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RESUMEN

El género Scutellaria L., con 360 especies reconocidas actualmente a nivel
mundial, es uno de los mds grandes de la familta Labiatae. En México, este género estd
represeniado por alrrededor de 32 especies y la mayoria de ellas crecen pnncipalmente
en zZonas montafiosas cercanas al centro del pais.

Como resultado del estudio quimico de Scuzellaria spp. de origen asiduco y
europeo, han sido aislados varios dnerpenos con esqueleto de neo-clerodano. Algunos
de elios han mostrado importante actividad antialimentaria como la jodrelina B (aslada
de S. woronowii Juz.), que se considera el neg-clerodano antialimentario mds potente
asslado hasta ahora.

En México, el andlisis quimico de plantas pertenecientes al género Scuteilaria ha
sido iniciado recientemente con el estucio de S. drummondii Benth. En este trabajo de
tesis, se describe el estudio quimico de S. caerulea Moc. et Sessé y S. guatemalensis
Leon. como parte del estudio quitmico sistematizado de la familia Labiatae en México.

A partir de 8. caerulea se aislaron anco neo-clerodanos no descritos ¢n la
literatura, denominados escuteruleinas A-D y desacetfescuterslena B, sus estructuras
fueron establecidas con base en métodos espectrosedpicos. También fueron aislados a
parir de esta especie los flavonoides oroxilina Ay ditndrooroxilina A, Estos
flavonoides han sido aslados previamente de otras Scutellaria spp., enire €stas, S.
baicalensis.

A partr de S. guatemalensis se aislé un neo-clecdano no descrito en la
literatura. La estructura de este compuesto, denomnado escuteguatemalina A, fué
establecida por medio de métodos espectroscépicos. La flavona esculcapflavona it fué
aislada tamiién de esta planta,

El patrén de oxidacién establecido para los seis neo-clerodanos aislados ¥
descriwos en esta tesis, estd refacionado com aquél encontrado para los diterpencs
provenientes de Scutellaria drummondit y de las especies chinas hasta ahora estudiadas
Este patrén de oxidacién es diferente al encontrado para los neo-cleodanos wslados de
espceles europeas Desde un punto de vista quimico las plantas mexicanas y chinas
parecen estar estrechamente relacionadas.

Es imporante sefialar que la escuteguatemalina A es el segundo neo-clerodano
aislado de este género que presenta la posicidn C-12 sustitufda Esta es una
caracterfstica poco comun en los neo-clerodanos aislados del gépero Scurellaria, pero
muy frecuente en otros géneros de la famhia Labiatae, tales como Saivia, Ajuga y
Teucrium.

La cvaluacion de los neo-cleodanos aislados de S. caerulea y S. guatemalensis
contra Spodoptera littarelis v § frugiperda cstd en proceso



ABSTRACT

Scutellaria L., with 360 currently recognized species throughout the World, is
one of the largest genera of the Labiatae family. In Mexico, Scutellaria 15 Tepresented
by over 32 specres, most of them growmng in the mountams nearby the center of the
country

As 2 result of the systematic chemical studies on European and Asiatic
Seutellaria plants, several neo-clerodane diterpenoids have been 1solated. Some of them
have showed a sigmficant antifeedant activity such as jodrelin B {(from 5. woronowii
Juz), which is constdered the most potent antifeedant neo-clerodane diterpenond isolated
up (0 now,

In Mexico, the chemucal analysis of Scutetlaria plants has been started recently
with the study of Scutelloria drummondii Benth. In this thesis, the chemical study of §.
caerulea Moc. et Sessé and S, guatemalensis Leon. is descnibed, as a part of the
systematic chemical study of Mexican Labiatae.

From 5. caeruiea five new neo-clerodane diterpenoids, named scuterulein A-D
and deacetylscuterulein B, have been isolated and thesr structures established based on
spectroscopic methods, The flavonoids oroxiin A apd dthydrocroxlin A were also
wsolated from thus source These flavonoids were previously ssolated from others
Scutellaria species, such as, S. baicalensis.

From § guatemalensis a new neo-clerodane diterpencmid was isolated. The
structure of this compound, named scuteguaternalin A, was established based on
spectroscopic methods. The {lavone skullcapflavone [T was also isolated from this
plant.

The oxidation pattern estabhished {rom the six neo-clerodane diterpencids
tsolated and described in this thesis, 1s related to that found for the diterpenoids from
Scutellarig drummondii  and from the Chinese species studies up to now. Thig
oxidatton patiern is different 1o that found for the neo-clerodane 1solated from European
plants. From a chemical point of view the Mexican and Chinese plants secm to be
clasely related

Scuteguatemalin A deserves a special mention since this 1s the second product
isclated {rom this genus that exhibits a substiivent at the C-12 position. This 15 a rare
feature in the neo-clerodane diterpenords from Seutellaria, but very frequent in other
genera of Labiatae such as Saivia, Amga and Teucrium

The cvaluation of the nco-cleredane diterpeaods (rom §. caerwlee and S.
guaremalensis agaiast Spodoprera linorahs and § frugiperda 15 1 progress
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La ubicacién y la forma del territorio del pafs, con una extensién de 1 972 544 Km2,
propician una amplia variedad de condiciones fisiogrdficas y chimdticas que dan origen a una gran
riqueza florfstica. Por otra parte, México sobre todo en el Cenozéico, fué centro importanie de
imensas migraciones de plantas de diversa procedencia asi como de evoluci6n de la floral, factores
que se consideran que también han contribuido 2 la abundante y variada flor con que cuenta
nuestro pais.

De hecho, actualmente se considera que México ocupa el tercer logar en diversidad
biolSgica; y se estima que el nimero de especies de plantas vasculares asciende a 21 600,
aproximadamente; por lo que se considera al pafs como una de las zonas florfsticas mds ricas del
mundo.

Siendo México un pais tan rico en este sentido se debe considerar prioritario el estudio de
este importante recurso natural del que se han hecho varios usos, uno de los méds importante quizds
en medicina tradicional. Se calcula que de las 21 600 especies de plantas vasculares, 3 350 forman
parte de la flora medicinal cuyos usos datan desde tiempos prehispdnicos?.

La farmlia Lamiaceae (Labiatae ) es un importante constituyente de la flora nacional ya que
se encuentra representada por aproximadamente 512 especies tepartidas entre 27 géneros; se
disinbuye en todos los tipos de vegetacion, aunque pnincipalmente se localiza en zonas montafiosas
y en bosques de pino v encino’.

Esta familia estd constituida a nivel mundial por 259 géneros y un total de 6 000 especies
aproximadamente, y tiene como lugares de mayor diversificacién la zona del Mediterréneo, Asia
central y América entre otrast

Gran parte de las especies pertenecientes a esta familia son utilizadas, no solo en México
sino en diversas poblaciones del mundo como parte de Ja medicina tradicional, por 1o que el estudio
de ellas reviste gran importancia’,

Sc han descrito interesantes actividades biolégicas para algunos de los mctabohtos
secundarios aslados de estas plantas como som: antibacteriana, antiespasmadica, antiviral,
antitumoral y anualimentaria contra Insectos, entre otras. Ademss, los compuestos de upo
duterpénico en particular, han sido utilizados Wlimamente con fines taxon6micos®.



En Meéxico, han sido estudiadas numerosas especies perienecientes a algunos géneros de
esta familia ales como Hyptis 7 vy principalmente el género Safvie 8, de los cuales se han aslado
varios upos de metabohtos secundanos entre los gue destacan los diternenos, sigunos de los cuales
han mostrade importantes actividades bwlégicas de las antes sefialadas, Continrando con el estudio

de Ia familia Lamigcene, muy recientemente, se ha iniciedo e estudio ce! géners Scuteflaria. .

El género Scuteliaria se distnbuye pnncipabmente en Euroasia cengal, desde Sina hasta el
Himalava v se encuenira representado por aproxemadamente 360 especies; 113 de las cuales se
distibuyen en América, desde el Circulo Artico a la Tiermra del Fuego. encontrdndose su centro de
mayor diversidad en México que cuenta con 32 especies, lo que 1o hace en el contexto de ia familia
Lamiaceae el segundo género mds abundante en el pais (siendo antecedido dnicamente por el
género Salvia que cuenta con aproximadamente 312 especies); 1a mayoria de estas especies crecen
en zonas montafiosas®,

Este género ya ha sido estudiado en oiros pafses principalmente en cuanto a su contenido
en flavonoides!®; sin embargo, recientemente se han aislado compuestos de tipo diterpencide,
algunos de los cuales han mostrado potente actividad antialimentaria contra ciertos insectos, 1os
cuales atacan cultivos econSmicamente imporiantes, por lo que las plantas pertenecientes a este
género han atraido un mayor interés.

En México s6lo ba sido estudiada una especiel! perteneciente al género Scutellaria, por lo
que la aportacion de este trabajo, en el cual se inciuye el estudio de dos especies mds, es de
relevante importancia ya que forma parte de} estudio sistematizado, recién iniciado en nuestro pafs,
de un género poco estudiado a mvel mundial.

El presente trabajo incluye el estudio de las paries aéreas de las especics denominadas S.
caerulea Moc. et Sessé y S. guatemalenisis Leon, parte de su taxonomia es la siguiente:

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Géncro: Scutellaria
Secadn: Uliginosae

Especies: | caerulea Moc. et Sessé

guatemalenis Leon.

12



§. caerufea Moc. et Sessé es una plama herbdces percnne de 30-60 cm de alio con flores
de color morado-azii; aunque sus poblaciones son de escasa abundancia se encusntra ampliamente
disiribuida en bosgues de pino, encino, abeto v cedro en los estado de Veracriz (5. dumetorum
Schlecht ), Ozxaca, J alisco (. distans Fern.), San Luis Potos{ y Pusbla. enire oros%.12,

5. guaremalensis Leon. es una planta herbdcea perenne de 1540 om de alto con flores
cotor morado intenso de regular abundancia, distrtbuida en bosques de pino ¥ robie en Guatemala
(5. purpurascens var. heterophylia Benti) v México, en éste Witimo en los estados de Nuevo
Ledn, Chuapas y Puebia ; tamiuén se encueniza cultivada?®,

Esta especie es utihizada con fines medicinales bajo el nombre comun Maltanzin momdo o
Maltanzi para el tmtarmiento de cierios padecimienios como "susto”, amenaza de embolia,
nerviosismo infantl, dolor de espaida v regulacién de desordenes menstrualesis,

De acuerdo con la importancia mamfestada por el estudio de la familia Lamiaceqe, ¥ en
particular en este caso del género Scurellaria, en este rabajo de tesis se plantean los siguientes
objetivos:

-Auslar, punificar y caracterizar los metabolitos secundarios contenidos en las especies
denominadas S. caerulea Moc. et Sess€ v S. guatemalensis Leon.

-Contribuir al conocimiento det perfil quinuco de este género en nuestro pais.

-Aportar datos itiles tanto en quimiotaxonomfa como para establecer relaciones
tilogenéticas del género Scutellaria .

-Contunuar con el estudio sistematizado de algunos géneros de la familia Lamiaceae con el
principal objeto de aislar compuestos diterpencides con posible actividad antialimetaria contra
insectos, para 1o cual serd evaluada su actividad contra Spodeptera littoralis ¥ S. frugiperda en
colaboracién con otras instituciones.

-Contribuir al conocumiento de la flora nacional.

vl et
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De acuerdo con datos actuales, ef perfil quimico descrito hasta ahora para ¢l género
Scutellaria, seiiala presencia de flavonoides, tanto libres como glicosidados10, diterpencs (uno
incluso de tipo alcalotde!4) y algunos iridoides glicosidados!s en extracios provenientes tanto de
raices como de partes aéreas.

Como se sefialé en el capftulo anterior, el esdio de este género habia sido enfocado,
principalmente, hacia su contenido en flavonoides debido a su abundancia e importantes actividades
farmacoldgicas, tales como antunflamatorias v antibacterianas entre otras10.

Sin embargo, recientemente, se ha destacado también como tna fuente 1mportante de
compuestos de tipo diterpenoide como puede verse en la tabla 1, en la que se presenta una revisién
efectuada sobre los compuestos de este tipo aisfados hasta ahora del género Scutellaria, todos ellos
con una estructura de neo -clerodano.

Se ha descnto en la literatura actividad de moderada a potenie como anualmentanot contra
Spodoprera linoralis (gusano de las hojas de algodén) para algunos compuestos aislados de
Scutellaria spp. de ongen europeo, como son: jodrelina A (11, 5. woronowi: Juz.22), jodrelna B
(12, 5. woronowii Juz.22y §. galericulata 23) y 14,15-dihidrojodrehna T (£ 4, S. galericulata 23,
eatre otros, ef segundo de éstos se considera el mds importante ya que hasta ahora es el compuesto
que ha mostrado una mayor actividad antiahmentana contra §. lirtoralis. Esto los coloca como
posibles & importantes antialimentanos ¢onira insectos

Ademis, para los compuestos denominados jodrelina A y B, también se ha encontrado gue
501 activos contra ciertos hongos patdgenos de plantas (Verticillium tricorpus, enire otros)34,

Cabe mencionar que las sustancias con actividad de #1po antialimentanio se clasifican como
wsectterdas indirectos, y estdn incluidos en el grupo de semioquimicos, que son sustancias
quimicas que modifican ¢l comportamiento. Son en su mavoria de ongen natural por lo gue son
biodegradables y con alto grado de especificidad, caracterfsticas descables en cualquier método de
proteccidn de culuivos, por 1o que son uma bucna alternativa al uso de insectcidas sintéhicos,
dafitnos a {a salud y medio ambiente, frecuentemente utilizados™3,

P producio que presente 0 aplicado 4 una planta, evitz que un nsecto se la coma, La muerte puede ocurnr por

nateron™
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En México hay pérdidas importantes debido al atague de plagas e insectos como Spodoptera
frugiperda (gusano cogollero del maiz), entre otros, por fo que es importante en nuestro pafs la
mvestigacién en el drea de procuctos naturales en busqueda de compuestos con acuvidad

antialimentaria, ya quc representan un método mds seguro para la proteccidn de cultivos y granos
almacenados.

Por otra parte, acerca de la revisién presentada en la tabla 1, se pueden hacer las siguentes
observaciones:

Del total de especies estudiadas hasta ahora, se han aislado en total 75 diterpenos con
esqueleto de neo -clerodano. Todos, excepto tres, son compuestos descritos exclusivamente para el
geénero Scutellaria ; de éstos, 3 provienen de la especie originaria de México!l, 4 de una especie
povemente de Jap6n®0, 11 de dos especies originarias de Nepal3843, 14 fueron aistados de

especies originarias de Chinal®16-213639 y los 43 restantes fueron aistados de especies
provenientes de Europa?2-2931-3537.4042,

Los tres neo -clerodanos denomunados: clerodina (6 1), dihidroclerodina (62) y 14-hidro-
15B-hidroxiclerodina (63} aislados de S. discolor Colebr.3® no son exlusivos del género

Scutellaria ya que han sido aislados también del género Clerodendrum (Verbenaceae), entre
otros,

Todos estos compuestos poseen diversos patrones de oxigenacién, sin embargo, desde el
punto de vista quimiotaxonémico es posible sebalar ciertas tendencias, las cuales permiten hacer
algunas generalizaciones sobre éstos, tomando como referencia los patrones de oxigenacidn que
mas sobresalen en sus estructuras.

