano
Abietano Pimarano

Il.4 Generalidades sobre la biosintesis de los diterpenos

Los terpenos pueden definirse como metabolitos secundarios cuya estructura puede
considerarse por la repeticion de una unidad basica de 5 atomos de carbono.

Algunos de ellos por tratamiento térmico pueden descomponerse produciendo

isopreno (Figura 6).

=

Figura 6. Estructura quimica del isopreno (2-metil-1,3-butadieno)

La estructura de muchos terpenos puede seccionarse y considerarse formada por
la unién cabeza-cola de unidades de isopreno, a esto se le conoce como la regla
del isopreno.?? Los terpenos son nombrados segln el nimero de &tomos de carbono
gue poseen (ver tabla 5) y existe una amplia variedad de cada uno de estos grupos,

asi como derivados de estos también.



Tabla 5. Tipos de terpenos

Numero de d&tomos de carbono Nombre

5 Hemiterpenos
10 Monoterpenos
15 Sesquiterpenos
20 Diterpenos
25 Sesterterpenos
30 Triterpenos
40 Carotenoides

Si bien durante mucho tiempo se consideré al isopreno como el precursor de los
terpenoides, diversos estudios condujeron a la conclusién de que estos tienen como
precursor a su equivalente bioquimico conocido como pirofosfato de isopentenilo

(también nombrado como difosfato de isopentenilo o IPP).

OPP

Figura 7. Estructura quimica el IPP

Hasta el momento se conocen dos rutas biosintéticas para la obtencion del IPP,

estas se ejemplifican en los esquemas 1y 2.

10



Ac-CoA HS-CoA AcCoA HS-CoA
0O O ~_ o] OHO

(0]
)J\S/COA Acetoacetil-CoA )J\/U\S/COA HMG-CoA Sintasa HO/U\>\/U\S/COA

Acetil-CoA Tiolasa Acetoacetil-CoA 3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA

2 NADPH

HMG-CoA Reductasa

2 NADP* + HS-CoA

MgADP MgATP

HO OP Mevalonato cinasa HO R OH

Mevalonato-5-fosfato Acido mevalénico
MgATP

Fosfomevalonato cinasa

MgADP
MgATP MgADP + Pi + CO,

T S~ |
HO OPP Mevalonato difosfato OPP

Mevalonato-5-difosfato descarboxilasa Difosfato de
isopentenilo

Esquema 1. Ruta del acido mevaldnico para la biosintesis del difosfato de

isopentenilo?®

o} CcO, OH NADPH/H* NADP* H;C, OH
H3C._ _COOH HA+C g
o} OH O OH OH OH
Pyr G3P DXP MEP
cTP
CMS
0 PP,
P
HiG, 07\ 0 ¢ cmP H,C OPO> © ADP ATP HiC, OH o
S0 \P// |F|, : { ;':1
0"\ A o” "cmp o \>cmp
o MCS o] CMK o]
OH OH OH OH OH OH
MEcPP CDP-MEP CDP-ME
2 Fd,eq
HDS
2 Fdoy CH; 0 0
H,0 H,0 )\/\
. P.__R__  DMAPP
CH, ﬁ, 9 NAD(P)H/H' NAD(P)* H,C o1 \0_0’ ”b_o
o AR R
o” Vo7 o CH 0o o0
(ﬁ\/\ 0 o HDR )\3/\ g |‘:|s PP
H,C 0" o ™o
HMB-PP o~ O

Esquema 2. Ruta de la DXP o DOXP para la biosintesis del difosfato de

isopentenilo?*
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Ambas rutas metabdlicas estdn mediadas por enzimas y dan como resultado el IPP,
posteriormente éste se isomeriza para dar el pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP),
éste ultimo funge como electrofilo mientras que el IPP lo hace como nucledfilo en la
combinacién lineal que se da para la produccién de los precursores de los terpenos.
Es importante mencionar que esto esta favorecido ya que el grupo pirofosfato o
difosfato es un muy buen grupo saliente, lo que permite que en el DMAPP se forme
un cation alilico que posteriormente es atacado nucleofilicamente por el IPP y forma
moléculas mas grandes. En el caso de la biosintesis de diterpenos este proceso se
ve repetido hasta llegar a un precursor con 20 atomos de carbono conocido como
el pirofosfato de geranilgeranilo (ver esquema 3).

+ )\/\
)\/\OPP N-"opp

IPP DMAPP

M\OPP

Pirofosfato de geranilo

IPP
X X X OPP
Pirofosfato de farnesilo
IPP
N N N N OPP

Pirofosfato de geranil geranilo

Esquema 3. Combinacion lineal de IPP con DMAPP para generar moléculas

precursoras de terpenos

El precursor de los diterpenos es el pirofosfato de geranilgeranilo, y algunos
estudios de marcaje isotdpico han demostrado que las moléculas de IPP que dan

como resultado este pirofosfato provienen de la ruta biosintética de la DXP.?*
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Il.5 Generalidades sobre la biosintesis de los diterpenos con esqueleto tipo

clerodano

Los clerodanos son diterpenos biciclicos (ver figura 8). El esqueleto basico de estos
esta dividido en dos fragmentos: un resto de decalina (C-1 — C-10) y una cadena
lateral de seis carbonos en C-9 (C-11 — C-16, con C-16 unido a C-13). Los cuatro
carbonos restantes (C-17 — C-20) estdn unidos a C-8, C-4, C-5 y C-9,

respectivamente, en el sistema de decalina.?®

Figura 8. Esqueleto de clerodano

De los clerodanos que se han aislado de fuentes naturales se sabe que
aproximadamente el 25% de estos tienen una fusién 5:10 cis, mientras que el 75%
restante tienen una fusion trans.?® La biosintesis simplificada de los clerodanos a

partir del pirofosfato de geranilgeranilo se ejemplifica en el esquema 4.
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PPO

PPO PPO
NS NN A
Transposicion
H de hidruro
XN
g
H+

Labdano

Transposicion
de metilo

PPO

PPO PPO
S A S
___Transposicion ____Transposicién
H ~ de metilo H ~ de hidruro
&
H

Esgquema 4. Esquema general para la biosintesis de los diterpenos de tipo clerodano

En esta biosintesis se puede observar que el pirofosfato de geranilgeranilo toma una cierta
conformacion para poder favorecer las ciclaciones que se llevan a cabo, estos procesos
también estan mediados por enzimas y los carbocationes que se forman durante el proceso

pueden ser estabilizados por los residuos aromaticos de los aminoacidos presentes en las

enzimas que son patrticipes.

14



[ll. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es contribuir al conocimiento de la
composicion quimica de Salvias endémicas de México, como parte del proyecto
sobre el estudio de especies de este género que se lleva a cabo en el Instituto de

Quimica de la UNAM, mediante el estudio quimico de la especie Salvia involucrata.

l1l.1 Objetivos particulares

e Llevar a cabo el aislamiento de metabolitos secundarios presentes en el
extracto de CHxCl>.

e Determinar la estructura de los compuestos aislados mediante el empleo de
técnicas espectroscépicas modernas.

e Establecer la configuracion relativa de los compuestos aislados.

e Establecer, de ser posible, una relacion estructural entre los compuestos
aislados con base en la propuesta de probables rutas biogenéticas.

