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INTRODUCCION

El interés de encontrar productos biodegradables que tengan una actividad biolégica
definida, como por ejemplo: actividad bactericida, fungicida, antiviral, antitumoral o
pesticida, ha sido la fucrza impulsora cn ¢l estudio de los metabolitos secundarios presentes
en plantas, hongos y organismos marinos. De esta manera, el conocimiento de estos
metabdlitos, su actividad y las relaciones quimiotaxonémicas que llegan a presentar

resultan itiles en la bisqueda de nuevas fuentes de productos potencialmente importantes,

tanto desde el punto de vista econémico como desde el punto de vista cientifico.’

La familia Labiatae comprende alrededor de 4000 especies que se encuentran agrupadas en
aproximadamente 220 géneros; es de las familias con un mayor numero de especies,
algunas de las cuales son de gran importancia econémica debido al contenido de aceites

esenciales que presentan.’? Los cstudios de composicién quimica realizados han mostrado

que estos i iales consi principal de las de monoterpenos y

sesquiterpenos volitiles. Algunos ejemplos de plantas de esta familia que son importantes

iales son: la (Mentha), salvia

cecondmicamente por el contenido de sus aceites
(Satvia), tomillo (ZThymus), oregano (Origanum), romero (Rosmarinus), balsamo de limén
{(Melissa), entre otros.

Algunas otras especics de csta familia son importantes desde ¢l punto de vista de la
medicina y la farmacologia, pues desde tiempos ancestrales han sido utilizadas como parte

de la medicina tradicional de algunos pueblos; csta otra singular caractcristica de las



especies de esta familia de plantas se relaciona a su vez con ¢l contenido de compuestos
diterpénicos que se encuentra en la planta. Algunos ejemplos son: Rabdosia sp. (derivados
de ent-kaurano), Coleus forskohlii (diterpenos labdanicos) y Salvia miltiorrhiza (Danshen)
(diterpenos abietanicos).?

El géncro Salvia pentenecc a la familia Labiatae y comprende cerca de 900 cspecics
distribuidas alrededor del mundo en zonas semiaridas, subtropicales y tropicales,* siendo
asi uno de los géneros con mayor diversidad dentro de esta familia. Para su estudio el
género Salvia fue dividido por Bentham en cuatro subgéneros de acuerdo con sus
caracteristicas morfolégicas y su distribuciéon geogrifica, estos subgéneros son: Salvia,
Sclarea, Leonia y Calosphace. Las salvias curopeas y asidticas se agrupan en los
subgéneros Salvia y Sclarea, las salvias de norteamérica en el subgénero Leonia y las

Salvias de México, Centro y Sudamérica dentro del subgénero Calosphace que comprende

aproximadamente mas de 500 especies que fueron or; izadas en aproximad 105
secciones por Epling.?

Por otra parte, el contenido de compuestos diterpénicos en las especies del género Salvia se
encuentra relacionado estrechamente con la distribucién geografica y la clasificacién
botanica.? Los diterpenos aislados de las porciones aéreas y de las raices de salvias europeas
y asidticas poseen una estructura dec abietano, en donde el anillo C de la estructura se
encuentra como anillo aromitico u oxidado a quinona, mientras que los anillos A y B se
han encontrado con distintos grados de oxidacién. En cambio, muchas de las especies
americanas del género Salvia, clasificadas en ¢l subgénero Calosphace, estudiadas hasta el
momento contienen diterpenos con esqueleto de clerodano (neo-clerodano) con una gran

variacién entre los patrones de oxidacién y los arreglos estructurales en el esqueleto de



itomos de carbono. Es importante sefialar que alin cuando la mayor parte de los diterpenos
aislados de las partes aéreas de las Salvias del subgénero Calosphace tienen esqucletos
clerodanicos, se han reportado diterpenos con esqueletos abietanicos que se aislaron de

ejemplares pertenccientes a las secciones Erythrostachys y Tomentellae.?

Por ultimo, se debe mencionar que Salvia occidentalis se clasifica en el subgénero

Calosphace, scccién Microsphace Benth., junto con otras 5 especies: S. misella, S. riparia,

S. S. tha 'y S. p doprivoides. Ademas, se encuentra distribuida desde la

peninsula de Florida hasta Bolivia.® En Yucatan se conoce con el nombre comiin (en lengua

maya) de K’ ak-nep.®




ANTECEDENTES

En los organismos vivos los compuestos quimicos se sintetizan y degradan por medio de
reacciones quimicas controladas cnzimiticamente. Este proceso se conoce globalmente
como metabolismo y comprende al catabolismo (la degradacién) y al anabolismo (la
sintesis). Todos los organismos posecn rutas metabdlicas similares mediante las cuales
sintetizan y utilizan especies quimicas esenciales: azucares, aminoacidos, 4cidos grasos
comunes, nucledtidos y los polimeros derivados de estos —polisacaridos, proteinas, lipidos,
ARN, ADN, etc. A estas rutas metabélicas se les conoce de manera conjunta como
metabolismo primario y a los compuestos implicados en ellas se les llama metabolitos
primarios. Sin embargo, muchos otros organismos utilizan altermativamente otras vias
metabélicas mediante las cuales producen compuestos quc parecieran no tener utilidad y
que son conocidos como metabolitos secundarios’ (término introducido por Czapék®),
mientras que las rutas metabdlicas a través de las cuales se sintetizan se conocen
globalmente como metabolismo secundario. Aunque es dificil asignarles una funcién unica,
una caracteristica comiin a la gran mayoria de ellos es que deben su origen a continuas
condiciones de estrés a las que se encuentra expuesto el organismo que los biosintetiza.

Usualmente los metabolitos secundarios son llamados también productos naturales, este
término se reserva cominmente para aquellos compuestos organicos de origen natural que
son propios de un organismo o de un reducido nimero de organismos estrcchamente

relacionados y que en muchos casos no parecen scr escnciales para la planta, insecto u

organismo que los produce.’



En la antigiiedad las plantas fueron las fuentes naturales mas utilizadas principalmente con
fines medicinales, de esto dan testimonio los cédices indigenas y otros documentos escritos
en los cuales se da a conoccr €l acervo cultural prehispanico de México y en donde abundan
referencias a los nombres, usos y propiedades de las plantas que utilizaban.”

Dec esta manera, no cs extraiio que cn la actualidad las plantas scan también fuentes
naturales importantes en la obtencion de principios activos (productos naturales).

Los terpenos son metabolitos sccundarios que han sido aislados como principios activos de
un gran numero de plantas, entre las que se encuentran especies de la familia Labiatae; de
hecho, 1a mayoria de los mas de 29000 terpenos caracterizados (hasta 1998) son producidos
por plantas. 10

En las plantas, ademas de intervenir en muchos procesos celulares basicos como el
mantenimiento de la fluidez de la membrana, por parte de los esteroles o en el transporte de
electrones, como en ¢l caso de la ubiquinona, menaquinona y plastoquinona; los terpenos
son sintetizados por las plantas con propédsitos muy especificos como la elaboracién de

toxinas defensivas (fitoalexinas sesquiterpénicas y diterpénicas), sefiales defensivas

volitiles (monoterpenos y sesquiterpenos), agentes polinizadores (monoterpenos) y
compuestos fotoprotectores (c:n‘ou:noidt:s).m

Todos estos compuestos tienen una caracteristica estructural en comiin, contienen un
namero entero de unidades de cinco carbonos (Cs) como el mentol y el geraniol (Figura 1).
Dc esta manera, se propone que los terpenos son generados a partir de unidades basicas de

isopreno (2-metil-1,3 butadicno), por lo quec la condensacién sucesiva dc unidades de

isopreno, mediante arreglos consecutivos cabeza-cola, produciria compuestos de férmula



(Cs)a. A esta suposicién se le conoce como la regla del isopreno, de aqui que a estos

compuestos se les llame también isoprenoides.”

oH
coleczn
oH =

mentol geraniol isopreno

Figura 1. mentol, geraniol, isopreno.

Sin embargo, algunos compuestos no cumplen adecuadamente con esta regla, por lo que
para explicar su biogénesis ha sido necesario pensar en términos de una regla biogenética
del isopreno, que fue postulada por Ruzicka en 1953. Esta regla establece que los terpenos
se construyen a partir de unidades de Cs, como ¢l isopreno, pero la estructura formada
inicialmente puede ser modificada enzimiticamente de varias maneras para generar los
nuevos tipos de esqueletos. Estas dos reglas son estrictamente empiricas, pero han sido de

una inmensa utilidad en el establecimiento del origen biogenético de estos metabolitos.

éti te producidos a partir

Aunque es til 1a suposicion de que los terpenos son bic
de unidades de isopreno, es necesario también conocer cuales son los precursores reales en
la biosintesis de los terpenos; durantc bastante tiempo se asumio que estos precursores eran
aldchidos y dcidos de cinco dtomos de carbono. Sin embargo, el primer gran avance para
revelar su identidad llego con el descubrimiento del acido mevalénico como precursor de

unidades de Cs (Figura 2). La molécula de dcido mevalénico posee un centro quiral en C-2,
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pero solo el enantiémero R es utilizado en la biosintesis de los compuestos terpénicos. La
ruta metabdlica de obtencién de las unidades de cinco adtomos de carbono (Cs) a partir de
acido mevaldnico, ademas de ser una ruta comtin a todos Jlos organismos,7 constituye el
primer paso en la biosintesis de terpenos y esteroides.

Como resultado de esta ruta metabdlica se obtienen el isopentenilpirofosfato (IPP) y su

isémero el dimetilalilpirofosfato (DMAPP), considerados los precursores bioldgicos

fundamentales de todos los terpenos.'® (Figura 2).

H

orrp H,c\])\/ OFF

CH3

Acido mevalénico PP DMAPP

Figura 2. Acido mevalénico, IPP y DMAPP

Estas unidades de cinco dtomos de carbono pueden incorporarse casi en cualquier nimero
para producir la gran diversidad de arreglos terpénicos que se encuentran en la naturaleza.

