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RESUMEN

En esta tesis se describe el estudio fitoquimico y la evaluacion de la actividad bioldgica de los
metabolitos secundarios de la Salvia ballotiflora Benth (Seccion Tomentellae) y de la S.
cinnabarina M. et G. (Seccidn Incarnatae), ambas pertenecientes al Subgénero Calosphace.

De las partes aéreas de una poblacion de Salvia ballotiflora recolectada en el Estado de Nuevo
Leon se aislaron mediante técnicas cromatograficas, once compuestos de tipo diterpénico (1-11),
de los cuales ocho presentan un esqueleto de icetexano (1-4 y 6-9) y tres de abietano (5, 10-11).
Las estructuras asignadas a estos productos fueron establecidas mediante el empleo de técnicas
espectroscopicas, fundamentalmente Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de alto campo (700
MHz, para 'H y 175 MHz para '*C). De acuerdo con la literatura quimica, cinco de estos
compuestos, cuatro icetexanos (1-4) y un abietano (5), no se encuentran descritos y constituyen
nuevas aportaciones al conocimiento de la biodiversidad quimica de las salvias mexicanas. Los
diterpenoides 6-11 son productos naturales previamente descritos y fueron identificados como:
anastomosina (6), 7,20-dihidroanastomosina (7), icetexona (8), 1,2-anhidroballotiquinona (9),
conacytona (10) y 7 a-acetoxi-19-hidroxiroyleanona (11). Otra aportacion del presente estudio es
la determinacion de la configuracion absoluta de los diterpenos 6, 7, 8 y 10 las cuales se
establecieron por difraccién de Rayos-X y por Dicroismo Circular Vibracional (DCV).

La Salvia cinnabarina es una especie clasificada en la seccion Incarnatae la cual ha sido estudiada
previamente en relacion a la composicion de su aceite esencial y del exudado de la superficie foliar.
Dichos estudios se han realizado con material cultivado en el Jardin Botanico Hanbury de La
Mortola en Ventimiglia, Italia. En esta tesis se describe el primer estudio realizado sobre una
poblacion silvestre de esta especie, recolectada en el Estado de Puebla. Del extracto de CH2Clz de
las partes aéreas de esta planta se obtuvieron mediante sucesivas separaciones cromatograficas
once metabolitos secundarios (12-22). Los compuestos 12 y 16 son diterpenos con esqueleto de
pimarano y las sustancias 13, 17, 19 y 22 poseen esqueleto de labdano. Se aislaron e identificaron
dos sesquiterpenos, 15 y 21, pertenecientes al grupo del eudesmano, asi como un flavonoide,
identificado como salvigenina (20) y dos productos aromaticos identificados como acido ftalico y
una mezcla de ésteres de acidos grasos con el tirosol (14).

Se llevo a cabo la evaluacion de la actividad biologica de algunos de los diterpenos aislados de
estas especies utilizando modelos establecidos en el laboratorio de pruebas biologicas del Instituto
de Quimica de la UNAM. Los bioensayos utilizados fueron: inhibicion de la proliferacion de
células cancerosas mediante la técnica de la sulforrodamina B; evaluacion de la actividad
antiinflamatoria utilizando el modelo murino de edema auricular inducido por TPA, y el de
capacidad atrapadora del radical DPPH.



ABSTRACT

This thesis describes the phytochemical study and evaluation of biological activity of the
secondary metabolites of Salvia ballotiflora Benth (Section Tomentellae) and S. cinnabarina M.
et G. (Section Incarnatae), both belonging to the subgenus Calosphace.

From the aerial parts of a population of Salvia ballotiflora collected in the State of Nuevo Leon,
eleven diterpene-type compounds (1-11) were isolated by chromatographic techniques, eight of
them have an icetexane skeleton (1-4 and 6- 9) and three of abietane-type (5, 10-11). The structures
assigned to these products were established using spectroscopic techniques, mainly High-field
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) (700 MHz, for 'H and 175 MHz for *C). According to the
chemical literature, five of these compounds, four icetexanes (1-4) and one abietane (5), are not
described and constitute new contributions to the knowledge of the chemical biodiversity of
Mexican salvias. The diterpenoids 6-11 are natural products previously described and were
identified as: anastomosin (6), 7,20-dihydroanastomosin (7), icetexone (8), 1,2-
anhydroballotiquinone (9), conacytona (10) and 7 & acetoxy-19-hidroxiroyleanone (11). Another
contribution of the present study is the determination of the absolute configuration of diterpenes
6, 7, 8 and 10 which were established by X-ray diffraction and by Vibrational Circular Dichroism
(VCD).

Salvia cinnabarina is a species classified in the section Incarnatae which has been previously
studied in relation to the composition of its essential oil and the exudate of the leaf surface. These
studies have been conducted with material grown in the Hanbury Botanical Garden of La Mortola
in Ventimiglia, Italy. This thesis describes the first study conducted on a wild population of this
species, collected in the State of Puebla. From the CH>Cl; extract of the aerial parts of this plant,
eleven secondary metabolites (12-22) were obtained by successive chromatographic separations.
Compounds 12 and 16 are diterpenes with a pimarane skeleton and substances 13, 17, 19 and 22
have a labdane skeleton. Two sesquiterpenes, 15 and 21, belonging to the eudesmane group, were
isolated and identified, as well as a flavonoid, identified as salvigenin (20) and two more aromatic
products identified as phthalic acid and a mixture of fatty acid esters with tyrosol (14).

The evaluation of the biological activity of some of the diterpenes isolated from these species was
carried out using models established in the biological testing laboratory of the Chemistry Institute
of the UNAM. The bioassays used were: inhibition of the proliferation of cancer cells by the
technique of sulforhodamine B; evaluation of the anti-inflammatory activity using the murine
model of auricular edema induced by TPA and the scavenging capacity of the DPPH radical.
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I.- INTRODUCCION

I.1 Consideraciones generales sobre la familia Lamiaceae.

La Familia Lamiaceae (Labiatae) es un grupo muy amplio y diversificado de plantas con 236
géneros y mas de 7000 especies.! Los miembros de esta familia se encuentran distribuidas en
todo el mundo con excepcion de las regiones polares, y estan particularmente bien adaptadas en
las areas tropicales, subtropicales y en las zonas templadas del mundo. En esta familia podemos
encontrar tanto especies adaptadas a climas semi-aridos como a habitats himedos. Debido a esto
las areas de mayor diversidad de esta familia son la zona Mediterranea, Asia Central, el
Continente Americano (México, Centro y Sudamérica), las Islas del Pacifico y las zonas
tropicales de Africa y China. A pesar de la abundancia de géneros, de acuerdo con Cronquist?
aproximadamente la mitad de las Lamiaceas pertenecen a los 8 géneros mostrados en la Tabla A.
Existen, sin embargo, géneros minoritarios que nos son familiares, por su uso tan extenso, ya sea
en medicina tradicional, como plantas ornamentales o por su uso culinario, como son:

Lavandula, Marrubium, Agastache, Mentha y Thymus, entre otros.

Tabla A. Géneros mas abundantes de la familia Lamiaceae

Género No. de Especies Género No. de Especies
Salvia 1000 Isodon 200
Hyptis 350 Stachys 200
Scutellaria 360 Nepeta 100
Coleus 200 Teucrium 100

Desde el punto de vista taxondmico, la diversidad de la familia en zona Mediterranea y Asia
Central sugiere la posibilidad de que los ancestros de las Lamiaceas actuales tuvieron su origen
en esta parte del mundo durante el periodo Cretacico (hace 140-100 millones de anos) cuando
los actuales continentes que conforman la Tierra se encontraban cercanos entre si facilitando el

movimiento y migracion de especies y desde lo que es actualmente Norteamérica hacia

1 Martinez-Gordillo, M., Fragoso-Martinez, 1., Garcia-Pefia, M. R. y Montiel, O. Géneros de Lamiaceae de México,
diversidad y endemismo. Revista Mexicana de Biodiversidad 84, 30-86 (2013).

2 Cronquist A. An integrated system of classification of flowering plant. p 924-927 (1981). Columbia University
Press, New York.



Sudamérica a través de Asia y hacia el actual continente Asiatico directamente,? aunque no se
cuenta con evidencias fosiles que apoyen estas rutas migratorias. En el caso de los géneros
Scutellaria y Salvia, la evidencia quimica de las especies americanas en relacion a las europeas y

asiaticas sugieren que estos fenomenos de migracion fueron factibles.42-b

Una de las caracteristicas mas distintivas de las Lamiaceas es la presencia en la superficie de sus
hojas de glandulas que almacenan aceites esenciales por lo que son conocidas como plantas
aromaticas y en consecuencia muchas especies son utilizadas en diferentes sistemas de medicina
popular y en la preparacion de alimentos. Sin embargo, es importante mencionar que las raices
de muchas de estas especies son también utilizadas en la medicina tradicional de diversas partes

del mundo.s

Desde el punto de vista quimico, la familia ha sido objeto de intensivos estudios orientados al
aislamiento de diferentes tipos de metabolitos secundarios. Los géneros mas estudiados hasta
ahora son: Isodon (que incluye a Rabdosia y Plectranthus),%*® Teucrium,’>¢ Ajuga, 8 Salvia,®
Scutellaria,'* Stachys,'! Sideritis'> y Coleus.'3> Como resultado de estos estudios se han aislado

un gran numero de metabolitos secundarios, tales como esteroles, flavonoides, iridoides,

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

4 a) Esquivel, B., Sanchez, A. A., Vergara, F. Matus, W., Hernandez-Ortega, S. and Ramirez-Apan, M. T.
Chem.Biodivers. 2, 738-747 (2005). b) Esquivel, B., Calderén, J. S., Flores, E., Sanchez, A-A and Rivera, R. R.
Phytochemistry. 46, 531-534 (1997).

S Ver por ejemplo Xiwen, Li and Hedge 1.C. Lamiacae (Labiate) in Flora of China Vol. 17 p 50-299 (1994) Science
Press (Beijing) and Missouri Botanical Garden (St. Louis)

6 a) Han-Dong, S., Sheng-Xiong, H. and Quan-Bin, H. Nat. Prod. Rep. 23, 673-698 (2006). Actualmente las
especies de Rabdosia y Plectranthus estan incluidas en el género Isodon ver referencia 5. b) Miao, L., Wei-Guang,
W., Han/Dong, S. and Jian-Xin, P. Nat. Prod. Rep. DOI: 10.1039/c7np00027h

7 a) Piozzi, F., Rodriguez, B. and Savona, G. Heterocycles 25, 807 (1987). b) Piozzi, F. Heterocycles 37, 603
(1994). ¢) Merrit, A.T. and Ley, S.V. Nat. Prod. Rep. 9, 243 (1992). d) Rodriguez-Hahn, L., Esquivel, B. and
Cardenas, J. Prog. Chem. Org. Nat. Prod. 63, 107-196 (1994) e) Piozzi, F., Bruno, M., Rosselli, S. and Maggio, A.
Heterocycles 65, 1221-1234 (2005).

8 Coll, J. and Tandron, Y.A. Phytochem. Rev. 7, 25-49 (2008) y referencias citadas, ver también referencia 7d.

9 Yi-Bing, W., Zhi-Yu, N., Qing-Wen, S., Mei, D., Hiromasa, K., Yu-Cheng, G. and Bin, C. Chem. Rev., 112,
5967-6026 (2012). Ver también referencia 7d.

10 Shang, X., He, X., He, X., Li, M., Zhang, R., Fan, P., Zhang, Q. and Jia, Z. Journal of Ethnopharmacology 128,
279-313 (2010).