De acuerdo con 1o anterior, se hard un mayor €nfasis en las diferencias observadas entre los
diterpenos aislados de especies chinas y los aislados de el resto de las espectes estudiadas hasta la
[echa, casi todas de ongen europeo; haciendo también algunos comentarios acerca de la tnica
especie mexicana que ha sido estudiada:

a) De los 55 diterpenos aislados exclusivamente de Scutellaria spp. de origen japonés,
nepalense y europeo, 35 poseen en la cadena lateral unida a C-9 una funcién tetrahidrolurano (3),
tetrahidrofurofurano (22) ¢ furcfurano (10), de éstos: 23 poseen ademds otra funcion 19-2¢
hemiacetdlica, 6 también presentan las posiciones C-2 v -19 oxidadas, pero sin formar un puente
cntre éstas 3 los 6 restantes presentan oxidacion en la posicién C-19 mds no en fa posicién C-2




Del resto de los compuestos, 19 también presentan oxidacién en la posicion C-19. Es decir,
de los 55 diterpenos, 54 presentan oxidacion en esta posicin y 29 en C-2.

En general, para estos compugstos se tiene presencia de funciones tetrahidrofurano,
tetrahidrofurofurano y furofurano en el 64% aproximadamente, as{ como la posicién C-19 oxidada
casi en el 100%, de los cuales el 42% forman una funcién 19-2a hemiacetdlica, resultando en un
33% aproximadamente del total con la posicién C-2 oxidada.

De lo anterior, se puede decir que €stas son caracieristicas predominantes y comparndas por
las estructuras de los diterpenos aislados de 1a especies provenientes de Japon, Nepal y Europa
hasta ahora estudiadas.

b) Hasta la fecha se han aislado 14 compuestos de Scutellaria spp. de origen chino en los
que las caracteristicas sefialadas anteriormente estdn totalmente ausentes, siendo evidente la
diferencia en su patrén de oxidacion.

En ninguno de estos compuestos (1-10, 43, 50, 64 y 65) se encuentran funciones
furanoide. ni estdn oxidadas las posiciones C-2 v -19, por lo tanto ninguno presenta una funcion
19-2¢ hemiacetdlica. En cambio, 12 presentan la posicién C-3 oxidada (80%) y todos ellos
muestran una funcién butandlida é butenélida o, § insaturada en las posiciones C-15y -16.

¢) En México se mmci6 la investigacion del género Scutellaria con el estudio de la especie
denominada S. drummondii Benth.1!, de Ia cual se obmvieron fres diterpencs (32-34), cuyos
pncipales rasgos estructurales son la falta tanto de una funcién [ uranoide como del sustituyente
oxigenado en la posicién C-19 y por ende de la funcién 19-2a-hemiacetdlica, aunque cabe sefialar
que la posici6n C-2 si estd oxidada. Asf{ mismo es importante sefialar también la presencia de una
funciSn butendlida o, p insamrada entre las posiciones C-15y -16.

En general, las caracter{sticas mostradas por las esiructuras de estos compuesios son
compartidas por algunos de los asslados de las especies chinas 5. rividaris Wall 162139 (1-10,
647 65) y S. baicalensis 36 (50), lo cual los relaciona estructuralmente hablando y los hace difenr
de los demmds diterpenos hasta ahora descritos.

Lo anterior nos habla, en principio, de una posible relacién entre las especies chinas v
mexicanas pertenecientes al género Scutellaria, siendo evidente la necesidad de apoyarse en un
mayor conocimiento del contenido de este tipo de metabolitos secundarios en especies de ambos

origenes.



En general, falta mucho por investigar acerca de éste género, ya que a la fecha sélo se ha

estudiado, aproximadamente, menos del 4 % del total de especies pertenccientes al género
Scutellaria.

Sin embargo ¥ no obstante lo poco que ha sido estudiado éste género, resalta su

importancia al abrirse {a posibiidad de que pueda ser upa fuente productora de sustancias con
actividad antialimentaria contra insectos.




El presente trabajo incluye el estudio del extracto aceténico de las partes aéreas de las
especies denominadas Scutellaria caerulea Moc. et Sessé v Scutellaria guatemalensis Leon.. las
cuales fueron recolectadas en el estado de Puebla, México.

Del estudio de estas especies se obtuvieron diferentes metabolitos secundatios: la forma en
que se elucidaron sus estructuras se presenta a continuacion, tratdndose con mayor énfasis aquéllos
que no estén descritos en la literatura. El orden en que serdn presentados corresponde al orden en el
que fueron obtenidos durante el trabajo experimental realizado. >

Elucidacién estructural de los metabolitos secundarios aislados de Scutellaria
caerulea Moc. et Sessé.

Elucidacidn estructural de escuteruleina C

El primer compuestc aistado no estd descrito en la literatura v se le denomind
escuteruleina C. Este compuesto es un sélido cristahino incoloro con punto de fusién: 120-122°
(cristalizado de benceno, 44.1 mg), cuya estructura corresponde a una (115)-6a-acetoxi-78,11-
dirsobutiroiloxi- 18, 8f-~dihidroxi-4(18),13(14}-neo-clerodadien-15,16-¢lida, establecida con base
en €l andlisis de sus propiedades espectroscopicas:

En el espectro de masas de este compuesto se observa un i6n molecular M+ 364 m/z que
corresponde a una f6rmula molecular de CzgHgqQOj0; 2 partir de éste se calculan nueve
insaturaciones.

B} espectro de IR muesira bandas caracterfsticas para grupos droxilo centradas en 3585
em} Se propone la presencia de upa y-lactona c,B-insaturada, B-sustituida que presenta
resonancia de Fermi?7 al observarse upa banda débil en 1783 cm) y otra muy intensa en 1747
cm-L. Debudo a 1a intensidad de ésta Wtima v a 1a presencia de otras bandas de intensidad moderada
en 1251 y 1148 ¢mr! se infiere la presencia también de ésteres de naturaleza ahfstica.

En 1643 cm-! se observa una banda que se atribuye al doble enlace conjugado de la y-
lactopa mencionada, asf como también a un meuleno exocichco; la presencia de éste diamo se
confirma al obscrvarse su banda complementaria36:48 en 893 cm-l. En 1389 y 1371 c¢me! se
observan bandas caracterfsticas de un grupo 1sopropilo.



El espectro de UV confimma la presencia de la y-lactona o,B-insaturada™® al obsenvarse en
éste una banda situada en A= 202 3 nm (log &£ = 4£.307)

Los diferentes esteres presentes en la molécuia se determinan a partir del espectro de masas
al observarse picos umportantes en m/z 43 y 71, siendo el primero inclusa el pico base, estos
corresponden a los fragmentos de los grupos acilo de ésieres denvados de Jos daidos acétco e
isobutinco, respectivamente.

Lo antenor se apoya en el espectro de RMNIH (espectros 1 y 1a) al observarse las
siguientes sefiales una situada en 1.95 ppm (s, 3H), caracteristica de un grupo acetato, dos en 2 60
isept, J= 7.0 Hz. 1H) y 2.55 ppm (sept, J= 7.0 Hz, 1H) v cuatro en 1.22 (d, J= 7.0 Hz. 3H).
118 (d. J= 7.0 Hz, 3H), 1.16 (d, J= 7.0 Hz, 3H), 1.14 ppm {d. J= 7.0 Hz. 3H) caracierfsticas de
dos grupos 1sobuyraio.

En este mismo espectro se observa un sistema ABX situado en 4.83 (dd, J=2 0y 17.3 Hz,
|H}, 463 (dd, J= 2.0y 17.5 Hz. 1H) y 5.81 ppm {m, 1H); la parte AB se astgna a los proiones
diasterentpicos del carbono del cierre de ia lactona y la parte X al protdn ecmno al grupo carbontlo
de esta musma funaidn. (ver fig. 1)

El espectro PND de 13C (espectro 2) apoya lo anterior al observarse las sefiales
correspondiemies en 73.1 (1) v 1167 ppm (), tas cuales son asignadas por medio del espectro
HMQC {espectro 4c)

B 8c 1167 (d) \ZS.Sl(m)
8483 (dd, I=2.0 v 17.5 Hz)
H 0
0
AL
| 8 463 (dd, J=2.0 y 17.5Hz) SeTBI(r)

frg 1. Estructng pucial de escuteruleina ©

La asignacién de cstas sefiales estd de acucrdo con su desplazanuento quimico v el valor de

las constantes dg acoplamiento segiin datos ¢n la literatura324 para [uncienes de este upo



La sustitucién en la posicidn P se apoya principalmente en las sigutentes evidencias:

a} Los desplazamientos quimicos, tanto en H como en 13C de la parte X, son consistentes
para tal efecto; de ser la sutiticién en a se observarfan hacia campos mds bajos que los
mostrados?9.

bj El valor de la constante de acoplamiento de la parte AB con la parte X (2.0 Hz) estd de
acuerdo con un acoplamyento tipo alilico como resultado de la sustitucién en P, este valor iendria
que ser mayorS si 1a sustitucion fuera en la posicién a.

En el espectro de RMN IH (espectros 1 y 1a) se observa otro sistema ABX ubicado ¢n
338 (dd, I= 10.5y 15.5 Hz, 1H), 3.19 (de, J= 15.5 Hz, 1H) y 5.76 ppm (dd, J= 1.5y 10.5 Hz,
1Hj.

En el espectro HMBC (espectro 5a) se observa que la parte AB de este sistema correlaciona
con la sefial en 73.1 ppm asignada al C-y de la lactona, tomando en cuenta que en este espectro s6lo
se observan acoplamientos C-H a dos y tres ligaduras3! ademds de Jas evidencias amiba sefialadas,
se propone que todo el sistema forma parte del sustituyente ubicado en Ja posicion B de dicha

funcidn.

E! desplazamiento quimico de la parte X de este mismo sistema (5.76 ppm) indica un efecto
desprotector para el protéa comespondiente, es decir, debe estar vecino a un grupo electronegaiivo,
por 1o que s¢ asigna a un protGn en posicién geminal a alguno de los ésteres (fig. 2); esto se ve
apoyado por la sefial perteneciente al dtomo de carbono al cual tanto el éster como el protén se
encuentran unidos, la cual se observa en el espectra de 13C en 74.2 ppm (d, espectro 4¢).

53.38(dd, }=10.5y 15.5H2)
ROCO H

5742 (d)

$576(dd, =15y 10.5Hz) H H
$3.19 (da, }=155Hz)
8cT73.1(1) O

fig. 2 Estructura parcial de escuteruleina C

19



Por otro lado, se observan dos sefiales en 4.69 (d, J= 1.0 Hz, 1H) y 4.62 ppm (sa. 1H),
ambas comrefaciopan en €] espectro HMQC (espectro 4c) con la sefial ubicada en 105.6 ppm (#), por
lo que se asignan a los hidrégenos en posicién gem de un doble enlace disustitufdo como se
muestra en la figura 3:

851056 (1)

54.69(d, J=1.0H) 3462 (sa)

fig. 3 Estructura parcial de escuteruleina C
Este doble enlace constituye el metileno exociclico evidenciado por el especiro de IR

En el espectro de 13C se observan seis sefiales singulete para carbonos sp? en 176.1, 17538,
173.9, 170.5, 168.1 vy 152.2 ppm; las cvales corresponden, las dos pnimeras a los carbonos
carbonilicos de los grupos 1sobutirato, la tercera al de la y-lactona, la cuarta al del grupo acetato; la
quinta v la sexta se asipnan, basdndose en sus correlaciones mostradas en el espectro HMBC (ver
fig. 11 v espectros 5d y f), al carbono B de la lactona y al carbono totalmente sustituido del

metileno exociclico, respectivaments.

En 3.56 ppm (d, J= 1.5 Hz, 1H) se observa una sefial que se intercambia con D20, ala vez
se afina el tnplete de dobletes ancho sitvado en 4.27 ppm (J= 4.0 vy 10.0 Hz, 1H); la sefial
correspondiente para éste mismo en 13C se observa en 67.3 ppm (d). De acuerdo con estos datos,
la senal ubicada en 4.27 ppm se asigna a un protén en posicién geminal a un hidroxilo secundario.

Esta misma sefal en el espectro COSY (espectro 3) correlaciona con 1as que se observan en

209 {d, J= 10.0 Hz, 1H), 1.53 ¢m, 1H) y 221 ppm (m, 3H), a su vez estas dos dlumas
correlacionan {uertemente entre f, por o que se proponc la siguente estructura parcial:

20



8673 (d) OH

0 2.09(d, 1=100 Hz)
3153 (my H H

5221 (m) H H

}

0 4.27 (tda, J=4.0 y 10.0 Hz)

fig. 4 Estructura parcial de escuteruieina C.

Con respecto al muitiplete centrado en 2.21 ppm, cabe sefizlar que se intercambia sélo
parcialmente con D20, por ic que sufre una modificacién v la integracion cambia a ZH, por lo tanto
se deduce que ahf se ubica una sefial para otro grupo hidroxilo; por otro lado, por las comrelaciones
mostradas en ¢i especiro COSY {espectro 3a) es posible saber que ahf mismo estdn superpuesias
las sefales parz otros dos hidrogenos diferentes, unc de los cuales es e} que estd acoplado con el
geminal al hidroxilo como se sefiald apteriormente {fig. 4).

En el espectro de 1H, se observa otro sistema AB en 5.61 (d, = 16.5 Hz, 1H) y 5.39 ppm
{d, J= 10.5 Hz, 1H}, cuyas sefiales en 3T se ubican en 72.1 (d} y 74.5 ppm (d), respectivamente
(espectro 4c); estos desplazamientos quimicos (tanto en 'H como en 13C) se expiican si se ubica un
éster geminal a cada parte de dicho sistema. (fig. 5)

QCOR

D745 (d) H

8561 (d,J=105Hz) H

2
B2 L aag (d, }=10 5 Hz)

QCOR

fig 5 Estructura parcial de escutereleina C

En ¢l espectro HMBC {espectro 5b), 1a sefizl en 72.1 ppm comrelaciona con la de ua grupo
metlo ubicada en 1.31 ppm (5, 3H) v con la del hidrdgeno observada en 2.09 ppm (ver fig. 4). 1a
sefial en 74.5 ppm correlaciona con la de otro grupo metilo situada en 1.33 ppm (s, 3H), por lo que
se propone la extensién de la figura parcial antenor a la siguicnie:



H §2.09(d, J=10.0 Hz
0 v ( )

8c72.1(d)

fig. 6. Estructura parcial de escuteruleina C.

Por otro lado, en el epectro HMBC (espectros 5d-f) la sefial en 152.2 ppm (5), asignada a
uno de los 4tomos de carbono del doble enlace gem-disustituido, correfaciona cor las sefiales
ubicadas en 1.31, 2.09 v 5.61 ppm de la figura anterior, asf como también con las que se observan
en 2.42 (ud, J= 5.0 y 14.0 Hz, 1H) ¥ 2.21 ppm {m, 3H).

Las dos ditimas sefiales, segin el espectro HMQC (espectro 4b), forman parte de un
metsleno puesio que ambas correlacionan con la sefial observada en 31.2 ppm () aparte de
correlacionar entre si en el espectro COSY (espectro 3a). Por lo que se llega a la siguiente
estructura parcial:

QH g §2.09(d, J1=10.0 Hz)

8 5.61 (d, J=10.5 Hz)
¢~ oCoR
5:312(H H

5221 (m) H
8242 (1d, J= 5.0y 14.0 Hz)

CH; H
QOCOR
H H

5469 (d, 1.0) 6131(s) J

fig. 7 Estructura parcial de escuteruleina C.

Esto a su vez explica la correlacién mostrada en el espectro COSY (espectro 3) de la sefial
en 2.42 ppm con la correspondiente a uno de los hidrégenos del doble enlace presente en la misma
estructura (4 69 ppm , 4, J= 1.0 Hz).

