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INTRODUCCION

El territorio mexicano tiene gran variedad de vegetacion por la combinacién
de factores geogréficos, esto hace de su flora una de las mds diversas y ricas del
planeta, !

Dentro de la flora mexicana sobresale la familia LABIATAE, que es una
familia de plantas y pequefios arbustos que estdconstitufda por 200 géneros de los
cuales México cuenta con 27 de ellos.?

Entre los géneros mds extensos se presenta el SALVIA con aproximadamente
900 especies, que se concentran en dreas montafiosas de México, los Andes
Sudamericanos, Asia Central y el Medilerrdnco, 3

Este género se dividié en 4 subgéneros; Salvia, Sclarea, Leonia y Calosphace; 4
cuya distribucién es el territorio Euroasidtico para Salvia y Sclarea; América del Norte
para Leonia; México, Centro y Sudamérica (principalmente las regiones montafosas
del Centro de México y Centroamérica, y en menor proporcidn hacia el norte de los
Andes y zona montafiosa de Brasil) para el dltimo que tiene 500 especies 5 clasificadas
en 105 secciones por sus datos morfolégicos.

Dentro de los 105 grupos de especies del subgénero Calosphacet se encuentra la
seccién Nobiles a la cual pertenece Salvia adenophora, quedando su taxonomfa de
la manera siguiente:

Familia Labiatae
Género Salvia
Subgénero Calosphace
Seccidn Nobiles

Especie adenophora



La localizacién descrita para esta planta es en Oaxaca, especificamente en
Tlapacingo (1400-1600m), El Parian Etla (1200-1400m), Nochixtlan (1000m) y
Zoochila , Jayacatlan (1300m).

A ésta misma seccién pertenecen especies como: . hilarii, S, sellowiana, 5.
benthamiana, S. baloustina, S. articulata, S. persicifolia y S. rivilarin  que se
encuentran en Brasil; ademds S. disjuncta en Chiapas y S. gesneraeflora en
Amecameca y Tres Marfas, &

De esta familia se han aislado diversos metabolitos secundarios dentro de los
que destacan: flavonoides, diterpenos, triterpenos, esteroles y fenilpropanoides, de
éstos dltimos en algunas ocasiones dépsidos; todos ellos cubren un espectro amplio
de actividades biol6gicas como: antibacterianos, antitumorales, antialimentarios, etc.

Por lo anterior se tuvieron como objetivos para este estudio:
i}Contribuir al estudio de la flora mexicana.

il)Aportar conocimientos de la composicién quimica del género Salvia
(Labiatae ) que estd siendo objeto de una investigacién sistematica,

ili)Aislar y catacterizar algunos metabolitos sccundarios de Salvia adenophora
que contribuyan con e} estudio quimiotaxondmico de la familia Labiatae.

iv)Valorar la actividad biolégica de las fracciones y metabolitos aislados por
medio de un bioensayo con A.salina.



GENERALIDADES

Los pueblos primitivos han tenido informacion sobre las propiedades
medicinales de un gran niimero de plantas; esto se debe al cimulp de conocimientos
de individuos, sacerdotes, curanderos, etc. que los han trasmitido de generacién en
generacion a sus descendientes o aprendices, en ocasiones a viajeros o historiadores
que dejaron descripciones \tiles sobre las plantas y sus aplicaciones, 7

El Papiro de Ebers describe varias enfermedades y las indicaciones para su
tratamiento con plantas; Teofrasto, discipulo de Aristoteles escribi6 (372 a.de C.) 10
libros sobre: "La historia de las plantas” y 8 libros de "Las causas de las plantas",
donde menciona usos de la canela, aplo y cornezuelo de centeno; Dioscorides (77 a. de
C) escribié su libro "De materia médica" donde menciona todas las plantas y
medicinas conocidas por los griegos; siendo esta obra considerada la cumbre de la
Botdnica y la Farmacia por quince siglos,

Los conocimientos sobre plantas medicinales en América se trasmitieron de
aborfgenes a misioneros; en 1535 Gonzdlo Ferndndez de Oviedo publictd "De la
natural historia de las Indias e Islas y tierra firme del mar ocedno”, aparece la
descripeion del achiote, guaco, tabaco y cacao,

José de Acosta escribié "Historia natural y moral de las Indias" en 1590
reeditada en 1940 por el Fondo de Cultura Econdmica , aquf se describe la yuca,
camotes, aguacate y liquiddmbar.

Fray Bernardino de Sahagtin escribié "Historia de las cosas de la Nueva
Espaiia” a fines del S.XVI, mencionando muchas de las plantas medicinales para los
aztecas y zapotecas.

Martin de la Cruz escribié un texto en néhuatl en 1552, que posterlormente
Juan Badiano lo traduce al latin como: "Cédice Badiano”, anunque permanecié inédito
hasta 1940 cuando Emmart lo tradujo. 7



Todo lo anterior despertd el interés por investigar cuales eran las sustancias
contenidas en las plantas que eran responsables de las distintas actividades
farmacoldgicas.

Entre los tipos de sustancias producidos por la planta se encuentran:
alcaloides, aceites esenciales, terpenoides, flavonoides, glucdsidos, etc. cuya presencia
involucra cierta funcién en su metabolismo secundario y esto da caracteristicas
quimicas titiles para su clasificacion botdnica o su aprovechamiento para el hombre.

La Quimiotaxonomfa se define como la rama de la ciencia que usa las
caracterfsticas qufmicas, en particular metabolitos secundarios mencionados
anteriormente, de un conjunto de organismos para determinar su posicién en una
clasificacién jerarquizada evolutivamente de los seres vivos, aunque en ocasiones
solo es confirmativo de las clasificaciones taxondmicas.

El origen de sustancias y drogas economica y farmaceliticamente importantes
se han conocido desde hace tiempo, en particular las familias ricas en sustancias
terapetticamente activas y otros materiales con valor nutritivo. 8

Hasta hace poco tiempo su uso era conducido por bases empfricas de la
medicina tradicional; pero los estudios quimicos se han hecho sisteméticos alrededor
de familias que tienen sustancias activas; de modo que la observacidn biolégica y
farmacolégica de diferentes especies proporciona un sistema quimico para su estudio
y una valoracién de principios activos,

Las especies de Labiadas son aromdticas pues tienen un alto contenido en
aceites esenciales, también se han encontrado metabolitos como flavonoides que son
pigmentos vegetales con esqueleto C6-C3-Co como: flavanonas, auronas, chalconas,
flavonas; se conocen alrededor de 900 especies que se presentan en formna libre o
glucosiladas, contribuyen a dar color a flores, frutos y hojas. Su solubilidad va desde
soluble en agua o insoluble en ella pero soluble en éter etflico, ®

Los flavonoides se han desarrollado bastante en el metabolismo de esta
familia, ayudando con su quimiotaxonomfa. La actividad farmacoldgica de estos
compuestos extraidos de labiadas ha provocado interés y al respecto se han hecho
algunos trabajos. 9



Las infusiones y decocciones han sido usadas en la medicina tradicional de
muchos lugares, mientras que los flavonoides aislados han mostrado un espectro
amplio de actividad farmacoldgica; entre las que se encuentran: ?

a)Antiinflamatorios:
8-B-D-glucésido de Hypolaetina
Nepitrina

b)Antibacterianos:
Cirsimaritina
Baicaleina
5,7,2',6'"-tetrametoxiflavona

¢)Desardenes gastrointestinales (carminativo o espasmolitico):
Thymonina
8-metoxicirsilineol
cirsiliol

d)Accion sobre el metabolismo de los lipidos:10
Wogonina
Skullcapflavona
Baijcaleina®
Baicalina*

*También usados como antialergénicos

e)Citotoxicidad frente a cultivo celular de carcinoma humano nasofarfngeo:
Nepetin*11 ‘
Eupatorin
Eupatilin
5,7,4-OH, 6-metoxiflavona.*
*Inhibicion respiratoria y desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa



TABLA 1. EJEMPLOS DE FLAVONOIDES AISLADOS DE LABIADAS. 9

NOMBRE R1 R2 R3 R4 RS R6
Baicaleina Ol OH QlH H H H
Cirsiliol H OMe |OMe M OH OH
Cirsimaritina H OMe (OMe (H OH H
Eapatilina oH jome joH [H OMe  |OMe
Eupatorina OH OMe |[OMe jH OMe  |OH
8-§-D glucdsidode  [OH H OH OGlu  |OH OH
hypolaetina B
Luteolina oH [ OH |0 OH |on
Nepetina(Eupafolina) {OH OMe |OH H OH OH
Nepitrina OH OMe |OGlu it OH OH
Skullcapflavona Of H OMe [OMe [H OH*2'
Thymonina OH Otl OMe [OMe |OH OMe
Thymosina OH OH OMe |OMe |OH H
8-metoxicirsilineol  [OH OMe |OMe |[OMe |OH OMe
5,7, 4'0H, 6 metoxi-  |OH OMe  {OH H OH H
flavona
5,7,2' 4" tetrametoxi- {OMe |H OMe I OH OH#2)
flavona
Wogonina OH H OH OMe (H H
[ Ry
Ry
Rg
Ra o]
Ao
R, 0




Por otra parte se han usado los extractos de las partes aéreas de la plnta.
Ejemplos de lo anterior son:

TABLA [1. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE ALGUNQS EXTRACTOS. Y

*Antibacteriano Salvia palaestina
Sideritis augustifolia.
Scutellaria_sp.