1T Tundis, R., Peruzzi, L. and Menichini, F. Phytochemistry 102, 7-39 (2014). Ver asimismo referencia 7d
12 Fraga, B.M. Phytochemistry 76, 7-24 (2012).
13Saraswati, Katnoria, J.K. and Nagpal, A. K. J. Pharm. Sci. and Res. 8, 227-237 (2016).



monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y sesterterpenos entre otros. En la revision
mas reciente sobre la composicion quimica del género Salvia, se reportan mas de 773
componentes aislados como resultado del estudio de 134 especies, lo que representa el 13.4% del
total.14 Para el género Isodon se han descrito mas de 1200 diterpenos.¢® La familia es una fuente
muy abundante y diversa de productos naturales principalmente de tipo terpénico y mas en
concreto de diterpenos. El género Salvia L. es el mas abundante y diverso de la familia
Lamiaceae, con probablemente 1000 especies a escala mundial, las cuales crecen en todo el
planeta excepto Australia y las regiones frias. Sus centros de diversificacion mas importantes
son: México, la cuenca del Mediterraneo, China y Medio Oriente (en donde probablemente se
origind el género). Existen diferentes tratamientos taxondmicos para el género, pero estudios
recientes basados en secuencias del DNA de algunas especies sugieren cambios importantes en

la forma como estas plantas se encuentran clasificadas actualmente.!>
1.2 La familia Lamiaceae en México.

La Familia Lamiaceae estd representada en México por 591 especies pertenecientes a 32 géneros
considerando tanto los nativos como los naturalizados.! Esto significa que el 8.11% de las
especies y el 13.56% de los géneros del planeta existen en México. El endemismo de las
especies mexicanas de esta familia es del 65.82%. La familia es la octava més abundante en el
pais.! Los géneros mas abundantes son Salvia y Scutellaria con aproximadamente 307 (51.94%
del total de especies en México) y 56 (9.5%) especies respectivamente, seguidos por Hyptis 35
especies, (5.92%), Stachys 41 especies, (6.93%) y Hedeoma 29 especies, (4.90%). Aunque se
pueden encontrar en todos los tipos de vegetacion existentes en el pais, los miembros de esta
familia muestran una predileccion notable por las areas montafosas y se pueden localizar en
habitats compuestos por pinos, encinos y abetos. La mayor parte de las especies del género
Salvia se pueden localizar en este tipo de ecosistema. La Republica Mexicana es el pais con el
mayor numero de especies del género Salvia (aproximadamente el 30% del total de especies a
nivel mundial) y puede ser considerado como uno de los centros de diversificacion mas activos

del planeta en lo que se refiere a este género. Esta situacion se repite para el género Scutellaria,

14 ver referencia 9. La lectura cuidadosa de este trabajo permite concluir que no es una revision exhaustiva ya que
hay varias omisiones sobre todo en lo que respecta a especies mexicanas del género por lo que las cifras que se
manejan en esta revision deben considerarse solamente como una aproximacion.

15 Gonzalez-Gallegos, J.G. and Aguilar-Santelisis, R. Acta Botanica Mexicana 109, 1-22 (2014).



para el cual se considera que el centro de México es el sitio de mayor diversificacion que existe
en América. De los datos anteriores se puede concluir que, aunque México no es un pais muy
rico en plantas de la familia Lamiaceae, dados los porcentajes de géneros y especies
representadas, es la region mas rica del planeta en lo que respecta al género Salvia. Con base en
trabajos recientes Salvia L. es el género mas abundante en México con aproximadamente 319
especies (307 especies en la parte continental y 12 en la peninsula de Baja California),! seguido

por Mammilaria L. (Cactaceae) con 306 especies. !¢

La familia Lamiaceae tiene una legendaria tradicion de uso en México, tanto en medicina
tradicional como para la preparacion de alimentos. En algunos estados del pais, por ejemplo,
Chiapas, es la familia de mayor uso para el tratamiento de padecimientos gastrointestinales con
una contribucion del 21.15% seguida de las familias Asteraceae (19.23%) y Malvaceae
(7.69%).17 En el caso particular del género Salvia se ha identificado la existencia de complejos
de plantas medicinales,!® es decir plantas de diferentes especies que comparten el mismo nombre
comun, caracteristicas morfoldgicas y/o aromadticas y propiedades curativas, tal es el caso de los
complejos “mirto” y “cantueso”. El primero agrupa diferentes especies de salvias que se utilizan
en varias partes del pais para tratar problemas gastrointestinales y del sistema nervioso central
incluye a: Salvia microphylla Kunth, S. elegans Vahl., S. coccinea Juss ex Murr., S. fulgens Cav.
y S. involucrata Cav. El complejo “cantueso” el cual es utilizado para tratar problemas

respiratorios incluye a la Salvia lavanduloides Kunth y S. longispicata M. et G.1°

El estudio de la composicion quimica de las especies mexicanas de plantas de la familia
Lamiaceae, es una linea de investigacion de una gran pertinencia que inicid en forma sistematica
en el Instituto de Quimica de la UNAM (IQ-UNAM) en 1984 fundamentalmente enfocado en el
género Salvia. El perfil quimico de estas plantas ha sido una herramienta 1til para establecer una

clasificacion mas adecuada de las mismas y ha contribuido ademas a la obtencion de productos

16 villasefior, J.L. Bol. Soc. Bot. Méx. 75, 105-135 (2004).

17 Dela Cruz-Jiménez, L., Guzman-Lucio, M. and Viveros-Valdez, E. World Appl. Sci. J. 31, 508-515, (2014).
18 Linares, E. and Bye, R. A. Journal of Ethnopharmacology 19, 153-183, (1987).

19 Jenks, A. A. and Seung-Chul, K. Journal of Ethnopharmacology, 146, 214-224, (2013).



bioactivos. El estudio quimico y bioldgico de las Lamiaceas mexicanas es uno de los grandes

proyectos de largo plazo que se han desarrollado en el IQ-UNAM.20

20 Baldomero Esquivel Rodriguez. El Departamento de Productos Naturales del Instituto de Quimica de la UNAM.
Setenta y dos afios de aportaciones relevantes a la quimica mundial. En “Aportaciones Recientes a la Historia de la

Quimica en México”. Maria de La Paz Ramos Lara y Felipe Le6n Olivares, Coordinadores. 287-303, Universidad
Nacional Auténoma de México, 2014.
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II.- GENERALIDADES

I1.1 Consideraciones sobre el género Salvia a nivel global y en México.

El género Salvia L. es el mas grande de la Familia Lamiaceae con aproximadamente 1000
especies distribuidas por todo el mundo.! Existen varios tratamientos botanicos para este
género, sin embargo, en todos ellos se subdivide en subgéneros y secciones. Uno de los
tratamientos mas antiguos es el de Bentham (1836), el cual divide al género en 4
subgéneros: Salvia, Leonia, Sclarea y Calosphace (Jungia) y cada uno a su vez en
diversas secciones. A pesar de lo sencillo del tratamiento de Bentham, los datos botanicos
y quimicos actuales indican claramente que su esquema debe de ser reconsiderado.?
Tomando como base estudios taxondmicos recientes y la composicion quimica de las
especies analizadas se ha postulado una clasificacion mas adecuada la cual se muestra en

la Tabla B.3

Tabla B. Clasificacion y distribucion de los subgéneros del género Salvia

Subgénero Distribucion Referencias
Audibertia California (EU) y Baja Epling 1939
California (México)
Calosphace (Jungia) México, Centro y Epling 1939
Sudamérica
Leonia Asia, FEuropa, Africa y Bentham 1876,
México

Gonzalez- Gallegos 2013
Salvia Asia, Europa y México Bentham 1876
Sclarea Asia y Europa Bentham 1876

Independientemente del sistema de clasificacion del género, la mayoria de las especies

que crecen en Meéxico (excluyendo la peninsula de Baja California), Centro y

1 Gonzalez-Gallegos, J.G. and Aguilar-Santelisis, R. Acta Botanica Mexicana 109, 1-22 (2014).
2 Bentham, G. Labiatae, in Genera Plantarum, edited by G. Bentham and J.D. Hooker, vol. 2, 1160-1223
(1876). Reeve & Co., London.

3 Esquivel, B., Sdnchez, A. A., Aranda, E. Natural products of agrochemical interest from Mexican Labiate.
In Phytochemicals and Phytopharmaceuticals. Shahidi, F., Ho, C.T. (Ed.). AOCS Press, Champaign,
Illinois, USA, 371-385, (2000).



Sudamérica, presentan una estructura floral muy constante y se considera que pertenecen
al mismo subgénero, el cual se denominara Calosphace siguiendo la nomenclatura de
Bentham,* a reserva de que futuros tratamientos del género puedan introducir cambios en
esta nomenclatura.> Se estima que este subgénero estd constituido por mas de 550
especies, de las cuales en México se localizan 307 (sin incluir las existentes en Baja
California), lo cual representa aproximadamente el 30% del género a nivel mundial y se
estima que el 88% de éstas son endémicas. El tratamiento mas reciente sobre las salvias
del subgénero Calosphace fue publicado por C. Epling en 19396 y organiza las especies
conocidas en esa época en aproximadamente 100 secciones. Con el descubrimiento, ain
en nuestros dias, de nuevas especies de Salvia, el nimero de secciones se ha
incrementado hasta 105. En opinién de varios autores, el tratamiento de Epling no es el
mas adecuado al considerar un numero tan grande de secciones y se propone una
reestructuracion que refleje mejor la evolucion natural de estas especies, sin embargo, a la
fecha no existe un nuevo tratamiento integral del subgénero por lo que la gran mayoria de
los trabajos tanto quimicos como botanicos siguen refiriéndose a éste. Al igual que
muchas otras lamiaceas, las salvias muestran una fuerte predileccion por las areas
montafiosas, aunque se pueden localizar en practicamente todos los tipos de vegetacion
en México. Los habitats compuestos por pinos, encinos y abetos incluyen a la mayor parte
de las salvias en nuestro pais. Este hecho sugiere que el género debe tener por lo menos
entre 40 y 50 millones de afos evolucionando en México y por lo tanto cada millon de
afios se originan 6 nuevas especies. Este indice de especiacion es particularmente alto,

pero es muy dificil de demostrar debido a la falta de evidencias fosiles.

(Porque existen tantas especies en México y Sudamérica? Esto se debe en parte a la

historia geologica de la region. Sin embargo, puede argumentarse que el éxito evolutivo

4 Existen en México algunas especies de los subgéneros Leonia y Salvia tales como: Salvia henryi A. Gray,
S. roemeriana Sheele, S. summa A. Nelson, S. texana (Sheele) Torr. y S. whitehousei Alziar. Estas especies
son un material de estudio idoneo para comparar el perfil quimico con las especies de Calosphace y
observar si estas especies conservan rasgos quimicos que las relacionen mas con las especies europeas y
asiaticas.

S Estos podrian incluir el cambio del nombre del Subgenéro Calosphace por el de Jungia, ver Wood, J.R.1.
and R. M. Harley. The genus Salvia (Labiatae) in Colombia, Kew Bull. 44, 211-278 (1989).

6 Epling, C. A Revision of Salvia, subgenus Calosphace. In Repertorium Specierum Novarum Regni
Vegetabilis; Fedde, F., Ed.; Verlag des Repertoriums, Dahlem dei Berlin 1939; University of California
Press: Berkley, CA, 1940; Vol. 110.



de estas plantas se debe también a que han desarrollado mecanismos de defensa muy
eficientes en contra de depredadores naturales (herbivoros, nematodos, hongos fito-
patogenos e insectos) y son capaces de inhibir el desarrollo e incluso la germinacion de
plantas competitivas en su hébitat. Estos hechos se han observado frecuentemente durante
el trabajo de recoleccion de estas especies y en conjuncion con los factores geologicos
son los responsables del éxito evolutivo del género Salvia. La base quimica de los
mecanismos de defensa de estas plantas, muy probablemente, son los metabolitos
secundarios que biosintetizan. El género Salvia es por lo tanto un material excelente para
el aislamiento de compuestos con propiedades alelopaticas (insecticidas, herbicidas, y
anti-fungicas, entre otras) las cuales pueden ser utiles en agricultura. Sin embargo, la
actividad biolégica descrita para los metabolitos secundarios aislados de estas plantas

abarca una gama mucho mas amplia de actividades que se mencionaran mas adelante.
I1.2 Perfil quimico del género Salvia.