)



Se propone que la estructura anterior forma parte de un sistema biciclico con base en Io
siguiente:

a) De acuerdo al nimero de insaturaciones calculado para este compuesto, con las de los
tres €steres v la y-lactona o, B-insaturada se justifican seis de ¢llas, las tres que faltan se explican
precisamente con la presencia en la esttuctura del compuesto de dos antllos, localizindose en umo
de ellos el metileno exociclico.

b) Si se tienen en cuenta los valores de las constantes de acoplamiento de los sistemas AB
ubicados en 5.61 y 5.39 ppm (J= 10.5 Hz), y en 4.27 y 2.06 ppm (J= 10.0 Hz) se puede decir que
ambas estin de acuerdo para una interaccidn trans-diaxial al formar parte de uvn anilio de seis
miembros, por 1o que se propone gue todo forme parte de un sistema decalinico, con upa
conformacién de silla para ambos anillog?S,

c) En el espectro COSY (espectro 3a), las sefiales ubicadas en 2.42 y 2.21 ppm aparte de
estar correlacionando entre sf, ambas lo hacen tambiér con ! multiplete centrado en 1.53 ppm
{1H); ademds queda justificada [a multiplicidad de la sefial en 2.42 ppm. Cabe sefialar que en el
muliiplete centrado en 2.21 ppm (3H, RMN H+D,0 ZH) deben estar superpucsias las sefiales
para un H-2 y un H-3 de la decalina.

62.09 (d,J=10.0Hz)

oH
54.27 (tda, J=4.0 y 10.0 Hz)

X | I=10,
5153 (m) H b 5.61(d, I=10.5 Hz)

6221 (m) { :

H
5242 («d, J=5.0y 140 Hz)

fig. 8 Estructura parcial de escuteruleina &

La propuesta de este sitema biciclico estd de acuerdo con toda la discusidn antenor y con
base en el upo de compuestos aislados hasta ¢l momento de las diversas especies de Scutellaria
estudiadas hasta ahora (ver tabla 1), se postula que la estructura completa de este compuesto debe
pertenceer al grupo de los diterpencs con esqueleto de clerodano.



Los dos susutuyentes que faltap ea la posicidn 9 del sistema decalinico, deben ser, uno el
que constituye la cadena lateral representada por la estrucrura parcial que connene la y-lactona a.B-

msaturada (fig. 2}; y et otro un grupo metilo, cuya sefial se observa en 1.0 ppm (s, 3H).

El susituyente que falta en la posicién 8 debe ser ¢l otro grupo hidroxlo previamente
menctonado, con ¢l que ademds se completa 1a fommula molecular de este compuesto. La ubicacidn
de este grupo se confirma por ia mulaplicidad y ¢ desplazamiento quimico del grupo metilo que se
encuentra en esa misma posicion (1.33 ppm, 5, 3H) (fig. 9.

5494 (d)

OH™Q
CHa 0c 79.4 (s5)
3 3 47.9(5)
OR
18 OCOR
-~

fig 9 Estructura parcial de escuteruleina C.

Las comrelaciones observadas en el espectro HMBC (espectro 5b) entre Ja sefial de C-11
{74.2 ppm, d) con las de H-10 (2.0 ppm, d, J= 10.0 Hz) y CH3-20 (1.0 ppm, 5) confirman la
ubicacién de ambos sustituyentes en la posicion 9, refiriéndose ya a la numeracién aceptada para
los cleradanos®,

A su vez, la sefial de CH3-20 junto con la de H-11 (5.76 ppm, dd, J= 1.5 y 10.5 Hz)
correlacionan con las observadas en 49.4 (d), 47.9 (s) y 794 ppm (s) pertenecientes a C-10, -9 y
-8, respectivamente (espectros 5b vy ¢).

La asignacion de C-10 se basa en el espectro HMQC y la de C-8 en su desplazamiento
guimico. ¢l cual estd de acuerdo para un dtomo de carbono umdo a un dtomo de oxigeno.



Segiin la discusién anterior, los ésteres se encueniran en las posiciones 6, 7 3 11: por
medio de las cotrelaciones C-H a tres ligaduras, observadas en el espectro HMBC (espectro 5f),
entre H-6, -7 v -11 y los carbonos carbonilicos de los diferentes steres se distinguié en que

posicion se encuentran cada uno de eflos.
Por ejemplo: la sefial centrada en 5.61 ppm perteneciente a H-6 correfaciona con la sefial

ubicada en 170.5 ppm, que pertenece al carbonilo de un grupo acefato, por lo que se establece que
&ste se encuentra e la posicién 6. De la misma forma se determina que en las posiciones 7 y 11 se

ubican los dos grupos isobutirato (ver tabla 2).

Posicion IH (ppm) 13¢ (ppm)
6 5.61 correlaciona con: 170.5 (-COCHz)
7 5.39 correlaciona con: 176.1 {-COC3H?7)

11 5.76 correlaciona con: 175.8 (-COC3H7)
Tabla 2. Algunas correlaciones C-H observadas en el espectro HMBC de escuteruleina C.

En la siguiente figara s muesira la estructura total para este compuestc y en las tablas 3 y 4
las sefiales correspondientes en 1H y 13C. En la figura 11 se muestran las correlaciones mds

importantes observadas en el espectro HMBC.

glulu-‘ .

D v

18
]
fig 10 Escuetrulefna C
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fig- 11, Principales correlaciones C-H observadas en el espectro
HMBC de escuternleina C

La estereoquimica sefialada fué determinada bassndose en datos de RMN 13C, asf como en
el experimento NOESY, el cual ha sido ampliamente wtilizado con éste propdsito en compuestos
argdnicos0,

Para jos compuestos diterpenoides de tipo clerodano, los desplazamientos quimicos de
CH3-19 y -20 en RMN 13C son especialmente tiles en la determinacién del tipo de fusién de los
anitlos A/B4952. En éste compuesto las sefiales para dichos grupos se observan en 16.7 (¢} y 16.4
PPm {£), Tespectivamente; por lo que se establece que 1a fusién de dichos anillos A/B es trans .

En e] espectro NOESY (espectro 6b) se logran observar las siguientes interacciones: para
H-7 (5.39 ppm, 4, J= 10.5 Hz) con los protones de los grupos metilos de las posiciones 17 (1.33
ppm, $), 19 (1.31 ppm, s} y 20 (1.0 ppm, 5}, a st vez éstos dos dltimos interaccionan con H-1
(4.27 ppm, tda, J= 4.0y 10.0 Hz).

Por otro lado, H-10 (2.09 ppm, d, J= 10.0 Hz} interacciona con H-6 (5.61 ppm, 4, J=
10.5 Hz).

Lo antenor implica que H-1, -7, CH3-17, -19 y -20 estén en el mismo lado con respecto al
plano de la molécula v en el lado contrano H-6 y -10, lo que a su vez confuma la fusidn de los
amllos sefialada. (fig. 12}



fig. 12 Principales interacciones H-H observadas en el espectro NOESY de
escuteruleina C.

Yaque H-11 (5.76 ppm, dd, J= 1.5 y 10.5 Hz} muestra interacciones con CHz-17 v -20,
se establece una configuracién § en C-11.

La sefial para H-11 también correlaciona con otra ubicada en 4.83 ppm (dd, I= 2.0y 17 5
Hz), correspondiente a uno de los hidrdgenos de la posicion 16, lo que permyte distinguir a éste
Gltmo como pro § ¥ al otro (4.63 ppm, dd, J=2 0y 17.5 Hz) como pro R (espectro 6d).

Es posible disinguir Jos ndrogenos del metileno exociclico ubicados en 4 62 (sa) y 4.69
ppm {d, J= L.OHz) como pro Z y pro E, respecivamente, en vista de que ¢ pomero de ellos en
este m1sme espectro muestra una interaccion importante con H-6 (5.61 ppm, d, J= 10.5 Hz).

La sefial que se observa en 2.42 ppm (td, J= 14 0 y 50 Hz, 1H), se asigna como ya se ha
discutido a uno de los hidrégenos de la posicién 3; mids especificamente, de acuerdo al valor de las
constantes de acoplamiento, se asigna a H-3a axial, debiendo por lo tanto permanecer del mismo
lado del plano de la molécula que H-1 y CH3-19, lo cual se comobora en el espectro NOESY
{espettros Ga y ¢).

El multplete centrado en 1.53 ppm (1H), asignado a uno de los hidrégenos de la posicion
2, periencce concretamente a H-2B axial , basdndose en la interaccidn importante con H-10

mostrada cn el espectro 6a.

De lo antenor, sc nfiere que las scfales para H-2a y H-3f ecuatoriales son las que se

encuentran superpuestas en ¢l multiplete centrado en 2.21 ppm



De acuerdo con toda la discusidn anterior, el nombre semisistemdtico para esie compuesto
es (115)-6a-acetoxi-78,11-dusobutirotloxi-18, 88-dihidroxi-4( 18), 13( 14)-neo-clerodadien-15,16-
Shda

Eluaidacidn estructural de escuterulefna A

El segundo compuesto aislado tampoco esid descrito en la literztura, se le denomuné
escuteruleina A; es un séhdo cristalino incoloro con punto de fusidn: 130-133° (cnstalizado de
acetona-benceno, 191.6 mg), cuyo anglisis espectroscdpico permitié establecer su estructura como
una (13R)-1B, 60, 7B-triacetoxi-11f-benzoiloxi-8f, 13-epoxi-4 18)-neo-cleroden-15,16-8lida.

En el espectro de IR de este compueto se observa unz bamda intensa en 1784 cm-!
caracierisica de una y-lactona espiro?41; en 1744, 1731, 1244 y 1287 cm) se observa un
conjunto de bandas muy intensas propias de ésteres de naturaleza alifdtica y aromanca®. En 1641 y

919 cnr! se observan otras bandas que de nuevo indican la presencia de un metileno
exociclico3638,

Los diferentes &steres presentes en la molécula se determan por medio del espectro de
masas, va que en éste se observan picos importantes en m/z 43 y 105 (siendo éste 1ilumo el pico
base del espectro), que corresponden a los grupos acilo de ésteres del dcido acético v benzdico,
respecliramente.

Lo anterior se confirma al observarse en el espectro de RMN 1H (espectros 7 y 7a) tres
sefiales en 1.79 (5, 3H), 1.98 (5, 3 y 2 10 ppm(s, 3H) caracieristicas de grupos acetato, ¥ olras
tresen 748 (id, J=7.5y80Hz, 2H), 7.60 (11, J= 1.3 y 75 He, 1H) y 8.00 ppm (dt, J= 1.3 ¥
8.0 He, 2H) pertenecientes a los hidrdgenos de un grupo benzoato.

En el espectro de UV se observan tres bandas en A= 201 (log & = 4.446), 228 (log ¢ =
4.226) v 272 (log £ = 3.061) nm, de acuerdo con datos en la literatura®® éstas también confirman la

presencia del grupo benzoato
En el espectro de TH s observa un sistema AB en 4 44 (d. J= 9.4 Hz, 1H) y 4.20 ppm (d,

J= 9.4 Hz, 1H), ¢l cual sc asigna a los protones diastereotépicos del metileno vecino al dtomo de
oxigeno de ta v-laciona espiro?8.41,
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Estas sefiales y la que se observa cn 2.86 ppm (s, 2H) correlacionan en el espectro HMEC
(espectro lle) con la de un grupo carbonilo ubicada en 174.0 ppm (s5), la cual se asigna
precisamente a la y-lactona, por lo que se infiere que la sefial en 2.86 ppm pertenece a los protones

del metiieno a de esta funcidén. Ademds, el desplazamiento quimico mostrado por esta sefial es - g

consislente para funciones de este tipo segiin datos en la Iiteramra28.41.

Las sefiales para C-o y -y, segtin el espectro HMQC (espectros 10a v b), se ubican en 42.8
(2) ¥ 75.2 ppm (1 ), respectivamenie.

8 2.86 (sa, 2H)

5792 (1)

5444(d, J=94Hz) H
H 84.20(da, I=9.4 Hz)

fig- 13. Estructura parcial de escuteruleina A

Se observa otro sistema AB en 5.55 (d, J= 10.4 Hz, 1H) y 5.33 ppm (d, J= 10.4 Hz, 1H),
las sefales de los dtomos de carbono a los cuales los protones de este sistema estdn umdos se
observan en 72.5 (d) y 74.1 ppm (d) (ver espectro 10b), respectivamente; debido a los
desplazamientos quimicos de este conjunto de sefiales, se propone que cada dtomo de hidrégeno de
dicho sisiema se encuentra en posicion geminal a un éster, segin se muestra en la figura 14.

OCOR
8555(d,J=104Hz) H

dc74.1{d)

8¢ 72.5(d)
H 8533 (d,J=10.4 Hz)
OCOR

fig. 14. Estructura parcial de escutenuleina A
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En el espectro HMBC (espectros 11b y d) se observa que las sefiales de !3C ubicadas en
72.5y 74 1 ppm correlacionan con las pertenecientes a los grupos metilo que se ubican en 1.41 (5.
3H) y 1.39 ppm (s, 3H), respectivamente, por lo que la estructura de la figura 14 se extiende a la
siguiente

Be T2.5(d)

QCCR

CHz 8 1.3 (5}

5141 (s) CHs
OCOR

| bc74.1 (d)

fig 15 Estructura parcial de escuteruleina A

En &l espectro de RMN 'H se observan dos sefiales en 4.78 (d, J= 1.4 Hz, 1H) y 4.75
ppm (sa, 1H}, mismas que se asignan a los protones de un doble enlace gem-disustituido,
apoydndose en las correlaciones obser adas en el espectro HMQC (espectro 10b) de ambas sefiales
con {a comespondiente a wn carbono 5p° situada en 106.5 ppm (£ ) ¥ en el espectro HMBC
(espectro 11e) con la que pertenece a otro carbono sp? observada en 150.9 ppm {s), entre otras
(fig. 16).

ﬁc 1509 (.S‘)
8¢ 106.5 (1)

H H
8478(d, J=14Hz) 64.75(sa)

fig. 16 Estructura parcial de escuteruleina A,

Lo anterior es congruente ¢on la presencia de un metleno exociclico en la cstructura
completa del compuesto

La sefial en 150 9 ppm en ¢l mismo espectro HMBC (espectro 11e) también muestra una
corretacidn con la que sc observa cn 5.55 ppm, previamente asignada (ver fig 14}, por lo que se

ad
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propone que las eswructuras de las figuras 15 y 16 se encuentren umdas como se muestra
enseguida.

5.55(d, J=10.4 Hz)
CCOR

8c1509(s)

fig 17. Estructura parcral de escutenuleina A

Por otro lado, en el espectro PND de 13C {espectro 8) se observan siete sefiales para
dromos de carbonos unidos a dtomos de oxigeno; de las cuales, cuatro pertenecen a los carbonos
base de los ésteres, una mds al carbono de] cierre de la y-lactona v las dos restantes se propone que
formen parte de una unién éter.

Tomando en cuenta esto tltimo, la presencia de una y-lactona espiro y que la estructura
parctal de la figura 17 es similar 2 una parte de la estructura del compuesto anteriormente descrito
(fig. 10), se propone que este compuesto también sea un diterpenc con esqueleto de clerodano muy
relacionado al primero, pero con la principal diferencia de que la cadena lateral se encuentra
formando un tercer amllo justamente por medio de una umén éter entre C-8 y-13.

Lo anterior da origen a un compuesto espire (fig. 18), lo cual es consistente con los
antecedentes que hay sobre e} género Scutellaria en este sentido (ver tabla 1).

Con base en fundamentos de tipo biogenético, se propone que en este compuesto, al i gual

que en la escuterulefna C, las posiciones C-1 y -11 también se encuentran oxidadas, por lo que en
€stas se ubican los otros dos ésteres, como se muestra en la siguiente figura:
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CHa
1% ocor

8

fig. 18 Estructura pareial de escuteruleina &

Los demds datos espectroscépicos disponibles para este compueste apoyan (ctalmente 1
estruciura propuesta en [a figura anterior: en el espectro RMN IH se observan tres sefiales para
grupos menlo. de las cuales solo falta por asignar fa que se encuentra en 1.23 ppm (sz, 3H), que
pertenece a CHz-20.

En ¢l espectro de 13C, de las siete sefiales que se observan para dtormos de carbono unidos a
diomos de oxigeno, dos se presentan como singuietes, cuatro como dobletes y una como triplete;
¢stas pertenecen a C-8, -13, -1, -6, -7, -11 y -16. respectiy amente.