IV. HIPOTESIS

El estudio sistematico de distintas especies de Salvia mexicanas ha conducido al
aislamiento e identificacion de distintos metabolitos secundarios, principalmente
diterpenos de tipo abietano y clerodano, sin embargo, los clerodanos son
mayormente aislados de estas especies, por lo que es altamente probable aislar

este tipo de compuestos de Salvia involucrata.
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V. MATERIALES Y METODOS
V.1 Procedimientos generales

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan
corregidos. Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un espectrémetro Bruker
Tensor 27; los espectros de UV se registraron en un espectrometro UV-Visible
Shimadzu; las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 323.
Los experimentos de RMN 1D y 2D se realizaron en un espectrémetro HD Bruker
Advance Ill a 700 MHz para 'Hy 175 MHz para *3C. Los desplazamientos quimicos
(o) estan referenciados con la sefial del disolvente residual CDCl3z (o1 = 7.26, oc =
77.16) y las constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hz. La espectrometria
de masas de alta resolucion por la técnica DART (EM-DART-AR) se realizo en un
espectrometro de masas Jeol The AccuTOF JMS-T100LC. Los experimentos de
RMN se procesaron en el programa MestReNova version 12.0. La optimizacion de

las estructuras se realizé con el programa ChemBio3D Ultra 13.0.

Para el aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios, se realizaron
separaciones mediante cromatografia en columna (CC) en gel de silice de malla
230-400 (Macherey-Nagel). La cromatografia en capa delgada preparativa (CCDp)
fue realizada en placas Macherey-Nagel Sil G/UV2s4 de 20 x 20 cm de 0.25, 0.50 y
1.00 mm de espesor. EI monitoreo del progreso de las separaciones
cromatograficas se realiz6 mediante cromatografia en capa delgada analitica
(CCDa) utilizando cromatofolios de gel de silice de 0.20 mm de espesor con
indicador de fluorescencia adquiridas de Macherey-Nagel. La visualizacion de las
placas se llevé a cabo con una lampara de luz UV Spectroline modelo ENF-240C a
dos longitudes de onda (254 y 365 nm) y utilizando solucion de sulfato cérico

amoniacal como revelador.

V.2 Material vegetal

El estudio se realiz6 con dos poblaciones de Salvia involucrata colectadas en el

estado de San Luis Potosi, municipio de Xilitla en diferentes épocas del afio.
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La primera colecta se realizé en mayo de 2017 por el M. en C. Alejandro Hernandez.
El material botanico fue identificado por el Dr. J. Garcia Pérez y una muestra del
ejemplar se encuentra depositada en el Herbario Isidro Palacios del Instituto de
Investigacion de Zonas Deseérticas de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi
(el voucher de la especie es FCME-161792). La figura 9 muestra un ejemplar de la

especie de estudio.

La segunda colecta se realiz6 en octubre de 2018 por la Dra. Brenda Yudith Bedolla
Garciay el Dr. Sergio Zamudio.

Figura 9. Ejemplar de Salvia involucrata

Se realiz6 el estudio fitoquimico de ambas poblaciones, sin embargo, debido a la
similitud en sus perfiles quimicos y la reproducibilidad del analisis, el trabajo se

referira a Salvia involucrata sin considerar la época de colecta.

V.3 Extraccion y purificacién de los metabolitos secundarios de estructura

novedosa de Salvia involucrata

El material vegetal se sec6 a temperatura ambiente y en la sombra, posteriormente
se molié en un molino de cuchillas. Se pesaron 1.39 kg del material y se extrajo por
percolacion con 1.2 L de CH2Cl». El extracto de CH2Cl, se concentrd en un rotavapor
y se obtuvieron 38 g. Se tomaron 37 g del extracto crudo (1 g se guardé como

referencia) se separaron por cromatografia en columna (CC) en silica gel
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empleando como eluyente una mezcla de Hexano:AcOEt (100:0-0:100) hasta
obtener 96 fracciones de 300 mL cada una. Las fracciones se reunieron de acuerdo
a su similitud en cromatografia en capa delgada analitica (CCDa) en 30 fracciones
primarias (A-D’). La fraccién X (803.8 mg) se sometié a CC en gel de silice utilizando
como eluyente Hexano:AcOEt (1:1) hasta obtener 24 fracciones de 50 mL cada una.
De acuerdo a su perfil cromatogréfico se reunieron las fracciones 14-21 (203.1 mg)
y se purificaron mediante CC utilizando como eluyente Hexano:AcOEt (1:1) hasta
obtener 51 fracciones de 5 mL cada una, de esta columna se obtuvo el compuesto
1 (15.2 mq). La fracciéon W (1067.8 mg) se purifico por CC utilizando una mezcla de
CH2Cl>:M1" como fase mévil, obteniéndose de esta el compuesto 2 (12.7 mg). La
fraccion S (600 mg) se purifico por cromatografia en columna flash. Las condiciones

con las que se realiz6 la columna fueron:

e Silica gel 230-400 como soporte

e Flujo de 2.5 mL/min

e Fracciones de 25 mL c/u

e Hexano:Acetona (4:1) como eluyente
e Longitud: 16.5 cm

e Diametro: 2.5 cm

De esta columna se obtuvieron 28 fracciones secundarias y por similitud en CCDa
se reunieron las fracciones 12-14, estas fracciones se purificaron por CCDp

eluyendo con una mezcla de Hexano:AcOEt (1:1) para obtener el compuesto 3 (26.1

mgQ).
V.4 Datos espectroscépicos y espectrométricos de los compuestos aislados

Las especificaciones con las que se realizaron los experimentos de rotacion Optica
de los compuestos aislados (concentracion de cada compuesto y el disolvente que
se utilizd) y la rotacion éptica observada para cada uno de ellos se presentan en la
tabla 6.

*M1 = AcOEt:MeOH:H20 200:16:7 (95:5)
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Tabla 6. Datos y resultados de los experimentos de rotacion Optica

Compuesto  Concentraciéon (g/mL) Disolvente a [a]
1 0.0038 Metanol +0.0580 +15.26
2 0.0020 Metanol +0.1151 +57.55
3 0.0072 Cloroformo  -0.3160 -44.20

La longitud de la celda donde se llevaron a cabo los experimentos fue de 1 dm.

Para calcular la rotacion optica especifica se utilizé la ecuacion 1.

a

[G]FE

Ecuacion 1. Ecuacion para determinar rotacion optica especifica
[a]: rotacion 6ptica especifica
a: rotacion 6ptica observada
I: longitud de la celda (dm)

c: concentracion de la muestra (g/mL)

A: longitud de onda de la luz (nm)

La tabla 7 muestra la concentracion, el disolvente empleado y los resultados de los

experimentos de UV para cada uno de los compuestos.
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Tabla 7. Datos y resultados de los experimentos de UV

Compuesto Concentracion (mol/L) Disolvente A (nm) Absorbancia

207 0.485

1 3.02x10* Metanol
299 0.749
N 285 0.543

2 3.25x10* Acetonitrilo

297 0.533
1.01x10* 212 0.460

3 Metanol
5.03x10* 291 1.321

La longitud de la celda donde se llevaron a cabo los experimentos fue de 1 cm.

De acuerdo con la Ley de Lambert-Beer (ecuacion 2) la absorbancia es
directamente proporcional a la absortividad molar.

A=gbc
Ecuacion 2. Ley de Lambert-Beer

A: absorbancia
€: coeficiente de absortividad molar
b: longitud de trayectoria de la muestra (longitud de la celda)

c: concentracion de la muestra (mol/L)

Los datos que se reportan son de log €, para lo que se utiliza la ecuacion 3.

A
loge= IogE

Ecuacion 3. log €

Involucratina A (1): polvo amarillo; pf = 158-162 °C; [a]sse = +15.26; Amax [nm] (log €):
207 (3.21), 299 (3.40); IR (CHCI3) vmax [cm™]: 1756, 1677, 1602, 1590, 1365, 1208,
1187, 1027; RMN 'H y 13C, ver Tabla 8; HR-DART-MS m/z [M+H]* 399.14588
(calculado para C22H2307, 399.14438).
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Involucratina B (2): polvo amarillo; pf = 194-200 °C; [a]sse = +57.55; Amax [nm] (log €):
285 (3.22), 297 (3.21); IR (CHCI3) vimax [cmY]: 1737, 1565, 1372, 1231, 1020, 732;
RMN 'Hy 3C, ver Tabla 10; HR-DART-MS m/z [M+H]* 339.12263 (calculado para
C20H100s, 339.12325).