*Carminativo v desordenes|Mentha piperita
gastrointestinales Rosmarinus  officinalis
Salvia  thymonin
Melissa officinalis
Thymus vulgaris
*Enfermedades biliares Stachys negleta

Stachys recta

*Enfermedades respiratorias Ocinum  sp.

Thymus  sp.

Coleus amboinicys (asma)
*Efectos diuréticos Thymus sp.

Nepeta sp.

Mentha  sp.

Criganum _ sp.
*Tratamiento de tumores Scutellaria sp.

*Antiinflamatorio Stachys spt.
Sideretis sp.
Nepela sp.

La biogénesis de flavonoides se muestra en el esquema que se presenta a
continuacion:



EIOGENESIS DE FLAVONOIDES
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Dentro del metabolisino secundario de las plantas existen compuestos
fendlicos, entre los que destacan los derivados del &cido cindmico los cuales estdn
ampliamente distribufdos; por esto se han utilizado como marcadores taxondmicos
para esta familia; se les conoce también como: Fenilpropanoides .

Se han aislado fenilpropanoides con actividades bioldgicas importantes como
¢l 4cido cafeico que resulté activo contra: M.tuberculosis, C.diphtheriae y S. proteus
la actividad de 144 mg equivale a 10 U de Penicilina y por esto se le puede considerar
antibiotico.12

Ademds se han encontrado polfmeros de fenilpropanoides llamados:
DRépsidos, come el dcido rosmarinico ( a-hidroxi-hidrocafefco y #c. cafefco ) que
favorece la polimerizacién de taninos.

Se observo que los extractos del género Melissa tenfan actividad antiviral
debida a estos dcidos, mostréndose como la inhibicién del virus de Newcastle y el de
Herpes.

Se realizaron estudios de ésteres de enol del &cido cafeico y se encontr6 que
eran téxicos al hongo Cladosporium herbarium , que parasita a varias plantas, por
inhibir la formacién de una colonia con 1 g de los compuestos; esto padrfa indicar
que son fungicidas naturales, y probablemente fitoalexinas 13

Durante los estudios de la actividad biolégica de estos compuestos
(primeramente aislados de S. miltivrrhiiza ) se impulsé la investigacién quimica en
otras especies del género Salvia utilizadas en la herbolaria; encontrando varios
dépsidos a los que se les llamé 4cidos salvianélicos ( A-] ) y 4cido isosalviandlico,
aunque han aislado algunos conocidos como el dcido rosmarfnico y
nmspérmico.m,ls,m,w,ls.

En la medicina tradicional de China, se usan decocciones de varias salvias para
el tratamicnto de distintos padecimientos como son:

*Salvia miltorrhiza  para enfermedades coronarias,14

*Salvia chinensis para el tratamiento de hepatitis, nefritis, dismenorrea
y algunos tipus de cdncer.15

*Salvia cavaleriei  para tratar la disenteria, hemoptisis, contusiones.16



A conlinuacion se muestra una tabla con algunos dépsidos y la planta de la

cual se aislaron por primera vez o en forma subsecuente.

S.miltiorrhiza |S.chinensis S.cavaleriei |5, ava
A DA a
B A ] ] ]
A Q
ic A 1
D A ]
E A
H ad
A
] A
Litospérmico ] ]
Etil litos-{Q
pérmico o
Isofertlico Q
Protacate- ]
chualdehido
Rosmarfnico {0 ] a Q
Cafelco 0

A Compuesto aislado por primera vez.
O Compuesto ya descritos en la literatura,
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EJEMPLOS DE DEPSIDOS CONTINUACION
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Dentro de las plantas estin ampliamente distribufdos los terpenoides; que
derivan de la ruta biogenética del &cido mevélonico, que se inicia con 2 moléculas de
acetil Coenzima A, formando unidades de 5 carbonos ramificadas que son:
pirofosfato de isopentenilo y pirofosfato de dimetilalilo, que al unirse en forma
cabeza - cola dan origen a varios grupos dependiendo del ntmero de Unidades
Isopreno que formen la molécula; la forma en que se unen se conoce como Regla
Biogendtica del Isopreno.

De este modo tenemos:

Cuo monoterpenos Se forma con 2 Unidades Isopreno
Ci5 sesquiterpenos Se forma con 3 Unidades Isopreno
Co diterpenos Se forma con 4 Unidades Isopreno
Cs sesterterpenos Se forma con 5 Unidades Isopreno
Cx triterpenos Se forma con 6 Unidades Isopreno’
Cn politerpenos Se forma con n Unidades Isopreno

Entre los monoterpenos existen estructuras aciclfcas, monociclicas y bicicllcas, a
las cuales se les atribuye la actividad carminativa, espasmolltica y colerética de
algunos dceites escenciales. Ejemplos de monoterpenos son:

Citral, Linalool, Limoneno, Mentol.}7

CITRAL LINALOOL

ALCANFOR




Como ejemplos de sesquiterpenos aislados de Salvias se encuentran: cedrol,
clovandiol y oxido de cariofileno.

“ H
0 , OH
H
HO oy H '-i
OH H,C
CLOVANDIOL OXIDO DE CEDROL
CARIOFILENO

Los diterpenos han sido muy estudiados y estdn descritos airededor de 2000, de
los cuales la mitad se incluye en 7 tipos principales de esqueleto y el resto en 169
tipos. Lus 7 esqueletos mayoritarios son: abietano, cembrano, clerodano, giberelano,
kaurano, labdano y pimarano.

<A

ABIETANO CEMBRANO CLERODANO GIBERELANO

5

LABDANO KAURANO




Entre las actividades biolégicas que poseen se encuentran:

*Reguladores del crecimiento vegetal como las giberelinas y algunos
neoclerodanos.

*Bactericida, bacteriostitica o virostitica coma: ferruginol, premarrubin,
marrubin y carnosol. ¥

16



*Antiprotozoario como : dcido kerlinicox vs T. cruzii.

*( ver estructura mds adelante )

*Sedante como: Lagochilina.

*Antitumorales con esqueleto abietdnico?! como:

*Antialimentarios?? contra insectos, (que inhibe la alimentacion del insecto
pero no lo mata directamente, el insecto puede estar cerca de la planta y
probablemente muera de hambre); son biodegradables y poco téxicos al hombre,
animales e insectos de utilidad; pero para insectos nocivos son téxicos como:
Azadiractina, ent-kaurano, ajugarin, clerodin?4, 1,10 - deshidrosalviatina, kerlina,
kerlinélida, 4cido kerlfnico, lasiantina, linearolactona, semiatrina, brevifloralactona.



AZADIRACTINA

/ (:)Ac
AcO
CLERODINA

o

: OH

O

o
»

I

AC. KERLINICO

0

ENT-KAUREN-15-ONA

0
H 0]
0 / (=)Ac
AcQ
AJUGARINAHI
0]
H
0
KERLINA



OH
o

0
0 H
0 : 0
i '-0 Ac %, OAc
o O
LASIANTINA

0 0
o O 02‘0
LINEAROLACTONA 1,10-DESHIDROSALVIARINA
OH o)
H 0
HO H
(0]
0 HO
SEMIATRINA

BREVIFLORALACTONA
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Lo antes mencionado denota la utilidad e importancia del estudio de los
diterpenos cleroddnicos y otros esqueletos relacionados en plantas mexicanas del

género Salvia .

Ejemplos de sesterterpenos aislados de Salvias ( S. hypoleuca Benth ) son:

Dentro del grupo de los triterpenos es muy comiin encontrar la mezcla de
4cido oleandlico y ursélico.

A continuacién se muestra la biogénesis del esqueleto clerodane:

20
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PARTE EXPERIMENTAL

1) MATERIAL Y APARATOS UTILIZADOS.

Los puntos de fusion de los compuestos aislados, fueron determinados en un
aparato Mel-Temp Il y no estdn corregidos.