De estas sciiales las que faltan por asignar son las perienecientes a C-1, -8, -11 3 -13, que
con basc cn ¢l cspectro HMBC (espectros tla, by d) son las que se observan en 71.7 (d), 84 0
($). 736 (d) v 77 8§ ppm (s), respectivamente. ver hgura 20.

En ol espectro de 'H se observa en 5 59 ppm un mutupleic bastanie ancho que integra para
dos hidrdgenos, basdndose en su desplazamiento quimico y en sus correlaciones observadas cn o
cspectro COSY (espectro %a), se establece que en éste s¢ s¢ encuentran superpuesias las schales
para H-1y -1

Cabe mencionar que entre dichas corrclaciones es pasible obscrvar que la parte del
multipicte que sc encuentra hacta campos mds bajos correlaciona con la scfial on 2 66 ppm (s,
i H). Ta cual por su desplazaniento guimico ¢ integracion pertencee a H-10. lo que confirni que en

o~la parte del mulupiete se encuentra Ja sefiad para H-1



En la frgura sigwente se muestra la estructura completa para este compuesto:

fig 19 Escuterulefna A,

La ubicacién de los grupos acetato en las posiciones 6 y 7 se hizo procediendo de la misma
forma que con la escuteruleina C, al observarse en el espectro HMBC {espectro 1le, fig. 20) las
correlaciones a tres ligaduras entre los hidrégenos de dichas posiciones con los carbonos
carbonilicos de los grupos acetato mostradas en la sigmente tabla:

Posicién 'H (ppm) 13¢ (ppm)
6 5.55 correlaciona con: 165 9 (-COCH3)
7 5.33 correlaciona con: 170 8 (-COCHaz)

Tabla 5 Algunas correlaciones C-H observadas en el espectro HMBC de escuteruleing A.

Cabe schalar que la estereoquimica propuesia para este compuesto fué deterrminada de la
misma forma que se hizo con el compuesto anterior como se explica mds adclante, estableciéndose
que los grupos éster ubicados en las posictones 1y 11 deben encontrarse en el plano  de la

molécula.

En el modelo molecular Dreiding de este compuesto, se observa que al estar los grupos
acclalo y benzoato en dichas posiciones, surgen interacciones de tipo esténco enire ambos

-

oniginando que haya cambios conformacionales cn los anllos A y C.

Sin embargo, sélo st ¢l grupo benzoato se encuientra en la posicin C-11 es posible que los
H-orto de éste mteraccionen con uno de los H-16, lo cual s observa en el espectro NOESY



(espectro 12). De acuerdo con ésto, se establece que dicho grupo benzoato ocupa la posicidn C-11
¥ por lo tanto el grupo acetato restante la posicidn C-1.

La asignacién del tofal de las sefiales, tanto en 1H como en 13C, se muestra en las tablas 6 ¥
7 v las principales correlaciones observadas en el espectro HMBC se muestran en la figura
siguiente

fig 20, Pnincipales correlaciones C-H observadas en el espectro HMBC de
escuterulema A

Con respecto a la estereoquimica del compuesto, €sta fué determinada apoyédndose en lo

siguiente;

Nuevamente con base en los desplazarmentos quimicos de C-19 (18 7 pprm, o) y -20 (179
ppm, ¢}, 1a lusién de los anillos A/B e rransd®.52

En ¢ espectro NOESY (espectro 12b) se observa que H-7 (5.33 ppm, d, J= 104 Hz) y H-
11 (5.59, m) mteraccionan con CH3-20 (1.23 ppm, sa) v CH3-17 (1 39 ppm, s), a su vez éste
tl:mo correlaciona con CHy-14 (2 86 ppm. sa). CH3-20 también correlaciona con CHz-19 (1 41

ppm, s} ver ¢l espectro 12a.
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Por otra parte, H-6 (5.55 ppm, 4, J= 10.4 Hz) correlaciona {espectro 12b) con H-10 (2.66
ppImM, saj.

De [0 anterior se obtiene que CHz-17, -19 v -20, H-7, -11 ¥ CH>-14 se encuentran en el
mismo lado con respecto al plano de 1a molécula y en €] lado opuesto H-6 y -10; por o tanto, la
fusidn de los anillos B/C es cis y la configuracidn en C-13 es R (fig 21).

fig. 21. Pnucipales interacciones H-H observadas en el especto
NOESY de escuteruleina A.

En el espectro de RMN TH (espectro 7) se puede observar que las sefiales para H-1, -10,
-11, CHz-14, CH3-20 y el grupo metilo perteneciente al acetato de la posicidn C-1 son poco claras,
esto se debe a [os cambios conformacionales en la molécula de los que se hablé anterniormente.

Para comroborar ésto, s¢ Jlevoa cabo el expenmento de RMN IH a -30 °C {espectros 13 y
13a), con ello se disminuye la velocidad de interconversién de fos anillos A y C en la molécula de
tal forma que ahora si se observan con clandad las sefiales para los protones det metitenc CHz-14
como un sistema AB situado en 2.99 (d, J= 17.0 Hz, 1H) ¥ 2.92 ppm (4, J= 17.0 Hz. 1H), asi
como las sefiales para H-1, -10 y -11 en 5.64 (2, J= 5.5 y 10.5 Hz, 1H), 2.61 (d, J= 5.5}z, 1H)
v 5.55 ppm (dd, J= 4.0 v 13.0 Hz, 1H), respectivamente.

Finalmente, la estructura propuesta para ¢ste compuesto es confirmada por el andlisis de
difraccién de rayos X (fig. 22) efectuado en uno de 1os cnstales de este compuesto, cuyo nombre
semisistemdtco es (13R )-1F, 6, 7R-tnacetoxi-118-benzodox-8 ,13-epoxi-4( 18)-reo -cleroden-
15,16-6hda.
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— Y, -
fig 22. Estructura de rayos X de escuteruleina A.

Flucidacién estructural de escuteruleina B

Este compuesto ampoco esta descrito en la literatura y se le denominé eseuteruleina B.
Es un sélido amorfo blanco con punto de fustén: 155° (solidifica de benceno-acetona, 114.4 mg) y
su estrmicturz corresponde a uma ({1 18)-1B,6a, 11-tnacetoxs- 7 -isobunroioxi-8f -hidroxi-
4(18),13{14)-neo-clerodadien-15,16-Glida.

El espectro de IR dé este compuesto, muestra una banda ancha en 3463 cm-! que sefiala la
presencia de grupos hidroxilo, asf como una funcién y-lactona o,B-insaturada, f-susatuida que
presenta resonancia de Fermi al observarse una banda débil en 1781 em! y otra muy miensa en
1740 cro-l. La intensidad de ésta dltima, junto con las bandas observadas en 1243 y 1154 cm!
permiten establecer ta presencia de ésteres de naturaleza alifdtica en este compuesto.



Fn 1642 cm'! se deben encontrar superpuestas las bandas correspondientes tanto al doble
enlace conjugado de la y-lactona como a un metileno exociclico, puesto que se observa la banda

complementana3648 para éste dltimo en 888 cm-!.

El espectro de UV presenta na banda a A= 205.4 nm (log € = 4.403), la cual confirma la
presencia de la y-lactona a, f-insaturada.

En el espectro de masas se observa el 16n molecular en m/z 578 que estd de acuerdo para
una férmula molecular C3pHg301 1, y presenta el pico base en m/z 43, oro pico importante se ubica
en m/z 71. Estos dos iitimos pertenecen a los fragmentos correspondientes de los grupos acilo
provenientes de ésteres denvados de los dcidos acético € 1sobutinco, respectivamente.

Los datos hasta ahora descritos son en general parecidos a los de escuteruleina C {fig. 1Oy,
los espectros de RMN IH también guardan cierta semejanza entre sf, sm embargo es posible
seftalar algunas diferencias:

a) In el espectro {espectros 14 y 14a) de este compuesto se observan tres sefiales en 2.11
{s, 3H), 1.9% (s, 3H) vy 1.95 ppm {5, 3H}, propias para 3 2rupos acetatc vy en 2.59 (sept, J= 7.0
Hz, 1H}, 121 (d, J= 70 Hz, 3H) y 1.18 ppm (4, J= 7.0 Hz, 3H) se observan sefiales
consistentes con la presencia de un grupo 1sobutirato; es decir, en la estructura de este COMpUEsio
hay cuatro ésteres, en la escuteruleina sélo hay tres (un acetato y dos isobutiratos).

b) Para ¢ste compuesto slo se observa una sefial (2.22 ppm, sa, 1H) que se ntercambia
con D20, en escuterulefna C son dos las sefiales que presentan este comportamiento; esto quicre
decir que en éste compuesto sélo hay un hidroxilo.

<) En el espectro de este compuesto se observa un nplete de dobletes (J=495y 11.2 Hz,
tH) centrado en 5.47 ppm, para escuteruleina C se tiene una sefial semejante (id, J= 4.0 y 10.0,
1H), pero ubrcada en 4.27 ppm (ésta se asign6 a H-1), es decir, hubo un desplazamicnto de la
sciial en este compuesto hacia campos mds bajos, el cual es apropiado para un proton geminal a un
Gster, segln los desplazamientos quimicos mostrados para este tpo de protones en los dos
compuestos anienormente descritos.

De acuerdo con las evidencias antenores se propone que la estructura de este compuesto sca

simudar a la de la escuterulefna C, con fa principal diferencia de que en C-1 no existe un grupo

mdroxilo sino otro dster
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El grupo ndroxilo presente en este compuesio debe encontrarse en la posicién C-8, Io cual
se confirma con la multiplicidad y el desplazamiento quimico de CHz-17 {1.32 ppm, s); de no ser
as{, la sefial para éste dltimo serfa observada hacia campos més altogd®.

Como en el caso de los compuestos anteriores, las correlaciones C-H que se muestran en la
siguiente tabla, observadas en ¢l espectro HMBC (espectro 18a, fig. 24), permitieron ubicar los

diferentes ésteres en la molécula:

Posicidon 1Y (ppm) B3¢ (ppm)
6 5.64 correlaciona con: 1704 (-COCHj3)
7 5.37 correlaciona con: 175.9 (-COCH(CHz)7)
11 5.69 correlaciona con: I7O.9_(£0C£I_3)
Tabla 8, Algunas correlacioncs C-H observadas en el espectro HMBC de escuteruleina B

A partir de estos datos se establece que en C-1, lo mismo que en C-6 y -11 se ubican los
tres grupos acetato y en C-7 ¢l grupo isobutirato.

En la siguiente figura se muestra Ja estructura total propuesta para este compuesto:

'S N

>

ftg. 23 Escutervicina B

El resto de las propiedades espectroscopicas de este compuesto {espectros 14-19) apoyan
firmemente la estructura propuesta Las sefiales observadas en RMN 1H y I3C totalmente
asignadas se muestran en las tablas 9 y 10 y en la {igura 24 las pnncipales correlaciones observadas

en el espectro HMBC.
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fig 24 Pnncipales correlaciones C-H observadas en el espEClro
HMBC de escuteruleina B

A partir del espectro NOESY (espectro 19) se determund la estereoquitmica del compuesto al
ser observadas las siguientes correlaciones:

H-6 (5.64 ppm, 4, J= 10.4 Hz) correlaciona con H-10 (231 ppm, d, J= 11.2 Hz), H-7
(5.37 ppm, d, J= 10 4 Hz) correlaciona con CH3-17 (1.32 Ppm, 5}, ~19 (1.38 ppm, 5} v -20 (0.89
ppm, 5); asu vez CH3-17 correlaciona con H-11 (5.69 ppm, dd, J= 1.6 y 10.7 Hz); CH3-19 y -20
comrelacionan con H-1 (547 ppm, 14, J= 4.9 y 11.2 Hz), ver espectro 19b.

De lo anterior se establece que H-6 v -10 se encuentran, al 1gual que en el caso de Jos
compuestos anteriores, en el mismo fado con respecto al plano de la molécula y H-1, -7y -11,
CH3-17, -19 y -20 en el opuesto, como se muestra en la figura 25; se establece también que la
configuracion en 11 es §. La fusion de los amllos A/B es trans con base en los desplazamientos
quimicos de C-19 (16.9 ppm, ¢) v 20 (15.6 ppm, ¢}39.52,

El nombre semi-sistemdtico de este compuesto es  (115)-1P,6c,11-tracetoxi-7p-
1sobutireilox-88-hidroxi-4(18), 13( 14)-neo-clerodadien- 15, 16-6l1da.
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fig, 25 Principales interacciones HoH observadas eq gl espectro NOESY de
escuteruleina B.

Elucidacién estructural de desacetilescuteruleina B
—'—”—“———-——u*‘——‘—*—_____w—:«_*_—

La estructura de este compuesto corresponde a una (115)-60,11-diacetoxi-78-
isobutiroiloxi- 18, 88-dihidroxi-4(18), 13(14)-neo-clerodadien- 1516-¢lida y al igual que los
anteriores no estd descrito en la literatura; se trata de un compuesto sélido cristaling, incoloro con
punto de fusidn: 180-184" (cristalizado de CHyClz-acetona, 163 mp), al cnal se le denorming
desacetilescuteruleina B.

En el espectro de IR se observan bandas centradas en 3585 cm-! que indican presencia de
grupos hidroxilo, otras se observan en 1783 y 1747 et propias de una y-lactona a, B-insaturada,
B-sustitnida; [a intensidad de [2 dtima ¥ las bandas observadas en 1241 v 1149 cm-! indican que Ia
molécula contiene ésteres de natraleza alifdtica.

La banda centrada en 1642 cm-! se asigna al doble enlace conjugado de la y-lactona, en ésta
debe encontrarse superpuesta la de un metileno exociclico ya que se observa su banda

complementaria3648 en 892 cm-1.

La banda observada en el espectro de UV en A= 210 nm (log & = 4.243) confirma la
presencia de la y-lactona o, B-insaturada.

En el espectro de masas se observan ¢l 16n molecular en miz 536, el cual es congruente con



la férmula molecular CpgHyenOq0, €l pico base en m/z 43 ¥ otro pico importante en m/z 71, éstos
dos dlumes indican la presencia de ésteres de origen acético € isobutirico en la molécufa,

Los datos hasta ahora descritos para este compuesto son muy parecidos a los de Ia
escuterulefna C, los espectros de RMIN tH de ambos compuestos son también simalares, va que se
observan casi las mismas sefiales en ellos, por ejemplo:

En el especiro de este compuesto (espectros 20 y 20a) se observan dos sefiales en 2 21 (s,
H) v 3.44 ppm (d, 1H} que se intercambian con D20, que indican que este compuesto, al 1gual
que la escuteruleina C, contiene dos grupos hdroxilo.

Cuando dichas sefiales se mtercambian con D20, el tnplete de dobletes ancho situado en
425 ppm (J= 4.3 y 10.3 Hz, 1H) también se afina como en ¢l caso de la seffal observada en el
espectro de 1a escuteruleina C en 4.27 ppm (tda, J= 4.0 y 10.0 Hz, 1H), perteneciente a H-1.

En el espectro de este compuesto se observa vna sefial en 1.32 ppm (5, 3H) que es sinular a
la que corresponde a CH3-17 (1.33 ppm, s} de la escuterulefna C.