Involucratina C (3): polvo amarillo claro; pf = 122-126 °C; [a]sss = -44.20; Amax [nm]
(log €): 212 (3.66), 291 (3.42); IR (CHCI3) vmax [cm]: 1748, 1645, 1616, 1441,; RMN
'H y 13C, ver Tabla 12; HR-DART-MS m/z [M+H]* 399.14479 (calculado para
C22H2307, 399.14438).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

De las hojas de Salvia involucrata recolectada en el Municipio de Xilitla del Estado
de San Luis Potosi se aislaron mediante técnicas cromatogréficas tres compuestos
de tipo diterpénico (1-3) (Esquema 5), caracterizados como neo-clerodanos. Las
estructuras asignadas a estos compuestos fueron establecidas mediante el empleo
de técnicas espectroscopicas. De acuerdo con la literatura quimica, estos
compuestos corresponden a estructuras novedosas no descritas previamente. En
este trabajo se realizara la determinacion estructural completa y se abordara la
completa asignacion de sus espectros de RMN de 'H y *3C, ademas del andlisis de
las distintas técnicas espectroscopicas realizadas.
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1 2 3
Esquema 5. Compuestos diterpénicos aislados de Salvia involucrata

VI.1 Determinacion estructural de la involucratina A, un nuevo diterpeno con

esqueleto tipo cis-neo-clerodano

El compuesto 1 fue aislado como un polvo amarillo, en cuyo espectro de UV se
observaron dos maximos en 207 y 298 nm, el primero indica la presencia de un
grupo furano,?® mientras que el segundo indica la presencia de un sistema de dieno
conjugado homoanular.?’ En el espectro de IR se puede observar una banda intensa
y ancha (Espectro 7) en 1756 cm%, lo que indica que en la molécula hay al menos

un grupo carbonilo y que por la posicion en la que aparece (Pretsch, 1980, pp. 204)
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puede tratarse de una y-lactona conjugada.?® Se observa una banda de estiramiento
C-O en 1187 cm?, esta se atribuye a una lactona (dicha lactona puede ser y o d).
También se observan bandas en 1677, 1602 y 1590 cm™ que se atribuyen a
estiramientos C=C, siendo las bandas de 1602 y 1590 cm™ asignadas a las dobles
ligaduras del furano de la molécula (Pretsch, 1980, pp. 187). El espectro de masas
de alta resolucion obtenido mediante la técnica de Analisis Directo en Tiempo Real
(DART por sus siglas en inglés) de este producto natural (Espectro 8) permite
establecer una férmula molecular C22H2207. Con esta formula molecular se puede

calcular el grado de insaturaciéon que tiene la molécula.

2C+2+N-(X+H)
Q= 3

Ecuacion 4. Ecuacion para calcular el nUmero de insaturaciones de un compuesto

organico

numero de insaturaciones

ndmero de atomos de carbono

Q:
C:
N: namero de atomos de nitrogeno
X: numero de atomos de halégenos
H:

numero de atomos de hidrégeno

Al tratarse de un compuesto con férmula molecular de C22H2207 se puede simplificar

la ecuacion 4 a la siguiente:

. 2C+2-H
2

Ecuacion 5. Ecuacion para calcular el nimero de insaturaciones de un compuesto

orgéanico con férmula molecular CxHyO,

Por consiguiente, el nUmero de insaturaciones o grado de insaturacion que tiene el

compuesto 1 es de 12.

En el espectro de RMN de 'H (Espectro 1, Tabla 8) se observa una sefial

caracteristica de un grupo acetato en 2.05 ppm (s), la cual se asigna a los atomos
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de hidrogeno del metilo de la posicion C-2’, y también se observa una sefal aguda
en 1.35 (s) que se asigna a los hidrogenos del grupo metilo del C-20, pues ambas
sefales integran para tres atomos de hidrégeno; las sefiales en 7.44 ppm (t,
J=1.70 Hz), 7.48 ppm (sa) y 6.42 ppm (m) confirman la presencia de un furano, el
cual esta B-sustituido, y se asigna para H-15, H-16 y H-14, respectivamente; se
observan las sefiales para un sistema AB en 4.00 ppm (dd, J =8.3y 2.2 Hz) y 4.44
ppm (d, J = 8.3 Hz) que se asignaron a los atomos de hidrogeno del metileno de la
posicion C-19, el atomo de H-19 pro R que esta orientado  tiene un acoplamiento
a larga distancia (en W, ver figura 10) con un atomo de hidrégeno cuya sefial
aparece en el espectro en 1.80 ppm (ddd, J=14.7, 7.2,y 2.2 Hz) y que se confirma
al observarse en el espectro COSY (Espectro 5), esta sefial es del &tomo de
hidrégeno a de un sistema ABX que se asigna al metileno de la posicion C-6 y
mediante el experimento COSY es posible asignar la sefial del atomo de hidrogeno
B en 2.30 (dd, J = 14.7 y 9.4 Hz).

Figura 10. Acoplamiento a larga distancia de H-19 pro R con H-6a

Las sefiales de 6.86 ppm (d, J = 5.4 Hz), 6.22 ppm (ddd, J =9.8, 5.4,y 3.0 Hz) y
5.94 ppm (dd, J = 9.8 y 2.6 Hz) se asignan a atomos de hidrégenos vinilicos
correspondientes a las posiciones C-3, C-2 y C-1, respectivamente, el hidrogeno de

la posicion C-3 tiene un acoplamiento vecinal con el hidrégeno de la posicion C-2,
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éste a su vez tiene también un acoplamiento vecinal con H-1 y un acoplamiento a
larga distancia con H-10, por ultimo, el hidrogeno de la posicion C-1 tiene
acoplamiento vecinal con H-2 y con H-10. Las sefales en 5.76 ppm (ddd, J = 9.4,
7.2y 4.8Hz)y5.33 ppm (dd, J=10.5y 4.1 Hz) corresponden a atomos de hidrogeno
unidos a carbonos con hibridaciéon sp® y que son geminales a oxigenos, dichas
sefales corresponden a las posiciones H-7 y H-12, respectivamente, los
acoplamientos de la sefial H-7 (9.4, 7.2 y 4.8 Hz) sugieren que el grupo acetato
presenta una orientacion a-ecuatorial, para comprobar lo anterior, se construy6 un
modelo Dreiding de la estructura, y se realiz6 la optimizacion (MM2) de la estructura
geomeétrica del compuesto (ver figura 11), en tal optimizacion se puede observar
gue el anillo B adopta una conformacién de tipo bote debido a la fusién cis de los
anillos A-B (en la figura 12 se ejemplifica el compuesto 1 con fusion trans de los
anillos A-B), los angulos diedros que se observan para H6B-C6-C7-H7p (27.9°) y
H6a-C6-C7-H7B (135.4°) explican el valor de las constantes de acoplamiento de 9.7

y 7.2 Hz, respectivamente, en concordancia con a la grafica de Karplus.

La sefal para H-12 presenta dos acoplamientos, uno de 10.5 Hz y otro de 4.0 Hz,
ambos con los atomos de hidrégeno de la posicion C-11. Las sefales del sistema
ABX del C-11 se pueden ubicar en el espectro de H al analizar las correlaciones
gue tiene el H-12 en el espectro COSY, al hacer esto se pueden ubicar las dos
sefales en 2.25 ppm (dd, J=14.6 y 4.1 Hz) y 2.11 ppm (dd, J = 14.6 y 10.5 Hz).