Como son los monoterpenos, moléculas con diez atomos de carbono, los sesquiterpenos,
con quince dtomos de carbono, los diterpenos, con veinte itomos de carbono, los

sesterterpenos con veinticinco atomos de carbono y los triterpenos, con treinta dtomos de

carbono, entre otros. (Figura 3).
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Figura 3. Principales arreglos terpénicos
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En el caso particular de los diterpenos, la regla biogenética del isopreno propone la
racionalizacién de sus estructuras en términos de la ciclizacidn inicial del GGPP, obtenido a
partir de la incorporacién de unidades de DMAPP e IPP. El proceso de ciclizacién procede
usualmente mediante un mecanismo concertado de adiciéon antiparalela. El! ataque de una
especie electrofilica, como el H*, sobre el enlace olefinico entre C-14 y C-15 en el GGPP,
puede accionar un proceso de ciclizacion para dar lugar al catién tipo labdano, que es un

sistema biciclico de gran importancia, pues tiene un papel central en la biosintesis de los

diterpenos hallados principalmente en plantas del género Salvia, como los abietanos y los

clerodancs.® (Figuras 4 y 5).

oPrp

GGPP Catién labdano

Figura 4. Ciclizacion del GGPP para producir ¢l catién labdano.
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orp l

catién tipo labdano Labd: , cler
. quetafananos y otras
PO

labdé
tr

Py

OPP

copalilpirofosfato

l

Pimaranos, rosanos,
abietanos, casanos y

tr p
y abictanicas

pimaradieno

Figura 5. Relaciones biogenéticas entre algunos diterpenos

TESIS CCON
FALLA DE ORIGEN

10



En el GGPP son posibles dos modos de ciclizacién, que dan lugar a dos tipes de
configuraciones en Ja unién dc los anillos A y B del sistema biciclico (decalina), la
configuracion 5a-10B, que es la mas comtun, y la configuracion 58-10a. Esto provoca que a
diferencia de los triterpenos y los esteroides, los diterpenos que sc encuentran en la

naturaleza pucdan presentar a dos compuestos con estercoquimica totalmente opues!a.7

(Figura 6).

configuracién S 10p configuracién 5810a
Figura 6. Los dos tipos de configuraciones obtenidas como resultado de la ciclizacién del

GGPP.

El estudio fitoquimico de muchas de las especies del género Salvia ha mostrado que poseen
un importante contenido de diterpenos abietinicos, clerodanicos y pimaranicos,
dependiendo principalmente del subgénero al que pertenecen. De esta manera las especies
de los subgéneros Salvia y Sclarea se caracterizan generalmente por tener diterpenos
abietanicos, mientras que el subgénero Calosphace se caracteriza primordialmente por la
presencia de diterpenos clerodanicos.'’

Un caso especial es el de Salvia sclarea, perteneciente al subgéncro Sclarea (Labiatae, scc.

Acthiophis), pues de sus hojas se aislé un diterpeno labdanico, el esclareol.'': 2 (Figura 7).

Los labdanos constituyen un grupo muy extenso de diterpenos, se encuentran ampliamente

11




distribuidos en las plantas y sc derivan directamente del catién labdano, de esta manera
todos los labdanos conocidos tienen la configuracién anti (o trans) biogenéticamente
esperada en la unién de los anillos A y B de la decalina, en donde ¢l hidrégeno del C-5 y el
grupo mectilo del C-10 se encuentran en posicién anti-periplanar. Se conocen tanto
labdanos con estereoquimica absoluta "normal”, en donde la unién de los anilllos A y B
tiene la configuracién Sa-10p (estercoquimica absoluta caracteristica de los esteroides), y

labdanos con estereoquimica totalmente opuesta, donde la unién de los anillos A y B tienc

la configuracion 5B-10a.

Esclareol

Figura 7. Esclareol, diterpeno labdanico aislado de las hojas Salvia sclarea.

En el subgénero Calosphace, se¢ clasifican las salvias americanas de México, Centro y

Sudamérica. Su estudio ha revelado que mas del 80% de los diterpenos de este subgénero
tienen estructura de neo-clerodano o estructuras biogenéticamente relacionadas con
precursores clerodanicos.? Su nombre y su estereoquimica se derivan de la (-)-clerodina,
principio activo de Clerodendron infortunatum.'* Mientras que ¢l sistema de numeracién

aceptado para el esqueleto de neo-clerodano® es ¢l que se mucstra en la figura 8.




\of:zé“

neo-clerodano

(-)clerodina

Figura 8. (-)Clerodina y esqueleto de neo-clerodano.

El término neo-clerodano se propuso en el ailo de 1978, cuando se establecié que la
estereoquimica de la (-)clerodina era la opuesta a la que se suponia hasta ese aflo; de esta
manera, un grupo de investigadores propuso que aquellos compuestos que tuvieran la
estereoquimica, ya corregida, de la clerodina se llamaran neo-clerodanos, mientras que
llamaran ent-neo-

aquellos compuestos que tuvieran la estereoquimica opuesta se

clerodanos.'* En algunas ocasiones el término neo-clerodano es remplazado por €l término
enr-clerodano, principalmente por razones biogenéticas.?

La estructura general de los neo-clerodanos se considera biogenéticamente derivada del
esqueleto de enr-labdano (el prefijo ent indica que es el enantiémero de esterecoquimica
absoluta opuesta al labdano), a través de una transposicién concertada que involucra

migraciones secuenciales 1-2 de hidruros y grupos metilo. (Figura 9).




orp OoPP

ore
OPP

catién ent-labdano catién clerodano

Figura 9. Transposicién del ent-labdano a clerodano.

Estructuralmente la mayoria de los clerodanos conocidos tienen la configuracién anti (o
trans) en la unién de los anillos A y B del sistema biciclico de la decalina, esta
configuracion indica las posiciones entre el grupo metilo en C-5 y ¢l hidrégeno H-10; como
cjemplo se tiene al acido melisodérico, aislado de Salvia melissodora.'® (Figura 10). Sin

clerodanicos cis, como la linearolactona,'®

embargo, también se conocen comp >
aislada de Salvia lineata.
Otra caracteristica estructural de un buen mimero de clerodanos es que presentan

heterociclos oxigenados, lo cual sc¢ ha relacionado con la actividad antialimentaria contra

insectos.'”




: OH
COOH
dcido melisodérico linearolactona

Figura 10. Acido melisodérico (aislado de S. melissodora) y Linearolactona (aislada de S.
linata).

El estudio fitoquimico de salvias mexicanas ha permitido conocer la presencia de
diterpenos clerodanicos con arreglos estructurales muy particulares, los esqueletos
carbonados de estos diterpenos se consideran transposiciones de la estructura general del
esqueleto de neo-clerodano. De esta manera, de Salvia fulgens (seccién Fulgentes), se aislé
un diterpeno con anillo de salvigenano, la salvigendlida'® (Figura 11), asi mismo de Salvia
puberula (secc. Holwaya, relacionada botanicamente con la seccién Fulgentes), se aislaron
Ia salvipuberulina,' diterpeno con estructura de benzonorcaradieno cuyo esqueleto base se
conoce como salvipuberulano y la isosalvipuberulina,' diterpeno con estructura de
benzocicloheptatrieno cuyo esqueleto se nombré como isosalvipuberulano. (Figura 12).

La relacién botanica entre las secciones Fulgentes y Holwaya sugiere que la salvigenélida

pudiera ser un posible precursor de la salvipuberulina.*'®

15



. salvigenano

Y

o OAc

salvigenélida

l;‘ig'ura“l 1: Séivigéﬁanb. diterpeno clerodénico aislado de Salvia fillgens.

3 Tz
19

sﬁlvipuberulano

20

9

isosalvipuberulano

isosalvipuberulina
Figura 12. Diterpenos aislados de Salvia puberula.

Otro esqueleto de origen clerodiinico es cl que prescnta Ia languidulina,®*® aislada de Sa/via
languidula (seccién Angulatac, subsecc. Glumacea), cuyo esquelcto se conoce como
languidulano; de esta misma planta sc  aislaron

otros
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salvilanguidulinas A-D que poseian el mismo esqueleto base, nombrade como

salvilanguidulano.?' (Figura 13).

erthy
languidulina
(2]
AL\ o

o

47 o

oA
e . o
salvilanguidulano salvilanguidulina A
Figura 13. Diterpenos aislados de S. languidula.
Dec dos especies mas de la seccién Angulatae pero de la sub i6n Tiliaefoliae se han

aistado dos diterpenos con esqueletos de origen clerodanico; de Salvia tiliaefolia se aislé la
tilifodiélida,*® un diterpeno tetralinico, cuyo esqucleto basc sc nombré como tilifolano;
mientras que de Salvia rhyacophyla sc aislé la riacofilina,”® un 5,6 seco-clerodano cuyo

esqueleto base se nombré como riacofano. (Figura 14).
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tilifolano tilifodislida

riacofilina

riacofano

Figura 14. Diterpenos aislados de Salvia rhyacophyla y de Salvia tiliaefolia.

Otro tipo de diterpenos hallados en el género Salvia son los diterpenos pimaranicos. Esta
clase de diterpenos se deriva biogenéticamente del catién pimarano, que se obtiene a su vez
del cation labdano a través de la ciclizacién de un intermediario 1lamado copalilpirofosfato.
(Figura 15).

El proceso de ciclizacién del copalilpirofosfato procede a través de la ionizacidon que se

presenta en cl dtomo de carbono unido a la funcién pirofosfato (C-15) y a la participacion
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de un desplazamiento alilico para generar una especie triciclica que ademas posee un nuevo
centro asimétrico, en C-13, lo cual nos da en realidad la posibilidad de tener dos tipos

estereoquimicamente diferentes de pimaranos, de hecho en la naturaleza se encuentran

ambos tipos de compuestos epiméricos.

o

catién pimarano

catién labdano copalilpirofosfato

Figura 15. Biogénesis del catién pimarano.

Estructuralmente los pimaranos son diterpenos triciclicos, 1a mayor parte de ellos poseen la
estereoquimica normal del tipo de los esteroides (configuracién Sa10B en la unién AB del
anillo, el dtomo de hidrégeno H-9 en posicién @ y los atomos de carbono C-18 yC-19en a
y B respectivamente).

Otra caracteristica estructural de los pimaranos es la presencia de una funcién oxigenada o

bien la presencia de un enlace olefinico terminal sobre el C-8, lo cual es consistente con la

biogénesis a partir del catién pimarano.
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acido 7a-hidroxisandaracopimirico

acido 7,15-sandaracopimaradiénico

Figura 16. Diterpenos pimarinicos hallados en especies del género Salvia.

El primer caso conocido de la presencia diterpenos pimaranicos en el género Salvia se dié
cuando se aislé el acido sandaracopimaérico de Salvia fulgens (seccién Fulgentes, subg.
Calosphace).”® Ademas se han encontrado otros diterpenos pimaranicos en S. microphylia,
24,25

entre los que se encuentra el acido 7a-hidroxisandaracopimarico Y en S. greggii (secc.

Flocculosae, subg. Calosphace), como cl icido isopimarico.2®(Figura 16).

Los abietanos son otro tipo de diterpenos que se ran en especies del género Salvia,
principalmente en especics europeas y asiiticas en los subgéneros Salvia y Leonia. Los
abictanos se consideran biogenéticamente derivados del catién pimarano y de los diterpenos
pimaranicos; estructuralmente son diterpenos triciclicos que poseen gran varicdad en cuanto
a la presencia de grupos funcionales en su esquelcto base, debido a que se presentan con

diferentes grados de oxidacién. En el caso panticular del anillo C se ha observado que casi
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siempre esta oxidado y se presenta como anillo aromatico (como en el galdosol) o como
quinona, como en la 7a-hidroxiroyleanona, ambos compuestos han sido aislados de las
partes aéreas de varias especies de salvias europcas, asiaticas y americanas.'*? (Figura 17).

La relacién biogenética entre los diterpenos pimaranicos y los diterpenos abietanicos se

muestra en la figura 18.

OH

L]

“on

galdosol 7a-hidroxiroyleanona

Figura 17. Abietanos hallados cominmente en salvias curopeas y asiaticas.