De hecho, la tnica diferencia entre estos espectros es que ep el de este compuesto se
obsen an ciertas sefiales en 2.08 (s, 3H), 1.95 (s, 3H}, 2 60 (sept, J= 7.0 Hz, 1H), 1.22 (d, J=
7.0 Hz, 3H) v 1.18 ppm (4, J= 7.0 Hz, 3H), caracteristicas las dos prumeras de grupos acetato y
las tres dltimas de un grupo 1sobutirato; mientras que en el de la escuterulefna C, aungue también se
obsen an sefiales propias para tres €steres, dos de €s1os son isobutiralos y uno es acetalo

De acuerdo con lo anterntor se propone gue la estructura para esle COMpuesto es casi 1gual a
12 de la escuterutefna C, como se muestra en la stguiente figura

AcO o

HIETm
=
3

F

Jinm

AcC

fig 26 Desacetilescuteruleina B
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Para especificar la posicion en que se encuentran cada uno de los ésteres se procedi6 de la
misma forma que en los compuestos anteriores, tomando en cuentz las correlaciones C-H
observadas en ¢l espectro HMBC (espectro 24a) que se muestrap en la siguiente tabla:

Posicién IH (ppm) 13C (ppm)
6 5.61 correlaciona con: 170.4 (-COCHS3)
7 5.39 correlaciona con: 175.9 (-COCH{CHz)2)
11 5.73 correlaciona con: 169.5 (-COCHz)

Tapbla 11 Algunas correlaciones C-H observadas en el espectro HMBC de desacetlescuteruleina B

Todos los datos espectroscipicos de este compuesto (espectros 20-25) apoyan totalmente la
estructura propuesta en la figora 26; en las tablas 12 y 13 se muestran las sefiales correspondientes
en IH y 13C totalmente asignadas y en la figura 27 se muestran las principales correlaciones
observadas en el espectro HMBC,

fig 27 Principales corselaciones C-H observadas en el espectro
HMBC de desacetilescuteruleina B,
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Los desplazamientos quimicos de C-19 (167 ppm, ¢) ¥ -20 (163 ppm, ¢) permiten
establecer que la fusidn de los amillos A/B es trans¥9.52,

Al igual que en los compuestos anteriores, la esterecquimica de este compuesio se
determina por medio del especoro NOESY (espectros 25 v 25a) en el que se observa que H-11
(5.73 ppm, dd, 3= 1.0 y 10.5 Hz) interacciona con CH3-17 (1.32 ppm, 5) y -20 (1 01 PPm, 5},
éste llimo a su vez lo hace con CH3-19 (1.31 ppm, 5), v por otra parte H-7 (5.39 ppm, ¢, I= 10.5
Hz) interacciona con los tres grupos metilo, lo cual indica que todos ellos estdn en el mismo lado
con respecto al plano de la molécula y en el lado opuesto a H-6 (5.61 ppm, 4, J= 10.5 Hz) v H-10
(2.07 ppm, 4, J= 10.3 Hz), los cuales interaccionan enire si. (fig. 28)

fig 28 Proneipales interacciones H-H observadas en el espectro NOESY de
desacetilescuteruleina B.

Lo anterior permite establecer que la configuracién en 11 es § para este compuesto,
cuyo rombre sepusistemmdtico o5 (118)-Gu,1l-dhacetoxi-7B-1sobutrorlox- 18, 8p-dimdro-
4(18),13(14)-neo-clerodadien-15,16-6hda

Elucidacién estructural de escuteruleina D

El 1ltimo de los compuestos aislados de esta especie fué un sélido amerfo blanco, cuyo
punto de fusidn ¢s 162-165° (solidifica de CHaCls-acetona, 9 mg), sizwende la misma
metexiologia que con los compuestos antenores, se determnd su estructura como una Goe-aceloxi-




7B-isobutirciloxi-1p,8f-dihidroxi-4(18},11,13(14)-neo-clerodatnien-15,16-6lida ¥ nuevamente se
trata de un compuesto no descrito en la literatura, al cual se le denomind escuteruleina D. ’

El espectro de IR de este compuesto es similar a los de las escuteruleinas C. B 3
desacetilscuternleina B (figs. 10, 23 y 26), puesto que muestra bandas que indican presencia de
grupos hidroxilo (3595 cm1), una fumci6n y-lactona «,B-insaturada, B-sustituida (1782, 1744 y
1641 cmly, ésteres alifaticos (1744, 1250 y 1151 cm- £} y un metileno exociclico36.48 (1641 y 914
emt).

En el espectro de UV se observa una banda en A= 271 nm (log == 4.209), segiin datos en
la literatura coresponde a una y-lactona a., B-insaturada con conjugacion extendida®®.

En el espectro de masas se observa el idén molecular en m/z 476, el cual es consistente con
una férmula molecular de CagH350x; el pico base estd en m/z 43, siguiéndole en abundancia el pico
en nvz 71, éstos ditimos sefialan nuevamente ia presencia de grupos acetato e isobutirato en este
compuesto.

A parur del espectro de RMN H (espectros 26 y 26a) se determina que s6lo hay uno de
cada uno de los ésteres sefialados al observarse las sefiales correspondientes en 1.96 (s, 3H), 2.60
(sept, J=7.0 Hz, 1H), 1.20 (d, J= 7.0 Hz, 3H) y 1.17 ppm (d, J= 7.0 Hz, 3H}.

Se puede decir que el espectro en general guarda cierta semejanza con los de escuteruleina C
(especiro 1) ¥ desacetilescuteruleipa C (espectro 20), aunque muesira algumas diferencias
importantes, tales como:

a) La ausencia de las sefales para H-11, -12A y -12B (ver tablas 2 y 8).

b) En cambio, muestra dos sefiales para un nuevo sistema AB ubicadas en 6.4 (d, J= 16.8
Hz, 1H) y 6.27 ppm (d, J= 16.8 Hz, 1H)}, que por sus caracteristicas se atribuyen a los protones
de un doble entace trans-disustituido.

Las sefiales para los dtomos de carbono a los que estos protones se encuentran unidos se
observan en el espectro de 13C en 150.6 (d) y 117.3 ppm (d), respectivamente.

El resto del espectro de 1H de este compuesto s semejante a los de los ya mencionados, ya
que tarnbién muesira entre ofras, un triplete de dobletes en 4.13 ppm (J= 4.8 y 10.8 Hz, 1H) para
H-1 y dos sefiales que se intercaminan con DO en 2.10 (s} ¥ 2 17 ppm (s}, 1o gue indica que en
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este compuesto también existen dos grupos OH. Aparte de observarse también el sistema AB en

5.77 (d, J= 10.0 Hz, 1H) y 537 ppm (d, J= 10.0 Hz, 1H) correspondiente 2 H-6 y -7,
respectivamente.

De acuerdo a lo anierior, se propone que la estructura para esfe compuesto estd relacionada
con las de escuterulefna C y desacetilescuteruleina B, con la diferencia de que en este compuesto
existe un doble enlace en las posicones 11 v 12, como se muestrs en la siguiente figura:

b R
fig. 29 Escuteruleina D

La propuesta del doble enlace en dichas posiciones y la asignacién de las respectivas
sefiales se fundamenta en su desplazamiento quimico tanto en 1H como en 13C; esto mismo se
confirma por las correlaciones observadas en el espectro HMBC (espectro 30), ya que a sefial en
150.6 ppm (d) (C-11) correlaciona con CHz-20 (1.330 ppm, 5) y H-10 (2.20 ppm, 4, J= 10.8
Hz), mientras que la sefial en 117.3 ppm (d) (C-12) lo hace con H-14 (5.85 ppm, m). (ver fig 30)

Cabe sefialar que la presencia de una y-lactona o, B,y, -insaturada es consistente con la
banda observada en el espectro de UV,

En el espectro HMBC (espectro 30a) también se observ6 la correlacién de H-7 (537, d,
10 0) con el carbono carbonilico ubicado en 17631 (s), perteneciente al grupo isobutirato, por lo
que éste se ubica en la posicidn C-7 y por lo tanto el grapo acetato en C-6,



Los datos espectroscépicos (espectros 26-30) de este compuesto apoyan totalmente la
estructura propuesta, en las tablas 14 y 15 se muestran las sefiales correspondientes en 'H y 13C
olmente asignadas. En la figura 30 se muestran las pringipates comelaciones C-H observadas en
el espectro HMBC.

fig 30 Principales correlaciones C-H observadas en ef
espectro HMBC de escutenzleina D.

Con base en los desplazamientos quimicos de C-19 (15.3 ppm, ¢} v -20 (179 ppm, ¢) la
fusién de los aniilos A/B se propone que sea trans 49,52 nuevamente, y dado que H-10 (2 20 ppm.,
d, J= 10 8 Hz.) muestra un desplazamiento quimico semejante al mostrado por su homélogo en las
escutcruleinas C, B y desacetilescuteruleina B, que son los que poseen un grupo OH-f en 8 (figs
10, 23 y 26), se propone que el este compuesto se tenga un grupo similar.

El nombre sermisisteméduco de esle compuestd es Ga-acetoxi-7B-1sobutirorloxi-15,86-
dihedroni-4(18).11,13(14)-neo-clerodatrien- 15,16-6lida.



55

ZHW 008 ‘SIALLTIDaD
0T uss Biqumnaan a¢ anb yas ()
SEPRILAUD SO €

- 00T HO 891 ‘€'l PP 66y Vol
. *FLL'T HO - weg's vl
0L 1as 09’ -OOOHDIUEHD) 291 PLTO (4]
oL pLil “CODHDUEHD) 8’91 pevo il
0L POTl “00DHDLEHD) 801 POTT ol
. 5961 -VODEHD 001 PLES L
- SOEE'L 0Z-He 001 PLLS 9

- fPeet 61-He - HELT mde

- 1599y gsi OPLES PIyeT Xeng

. 199y V8l - b1 x0g

- £00°1 L1-HE - Wyl xedz
891 ‘¢l pryey 91 801 '8 PELY i
ZH) {wdd) ¢ H zHr wdd ¢ H

(62 31)) @ FljaMIANGSa op Hy NINA +! RIBL |



ZHI o2l 'S TIaa0

LEICT anoadsa fap sared v eprumaeiap ony peplotdnmur el ()

SEOLI ~00DHJCEHD) $9Z0l £l
PIve -Q0DOHJUEHD) P Ll zi
288l OODHDIUEHD) Po0sl i
g6l -OOJHDUHEHD) P8€s o1
SP oLl -Q03E¢HD Styriy 6
2112 -O0DEHT SLLL 8
26LY 0T pPoOvL L
IEST 61 P&TL 9
1€501 8l So'Gh IS
2412 Ll 5 6'EPl t
18°0L 91 16'0€ £
STPLI St 1LLE T
rTyil 14! W Isy 1
wmdd g o) wdd ¢ e

{6C 7)) O PUO[IaIN050 3P gy NN S FIGRL



Ademés de los compuestos descritos anicriormente, también fueron aislados de S. caerudea
Moc. et Sessé dos flavonoides, sus estructizras fueron determinadas a parur de los espectros de IR,
UV, EM, RMN IH y 13C (ver Partc Experimental) y perienecen a las de uma flavona v una
flavanona ya conocidas bajo los nombres comunes: oroxilina A y dihidrooroxilina A,
respectivamente (fig. 31); éstas ya han sido aisladas previamente de S. baicalensis Georgil0.53,
entre otras,

Los datos fisicos y espectroscopicos descritos en la literatura+36 para estos compuestos
son consistentes con lo anteriormente sefialado.

CH

= O

fig. 31 D) oroxilina A y II) diudrooroxilina A.



Elucidacién esiruciural de ios metabolitos secundarios aistados de Scufellaria
guatemalensis Leon.

Elucidacién estructural de escuteguatemalina A

Este compuesto tampoco estd descrito en la literatuwa y se le  denomind
escuteguatemalina A; se trata de un sélido cristatino incoloro, con punto de fusion: 233-234°
(cristalizado de metanol, 62.2 mg), su estructura corresponde a uma (13R)-6cx, 11 p-diacetoxi-
1B, 12a-diisobutiroiloxi-4er, 18;8p, 13-diepoxi-neo-clerodan-15,16-¢lida, la cual fué determinada
por la msma metodologia seguida con los compuestos anteriormente descritos, segiin se muesira a
continuacion:

El espectro de IR indica la presencia en este compuesto de una funcién y-lactona espiro al
observarse una banda 1miensa en 1790 cmrl, también se cuenta con €steres de tipo alifdtico cuyas
bandas se observan en 1736, 1243 y 1153 cm- 1.

En el espectro de masas se observa el 16n molecular en m/z 622, el cual estd de acuerdo con
una férmula molecular de C32H50y2, €l pico base en m/z 43 y otro pico importante en m/z 71,
estos dlumos son asignados nuevamente a los fragmentos correspondientes a los grupos acilo de
ésteres de ongen acético ¢ isobutirico, respectivamente.

A partir del espectro de RMN IH (espectros 31 y 31a) se establece que la molécula contiene
dos grupos acetato, al ser observadas las sefiales cormespondientes en 2.03 (s, 3H) y 1.98 ppm (s,
3H), v dos grupos isobutirato cuyas sefiales se observan en 2.71 (sept, J= 7.0 Hz, 1H), 2.43
(sept, J=7.0 Hz, 1H), 1.18 (d, = 7.0 Hz, 3H), 1.072 (4, J= 7.0 Hz, 3H), 1.071 (4, J= 7.0 Hz,
3H} y 1.05 ppm (d, J= 7.0 Hz, 3H).

En el espectro PND de 13C (espectro 32) se observan cinco sefiales singulete para grupos
carbonilo en 169.8, 170.7, 176.7, 175.7 y 173.5 ppm, por su desplazamiento qufmico, la pnmera
y la segunda corresponden a los grupos acetato, las dos siguientes a los grupos isobutirato y [a
ulima de éstas a la y-lactona,

En ¢l espectro de 1H se obscrvan dos sistemas AB ubicados en 3.03 (d, J= 16.8 Hz, 1H).
2.65(d, )= 16.8 Hz, TH) y 4.46 (d, 9.5, 1H), 4.23 ppm (4, 9.5, 1H), quec por sus caracteristicas
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se asignan a fos protones diastereotdpicos a v v de la lactona, respectivamente; 8510 es consistente
con datos en Ia literatura para funciones similares?84!. Por medio del especiro HMQC (espectro
34) se determina que las sefales pare C-o ¥y -y se observan en 382 (n v 77.8 ppm (1,
respechivamente.

Otras schales que también se observan en ¢l espectro de !H som las siguientes: ges
singuletes en 1.39 (5, 3H), 1.38 (s, 3H) ¥ 1.09 ppm (s, 3H) que perienecen a tres grupos metilo
distintos de los pertenecientes a los ésteres va menciopados; un sisterna de acoplarmento AB, cuyas
sefiales se presentan en 5.55 (d, J= 11.5 Hz, 1H) v 5.63 ppm (d, J= 11.5 Hz, 1H) y un sistemna de
acoplamiento upe ABX, consutuido por la sefiales observadas en 1.76 (dd, J= 5.3 y 14.0 Hz,
1H), 1.82 (dd, }= 11.3 y 14.0 Hz, 1H) y 4.97 ppm (dd, J= 53 y 113 Hz, 1H).

En el espectro de 13C las sefiales correspondientss a dichos sistemas de acoplamiento se
observan en 72.9 {(d) y 70.8 ppm {d) para el sistema AB y en 38.6 (1) v 68.9 ppm (d) para el
sistema ABX.

De acuerdo a los datos hasta ahora citados es posible establecer que este compuesto es del
mismo fipo que los aislados de §. caerulea va descritos anteriormente. Tomando en cuenta,
ademds, que la molécula contiene una y-lactona espiro ¥ que no hay evidencias de que contenga
grupos hidroxilo, como en el caso especifico de Ja escuteruleina A (fig. 18), se propone que se trata
de otro compuesto espire del mismo upo de éste dinmo.