Figura 11. Estructura geométrica optimizada del compuesto 1 con fusion cis de los
anillos A-B y los angulos diedros para H6B-C6-C7-H78 y H6a-C6-C7-H7[3
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Figura 12. Estructura geométrica optimizada del compuesto 1 suponiendo una
fusion trans de los anillos A-B

La sefal de 2.46 ppm (d, J = 4.7 Hz) se asigno para el H-8, la cual inicamente tiene
acoplamiento axial-ecuatorial con H-7, y, por ultimo, la sefal de 2.92 (sa) se asigno

al H-10, que tiene correlaciones en el espectro COSY con H-1y H-2.

Mediante el andlisis del espectro HSQC (Espectro 3) se logro asignar las sefales
de 144.1, 139.9, 131.7, 128.8, 122.8, 108.4, 78.7, 70.6, 63.2, 52.2, 47.6, 46.0, 32.0,
27.6 y 21.2 ppm a los carbonos C-16, C-15, C-1, C-3, C-2, C-14, C-19, C-12, C-7,
C-10, C-11, C-8, C-6, C-20 Y C-2’, respectivamente. Para asignar las sefiales de los
carbonos no enlazados a hidrogeno se hizo uso del experimento HMBC (Espectro
4, Tabla 8, ver también figuras 13 y 14), arriba de 168 ppm aparecen tres sefales
en el espectro APT que se asignan a grupos carbonilo de la molécula, la sefial de
170.2 se asigno al C-1’, pues tiene correlacion a tres enlaces de distancia con los
atomos de hidrégeno de la posicion C-2’, las sefiales de 168. 61 y 168.56 ppm se
asignan a C-17 y C-18, sin embargo, debido a la similitud en desplazamiento entre
ellas, no fue posible definir con precisién a cuél carbono corresponde cada una de
ellas, y por lo tanto podrian ser intercambiables. Las sefiales que estan en la zona
en que se observan los carbonos con hibridacion sp? (correspondientes a dobles
ligaduras C-C) son las de 128.0 y 123.8 ppm, y estas se asignan a C-13 y C-4, por
ultimo, las sefiales que se encuentran en 39.0 y 34.2 ppm se asignan a C-5y C-9,

respectivamente.
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Tabla 8. Datos de RMN de *H, *3C y correlaciones HMBC de 1.

Posicion Sc Tipo S (J en Hz) HMBC
1 131.7 CH 5.94, dd (9.8, 2.6) 3,5,9, 10
2 122.8 CH  6.22,ddd (9.8, 5.4, 3.0) 4,10
3 128.8 CH 6.86, d (5.4) 1,2,5,6*10,* 18
4 1280 C
5 39.0 C
68 320 CH 2.30, dd (14.7, 9.4) 4,5,7,8,10 19
6a 1.80, ddd (14.7, 7.2, 2.2) 4,5, 7,10, 19
63.2 CH 5.76,ddd (9.4, 7.2, 4.8) 8,9, 1
46.0 CH 2.46, d (4.8) 6,7,9,10, 11,17, 20
34.2 C
10 522 CH 2.92, sa 1237561119,
20
11a 476  CHa 2.25, dd (14.6, 4.1) 8,9, 10,12, 13, 20
11B 2.11, dd (14.6, 10.5) 8,9, 10,12, 13, 20
12 706  CH 5.33, dd (10.5, 4.1) 9,11, 13, 14, 16
13 1238 C
14 108.4 CH 6.42, dd (1.7, 1.0) 12, 13, 15, 16
15 139.9 CH 7.44,t (1.7) 13, 14, 16
16 1441  CH 7.48, sa 13, 14, 15
17 168.61 C
18 16856 C
19proS 787  CHz 4.44,d (8.3) 4,5, 6,18
19 pro R 4.00, dd (8.3, 2.2) 5, 6, 10
20 27.6  CHs 1.35,s 157,58, 9, 10, 11
1 1702 C
2’ 21.2  CHs 2.05,s 7x1

1H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCls. *Correlacion a través de cuatro enlaces.



Figura 13. Estructura geométrica optimizada del compuesto 1 con correlaciones
observadas en el espectro HMBC para los carbonos C-4, C-9, C-17, C-18 y C-1’

Figura 14. Estructura geométrica optimizada del compuesto 1 con correlaciones

observadas en el espectro HMBC para los carbonos C-5y C-13

La configuracion relativa de 1 fue establecida con base en los valores de las
constantes de acoplamiento ya discutidas y con ayuda del espectro NOESY

(Espectro 6, ver también figura 15).
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7

Figura 15. Estructura geométrica optimizada del compuesto 1 con correlaciones
observadas en el espectro NOESY

Ademas, se tomaron en cuenta cuestiones biosintéticas que apoyan la estructura

propuesta (ver esquema 6).
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En la serie enantiomérica de los labdanos se observa que el pirofosfato de
geranilgeranilo puede tomar cuatro distintas conformaciones al momento de
ciclarse, posteriormente, cada una de estas sufre una serie de transposiciones que
da como resultado el esqueleto base de los diterpenos clerodanicos (ver esquema

7, ver también esquema 4 para las transposiciones que dan lugar a los clerodanos).
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Esquema 7. Series enantioméricas de diterpenos de tipo clerodano
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Como se puede observar, para cada uno de los conformeros de la serie de los
labdanos se derivan dos conférmeros de clerodanos, pues en la ultima transposicion
de metilo (ver esquema 4) puede transponerse aquel orientado en a o 3, dando
como resultado clerodanos con fusion cis y trans de los anillos A-B. Es importante
mencionar que el primer ent-clerodano que se aislé de plantas®® fue nombrado como
neo-clerodano, y el syn-ent-clerodano se conoce como syn-neo-clerodano. De
acuerdo con la estructura propuesta para 1, éste debe provenir del ent-clerodano o
del syn-ent-clerodano, sin embargo, se propone que se trata de un neo-clerodano,
pues la mayoria de las biosintesis de clerodanos que se han estudiado por medio
de experimentos de marcaje isotdpico conducen a la conclusiéon de que provienen
de la serie enantiomérica a la que pertenece el ent-labdano, y por ende, del neo-
clerodano; y aunque eso no es una razon de la que se tenga el 100% de certeza,
es una muy buena aproximacion, y la forma en que pudiera conocerse con exactitud
la serie enantiomérica a la que pertenece éste compuesto seria llevar a cabo
estudios y experimentos de marcaje isotopico con la Salvia involucrata, pero para

los fines de este trabajo se referira a este compuesto como neo-clerodano.

Una revision exhaustiva de la literatura quimica condujo a la 7a-acetoxi-7,8a-
dihidrogensnerofolina B (la), un compuesto relacionado a 1 que fue aislado
previamente de Salvia gesneraeflora,®! siendo 1 un triepimero en C-5, C-8 y C-10.
El estudio comparativo entre los datos de RMN de 'H y '3C de este compuesto con
los obtenidos de 1 indica una gran similitud en casi todas las sefiales (Tabla 9), a
excepcion del desplazamiento para el sistema AB del C-19, el cual se observa a
mayor desplazamiento en la 7a-acetoxi-7,8a-dihidrogensnerofolina B, debido a que
por la orientacién a del H-10 y del C-19, el anillo B toma una conformacion tipo silla
y el grupo acetato queda en el mismo plano que los atomos de hidrégeno de C-19,
por lo que quedan en la zona de desproteccion del acetato, haciendo que se
desplacen hacia frecuencia alta; la segunda excepcién que se nota es en las
constantes de acoplamiento para H-7, pues en el compuesto aislado de S.
gesneraeflora éste tiene un acoplamiento axial-ecuatorial y dos acoplamientos
ecuatorial-ecuatorial, por lo que la sefal se observa como un dt (5.7 y 3.0 Hz),

mientras que en 1 se observa una sefial ddd con J =9.4, 7.2y 4.8 Hz, y como ya se
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explicd, esto se debe a la conformacion de bote que adopta el anillo B debido a la

fusion cis de los anillos y la orientacion B de H-10 y C-19.