El estudio quimico sistematico de un gran numero de especies de Salvia, a nivel mundial,
ha permitido establecer un perfil quimico muy interesante para este género. Es frecuente
aislar de estas especies compuestos esteroidales tales como f-sitosterol y estigmasterol.
Los flavonoides son constituyentes comunes en las partes aéreas de estas plantas, asi
como productos triterpénicos con esqueleto de lupano, ursano, damarano y oleanano. Se
han aislado, asimismo, compuestos de tipo fenolico derivados de los 4cidos cafeico y
fertlico, principalmente de especies chinas. De algunas especies de Medio Oriente se han
aislado algunos sesterterpenos.” Sin embargo, los metabolitos secundarios mas
diversificados y que caracterizan mejor a estas plantas son los compuestos de tipo
diterpénico, los cuales se han postulado como marcadores taxonémicos tanto a nivel de
subgéneros, como de secciones botdnicas. Dentro de este grupo se han aislado labdanos,
clerodanos, abietanos, y pimaranos principalmente, aunque también se han descrito
kauranos y totaranos.” Con mucha frecuencia se describen diterpenos con esqueletos
transpuestos derivados principalmente del abietano y clerodano. Mas de 250 abietanos y
abietanos transpuestos se han descrito tanto en las partes aéreas como en las raices de

especies pertenecientes a todos los subgéneros, aunque la mayor concentracion y



diversidad de estos tipos de metabolitos secundarios se encuentran en los subgéneros
Salvia y Sclarea. Un ejemplo muy claro de esta biodiversidad lo podemos encontrar en
los diterpenos aislados de las salvias de Turquia las cuales pertenecen a los subgéneros
Salvia, Sclarea y Leonia.® Por otro lado, un elevado nimero de diterpenos con esqueleto
de neo-clerodano y neo-clerodanos transpuestos se han aislado de salvias del subgénero

Calosphace.®
I1.3 Estudio quimico de Salvias Mexicanas.

A partir de 1984 se ha llevado a cabo en M¢éxico, un estudio quimico sistematico del
género Salvia principalmente en el Instituto de Quimica de la UNAM. Como resultado
del andlisis de mas de 50 especies se han aislado una gran cantidad de metabolitos
secundarios, principalmente diterpenos del tipo del abietano, pimarano, totarano y
clerodano, asi como una gran variedad de diterpenos con esqueletos modificados
derivados del abietano y del clerodano, aunque se ha descrito también al menos un
ejemplo de un pimarano modificado.? A diferencia de las salvias de Europa y Asia, que se
caracterizan por bio-sintetizar principalmente diterpenos de tipo abietano, las especies
mexicanas se caracterizan por sintetizar mayoritariamente diterpenos derivados del
esqueleto de neo-clerodano siendo este tipo de compuestos los mas distintivos de estas
plantas. En especies mexicanas no se han descrito hasta el momento la presencia de
diterpenos de tipo labdano y no se han aislado sesterterpenos, los cuales se han descrito
en especies europeas y asidticas. Asimismo, se han planteado durante los primeros afios
del desarrollo de estos estudios, una serie de hipotesis quimiotaxondmicas, basadas en la
distribucion de los diterpenos aislados de las especies estudiadas tomando en cuenta la
seccion botanica en las que se encuentran clasificadas de acuerdo con el tratamiento de C.
Epling.® Con base en resultados mas recientes es claro que se requiere de una revision de

dichas hipotesis.

A pesar de la participacion de varios grupos de investigacion y debido a la abundancia de

estas plantas, se han analizado hasta el momento aproximadamente el 18% de las salvias

7 Yi-Bing, W., Zhi-Yu, N., Qing-Wen, S., Mei, D., Hiromasa, K., Yu-Cheng, G., Bin, C. Chem. Rev., 112,
5967-6026 (2012).

8 Topcu, G. and Goren, A. C. Records of Natural Products, 1, 1-16, (2007).
9 Esquivel, B. Natural Products Communications 3, 989-1002 (2008).



que crecen en el pais y la gran mayoria de estos estudios se han centrado en las partes
aéreas, por lo que el estudio de las raices ha sido poco explorado. La mayoria de las
publicaciones corresponden a poblaciones recolectadas en México, sin embargo, también
se han publicado trabajos realizados en el extranjero de especies originarias de México ya
sea introducidas como el caso de Salvia dugessi Fernald 1911y S. leucantha Cav.1?2 en
China, o cultivadas en jardines botdnicos como ha ocurrido con Salvia cinnabarina M. et
G.13, 8. chamaedryoides Cav.14, S. greggii Gray,!3 S. coccinea Juss,'6 S. divinorum Epling
et Jativa,!7 S. adenophora Fernald,!® Salvia fulgens Cav.!® , o bien usadas como plantas

de ornato como S. microphylla Kunth,20 y Salvia miniata Fernald.?!

Durante el estudio fitoquimico de las salvias mexicanas se ha puesto en evidencia que el
perfil metabolico de una especie, tomando como base su contenido de diterpenos, puede
ser muy variable en funcion de la region geografica donde crecen, la época de
recoleccion, de las condiciones de crecimiento (es decir si son silvestres o cultivadas) y

de las interacciones ecoldgicas en las cuales participan estas plantas. Estas variaciones

10 pe acuerdo con Carl Epling, la Salvia dugesii es sinonimo de S. melissodora, sin embargo, la
composicion quimica descrita para S. dugessi no estd relacionada con la documentada para varias
poblaciones analizadas de S. melissodora, por lo que es posible que haya un error en la identificacion de la
planta. Nota adicional: Se ha descrito recientemente que efectivamente esta especie (S. dugesii) estaba mal
identificada. La especie que ha sido analizada es realmente S. tiliifolia Vahl, ver Fan, M., Bao, Y., Zhang,
Z.]., Zhang, H. B. and Zhao, Q. S. Fitoterapia 123, 44-50, (2017).

1T Xu, G., Zhao, F., Yang, X.W., Zhou, J., Yang, L.X., Shen, X.L., Hu, Y.J. and Zhao, Q.S. Nat. Prod.
Bioprospect. 1, 81-86 (2011).

12 Jiang, Yong-Jun; Su, Jia; Shi, Xin; Wu, Xing-De; Chen, Xuan-Qin; He, Juan; Shao, Li-Dong; Li, Xiao-
Nian; Peng, Li-Yan; Li, Rong-Tao; Zhao, Qin-Shi. Tetrahedron 72, 5507-5514 (2016) y referencias ahi
citadas.

13 Sarpietro, M.G., Ottimo, S., Accolla, M.L., Di Sotto, A. and Castelli, F. Thermochimica Acta 549, 166-
171 (2012) y referencias ahi citadas.

14 Bisio, A., De Mieri, M., Milella, L., Schito, A.M., Parricchi, A., Russo, D., Alfei, S., Lapillo, M.,
Tuccinardi, T., Hamburger, M., and De Tommasi, N. J. Nat. Prod. 80, 503-514 (2017).

15 Kawahara, Nobuo; Tamura, Toru; Inoue, Mayumi; Hosoe, Tomoo; Kawai, Ken-ichi; Sekita, Setsuko;
Satake, Motoyoshi; Goda, Yukihiro. Phytochemistry 65, 2577-2581, (2004) y referencias ahi citadas.

16 Savona, G., Bruno, M., Paternostro, M., Marco, J. L. and Rodriguez, B. Phytochemistry 21, 2563-2566,
(1982).

17 Casselman, 1., Nock, C. J., Wohlmuth, Weatherby, R. P. and Heinrich, M. Journal of Pharmacology
151, 768-783 (2014).

18 Bisio, A., Anna Maria Schito, A. M., Ebrahimi, S. N., Hamburger, M., Mele, G., Piatti, G., Romussi, G.,
Dal Piaz, F. and De Tommasi, N. Phytochemistry 110, 120-132 (2015).

19 Narukawa, Yuji., Fukui, Mari., Hatano, Keiichiro., Takeda, Tadahiro. J. Nat. Med. 60, 58-63, (2006)
20 Aydogmus, S., Yesilyurt, V. and Topeu, G. Natural Products Research 20, 775-781 (2006).

21 Bisio, A., Damonte, G., Fraternale, D., Giacomelli, E., Salis, A., Romussi, G., Cafaggi, S., Ricci, D. And
De Tommasi, N. Phytochemistry 72, 265-275 (2011).

10



han sido documentadas para especies tales como Salvia melissodora,?2*< S. keerlii,232b §S.
fulgens,?*a< S. microphylla,>5*< S. amarissima,2%®< §. leucantha,?’»® S. gesneriflora (S.

gesneraeflora)?82<y S. ballotiflora (S. ballotaeflora).2%b
11.4 Esqueletos modificados de Salvias mexicanas.

En las salvias mexicanas se manifiesta una gran actividad biosintética que trac como
consecuencia una notable diversidad estructural, ya que de ellas se han aislado un gran
numero de esqueletos modificados derivados del clerodano, abietano y pimarano. Esta
diversidad biosintética se ha observado en varias especies,” pero de una forma muy

marcada en Salvia leucantha Cav,30 S. fulgens Cav 3! y S. xalapensis Benth3? las cuales

22 a) Esquivel, B., Hernandez, L. M., Cardenas, J., Ramamoorthy, T. P. and Rodriguez-Hahn, L.
Phytochemistry 28, 561-566, (1989). b) Esquivel, B., Vallejo, A., Gavino, R., Cardenas, J., Sanchez, A. A.,
Ramamoorthy, T. P. and Rodriguez-Hahn, L. Phytochemistry 27, 2903-2905(1988). c¢) Rodriguez-Hahn, L.,
Martinez-Casas, G. and Romo, J. Rev. Latinoamer. Quim. 4, 93-100, (1973).

23 a) Rodriguez-Hahn, L., Garcia, A., Esquivel, B. and Cardenas, J. Canadian Journal of Chemistry 65,
2687-2690 (1987). b) Esquivel, B., Mendez, A., Ortega, A., Soriano-Garcia, M., Toscano, A., Rodriguez-
Hahn, L. Phytochemistry 24, 1769-1772 (1985).

24 a) Narukawa, Y., Fukui, M., Hatano, K. and Takeda, T. Journal of Natural Medicines 60, 58-63, (2006).
b) Esquivel, B., Cardenas, J., Rodriguez-Hahn, L. and Ramamoorthy, T. P. J. Nat. Prod. 50, 738-740,
(1987). ¢) Esquivel, B., Cardenas, J., Toscano, A., Soriano-Garcia, M. and Rodriguez-Hahn, L.
Tetrahedron 41, 3213-3217, (1985).

25 a) Bautista, E., Toscano, R. A. and Ortega, Alfredo. J. Nat. Prod. 77, 1088-1092, (2014). b) Bautista, E.,
Toscano, R. A. and Ortega, A. Organic Letters 15, 3210-3213, (2013). ¢) Esquivel, B., Martinez, N. S.,
Cardenas, J., Ramamoorthy, T. P. and Rodriguez-Hahn, L. Planta Medica 55, 62-63, (1989).

26 a) Bautista, E., Fragoso-Serrano M., Ortiz-Pastrana N., Toscano R. A. and Ortega A. Fitoterapia 114, 1-
6, (2016). b) Bautista, E., Fragoso-Serrano, M., Toscano, R. A., Garcia-Pefia, M. R. and Ortega, A. Organic
Letters 17, 3280-3282, (2015). ¢) Maldonado, E., Cardenas, J., Bojorquez, H., Escamilla, E. M. and Ortega,
A. Phytochemistry 42, 1105-1108, (1996).