Sin embargo, aungee en la mayoria de los compuestos asslados de §. casrulea se observan
también sisternas de acoplamiento AB y ABX de caracteristicas similares a los descritos armiba
corespondientes a los protones de las posiciones C-6 , 7; 11, 12A ¥ 12B respectivamente, 10s de
este compuesto difieren notorniamente en ¢! desplazamiento quimico mostrado por sus sefiales tanto
en TH como en 13C, Jo cual sugiere que éste posee un patrén de oxigenacion distinto, recordando
que en los otros compuestos tas posiciones C-6, 7y 11 se encueniran oxxdadas,

En el espectro HMBC (espectros 35 y 35a) se observan algunas correlaciones que permiten
confirmar to anterior, entre otras, 1as mds significativas son:

a) La sefial de uno de los protones (5.63 ppm) del sistena AB arnba decnio, correlaciona
con las sefiales correspondientes a los C-a (38.2 ppm, ) y -y (77.8 ppm. 1 ) de la lactona: esto
permitc cstablecer que dicha sefial corresponde a H-12 y por lo tanto la otra sefial de €ste sistlema
(5.55 ppm) aH-11.
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b) La sefial en 13C para [a parte X (68.9 ppm, &) del sistema ABX, también antes descrto,
correlaciona con la de un grupo metilo observada en 1.38 ppm (s, 3H), la cual se asigna a CHz-19,
por 1o que se establece que dicha sefial pertenece 2 C-6 ¥ por lo tanio el tnplete observado en 38.6
ppm, correspondierite al 4tomo de carbono al gue se encuentran unidos los protones de la parte AB
de este mismo sistema a C-7.

Es decir, en este compuesto la posicién C-12 también se encuentra oxidada y 1o asf la C-7,
esio constituye una diferencia importante con respecto al patrén de oxidacién de ios compuestos
aislados de §. caerudea Moc. et Sessé anteriormente descritos.

Por otra parte, no hay evidencias que sefialen la presencia en la molécula de un metileno
exociclico, en cambio se observa en 3.18 (d, = 4.0 Hz, 1H) v 2.51 ppm (d, J= 4.0 Hz, 1H) otro
sistema AB, el cual se asocia con una funcién oxirano, segiin datos en Ia literatura31.32,

Estas sefiales correlacionan en el espectro HMQC (espectro 34) con el triplete ubicado en
54.1 ppm, cuyo desplazamiento indica que se trata de ur 4tomo de carbono unido a un ftomo de
oxigeno, lo que estd de acuerdo para la funcién propuesta.

En ¢l espectro HMBC (espectro 35}, la senial de CH3-19 correlaciona, entre ofras, con una
sefial propia de otro dtomo de carbono unido 2 un dtomo de oxigeno situada en 63.8 ppm (s}, la
cual se asigna a C-4. Por lo que se propone que existe una funcién oxirano ocupando las
posiciones 4 ¥ 18, lo cual se ba Hegado a encontrar en otros compuestos aislados de diversas
especies de Scutellaria (Tabla 1).

Al jgual qgue en toxdos los compuestos aistados de 5. coendea, se establecieron las
posiciones que ocupan cada uno de los ésteres por medio de las correlaciones a tres hgaduras
vbservadas en ef espectro HMBC (espectro 35b) entre las scfiales de H-6, -11 y -12 y las de los
carbonos carbonilicos de los diferentes ésteres, las cuales se mouestran en la siguiente tabla:

Posicion IH (ppm) 13C (ppm)
6 4.97 correlciona con: 165.8 (-COCHz)
11 5.55 correlaciona con: 170.7 (-COCHz)
12 5.63 correlaciona con: 175.7 (-COCH(CHz)3)

Tabla 16 Algunas correlaciones CWH observadas en el espectro HMBC de escuteguatemaling A,

Con estos datos se establece que en las posiciones C-6 y -11 se encuentran los dos acetatos
y en C-1 y -12 los dos tsobutiratos.
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La sefial para CH3-19, asi como €l resto de las sefiales para este compuesto, tanto en 'H
como en 13 C se asignan con base en el andlisis de todos sus datos espectroscopicos (ver tablas 17
y 18).

De acuerdo con toda la discusién anterior se propone la estructura total para este compuesto
mostrada en la figura 32, en la figura 33 se presentan las principales correlaciones observadas en el
espectro HMBC:

[FLLITTE

i) A — -

fig, 33. Principates correlaciones C-H observadas en el espectro
HMBC de escuteguatemalina A
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La estereoquimica de la molécula fue determinada por medto del espectro NOESY (espectro
36} en el que se observd 1o sigmente:

El protén H-6 (4.97 ppm, dd, J= 5.3 y 11.3 Hz) interacciopa con H-10 {2.57 ppm, d, I=
3.8 Hz); H-7A (1.82 ppm, dd, J= 113 y 140 Hz) con CHsz-19 (1.38 ppm, 5) y -20 (1.09 ppm,
5), este tiltimo metilo a su vez interacciona con CHz-17 (1.39 ppm.s ), -19 y H-1, {5.59 ppm, d1,
J=38y6.5Hz)

Lo antertor indica que H-6 y H-10 se encuentran en el mismo lado con respecto al plano de
la molécula (fig. 34) ¥ en el contrario H-1, -7A, CH3-17, -19 y -20; de acuerdo con ésto y con la
comrelacién de H-16A (4.46 ppm, d, J= 9.5 Hz) con H-12 (5.63 ppm, d, J= 11.5 Hz), cbservada
en este mismo espectro, se establece que Ia fusidn de los anillos B/C es cis y se confirma ia fusién
trans de los antllos A/B, la cual fué establecida con base en los desplazamientos quimicos en 13C de
CH;-19(15.7 ppm, ¢} y -20 (18.3 ppm, o8s2,

fig 34. Pancipales interacciones H-H observadas en el espectro NOESY
de escuteguatemalina A,

Por otra parte, H-14B (2.65 ppm, 4, J= 16 8 Hz) interacciona con CHz-17, por lo que se
determuna en 13 una configuracién R, lo cual estd de acuerdo también con la interaccidn de H-12
con H-16A ya sefialada antes.

La interaccién de H-6 con H-18A (3,18 ppm, 4, J= 4.0 Hz), permute distinguirle como pro
Z yaH-18B (2.5] ppm, 4, J= 4.0 Hz) como pro E .



La seiial de H-1 correlaciona con fa de H-10 y con los multipletes centrados en 2.13 (1H) ¥
1.94 ppm (1H) asignados a CHp-2, a su vez el multipiete en 2.13 ppm correlaciona con la sedal de
CHj3-19, ésto aunado al valor de la constante de acoplamiento ente H-1 y -10 (J= 3.8 Hz) permite
establecer que el anillo A tiene conformacién de bote. Con esto se logra asignar a su vez, al
multiplete observado en 2.13 ppm para H-2a axial y por lo tanto la sefial en 1.94 ppm se asigna a
H-2P ecuatorial . {fig. 35)

Las sefiales observadas en 2.03 (m, 1H) y 1.61 ppm (ddd, J= 8.3, 10.8 v 14.5 Hz, IH)
pertenecientes a CH-3 en el espectro NOESY correlacionan, la primera de ellas con la de CH3-19
¥ la segunda con Ia de H-18 proE, por lo que se asignan a H-3a axial y H-3p ecuatonal ,
respectivamente. (fig. 34)

fig. 35, Principales interacciones H-H observadas en ¢l espectro NOESY
de escuteguatematina A,

El modelo molecular Dreiding de este compuesto permite establecer que el anillo A adopta la
conformacién de bote debido a que en ésta se minimizan las interacciones de tipo esténco que
surgen entre los ésteres isobutirato en las posiciones 1 ¥ 11 en la conformacion de silla , por 1o que
en dicha conformacién de bote la molécula debe ser mas estable.

La estructura propuesta para este compuesto se confirma por medio del andlisis de rayos X
(fig.36) efectuado en uno de los cristales de este compuesto, el cual recibe el nombre semi-
sistemdnco: (13R)-6a, 1 If-diacetoxi-1f, 1 2a-diisobutiroiloxi-4et, 1888, 13-diepoxi-neo -clerodan-
15,16-6hda.
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fig. 36. Estructura de rayos X de escutzguatemalion A.

Aparte del diterpeno descrito anteriormente, también se aislé de S. guatemalensis un
flavonoide, cuya estructura fué determinada por medio de los espectros de IR, UV, EM y RMN IH
(ver Parte Experimental), el esqueleto mostrado pertenece al de una flavona que va es conocida bajo
el nombre de esculcapllavona 11, aislada previamente de S. baicalensis Georgi®3.

fig. 37. Esculcapflavona II.




Scutellaria caerulea Moc. et Sessé

Del estudio def extracto acetdnico de las partes afreas de esta especie se obtienen las
siguientes conclusiones:

Se aislaron siete metabolitos secundarios, dos de ellos son flavonoides v los cinco restantes
son terpenos, tratandose en especifico de compuestos diterpénicos.

De los flavonoides obtemdos, uno presenta en su estructura un arreglo molecular dej tipo de
las flavonas, la cual ya es conocida bajo €l nombre comiin oroxilina A, aislada previamente de
Oroxylum indicum (Bignoniaceae)>S, asi como de otras especies pertencientes al género
Scutellaria, entre éstas S, baicalensis GeorgiS3.

H otro flavonoide obtenido es la dihidroflavona correspondiente del compuesto sefialado
anteriortnenie; es decir, e trata de upa flavanona, la cual se conoce con el nombre comin
dihidrooroxilina A, aisladz con anteriotidad también de S. baicalensis Georgi®.

Los cinco compuestos diterpénicos obtenidos muestran un arreglo molecular caracieristico
de los clerodanos, a los cuales se les han asignado los nombres comunes de escuteruleinas A, B,
C, D y desaceulscuteruleina B, todos ellos constituyen nuevas aportaciones en el drea de productos
paturales, puestc que ninguno se encuentra descrito en la literatura.

Todos estos compuestos presentan un patron de oxXigenacion especifico y constante, en el
que Jas posiciones C-1, -6, -7, -8y - 11 se encuentran oxidadas, y en las posiciones C-15 y -16 se
encuentra una funci6n butandiida (o butendhda).

Las caracteristicas citadas anteriormente son, en parte, compartidas por los diterpenos
obtemdos de las especies chinas S. rivularis Wall.16-2139 (1-10, 64 y 65), S. baicalensis
Georgi36 (50) y S. barbata D. Dont'4 (43), asi como también con los obtenidos de la especie
mexicana . drummondii  Beath.1! {32-34), aunque e menor grado, ya que éstos dlumos
presentan oxidaci6n en la posieién C-2, lo cual no se observa en las escuterulefnas,

* Enrealidad, 5. rivadarss Wall. es un nombre sinénimo de § barbaia D Don 32
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Desde un punto de vista quimiotaxondmico, es tmportante sefialar que 1a oxidacion en C-1,
mostrada por todos los diterpenos obtenidos de esta especie, séio habia sido presentada por los
compuestos denominados jodrellina T (13)23, 14,15-dihidrojodreftina T (1423 y escupontina G
T,

Scutellaria guatemalensis Leon.

Del estudio dei extracto aceténico de las partes aéreas de esta especie se pueden enunciar las
sigwientes conclusiones:

Se aislaron dos metabolitos secundarios, uno de ellos es un flavonoide y el otro un
diterpeno .

HI flavonoide obtenido presenta la estructura general de una flavona, la cual ya es conocida
bajo el nombre comin: de esculcapflavona 1T, aislada previamente de 8. baicalensis Georgi53. Cabe
seflalar que para este compuesto se describe en la hiteratura una notable actividad en el metabolismo
de lipidos en ratas asf como actividad citotéxica®0.61.

El diterpeno obtenido muestra un esqueleto de clerodano, el cual es otra aportacién nueva al
drea de los productos naturales, puesto que tampoco se encuentra descrito en la literatura, éste fue
denominado escutcpuaternalina A,

El patrén de oxidacién mostrado por éste compuesto difiere del encontrado para los aislados
de la otra especie bdsicamente, en que en la escuteguatemalina A no se encuentra oxidada la
posicién C-7 y si la posicién C-12. Esto es de notable importancia desde el punto de vista
qumioctaxondimico, puesto que es el segundo clerodano aislado hasta ahora del género Scutellaria
que presenta dicha posicidn oxidada, caracterfstica compartida sélo con el depominado scupontina
G (74}, y la cual es mds bien presentada por algunos de los clerodanos aislados de otros géneros
pertenccientes también a la farmha Lamiaceae, tales como Salvia, Teucrium ¥ Ajuga 9.

Sin embargo, se puede decir que algunas del resto de las caracter{sticas mostradas por la

estructura de este compuesto son compartidas, principalmente, por los compuestos aislados de las
especies S. riviedaris Wall 162139 (110, 64 y 6 5) y S. drummondir Benth 11 (32-34),
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En general, acerca del presente trabajo se puede concluir lo siguiente:

El perfil qufmico encontrado es presencia de flavonoides y diterpenos en las partes aéreas
de las especies estudiadas.

Ya que ésto mismo fué descrito en su turno para la otra especie mexicana S. drummondii
Benth.!l, se puede decir que este es el perfil quimico encontrado hasta ahora para el género
Scutellaria  en México, el cual corresponde con el descrito en la literatura para las especies
originanas de Europa y Asia.

Sin embargo, ya que los metabolitos secundarios obtenidos de las dos especies objeto del
presente trabajo guardan una estrecha similitud (mas notoria que los aislados de §. drummondii
Benth.1) con los obtenidos de las especies de origen chino, es posible decir que las especies de
ambos Tugares, tanto México como China, estin relacionadas entre sf desde un punto de vista
cstructural, y difieren marcadamente del resto de las cspecies estudiadas hastz ahora, provenientes
€1 su mayoria de Europa.

Los compuestos del tipo flavonoide obtenidos de ambas especies han sido aislados también
de la especie china S. baicalensis Georgi®, eptre otras, lo cual apoya la relacién previamente
mencionada, aungue en relidad es necesario continuar con ¢l estudio de €ste género el cual se puede
considerar que alin se encuentra en una etapa inicial.

Para todos los compuestos de upo clerodano obtenidos de las dos especies estudiadas, se
determing su configuracién relativa por métodos espectroscépicos y con base en fundamentos de
tipo biogenético, se asume que pertenecen a la serie de los neo -clerodanos, al igual que los
obtendos de 1a especie mexicana . drummondii Benth.!1 y demds Seurellaria spp., para algunos
de los cuales se ha determinado su configuracién absoluta por otros métodos. 273138

Estos mismos se encuentran en proceso de evaluacién de actividad antialimentapa contra
Spdoptera littoralis vy S. frugiperda .
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Material y aparatos utilizados.

Los puntos de fusidn de los productos obtenidos fueron determinados en un aparalo Mel-
Temp I y no estdn corregidos.

En todas las cromatograffas en columma (CC) levadas a cabo, se wilizé como fase
estacionaria Gel de Silice 60, malla 230400 ASTM.

Para cromatograffa en capa fina (CCF) se utilizaron cromatofolios Alugram Sil G/UVasgy
(Macherey-Nagel Diiren MN} y se utilizé como revelador una solucién de sulfato cérico en dcido
sulfirico0.2 N

Las espectros de LR, fueron obtenidos en el Espectrofotdmetro FT-IR Nicolet Magna 730.

Los espectros de RMN. TH y 13C fueron corridos en los Espectrofotémetros Vanan
Unity 300 (300 MHz.) y Varian Unity Plus 500 (500 MHz ).

L.os espectros de U.V. fueron obienidos en los Espectrofotémetros UV-VIS Perkin Elmer
552 y Shimadzu 160 U.

Las rotaciones Spticas fueron determinadas en el Polarfmetro Jasco DIP-360

Los espectros de EM. fueron obtenidos utilizando las técnicas de ionizacidn por impacto
electrénico a 70 eV y FAB* en Jos Espectrofoiémetros Jeol JMS-AXSOSHA y Jeol TMS-8X102A,
respectivamente.