Tabla 9. Comparacion de RMN de *H y C* del compuesto 1 con la

. dc _ 8n (J en Hz)
Posicion Tipo
1 la 1 la
1 131.7 1322 CH 5.94, dd (9.8, 2.6) 6.11, dd (9.5, 2.1)
2 122.8 1274 CH 6.22,ddd (9.7,5.4,3.0) 6.43,ddd (9.5, 5, 3)
3 128.8 1286 CH 6.86, d (5.4) 7.00, d (5.0)
4 128.0 1325 C
5 39.0 38.8 C
6B 32.0 31.2 CH> 2.30, dd (14.7, 9.4)
60 1.80, ddd (14.7, 7.2, 2.2)
7 63.2 64.7 CH 5.76, ddd (9.4, 7.2, 4.8) 5.68, dt (5.7, 3.0)
8 46.0 44.1 CH 2.46, d (4.8) 2.83,d (3)
9 34.2 35.4 C
10 52.2 50.6 CH 2.92, sa 2.70,ta (2.1)
11a 47.6 42.0 CH:2 2.25,dd (14.6, 4.1) 2.53, dd (15.3, 4.0)
11B 2.11, dd (14.6, 10.5) 1.95, dd (15.3, 12.3)
12 70.6 71.1 CH 5.33, dd (10.5, 4.0) 5.35, dd (12.3, 4.0)
13 123.8 135.1 C
14 108.4 1084 CH 6.42, dd (1.7, 1.0) 6.47, dd (2.0, 0.5)
15 139.9 1439 CH 7.44,t(1.7) 7.46, 1t (2.0)
16 1441 1399 CH 7.48, sa 7.53, m
17 168.61 169.9 C
18 168.56 168.2 C
19proS 787 77.8 CH:2 4.44,d (8.3) 4.15, dd (9.0, 1.5)
19 proR 4.00, dd (8.3, 2.2) 4.86, d (9.0)
20 27.6 29.1 CHs 1.35,s 1.35,s
1 170.2 169.5 C
2 21.2 21.4 CHs 2.05,s 2.10,s
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Figura 16. Compuesto 1 y 7a-acetoxi-7,8a-dihidrogensnerofolina B (1a)

Recientemente se identificé un compuesto muy relacionado de otra Salvia mexicana
(Salvia chamaedryoides) cultivada en Italia denominado (5R,7R,8S,9R,10R,12R)-7-
hidroxicleroda-1,3,13(16),14-tetraeno-17,12;18,19-didlida;*> a diferencia de 1, el
compuesto aislado de S. chamaedryoides posee un sustituyente OH en la posicion
C-7 del esqueleto clerodanico, por lo tanto, el compuesto 1 corresponde a la
(+)-(5R,7R,8S,9R,10R,12R)-7-hidroxicleroda-1,3,13(16),14-tetraeno-17,12;18,19-
didlida.

Figura 17. (5R,7R,8S,9R,10R,12R)-7-hidroxicleroda-1,3,13(16),14-tetraeno-
17,12;18,19-didlida
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En conclusion, el compuesto 1 corresponde a un compuesto nuevo, con un

esqueleto de cis-neo-clerodano, el cual se denomind involucratina A.

VI.2 Determinacidn estructural de lainvolucratina B, un nuevo diterpeno con

esqueleto tipo cis-neo-clerodano

El compuesto 2 fue aislado como un polvo amarillo, en cuyo espectro de UV se
observan dos maximos en 285 y 297 nm lo que indica la presencia de un sistema
de dieno conjugado homoanular. En el espectro de IR (Espectro 15) se observa una
banda intensa y ancha en 1737 cm, que evidencia la presencia de al menos un
grupo carbonilo en la molécula. El espectro de masas de este producto natural
(Espectro 16) establece una férmula molecular C2oH180s con 12 grados de
insaturacion (calculados con la ecuacion 5). Los espectros de RMN de *H (Espectro
9, Tabla 10) y de APT (Espectro 10, Tabla 10) de este producto permiten establecer
la estructura mostrada en el esquema 5 para el compuesto 2, el cual esta
estrechamente relacionada con la involucratina A (1). En el apartado VI.4 se da una
propuesta biogenética para la obtencion de la involucratina B a partir del compuesto
1. De manera similar a 1, en el espectro de RMN de 'H del compuesto se observan
sefales en 7.48 ppm (sa), 7.44 ppm (sa) y 6.43 ppm (S) que indican la presencia de
un furano B-sustituido, estas sefiales se asignan para H-16, H-15 y H-14,
respectivamente. También se observa un par de sefiales correspondientes a un
sistema AB, en 4.31 ppm (d, J = 8.3 Hz) y 4.15 ppm (dd, J =8.2y 1.5 Hz) y se
asignan para H-19, al igual que en 1, el atomo de hidrégeno pro R presenta un
acoplamiento a larga distancia (en W, ver figura 18) con un atomo de hidrégeno del
metileno de la posicién C-6, este acoplamiento se corrobora mediante la correlaciéon
gue tienen en el espectro COSY (Espectro 13) y se observa en el espectro de RMN
de 'H en 2.34 ppm (da, J = 17.7 Hz), este hidrégeno esta orientado a, y el hidrogeno
B esta en 2.15 ppm (m), esto se confirma mediante el espectro HSQC (Espectro
11). Las sefiales que se encuentran en 7.01 ppm (d, J = 5.2 Hz), 6.34 ppm (m) y
6.26 ppm (dd, J = 9.8 y 2.3 Hz), se asignan a H-3, H-2 y H-1, y a diferencia del
compuesto 1, en 2 se observa una sefial en 6.78 ppm (dd, J = 6.8 y 1.8 Hz), su

desplazamiento indica que pertenece a un atomo de hidrégeno vinilico y se asigna
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a H-7. Otra diferencia con 1 es que en 2 no se observa la sefial correspondiente a
H-8, lo que confirma la existencia del doble enlace entre C-7 y C-8. Se observa un
sistema ABX, la parte AB constituida por los atomos de hidrégeno de C-11 se
encuentran en 8 2.07 (J = 14.1y 5.5 Hz) y 2.17 (m), y la parte X como un doble de
dobles con constantes de acoplamiento de 10.9 y 5.5 Hz correspondiente a H-12.
La sefial que se encuentra en 2.17 se observa como un multiple, puesto que se
encuentra sobrepuesta con la sefial de H-6b (la cual también se observa como un
multiple) y no se alcanza a distinguir con precision la multiplicidad de la sefial, no
obstante, se sabe que deberia observarse como un doble de dobles, por

acoplamiento geminal con H-11b y acoplamiento vecinal con H-12.

o2

Figura 18. Acoplamiento a larga distancia de H-19 pro R con H-6a

Mediante el analisis del espectro HSQC se logré asignar las sefales de 144.1,
140.0, 134.9, 133.6, 129.4, 125.2, 108.7, 77.2, 71.0, 48.8, 45.3, 29.1y 27.8 ppm a
los carbonos C-15, C-16, C-1, C-3, C-2, C-14, C-19, C-12, C-10, C-11, C-20y C-6,
respectivamente. Para asignar los demas atomos de carbono se hizo uso del
experimento HMBC (Espectro 12, Tabla 10, ver también figuras 19 y 20),
desplazadas a frecuencias mas altas, se observa un par de sefales pertenecientes
a los grupos carbonilos de la molécula, la que se encuentra en 168.9 ppm se asigna
al C-17, mientras que la sefal de 168.7 ppm se asigna al C-18; la ausencia de un
tercer carbonilo confirma que el grupo acetato no se encuentra presente en el

compuesto 2. A diferencia de la involucratina A, en 2 se observan dos sefiales extras
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en la zona donde se observan las sefiales de carbono con hibridacion sp?
(correspondientes a dobles ligaduras C-C), estas sefiales se observan en 6 134.9
(asignada a C-7) 137.2, esta ultima se asigna al C-8, mientras que las sefiales de
131.0y 123.8 ppm se asignan a C-4 y C-13, respectivamente. Por Ultimo, en la zona
donde aparecen sefiales de carbonos alifaticos con hibridacién sp3, las sefiales

observadas en 40.4 y 34.8 ppm se asignan a C-5y C-9, respectivamente.