Los estudios fitoquimicos realizados en especies americanas de Salvia (subgénero
Calosphace) agrupadas en las secciones Erythrostachys y Tomentellae, han mostrado que la
composicién quimica de estas especies es similar a la de las salvias cumpeaé Yy asiaticas;
pues se han encontrado diterpenos abictanicos como la 7a-acetoxiroylcanona, aislada de
Salvia pubescens 27 y la conacytona,?® aislada por primera vez de Salvia ballotaeflora,

perteneciente a la seccién Tomentellae (Salvia, subg. Calosphace, Labiatae).

TESIS COH
FALLA DE ORIGEN
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catién pimarano

catién abictano

Figura 18. Biogénesis de los diterpenos abieténicos.

En estas mismas especies americanas se han hallado diterpenos abietanicos como los
icetexanos; un icetexano se considera un abietano transpuesto, el primer diterpeno

icetexanico reportado fue la icetexona®’ y se aislé de las partes aéreas de Salvia
ballotaeflora (Figura 19).

Por ultimo, es necesario mencionar que ademas de los compuestos diterpénicos, es comun
encontrar otros componentes fitoquimicos en salvias mexicanas como los compuestos
triterpénicos: &cido ursélico, acido oleandlico y acido betulinico, esteroles (como el B-

sitosterol) y flavonoides: flavonas, flavanonas, flavonoles, etc, como la naringenina.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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conacytona

7a-acetoxiroyleanona

Figu

[+ ]

icetexona.

ra 19. Diterpenos abietdnicos hallados en Salvias mexicanas.
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PARTE EXPERIMENTAL

El aislamiento y la purificaciéon de los metabolitos se llevé a cabo mediante diversas
técnicas cromatogrificas, como la cromatografia en columna al vacio, la cromatografia
“relampago”™ en columna Yy la cromatografia en capa fina. Como fase estacionaria se
utilizaron diferentes tipos de silica gel, dependicndo de la técnica utilizada. De esta manera,
se utilizé silical-gel GF2s4a Merck para la cromatografia en columna al vacio, silica-gel 60
(malla 230:400) para la cromatografia “relampago’ en columna y silica-gel 60 Fas4 (espesor
0.25mm) en las placas preparativas. El monitoreo de estos procesos se realizé6 mediante
placas cromatograficas de aluminio Merck con silica-gel 60 Fase. Utilizando como
revelador soluciéon de sulfato cérico (Ce2(SOa4)3) al 1% en acido sulfitrico (H2SOy4) 2N.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y son valores no
corregidos.

Los espectros de IR se determinaron en pastilla de bromuro de potasio o en disolucién de
cloroformo en un espectrofotémetro Nicolet FT-IR 750.

Los cspectros de masas se obtuvieron en un espectrémetro de resolucién media JMS-
SX505a Jeol por la técnica de impacto electrénico, y en un espectrémetro de alta resolucién
JMS-102a Jeol, por la técnica FAB™.

Los espectros de RMN de 'H y RMN de '*C sc obtuvieron en espectrémetros Varian Unity
de 500 y 300 MHz en CDCl;3. Los desplazamientos quimicos se reportan cn ppm y las
constantes de acoplamiento en Hz. Las técnicas de resonancia magnética que se utilizaron
fueron las siguientes: COSY para la correlacién entre sistemas de protones e identificacion

dc sistemas de acoplamiento, NOESY para determinar las interacciones a través del espacio
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entre sistemas de protones, DEPT para la asignacién del nimero de protones unidos a cada
atomo de carbono, HSQC para asociar cada sefial de protén a su respectiva seflal de
carbono y HMQC para observar la correlacién entre las seiiales de proton y las seitales de

carbono que se acoplan a través de dos y tres enlaces de distancia.

La planta que se trabajé fuec un ejemplar de Salvia occidentalis (col: 12, folio: 967715) que
fue colectado a la salida de Santa Anita, Camino a San Sebastian en el Estado de Jalisco por
el Dr. Bernardo Frontana y el M. en C. Dagoberto Alavéz e identificado por la Biél. Irene
Diaz, del Herbario del Instituto de Biologia de 1a UNAM. Salvia occidentalis es una planta
herbacea de unos 60 a 70 cm de altura de flores bilabiadas de color morado o azul. Se
encuentra distribuida desde la peninsula de Florida hasta Bolivia. Taxonémicamente

bgé o Cal h. . seccién Microsphace

P

pertenece al género Salvia y se clasifica en el

Benth., junto con otras § especies: S. misella, S. riparia, S. setosa, S. monantha y S.
pseudoprivoides.®

Se molieron 893 gramos dec planta seca que posterionmente se extrajeron con acetona
durante cinco dias, posteriormente el disolvente se evaporé a presién reducida, quedando

un extracto que se sometié a un proceso de separacién mediante extraccién liquido-liquido

t l-agua 3:1. Como resultado de esta

utilizando los si hexano-b > 1:1y
separacién se obtuvicron una fase polar y una fase no polar, siendo de interés solo la fase
polar (fase metanol-agua 3:1).

Asi, la fase polar sc destild a presion reducida para eliminar el metanol y realizar
postcriormente cxtracciones sucesivas con acetato de ctilo. Esta fase se seco sobre sulfato
de sodio anhidro, sc filtré y se evaporé. El peso del extracto fue de 4.4 gramos. Este

extracto se separé mediante cromatografia en columna al vacio (CCV) con el objeto de
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obtener mezclas menos complejas. La columna se eluyé con mezclas de hexano-acetato de
etilo y acetato de etilo-metanol en un orden de polaridad creciente. Todo cl proceso se
monitored usando cromatografia en capa fina (CCF). Las fracciones obtenidas se reunieron
en doce grupos de extractos (I-XII) de acuerdo con el patrén observado en la CCF. El orden

de polaridad se muestra en la tabla 1.

GRUPO POLARIDAD
Hexano/AcOEt
1 100:0, 95:5
1 95:5, 90:10
11 90:10
v 80:20
Vv 80:20, 65:35
Vi 35:65, 50:50
vhu 50:50, 30:70
v 30:70
IX 30:70, 10:90
X 10:90, 0:100
AcOEtY/MecOH
X1 95:5, 90:10
X1 75:25

Tabla 1. Orden de polaridades de los grupos de fracciones.

De las fracciones eluidas con acetato de etilo hexano 20:80 y acetato de ctilo-hexano 35:65
(grupo V); se obtuvo un sélido blanco amorfo que funde entre 270-272°C, que se identificéd
como la mczcla de los acidos ursélico y oleandlico (C3ocHssO3) por comparacién en CCF
con una muestra conocida de la mezcla y por espectrometria de masas.

IR: 3427 cm™, 2939 em!, 2871.5 cm™!, 1695 cm™, 1459 cm™', 1384 cm™".

Esp ria de : m/z (abundancia relativa): M+ 456 (5.3), 248 (100), 207 (19.4),

203 (42.5), 133 (15.93), 119 (9.37).
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El grupo VI de fracciones (eluido con las mezclas acetato de etilo-hexano 35:65 y 50:50),
se scpard mediante una cromatografia en columna relampago; de las fracciones eluidas con
acetato de etilo-hexano 30:70 se aislé un producto amarillo con punto de fusién de 238-
240°C, que se identificé como (-)5,7,4”-trihidroxiflavanona, conocida también como
(-)naringenina, I, sus caracteristicas espectroscépicas se muestran a continuacion.

IR: Arriba de 3000 cm™ banda ancha, 2925 cm™, 2852 cm™', 1633 cm™, 1602.5 cm™, 1251

cm™,

Espectr ia de : Por la técnica de 1E, m/z (abundancia relativa): M™ 272 (100),
271 (50.62), 179 (13.12), 153 (57.18), 120 (30), 91 (7.18), 69 (2.81), 65 (3.75).

RMN-"H: (300MHz, CDCl;) & (ppm) ( J, multiplicidad, J, asignacién): 12.07 (1H, s, OH),
10.04 (1H, s, OH), 8.95 (1H, s, OH), 7.27 y 6.88 (4H, sistema AA’BB’, 6.6 Hz y 2.1 Hz,
H-2'y H-6", H-3" y H-5"), 5.99 y 5.98 (2H, sistema AB, 2.4 Hz, H-6 y H-8), 5.30 (1H, dd,
13.2 Hz, 3Hz, H-3), 3.07 (1H, dd, 17.1 Hz, 13.2 Hz, H-3 ax), 2.72 (1H, dd, 17.1 Hz, 3 Hz,
H-3 ec.)

RMN-"3C: (50 MHz, CDCl;) & (ppm) (asignacién): 195.75 ppm (C-4), 166.92 (C-7),
164.09 ppm (C-5), 163.10 ppm (C-9), 157.81 ppm (C-4"), 129.04 ppm (C-1), 127.72 ppm
(C-2", C-6"), 115.68 ppm (C-3",C5"), 102.32 (C-10), 96.57 ppm (C-6), 95.55 ppm (C-8),
78.94 ppm (C-2), 43.01 ppm (C-3).

Rotaci6n éptica: [a]p?® = -103.125°.
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De este mismo grupo de fracciones (grupo VI) y después de una separacién cromatografica
que incluyd unnyéromatograﬁa en columna relampago, una cromatografia en columna al
vacio (fracciones eluidas con acetato de ctilo-hexano 30:70) y una cromatografia en capa
fina, sc aislaron aproximadamente 10 mg de un compuesto diterpénico (Il). Las
caracteristicas espectroscéopicas de este compuesto son:

IR (KBr pastilla): 3143 cm’', 3030-3080 cm™', 2924 cm™', 1762 ecm™, 1224cm™, 1185 cm™,
873 cm™, 742 cm™.

Espectrometria de Por la técnica de 1E, m/z (abundancia relativa): M* 340 (100),

325 (6.9), 312 (7.5), 295 ( 8.9), 191 (15), 189 (17.5), 162 (13.1), 145 (10), 129 (8.75), 105
(17.5), 95 (28.125), 91 (33.75), 79 (12.5), 77 (12.5), 44 (8.1), 39 (7.8), 29 (2.5), 28 (8.1).
Por la técnica FAB se obticne M"+1: 341.1400 m/z como valor observado con respecto al
valor estimado M*+1: 341.1389 m/z para un C20H210s.