En las columnas cromatogréficas se utilizé como fase estacionaria, gel de silice
G seg Stahl para cromatograffa en capa fina (Merck) y Sflicagel 60: mallas 70-230 y 230-

400 ASTM.

Para Cromatograffa en capa fina (CCF) se usaron cromatofolios Alugram Sil
G/UVasy y se utilizd una solucién de sulfato eérico en dcido sulfirico 0.2N.

Los espectros de UV fueron corridos en el Espectrofotémetro UV-VIS Perkin-
Elmer 552.

Los espectros de IR fueron corridos en el Espectrofotéinetro Nicolet 55X

Los espectros de RMN. de ' y 13C  fueron corridos en los
espectrofotémetros Varian Gemini y VXR.

Los espectros de Masas fueron obtenidos en un espectrofotimetro Hewlett-
Packard 59858 GC/MS System



11) RECOLECCION DE LA ESPECIE VEGETAL,

Con base a los datos del Herbario Nacional, la poblacion de la planta fue
recolectada en la zona de Zoochila-Jayacatlin, Oaxaca.

La especie fue identificada por el Dr. T.P. Ramamoorthy quien es especialista
en el género.

11I) EXTRACCION.

Las partes aéreas secas ( 1.4 Kg ) se maceraron con acetona por un perivdo de 5
dfas, al término del cual se eliming el disolvente a presion reducida, quedando 28 g
de extracto que se reunicron con 8 g de una segunda extraccidn con el misma
disolventv repitiendo la operacion de eliminacion del disolvente a presion reducida ;
se abtuvo en total 36 g de extracto .

V) SEPARACION.

Con el fin de realizar una separacion preliminar que nos ayude a separar los
metabolitos de acuerdo a su polaridad; al extracto seco ( 36 g ) se le practicé una
particion entre dos sistemas de disolventes que fueron : una mezcla de metanol-agua
{4:1) v la otra mezcla fue de hexano-benceno (1:1) La parte no-polar se concentrd a
presion reducida; mientras que en la fraccion polar aparecié un precipitado que al
filtrarla pest 3.5g

La parte soluble polar se concentrd v se extrajo ahora con cloruro de metileno;
la parte orgdnica se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentré a presion
reducida. Se trabajo con el extracto polar de cloruro de metilenc; pues es en donde se
encuentran generalmente los compuestos de nuestro interés.



Se aplicaron técnicas cromatogrdficas para la separacion y purificacion de los
metabolitos secundarios mediante diversas téenicas como: cromatograffa en capa fina
y en columna, ésta tiltima en dos modalidades que fueron al vacio y la llamada

relampago.

Otra técnica para aislar los productos naturales, consistid en el empleo de
algunas reacciones que modificaron su polaridad para facilitar su separacion y

purificacion

Entre los disolventes utilizados en las técnicas mencionadas se encuentran:
hexano, acetona, acetato de etilo, benceno, cloroformo y cloruro de metileno; que se
usaron solos o en mezclas de ellos.

De éste modo, el extracto de cloruro de metileno ya seco (3.5 g ) se sometié a
una cromatograffa en columna, usando como adsorbente sflica gel 60 para placas,
elufda con mezclas de hexano - acetato de etilo y acetona ~ metanol de polaridad
ascendente, usando vacio en el desarrollo de la columna.

Una vez reunidas las fracciones obtenidas, de acuerdo al aspecto de Ia
cromatografia en capa fina tomada para cada una de ellas, se continua con la
separacidn de los metabolitos.

Paralelamente se realiz6 la prueba para actividad biolégica con A. salina
ensayo que consiste en colocar 10 crusticeos de 48 hrs de crecimiento en un vial
(hacerlo par triplicado ), que contengan una disolucidn del extracto o sustancia pura
probando 3 concentraciones distintas, en este caso se utilizaron concentraciones de 10
a 1000 ppm para extractos y de 0.5 a 100 ppm para sustancias puras. A las 24 hrs de
permanecer los crusticeos con las muestras, se cuenta el nimero de muertos para
cada vial y se calcula la Dasis Letal 50 ( DLsy ).

Los resultados de las pruebas de actividad biologica se muestran a
continuacion indicando el nimero de sobrevivientes



EXTRACTOS 1064" ppm 10 0 64* ppm 100 o 664* ppm
Ext. polar (CH2CI2) 10 10 10 10 10 10 10 9 9
Ext.polar {acuoso) 10 10 10 § 7 8 2 3 4
Ext.no polar 10 10 10 10 8 9 10 9 8
FRACCIONES DEL EXT. {0.5 ppm 5 ppm 50 ppm
POLAR{CHCL) | |

1 10 10 10 10 10 10 10 9 9
4-5 1010 10 10 9 10 10 9 3
6 10 10 10 1010 10 9 8
7-8 10 10 9 10 8 8 4 2 4
9-10 10 10 10 10 10 10 10 8 8
11-13 1010 10 10 10 9 10 9 8§
14 1010 10 10 10 9 10 8§ 8§
15-18 10 10 10 10 9 10 10 9 6
21 0 10 10 10 10 10 10 10 8
22-24 10 10 10 0 9 9 10 9 9
25-26 10 10 10 1010 10 1009 8
37-38 10 10 10 10 9 10 10 9
43-4 10 10 10 10 9 10 10 9 8
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A continuacion se describe ¢l trabajo hecho para cada una de las fracciones

estudiadas.

De la fraccion 1 - 3 ( Polaridad: hexano-acetato de etilo § : 2 ), precipitaron
solidos blancos can un peso de 50 mg mastrando en CCD la presencia de un producto
principal, contaminado con otros, su espectro de IR, indicé la presencia de un dcido
carboxilico { seflal entre 3400-3500 cm -1) y un grupo carbonilo (1680 cm-!) por lo que
se decidi6 esterificarlo disolviéndo la muestra en éter ctilico y agregando una
solucidn etérea de diazometano, esta reaccién se siguis por CCD dejando evaporar el
éter y los restos de diazometano en la campana al final de la reaccién. Se procedié a
separar en columna reldmpago obteniendo 2 compuestos que presentaron las
caracteristicas espectréscopicas para ésteres metflicos de los 4cidos Ursélico y
Oleandlico.

CO,Me COMe

HO HO

URSOLATO DE METILO OLEANOLATO DE METILO
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De la fracoion 7 - 8 se realizd una cromatografia en placa preparativa que se
eluvy con hewana - acetona al 15% durante 3 veces y se logrd separar un sdlido
amarillo cuve peso fue de g (1),

UV (metanol), # . nin(loge): 330 (6.03 ), 277 (5.97), 206 (6.32).

IR (CHCl) Vingx , cm =1 : 3380 ( OH ), 2854 ( OCH3), 1733 (R-CO-C =C), 1653
(C=Q)). Espectra L1

EM m/z ( % intensidad relativa ) : 328 ( pico base, 100 ) Cy5 Iy O, 313 (85),
285(25), 282(20), 181(15),153(25),133(20),111(15),97(25),83(25), 57 (40).

RMN H 200 MHz (CDCl3 ): 8 3.90,393y 3.97 (O CH3), 6.55 (1H, s, H-3),6.6D
(1H, s, H-8), 7. 02y 7.85 ( sistema ApBa, J=9Hz, 2°,3°,5°,6" ), 12.783 (1H, s,
intercambiable can D;0). Espectro 1.2

Con los datos anteriores se concluye que este compuesto tiene la estructura que
a continuacién se muestra y corresponde a la Salvigenina:

OMe
MeO o]

MeQ

OH 0
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De la fraccion 14 precipité un sélido amarillo con un peso de 30 mg. ( I ), con
pf.160-1630C.

UV (metanol), A sx, nim (log e ): 340 (6.93), 274 (6.76), 244 (6.75), 214 (7.06).