Tabla 10. Datos de RMN de 'H, 3C y correlaciones HMBC de 2.

Posiciobn  &c¢ Tipo o1 (J en Hz) HMBC
1 133.6 CH 6.26, dd (9.8, 2.3) 3,5,9, 10
2 125.2 CH 6.34, m 4
3 129.4 CH 7.01,d (5.2) 1,2,5,6,18
4 131.0 C
5 404 C
60 27.8 CHa 2.34, da (17.8) 5,7, 10, 18,* 19
6P 2.15m 5,7, 8,10, 19
7 1349 CH 6.78, dd (6.8, 1.8) 5,6,8,9, 10,17
1372 C
348 C
10 488 CH 2.79, sa 125689 1
19
11B 453  CH 2.17m 8,9, 10, 12, 13, 20
11a 2.07,dd (14.1,5.5)  8,9,10, 12,13, 20
9,11, 13, 14, 16,
12 71.0 CH 5.06, dd (10.9, 5.5)
17
13 1238 C
14 108.7 CH 6.43, s 12, 13, 15, 16
15 144.1 CH 7.44, sa 13, 14, 16
16 140.0 CH 7.48, sa 13, 14, 15
17 1689 C
18 168.7 C



19proS 77.2 CHz 4.31, d (8.3) 4,5,6,18
19 pro R 4.15, dd (8.3, 1.5) 5, 6, 10
20 291 CHs 1.44, s 1,*5,+8,9, 10, 11

1H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDClIs. *Correlacion a través de cuatro enlaces.

Figura 19. Estructura geométrica optimizada del compuesto 2 con correlaciones

observadas en el espectro HMBC para los carbonos C-4, C-8, C-17 y C-18

Figura 20. Estructura geométrica optimizada del compuesto 2 con correlaciones

observadas en el espectro HMBC para los carbonos C-5, C-9y C-13
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Al igual que en la involucratina A, la configuracion relativa de 2 fue establecida con
los valores de las constantes de acoplamiento previamente discutidas y con ayuda
del espectro NOESY (Espectro 14, ver también figura 21).

Figura 21. Estructura geométrica optimizada del compuesto 2 con correlaciones

observadas en el espectro NOESY

Para tener una nocién de qué tipo de clerodano se trata, también se consideraron
las cuestiones biosintéticas que se discutieron para la involucratina A, por lo que 2
es un cis-neo-clerodano, el cual también esta relacionado con un compuesto aislado
de Salvia gesneraeflora, conocido como gesnerofolina B3, siendo 2 un diepimero
en C-5 y C-10. Al hacer la comparacion de los datos espectroscopicos
correspondientes a RMN de 'H y 3C del compuesto descrito previamente y el
obtenido en este trabajo (Tabla 11), se observa una estrecha similitud en casi todas
las sefales, a excepcion de la sefal correspondiente a H-7, pues en el articulo se
describe como una sefal triple con J = 3.5 Hz, mientras que para 2 se reporta sefial
como un doble de dobles con J = 6.8 y 1.8 Hz, esta diferencia se explica con base
en las estructuras geométricas optimizadas para dichos compuestos (Figuras 22 y
23).
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Tabla 11. Comparacién de RMN de 'H y C*3 del compuesto 2 con la gesnerofolina

B (2a)
o dc _ 8n (J en Hz)
Posicion Tipo
2 2a 2 2a
1 133.6 133.7 CH 6.26, dd (9.8, 2.3) 6.04, dd (9.5, 2.5)
2 125.2 127.1 CH 6.34, m 6.43, ddd (9.5, 5.0, 3.5)
3 129.4 128.4 CH 7.01,d (5.2) 7.00, d (5.0)
4 131.0 1330 C
5 40.4 385 C
6a 27.8 324 CH: 2.34,da (17.8) 2.39, dd (18.0, 3.5)
63 2.15m 2.35, ddd (18.0, 3.5, 1.0)
7 1349 138.8 CH 6.78, dd (6.8, 1.8) 6.85, t (3.5)
137.2 1232 C
348 343 C
10 488 48.6 CH 2.79, sa 2.70, dd (3.5, 2.5)
118 453 40.8 CH: 2.17m 2.54, dd (15.0, 12.0)
1la 2.07,dd (14.1,5.5) 2.11, dd (15.0, 2.5)
12 71.0 721 CH 5.06, dd (10.9, 5.5) 5.13, dd (12.0, 2.5)
13 123.8 1343 C
14 108.7 108.4 CH 6.43, s 6.49, dd (2.0, 1.0)
15 1441 1439 CH 7.44, sa 7.46, 1t (2.0)
16 140.0 1399 CH 7.48, sa 7.54, m
17 1689 1679 C
18 168.7 168.1 C
19proS 772 79.0 CH: 4.31, d (8.3) 4.24, dd (8.5, 1.0)
19 proR 4.15, dd (8.3, 1.5) 4.46, d (8.5)
20 29.1 331 CHs 1.44,s 1.28, s
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Figura 23. Estructura geométrica optimizada del compuesto 2

Si bien ambos compuestos tienen configuracion cis en la fusion de los anillos A-B,
el hecho de que en la gesnerofolina B H-10 y C-19 estén con orientacién a define
gue el H-7 presente la misma constante de acoplamiento con los atomos de
hidrégeno del metileno C-6 debido a la conformacion que toma el anillo B, en cambio
en 2 se observa que cuando H-10 y C-19 se encuentran B orientados, la

conformacion del anillo B es distinta, y como consecuencia H-7 y H-6a se
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encuentren casi en el mismo plano, siendo esta la correlacion més fuerte que se
observa (J=6.8 Hz) y la correlacion que existe entre H-7 y H-63 se observa con
menor intensidad (J=1.8 Hz). Por lo tanto, el compuesto 2 es un cis-neo-clerodano
correspondiente a la (+)-(5R,9R,10R,12R)-cleroda-1,3,7,13(16),14-pentaeno-17,12;
18,19-didlida, el cual se nombré involucratina B.

VI.3 Determinacién estructural de la involucratina C, un nuevo diterpeno con

esqueleto tipo 5,10-seco-neo-clerodano

El compuesto 3 fue aislado como un polvo amarillo claro, en cuyo espectro de UV
se observan dos maximos 212 y 291 nm, el primero indica la presencia de un grupo
furano, mientras que el segundo indica la presencia de un sistema de trieno
conjugado homoanular. En el espectro de IR (Espectro 23) se observa una banda
intensa y ancha en 1748 cm, lo que indica la presencia de al menos un grupo
carbonilo en la molécula. El espectro de masas de este producto natural (Espectro
24) establece una formula molecular C22H2207, con lo cual se puede hacer el calculo
del grado de insaturacion para este compuesto (Ecuacion 5), resultando de Q=12.
Los espectros de RMN de H (Espectro 17, Tabla 12) y de '3C (Espectro 18, Tabla
12) de este producto permiten establecer la estructura 3 para el mismo, la cual esta
relacionada con la involucratina A (1). En el apartado VI.4 se da una propuesta
biogenética para la obtencién de la involucratina C a partir de 1. De manera similar
aly 2, en el espectro de RMN de 'H se observan sefiales que confirman la
presencia de un grupo furano B-sustituido, estas sefiales se encuentran en 7.43 ppm
(s), 7.40 ppm (t, J=1.6 Hz) y 6.38 (sa) y se asignan a H-16, H-15 y H-14,
respectivamente. Las sefiales correspondientes a los atomos de hidrogeno H-1, H-
2 y H-3 se encuentran en 6.06 ppm (da, J = 16.0 Hz), 6.35 ppm (d, J =11.4 Hz) y
6.12 ppm (d, J = 11.5 Hz). Otra similitud que tiene con 1 es que se observa una
sefal caracteristica de un grupo acetato en 2.09 ppm y que se asigna al grupo metilo
de C-1’, mientras que la senal correspondiente al grupo metilo C-20 se observa
como una sefial simple aguda en 1.54 ppm. Los &atomos de hidrégeno
correspondientes al sistema AB del C-19 se encuentran en 4.85y 4.74 ppm (J =