RMN-'H: (500 MHz, CDCl). & (ppm) (J. multiplicidad, J, asignacién): 7.58 (1H,
multiplete, H-16), 7.45 (1H, t, 1.5 Hz, H-15), 6.23 (1H, dd, 1.5 Hz, 0.5 Hz, H-14), 5.93
(1H, ddt, 10.5, 6.0, 2.5 Hz, H-2), 5.69 (1H, danche. 10.5 Hz, H-3), 5.68 (1H, singulete, H-
12), 4.21 (1H, t, 8.5 Hz, H-19 pro R), 4.05 (1H, dd, 11.0, 8.5 Hz, H-19 pro S), 3.14 (1H,
multiplete, H-4), 2.75 (1H, dt, 11.0, 8.5 Hz, H-5), 2.47 (1H, ddacho, 19.0, 6.5 Hz, H-7b),
2.25 (1H, multiplete, H-7a), 2.10 (1H, dc, 18.0, 2.5 Hz, H-1b), 2.01 (1H, Cancno, 7.5 Hz, H-
9), 1.92 (1H, ddancho, 18.0, 6.0 Hz, H-1a), 1.85 (1H, dduncho, 14.5, 6.5 Hz, H-6b), 1.6 (1H,

ddd, 14.5, 12.0, 6.5 Hz, H-6a), 0.74 (3H, d, 7.5 Hz, H-20).
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RMN-’C: (75 MHz, CDCl3). § (ppm) (DEPT, asignacidn): 175. 79 (C C-IS), 172 13 (C,

C-17), 163.92 (C, c-n), '144.51 (CH, C-15), 141.37 (CH, C-I6), 127 81 C H c-z), 126.24
; ‘_(Clv-_l‘, _(:_712), 67.92

27°(C; C-10), 31.23
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DISCUSION

De las fracciones eluidas con acetato de etilo-hexano 80:20 y 65:35 se aislé una mezcla de
productos identificada como la mezcla dec los acidos ursélico y oleandlico. En el espectro
de IR se observan las bandas correspondientes: a OH arriba de 3000 cm™' (3427 cm™), a C-
H saturado a 2839 cm’’, 2871.5 cm’!, 1459 cm™, 1384 cm™' y a C=0 de acido carboxilico a
1695 cm™'; en el espectro de masas se obtiene el ion molecular M™ = 456 m/z.

De las fracciones eluidas con acetato de etilo-hexano 35:65, 50:50 (grupo VI de fracciones)
y mediante posteriores procesos cromatogrificos de separacién, se aislé un producto
amarillo con punto de fusién de 238-240°C y rotacién Optica (a]p?® = -103.125° que se

identificé como 1.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

En el espectro de IR de este compuesto obtenido en pastilla de KBr, s¢ observan las
siguientes sciiales caracteristicas: Arriba de 3000 cm™ una sefial ancha que se asigna para
OH, en 2925 cm™' y 2852 ecm™! que se asignan a CH saturado (CHbz), en 1633 cm’! s¢ asigna

al C=O de la y-pirona y a 1602.5 cm™ asignada al enlace doble C=C de anillo aromaitico.
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En el espectro de masas obtenido por impacto electrénico se obtiene un ion molecular M* a
272 m/z., que corresponde a una férmula CisH20s. (Espectro 2).

En el espectro de RMN-'H (Espectro 3) las sciales a 7.27 y 6.88 ppm se identifican como
un sistema de acoplamiento AA’BB’, y se asignan a los protones H-2°, H-6' y H-3°, H-S’
respectivamente; el sistema csta constituido por un par de seiiales simétricas, donde cada
una dec ellas integra para dos hidrégenos y corresponde a la sustitucién aromitica 1-4 del
anillo B. La presencia del grupo hidroxilo sobre el C-4° ¢jerce un efecto de proteccién
sobre los protones H-3" y H-5", lo que explica su desplazamiento quimico a campo alto
(6.88 ppm).

Por otra parte, en 5.99 ppm y en 5.98 ppm se tienen dos seilales doblete que se identifican
como un sistema AB en donde cada una de las sefiales integra para un hidrégeno; la
constante de acoplamiento entre estos protones es de 2.4 Hz, valor caracteristico de una
constante de acoplamiento mera. La seilal a 5.99 ppm se asigna a H-8 mientras que la sefal
a 5.98 ppm se asigna a H-6 en el anillo A. El desplazamiento quimico a campo alto de
ambas sefiales se explica por la proteccién de los atomos de oxigeno en posicion orto; sin
embargo, el mayor efecto de proteccién de los dos grupos OH en posicion orto al protén H-
6 provoca que la sefial de este hidrégeno se encuentre ligeramente a campo mas alto que la
sefial del H-8, que solo esta protegido por un grupo OH y un grupo OR, ambos en posicién
orto.

Se observan ademis tres seilales doble de doble en 5.3, 3.07 y 2.72 ppm respectivamente,
que sc encuentran acopladas cntre si. Este sistema de acoplamiento se conoce como sistema
ABX. La sefial a 5.3 ppm es un doble dc doble (dd) con } = 13.2, 3 Hz que integra para un

hidrégeno. El desplazamiento quimico de la sefial es caracteristico de un protén unido a un
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atomo de carbono que sostienc una funcién oxigenada (basec de oxigeno). Esta sciial se
asigna al H-2.

La sefial a 3.07 ppm es también un doble de doble pero con constantes de acoplamiento de
17.1 y 13.2 Hz, que ademads integra para un hidrégeno, mientras que la sciial a 2.72 ppm,
otro doble de doble, que también integra para un hidrégeno, ticne constantes de
acoplamicnto de 17.1 y 3 Hz. Ambas secilales sc asignan a los protones geminales H-3 y
conformarian la partc AB del sisterna de¢ acoplamiento ABX. El acoplamiento cntre ambas
sefiales implica a una J = 17.1 Hz, valor caracteristico de una constante de acoplamiento
entre dos protones geminales vecinos a un sistema pi.

El acoplamiento entre la seital a 5.3 ppm, asignada al H-2 y la sefial a 3.07 ppm, asignada a

uno de los H-3 (H-3b), implica a la constante dc acoplamiento J = 13.2 Hz, que es

caracteristica de un acoplamiento entre hidrégenos vecinos que se ran entre si con
una conformaciét_'l anti-periplanar (con un angulo diedro de aproximadamente 180°). De
esta manera, se establece que ambos protones se encuentran en posiciones axiales dentro
del anillo C de la estructura L. Del mismo modo ¢l acoplamiento entre el H-2 (5.3 ppm) y la
seftal a 2.72 ppm de H-3a, que implica una constante de acoplamiento de 3 Hz, nos indica

que la conformacidn entre ambos protones es mdas bien cercana a una conformacién syn-

clinal (conformacién gauche, con angulo diedro de aproximad te 60°. Figura 19).
Del anilisis de las constantes de acoplamiento se puede establecer que H-2 se encuentra en
posicién axial mientras que el grupo arilo se encuentra en posicién ecuatorial, lo cuil es

congruente con cstudios estructurales anteriores.?” 3°
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J3a35=17.1Hz J33p=13.2Hz Jy.3.=3Hz

H-2: 5.3 ppm, H-3a: 2.72 ppm, H-3b: 3.07 ppm

Figura 19. Constantes de acoplamiento del sistema ABX de k.

En el espectro también se observan las sefiales correspondientes a los protones de los
grupos OH como sefiales singulete; 1a seflal a 12.05 ppm integra para un hidrégeno y se
asigna al protén del OH unido a C-5, éste protén se encuentra “*quelatado’, es decir que
interacciona electrostaticamente con el oxigeno del grupo carbonilo, 1o que provoca un
efecto de desproteccién sobre dicho protén, dando lugar a que el desplazamiento quimico
de la sefial se encuentre a campo muy bajo; en 10.05 ppm y a 8.95 ppm se encuentran dos
seilales singulete, ambas integran para un hidrégeno y se asignan a protones de los grupos
OH unidos a C-7 y C-4°.

Por otra parte, en el espectro de RMN-'>C (Espectro 6) se observan 13 seiiales. En la zona
de campo bajo, a 195.75 ppm se tiene una sefial que es caracteristica de un carbono de
carbonilo de cetona conjugada, por lo que dicha seilal se asigna al dtomo del carbono 4.
Ademis, se observan dos sefiales de carbono alifatico (sp®) una a 78.94 ppm, caracteristica
de un atomo de carbono unido a un atomo dec oxigeno (base dc oxigeno), que se asigna por

lo tanto al atomo de carbono C-2 y la otra sefial a 43.01 ppm que se asigna al C-3 (un CHz).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Las sciales’ rcsta tes corr sponden a

los alomos de carbono aromaiticos (sp ) dec los anillos

Ay B, Dentro de stas seﬁales se puedcn dxstmgulr tres grupos. Las seﬁales de los atomos

dc carbon [.H C-5 (164 lppm), C-7 (166.9 ppm), C-9 (163.1

ppm), y ‘C-4 (157 ‘p por desplazamlemo quimico se encuentran a campo bajo
debido a la desprotecc:or‘ 1q‘ube4ivsufrén .ﬁor efecto inductivo al estar unidos directamente a un
atomo de oxigeno;: las seﬁaies de los dtomos de carbono sp? no protonados: C-1°
(129.04ppm) y C-10 (102.32ppm), en donde C-10 se¢ encuentra a campo alto por la
protecciéon de los atomos de oxigeno en posicién orfo (OH en C-5 y OR C-9) y en posicién
para (OH en C-7). Por iltimo, a campo alto se tienen las sefiales de los 4tomos de carbono
sp2 unidos a hidrégeno: C-6 (96.57ppm), C-8 (95.55ppm) y los carbonos equivalentes:
C2’y C-6" (127.72ppm) y C-3* y C-5°,(115.678 ppm).

Con lo anterior, el compuesto 1 se caracterizé como (-) naringenina, (5, 7, 4°-
trihidroxiflavanona).

Del grupo de fracciones cluidas con acetato de etilo-hexano 50:50, y a través de procesos

cromatogrificos sucesivos se logré aislar un compuesto de color blanco con punto de

fusién de 165-168°C que se identificé como 1.

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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En el espectro de IR obtenido en pastilla de bromuro de potasio (Espectro 7), no sc
observan seiiales de OH, pero es posible distinguir las seiiales a valores superiores a 3000
em™ en un rango de frecuencias de 3030-3080 cm’’', correspondicntes a enlaces C-H de
sistemas insaturados, ademas a 3143 cm'se obscrva una sciial que se asocia con enlaces C-
H del anillo de furano; a 2924 cm’'se tiene una schial que se asocia con enlaces C-H de
sistemas saturados (CH3); asimismo, a 1762 ecm™' sc ticne una seflal que cs caracteristica de
un grupo carbonilo de¢ y-lactona, que en cl espectro de IR en disolucién de cloroformo
(Espectro 8) aparcce a 1767 cm™, a 1658 cm™! se tiene una seiial caracteristica de enlace
doble (C=C) de ciclohexeno, las sefiales a 1224 cm”’ y 1185 cm™ confirman la presencia de
una funcién ester y que corresponden al enlace C-O del éster (lactona) y por iltimo, a 873
cm™ y a 742 cm’!, se observan dos seitales caracteristicas de un anillo de furano, que
corresponden a la vibracién de deformacién fuera del plano del enlace C-H.

En el espectro de masas obtenido por impacto electrénico se obtienc la sefial del ion
molecular M™ en 340 m/z; para determinar el peso molecular exacto se usé la técnica FAB™
de espectrometria de masas de alta resolucién y se determiné que el valor de M*+1
observado es de 341.1400 m/z que corresponde a un compuesto con férmula CzoH210s. De
esta manera, la féormula molecular de! compuesto II es CzoHz00Os, resultado que es
congruente con el valor obtenido para el ion molecular (M* = 340 m/z) en la técnica de
espectrometria de masas por impacto electrénico.