IR { CHCl3) V max , cm -1 3541 ( OH ), 3018.5 ( C-H de doble enlace o
aromatico), 2876.2 (Cl13 - O -), 1656.4 ( C = O conjugado ). Espectro 11.1

EM m/z ( % intensidad relativa ) : 344 ( pico base, 100 ),329 ( 80 ), 315 ( 20),
301(17), 298 (17), 181 (10), 165(5), 153(15), 149(10), 129(5), Cig Hi Oy,

RMN H 200 MHz (CDCl3 ): 8 3.929, 3.974 y 3.99 ( O CH3 ). 6.552 (1H, 5, H-3),
6.587 (1H, s, H-8 ), 6.96 (114, d, ]=8.6 Hz, H-5'), 7.48 ( 11, d, ]=2.02 1z, 11-2'), 7.44 (1H,
dd, J]=8.36 Hz y 2.25 He, H-6" ), 5.736 y 12.76 (1H, s, intercambiable con D70 ). Espectro
.2

RMN 13C 50 MHz (CDCl3 ): 8 163.8 (5,C-2),104.5(d, C-3), 1829 (5, C-4 ), 153.2
(s5,C5),124.5(5,C-6),153.0 (5,C-7),90.6(d, C-8),158.8 (5, C9),106.2 (s, C-10), 132.6
(s, C-1'), 110.7 (d, C-2'), 149.6 (5, C-3' ), 146 (5, C4' ), 1123 (d, C-5' ), 119.1 (d, C-6'),
60.8(c,6-0CH3),563y56.1 (¢, 3'y4 - OCH3). Espectro I1.3

Con la informacién espectroscdpica se deduce que este compuesto es la
Eupatilina cuya estructura se muestra a continuacion:
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Los constituyentes de las fracciones 22-24 en CCD no tenfan una buena
separacion, por lo que se mand6 a IR y al observar la sefial caracteristica de grupo
-OH, se decidi6 acetilar con anhidrido acético en presencia de piridina y dejar a
temperatura ambiente, siguiendo el curso de Ja reaccion mediante cromatografia de
capa fina. Se climinaron los restos de los reactivos mediante alto vacfo;
posteriormente se realizd una extraccién con acetato de etilo y agua saturada de
cloruro de sadio, la parte orgénica se secé con sulfato de sadio anhidro y se evapord el

disolvente.

Se procedi6 a separar la fraccién con una columna reldmpago que tenfa silica
gel 230 - 400 como fase estacionaria y como fase movil hexano - acetona (9.5 : 0.9). Al
realizar CCD de las fraccciones obtenidas se reunieron algunas y se procedié a separar
en placa preparativa eluida con CHaCly- acetona ( 95-5 ); obteniéndose 3 mg de un
sélido amarillo (111 ).

UV (metanol), A max, nm (loge): 298 (6.85), 258 (6.81), 206 (7.12).

IR (CHCl3) V msx,cm -3 : 3514 (-OH ), 1775 ( -O-C O-CH3 ), 1728 ( C=0
conjugado ), 1648 ( C=C), 1230 (-O-C O-CH3 ). Espectro1IL.1

EM m/z ( % intensidad relativa ) : 454 ( pico base, 40 ) Co3 Hyg O10, 370 ( 25),
328 (55), 327(5), 286(100), 285(10),257(20), 229(15), 213{4),173(5),153 (10),
129(8), 97(12), 83(15), 55(30), 43(95).

RMN 'H 200 MHz (CDCl3 ): & 2.33 (3H, CO CH3 ), 235( 6H, COCHj) y 2.4
(3H,COCHs). 6.61(1H, 5, H-3), 7.36 (1H, d, J= 2.4 Hz, H- 6 ), 685 (1H, d, J= 24 Hz,H- 8),
7.71(1H, d, ]=2.4 Hz, H-2), 7.37 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5), 7.74 (1H, dd, ]=8.4 Hz y 2.4 lz,
H-6" ). Espectro 111.2

RMN1IC 125 MHz (CDCl3 ): 51608 (5,C-2), 109 (d, C-3),176.2 ( 5, C-4 ), 152.1
(5,C-5), 1138(d, C-6),157.6 (5, C-7 ), 1216 (d, C-8), 160.8 (5, C-9), 117.3 (5, C-10),
129.7 (s, C-1'), 1216 (d,C-2'), 1427 (5, C-3'), 144.8(5 C4'), 124.3(d, C-5'), 1245
(d,C-6'),20.6,20.64,21.0y 21.16 (¢, 5,7, 3, 4' - COCH3 ), 167.7, 1679 (2) y 170.0
{¢,5,7,3,4 -COCHj3 ). Espectro 111.3
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Los datos anteriores corresponden al derivado tetraacetatilado de luteolina
cuya estructura se muestra en la figura siguiente:

QAc

OAc
AcO e}

OAc (o]
ea——————— e meead

En las fracciones 25-32 en placa de capa delgada no se observaba una buena
separacion de la muestra; por lo que se mandd a IR en cuyo espectro se observé la
seftal caractetfstica de grupos -OH y se decidié acetilar con anhidrido acético en
presencia de piridina (ambos reactivos recién destilados) y dejar a temperatura
ambiente; siguiendo el curso de la reaccién mediante cromatograffa de capa fina, Se
eliminaron los restos de los reactivos mediante alto vacfo; posteriormente se realizé
una extraccién con acetato de etilo y agua saturada de cloruro de sodio, la parte
orgdnica se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se evapord el disolvente,

Posteriormente se procedi6 a separar la fraccién con una columna relémpago
que tenfa silica gel 230 - 400 como fase estacionaria y como fase mévil hexano -
acetona en proporcién 85 - 15, De una de las fracciones obtenidas se logr6 separar un
producto que se purificé con una cromatograffa en placa preparativa elufda con
CH;Cl; - acetona ( 95-5 ) obteniéndose 4 mg de un precipitado, (1V).

IR ( CHCl3) Vinax, em -1 : 3444 ( -OH ), 3014 ( C - H insaturado ), 2856 ( O-CHa),
1759 (O - CO - CH3 aromdtico), 1668 (C=0 conjugado o CH = CH ). Espectro 1V.1

EM m/z ( % intensidad relativa ) : 425 (M*-31), 397(15), 55(60),235(10)1
219 (20}, 192(95), 177.(100), 145(25), 134 (5), 120(45), 107(15),43(15).
Espectro [V, 2
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RMN H 200 MHz (CDCl3 ): 6 2.3y 2.32 (CO CH3 ), 3.85 (CHz ), 7.1 ( 1H, m,
H-2), 705 ( tH, m, 4-3),7.21 (1H, m, H-6), 7.58 ( 1H, d, J= 154 Hz, H-7 ), 6.27 ( 111, d,
J= 154 Hz, H-8),7.04 (114, m, H-3'), 7.1 (1H, m, 4'), 7.2 ( 11, m, H-6'), 2.89 ( 2H, ¢,
J=6.8 Hz, H-7'}, 2.1 (2H, m, H-8'), 3.66 ( H, ¢, J=6.4 Hz, H-9'), Espectro 1V. 3

Los datos anteriores corresponden a la estructura que se muesitra a

continuacion:

De la columna antes mencionada pero de otras fracciones precipité un sélido
blanco impuro, en el cual estaba presente el grupo de 4cido carboxflico cuya sefial se
vefa en el espectro de IR, por lo que se decldi6 esterificarlo disolviéndo la muestra en
éter etflico y agregando una solucién etérea de diazometano, esta reaccién se siguié
por CCF dejando evaporar el éter y los restos de diazometano en la campana al final
de la reaccidn.

Se procedi6 a separar en columna reldmpago elufda con CHCl3 '~ hexano -
acetona ( 1: 1:0.5 % ) obteniendo un precipitado de 3 mg aprox. (V).

IR ( CHCl3} V max , cm ~1: 1779.65 ( lactona de 5 miembros }, 1737(C =0 de
acetato ), 1696 ( C = O de éster metilico ), 1237 (0-CO- CH3 ). Espectro V.1
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EM m/z ( % intensidad relativa ) : 448 ( 5 ),430( 5), 388 (30}, 269 { 20 ), 346 { pico
base,100 ), 328 (45 ), 310 (10),284 (20), 256 (35 ), 236 (27 ), 219 (25), 213 ( 15), 173 ( 27),
149 (25),129(32), 105 (37),83 (35),57 (55 ),43 (62 ), C4 H3g Og requiere de m/z =
450 (no observada). Espectro V.2

RMN H 200 MHz (CDCl3 ): 641 (d, 1H, ] = 4.2 Hz, H=14), 5.36 ( m, 1H, H=12),
371y 3.65(s,3H c/u,Me 15y 16), 205 (s, 3H, CH3COO), 1.24 y 0.76 (5, 3H ¢/u,Me 19y
20), 0.83 (d, 3H, J = 7 Iz, Me-17). Espectro V.3

RMN 13C 125 MHz ( CDCl3 ): Va: 32.74 (t, C-1), 24.62 (t, C-2), 29.69 (t, C-3), 42.03
(d, C-4), 38.03 (s, C-5), 26.99 (t, C-6), 27.57 (t, C-7), 36.09 (d, C-B), 38.03 (s, C-9), 77.18 (s, C-
10, 35.23 (t, C-11), 66.94 (d, C-12), 147.28 (s, C-13), 130.08 (d, C-14), 174.62 (s, C-15), 174.62
(s, C-16), 15.7 (c, C-17) 170.31 s, C-18), 189 (¢, C-19), 17.82 (¢, C-20), 51.56 (¢, COOCH3 X 2).
21.08 (c, OCOCH3), 167.33 (s, OCOCH3). Vb: 38,03 (s, C-4), 42.03 (d, C-5). Espectro V.5

Con los datos anteiores se proponen 2 estructuras que se muestran en la figura
siguiente:

.~~~
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PARTE TEORICA

La Salvia adenophora Fern esta clasificada en la seccién Nobiles del subgénero

Calosphace.