18.1 Hz). A diferencia de los compuestos anteriores, en 3 no se observa
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acoplamiento W con H-6a. Es importante hacer notar que el acoplamiento geminal
de los H-19 es demasiado grande a comparacion con los compuestos anteriores, lo
gue indica algo en la molécula esta afectando el acoplamiento que existe entre estos
atomos de hidrégeno; se sabe que la tension de los anillos modifica la constante de
acoplamiento, en el caso de 3 la tension de la y-lactona al ser un anillo de 5
miembros, donde uno de estos es un heteroatomo (oxigeno), presenta cierta
tension, sin embargo, el doble enlace entre los carbonos C4-C5 aumenta
considerablemente dicha tensién incrementando la constante de acoplamiento.
Considerando las estructuras de 1y 2, no podria existir un doble enlace entre C4-
C5 debido a que C-5 ya es un carbono cuaternario, para que esto pueda ocurrir
debié romperse el enlace entre C-5 y C-1 debido a un movimiento de electrones
dando como resultado un anillo de 10 atomos de carbono con tres dobles enlaces
entre los carbonos C5-C4, C3-C2 y C1-C10 (cabe mencionar que cuando existe una
ruptura de enlace C-C en compuestos terpénicos se antepone el prefijo x,y-seco
seguido del nombre del esqueleto del que se trata, donde x y y hacen referencia al
enlace que se rompioé entre esos dos atomos de carbono), es por eso que a
diferencia de los compuestos anteriores, el H-10 se observa a frecuencia mas alta,
pues se trata de un hidrogeno vinilico, y se ubica en 6.04 ppm casi sobrepuesta con

la sefal correspondiente a H-1.

En 3.57 ppm (ta, J = 12.7 Hz) y 2.64 ppm (dd, J = 13.7 y 6.1 Hz) se observan las
sefales correspondientes al metileno C-6, ambas presentan acoplamiento geminal
y acoplamiento vecinal con H-7, este ultimo, con ayuda del espectro COSY
(Espectro 21), se puede ubicar en el espectro en 5.66 ppm, se observa como un
ddd con J = 12.2, 6.1 y 2.2 Hz, los acoplamientos mas grandes se deben a la
correlaciéon de H-7 con los hidrogenos del metileno C-6, mientras que el mas
pequefio se debe al acoplamiento que existe entre H-7 y H-8, el cual se encuentra

en el espectro en 2.67 ppm y se observa como una sefal simple y ancha.

La sefial de H-12 se pudo ubicar en el espectro debido al acoplamiento a tres
enlaces de distancia que tiene con H-16 (mediante el analisis del espectro COSY)

y se encuentra en 5.34 ppm como una sefial dd, con acoplamientos de 12.0 Hz y
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2.9 Hz con los dos &omos de hidrégeno del metileno C-11; estos ultimos se
encuentran en el espectro de 'H en 2.14 y 1.95 ppm, el primero corresponde al
atomo de hidrégeno H-11p, pues se distingue como una sefial doble y ancha, debido
a un acoplamiento grande (J = 14.1 Hz) con H-11a y la sefial se ensancha debido

al acoplamiento pequeiio que existe con H-12.

Mediante el analisis del espectro HSQC (Espectro 23) se logré asignar las sefiales
de 143.9, 140.6, 140.0, 133.4,123.8,121.6, 108.4, 71.8, 70.9, 70.2, 46.4, 45.0, 33.1,
23.5y 22.1 ppm a los carbonos C-15, C-10, C-16, C-2, C-1, C-3, C-14, C-19, C-7,
C-12,C-8, C-11, C-6, C-20 Y C-2’, respectivamente. Para asignar los demas atomos
de carbono de analizé el espectro HMBC (Espectro 20, Tabla 12, ver también figuras
24 y 25), arriba de 170 ppm aparecen tres sefiales en el espectro de RMN de *C
gue se asignan a los tres grupos carbonilo de la molécula, la sefal de 174.6 se
asigna para C-18, pues tiene correlaciones a tres enlaces de distancia con H-3 y los
H-19, y un acoplamiento a cuatro enlaces de distancia con uno de los atomos de
hidrogeno del C-6; las sefiales de 170.9 y 170.1 ppm se asignan a C-17 y C-1’,
respectivamente, pues para la primera sefal se observa una correlacion a tres
enlaces de distancia con H-12, mientras que para la segunda sefial se observa una
sefal a dos enlaces de distancia con H-2’ y otra a tres enlaces de distancia con H-
7. Las sefiales observadas en la zona de carbonos con hibridacién sp?
(correspondientes a dobles ligaduras C-C) son las de 151.9, 124.9y 123.8 ppm, que
se asignhan a C-5, C-4 y C-13, respectivamente, por ultimo se observa una sefial en
39.1 ppm que se asigna a C-9, pues es el Unico carbdn cuaternario y alifatico que
esta presente en la molécula, esto también confirma el hecho de que exista la doble
ligadura entre C-4 y C-5, pues en los compuestos anteriores se observaba la sefal

de C-5 en la zona de carbonos alifaticos.
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Tabla 12. Datos de RMN de 'H, 3C y correlaciones HMBC de 3

Posicion Sc Tipo* dn (J en Hz) HMBC
1 123.8 CH 6.07, da (16.0) 2,3,9,10
2 133.4 CH 6.35, d (11.4) 4
3 121.6 CH 6.12, d (11.5) 1,2,5,10,* 18
4 124.9 C
5 151.9 C
63 33.1 CH: 3.57,ta (12.7) 7
60 2.64, dd (13.7, 6.1) 3%4,5,7,8, 18*
§ 0o oy 366ddd(1226.1, 6.8 9. 17 1
2.2)
8 46.4 CH 2.67, sa -
39.1 C
10 140.6 CH 6.04, da (16.0) 1,2,8,9 20
11B 45.0 CH: 2.14,da (14.1) 9,10
1la 1.95, dd (14.7, 12.0) 1,8, 9, 10, 13, 20
12 70.2 CH 5.34, dd (12.0, 2.9) 9, 11, 13, 14, 16, 17
13 123.5 C
14 1084 CH 6.38, sa 12, 13, 15, 16
15 1439 CH 7.40, 1t (1.6) 13, 14, 16
16 140.0 CH 7.43, sa 12,13, 14, 15
17 170.9 C
18 174.6 C
19proS 71.8 CH: 4.85,d (18.1) 2**3,*4,5,6,7,*18
19 proR 4.74, d (18.0) 2**3,*4,5,6,7,*18
20 23.5 CHs 1.54,s 1,9, 10,11, 12*
1’ 170.1 C
2’ 21.1 CHs 2.09, s 7*1

1H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCls. *Correlacion a través de cuatro enlaces.