27 a) Jiang, Yong-Jun; Su, Jia; Shi, Xin; Wu, Xing-De; Chen, Xuan-Qin; He, Juan; Shao, Li-Dong; Li,
Xiao-Nian;

Peng, Li-Yan; Li, Rong-Tao; Zhao, Qin-Shi. Tetrahedron 72, 5507-5514 (2016) y referencias ahi citadas.
b) Esquivel,

B., Dominguez, R. M., Hernandez-Ortega, S., Toscano, R. A. and Rodriguez-Hahn, L. Tetrahedron, 50,
11593-11600,

(1994).

28 a) Calzada, F., Bautista, E., Lilian Yépez-Mulia, L., Garcia-Hernandez, N. and Alfredo Ortega
Phytother. Res. 29. 1600-1604 (2015) . b) Esquivel, B. and Flores, E. A. Heterocycles 55, 505-509,
(2001). ¢) Jiménez, M., Moreno, E.D., Diaz, E. Rev. Latinoamer. Quim., 10, 166. (1979).

29 a) Dominguez, X. A.; Gonzalez, F. H. Aragdn, R.; Gutiérrez, M.; Marroquin, J. S.; Watson, W. Planta
Med. 1976, 237-241. b) Esquivel, B., Calderon, J. S. Flores, E., Sanchez, A. A., Rivera, R. R.
Phytochemistry. 46, 531-534 (1997).

30 Jiang, Yong-Jun; Su, Jia; Shi, Xin; Wu, Xing-De; Chen, Xuan-Qin; He, Juan; Shao, Li-Dong; Li, Xiao-
Nian; Peng, Li-Yan; Li, Rong-Tao; Zhao, Qin-Shi. Tetrahedron 72, 5507-5514 (2016) y referencias ahi
citadas

31 Narukawa, Yuji., Fukui, Mari., Hatano, Keiichiro., Takeda, Tadahiro. J. Nat. Med. 60, 58-63, (2006)
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son capaces de biosintetizar diterpenos con varios esqueletos modificados. Ejemplos de

estas sustancias se muestran en las Figuras 1-3.

El primer esqueleto modificado aislado de una salvia mexicana es el denominado
icetexano, [9(10—20)-abeo abietano] el cual se caracteriza por un sistema anular 6/7/6
debido a la expansion del anillo B de un abietano a través de la incorporacion del carbono
C-20 como se muestra en el Esquema 1. Esta hipotesis biogenética cuenta con apoyo
experimental a través del trabajo de A. Kelecom33 quien realizd la sintesis biomimética
del barbatusol (I), diterpeno de tipo icetexano aislado de Coleus barbatus Benth

(Lamiaceae), a partir del carnosol (II) como se muestra en el Esquema 2.

32 Esquivel, B., Tello, R. And Sanchez, A.A. J. Nat. Prod. 68, 787-790, (2005).
33 Kelecom, A. Tetrahedron, 39, 3603-3608 (1983).
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Salvileucantina A Salvilgucantina B 6,7-dihidrosalviandulina E
Isosalvigenano Salvileucalano Salvigenano

2-6pi-6, 7-dihidrosalviandulina E Desacetilsalvigendlida SElliaucsating &
Salvigenano Salvigenano Isosalvipuberulano

(0]
OCH;
Salvileucantina D 3p-metoxi-isopuberulina 20-hidroxidugesina B
Isosalvipuberulano Isosalvipuberulano Isosalvipuberulano

0
0
3-epi-tilifodiclida Tilifodiolida Salvileucalina A
Tilifolano Tilifolano Salvileucalano

Figura 1. Ejemplos de diterpenos con esqueleto de neo-clerodano y neo-clerodano
modificado aislados de Salvia leucantha Cav.
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(o]

2-epi-salviandulina E Isopuberulina Dugesina B
Isosalvipuberulano Isosalvipuberulano Isosalvipuberulano

Salvileucantdlida Salvifaricina
Isosalvipuberulano neo-clerodano neo-clerodano

v
o~ O

6,7-deshidrodugesina A
Salvigenano

neo-clerodano

Figura 1 (Continuacion). Ejemplos de diterpenos con esqueleto de neo-clerodano y neo-clerodano modificado
aislados de Salvia leucantha Cav.
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0 OAc o
Salvifulgendlida trans-1,2-Dihidrosalvifaricina

Salvigendlida }
Salvixalapano neo-clerodano

Salvigenano

: OH

HO
OCOCH; 0 \OCOCH3
neo-clerodano neo-clerodano 10p-hidroxibacchotricuneatina A

neo-clerodano

Dehidrokerlina
neo-clerodano

Figura 2. Ejemplos de diterpenos con esqueleto de neo-clerodano y neo-clerodano modificado aislados de
Salvia fulgens Cauv.
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0 OAc

o)
Salvigendlida, R = H Salvixalapadieno Isosalvixalapadieno
2p-hidroxisalvigendlida, R = OH Salvixalapano Salvixalapano
Salvigenano

Salvisousélido Salvixalapoxido
Languidulano Languidulano

Figura 3. Ejemplos de diterpenos con esqueletos modificados aislados de Salvia xalapensis Benth.
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— Icetexanos

L = grupos saliente

Esquema 1. Propuesta biogenética para la formacion de un esqueleto de icetexano

Mezcla de isomeros:

AY10) H-5¢, (éter dimetilico de 1)
AB(10)

Esquema 2. Sintesis biomimética del barbatusol a partir del carnosol.

a) CH;l-K,COs5, agua-acetona, t.a. 1 dia (b) Hp, 10% Pd-C AcOEt, t.a, 3h (c¢) LiAlH,4, THF, reflujo, 3h
3l-RpLU3, ag 2 4 J
(d) TsCl en exceso, piridina, t.a., 20h
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El nombre de icetexano, deriva de icetexona (III), que es el nombre asignado al primer
compuesto de este tipo el cual fue aislado en 1976 de Salvia ballotiflora (S. ballotaeflora)
Benth. junto con su tautomero la romulogarzona (IV) y el abietano conacytona (V).34 35
Los icetexanos constituyen actualmente un grupo cada vez mas numeroso de diterpenos
que se pueden encontrar en varias especies vegetales pertenecientes a diferentes familias
botanicas, pero el mayor nimero de ejemplos que se conocen provienen de las plantas del
género Salvia.3® Posteriormente, en 1985, se describe la estructura de la salvigendlida
(V1) aislada de la especie endémica de México, Salvia fulgens Cav.,?7 este producto, es el
primer ejemplo de un diterpeno con un esqueleto modificado de neo-clerodano al cual se
le denominé salvigenano. Posteriormente, se han aislado una gran cantidad de
compuestos diterpénicos con esqueletos modificados principalmente derivados del neo-
clerodano y en menor proporcion del abietano y pimarano. En varios trabajos de revision
sobre este tema se presentan estos nuevos arreglos y se discuten sus posibles origenes
biogenéticos con base en mecanismos quimicamente viables. La ultima revision
publicada fue en 2008,° pero posteriormente se han descrito algunos diterpenos con
esqueletos modificados adicionales de Salvia occidentalis Sw.,?8 Salvia leucantha Cav.,3°

Salvia amarissima Ort.*0y Salvia microphylla Kunth.4!

34 Dominguez, X. A., Gonzalez, F. H. Aragon, R., Gutiérrez, M., Marroquin, J. S. and Watson, W. Planta
Med. 1976, 237-241.

35 Es frecuente en el campo de los productos naturales nombrar a las sustancias que se aislan asociandolas
a las fuentes naturales de las que se extraen, pero también en ocasiones los nombres se dedican a
instituciones o personas. En el caso de la icetexona (3), esta fue dedicada al ICETEX una organizacion
colombiana que otorga créditos a sus ciudadanos para realizar estudios en el extranjero. En reconocimiento
a Rémulo Garza (fundador del ITESM en Monterrey, Nuevo Leon) se acufio el nombre romulogarzona (4)
y la conacytona (5) fue dedicada al CONACyT.

36 Simmons, E. M.; Sarpong, R. Nat. Prod. Rep. 26, 1195-1217, (2009).

37 Esquivel, B., Cardenas, J., Toscano, A., Soriano-Garcia, M. and Rodriguez-Hahn, L. Tetrahedron 41,
3213-3217, (1985).

38 Jaime-Vasconcelos, M. A., Frontana-Uribe, B., Morales-Serna, J. A., Salmon, M. and Cardenas, J.
Molecules 16, 9109-9115, (2011).

39 Jiang, Y.J., Su, J., Shi, X., Wu, X. D., Chen, X. Q., He, J., Shao, L. D., Li, X, N.,
Peng, L. Y., Li, R. T. and Zhao, Q. S. Tetrahedron 72, 5507-5514 (2016)

40 Bautista, E., Fragoso-Serrano, M., Toscano, R. A., Garcia-Pena, M. R. and Ortega, A. Organic Letters
17, 3280-3282, (2015)

41 Bautista, E., Toscano, R. A. and Ortega, A. Organic Letters 15, 3210-3213, (2013).

18



Icetexona (lll) Romulogarzona (IV)

/
0 OAc
Conacytona (V) Salvigendlida (VI)

I1.5 Resultados previos sobre el estudio de Salvia ballotiflora Benth.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el perfil metabdlico de una salvia puede variar
en funcion de diversos factores ambientales y geograficos. Una de las plantas para las
cuales se cuenta con informacion que demuestra este fenomeno es la Salvia ballotiflora
Benth, la cual ha sido estudiada en diferentes ocasiones y por diferentes grupos de
investigacion y se puede observar una variacion interesante en la diversidad y el patron de
oxidacion de los metabolitos secundarios que produce, en particular en los diterpenos que
se aislan de esta especie. Este arbusto se conoce cominmente como "mejorana" y en las
regiones de San Marcos Tlacoyalco y San Juan Atzingo en el Estado de Puebla se le
conoce como "kandatukuthe" (en lengua Popoloca) y es utilizada por las mujeres después
del parto para desinflamar el abdomen.*? En el noreste de México el té de esta planta se
usa para malestares estomacales, el cual es un uso muy frecuente que se le da a las salvias

en diversas regiones del pais.’

42 Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana.
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/flora2.php?1=4&t=Kandatukuthe&po=&id=6178 &clave
_region=21. Consultada en junio del 2017.

19



Salvia ballotiflora Benth. (Seccion Tomentellae)

El primer estudio fitoquimico sobre esta especie fue publicado por el Dr. X. A.
Dominguez y colaboradores en 1972. En éste se describe el aislamiento del fS-sitosterol y
de los acidos oleanodlico y epi-oleandlico del extracto poco polar de las partes aéreas.** En
1976 el mismo grupo describe el aislamiento y elucidacion estructural de los diterpenos
III, IV y V.34 Las estructuras y configuraciones relativas de la icetexona (IIT)** y de la
conacytona (V)* se confirmaron por difraccion de Rayos-X en ese mismo afio. La
conacytona (V) presenta la posicion C-20 oxidada lo cual es un requisito necesario para la
expansion del anillo B que da origen al anillo de siete miembros de la icetexona (III) y de
la romulogarzona (IV), es decir al esqueleto de icetexano. Aunque el producto III fue el
primer ejemplo de este tipo de compuestos, el término icetexano fue propuesto hasta
1986 durante el estudio quimico de la Salvia fruticulosa Benth de la cual se aislaron

nuevos ejemplos de este tipo de compuestos.*©

De una poblacion de S. ballotiflora recolectada en el estado de San Luis Potosi en 1997,

se aislaron cuatro icetexanos, uno de los cuales fue identificado como anastomosina

43 Dominguez, X.A. y Gonzales F. H. Phytochemistry 11, 2641 (1972).
44 Taira, Z., Watson, W.H. and Dominguez, X. A. J. Chem. Soc. Perkin II, 1728-1730, (1976).
45 Taira, Z. and Watson, W.H. Acta Cryst. B32, 2149-2152, (1976).