El cilculo del nimero de insaturaciones para el compuesto 11, cuya férmula es C20H200s,
da como resultado un nimcro total de once insaturaciones, las cuales pueden ser: enlaces

dobles carbono-carbono, grupos carbonilo o bien sistemas anulares.
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En el espectro de RMN-'*C (Espectro 22) se tienen veinte scitales, diez de las cuales se
encuentran ubicadas a campo bajo, a un valor de desplazamiento quimico mayor a 100
ppm, que se asocian a atomos de carbono con hibridacién spz; las otras diez seiiales se
encuentran a campo alto y sc asocian a dtomos de carbono spJ. A partir de los valores de
desplazamiento quimico y con ayuda del experimento DEPT de RMN-'3C sc determiné 1a
naturaleza de cada una dc las seiiales. Asi, se obtuvo que existen: una seial para CHj,
cuatro sefiales de CHz, nueve sefiales de CH de las cuales cinco corresponden a carbono sp?
¥y cuatro a carbono sp>; y ademas seis seflales de atomos de carbono no protonado en donde
cinco sefiales corresponden a carbonos con hibridacién sp? y una a carbono con hibridacién
sp>. Dentro de las cinco seilales de carbono no protonado con hibridacién sp® se encuentran
dos seiiales, una a 175.8 ppm y la otra a 172 ppm, que por su valor de desplazamiento
quimico a campo bajo corresponden a atomos de carbono de grupos carbonilo de éster. Las
otras tres seilales de atomos de carbono no protonado con hibridacién sp?, a 163.9 ppm,
126.3 ppm y 120.8 ppm, ticnen un desplazamiento quimico caracteristico de enlaces dobles
carbono carbono, al igual que las cinco sefiales restantes de Atomos de carbono con
hibridacién sp? a 144.5 ppm, 141.3 ppm, 127.8 ppm 119.9 ppm y 108.3 ppm asociadas a
carbonos CH. Por lo que se tienen asf ocho sedales de carbonos sp® y por lo tanto 4 enlaces
dobles en la estructura.

De esta manera, se tienen dos insaturaciones debidas a los dos grupos carbonilo de éster y
cuatro insaturaciones mas debidas a los ocho stomos de carbono sp?, completando asi un
numero de seis insaturaciones, por lo que las cinco insaturaciones restantes para completar
las once. necesarias tendrian que estar dadas por el mismo nimero de sistemas anulares. Con
lo anterior se establece que ¢l compuesto debera tener cinco anillos, cuatro enlaces dobles y

dos grupos carbonilo de éster. Ademds, en la regién dec los carbonos sp® en la zona de
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campo bajo correspondiente a atomos de carbono unidos a oxigeno (bases de oxigeno), se
encuentra dos seflales: una a 77.5 ppm (sobrepuesta con la sefial triplete del CDCIl;3) que
corresponde de acuerdo con el experimento DEPT de RMN-'2C, a un CH y la otra a 67.9
ppm que en ¢l mismo experimento corresponde a una scilal de CHs.

Asimismo, en las scihales restantes asignadas a carbonos sp? se tiene: una sefial de carbono
no protonado a 34.2 ppm, tres scilales que corresponden a CH: 40.79 ppm, 37.44 ppm y
35.93 ppm, tres scitales para CHz: 31.23 ppm, 24.37 ppm y 17.48 ppm, y una sefial que se
asocia con un CH; a 14.31 ppm.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 10) la seiial a 5.93 ppm, ddt, J = 10.5, 6.0, 2.5 Hz, se
asigna al protén vinilico H-2. En primer término se tiene el acoplamiento con la seilal a
5.69 ppm (danchos J = 10.5 Hz), asignado al H-3, la constante para este acoplamiento es de
10.5 Hz y es caracteristica de un acoplamiento a tres enlaces (’J) entre dos protones
vinilicos en posicién cis en un anillo de seis miembros. El acoplamiento se confirma en el
espectro de correlacion homonuclear COSY (Espectro 17). El siguiente acoplamiento de la
seital a 5.93 ppm (H-2) cs el que se da con la seilal a 1.92 ppm (dd,;che, 18.0, 6.0 Hz)
asignada al protén H-1a, la constante para este acoplamiento es en este caso de 6 Hz y es
caracteristica de un acoplamiento vecinal (a tres enlaces, ’J) entre protones unidos a
carbonos con diferente hibridacién, donde uno de ellos se une a un carbono con hibridacion
sp? mientras que el otro a uno con hibridacién sp?; el valor de 6 Hz corresponde a un
acoplamiento en donde el angulo diedro formado entre los dos protones es cercano a 0°. El
acoplamiento se observa también en el espectro de correlacién homonuclear para hidréogeno
COSY, pues hay correlaciéon entre ambas seitales (Espectro 19). Las constantes de
acoplamiento de 2.5 Hz en la parte del triplete de la seilal ddt a 5.93 ppm de H-2, sc asocian

con ¢l acoplamiento que sc da con la sefial a 2.1 ppm (dc, 18.0 Hz, 2.5 Hz) y con la sefial a
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3.14 ppm (muitiplete). Para el acoplamicnto con la sefial a 2.1 ppm, ¢l valor de la constante
es caracteristico del mismo tipo de acoplamiento descrito anteriormente entre protones
vecinales unidos a carbonos con diferente hibridacién, con la diferencia de que el angulo
diedro entre los protones es, cn este caso, cercano a 90°; de este modo, la seiial dc a 2.1
ppm se asigna al H-1b. El acoplamicnto con la sefial multiplete a 3.14 ppm se asocia a un
acoplamiento alilico (*J). por lo que esta sefial se asigna a H-4.

La seilal doble de cuartetos (dc) a 2.1 ppm (J = 18.0 Hz, 2.5 Hz) asignada al H-1b, se
acopla con la sefial a 1.92 ppm (ddanche, 18.0, 6.0 Hz) de H-1a, mediante una constante de
acoplamiento geminal de 18.0 Hz. El acoplamiento se verifica en el experimento COSY de
RMN-'H (Espectros 15 y 19). La parte correspondiente al cuarteto en el dc (J = 2.5 Hz) de

la sefial a 2,1 ppm, se asocia con los siguientes acoplami Un acoplamiento alilico (*J)

con la seiial a 5.7 ppm (dancho, J = 10.5 Hz) asignada a H-3, un acoplamiento homoalilico
() con 1a sefial multiplete a 3.14 ppm, asignada a H-4, y el acoplamiento vecinal (JJ) con
constante de acoplamiento de 2.5 Hz, ya descrito, entre H-1b y H-2 en donde hay un angulo

diedro cercano a 90° entre ambos protones.

H1b: 2.1 ppm, dc, Ji1b111a = 18.0 Hz, H2: 5.93 ppm, ddt, Jyp.443 = 10.5 Hz,
Jipnz = 2.5 Hz, Jinpin = 2.5 He, Jiz1a= 6.0 Hz, Jipayp = 2.5 Hz,
Jinbns=2.5 Hz. Jyzapis = 2.5 Hz.,

Figura 20. Acoplamientos de los protones H-2 y H-1b.
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La sefial dc‘l..,c,m a 1.92 ppm que se asigna al H-1a, tiene constantes de acoplamiento de 18.0
Hz y 6.0 Hz; la constante de 18.0 Hz se asocia al acoplamiento geminal con la sefial a 2.1
ppm de H-1b y la constante de 6.0 Hz con el acoplamiento vecinal con H-2, en donde hay
un angulo diedro cercano a 0° entre ambos protones. La seiial a 5.69 ppm asignada a H-3 se
observa tnicamentc como un doblete ancho (danche) con constante de acoplamicnto de 10.5
Hz correspondiente al acoplamiento vinilico con H-2.

Por otra parte en el experimento de RMN-'H de interaccién a través del espacio, NOESY
(Espectro 40), se observa que el protén H-2 (5.93 ppm, ddt, 10.5, 6.0, 2.5 Hz) interacciona
con ¢l protén H-3 (5.69 ppm, d, 10.5 Hz) y con el protén H-1a (1.92 ppm, ddancho, 18.0, 6.0
Hz); la interaccién entre H-2 y H-3 es normal, pues ambos protones se asignan como
protones vinilicos y por lo tanto se encuentran en el mismo plano del enlace doble; sin
embargo la interaccién de H-2 con H-la permite establecer que éste debera estar
aproximadamente en el mismo plano del enlace doble para permitir la interaccién entre los
protones; de este modo, se establece que el protén H-1a se encuentra en una posicién
pseudo-ecuatorial, en el mismo plano que H-2 y H-3. Este resultado verifica el valor
observado para la constante de acoplamiento de 6 Hz en el acoplamiento vecinal a tres
enlaces con angulo diedro de aproximadamente 0° entre H-2 (5.93 ppm, ddt) y H-1a (1.92
ppm, ddancho). Asi, se determina que H-1a se encuentra en posicién pseudo-ecuatorial y por
lo tanto H-1b (2.1 ppm, dc, 18.0, 2.5 Hz) se encuentra en posicién pseudo-axial. Del mismo
modo, la posicién pseudo-axial de H-1b es congruente con ¢l valor de J = 2.5 Hz para el
acoplamiento vecinal con H-2 y con el acoplamiento homoalilico (°J = 2.5 Hz) con el

multiplete a 3.14 ppm asignado a H-4. El desplazamiento quimico de la sefial a 3.14 ppm se
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explica por su’ posiréién alilica y por el efecto de desproteccién provocado por el grupo

carbomlo de Ia lactona.

_En 421 Y. 05‘ ppm se tienen dos seflales que por su valor de desplazamiento quimico

corresponden a protones geminales de un carbono unido a una funcién oxigenada; la sefial a
4.21 ppm es un triplete con constantes dc acoplamiento de 8.5 Hz mientras que la sefial a

4 05 ppm esun doble de doble con constantes de acoplamicnto de 11.0 y 8.5 Hz.

Hla: 1.92 ppm (dd ncho. 18.0, 6.0 Hz)

Hly: 2.1 ppm (dc, 18.0, 2.5 Hz) 1a
.93 ppm (ddt, 10.5, 6.0, 2.5 Hz) " Hy -
H-3: 5.69 ppm (dgche 10.5 Hz) 13 n
H-4: 3.14 ppm (multiplete)
0*o

Figura 21. Estereoquimica relativa de los protones H-1, H-2, H-3 y H-4 en el anillo A,
obtenida a partir de los espectros de RMN-'H COSY y RMN- 1H NOESY.

Ambas scilales se encuentran acopladas entre si mediante una constante de acoplamiento
geminal de 8.5 Hz, y se asignan a los protones diasterotépicos H-19b y H-19a. La seiial
triplete a 4.21 ppm se encuentra acoplada ademas con la seflal a 2.75 ppm (dt, 11.0, 8.5
Hz), asignada al H-5, con una constante de 8.5 Hz, que es caracteristica de un acoplamiento
vecinal entre protones con una conformacién syn-periplanar. Por otro lado la seiial a 4.05
ppm se acopla con la misma sefial a 2.75 ppm pero con una J = 11.0 Hz, en este caso el
acoplamiento veccinal s¢ asocia con protones que poseen una configuracién cercana a la
anti-clinal.