Del extracto aceténico de las partes aéreas se lograron aislar los siguientes

metabolitos secundarios:

De las fracciones 1 - 3 precipitd un sélido amorfo cuyo espectro de IR mostraba
sefales caracterfsticas para grupo carboxilico en 3500 cm -1 y carbonilo en 1680 cm -,
se compara en placa con referencias de triterpenos y por sus caracteristicas
espectroscépicas se concluye que se trataba de una mezcla de 4cidos Ursélico y
Oteanélico.

Para el compuesto I, con base en los datos de distintas técnicas espectroscdpicas
como: IR, RMN !Hy 3Cy EM se propone la siguiente estructura:

S

Este compuesto estd reportado en la literatura como Salvigenina y- se aisld
previamente de Salvia aethiopis , S. officinalis , S. palaestina ,'S. triloba , S.verbenaca,
y S, virginata .

En el espectro de IR ( 1.1 ) se observa una sefal en 3383 cm! que indica la
presencia del grupo hidroxilo, en 2854 em-! hay una sefial que se atribuye a la



En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 1H ( Espectro 1.2 ) de esta
sustancia, se observan dos multipletes en 7.02 y 7.85 ppm, que integran para dos
protones cada uno, con una constante de 9 Hz, que se asignan a un sistema A8 de
un anillo aromético, como se muestra en la figura siguiente:

Asimismo se observa en el espectro 1.2, un singulete en 12.8 ppm, que integra
para un protén y que intercambia con agua deuterada. Como ya se menciond en el
espectro de IR se observaba la presencia del grupo -OH, por lo que se asigna esta sefial
a un grupo hidroxilo y por su desplazamiento se deduce que estd formando un
puente de hidrégeno intramolecular, este fendmeno se puede explicar si el oxhidrilo
se localiza en [a posicion 5, de tal forma que el puente de hidrégeno se establece con
el carbonilo de la posicion 4. Este patrdn de oxidacién se ha encontrado
frecuentemente en flavonas aisladas de plantas de la familia de las Labiadas.

Ademds se observan 3 singuletes en 3.90, 3.93 y 3.97 ppm, que integran para
tres protones cada uno, y por su desplazamiento se asignan a tres grupos metoxilos.
También se observan 2 singuletes en 6.55 y 6.60 ppm cada uno integra para un

proton.

Con los datos anteriores y los del espectro de masas, se propone que el
sustituyente del anillo aromético del diagrama anterior serfa un grupo metoxilo y
para el otro anillo aromdtico tenemos 3 sustituyentes y un protén, uno de los
sustituyentes es el grupo hidroxilo en la posicién 5 teniendo la estructura parcial

siguiente:
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OMe
MeO Q
MeQ
OH Q
W

Los sustituyentes del anillo A son los 2 grupos metoxilos restantes, y los
singuletes que integran para un protén puede asignarse uno de ellos al doble enlace
conjugado a la cetona en 6.55 ppm y el otro en 6.6 ppm al anillo aromitico que tiene
un grupo en posicion orto que lo protege y lo desplaza a campo alto como puede ser
un grupo metoxilo. Con estos datos se justifica la estruclura propuesta al inicio.

La tabla muestra los desplazamientos quimicos de los protones de esta

estructura:

TABLA DE RMN H DEL COMPUESTO 1,

H 5 (ppm ) mt (J=Hz)
3 6.55 8
8 6.60 5
2 7.85 ABy J=9Hz
3 7.02 Ay J=9Hz
5' 7.02 ABy J=9Hz
6' 7.85 ABy J=9 Hz
50H 12.8 g*
6,7,40CH:  [3% 5

393 ]

397 5

m * multiplicidad: s =singulete, * intercambiable con D0
CDCI3, T™S, 200 MMz



Iy el espectro de masas se observa el ion molecular { M+) a una relacion masa-

carga de 328 (10045 Ta cual corresponde a una formula molecular Cig Hig O 6.
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Para el compuesto I , con base en los datos de distintas técnicas
gspectroscopicas como: IR, RMN 1H y 13C y EM se propone la siguiente estructura:

OMe

MeO

OH o]

La cual coresponde a Eupatilina, aislada previamente de Eupatorium sp..,
Salvia palaestina y Salvia tomentosa .

El espectro de masas presenta un ion molecular { M* ) que coincide con el pica
base ¢n 344 m/z y corresponde a una f6rmula molecular Cyg Hyg 07,

En el espectro de IR ( 111 ) se observa una sefial en 3541 cm-l que indica la
presencia del grupo hidroxilo, en 3018 em-} existe una sefial debida a C-H de tipo
aromaético, en 1611 cm! hay una sefial debida al grupo carbonilo de cetona conjugada.

El espectro de RMN 'H (112 ) presenta un doble de dobles centrado en 7.44:

ppm, que integra para un praton, presentando dos constantes de acoplamiento de
8.48 y 2.13 Hz, que se asigna a un proton aromético que estd acoplado a un protdn en
posicién orto y otro en meta.

Tambien se observan 2 senales centradas en 7.48 y 6.96 ppm, cada una integra
para un proton, cuyas constantes son: 2,13 y 8.48 Hz respectivamente,al relacionar
éstas sefiales con las anteriores se puede plantear la siguiente estructura parcial:

10



\ T

Se observan, asimismo 2 singuletes en 5.73 y 12.76 ppm, que integran para un
protén cada uno, ambas sefiales intercambian con agua deuterada, Como ya se
menciond en su espectro de IR se observaba la presencia del grupo -OH, por lo que se
asighan estas sefiales a 2 grupos hidroxilo.

Ademis se observan 3 singuletes, en 3.99, 3.97 y 392 ppim, que integran para
tres protones cada uno, y por su desplazamiento se asignan a tres grupos metoxilos.

También se observan 2 singuletes en 6.55 y 6.59 ppm cada uno integra para un
protén,

Con lo anterior 2 sustituyentes estarian en el anillo aromdtico del diagrama
anterior y para el otro anillo aromdatico tenemos 3 sustituyentes y un proidn,
teniendo la estructura parcial siguiente:
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Con los datos del espectro de masas puedo proponer que los sustituyentes del
anillo B son 2 metoxilos y en el anillo A son ! metoxilo y 2 hidroxilo, por las
fragmentaciones caracteristicas de flavonas.25

De los datos de grupos hidroxilo, tenemos a uno de ellos a campo bajo puor
estar quelatado con un grupo carbonilo, como el de cetona conjugada ( presente en el
espectro de IR, 1L1), de modo que estarfa en Ja posicion 5, teniendo la estructura que

sigue:

De los singuletes que integran para un protén puede asignarse uno de ellos al
doble enlace conjugado a la cetona en 6.55 ppm y el otro en 6.59 ppm al anillo
aromitico que fiene un grupo en posicién orto que lo protege y lo desplaza a campo
alto como puede ser un grupo -OH. Con estos datos obtengo la estructura propuesta al

inicio,

La tabla muestra los desplazamientos quimicos de los protones de esta
estructura:
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TABLA DE RMN 'H DEL COMPUESTO II.

H 8 (ppm) mt (J=Hz)
3 6.55 5
6.59 ]
2! 7.48 d(2.13)
5' 6.96 d (848)
6' 7.44 dd (848y213)
6340 CH3 399 ]
3.97 ]
3.92 s
50H 573 s*
70H 12.76 s*

m ¥ multiplicidad: s =singulete, d = doblete
* intercamblable con D20
CDCl3, TMS, 200 MHz

El espectro de RMN 13C (113 ), permite corroborar la estructura, se observan 18
sefiales, 10 singuletes, 5 dobletes y 3 cuartetos.

Una de las sefiales se presenta en la zona de carbonos de carbonilos, cuyo

desplazamiento corresponde al de una cetona conjugada en'182.9 ppin que se asigna a
c4

La sefial de 163.8 ppm, es un singulete que corresponde a C-2 que estd unido al
oxfgeno de la posicién 1,

En 104.5 ppin se ve un doblete que corresponde a C-3 que tiene unido un
protdn y estd en posicion o al grupo carbonilo y forma parte de una doble ligadura.

En 153.2 y 153 ppm se ven dos singuletes que corresponden a C-5 y C-7, que
estdn desplazados a campo bajo por estar unidos a grupos hidroxilo.