Los experimentos de difraccion de rayos X para scuterulefna A y scuteguatemalina A fueron

realizados en los Difactometros Nicolet P3/F y Siemens P3/F, respectivamente; utilizando wna
radiacion tipo CuKa (A= 1.54178 A"} para ambos.
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Ailslamiento y purificacién de los componentes de
Scutellaria caerulea Moc. et Sessé,

- Recoleccién
La Scutellaria caerulea fué recolectada en el estado de Puebla, México en agosto de 1994
con base en los datos descritos en el Herbario Nacional del [nstituto de Biologfa de la UN.A M., y
fué depositada una muestra de esta especie en € mismo bajo el ntimero de registro MEXU PT-
14122,

Extraccién

Un total de 180 g de material seco y molido, perteneciente a las partes agreas de la especie
fué puesto a macerar por espacio de siefe dias en 5 L de acetona. Al término de este hempo se
concentré el extracto, evaporando el disolvente en un rofavapor v posteriormente se llevd a
sequedad en una bomba de alto vacio.

D esta forma se obtuvo el extracto seco, cuyo peso fué de 4.55 g.

Separacidn

Al extracto seco obtenido (435 g) se le practicd una cromatografia en columna {CC)
utilizando una cotumna de vidno de 8 om de didmetro y silica gel como fase estacionana (8 em de
alira) vy mezclas de hexano-acetona y acetona-metanol de polaridad ascendente como eluyente,
para el desarrollo de la columna se empleé vacic

Empleando diversas téerucas de punficacidn, entre éstas cromatografia en cofumna cn la
modahdad "reldmpago">? para todos los casos en que hubo que practicar subsccuentes
cromatograffas en columna, se obtuvieron los metabolitos secundanos que a continuacién se
describen de las fracciones cuyas polantdades hexano-acetona fucron 8:2 y 6:4 (los rendimyentos
que se seilalan se obtuvieron con basc en ¢l peso del extracto seco),

En ct diagrama 1 se muestra Ja metodologia gencral scgmda durante este trabayo, micniras
gue cn tos diagramas 2 v 3 se muesira mas detalladamente ¢l trabajo expenmental Hevado a cabo
con ¢f fin de que sea mas clars fa forma en yue fueron obtemdes Jos mewabolitos sceundanos de §.

caerufey
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8. caerulea
Partes aéreas, secas
y molidas
(180q)

Exiraccion

Extracto acetdnico
(4.55g)

Cromatografia
en columna

Diversas técnicas
de purificacion

hexano-acetona hexanc-acetona hexano-acetona hexano-acetona

8:2) (8:2) (8:2y6:4) (8:2y564)
oroxilina A ascuteruleina C escuteruleina A escuteruleina B
(210.3 mg) (44.1 mg) (191.6 mg) {(114.4 mg)

hexano-acetona hexano-acetona hexano-acetona

8:2} {6:4) (6:4)
dihidrooroxiling A desacetil- escuteruleina D
(32.0 mg) escuteruleina B {9.0 mg)

(163 mg)

Dragrama 1. Metodologfa general seguida durante el estudio
de §. caerulza Moc et Sessé



1a. Columna cromatogréfica
polaridad: hexano-acetona {80:20}

Fraccién
27-2%
(198.4 mg)
Separacion
cromatogﬂica
bencano-AsOEL
(98:2)
2444 | ir.7-14
me) oroxilina A
de MeOH 11.5mg
oroxilina A dihidrooroxilina A
541 mg 32.0 mg
oroxilina A
13.7mg
Fraccién Fraccion
36-40 41-42
(261.0 myg) (304.9 mg)
Separacin Precipitacion
cromatogeafica de MaOH
hexanio-Prou g o ascuteruleina G
(95:5) (49.0mg}  (2125mg) 11.2 mg
s 60
fr. 11y 12 Rec. de cromatogrdfica
{89.8 mg) CHyCly-acstona
@91}
1} Separacion
i tr 2427 | ir 38.50
ACOEt {10.855) (12 mg}
. H16.
2) Lavado con acetona
a; Recristalizacion de banceno i riond
escuteruleina ascutaruleing
70mg 37.0 mg

Diagrama 2. Aislamiento y purificacitn de oroxilina A,
dihidrooroxilina A y las escuterueinas A-C.



| Polaridad: hexano-acetona {60:40) §

Fraccion
49
{183.3myg)

Saparacin

ca
{benceno-ACOEL
(60:10)

T 12-23 T.33-39
(15 mg)

de benceno-acatona

scuteruleina escuteruleina
Recristatizacion
140 6 mg 61.7mg Histalizac

escuteruleina escuteruleina ¥
l 10.0 mg Il 15.7 mg I f(';g?:;?

[Separacitn
cramategrafica
(CHLClo-acetona
85'5)
1. 84-102 fr 123
Recristalizacidn
de MaOH
escutoruleina
8.0mg

Diagrama 3. Aislamiento y purificacién de las escuterulefnas
A, B. D y desacetilescuterulefna B.
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Oroxilina A: sdhido castalino de color amanllo intenso (210.3 myg, 4.62 % rend.), punio
de fusidn: 205°C (hexano-acetona).

UV (Metanol), hmax.. um (Jog €): 208 (4.505) y 276 (4.453)

IR {KB1), vmax., cort: 3089 (-OH), 1657.23 (C=O pertenciente a una ceiona muy conjugada),
1612.39 {C=C conjugado), 1000-1200 (bandas muy finas caracterfsticas de Csp2-H tipicas para
compuesto de tipo aromético). ’

RMN 1H, 300 MHz (CDCl3+DMSO-dg, TMS); 5, ppm: H-3: 6.41 (s, 1H), H-8: 6.67 {5, 1H), H-
2'y -6% 7.95 (m, 2H), H-3',-4' y -5" 7.55 (m, 3H), OH-5: 12.42 (s, 1H), OH-7: 9.89 (s, 11D,
CH30-6: 3.98 (s, 3H).

RMN 13C, 75 MHz (CDCl3+DMSO-dg, TMS); 6, ppm: C-2: 163.2 (5}, C-3: 1052 (d), C4:
182.2 (s), C-5: 149.5 (), C-6: 127.7 (s5), C-7: 156.9 (s5), C-B: 99.4 (d), C-9: 156.9 (5), C-10:
104.4 (5}, C-1% 131.1 (5), C-2 1289 (d), C-3- 1259 (d), C-4" 131.6 (d), C-5" 1259 (d), C-
6" 128.9 (d), CHz0-6: 613 (c).

EMIE, m/z (abund. rel. %) 284 (IM]*, 70), 285 (IM+1]+,13), 286 (IM+21*, 3.2), 269 (100},
241 (32.4), 182 (1.2), 167 (8.7}, 153 (3.6), 139 (37.2), 105 (2.8), 102 (4.7).

Escuterulefpa C  {(]15)-6w-acetoxi-78, 1 I-ditsobutiroiloxi- 1§, 8f-dibhidroxi-4( 18), 13
(14)-neo-clerodadien-15,16-6lida): s6lido cristatino incoloro (44.1 mg, 0.97 % rend.), punto de
fusién: 120-122°C (benceno}

[a]p=-18

UV (Metanol), Aqax . im (log £): 202 (4.307)

IR (Pelfcula), vmpss, cmli 3585 (-OH); 1783, 1747 y 1643 (C=0 y C=C conugado,
pertenecientes a una y-lactona o, f-insaturada); 1643 y 893 (C=CHp metleno exocicheo); 1747,
1251 ¥ 1148 (C=0, C-C(=0)-0 ¥ -0-C-C, para esteres de tipo alifatico); 1389 v 1371 (-
CH(CHa)2).

RMN 1H, 500 MHz (CDCl3, TMS) {espectro 1) ver tabla 2.

RMN 13C, 125 MHz (CDCl3, TMS) (espectro 2) ver tabla 3.

EMIE, nvz (abund. rel. %): 564 ([M*] 4.3), 493 (2.7), 476 (5.5), 416 (2.0), 398 (7.0), 388
(3 1}, 370 (1.6}, 328 (10.9), 310 (3.9), 220 (28.8), 187 (38.9), 105 (22.6), 71 (79.0), 43 (100).
EMFABT Alta resolucién: m/z estimado para C39Hg4010 564.3013, observado 564.3042.
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Escuteruleina A ((13R)-1ﬁ,6a,7ﬁ—maoetoxi—1Iﬁ—benzoﬂoxi—Sﬁ,IS-epoxi-4(18)~neo—
cleroden-15,16-dlida): sdlido crstalino incoloro (191.6 mg, 4.21 % rend.), punio de fusidn: 130-
133°C (acetona-benceno).

l[alp=-101°

UV (Mesanol), hpgx . nm (log € 201 (4.446), 228 (4.226) y 272 (3.061)

IR (CHCl3), vmsx.. emt: 1784 (C=O pertenciente a una Y-lactona spiro), 1744 (C=0 de éster
acetato), 1731 (C=0 de éster benzoato), 1641 Y 919 (C=CHjy, metilenc exociclico), 1244 v 1287
{C-C(=0)-0 y -O-C-C , para esteres de tipo alifftico y aromdtico).

RMN IH, 500 MHz (CDClz, TMS) (espectro 7) ver tabla 4.

RMN 13C, 125 MHz (CDCl3, TMS) (espectro 8) ver tabla 5.

EMIE, m/z (abund. rel. %): 552 (1.2}, 492 (1.2}, 432 (10.6), 430 (1.2), 370 (3.3), 310 (15.5),
105 (100), 43 (24.5).

EMFAB+ Alta resolucidn: m/z estimado para C33H40071 612.2649, observado 612.2642.

Escuteruleina B ((i 1.5‘}-13,6a,11-tﬁacetoxi-?ﬁ-isobutirmloxi-SB~hjdroxi-4 (18), 13
(14)-neo-clerodadien-15,16-6lida): sélido amorfo de color blanco-amanllo {114.4 mg, 2.51 %
rend.}, punto de {usidn. 155°C {acetona-benceno).

[olp=-3.5

UV (Metanol), Amsy,, nm (log £): 205 (4.403).

IR {Pelicula), vipsx , cin'l; 3463 (-OH): 1781, 1740 y 1642 (C=Q y C=C, pertencienies a una y-
lactona «, §-irsaturada); 1642 y 888 (C=CHz, metileno exociclico), 1740, 1243 vy 1154 (C=0, C-
C(=0)-0y -O-C-C, para esteres de tipo alifético).

RMN iH, 500 MHz (CDCl3, TMS) (espectro 14) ver tabla 6.

RMN 13C, 125 MHz (CDCl3, TMS) (espectro 15) ver tabla 7.

EMIE, m/z (abund. tel. %): 578 {(IM*+] 12y, 518 (3.2), 300 {16), 458 (28), 430 (2.0y, 398
(117, 370 (6 53, 352 {1.6), 310 (15.8), 292 {(3.2),71(57.5), 43 (100),

EMFAB* Alta resclucion. m/z estimado para C3pH42041 578 2805, observado 578.2789,
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Desacetilescuteruleina B ((115)-6c,11-diacetoxi-7B-1sobutiroiloxi-18, 88 -dildroxi-4
(18),13 {14)-neo-clerodadien-15,16-6hda): sdlido cristalino incoloro (163 mg, 0.35 % rend)),
puinto de fusién: 180-184°C (CH,Clz-acetona),

[alp = -6.0°

UV (Metanol), Apax . nm (fog ) 210 (4.243) y 222 (3.826)

IR (CHCI3). vmax , cm-1: 3585 {-OH); 1783, 1747 y 1642 (C=0 y C=C conjugado, pertencientes
a una y-lactona o, B-insaturada); 1642 y 892 (C=CHj, metileno exociclico); 1747,1241 y 1149
(C=0, C-C(=0)-0 v -0-C-C , para esteres de tipo alifdtico).

RMN 1H, 500 MHz (CDCl3, TMS) (espectro 20) ver tabla 8.

RMN 13¢, 125 MHz (CDCl3, TMS} (espectro 21) ver tabla 9.

EMIE, m/z (abund. rel. %): 536 ([M*] 6.7), 518 (1.3), 493 (2.9), 476 (6.3), 458 (1.3), 416
(2.1}, 308 (7.5), 388 (5.0), 370 (2.1), 328 (12 6), 310 (4.2), 71 (57.7), 43 (100).

EMFAB* Alta resolucion: m/z estimado para CagHa0040 336.2700, observado 536.2719.

Dihidrooroxilina A- s6lido cristahno de color amanlle paja (32 0 mg, 0.70 % rend.),
punto de fusién: 148°C (metanol),

UV {Metanol), Amsx , am (log £} 200 (4.517), 203 (4.228) v 337 (3.639)

iR (Pelicula), vgax,, cmt: 3498.7 (-OH), 1643.05 (C=0 conjugado).

RMN IH, 300 MHz (CDCl3 + DMSG-dg, TMS); 8, ppm ¢J, Hz): H-2: 548 (dd, 3.3 ¥ 12.6, 1H),
H-3A:3.07(dd, 12.6 y 17.3, 1H), H-3B- 2.86 (dd, 3.3 v 17.3, tH}, H-8 6 13 (s, 1H), H-2"-4a"
7 44 (m, 5H}, OH-5: 11.86 (5, 1H), OH-7: 8.11 {5, 1H), CH30-6: 3.84 (5, 3H).

RMN 13C, 75 MHz (CDCl3+ DMSO-dg, TMS); 6, ppmn: C-2: 79.4 (d), C-3: 43.4 (1), C-4- 1954
(s}, C-5: 153.3 (5), C-6: 128.1 (5), C-7: 158.9 (s}, C-8: 96.3 (d), C-9: 159.7 (s5), C-10: 102.6 (5},
C-1% 1384 (5, C-2" 125.9 (d), C-3" 1288 (), C-4" 1287 (d), C-5" 1288 (d), C-&". 1258
(d), CH30-6. 61.3 (c).

EMIE, m/z {abund. rel. %). 286 ([M]*+, 100), 287 ([M+1]+,17 9), 288 ([M+2]+, 2 4), 285 (8.1},
271¢10.2), 243 (2.0}, 183 (6.9), 182 (60.2), 167 (54.9), 154 (16.3), 153 (13.0), 139 (9.4}, 104
{4.5).
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Escuteruleina D (60-acetoxi-TB-isobutirciloxi-18,8p-dihidroxi-4 (18),11.13 (14)-neo-
clerodatrien-15,16-8lida): sélido amorfo blanco (9 mg, 0.19 % rend.), punto de fusién: 162-165°C
(CH,Cly-acetona).

UV (Metanol), Amsx . nm (log £): 271 (4.209)

IR (CHC3), Viax . cm-: 3595 (-OH); 1782, 1744 y 1641 (C=0 y C=C conjugado, pertencienies
a una y-lactona, «,f-insanzrada); 1641 y 914 (C=CH;, metileno exocfclico); 1744, 1250 y 1151
(C=0, C-C(=0)-0 y -O-C-C para esteres de tipo alif4tica).

RMN 1H, 500 MHz (CDCl3, TMS) (espectro 26) ver tabla 10.

RMN 13C, 125 MHz (CDCl3, TMS) (espectro 27) ver tabla 11,

EMIE, m/z (abund. rel. %): 476 (IM*] 8.0), 458 (1.3), 416 (2.1), 358 (22.4), 388 (3.8), 370
(2.9), 328 (29.5), 310 (4.6), 71 (60.8), 43 (100).

EMFAR+ Alta resolucion: m/z estimado para CagHzg0g 476.2410, observado 476.2400.
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Aislamiento y purificacion de los componentes de
Scutellaria guatemalensis Leon.

Recoleccion.

Scutellaria guatemalensis fué recolectada en el estado de Puebla, México; en septiembre de
1995 con base en los datos descritos en €l Herbario Nacional del Institueo dé Biologia de la
U.N.AM., ¥ fueron depositadas muestras de esta especie en éste mismo y en el Herbario del
1.M.S.S. bajo los nimeros de registro MEXU MA-2876 e IMS5M MA 2903, respectivamente.

Extraccion.

Un total de 189.5 g de partes afreas, secas y molidas fueron puestas a macerar por espacto
de siete dias en 5 L de acetona (dos veces), después se concentrd y secé el extracto de la misma
forma en que se hizo con el extracto de §. caerulea, obteniéndose asf 4.6 g de extracto seco.