La sciial a 2.75 ppm asignada a H-5 se observa como un doble de tripletes (dt, 11.0, 8.5 Hz)

que ademais de acoplarse con las sefales dc los protones H-19 se acopla con la sefial a 3.14
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ppm, asignada al H-4, a través de una constante de acoplamiento de 8.5 Hz, que es
caracteristica de un acoplamiento entre hidrégenos vecinales que también tienen una
conformacioén syn-periplanar.

En el experimento COSY, la sefial multiplete a 3.14 ppm, asignada a H-4, se correlaciona
con las sefiales asignadas a H-3 (5.69 ppm, dduncho), H-1b (2.1 ppm, ddd, 18.0, 6.0, 2.5 Hz),
y con la sefial observada a 2.75 ppm (dt, J = 11.0, 8.5 Hz), que se asigna al H-5 (Espectros
19 y 20). En los mismos espectros, la seiial de H-5 (2.75 ppm, dt) se corrclaciona con las

seflales de H-4, H-19a y H-19b.

SEDY A

H19a: 4.05 ppm, dd, H-19b: 4.21 ppm, t,

3194100 = 8.5 Hz, Jige10n = B.S Hz

J19a.5 = 11.0 Hz, Jisps = 8.5 Hz

NN D
s
y Nozae
Higa
HS: 2.75 ppm, H-5: 2.75 ppm, dt,
dt, J5 19, =~ 11.0 Hz Jo5=8.5 Hz

Js 1o, = 8.5 Hz

Figura.22. Acoplamientos de los H-19 y de H-5.

En el cspectro de RMN-'H-NOESY (Espectro 40), el H-4 (multiplete a 3.14 ppm)
correlaciona con H-3 (5.69 ppm, d, 11.0 Hz) y con H-S (2.75 ppm, dt); la interaccion de H-
4 con H-3 permite establecer que H-4 se encuentra aproximadamente en un mismo plano

con respecto a H-3, como H-3 se asigna a un protén vinilico que esta en el plano de un
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enlace doble, se determina que H-4 debera estar en posicidn pseudo-ecuatorial en el anillo
A. Por otra parte, en el mismo espectro, la interaccion de H-4 con H-5 indica quec ambos
protones deberidn estar eclipsados (uno frente al otro) en una conformacion syn-periplanar,
esto es congruente con el valor de la constante de acoplamiento de 8.5 Hz para estos
protones. Por lo tanto H-5 se encuentra en posiciéon pseudo-ecuatorial en el anillo A.

En el mismo experimento de RMN-'H NOESY, en el espectro 43, ¢l H-19b (4.21 ppm, t,
8.5 Hz) se correlaciona con H-35, este resultado cs congruente también con la conformacién
syn-periplanar asignada a estos protones, y que se determiné por el valor de la constante de
acoplamiento de 8.5 Hz. Del mismo modo, H-19a (4.05 ppm, dd, 11.0, 8.5 Hz) interacciona
con el protén axial H-1b (2.1 ppm, dc, 18.0, 2.5 Hz), por lo que ambos protones deberan
estar cercanos entre si para interaccionar espacialmente; por lo tanto, el anillo A queda con
una conformacién de bote torcido en donde la funcién lactona se encuentra en posicién cis
en el anillo A (con una configuracién pseudo-axial), mientras que el protén H-19a queda
cercano al protén H-1b (2.1 ppm, dc).

En vista de que los H-19 son protones diasterotépicos suelen describirse en términos de las
relaciones proquirales pro-R y pro-S de acuerdo con la estercoquimica relativa a la que
darian origen si fueran sustituidos por un isétopo de deuterio. Asi, el H-19a (4.05 ppm, dd)
se asigna como el H-19 pro S mientras que el H-19b (4.21 ppm, t) se asigna como el H-19

pro R. (Figura 23)
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H-1,: 1.92 ppm (ddgchee 18.0, 6.0 HZ), H1y: 2.1 ppm (de, 18.0, 2.5 Hz). H2: 5.93 ppm (ddt, 10.5, 6.0, 2.5 Hz)
H3: 5.69 ppm (danchor 10.5 H2), H4: 3.14 ppm (multiplete), H5: 2.75 ppm (dt, 11.0, 8.5 Hz)
H19, (pro-S): 4.05 ppm (dd, 11.0, 8.5 Hz), H19, (pro R): 4.21 ppm (t, 8.5 Hz)

Figura 23. Conformacién de los protones pertenecientes al anillo A de acuerdo a lo
observado en el espectro de RMN-'H NOESY.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 12) se tiene una seilal ddancho @ 2.47 ppm (19.0 Hz, 6.5
Hz), que en el experimento de RMN-'H COSY se correlaciona con la sefal multiplete a
2.25 ppm y con la sefial ddd a 1.6 ppm (Espectro 21). La constante de 6.5 Hz se asocia con
el acoplamiento que tiene lugar con la seiial a 1.6 ppm (ddd, 14.5, 12.0, 6.5 Hz) mientras
que la constante de 19 Hz corresponde al acoplamiento que se da con la seilal multiplete a

2.25 ppm. Esta constante de acoplamiento de 19 Hz, en la seflal a 2.47 ppm, es

caracteristica de un acoplamiento entre protones geminales en posicién alilica, por lo que
las secilales a 2.47 ppm y a 2.25 ppm se asignan a los protones geminales H-7b y H-7a
respectivamente. El acoplamiento de 6.5 Hz en la seiial a 2.47 ppm de H-7b, que se da con
la sefial ddd a 1.6 ppm (14.5, 12.0, 6.5 Hz), corresponde a un acoplamiento entre protones
vecinales con una conformacion syn-clinal, con angulo diedro de aproximadamente 35°.

La scfial ddd a 1.6 ppm (14.5, 12.0, 6.5 Hz) sc acopla con la seiial a 1.85 ppm (ddancho, 14.5,
6.5 Hz) a través de una constante de acoplamicnto de 14.5 Hz, asociada a un acoplamicnto
entre protones geminales, por lo que ambas seflales sc asignan a los protones H-6a y H-6b

respectivamente. En el espectro de correlacion homonuclear COSY (Espectro 21), la seftal
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a 1.6 ppm sc correlaciona con la sefial a 2.25 ppm, asignada a H-7a, por lo que la constante
de acoplamicnto de 12 Hz en la seiial a 1.6 ppm se asocia al acoplamiento con ésta sefal. El
valor de 12 Hz para ésta constante se asocia a un acoplamiento entre protones que tiencn
con una conformacion anti-periplanar, con un angulo diedro de aproximadamente 150°.
Por otra parte, la sefial a 1.85 ppm (ddancho, 14.5, 6.5 Hz) asignada a H-6b se corrclaciona
en el experimento COSY de RMN-'H con la sefal multiplete a 2.25 ppm, de H-7a
(Espcctro 21); por lo que la constante de 6.5 Hz se asocia a un acoplamiento entrc protones
vecinales similar al observado en ¢l acoplamiento entre las sefales de los protones H-7b y
H-6a, por lo tanto la conformacién entre los protones H-6b y H-7a, también es syn-clinal,
con un angulo diedro de aproximadamente 35°.

La configuracién relativa para estos protones €s la que se muestra en la figura 24.

H6,: 1.6 ppm (ddd, 14.5, 12.0, 6.5 Hz) Hya
H6y,:1.85 ppm (ddgchoe 14.5, 6.5 Hz)
H7,: 2.25 ppm (multiplete)

H7y: 2.47 ppm (ddanchos 19.0, 6.5 Hz) Hn He,

Figura 24. Configuracion relativa entre los protones H-6 y H-7 del anillo B.

En 2.01 ppm se tiene una sefial de cuarteto ancho (Caneha) con J = 7.5 Hz que se acopla con
la seftal a 0.74 ppm (d, 7.5 Hz). De este modo, la sefial a 0.74 ppm se asigna a un grupo
metilo unido a un grupo CH que corresponde a su vez a la sefial cuarteto a 2.01 ppm. Por lo
tanto la sefial cuarteto a 2.01 ppm se asigna al H-9 y la sefial doblete a 0.74 ppm se asigna a
los tres protones del grupo mectilo, H-20. En el experimento de RMN-'H NOESY (Espectro
41), los protones del CHj; (H-20, 0.74 ppm, d, 7.5 Hz) correlacionan con el H-6a (1.6 ppm,

ddd, 14.5, 12.0, 6.5 Hz); dc este modo se establece que los protones H-20 del grupo CH; se



encuentran en posicién pscudo-axial, el protén H-6a en posicion axial (frente al grupo
melilo)'Ay H-Q en posicion pseudo-ecuatorial.

En el mismo experimento de RMN-'H NOESY, ¢l H-9 correlaciona con las sefiales de los
H-19 (Espectro 40): H-19a (4.05 ppm, dd, 11.0, 8.5 Hz) y H-19b (4.21, t, 8.5 Hz), ademas

se correlaciona con la sefial de los H-20 del CHj; (Espectro 41).

o) “(P"’ H6,: 1.6 ppm (ddd, 14.5, 12.0, 6.5 Hz)
H i H6y,: 1.85 ppm (dd, . 14.5, 6.5 Hz)
pE—— i H7,: 2.25 ppm (multiplete)
) Hgy H7y: 2.47 ppm (& e, 19.0, 6.5 H2Z)
Hyg ) H-9: 2.01 ppm (Caenor 7-5 Hz)
Hzo
Hao H-20: 0.74ppm (d, 7.5 Hz)

ax)

Figura 25. Configuracién relativa de los protones del anillo B.

Para explicar la interacciéon de los H-19 de 1a funcién lactona con el protén H-9 del anillo

B, es necesario que H-9 quede en posicién ecuatorial en el anillo B y de frente a los

protones diasterotépicos H-19.

Figura 26. Configuracién relativa de los protones H-9, H-20, H-19, H-6 y H-7 de los anillos
AyB.
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En el espectro de RMN-'H las sefales a 7.58 ppm, 7.45 ppm y 6.23 ppm se identifican
como las sefiales correspondientes a los atomos de hidrégeno del anillo de furano sustituido
en la posicién 2. La sefial a 7.58 ppm ¢s una sefial multiplete a la que no se le asignaron los
valores de las constantes de acoplamiento, pues la seifial no se resuelve adecuadamente; sin
embargo, en el espectro de correlaciéon homonuclear COSY (espectro 17), se corrclaciona
con la sefial a 7.45 ppm. Esta sefial a 7.45 ppm ¢s una scilal triplete con constantes de
acoplamiento de 1.5 Hz, que en el mismo espectro COSY se correlaciona con las sefiales a
6.23 ppm y a 7.58 ppm. El acoplamicnto entre la sefial a 7.45 ppm (t, 1.5 Hz) con la seiial a
6.23 ppm (dd, 1.5, 0.5 Hz) implica a una J = 1.5 Hz caracteristica de una constante de
acoplamiento entre protones aroméiticos de un anillo de furano que ocupan las posiciones 2
y 3 del anillo; por el valor de su desplazamiento quimico a campo bajo, a causa del efecto
inductivo del dtomo de oxigeno, la sefial a 7.45 ppm se asigna a un protdn en la posicién 2,
ésta seftal se asigna al H-15, mientras que la seilal a 6.23 ppm se asigna al protén H-14 en
la posicién 3.