**Correlacion a través de cinco enlaces
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Figura 24. Estructura geométrica optimizada del compuesto 3 con correlaciones
observadas en el espectro HMBC para los carbonos C-9, C-17, C-18 y C-1’

/

Figura 25. Estructura geométrica optimizada del compuesto 3 con correlaciones

observadas en el espectro HMBC para los carbonos C-4, C-5y C-13

La configuracion relativa de 3 fue establecida mediante el analisis de las constantes
de acoplamiento ya discutidas y con ayuda del espectro NOESY (Espectro 22, ver

también figura 26).
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Figura 26. Estructura geométrica optimizada del compuesto 3 con correlaciones
observadas en el espectro NOESY

Este compuesto esta relacionado con la (7R,8S,9R,12R)-7-hidroxi-5,10-seco-neo-
cleroda-1(10),2,4,13-(16),14-pentaeno-17,12;18,19-didlida (nombrado a partir de
ahora como 3a) aislada previamente de Salvia chamaedryoides.®? La una Unica
diferencia entre 3 y 3a es el sustituyente de la posicion C-7, pues en 3a se tiene un
grupo OH, mientras que en el compuesto aislado (3) se tiene un grupo acetato, esto
se confirma mediante el analisis los datos espectroscépicos reportados para ambos
compuestos (RMN de *H y 13C, ver tabla 13), en 3a se observan 20 sefiales en el
espectro de RMN de '3C, mientras que para 3 se ven dos sefiales adicionales,
ademas, en RMN de 'H se observa una notable diferencia en el desplazamiento de
H-7, pues en 3a se observa en 4.64 ppm, mientras que en 3 se observa en 5.66
ppm, debido a la mayor desproteccion que produce el grupo acetato con respecto
al OH.
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Tabla 13. Comparaciéon de RMN de H y C*3 del compuesto 3 con 3a

o oc _ on (J en Hz)
Posicion Tipo
3 3a 3 3a
1 123.8 1244 CH 6.07, da (16.0) 6.07, dd (16.3, 3.4)
2 133.4 133.8 CH 6.35, d (11.4) 6.35, dd (11.7, 3.4)
3 121.6 122.0 CH 6.12, d (11.5) 6.15, dd (11.7)
4 1249 152.9 C
5 1519 1252 C
63 33.1 354 CH: 3.57,ta (12.7) 3.73,dd (14.1, 13.2)
6a 2.64, dd (13.7, 6.1) 2.60, dd (14.1, 5.3)
4.64, ddd (13.2, 5.3,
7 709 710 CH 5.66,ddd (12.2,6.1, 2.2)
2.0)
46.4 48.0 CH 2.67, sa 2.50, d (2.0)
39.1 393 C
10 140.6 141.0 CH 6.04, da (16.0) 6.00, d (16.3)
118 450 457 CH: 2.14,da (14.1) 2.13, dd (14.8, 3.0)
1la 1.95, dd (14.7, 12.0) 1.94, dd (14.8, 12.3)
12 70.2 714 CH 5.34, dd (12.0, 2.9) 5.33, dd (12.3, 3.0)
13 1235 1232 C
14 108.4 108.7 CH 6.38, sa 6.40, ma
15 143.9 1444 CH 7.40,1 (1.6) 7.42, ma
16 140.0 140.3 CH 7.43, sa 7.47, ma
17 1709 1753 C
18 1746 1748 C
19proS 718 720 CH: 4.85, d (18.1) 4,71
19 proR 4.74,d (18.0) 4.70
20 235 245 CHs 1.54,s 1.57,s
1 170.1 C
2 21.1 CHs 2.09, s
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O

Figura 27. Compuesto 3y (7R,8S,9R,12R)-7-hidroxi-5,10-seco-neo-cleroda-
1(10),2,4,13-(16),14-pentaeno-17,12;18,19-didlida (3a)

Después del analisis que condujo a la elucidacion estructural de 3, se concluy6 que
se trata de un compuesto nuevo de tipo 5,10-seco-neo-clerodano correspondiente
a la (7R,8S,9R,12R)-7-acetoxi-5,10-seco-neo-cleroda-1(10),2,4,13-(16),14-

pentaeno-17,12;18,19-diolida y se propone el nombre de involucratina C.
VI.4 Propuesta biogenética

Después del analisis que condujo a la identificacion de estos tres nuevos
compuestos (1-3), se proponen dos rutas biogenéticas para la obtencion de los
compuestos 2 y 3 a partir de 1, y las cuales se muestran a continuacion (Esquemas
8y9).

Hidrolisis del -H0 H o
acetato O‘ 0
0”0

Esquema 8. Biogénesis del compuesto 2 a partir de 1



Llevando a cabo una hidrdlisis del grupo acetato de la posicion C-7 se obtiene un
alcohol, que mediante su posterior eliminacion mediante la pérdida de una molécula

de agua se obtiene la involucratina B (2).

Esquema 9. Biogénesis del compuesto 3 a partir de 1

Para la obtencion de la involucratina C se propone una ruptura del enlace que une

a los carbonos C-5y C-10, mediante una reaccion electrociclica.

Si bien ambas rutas son quimicamente viables y explican como Salvia involucrata
pudo haber biosintetizado los compuestos 2 y 3, se propone también otra ruta en la
gue la involucratina B (2) da origen al compuesto 1 (esquema 10) y este a su vez a
3, como mostré en el esquema 9.

¥

H 0 +H,0 Acetilacion
-H*
SO
o~ O

Esquema 10. Biogénesis del compuesto 1 a partir de 2

En esta propuesta se hidrata el doble enlace entre C-7 y C-8 para dar un alcohol
secundario (reaccion anti-Marcovnikov) con orientacion a, posteriormente se acetila

el alcohol recién formado y se obtiene el compuesto 1.
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VII. CONCLUSIONES

. Del estudio de las hojas de Salvia involucrata se aislaron e identificaron tres
diterpenos de estructura novedosa con esqueletos de tipo neo-clerodano, con lo
gue se contribuye al conocimiento sobre la composicién quimica de especies del
género Salvia en México, como parte del proyecto del estudio sistematico de este
género que inicio en el afio 1984 en el Instituto de Quimica de la UNAM.

2. Se realiz6 la caracterizacién completa de los compuestos aislados.

. Se establecié la configuracién relativa de los tres compuestos aislados mediante
el andlisis del experimento NOESY y el andlisis de las constantes de
acoplamiento observadas en RMN de H, conjuntamente, se tomaron en cuenta
cuestiones biosintéticas para apoyar y reforzar la configuracion propuesta.

. Se propusieron rutas biogenéticas que respaldan la relacion estructural entre los
compuestos aislados.

. Se realiz6 la asignacion completa de los espectros de RMN de 'H y *3C para los
compuestos aislados.

. Se identificé por primera vez la presencia de diterpenos con esqueleto tipo cis-

neo-clerodano en una especie mexicana de Salvia.
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lonization Mode: DART

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[1.0%];Smooth[3]];Correct Base[5.0%];Average...

Charge number:1

Tolerance:20.00(mmu)

Element:'2C:18 .. 25, 'H:20 .. 30, '*0:6 .. 9

Relative Intensity

100

Created by:AccuTOF
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m/z
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Espectro 8. Masas de alta resolucion del compuesto 1 (EM-DART-AR).
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lonization Mode:DART
History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]]:Carrect Base[5.0%);Average(MS[... Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:5.00(mmu)
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Espectro 16. Masas de alta resolucion del compuesto 2 (EM-DART-AR).
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Espectro 21. COSY del compuesto 3.
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Laboratorio de Espectroscopia
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Espectro 23. IR del compuesto 3 (CHCIs).
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lonization Mode:DART
History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%];Average(MS[... Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:3.00(mmu)
Element:'2C:1 .. 50, 'H:1 .. 50, '¢0:1 .. 11

Relative Intensity

] 399.14479
2oi
10
]
i
0 T T T T 1 T T T T I T 1 il T 1 T I I T I T T T T | T . T T T T T ) 1 T 1 I T I
399.00 399.10 399.20 399.30
m/z
Mass Intensity | Calc. Mass Mass(rlr?;fle];ence Mass(E;f;e)rence Possible Formula | Unsaturation Number
399.14479  3382.84  399.14438 0.41 1.0312C2,'H23"%07 | 11.5

Espectro 24. Masas de alta resolucion del compuesto 3 (EM-DART-AR).
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