46 Rodriguez-Hahn, L., Esquivel, B., Sanchez, C., Cardenas, J., Estebanes, L., Soriano-Garcia, M.,
Toscano, R. and Ramamoorthy, T.P. Tetrahedron Letters, 27, 5459-54612 (1986).
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(VII).#7 La estructura de los icetexanos aislados de esta poblacién se muestra en la Figura
4. La anastomosina (VII) fue aislada en 1989 de la Salvia anastomosans Ramamoorthy,
especie clasificada en la Seccion Tomentellae*® a la cual también pertenece la S.
ballotiflora y la S. fruticulosa Benth. La presencia de anastomosina (VII) en S.
ballotiflora apoya la inclusion de S. anastomosans en la Secciéon Tomentellae. Los otros
tres icetexanos aislados de esta poblacion cuyas estructuras VIII-X fueron establecidas
por métodos espectroscopicos estan relacionados con la icetexona (III) y la anastomosina
(VII). Es interesante observar los patrones de oxidacidon de estos compuestos. En el caso
de la icetexona (III) y la romulogarzona (IV) la j-lactona presente se forma entre las
posiciones C-19 y C-10, mientras que en la anastomosina (VII) y el producto X (7, 20-
dihidroanastomosina) este grupo funcional se forma entre las posiciones C-19 y C-6. En
todos los casos el anillo C se encuentra oxidado a una orfo-hidroxi-para-benzoquinona
siendo este cromoforo el que genera el color caracteristico de estas sustancias. De esta

misma poblacion se aislo la conacytona (V).

19-desoxoicetexona (VII)

)

19-desoxo-iso-icetexona (IX) 7, 20-dihidroanastomosina (X)

Figura 4. Componentes diterpénicos de una poblacion de S. ballotiflora recolectada en
el Estado de San Luis Potosi.

47 Esquivel, B., Calderén, J. S. Flores, E., Sanchez, A. A., Rivera, R. R. Phytochemistry. 46, 531-534
(1997).
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En el afo 2013 se describi¢ el aislamiento de la 19-desoxoicetexona (VIII) de otra
poblacioén de S. ballotiflora recolectada en San Luis Potosi y se llevo a cabo la evaluacion
bioldgica de esta sustancia como anti-diarreico en varios modelos murinos, pero no se

describi6 ninglin otro componente diterpénico.*?

En el mismo afio también se describe la actividad del extracto hidro-metandlico de esta
especie contra el virus del herpes simple (HSV-1) y el virus del herpes genital (HSV-2),
previamente se ensayo la citotoxicidad del extracto con lineas celulares Vero (células

epiteliales normales obtenidas del rifion del mono Cercopithecus aethiopis).>?

Como se ha mencionado previamente las lamiaceas son plantas aromaticas por su alto
contenido de aceites esenciales y debido a los diferentes usos que se han descrito para
estos, en 2015 se llevd a cabo el estudio de la composicion del aceite esencial de S.
ballotiflora obtenido por hidrodestilacion.’! Se lograron identificar 37 componentes en
este extracto siendo los principales el cariofileno (12.74%) y el 6xido de cariofileno
(15.97%). Para ambos componentes se describid una actividad insecticida e insectistatica
en los diferentes estadios del insecto Spodoptera frugiperda J. E. Smith. El extracto
cloroformico de una poblacion de esta planta recolectada en Tenancingo, Estado de
México, se ha propuesto también como una alternativa para el manejo integrado de este

insecto conocido como gusano cogollero del maiz.32

En un trabajo reciente, en 2017, se describio la actividad citotoxica del extracto
cloroférmico y de cuatro diterpenos aislado de S. ballotiflora. La localidad de colecta es
la misma de la cual se aislo la 19-desoxoicetexona (VIII) en 2013. Los diterpenos
obtenidos en esta ocasion fueron identificados como icetexona (III), 19-desoxoicetexona

(VIII), 19-desoxo-iso-icetexona (IX) y 7,20-dihidroanastomosina (X). Tanto el extracto

48 Sanchez, C., Cardenas, J., Rodriguez-Hahn, L. and Ramamoorthy, T. P. Phytochemistry. 28, 1681-1684,
(1989).

49Pérez-Gutiérrez, S., Zaval-Mendoza, D., Hernandez-Munive, A., Mendoza-Martinez, A., Pérez-
Gonzalez, C., Sdnchez-Mendoza, E. Molecules. 18, 8895-8905, (2013).

50 Silva-Mares, D., Torres-Lopez, E., Rivas-Estilla, A. M., Cordero-Perez, P., Waksman-Minsky, N. and
Rivas-Galindo, V. M. Nat. Prod. Commun. 2013, 8, 297-298.

51Cérdenas—0rtega, N. C., Gonzalez-Chavez, M. M., Figueroa-Brito, R., Flores-Macias, A., Romo-
Asuncion, D., Martinez-Gonzalez, D. E., Pérez-Moreno, V. and Ramos-Lopez, M. Molecules. 20, 8048-
8059, (2015).

52Le(')n-Herrera, L.R., Ramos-Lopez, M.A., Mondragén-Olguin, V.M., Romero-Goémez, S., Campos
Guillen, J. and Lucas-Deecke, G. Entomologia Mexicana. 3, 401-406, (2016).
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cloroféormico como los cuatro diterpenos aislados se ensayaron para determinar su efecto
citotoxico en las siguientes lineas celulares de canceres humanos: HeLa (cervical), MCF-
7 (mama) y A549 (pulmon), se utilizaron ademads dos lineas celulares normales de origen
murino y cis-platino como control positivo. En este bioensayo la 19-desoxo-iso-icetexona
(IX), asi como el extracto cloroférmico presentaron la mayor actividad siendo ésta

cercana a la del cis-platino.>3
I1.6 Resultados previos sobre el estudio de Salvia cinnabarina M. et G.

El perfil metabdlico de una especie de Salvia, puede variar en funcidon en diversos
factores entre ellos las condiciones de crecimiento, es decir si son silvestres o cultivadas.
La Salvia cinnabarina M. et G es una especie originaria de México que crece desde el

Estado de Puebla hasta Guatemala.

Salvia cinnabarina M. et G. (Seccion Incarnatae)

El tnico estudio sobre los componentes diterpénicos de esta especie se ha realizado sobre
poblaciones cultivadas en jardin botanico. En 2001 se describié el aislamiento y

elucidacién estructural por RMN de ' y de 3¢ del 4cido 3,4-seco-isopimara-

4(18),7,15-trien-3-oico (XI) obtenido de un extracto de la superficie foliar de esta

especie.>* La configuracion relativa de este seco-pimarano fue establecida por difraccion

53 Campos-Xolalpa, N., Alonso-Castro, A. J., Sanchez-Mendoza, E., Zavala-Sanchez, M.A. and Pérez-
Gutiérrez, S. Brazilian Journal of Pharmacognosy. 27, 302-305, (2017).

54 Romussi, G., Ciarallo, G., Bisio, A., Fontana, N., De Simone, F., De Tommasi, N., Mascolo, N., Pinto,
L. Planta Medica, 67, 153-155, (2001).
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de Rayos-X en 2007 por el mismo grupo de investigacion.’> Esta sustancia ha sido
ensayada en diferentes modelos biologicos y se ha establecido para la misma una amplia
variedad de actividades entre las cuales estan: actividad espasmolitica no-especifica en un
modelo de ileon de cobayo;> inhibidora de la contractibilidad de la vejiga urinaria aislada
de rata in vitro;’® inhibidora de la motilidad intestinal en ratén, in vivo;>’ hipotensora
debido a un mecanismo periférico independiente de la liberacion de 6xido nitrico en el
endotelio vascular en ratas anestesiadas;8 antibacteriana;>® antimutagénica en el ensayo

de Ames;% ansiolitica®' y anticlastogénica en linfocitos humanos (en la forma de sal

sodica). 62

Acido 3,4-seco-isopimara-4(18),7,15-triene-3-oico (XI)

Estos estudios fueron realizados con material cultivado en el Jardin Botanico Hanbury de
La Mortola en Ventimiglia, Italia. La revision bibliografica sobre esta especie indica que
no se han realizado estudios sobre poblaciones silvestres de esta planta. La Salvia

cinnabarina M. et G. se conoce como tzajalpomtz’unun en lengua Maya y es utilizada en

55 Bisio, A., Pagano, B., Romussi, A., Bruno, O., De Tommasi, N., Romussi, G., Mattia, C.A. Molecules,
12,2279-2287, (2007).

56 Capasso, R., [zzo, A.A., Romussi, G., Capasso, F., De Tommasi, N., Bisio, A., Mascolo, N. Planta
Medica, 70, 185-188, (2004).

57 Capasso, R., 1zzo, A.A., Capasso, F., Romussi, G., Bisio, A., Mascolo, N. Planta Medica, 70, 375-377
(2004).

58 Alfieri, A., Maione, F., Bisio, A., Romussi, G., Mascolo, N., Cicala, C. Phytotherapy Research, 21, 690-
692, (2007).

59 Capasso, R.; Avello, G.; Ascione, V.; D’Alessio, A.; De Fusco, R.; Romussi, G. et al. Proceedings 3rd
International Symposium on Natural Drugs; Napoles, 2003; pp. 193-197.

60 pj Sotto, A., Mastrangelo, S., Romussi, G., Bisio, A., Mazzanti, G. Food and Chemical Toxicology, 47,
2092-2096, (2009).

61 Maione, F., Bonito, M.C., Colucci, M., Cozzolino, V., Bisio, A., Romussi, G., Cicala, C., Pieretti, S.,
Mascolo, N. Natural Product Communications, 4, 469-472, (2009).

62 pj Sotto, A., Carbone, F., Hrelia, P., Maffei, F., Castelli, F., Sarpietro, M.G., Mazzanti, G. J. Nat. Prod.
75, 1294-1298, (2012).
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el estado de Chiapas para el tratamiento de colicos,®> es un arbusto perenne de
aproximadamente 1 a 1.5 m de alto con vistosas flores rojas, para el cual se han descrito
actividades antibacterianas®* y espasmoliticas.®> También es utilizada, en el mismo
estado, para el tratamiento de las reumas.% La poblacion silvestre estudiada en esta tesis

es utilizada en el estado de Puebla para aliviar problemas estomacales.
I1.7 Actividad biolégica de diterpenos aislados de Salvias mexicanas.

Como se ha mencionado anteriormente el género Salvia es un material excelente para el
aislamiento de compuestos con propiedades insecticidas, herbicidas, alelopaticas y anti-
fungicas, las cuales pueden ser utiles en agricultura. Esta afirmacion se desprende de
observaciones de campo sobre la capacidad que tienen muchas especies para no ser
atacadas por insectos en su habitat natural y para evitar el desarrollo y floracioén de otras
especies a su alrededor. Algunos de los diterpenos aislados de Salvia han mostrado
interesantes propiedades biologicas algunas de las cuales pueden explicar las
observaciones de campo referidas, ya que se han descrito propiedades antialimentarias
contra insectos tales como Spodoptera littoralis®’ y S. frugiperda® y actividad fitotoxica

utilizando diferentes modelos vegetales.58

Uno de los diterpenos mas estudiados es la salvinorina A debido a su actividad

psicotr()pica.69 Este compuesto fue aislado de Salvia divinorum Epling & Jativa’0 en
1983 por Ortega y col. en el Instituto de Quimica de la UNAM vy es uno de los productos
naturales mejor explorados en cuanto a su mecanismo de accion y sus posibilidades de

uso para el control de adicciones.

63 De la Cruz-Jiménez, L., Guzman-Lucio, M. and Viveros-Valdez, E. World Appl. Sci. J. 31, 508-515,
(2014).

64 Meckes, M., Villarreal M. L., Tortoriello J., Berlin, B. and. Berlin, E.A. Phytother. Res. 9, 244-250,
(1995).

65 Tortoriello, J., Meckes-Fischer M., Villarreal, M. L., Berlin, B. and Berlin, E. Phytomedicine, 2, 57-66,
(1995).

66 Gabriela Dominguez-Vazquez, G. and Castro-Ramirez, A. E. Etnobiologia 2, 19-31, (2002).[S_IE_PJ:

67 Simmonds, M. S. J., Blaney, S. M., Esquivel, B. and Rodriguez-Hahn, L. Pestic. Sci. 47, 17-23 (1996).

68 Rial, C., Varela, R. M., Molinillo, J. M. G., Bautista, E., Ortega-Hernandez, A. and Macias, F. A.
Phytochemistry Letters, 18, 68-76, (2016).