La sciial a 6.23 ppm es un doble de doble con constantes de acoplamiento de 1.5 Hz y 0.5
Hz, que en ¢l espectro COSY (Espectro 17) se correlaciona con la seftal a 7.45 ppm (J = 1.5
Hz). El acoplamiento de 0.5 Hz de esta sefial es caracteristico de un acoplamiento entre
protones de un anillo de furano que ocupan las posiciones 3 y 5. De este modo, la sefial a

7.58 ppm se asigna al H-16.
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\ = His 14623 ppm (dd, 1.5, 0.5 Hz
H15: 7.45 ppm (1, 1.5 Hz)
H16: 7.58 ppm (multiplete)

Figura 27. Protones sobre el sistema aromatico del anillo de furano.

En 5.68 ppm en el espectro de RMN-'H sc observa una scital singulete sobrepuesta con la
sefial doble a 5.69 ppm (asignada a H-3), que por su desplazamiento quimico a campo bajo
corresponde a un protén unido a un carbono que sostiene una funcién oxigenada (base de
oxigeno); para determinar la presencia de esta seilal sobrepuesta se usé el espectro de
correlacién heteronuclear C-H a un enlace, HSQC (Espectro 30), donde se pudo verificar
que la sefial observada en 5.69 ppm en RMN-'H correspondia a dos protones distintos, pues
se correlaciona con dos sefiales de RMN-'>C, una a 77.5 ppm y otra a 119.94 ppm. En vista
de que la sefial doblete a 5.69 ppm corresponde a un proton vinilico, la seilal que le
corresponde en RMN-'3C, de acuerdo con el desplazamiento quimico de un atomo de
carbono sp? de enlace doble carbono-carbono, es la de 119.94 ppm que en el espectro
DEPT se asocia con un CH. Del mismo modo, a la sefial singulete a 5.68 ppm en RMN-'H,
asignada a un protdn unido a un carbono base de oxigeno, se le asigna la sefial a 77.5 ppm
de RMN-3C. Asi, la sefial singulete a 5.68 ppm se asigna al H-12 y el carbono al que se
encuentra unido se asigna como C-12, que en RMN-'2C corresponde a la seial a 77.5 ppm.
El desplazamiento quimico de H-12 a campo bajo, a 5.68 ppm, se explica en primer lugar
por cstar unido a un carbono basc de oxigeno de éster, pero ademas por estar ¢n una
posicion doblemente alilica, por lo que sufre adicionalmente el efecto anisotrépico de

desproteccion por parte de los enlaces dobles vecinos.
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En el espectro de RMN-'"H NOESY (Espectro 39) sc observa una interaccién entre los
protones H-12 y H-16 (7.58 ppm) del anillo de furano y ademas una correlacién entre ¢l H-
12 y el H-9 (Espectros 43 y 44). La interaccién entre H-12 y H-9 permite establecer que
ambos protones quedan cercanos y de frente entre si y que por lo tanto H-12 queda del
mismo lado dec H-9 en posicidn pseudo-ecuatorial con respecto al enlace doble del anillo B,
explicando asi parte del cfecto de desproteccion sobre el proton H-12.

Por otra parte la interaccion espacial con el H-16 del anillo de furano permite cstablecer
que ambos protones estin eclipsados, con esta conformacion el H-12 queda también dentro
del cono de desprotecciéon del anillo de furano, lo que ayuda a explicar también el
desplazamiento quimico a campo bajo de este protén.

De este modo, sobre ¢l C-12 se unen un dtomo de oxigeno, el anillo de furano y un enlace
doble C=C. La estereoquimica relativa sobre este carbono es S y queda definida a partir de

la interaccién espacial entre H-12 y H-9.

(8] (¢4
| o
c/
e S\NF
Hy 0 N e N, H,
Hyg i H
H12: 5.68 ppm (si lete) I i observadas en
C-12: 77.6 ppm RMN-'H NOESY para el H-12

Figura 28. La sefial singulete a 5.68 ppm se asigna al H-12. El C-12 tiene la estereoquimica
relativa S.
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En los espectros de correlacién heteronuclear a un enlace HSQC (Espectros 28 a 30), se
pueden asociar las sefiales restantes de dtomos de carbono unidos a sus correspondientes
atomos de hidrégeno.

Asi, las sefiales asignadas para los protones H-1la, pscudo-ecuatorial (1.92 ppm, ddanche,
18.0, 6.0 Hz, ec.) y H-1b, pseudo-axial (2.1 ppm, ddd, 18.0, 6.0, 2.5 Hz) se correclacionan
con la sefal a 31.23 ppm en RMN-'3C, que corresponde a un CH: en el cspectro DEPT y
por lo tanto la scfial se asigna al C-1. La sefial asignada al H-2 vinilico (5.93 ppm, ddt, 10.5,
6.0, 2.5 Hz) se correlaciona con la scilal a 127.8 ppm, asociada con un carbono sp? de

enlace doble que en el experimento DEPT de RMN-!'3C corresponde a un CH, de manera

que dicha seflal se asigna al C-2. La sefial asi da a H-4 p do- srial (3.14 ppm,

multiplete) se correlaciona con la seiial a 40.79 ppm que en el experimento DEPT se asocia

con un CH, el despl iento quimico de esta sefial en RMN-'3C corresponde a un carbono
alilico unido a un grupo carbonilo, la sefial se asigna a C-4. La sefial dt a 2.75 ppm (11.0,
8.5 Hz) de H-5 pseudo-ecuatorial se correlaciona con la seflal a 37.44 ppm que en el
experimento DEPT se asocia con una sefial de CH por lo que se asigna al C-5.

Las sefiales de los protones diasterotopicos H-19 pro S (4.05 ppm, dd, 11.0. 8.5 Hz) y H-19
pro R (4.21 ppm, t, 8.5 Hz) se correlacionan con la sefial a 67.9 ppm cuyo desplazamiento
quimico es caracteristico de un dtomo de carbono unido a un atomo de oxigeno, y que en el
experimento DEPT corresponde a un CHa.

Las otras seilales de protén que se correlacionan con sefiales de RMN-"2C, que en el
cxperimento DEPT sc asocian a CHz, son las scilales asignadas a los protones H-6a, axial
(1.6 ppm, ddd, 14.5, 12.0, 6.5 Hz) y H-6b, ccuatorial (1.85 ppm, ddanche. 14.5, 6.5 Hz) que

sc correlacionan con la seilal a 24,37 ppm (C-6) y las seiiales asignadas a los protones H-7a,
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pseudo-axial (2.25 ppm, ddd, 14.5, 12.0, 6.5 Hz) y H-7b, pscudo-ecuatorial (2.47 ppm,
ddanehos 19.0, 6.5 Hz) que se correlacionan con la sefial a 17.48 ppm (C-7).

La seflal ancha de cuarteto a 2.01 ppm (J = 7.5 Hz) se correlaciona con la seflal a 35.93
ppm que en el espectro DEPT se asocia con un CH y que se asigna a C-9; mientras que la
sefial doblete a 0.74 ppm (J = 7.5 Hz) del conjunto de protones H-20 se correlaciona con la

sefial a 14.31 ppm que en DEPT se asocia a un CH; (C-20).

Las sefiales de protén correspondientes al anillo de furano se correlacionan con seilales de
RMN-"3C que en el experimento DEPT se asocian a carbonos de CH; de esta manera
tenemos que la sefial a 6.23 ppm (dd, 1.5, 0.5 Hz) asignada al H-14, se correlaciona con la
sefial a 108.31 ppm que se asigna al C-14; la sefial a 7.45 ppm (t, 1.5 Hz) de H-15 se
correlaciona con 1a sefial a 144.51 ppm, que se asigna al C-15; y la seiial multiplete a 7.58
ppm se correlaciona con la seiial a 141.3 ppm que se asigna a C-16.

Las sefiales de RMN-'3C de atomos de carbono no protonados se asignaron de acuerdo con
el resultado del experimento de correlacién heteronuclear C-H a dos y tres enlaces HMQC.
En el espectro de RMN-HMQC (Espectro 33) la sefial a 175.79 ppm que por
desplazamiento quimico sc asigna a un grupo carbonilo de y-lactona, correlaciona con la
sefial de protén a 4.21 ppm (t, 8.5 Hz) asignada al H-19 pro R y con la seiial a 3.14 ppm

(multiplete) asignado a H-4. La correlacién entre la sefial a 175.79 ppm y la sefial de

RMN'H a 4.21 ppm de H-19 pro R, indica que hay un acoplami a tres enl a través
del atomo de oxigeno unido a C-19 entre ambos nicleos. Por lo tanto, se confirma que la
sefial a 175.79 ppm en RMN'’C se asigna al C=0O de la funcién lactona (C-18); la

correlacion de C-18 con H-4 ¢s indicativa de un acoplamiento a dos enlaces entre ¢l H-4 y
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el carbonilo C-18, con esto se explican los desplazamicentos quimicos de H-4 y de C-4

mencionados anteriormente y la unién de la funcién lactona al anillo A. (Figura 29).

Figura 29. Correlaciones a dos y tres enlaces entre la sefial asignada al C-18 (C=0 de
lactona) y los protones H-4 (3.14 ppm, m) y H-19b (pro-R. 4.21 ppm, t).

La sefial del carbono sp’ no protonado a 34.27 ppm se asigna al atomo de carbono espiro C-
10, esta sefial se correlaciona en el experimento HMQC (Espectros 34 y 35) con las sefiales
de RMN-'H: a 5.93 ppm, asignada a H-2, a 4.05 ppm de H-19a (pro S), a 2.47 ppm de H-7b
(pseudo-ecuatorial), a 2.01 ppm de H-9 (pseudo-ecuatorial), a 1.92 ppm de H-1a (pseudo-
ecuatorial) y 0.74 ppm de los protones del grupo metilo (H-20). Las correlaciones de C-10
con H-2 y H-7b pseudo-ecuatorial se asocian con acoplamientos a tres enlaces entre el
micleo de carbono y ambos protones; del mismo modo, las correlaciones de C-10 con H-1a
pseudo-ecuatorial y H-9 se asocian con acoplamientos a dos enlaces. Dec esta manera se
establece que C-10 es un dgtomo de carbono comiin al anillo A y al anillo B, explicando asi

su asignacién como carbono espiro.
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Figura 30. Correlaciones a dos y tres enlaces entrc el C-10 asignado a la seiial a 34,27 ppm
de RMN-'3C con los protones H2, H-1a, H-19 pro-S, H-7b (ec), H-9 y los protones H-20
del grupo CHis.