En 124.5 ppm se ve un singulete que corresponde a C-6 el cual estd unido a un
grupo metoxilo,
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En 90.6 ppm se ve un doblete que corresponde a C-8 que tiene unido un protén
y se encuentra desplazado hacia campo alto por el efecto del grupo -OH en posicidn

orto.

Aqui cabe mencionar que esta sefial es importante para distinguir entre 2
isémeros posibles:

HO o] R MeO o] R

) T

v

MeQ HO “
OH o] OH (o]

5,7-DIHIDROXI, 6,3'40Me FLAVONA  5,6-DIHIDROX]I, 7,34'OMe FLAVONA

Si C-8 tuvicra en posicidn orto a un grupo metoxilo, su desplazamiento no
serfa hacia campo allo como el que tiene con el -OllL

Asimismo, el carbono de un grupo metilo se esperarfa en aproximadamente
56-57 ppm pero en este caso se desplaza hacia campo bajo por estar entre los dos
grupos hidroxilos y se observa la sefial en 60.8 ppin.27.28

En la tabla se muestran los desplazamientos quimicos de los dtomos de
carbono de esta estructura,



TABLA DE RMN 13 C DEL COMPUESTO Il

C d (ppm) mt
2 163.8 5
3 104.5 d
4 182.9 $
5 153.2 5
6 124.5 5
7 153.0 $
8 90.6 d
9 158.8 s
10 106.2 5
I’ 1326 S
2' 110.7 d
k) 149.6 8
4’ 146.0 5
5' 112.3 d
6' 119.1 d
6 OCHj 60.8 ¢
3,4 OCH, 56.3 ¢

50.1 c

m * multiplicidad: s =singulete, d = doblete, ¢ = cuarteto

CDCl3, TMS, 50 MH2

En su espectro de masas el i6n molecular ( M* 344 m/z ) corresponde a una
formula molecular Cjg Hyg Oy, su estructura es de tipo flavona cuyo idn molecular
es frecuente que coincida can el pico base, que para ésta estructura se cumple y se
observan las fragmentaciones principales 25 en su espectro.
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O Me -—l

HO (o] OMe
F—— Me O
OH O
Cig Hip Oy
(M'=34)

e OMe 4o -—,"' -—l
HO o_-| OM;'l Ho ol OMe

~ ~ - OMe
MeO cF0 =~ ~
OH - Me0 =cAN
CyH;p O OH
CyH, O 10 02 GH. 0O 4
= 7t Uy Cy HygO
m/z =182 m/z =162 m/z= 154 ml}z =10l‘)03
4o o
182-15= 167-—| 182-28 = 154
(CHy) (C=0)
1 Y l
+s OMe e
HO . _T. N OM:l
MeaO 0=C=CH 0=C
OH
GH GHO GH, 0
m/zilogﬂ n/z=4} m/z=165
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Para el compuesto I ( separado de placa preparativa con CHCly y acetona,
3 mg), con los datos espectroscépicos se propone la estructura siguiente:

]

[
>
(]

QAc
AcO 0

OAc 0

En la literatura se reporta el compuesto sin acetilar como Luteolina aislado de
Salvia deserta, S. officinalis , S. palaesting , S.verbenaca y S. nemorasa .

Su espectro de masas presenta una sefial de 412 que corresponde al ién
molecular menos 42 unidades ( M* - 42 ), obteniéndose un peso de 454 con una
formula molecular Ca3 Hyg Oqo,

En su espectro de IR ( 1.1 )se observan dos sefiales intensas entre 3000 y 3100
cm 1 que se debe a C-H de tipo aromético, en 1700 ¢cm -1 hay una sefial debida al
grupo carbonilo de cetona conjugada, 1728 em -1 aparece una sefial de grupo éster y en
1240 cm -1 una banda debida al enlace -CO O de tipo acetato.

El espectro de RMN !H ( IIL.2 )presenta un doble de dobles centrado en 7.74
ppm, que integra para un protén, presentando dos constantes de acoplamiento de 8.4
y 2.4 Hz, que se asigna a un protdn aromdtico que cstd acoplado a un protén en
posicidn orto y otro protdn en meta.

Tambien se observan dos dobletes centrados en 737 y 7.71 ppm, cada uno
integra para un protdn, cuyas constantes son: 8.4 y 24 Hz respectivamente, al
relacionar éstas sefiales con las anteriores tenemos la siguiente sustitucidn para el
anillo B:
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Ademds se observan 3 singuletes en: 2,33, 2.35 y 2.44 ppm, que integran para
tres protones cada uno ( excepto el de 2.35 que integra para 6 protones ) y por su
desplazamiento se asignan a cuatro grupos acetato,

Se observan dos dobletes, centrados en 6.85 y 7.36 ppm que integran para un
protén cada uno, ambos tienen una constante de acoplamiento de 2.4 Hz , por el
desplazamiento de estas sefiales se asignan a 2 protones aromdéticos que estdn en
posicién orto, por lo que se propone la siguiente sustitucién para el anillo A:

Se observa un singulete en 6.61 ppm que integra para un protén, se puede
asignar al doble enlace conjugado a la cetona,

Al unir las dos estructuras anteriormente propuestas faltarfa asignar los
sustituyentes de ambos anillos que en total son cuatro y coinciden con los grupos
acefatos.
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OAc

OAc
AcO (o}

Hg
QH HG Hg'

OAc 0]

M

La tabla muestra los desplazamientos gufmicos de los protones de esta

estructura:
TABLA DE RMN ! H DEL COMPUESTO il
H 3 (ppm) m*(J=Hz)
3 6.61 5
7.36 d(24)
8 6.85 d(24)
7.71 d(24)
5' 7.37 d(84)
6' 7.74 d(84,24)
57,34 OCH3s 233 ]
235 x2- s
244 s

m * multiplicidad: 8 =singulete, d = doblete
CDCl3, T™MS, 200 MHz

El espectro de RMN 13C (111,3 ), permite corroborar la estructura, se-observan
23 sefiales, 13 singuletes, 6 dobletes y 4 cuartetos; cuyo desplazamiento es el esperado
a excepcién de algunas sefales que acontinuacién se describen:

En 152.1 y 157.6 ppm se ven dos singuletes que corresponden a C-5 y C-7, que
estin desplazados a campo bajo por estar unidos a grupos acetato. En 113.8 ppm se
observa un doblete que corresponde a C-6.
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En 142.7 y 144.8 ppm se observan dos singuletes correspondientes a C-3'y C-4'
que se desplazan a campo bajo por estar unidos a grupos acetatos.

TABLA DE RMN 13 C DEL COMPUESTO 111,

c d (ppm) m*
2 160.8 S
3 109.0

4 176.2 s
5 152.1 5
6 1138 d
7 157.6 5
8 1216 d
9 160.8 5
10 117.3 s
1 129.7 5
2 121.6 d
3 142.7 S
4 144.8 s
5' 124.3 d
6’ 124.5 d
5734 -CO-CH3 {20.60, 20.64 ¢

21.00, 21.16
5734 -CO-CH3 |167.7, 167.9 5
167.9, 170.0

m * multiplicidad: s =singulete, d = doblete, ¢ = cuarteto
CDCly, T™MS, 50 MH2

En su espectro de masas el i6n molecular ( M* - 42 = 411 m/z ) corresponde a
una formula molecular Cy3 Hig Oy , su estructura es de tipo flavona se observan las
fragmentaciones principales 25 en su espectro.
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El siguiente compuesto denominado como 1V fué aislado despuds de someter
a una reaccién de acetilacion varias fracciones oblenidas de la columna original. Se
aislg comp un producto aceitoso de color amarillo palido. Los dates espectrocopicos
que a continuacion se describen permiten asignar la estructura IV para este producto,
la cual corresponde a un dépsido del acido feriilico y un producto de reduccién del
dcido cafefeo. Es importante sefalar que el espectro de RMN de 1H de la mezcla de
fracciones antes de acetilar, no mostré indicios de la presencia de acetatos, por lo que
los que estén presentes en el producto IV fueron introducidos durante el proceso de
acetilacion. Es importante destacar que este tipo de sustancias han sido descritas
previamente de especies de Salvia originarias de China, sin embargo, es la primera
vez que se describe este tipo de metabolito secundario de una Salvia americana.

N N
En el espectro de IR (Espectro IV.1 ) de esta sustancia se pueden observar
bandas en 3444 em-1 atribuidas a grupos -OH, en 1759 cm-1 para carbonilos de acetato
unidos a anillo aromatico, en 1668 para carbonilo conjugado y en 1628 y 1601 cm-}
para dobles ligaduras conjugadas.