69 Riley, A. P. Groer, C. E. Young, D. Edwald, A. W. Kivell, B. M. and Prisinzano, T. E. J. Med. Chem.,
57, 10464-10475 (2014).

70 Ortega, A., Blount, J.F., Manchand, P.S. J. Chem. Soc. Perkins Trans. 1, 2505-2508, (1982).
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También se han descrito propiedades antiparasitarias (contra Giardia lamblia y
Entamoeba histolytica),”' antimicrobianas,!® inhibidora (in vitro) de la replicacion de
células de cancer humano,’”? y moduladoras de la resistencia a farmacos en lineas de

cancer, entre otras.”3

Varios componentes terpénicos aislados de plantas del género Salvia han mostrado
actividades citotoxicas interesantes en modelos in vitro utilizando una amplia variedad de
lineas celulares en cultivo de diferentes tipos de cancer principalmente humano.” Los
datos actuales indican que los diterpenos de tipo abietano y derivados muestran actividad

citotoxica mas frecuentemente que en el caso de los derivados de neo-clerodano.

Los Productos Naturales han sido la fuente mas util de moléculas con actividad bioldgica
y su influencia ha sido particularmente importante en la obtencién de farmacos contra el
cancer, enfermedad que es la principal causa de muerte a escala mundial. Se le atribuyen
8.2 millones de defunciones ocurridas en todo el mundo en 2012 y se espera que este
numero se incremente a 12 millones para el ano 2030, por lo que la busqueda de nuevos
compuestos con potenciales efectos anticancerosos es una linea de investigacion de una
gran importancia. Con base en los resultados obtenidos a la fecha a escala global, los
diterpenos del género Salvia, y principalmente los derivados del abietano, pueden proveer

nuevos productos lider para el desarrollo de nuevos agentes anticancerosos.

Es importante asimismo la exploracion sistematica de otras actividades biologicas para
los componentes de estas plantas, tales como antiinflamatoria, mejoradora de la
capacidad de aprendizaje’> y contra una variedad amplia de parasitos por ejemplo
Trypanosoma cruzi, el agente causal del mal de Chagas y otros relacionados con
enfermedades tropicales para las cuales se ha dedicado poca atencion desde el punto de
vista de la investigacion. Para algunas de estas enfermedades, tales como dengue,

leishmaniasis, lepra, filariasis, malaria, eschistosomiasis y tuberculosis se han descrito

71 Calzada, F., Bautista, E., Yépez-Mulia, L., Garcia-Hernandez, N. and Ortega, A. Phytother. Res. 29,
1600-1604, (2015)

72 Esquivel, B.; Sanchez, A.A.; Vergara, F.; Matus, W.; Hernandez-Ortega, S.; Ramirez-Apan, M.T. Chem.
Biodivers., 2, 738747, (2005).

73 Bautista, E., Fragoso-Serrano, M., Ortiz-Pastrana, N., Toscano, R. A. and Ortega, A. Fitoterapia, 114,
1-6, (2016).
74 Jassbi, A. R., Zare, S., Firuzi, O. and Xiao, J. Phytochem. Rev. 15, 829-867, (2016).
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diterpenos con actividades muy prometedoras,’® por lo que la evaluacion de los
diterpenos de las salvias contra las mismas puede ser de mucha importancia para la

identificacion de nuevas moléculas lider para combatirlas.

75 Lopresti, L. A. Drugs R D, 17, 53-64, (2017).

76 Marcus Vinicius Oliveira Barros de Alencar, Jodo Marcelo de Castro e Sousa, Hercilia Maria Lins
Rolim, Maria das Gragas Freire de Medeiros, Gilberto Santos Cerqueira, Fernanda Regina de Castro
Almeida, Anténia Maria das Gragas Lopes Citd, Paulo Michel Pinheiro Ferreira, José Arimatéia Dantas
Lopes, Ana Amélia de Carvalho Melo-Cavalcante and Md. Torequl Islam. Phytother. Res. 31, 175-201,
(2017).
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I1I.- JUSTIFICACION



IIL.- JUSTIFICACION

El estudio de las variaciones en el perfil metabdlico de una especie vegetal en diferentes
condiciones de desarrollo es importante para conocer de una forma mas integral las capacidades
biosintéticas de la misma y en muchos casos permiten obtener una mayor diversidad de
metabolitos secundarios. Asimismo, en ocasiones se aislan compuestos conocidos previamente y
al realizar nuevamente su elucidacion estructural se pueden corregir errores en las asignaciones
espectroscopicas originales o bien con las nuevas muestras aisladas se puede determinar la
configuracion absoluta de los mismos por técnicas tales con el Dicroismo Circular Vibracional
(DCV) o difraccion de Rayos-X. Esto es particularmente importante cuando se aislan metabolitos
secundarios cuya elucidacion estructural se llevd a cabo hace varios afos cuando las técnicas
espectroscopicas no tenian la versatilidad y sensibilidad que actualmente las caracterizan y la

determinacion de la configuracion absoluta era una tarea a veces dificil y complicada.

Adicionalmente, el estudio de una especie vegetal recolectada en diferentes localidades, permite
también la evaluacion de la actividad bioldgica de una mayor variedad de metabolitos secundarios.
La btsqueda de actividades bioldgicas definidas puede guiarse por el uso tradicional que los
grupos humanos han descubierto para una determinada especie, pero también es probable
encontrar efectos fisiologicos diferentes a los previamente establecidos. Cuando un compuesto es

biologicamente activo el conocimiento de su configuracion absoluta cobra mayor relevancia.

Por otro lado, el conocimiento mas profundo de la composicion quimica de una planta es un dato
que ayuda a establecer la correcta posicion de una especie en una jerarquia evolutiva, lo que
conocemos como quimiotaxonomia, ya que los metabolitos secundarios son finalmente la
expresion ultima de los genes de un vegetal. Este tipo de estudios, aunque son cada vez menos
frecuentes, son fundamentales en un género como Salvia el cual, al contar con un numero de
especies elevado, determina que existan problemas muy frecuentes para establecer una taxonomia
acorde con el desarrollo evolutivo de las mismas. El Uinico tratamiento integral que abarca a las
salvias mexicanas fue publicado en 1939, desde entonces el nimero de especies ha aumentado y
con ellos las dificultades que enfrentan los botanicos para definir una escala evolutiva para estas

plantas e incluso delimitar las secciones botanicas en las que se encuentra dividido.

Si bien las especies analizadas en este trabajo, Salvia ballotiflora y S. cinnabarina han sido

estudiadas previamente, las poblaciones examinadas en esta tesis son geograficamente diferentes
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y en el caso de S. cinnabarina, los estudios previamente publicados se han realizado con material
cultivado en un jardin botanico, por lo que en esta tesis se describe por primera vez la composicion
quimica de una poblacion silvestre de esta especie, la cual puede ser muy diferente a la publicada.
Para el caso de S. ballotiflora, el estudio realizado en esta tesis permitié aclarar ciertas
discrepancias encontradas en la literatura en especifico con un producto natural de particular
importancia, por ser el primer icetexano descrito, denominado icetexona (8) y, por otro lado, se
establecieron las configuraciones absolutas de varios diterpenos previamente aislados de esta

especie.
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IV.- OBJETIVOS

Tomando en cuenta la discusion de los capitulos anteriores, en esta tesis se presenta el estudio
quimico de las partes aéreas de una poblacion de Salvia ballotiflora Benth. colectada en el
municipio de Linares del estado de Nuevo Leon y de una poblacion natural de la S. cinnabarina
M. et G. colectada en las afueras de Zoquitlan, en el estado de Puebla, ambas especies estan
clasificadas en el subgénero Calosphace (Jungia) en las secciones Tomentellae e Incarnatae

respectivamente. Los objetivos centrales de este trabajo son:

1.- Contribuir al estudio quimico sistematico de las especies del género Salvia que crecen en

México.

2.- Llevar a cabo la evaluacion de la actividad bioldgica de los metabolitos secundarios presentes
en ellas como inhibidores de la proliferacion de lineas celulares de diferentes tipos de cancer

humano, antiinflamatorios y antioxidantes.

3.- Documentar la variabilidad del perfil quimico de las especies, considerando principalmente su

contenido de diterpenos.

4. - Aportar datos de importancia quimiotaxonémica que complementen los estudios de taxonomia
clasica y filogenéticos que se llevan a cabo en las especies del género Salvia pertenecientes al

subgénero Calosphace.

Para cumplir con estos objetivos se llevara a cabo el aislamiento y la elucidacion estructural de los
metabolitos secundarios presentes en estas especies. El aislamiento se llevara a cabo por los
métodos rutinarios de laboratorio y la elucidacion estructural con las técnicas usuales,
fundamentalmente RMN de campo alto (700 MHz). Se determinara la configuracion absoluta de

los compuestos aislados utilizando DCV o bien difraccion de Rayos-X.

Se llevard a cabo la evaluacion de la actividad antiproliferativa de los compuestos aislados
utilizando las lineas celulares de diferentes tipos de cancer con los que se cuenta en el Laboratorio
de Pruebas Biologicas del Instituto de Quimica, siguiendo los protocolos establecidos en el mismo.
En este mismo laboratorio se llevardn a cabo las evaluaciones como antiinflamatorios y

antioxidantes.
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V.- DISCUSION DE RESULTADOS

V.1 Los diterpenos de tipo abietano e icetexano de la Salvia ballotiflora Benth. Elucidacion

estructural y evaluacion de su actividad biolégica

De las partes aéreas de una poblacion de Salvia ballotiflora Benth! recolectada en el Municipio de
Linares en el Estado de Nuevo Le6n se aislaron mediante técnicas cromatograficas, once
compuestos de tipo diterpénico (1-11) (Esquema 1), de los cuales ocho presentan un esqueleto de
icetexano (1-4 y 6-9) y tres de abietano (5, 10-11). Las estructuras asignadas a estos productos
fueron establecidas mediante el empleo de técnicas espectroscopicas, fundamentalmente RMN de
alto campo (700 MHz, para 'H y 175 MHz para '*C). De acuerdo con la literatura quimica, cinco
de estos compuestos, cuatro icetexanos (1-4) y un abietano (5), no se encuentran descritos y
constituyen nuevas aportaciones al conocimiento de la biodiversidad quimica de las salvias
mexicanas. Los diterpenoides 6-11 son productos naturales previamente descritos y fueron
identificados como: anastomosina (6),2 7,20-dihidroanastomosina (7),> icetexona (8),* 1,2-
anhidroballotiquinona (9), conacytona (10)* y 7a-acetoxi-19-hidroxiroyleanona (11).° Estos
compuestos han sido aislados de diferentes fuentes naturales y en este trabajo se abordaran algunas
precisiones sobre la asignacion de sus espectros de RMN de 'H y 1*C ya que durante el analisis de
los mismos se encontraron discrepancias con las asignaciones originales. Otra aportacion del
presente estudio es la determinacion de la configuracion absoluta de la anastomosina (6), la 7,20-
dihidroanastomosina (7), la icetexona (8) y la conacytona (10) las cuales se establecieron por

difraccion de Rayos-X mediante los parametros de Flack y Hooft y por DCV.

1 Martinez-Gordillo, M., Fragoso-Martinez, 1., Garcia-Pefia, M. R. y Montiel, O. Géneros de Lamiaceae de México,
diversidad y endemismo. Revista Mexicana de Biodiversidad 84, 30-86 (2013). En las primeras publicaciones sobre
esta especie es referida como Salvia ballotaeflora Benth, sin embargo, el nombre actualmente aceptado para esta
planta es Salvia ballotiflora Benth., de tal forma que el nombre anterior, se debe considerar como sinénimo.