La asignacién como carbono espiro a C-10 es congruente también con la interaccién
observada en el espectro de RMN'H-NOESY entre los protones diasterotépicos H-19 de la
funcién lactona y el protén H-9 en posicién pseudo-ecuatorial en el anillo B. Esta
interaccién ademas define la estereoquimica relativa de este centro quiral, pues permite
establecer la orientacion del anillo B con respecto al anillo A; asi, se establece que C-10 es

un carbono espiro con estereoquimica relativa R.

A 126.24 ppm se ticne una sefial de carbono no protonado que por su desplazamiento

quimico corresponde a un atomo de carbono sp? de enlace doble C=C, en el experimento

HMQC se correlaciona con las les de protén asignadas a los H-7 (2.25 ppm y 2.47
ppm), con la seial de H-6 ecuatorial en 1.85 ppm (H-6b), con la seiial de H-9 a 2.01 ppm y
con la sefial asignada a H-12 a 5.68 ppm (Espectros 32 y 46). Asimismo, a 163.92 ppm se
ticne otra sciial de carbono sp” no protonado de enlace doble C=C que sc correlaciona con
las sefales de proton a 0.74 ppm (H-20), a 2.01 ppm (H-9), a 2.25 ppm y 2.47 ppm de los

H-7 y con la senal a 5.68 ppm de H-12 (Espectros 32 y 33). Ambas seiiales presentan
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acoplamientos casi . con  las mismas sefiales de RMN-'H, con dos excepciones: la
correlacién entre la sefial a 126.24 ppm con la sefial de H-6 ccuatorial a 1.85 ppm (H-6b) y
la correlacién de la sefial a 163.92 ppm con la seiial a 0.74 ppm de los H-20 del grupo
metilo pseudo-nﬁcfal en el anillo B. Estas correlaciones representan a acoplamientos a tres
enlaces - por lo‘qué la asignacién para las sefiales de RMN-'’C considecrando que la
COl’I’elﬂéi(‘;ﬂ ‘a tres enlaces es la normal permitida por el experimento HMQC es la siguicnte:

C-8 para la sefial a 126.24 ppm y C-11 para la sefal a 163.92 ppm.

En la zona de los 4&tomos de carbono sp® de enlaces dobles aparece a 120.83 ppm una sefial
de carbono no protonado que en el espectro HMQC de correlacién heteronuclear a dos y
tres enlaces se correlaciona con las tres sefiales de protén asignadas a los protones del anillo

de furano monosustituido: 6.23 ppm (H-14), 7.45 ppm (H-15) y 7.58 ppm (H-16) ycon la

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

(o) nx)
Hn 7% O

-}

/A
(o)
Corrclaciones a dos y tres enlaces Corrclaciones a dos y tres enlaces
para la sefial a 126.24 ppm asignada para la seflal a 163. 92 asignada
a C-8. acC-11.

Figura 31. Corrclaciones a dos y tres enlaces para C-8 y C-11.
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sefial Singule!e’asignada a H-12 a 5.68 ppm. De esta manera, csta sefial se asigna al atomo
de carbono C-13 correspondiente al carbono 2 del anillo de furano sobre cl que se da la

su;tilucién de anillo.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

rzo

[o]

Figura 32. Correlaciones a dos y tres enlaces para la sefial a 120.83 ppm en RMN-'3C
asignada a C-13.

Por altimo, se tiene una seiflal que por desplazamiento quimico corresponde a un grupo
carbonilo de éster y que se encuentra a 172.14 ppm en RMN-'3C y que se asigna al atomo
de carbono C-17. Esta asignacidon, permite explicar el desplazamiento quimico de C-8
(126.24 ppm) y C-11 (163.92 ppm). En ésteres a-B-insaturados, €l desplazamiento quimico
de los carbonos en la posicion a al grupo carbonilo (como C-8) se encuentra a campo mas
alto en comparacioén con los carbonos en posicién 8 al carbonilo. La proteccién sobre la
posicion a se debe fundamentalmente a que en un sistema conjugado esta posicién nunca
pierde densidad electrénica neta por efecto de la deslocalizacién de los electrones & que
conforman el sistema, la presencia de densidad electrénica sobre ¢l carbono ejerce entonces
un efecto de proteccion, lo que provoca que cl desplazamiento quimico en RMN-3C se
encuentre a campo alto respecto al desplazamicnto quimico de la posiciéon f3 (C-11), que en

cambio ecxperimenta la perdida de densidad clectronica neta producida por la misma
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deslocalizacion 'dchtro del sistema conjugado causando entonces un efecto de desproteccién
"que provocz'i‘ ql'xe el desplazamiento quimico de la seflal se ubique a campo mais bajo
(163.92 ppm).-

Enil'as‘ilz'xblas"l ¥ 3 se resumen las asignaciones correspondientes a los protones y los

"atomos de carbono del compuesto 11.
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Tabla 2. Sefiales de RMN-'*C para el compuesto II.

& (ppm) | Asignacién | DEPT HSQC HMQC
31.23 C-1 CH; 2.10 ppm, 1.92 ppm |5.69 ppm, 2.75 ppm
127.81 C-2 CH 5.93 ppm 2.1 m, 1.92 m
3.14 ppm, 2.75 ppm,
119.94 C-3 CH 5.69 ppm 2.1 ppm, 1.92 m
5.93 ppm, 5.69 ppm,
40.79 C-4 CH 3.14 ppm 4.21 m, 2.75 m
5.69 ppm, 4.21 ppm,
37.44 C-5 CH 2.75 ppm |4.05 ppm, 2.01 ppm, 1.92 ppm
2.47 ppm, 2.25 ppm,
24.37 C-6 CH,; 1.85 ppm, 1.6 ppm _{2.1 ppm, 2.01 ppm, 1.92 ppm
17.48 c-7 CH; |2.47 ppm, 2.25 ppm [1.85 ppm
5.68 ppm, 2.47 ppm,
126.24 C-8 2.25 ppm, 2.01 ppm, 1.85 ppm
. 1.92 ppm, 1.8S5 ppm,
35.93 Cc-9 CH 2.01 ppm 10.74 ppm
5.93 ppm, 4.05 ppm, 2.47 ppm,
34.27 Cc-10 2.01 ppm, 1.92 ppm 0.74 ppm
5.68 ppm, 2.47 ppm,
163.92 c-11 2.25 ppm, 2.01 ppm, 0.74 ppm
77.58 Cc-12 CH 5.68 ppm 2.01 m
7.6 ppm, 7.45 ppm,
120.83 C-13 6.23 ppm, 5.68 ppm
7.6 ppm, 7.45 ppm,
108.31 c-14 CH 6.23 ppm 5.68 ppm
144.51 C-15 CH 7.45 ppm 7.6 ppm, 6.23 ppm
7.45 ppm, 6.23,
141.31 Cc-16 CH 7.58 ppm 5.68 ppm
172.13 C-17
175.9 C-18 4.21 ppm, 3.14 ppm
67.92 Cc-19 CH, 4.21 ppm, 4.05 ppm (3.14 ppm, 2.75 ppm
14.31 C-20 CH, 0.74 ppm 2.0t ppm




Tabla 3. Sefiales de RMN-'H para el compuesto IE.

8 (ppm) | Asignacién | Integracién [multiplicidad| I (Hz) COSY HSQC NOESY
1.92 H-1a (ec 1H ddynche. 18.0, 6.0 2.1 m 31.23 m
3.14 ppm, 1.52 ppm,
2.1 | H-1b (ax) 1H de 18.0,2.5 5.69 ppm_ 31.23 ppm _{H-19a
5.93 H-2 IH ddt 10.5,6.0,2.5 |5.69 ppm. 1.92 ppm 127.81 ppm_{H-1a, H1b, H-3
5.93 ppm, 3.14 ppm.
5.69 H-3 1H Qancho 10.5 2.1 ppm 119.94 ppm [H-2, H.4
5.69 ppm, 2.75 pprm,
3.14 H-4 1H m 2.1 ppm 40.79 ppm_ |H-3. H-5
[4.21 ppm, 4.05 ppm
2.75 H-5 tH dt 11.0, 8.5 3.14 ppm 37.44 ppm H-19b, H-4
1.85 H-6b (ec) 1H ddgncho. 14.5, 6.5 2.25 ppm, 1.6 ppm 24.37 ppm [H-6a
2.47 ppm, 2.25 ppm,
1.6 H-6a (ax) 1H ddd 14.5, 12,0, 6.5]1.85 ppm 24.37 ppm__[H-6b, H-20
2.47 H-7b (ec) 1H ddynche 19.0, 6.5 2.25 ppm, 1.6 ppm 17.48 ppm |[H-7a
2.47 ppm, 1.85 ppm,
2.25 H-7a (ax) 1H m 1.6 ppm 1748 ppm [H-7b
H-12, H-20, H-19a,
2.01 H-9 1H Cancho. 7.5 .74 ppm 35.93 ppm [H-19b
5.68 H-12 1H s 2.47 ppm, 2.25 ppm | 77.58 ppm__ |H-9
6.23 H-14 1H ad 1.5, 0.5 7.4 ppm 108.31 ppm |H-15
7.45 H-15 1H t 1.5 7.6 ppm, 6.23 ppm 144.51 ppm _[H-14
7.58 H-16 1H m 7.4 ppm 141.31 ppm |H-12
4.21 _[H-19b pro! 1H t 8.5 [4.05 ppm, 2.75 ppm 67.92 ppm_|H-19a, H-5, H-9
4.05 |H-19a proS 1H dd 11.0, 8.5 (4.21 ppm, 2.75 ppm 67.92 ppm__ [H-19b, H-1b, H-9
0.74 H-20 3H d 7.5 2.01 pprn 14.31 m__|H-6a, H-9
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CONCLUSIONES

Se obtuvo un compuesto diterpénico de origen clerodanico con una estructura qQuimica
diferente a las ya conocidas ¢n otros ejemplares del género Salvia; la estructura quimica de
este nuevo diterpeno hallado en ¢l ¢jemplar de la planta Salvia occidentalis, pertencciente
al subgénero Calosphace scccion Microsphace Benth., abre la posibilidad de realizar
estudios fitoquimicos sobre otros miembros del subgénero para encontrar similitudes o
diferencias a nivel biosintético. Sin embargo, es importante sefialar que la biosintesis de los
metabolitos secundarios depende en gran medida de la zona geografica, asi como de las
interacciones en el ecosistema e incluso de la época del aflo en la que es recolectado el
ejemplar de una planta.

La determinacién estructural del nuevo compuesto diterpénico se realizé satisfactoriamente
con la ayuda de diferentes técnicas enire las que destacan por su importancia las técnicas de
espectrometria de masas de alta resolucién y la resonancia magnética nuclear. Adquiriendo
mayor relevancia esta altima técnica para obtener una mayor informacién acerca de la
nueva estructura.

Estructuralmente ¢s importante mencionar que el nuevo compuesto clerodianico aislado
presenta la singular caracteristica de tener un atomo de carbono espiro, €l C-10, como unién
entre los anillos A y B a diferencia de la gran mayoria de compuestos clerodinicos
conocidos cn donde los anillos A y B se cncuentran unidos a través de los iatomos de

carbono C-5 y C-10 formando un sistema biciclico similar al de la decalina.
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