En el especiro de masas de esta sustancia ( Espectro 1V.2 ) no se observa el ion
molecular ( Cz3t240g requiere M* am/z = 428 ), se observa, sin embargo, una senal a
una relacién m/z de 397 la cual corresponde a M+ menos la perdida de 31 unidades
de masa. Esta fragmentacidn es caracterfstica de un alcohol primario de lipo alifdtico,
lo que es consistente con la presencia de la banda en 3444 cm! en-el espectro de IR de
esla sustancia, lo gque conduce a pensar que ef producto IV es resultado de una
acetitaciin parcial. Este hecho se ve reforzado ya que en el espectro de RMN H de
esla sustancia se observa intercambio con D20 (Espectro IV.2).



En el espectro de RMN de H de este dépsido ( Espectro {V.3, ), se observa un
sistema AB en 7.58 { 1H, d, J= 15.4) y 6.27 (1H, d) caracteristico de un derivado del
dcido trans  cindmico, el cual esta presente en otros dépsidos aislados de algunas
especies de salvias estudiadas en Chinal2-16 | ya sea como derivado del dcido cafeico o
ferdlico. En este espectro se observa asimismo las sefales para un grupo metoxilo en
3.85 ppm y dos grupos acetato aromaticos en 2.30 y 2.32 ppm (s, 3H cada uno), lo que
permite inferir que en este dépsido tenemos un residuo de dcido ferilico acetilado.
Las sefiales de los protones ardmaticos H-2, H-3 y H-6 se observan entre 7 -7.25 ppm
sobrepuestas entre si y a las seftales del otro anillo aromitico de esta sustancia. Estas
sefales no forman sistemas de ler orden por o que no pudieron ser asignadas sin
ambigiiedad, sin embargo el desplazamiento quimico observado corresponde
razonablemente bien con los datos descritos en la literatura para este tipo de
sustancias y con los caleulos tedricos obtenidos para un sistema de este tipo,

En el espectro de masas de esta sustancia se observan fragmentos a una
relacion m/z de 219 y 235 que son consistentes con la discusion previa. ‘Estas
fragmentaciones se ilustran a continuacion,

Asimismo en el espectra de masas se observa una sefal a m/z = 191, la cual
corresponde a la perdida de CO a partir del fragimento de 219 ( un pico importante es

el de m/2=192, el cual puede corresponder al fragmento anterior con la ganancia de
un Hj.



Otra sefal importante en el espectro de masas es la observada a m/z = 177, que
corresponde a la perdida de 42 unidades de masa ( CHpC=0 ) a partir de la sefial a
m/z= 219, Por otro lado la pérdida de cetena a partir de 235 origina la seftal a m/z=
193, que tiene una abundancia relativa muy alta de c.a. 75%. Estos hechos son
consistentes con la estructura propuesta y apoyan la presencia de un residuo de dcido
ferilico en este dépsido.

En el espectro de RMN de 'H de esta sustancia ( Espectro IV.3, Tabla No. 4 ) se
observa asimismo una seiial cuadruple que integra para dos hidrdgenos y que al
equilibrar la muestra con D70 se transforma en un triplete. Esta sefial st asigna al
metileno de la posicién ¥'. La multiplicidad de esta sefial se explica si aswinimos que
se encuentra vecina a un metileno, En este misimo espectro se observa un triplete que
integra para 2 hidrigenos en 2.89 ppm. El desplazamiento quimico de esta sefal
sugiere que sea de naturaleza bencflica, mientras que su multiplicidad indica que se
encuentra vecino a un metileno, por lo cual se asigna al metileno de la posicién 7',
Una sefial multiple centrada en 2.1 ppm en el espectro de RMN de 'H de este
producto se puede atribuir a los protones de la posicién 8. Estos datos sumados a la
espectrometria de masas indican la presencia de una cadena de n-propilo sustituida
en la estructura de este producto. En el espectro de masas de IV, se observa la pérdida
de 31 unidades de masa, previamente mencionada, para dar el picoa m/z2 =397y a
partir de esta sefial, la pérdida de cetena (42 unidades de masa ) origina la seflal a m/z
= 355, lo que corrobora la presencia de una cadena de n-propilo en esta sustancia. De
acuerdo con esto ademds de un residuo de dcido ferdlico, este dépsido tiene en su
estructura un derivado de tipo fenilpropano, el cual puede derivarse del dcido
cafeico, por reduccion del dcido carboxilico o, § insaturado.

Las sefales para los protones 3', 4'y 6' se observan sobrepuestas a las sefales
para los protones del anillo aromdtico del ferulato, como se indicod previamente, por
lo cual no pudieron asignarse sin ambigiledad, sin embargo, como se ha mencionado
previamcﬁé, el aspecto de las seflales sugiere un patrén de sustitucion -aromatico
como el que se propone para esta sustancia.
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TABLA DE RMN ! H DEL COMPUESTO IV

H § (ppm) m*(J=Hz)

2 7.1 m

3 7.05 m

6 7.21 m

7 7.58 d(154)

8 6.27 d(154)

3 7.04 n

4 7.1 m

6 7.2 m

7 2.89 t{2H,638)

8 21 m

9' 2.66 c(2H,64)

20CH3 385 5(3H)

1,2°COCH3 230 s (3H)
2.32 s (3H)

m * multiplicidad: s =singulete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuadruplete
CDCl3, TMS, 200 MHz

Con base en la discusién anterior, se pueden proponer dos estructuras
isdmericas para este dépsido, las cuales se muestran a continuacién:
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En ambas estructuras se justifica un residuo del 4cido ferilico y el patrén de
sustitucién aromdtica de ambos anillos. Los célculos teéricos del desplazamiento
qufmico para ambos isémeros no permite distinguir el tipo de unién entre el ferulato
y el derivado n-fenilpropanoide, debido a que no se cuenta con datos de RMN de 13C,
se recurrid a argumentos de tipo biogénetico para elegir la estructura de IV sobre su
isémero. Si observamos la estructura de los dépsidos aislados de salvias del lejano
oriente podemos notar que en fa mayor parte de los casos el oxhidrilo de tipo fendlico
que esterifica al dcido cafefco o ferilico es el de la posicién 1' (siguiendo la
numeracién para IV ), de tal forma que la relacién entre el oxhidrilo restante y la
cadena de tres miembros guardan una relacidn para, con base en este argumento se
propone la estructura IV. Si bien es claro que este no es un argumento contundente,
consideramos vdlido su uso dada la gran homogeneidad quimica mostrada por el
género Salvia,




Debido a que esta sustancia fué aislada después de una reaccion de acetilacion
se propone que la estructura del producte natura) sea la que a coninuacion se
muestra, Es importante seflalar nuevamente gue es la primera vez que este tipo de
metabolito secundario se aisla de ur a Salvia amenicana v gue la presencia de este
producto abre un nuevo panorama en vl estudio quimico de este género va que es
necesario conocer la distribucion de estos dépsidos para establecer su importancia
como un nuevo tipo de marcador gwimiotaxendmico para estas plantas y evaluar su
posible actividad bioldgica.

La biogénesis propuesta para esta sustancia se ilustra a continuacion, tomando
como base la propuesta para el acido rosmarinico 20
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El siguiente compuesto fue denoninadoe Vs e aislade comoe un praducte
sohdo amorfo, despues de llevar a cabo una reaconn de acetilacion v oana
esterificacton can diazometano para facilitat la separacun ver parte experimental)
obteniéndose el producto con una pureza cercana al Y0%. o gue permtio proponer la
naturaleza de esta sustancia, aunque debido a la pequeda cntidad aislada 3 mg) ne
fue posible vstablecer 1a estructura meguvocamente A continuacion s discaten lus
daios espectrascopicos obtenidos ast como dos postbles estructuras para esta sustancia
Una de ellas (Var corresponde o un esqueleto de derodano con un patron de
oxigenacian en 1a cadena lateral no deserito hasta el momento de salvias mexicanas,
la otra estructura propuesia (Vb) corresponde a un esquelelo transpuesta de labdano

En el espectro de IR (Espectro V.1) se observan bandas en 1779.65 1737 y 16%6
em1 que se atribuyen a carbonilos de y-lactona, de acetato y de éster o,f insaturado
respectivamente v en 1647 cm ) para dobles hgaduras, consistentes can ambas
estructuras propuestas

L el espectro de RMN de 1 de V ( EspectroV.3 ) se observa un doblete en 6.41
ppm (J = 4.2 Hzj que se asigna por su desplazamiento quimico v multiplicidad al
proton de la posicion 14 En 3.71 v 3.65 se observan dos singuletes que integran para
tres protones cada uno v que se atribuyen a los metilos de éster de las posiciones 15 y
lo.
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El desplazamiento quimico de H-14 establece la configuracion del doble enface
13-14 como E por comparacidn con datos de la literatura (la sefal para este proton en
una configuracién Z se esperarfa a campo mds alto { aprox. 5. 7 ppm)?. Este protén
esta interaccionando con un protén responsable de una sefial centrada en 5.36
(Espectro COSY, Espectro V.4) la cual se asigna a H-12, geminal a una funcién acetato.
El metilo de este acetato se abserva en el espectro V.3 en 2.05 ppm. La orientacion de
este grupo no se pudo establecer con base en la constante de acoplamiento con H-14
{J = 4.2 Hz). Para una configuracién R se esperarfa una constante de acoplamiento de
aproximadamente 7 Hz, por comparacién con la literatura 29, sin embargo puesto que
la cadena lateral tiene una considerable libertad conformacional, el valor encontrado
para V no puede atribuirse sin ambigtiedad a una configuracién S por lo que no es
posible establecer la configuracién de C-12.