2 Sanchez, C., Cardenas, J. Rodriguez-Hahn, L. and Ramamoorthy, T. P. Phytochemistry 28, 1681-1684 (1989).
3 Esquivel, B., Calderén, J. S., Flores, E., Sanchez, A. A. and Rivera, R. R. Phytochemistry 46, 531-534 (1997).

4 Dominguez, X. A., Gonzalez, F. H., Aragon, R., Gutiérrez, M., Marroquin, J. S. and Watson, W. Planta Med. 237-
241(1976).

S Cérdenas, J. and Rodriguez-Hahn, L. Phytochemistry 38, 199-204, (1995).

6 Hernandez, M., Esquivel, B., Cardenas, J., Rodriguez-Hahn, L. and Ramamoorty, T. P. Phytochemistry 26, 3297-
3299, (1987).
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Esquema 1. Componentes diterpénicos de S. ballotiflora Benth.
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Los icetexanos aislados tienen en comun la presencia de una j~lactona y de acuerdo con el patron
de oxidacion establecido para los mismos se pueden agrupar en dos tipos: a) los que tienen la »-
lactona entre las posiciones C-19 y C-10 (compuestos 3, 4 y 8) y b) aquellos en los que este
heterociclo se forma entre las posiciones C-19 y C-6 (productos 1, 2, 6, 7 y 9). Los primeros
ejemplos descritos de cada tipo de conectividad son la icetexona (8), para los icetexanos tipo a 'y
la anastomosina (6) para el tipo b. La estructura de los diterpenoides no descritos en la literatura

(1-5) fue establecida con base en el siguiente analisis de sus propiedades espectroscopicas.
V.2 Elucidacion de la estructura de la ballotiquinona (1)

El compuesto 1, fue aislado como un aceite amarillo en cuyo espectro en el IR se pueden observar
bandas en 3597 y 3412 cm™! que se atribuyen a grupos hidroxilo; en 1778 cm™! que corresponde
al carbonilo de una y-lactona; en 1654 y 1621 cm ™! dos bandas que se atribuyen a los carbonilos
de una quinona asi como en 1583 cm™! a dobles ligaduras. En el espectro en el UV de 1 se pueden
observar bandas cuyos maximos se localizan en 213, 243 y 332 nm lo que sugiere la presencia de
una orto-hidroxi-p-benzoquinona en su estructura.*> En el espectro de RMN de 'H (Espectro 1,
Tabla 1) se observan las sefiales caracteristicas de un grupo isopropilo en 3.25 ppm (hept, J= 7.1
Hz) y 1.26 ppm (6H, d, J = 7.1 Hz), las cuales se asignan al metino de la posicion C-15 y a los
atomos de hidrogeno de los metilos de las posiciones C-16/C-17 respectivamente. El
desplazamiento quimico de los atomos de hidrogeno del grupo isopropilo permiten situarlo en la
posicion C-13. Este grupo esta presente en todos los diterpenos aislados de esta poblacion de S.
ballotiflora. El espectro de '*C del compuesto 1 (Espectro 2, Tabla 1) confirma la presencia de la
orto-hidroxi-p-benzoquinona y del grupo isopropilo ya que se observan las sefiales esperadas para
estos grupos en 132.2 (C-8), 137.7 (C-9), 184.3 (C-11), 150.3 (C-12), 126.8 (C-13), 187.3 (C-14),
24.7 (C-15), 19.9 (C-16) y 20.0 (C-17) ppm.35 En el espectro 2 (Tabla 1) se observan, asimismo
sefiales en 179.8 y 22.7 ppm que se asignan al carbonilo de la y-lactona de la posicion C-19
(evidenciada por el espectro en el IR) y al metilo de la posicion C-18 respectivamente. El
desplazamiento quimico del metilo indica que la j)lactona es similar a la descrita para la
anastomosina (6) (lactona C-19/C-6, tipo b),2 ya que para una funcionalidad tipo icetexona (8)

(lactona C-19/C-10, tipo a) se esperaria observar la senial de este metilo alrededor de 18 ppm.” En

7 Esquivel, B., Burguefio-Tapia, E., Bustos-Brito, C., Pérez-Hernandez, N., Quijano, L. and Joseph-Nathan, P.
Chirality (2017) (en revision).
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el espectro de RMN de 'H (Espectro 1, Tabla 1) de este producto el 4&tomo de hidrégeno de la
posicion C-6 se observa en 4.29 ppm como un doble de dobles con constantes de acoplamiento de
10.3 y 2.3 Hz. La constante de mayor magnitud indica una orientacion pseudo-axial para H-6. En
el espectro COSY (Espectro 3) de este compuesto se puede observar que H-6 correlaciona con una
sefial doble en 3.41 ppm (J = 10.2 Hz), el cual se asigna a H-5 y con una sefal simple ancha en
5.53 ppm que se atribuye al atomo de hidrogeno geminal de un grupo hidroxilo, el cual debe de
estar, por lo tanto, unido a C-7. El desplazamiento quimico de H-7 se explica por estar adyacente
al sistema de orto-hidroxi-p-benzoquinona, lo que determina que se observe a una frecuencia mas
alta que H-6 el cual es geminal a una lactona. Al equilibrar la muestra con D>O la sefial para H-7
se observa como una sefial doble cuya constante de acoplamiento (J = 2.2 Hz) indica una
orientacion «a pseudo-axial para el grupo hidroxilo. Esta estereoquimica se ha observado en otros
diterpenos de tipo abietano e icetexano también aislados del género Salvia con funciones

oxigenadas (hidroxilo y acetato) en C-7.6.7

En el espectro de RMN de 'H de 1 se pueden observar otras sefiales relevantes para la elucidacion
estructural. Una de ella es una sefial triple ancha en 4.73 ppm (J = 7.7 Hz) que se asigno al 4tomo
de hidrégeno geminal de otra funcion hidroxilo en la posicion C-1 y otra que corresponde a una
sefial triple centrada en 7.07 ppm (J = 2.5 Hz). El desplazamiento quimico de la primera sefal es
consistente con una disposicion alilica para este grupo hidroxilo, mientras que para la segunda
sefial se propone que corresponda a un atomo de hidrogeno vinilico adyacente a la orfo-hidroxi-p-
benzoquinona y se asigno al &tomo de hidrogeno de la posicion C-20. La ubicacion del hidroxilo
en la posicion C-1 se confirma al realizar experimentos de doble resonancia, ya que al saturar la
sefial en 4.73 ppm (H-1) las sefiales del metileno de la posicion C-2 observadas como sefiales
multiples en 1.70 y 2.49 ppm se simplifican. El espectro de '3C de 1 (Tabla 1) confirma las
asignaciones previas ya que las sefales para C-1 y C-7 se observan en 68.2 y 65.0 ppm
respectivamente, mientras que las correspondientes a la doble ligadura entre las posiciones C-

10/C-20 se observan en 153.1 (C) y 112.3 (CH) ppm.

34



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

Posicion  &c Tipo* &u (Jen Hz) HMBC
1 68.2 CH 4.73,ta (7.7) 3,5, 10, 20
20 29.0 CH; 2.49, ddt (13.3,10.5,8.4) 3,4,10
2B 1.69, dtd (13.4, 8.2, 2.4)
3 26.8 CH; 181, m 1,2,4,5,18
4 444 C
5 441 CH 3.41,d (10.2) 3,4,6,7,10, 18,20
6 799 CH 4.29, dd (10.3, 2.3) 5,7,10
7 65.0 CH 5.53, sa 6,89
8 1322 C
9 137.7 C
10 153.1 C
11 184.3 C
12 1503 C
13 126.8 C
14 1873 C
15 247 CH 3.25, hept (7.1) 12,13, 14,16,17
16, 17 19.9, 2CHs; 1.26,d(7.1) 13,15
20.0
18 22.7 CHs 1.47,s 3,4,5,19
19 179.8 C
20 112.3 CH 7.07,t(2.5) 1,5,6,9,11
1-OH 1.97, sa
7-OH 3.11,d (4.33)
12-OH 7.14, sa 12,13,11

'H 700 MHz, 3C 175 MHz, CDCls. *Obtenido del espectro HSQC.

El espectro de HMBC de este compuesto (Espectro 4, Tabla 1, Figura 1) confirma las asignaciones
previamente discutidas, ya que para H-1 se observan correlaciones con C-10, C-20 y C-5. Por otro
lado, H-20 correlaciona con C-1, C-5, C-6, C-9 y C-11. En este mismo espectro se observa que H-

6 correlaciona con C-5, C-7 y C-10, mientras que H-7 muestra contornos de correlacion con C-6,
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C-8 y C-9. En la Tabla 1 y en la Figura 1 se ilustran estas correlaciones y algunas mas que son

consistentes con la conectividad propuesta para este nuevo diterpeno aislado de S. ballotiflora.

ballotiquinona (1)

HMBC /X NOESY#~ '\

Figura 1. Correlaciones HMBC y NOESY para el compuesto 1.

La configuracion relativa de 1, fue establecida con base en los valores de las constantes de
acoplamiento ya discutidas y con ayuda del espectro NOESY (Espectro 5, Figura 1). La magnitud
de la constante de acoplamiento observada para H-1 (J = 7.7 Hz) indica una orientacion axial para
este atomo de hidrégeno y por lo tanto una orientacion £ para el grupo hidroxilo. En el espectro 5
se puede observar que H-5 muestra efecto nuclear de Overhauser con los 4&tomos de hidroégeno del
metilo unido a C-4, que a su vez correlacionan con H-1. Estos hechos indican que tanto H-5, el
Me-18 y H-1 deben tener la misma orientacion. Por otro lado, H-6 muestra correlacion en el
espectro NOESY con H-7 y ya que H-5 y H-6 tienen una disposicion anti-periplanar, lo cual se
deduce de su constante de acoplamiento (J = 10.2 Hz), se puede concluir que si asignamos una
orientacion a~axial para H-5, con base en consideraciones biogenéticas, la configuracion relativa
de este compuesto es la mostrada en la estructura 1. Este nuevo icetexano esté relacionado con la

anastomosina (6) y se propone el nombre de ballotiquinona (1) para esta nueva sustancia.