Separacién. N

Procediendo con la misma metodologfa utlizada en el estudio de S. caerulea, al total del
extracto seco obtenido se le practicé una cromatografia en columna, utilizando sflica gel como fase
estacionania y mezclas de hexano-acetona y acetona-metanol de polaridad ascendente como
eluyente, también se empled vacio para la elucién de la columna.

Los metzbolitos secundarios obtenidos de esta especie, los cuales son descritos en seguwda,
procedieron de las fracciones cuya polaridad fué hexano-acetona (8:2). Los rendimientos sefialados
se obtuvieron con base en el peso del extracto seco.

En el diagrama 4 se muestra la metodologfa general seguida durante el estudio de esta
especie y en el diagrama 5 se muestra con mds detalle el trabajo experimental reahizado.
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8. guatemalensis
Partes aéreas, secas
y molidas

(18954q)

Extraccion

Extracto aceténico
(4.60 g}

Cromatografia
en columna

Diversas técnicas
de purificacién

hexano-acetona hexana-acetona

(8:2) (8:2)
escuteguatemalina A escuicapflavona il
{62 2 mg) (3.5mg)

Diagrama 4 Metodologfa general seguida durante el estudio
de 5. guaremalensis Leon.
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Rec. de
MaOH

l Polaridad: hexano-acetona (80:20) I

escuteguatemalina

Fraccidn Fraccién Fraccion
79-80 21101 81-86
Cristalizacién 5 Cristalizacién
de MeOH e aica de acetona
CHCH-MeOH
solido liquido {99 5.0 5) liquido sdlido
Separagitn
fr. (;?ng; 1 cromatografica
F;&in}enmacatona Producto
11.1mg Cristalizacién mezclado
de MeOR-acetana
fr. 17-38
{135.4 mg)
Crstalizacién
Mezc'a de de metanol
aguas madres —TiGuido soldo
(122.6 mg)

Separacién

cromatografica

bencenogacetona ascuteq uatemaling

{96 4) 26.7 mg

fr, 7-11
Cnstalzacion
de MeOH

escuteguatemalina

24.4mg

Dragrama 5. Aslanuente y punficacidn de esculcaptlavona
11 y escuteguatemalina A



Escuteguatemalina A ((13R)-6a, 1 18-diacetoxi- 1B, 1 2a-diisobutirotfoxi-4¢x, 18,86, 13-
diepoxi-neo-clerodan- 15,16-6lida): sélido cristalino incoloro (62.2 mg, 1.35 % rend.), punto de
fusién: 233-234°C (metanol).

falp = -108

IR (CHCI3), vmax, cm™l: 1790 (C=O pertenciente a una y-lactona spiro), 1736 (C=0 de ésteres
tipo alifatico), 1243 y 1153 (C-C(=0)-0 y -O-C-C, para ésteres de tipo alifdtico}.

RMN H, 500 MiHz {CDCls, TMS) (espectro 31) ver tabla 12.

RMN 13C, 125 MHz (CDCls, TMS) (espectro 32) ver tabla 13

EMIE, miz (abund. rel. %): 645 (IM+23]*, 3.8), 623 (IM+1]*, 8.8}, 535 (3.8), 475 (31.8), 415
(4.6), 387 (3.1), 327 (13.8), 71 (75.1), 43 (100}

EMFAB* Alta resolucion: m/z estimado para Ca;HagOr2 622.3068, observado 622.3071.

Esculcapflavona II: sélido cristalino de color amarillo intenso (3.5 mg, 0.08 % rend),
punto de fusién: 175°C (acetona-metanol).

UV (Metanol), Amax, om (log €): 205 (4.59) y 270 (4.34)

IR (KB), vingx., cmt: 3508 (-OH), 1655 (C=0 pertenciente a una ofona muy conjugada), 1607
(C=C conjugado), 1000-1200 (bandas muy finas caracterfsticas de Csp?-H tipicas para compuesto
de tipo aromatico).

RMN 1H, 300 MHz (CDCl+DMSO-dg, TMS); 5, ppm (J, Hz): H-3: 6.73 (s, 1H), H-3" 6.57
(dd, 1.2 y 8.4, 1H), H-4" 7.33 (dd, 8.4 ¥ 8.4, 1H), H-5" 6.66 (dd, 1.2 y 84, 1H), OH-5: 12.36
(s, 1H), OH-2" 7.26 (s, 1H), 4 CH30-: 4.10, 3.95,3.92 y3.85 (c/u: 5, 3H).

EMIE, m/z (abund. rel. %): 374 ([M}+, 78.7), 375 (M+111,17.6), 376 ([M+2]*, 3.4), 359
(100), 344 (2.9}, 331 (1.7}, 227 (0.84), 211 (25.1), 197 (2.9), 183 (7.95}, 151 (1.7), 148 (1.3}



1. Rzedowski, J. Vegetacion de México. Limusa, México, 1983.

2. Bye, R., Linares, E and Estrada, E. (1995). Biological Diversity of Medicinal Flants in
Mexico. In J.T. Amason, R. Mata and J.T. Romeo (Editors). Phytochemistry of Medicinal Plants,
Recent Advances in Phytochemistry 29, pp. 65-82. Plenum Press New York.

3. Ramamoorthy, T.P. and Elliot, M. (1993). Mexican Lamiaceae: Evolution, Distribution and
Fodemism. [n T.P. Ramamoorthy, R. Bye, A. Lot and J. Fa (Editors). Biological Diversity of
Mexico: Origins and Distribution. Oxford University Press, New York.

4, Hedge, 1.C. (1992). A Global Survey of the Biogeography of the Labiatae. In R.M. Harley and
T. Reynolds (Editors). Advances in Labiatae Science, pp. 7-17. Royal Botanic Gardens, Kew.
Informaci6n adicional mas reciente: hitp://'www.rbgkew.org.uk/lamiales/index.htm/ Royal Botanic
Gardens Kew. Richmond, Surrey, TW9 3AE, UK.

5. Wagner, H. Rev. Latinoamer. Quim. 8, 16 (1977).

6. Rodriguez-Hahn, L., Esquivel, B. apd Cdrdenas, J. (1994). Clerodane Diterpenes in Labiatae.
In W. Herz, G.W. Kirby, R.E. Moore, W. Steglich and Ch. Tamm (Editors). Progress in the
Chemistry of Organic Natural Products 63, pp. 107-196. Wien, Springer-Verlag New York.

7. Pereda-Miranda, R. (1995). Bicactive Natural Products from Traditionally Used Mexican
Plants. In J.T. Arpason, R. Mata and J.T, Romeo (Editors). Phytochemistry of Medicinal Plants,
Recent Advances in Phytochemistey 29, pp. 83-112. Plenum Press New York.

8. Rodriguez-Hahn, L., Esquivel, B. and Cédrdenas, J. (1992). The Distribution of Diterpenoids in
Salvia. in RM. Harley and T. Reynolds (Editors). Advances in Labiatae Science, pp. 335-347.
Royal Botanic Gardens, Kew.

9, Epling, C. Univ. Cel. Publ. Bot. 20,1 (1942).

10. Barberan, F.A.T. Fitoterapia LVII, 67 (1986)

11. Esquivel, B., Flores, E., Herndndez-Ortega, S. and Toscano, R.A. Phytochemistry 38, 175
(1995).



12. Rzedowski, J. and C. de Rzedowski, G. Flora Fanerogdmica del Valle de México II:
Dicotyledoneae. Escuela Nacional de Ciencias Bicl6gicas, Instituto Politécnico Nacional € Instituto
de Ecologia; México, 1985.

13, Martinez, M.A, , Evangelista, O.V., Mendoza. C.M., Morales, G.G., Toledo, O.G y Wong,
L.A. Catilogo de Plantas Utiles de la Sierra Norte de Puebla, México Cuadernos 27. Instituto de
Biologfa, Universidad Nacional Auténoma de México; México, 1995,

14. Quan, W.Z., Ming, X.F., Zhong, Y.X. and Yuan, Z. Chin. Chem. Lerr. 7, 333 (1996).
Chemical Abstracts 124 337905p

15. Calis, I., Ersoz, T., Saracoglu, 1. and Sticher, O. Phytochemistry 32, 1213 (1993).
16. Lin, Y.L. Kuo, Y.H,, Lee, G.H. and Peng, S.M.. J. Chem. Res (8) 320 (1987).

17 Kikuchi, T., Tsubono, K., Kadota, S., Kizu, H., Imoto, Y. and Tormumonri, T. Chemistry
Letters 987 (1987).

18 Kizu, H., Imoto, Y., Tomimori, T., Tsubono, K., Kadota, 8. and Kikuchi, T. Chem. Pharm.
Bull. 35,1656 (1987).

19. Lin, Y.L. and Kuo, Y.H. Heterocycles 27, 779 (1988).
20. Lin, Y.L., Kuo, Y.H., Cheng, M.C. and Wanug, Y. Chem. Pharm. Bull. 36, 2642 (1988).
21 Lin, Y.L. and Kuo, Y.H. Chem. Pharm Buil 37, 582 (1989).

22, Anderson, J.C., Blaney, W.M., Cole, M.D., Fellows, L.L., Ley, S.V., Sheppard, R.N. and
Simmonds, M.S.J. Tetrahedron Lerters 30, 4737 (1989)

73. Cole, M D., Anderson, J.C., Blancy, W.M , Fellows, L.E., Ley, §.V., Sheppard, R.N. and
Simmonds, M.S.1. Phytochemistry 29, 1793 (1990).

24. De la Torre, M.C, Bruno, M., Piozzi, F., Rodriguez, B., Savona, G. and Servettaz, O.
Phytochemisiry 31, 3639 (1992).



25. Rodriguez, B., De la Torre, M.C., Rodriguez, B., Bruno, M., Pioza1, F., Savona, G.,
Simmonds, M.S.1., Blaney, W.M. and Perales, A. Phytochemistry 33, 309 (1993),

26. Bruno, M., De la Torre, M.C., Piozzi, F., Rodriguez, B., Savona, G. and Arnold, N.A.
Phytochemistry 33, 931 (1993).

27. Bozov, P.I., Malakov, P.Y., Papanov, G.Y., De la Torre, M.C., Rodriguez, B. and Perales,
A. Phytochemsitry 34, 453 (1993).

28. De la Torre, M.C., Rodriguez, B., Bruno, M., Malakov, P.Y., Papanov, G.Y., Piozzi, F.
and Savona, G. Phytochemistry 34, 1589 (1993),

29, Bozov, P.I., Papanov, G.Y. and Malakov, P.Y. Phytochemistry 35,1285 (1994).

30. Yukinori, M., Harahisa, K., Yumi, Y.and Tomimori, T. Yakugaku Zasshi 114, 264 (1994).
Chemical Abstracts 121 78349

31. De la Torre, M.C., Rodriguez, B., Bruno, M., Piczzi, F., Savona, G., Vasallo, N. and
Servettaz, Q. Phytochemistry 38, 181 (1995),

32. Rodriguez, B., De ia Torre, M.C., Rodriguez, B.and Gomez-Serranillos, P. Phytochemistry
41, 247 (1996).

33. Malakov, P.Y., Papanov, G.Y. and Boneva, [.M. Phytechemistry 41, 855 (1996).
34, Bruno, M., Fazio, C. and Amold, N.A. Phytochemisiry 42, 555 (1996).

35. Bruno, M., Piozzi, F., Rodriguez, B., De la Torre, M.C., Vasallo, N. and Servettaz, O.
Phytochemistry 42, 1059 (1996).

36. Hussein, A.A., De la Torre, M.C., Jimeno, M L., Rodriguez, B., Bruno, M., Piozzi, F. and
Servettaz, O. Phytochemistry 43, 835 (1996).

37. Malakov, P.Y. and Papanov, G.Y Phytochemsitry 43, 173 (1996).

38. Chno, A., Kizu, H. and Tomimori, T. Chem. Pharm. Bull. 44, 1540 (1996).

85



39. Kizu, H., Imoto, Y., Tomimori, T., Kikuch, T., Kadota, 8. and Tsubono, K. Chent. Pharm.
Bull. 45, 152 (1997).

40. Malakov, P.Y., Papanov, G.Y. and Spassov, 8.L. Phytochemisiry 44, 121 (1997).

41.- Mufioz, D.M., De la Torre, M.C., Rodriguez, B., Simmonds, M.S.J. and Blaney W.M.
Phytochemistry 44, 593 (1997).

42, Rodriguez, B., De la Torre, M.C., Jimeno, M.L., Bruno, M., Vasallo, N., Bondi, M.L..,
Piozzi, E. and Servettaz, Q. J. Nat. Prod. 60, 348 (1997).

43. Ohno, A., Kizu, H. and Tomimort, T. Chem. Pharm. Bull. 45, 1097 (1997).

44. Cole, M.D., Bridge, P.D., Dellar, J.E., Fellows, LE., Cornish, M.C. and Anderson, J.C.
Phytochemistry 30, 1125 (1991).

45. Esquivel, B., Rodriguez-Hahn, L. and Simmonds, M. Actividad Insecticda de Diterpenos
Clerod4nicos Aislados de Salvias Mexicanas, ler. Simposium "La Quimica en la UN.AM."Y,

pp. 140-150, Instituto de Quimica y Facultad de Quinmca, México, 1992.

46. Barton, D.H.R., Cheung, H.T., Cross, A.D., Jackman, L.M. and Martin-Smith, M. J.
Chem. Soc. 5061 (1961).

47, Jones, R.H., Angell, C.L., lto, T. and Smith, R.J.D. Can. J. Chem. 37, 2007 (1959).

48. Castells, T. y Camps, F. Tablas para Ja Elucidacién Estructural de Compuestos Orgdnicos por
Meétodos Espectroscdpicos. 2a. edicién, Alhambra; Espafia, 1985.

49, Esquivel, B., Herndndez, LM., Cérdenas, J., Ramamoorthy, T.F. and Rodriguez-Hahn, L.
Phytochemistry 28, 261 (1989).

50. Silversiein, R.M. Spectrometric Identification of Orgamc Compounds. 5th. edwion, John
Wiley and Sons, Inc.; Singapore, 1991.

5] Ata-ur-Rahman, One and Two Dimensional N.M R Spectroscopy. Elsevier Science
Publishers B.V., pdg. 409, Nctherlands, 1989,

S



52. Manabe,S. and Nishino, Ch. Tewrahedron 42,3461 (1986},

53. Zhang, Y., Guo, Y., Onda, M., Hashimoto, K., Ikeya, Y., Okada, M. and Maruno, M.
Phytochemistry 38, 511 (1994).

54. Joshi, B.S. and Gawad, D.H. Proc. Indian Acad. Sci. 86A, 41 (1977).
55. Saver, Hiinsel, Plawa Med. 15, 443 (1967).

56. Carbon-13 NMR of Flavonoids 1989. In P.K. Agrawal (Editor). Studies in Organic Chemistry
39. Elsevier Sciene Publishers B.V. 1989, Netherlands.

37. 8ill, W.C., Kahn, M. and Mitra, A. J. Org. Chem. 43, 2923 (1978).

58. Harborne, J.B. Comparative Biochemistry of the Flavonoids. Academic Press London and
New York, 1967.

59. Shou-liang, Ch., Gilbert, M.G., Xi-wen, L., Hedge, 1.C., Zhi-yun, Z., An-ming, L. and
D'Arcy, W. (1994). In W. Zheng-yi and P.H. Raven (Editors). Flora ol China 17, Verbenaceae
through Solanaceae. Science Press (Beijing), Missouri Botanical Garden (St. Louis).

60. Kimura, Y., Kubo, M., Tani, T., Arichi, S., Ohminami, H. and Okuda, H. Chem Pharm.
Bull. 29, 2308 (1981).

61. Phytochemical Dictionary. A Handbook of Biocactive Compounds from Plants. In 1B.
Harbome and 1. Baxter (Editors), Taylor & Francis 1993, London-Washington, D.C.