En el espectro de RMN de 13C de V ( Espectro V.5 ) se observan las sefiales para
esta region de la molécula en 66.94 (d, C-12), 21.08 (¢, OCOCH3), 167.33 (s, OCOCH3),
147.28 (s, C-13), 130.08 (d, C-14), 170.31 (s, C-15), 174.62 (s, C-16) , 51.56 (c, COOCH3 X 2).
La sefial para C-11 se observa en el espectro V.5 en 35.23 ppm ().

En el espectro de RMN de 'H de V ( EspectroV.3 ) se observan las sefiales para
tres metilos adicionales en 1.24 (s), 0.83 (d) y 0.76 (s), Jos cuales sugieren un esqueleto
de tipo labdano o clerodano para esta sustancia. En el espectro de 13C de V se
observan las sefiales pava estos metilos en 15.7, 189 y 17.82 ppm, lo cual es consistente
con una fusion de anillos A/B trans,

Como se puede concluir del espectro de IR en esta sustancia se encuentra una
y-lactona, sin embargo en el espectro de RMN de 'H de V no se observan mas sefiales
que puedan ser atribufdas a protones geminales de una lactona, por lo que e} oxfgeno
no-carbonilico de esta funcion debe de ser de naturaleza terciaria, tal como se
representa en Va'y Vb. En el espectro de 3C de V se observa un singulete en 77.18
ppm que puede atribuirse a C-10 en ambas posibles estructuras. Este hecho no puede
ser explicado facilmente en un esqueleto de labdano normal en el cual la oxidacidn
de cualquiera de los metilos de la posicion 4 o de la 10 podrfan explicar el origen del

carbonilo de esta lactona, sin embargo la formacion del anillo de 5 y la ausencia de .

proton geminal no pueden ser explicadas en este esqueleto por lo que se propone un
esqueleto de labdano transpuesto como se muestra a continuacion:



Clerodane 1 abrdano

Lsgueleto transpuest de
Labdann

En un esqueleto transpuestu de labdano es posible explicar la existencia de una
y-lactona carente de protén gemmal tal y como se muestra en Vb

En este mismo espectro se observan dos sefiales doblele (CHY en 42 #3.v 3004
ppm. La presencia de estas sehales puede ser asignada a € 4y C-Ken la estructura Vay
¢ C-5y U8 de la estructura Vb respectivamente Fl desplazamente para C 4 en Va
puede explicarse, s asumnmos que C 18 debe dv ser v g o presencia del metilo
a aal umdo o C-5 ejerce un electo protector subre t 3 Para of caso de Vb el
desplazamiento quimico de -5 es comparable al observada para estrudhitras
relacionadas ™
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Para ambas estructuras propuestas se esperarfan observar dos sciales
singuletes debidas a carbunos sp3, que corresponderfan en el caso del clerodano a C-5
y C-9, mientras que en ef caso del labdano transpuesta a C-4 y C-9. En el espectro de
RMN de 13C de V se observa una sefial sencilla en 38 ppm. La intensidad de esta
sefal sugiere que es debida a dos carbonos, los enales coinciden en su desplazamiento
quimico. Este hecho es mas consistente con la estructura Va, aunque el
desplazamiento esperado para C-4 de la estructura Vb, por comparacién con
estructuras relacionadas, es cercano a 40 ppm, por lo que la caincidencia es en
principio factible también para Vb. Para confirmar este punto serfa necesario efectuar
el espectro de 13C en un disolvente diferente, sin embargo debido a la pequedia
cantidad de muestra obtenida, este experimento no fue factible en esta ocasion.

Asimismo se observan, en el espectro de '3C de V, las sefiales para 5 metilenos
mds en 32.71, 29.66, 27.54, 26.96 y 24.59 ppm, congruentes con ambas estructuras, En
este mismo espectro se pueden observar las sefiales para los 4 grupos carbonilos
propuestos para V (174.62X2), 170.31 y 167.33 ). '

En el espectra de masas de V ( Espectro V.2 ) no se observa el ion molecular,
pero se observan fragmentos congruentes con los grupos funcionales propuestos.

Debido a la pequefia.cantidad de muestra obtenida y a que no fue posible
aobtenerla con una pureza del 100%, no fue posible establecer la estructura de V en
forma inequivoca; sin embargo la naturaleza diterpénica de esta sustancia parece
muy probable con base en los datos espectroscdpicos. El patrén de oxigenaciin de este
diterpeno difiere un poco al encontrado mds frecuentemente en diterpenos aislados
de salvias mexicanas, en el cual la cadena lateral esta oxidada a una butendlida o un
furano. La oxidacién en C-12 es frecuente en los diterpenos de salvia, pero en la
mayor parte de los casos el metilo 18 forma parte de una y-lactona con C-19, mientras
que en el compuesto V este tipo de lactona no existe. La posibilidad de que V posea
un esqueleto transpuesto de labdano es interesante, ya que este tipo de arreglo no ha
sido descrito de una planta de este género. El esqueleto transpuesto propuesto en Vb
ha sido descrito previamente para la Chettaphanina, aislada de Adewochlaena
siamensis  (Compositae) y el Acido Salmantico, obtenido de Cistus laurifolins
(Cistaceae)™,
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CONCLUSIONES

Del estudio quimico biodirigido de las parles aéreas de Salvia adenophora
Fern., se tienen las siguientes conclusiones:

Se aislaron 7 metabolitos secundarios: 3 flavonas, 1 fenilpropanoide, 1
diterpeno y 2 4cidos triterpénicos.

De las tres flavonas, dos de ellas, 'y IT estaban reportadas en Salvias asidticas,
conocidas como Salvigenina y Eupatilina; la tercera flavona se aislé como tetracetato
de Luteolina ( IIT).

El fenilpropanoide aislado ( IV ) es un dépsido { unién de 2 6 mis unidades
fenilpropanoide ) del dcido ferilico y un derivado reducido del dcido cafeico, que no
estd reportado en la literatura y es el primero aislado en Salvias americanas.

Del estudio especiroscdpico obtenido para el diterpeno ( V') se proponen dos
posibles estructuras: un esqueleto de tipo clerodano y uno de tipo labdano
transpuesto, ninguno de ellos ha sido descrito anteriormente.

Los dcidos triterpénicos se identificaron como ésteres metilicos del dcido
ursdlico y oleandlico, que estin ampliamente distribuidos en el género Salvia.

El perfil quimico encontrado para la Salvia adenophora, aunque parécido en
términos generales al encontrado para las salvias del subgénero Calosphace, es
notable si consideramos la existencia en esta especie del dépsido previamente
descrito, este hecho asi como la posibilidad de la existencia de diterpenos con un
esqueleto de labdano transpuesto hacen necesario un nuevo estudio de esta especie,
en una etapa diferente de su ciclo vegetativo, en espera de aislar cantidades mayores
de estos metabolitos secundarios.
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ESPECTROS

Numero  KCompuesto Espectros
I 5-hidroxi, 6,74 trimetoxiflavona o Salvigenina  |L1 IR
12 RMNH
1l 5,7-dihidroxi, 6,3',4' trimetoxiflavona o Eupatilina jIL1 IR
12 RMNIH
I3 RMN 13C
11l 5,7.3' 4 tetraacetilflavona o tetraacetato de 1 IR
[Luteolina 2 RMNIH
1113 RMN 13C
v Etanoato 5- (2- (2-etanoiloxi -5- (3-hidraxipropil)  [IV1 IR
fenoxicarbonil) etenil) -2- fenilmetoxi. vl EM
IV3 RMN!H
v Diterpeno Vil IR
V2 EM
V.3 RMN IH
vd4 COSsy
V5 RMN 13C
V.6 DEPT
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