V.3 La estructura de la 6,7-anhidroballotiquinona (2), un nuevo icetexano con un anillo de

cicloheptatrieno

Del andlisis del espectro de masas del compuesto 2 se puede deducir una féormula molecular
C20H2006 lo que indica un alto grado de insaturacion (Q = 11). Los espectros de RMN de 'H
(Espectro 6, Tabla 2) y de *C (Espectro 7, Tabla 2) de este producto permiten establecer la
estructura 2 para el mismo, la cual esta relacionada con la ballotiquinona (1). La eliminacion del

hidroxilo de la posicion C-7 del compuesto 1 a través de la pérdida de una molécula de agua puede
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dar origen al producto 2, el cual se debe denominar como 6,7-anhidroballotiquinona (2). De
manera similar a 1, en el espectro de RMN de '*C de 2 (Tabla 2) se observan las sefiales para una
orto-hidroxi-p-benzoquinona y un grupo isopropilo en 140.0 (C-8), 149.9 (C-9), 182.8 (C-11), 151.2
(C-12), 126.5 (C-13), 185.3 (C-14), 24.8 (C-15), 20.0 y 20.1 (C-16 y C-17). En este mismo espectro
se pueden observar una sefial en 179.3 ppm y otra en 27.5 ppm que se asignan al carbonilo de una
y-lactona y al metilo C-18. El desplazamiento quimico de estas sefales indica que el tipo de
lactonizacion en el compuesto 2, es similar al de la ballotiquinona (1), sin embargo, el atomo de
hidrégeno geminal a esta funcionalidad no se observa en el espectro de RMN de 'H de 2. Este
hecho sumado a que en el espectro de RMN de '*C de 2 se observan dos sefiales para carbonos sp?
en 130.2 y 100.5 ppm permite establecer la presencia de una doble ligadura adicional entre los
carbonos C-6 y C-7. En el espectro de RMN de 'H se observa una sefial doble con J= 1.1 Hz, en
6.77 ppm la cual se asigna a H-7 ya que en el espectro de HSQC (Espectro 8) se observa que
correlaciona con la sefal de 100.5 ppm (C-7) y en el espectro de HMBC con la sefal en 130.2 ppm
(C-6) (Tabla 2). En consistencia con estas consideraciones, en el espectro de IR del compuesto 2,
la banda para el carbonilo de la j-lactona se observa en 1811 cm’!, es decir desplazada 33 cm™ a
mayor nimero de onda con respecto a la observada en la ballotiquinona (1), ya que se trata de una
enol-)~lactona.® Otras sefiales relevantes para la asignacion de la estructura de la 6,7-
anhidroballotiquinona (2) observadas en su espectro de RMN de 'H son un una sefial simple ancha
en 2.85 ppm y una sefial doble en 6.91 ppm (J = 1.82 Hz), las cuales se asignan a H-5 y H-20. En
el espectro COSY de 2 (Espectro 9) se puede observar que la sefial para H-5 correlaciona con H-
20 y con H-7. Estos hechos permiten concluir que el anillo B de la 6,7-anhidroballotiquinona (2)
es un cicloheptatrieno en el cual una de las dobles ligaduras forma parte también de la orto-hidroxi-
p-benzoquinona, lo que es consistente con los maximos observados en el espectro de UV de 2 en

213,243 y 332 nm y con el alto grado de insaturacion que se deduce del espectro de masas.

8 Jones, R. N., Angell, C. L., Ito, T. and Smith, R. J. D. Can. J. Chem. 37, 2007-2022, (1959).
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Tabla 2. Datos de RMN de *H, *3C y correlaciones HMBC de 2.

Posicion 6¢ Tipo* 6n (J en Hz) HMBC

1 66.6 CH  4.57,t(2.9) 3,5, 20

2B 28.1 CH,  2.01, dc(14.7, 3.5) 1, 4,10

20 1.41, dddd (14.7,11.9,5.6,2.8) 3

30 255 CH> 2.18, m 1,2,4,19

30 2.16, m 1,2,4,19

4 42.7 C

5 44.8 CH 2.85, sa 1,4,10,9, 18,
19, 20

6 130.2 C

7 100.5 CH  6.77,d(1.1) 5,6,9,14

8 140.0 C

9 149.9 C

10 138.0 C

11 182.8 C

12 151.2 C

13 126.5 C

14 185.3 C

15 24.8 CH  3.28, hept (7.1) 12,13, 14, 16, 17,

16, 17 20.0,20.1 2CHs 1.27,1.26,d(7.1) 13,15

18 27.5 CHs 1.44,s 3,4,5,19

19 179.3 C

20 122.8 CH  6.91,d(1.82) 1,5,8,11,9

1H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCls. *Obtenido del espectro HSQC.

Continuando con el analisis del espectro de RMN de 'H (Tabla 2) del producto 2, se observan en
1.44 ppm una sefial simple que integra para tres a&tomos de hidrégeno, que se asigna al metilo C-

18 y en 4.57 ppm una sefial triple (J/ = 2.9) que integra para un atomo de hidrogeno. El
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desplazamiento quimico de esta Gltima indica que corresponde a un atomo de hidrogeno geminal
a un hidroxilo en posicidn alilica, similar al que presenta la ballotiquinona (1), por lo que se asigna
a la posicion C-1. El valor de la constante de acoplamiento medido para esta sefial indica que H-1
debe de estar formando un angulo diedro de aproximadamente 60° con los dtomos de hidrogeno
del metileno vecino. El estudio de un modelo Dreiding® y de los conformeros mas estables para 2
obtenidos mediante Mecanica Molecular (MM?2)!0 permiten concluir que el anillo A puede adoptar
dos conformaciones de media silla (half chair) debido a la presencia del sistema de cicloheptatrieno
del anillo B, ya que introduce una mayor rigidez a la molécula. En uno de los conférmeros (Figura
2), H-1 adopta una orientacion a—ecuatorial, formando dngulos de 60° con cada uno de los 4tomos
de hidrégeno de C-2, por lo que es razonable asumir que esta es la conformacion més estable ya
que explica la constante de acoplamiento observada para H-1 en su espectro de RMN de 'H. El
hidroxilo unido a C-1 tiene, por lo tanto, una orientacion f-axial. La estereoquimica relativa del
resto de la molécula fue establecida con base en las correlaciones observadas en el espectro
NOESY del producto 2 (Figura 2). En este espectro se puede observar que H-5 muestra correlacion
con el metilo unido a C-4 indicando con ello que estan del mismo lado de la molécula. Para el
atomo de hidrogeno H-1 se pueden observar correlaciones con H-20 y con los 4&tomos de hidrogeno
de C-2, los cuales se observan en 2.01 y 1.41 ppm, este hecho es consistente con la orientacion

a—ecuatorial asignada a H-1.

6,7-anhidroballotiquinona (2)

ampc 7\ oesy ¥~ O\

Figura 2. Correlaciones HMBC y NOESY para el compuesto 2.

Asumiendo una orientacion a~axial para H-5, la configuracion relativa para este compuesto es la

mostrada en la estructura 2. Los icetexanos 1 y 2 no se encuentran descritos en la literatura y estan

9 Dreiding Stereomodels Biichi (Flawil, Switzerland)
10 MM2, Molecur Mechanics 2 paquete de quimica computacional incorporado en el Chem 3D, version 15.0
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relacionados con la anastomosina (6), la 7,20-dihidroanastomosina (7) y con el compuesto 9, con
los cuales coexisten en esta poblacion de S. ballotiflora. E1 compuesto 9, el cual fue descrito como
constituyente de Salvia candicans puede considerarse también como derivado de la ballotiquinona
(1) mediante la eliminacion de una molécula de agua entre las posiciones C-1 y C-2 y por lo tanto
lo podemos designar como 1,2-anhidroballotiquinona (9), ya que en el trabajo original no le fue

asignado nombre alguno.’
V.4 La estructura y configuracion absoluta de la 7 a-acetoxi-6,7-dihidroicetexona (3).

El siguiente compuesto novedoso obtenido de las partes aéreas de S. ballotiflora fue aislado como
un polvo amarillo y le fue asignada la estructura 3. El espectro de masas de alta resolucién obtenido
mediante la técnica de Andlisis Directo en Tiempo Real (DART por sus siglas en inglés), permite
obtener una formula molecular Cy;H2607 para este producto natural. En el espectro de IR se
pueden observar bandas en 3414, 1771, 1744 y 1646 cm™' las cuales se asignan a grupos hidroxilo,
carbonilo de j~lactona, carbonilo de éster y carbonilos de quinona respectivamente. En el espectro
de 13C de esta sustancia (Espectro 10, Tabla 3) se pueden observar 22 sefiales, las cuales se
clasifican con base en el espectro HSQC (Tabla 3) en 4 metilos, 5 metilenos, 3 metinos y 10
carbonos cuaternarios. En estos tltimos, se pueden diferenciar 2 carbonos cuaternarios de tipo sp°,
4 carbonilos y 4 carbonos olefinicos. Ademas, de las sefiales caracteristicas para una isopropil-
orto-hidroxi-p-benzoquinona, en el espectro 10 se observan las sefales tipicas de un grupo acetoxi
en 169.6 y 20.7 ppm (Tabla 3). Otras sefiales relevantes para la elucidacion estructural de este
compuesto son observadas en su espectro de RMN de °C en 179.6 (C), 81.8 (C), 17.2 (CH3) y
30.2 (CH2) ppm. La sefial a la frecuencia mas alta fue asignada al carbonilo de la j-lactona
evidenciada por el espectro de IR. Aunque el desplazamiento quimico de esta sefial es similar al
observado en los icetexanos 1y 2, la presencia de las sefiales en 81.8 ppm y en particular la del
metilo en 17.2 ppm indican un sistema de j-lactona relacionada a la icetexona (8), por lo tanto, la
senal simple de 81.8 se asigna a C-10 y el cuarteto en 17.2 ppm a C-18. La senal triple observada
en 30.2 ppm se asigna al metileno de C-20, el cual es caracteristico de un 9(10—20)-abeo abietano
relacionado con la icetexona (8).3 El espectro de RMN de 'H del producto 3 (Espectro 11, Tabla
3) confirma las conclusiones anteriores, ya que en ¢l se observa un sistema AB en 3.43 y 3.01 ppm
(J = 15.7 Hz) que se asigna a los atomos de hidrogeno de la posicion C-20, asi como una sefial

simple que integra para tres atomos de hidrogeno en 1.11 ppm que corresponde a los atomos de
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hidrogeno del metilo C-18. También se observa la sefial tipica del metilo de un grupo acetoxi en
2.09 ppm. El 4&tomo de hidrogeno geminal a este grupo se localiza en 6.21 ppm como una senal
doble con J = 7.1 Hz. El desplazamiento quimico de esta sefial indica que el acetato se encuentra

adyacente a la orto-hidroxi-p-benzoquinona y permite asignarlo a la posicién C-7.

El anélisis detallado del espectro COSY (Espectro 12) del compuesto 3 fue fundamental para la
elucidacion de su estructura. En este espectro se puede observar que el atomo de hidrogeno geminal
al grupo acetoxi (d, J= 7.1 Hz, H-7) esta acoplado con un 4&tomo de hidrégeno, que se observa en
2.27 ppm (ddd, J = 14.8, 7.1 y 5.5 Hz) el cual forma parte de un metileno, ya que a su vez esta
acoplado con su atomo de hidrogeno geminal el cual se observa en 1.43 ppm (dda, J=14.8 y 12.1
Hz). Por otro lado, los atomos de hidrogeno del metileno muestran correlacion en el espectro
COSY con una sefial doble de dobles que integra para un hidrégeno, localizada en 2.37 ppm (J =
12.1 y 5.5 Hz). El analisis de las constantes de acoplamiento permite concluir que la constante de
14.8 Hz entre las sefiales en 2.27 y 1.43 ppm corresponde al acoplamiento geminal entre los &tomos
de hidrogeno del metileno vecinal a H-7 y que se asignan por lo tanto a la posicion C-6. La
constante de acoplamiento de 12.1 Hz medida para el atomo de hidrégeno en 1.43 ppm indica que
tiene una orientacion S-axial (H-6 f—pseudoaxial), por lo que la sefial observada en 2.27 ppm debe
de corresponder a H-6 a~pseudoecuatorial, 1o cual es consistente con la constante de acoplamiento
de 5.5 Hz observada para este atomo de hidrogeno. Dado que estas constantes de acoplamiento
(12.1 y 5.5 Hz) son compartidas con la sefial en 2.37 ppm se concluye que esta ultima corresponde
a H-5 el cual debe tener una orientacion a-axial. De lo anterior se deduce que H-7, geminal al
grupo acetoxi, estd acoplado solamente con H-6« (2.27 ppm) por lo que debe estar formando un

angulo diedro de 90° con H-64, lo que permite inferir que el grupo acetoxi tiene una orientacion
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Tabla 3. Datos de RMN de *H, 3C y correlaciones HMBC de 3.

Posicién bc Tipo* bu (J en Hz) HMBC
1a 37.4 CH; 1.98,dd (12.6,4.9) 3,5,10,20
1b 1.77,d(12.0,5.4) 3,5
2a 20.0 CH, 1.84, m 3,4,10
2b 1.65, m 3,4
3a 35.5 CH, 1.73, m 1,5
3b 1.66,dd (12.9,6.1) 5
4 49.6 C
5 51.0 CH 2.37,dd (12.0,5.4) 3,4,6,19
6a 27.2 CH, 2.27,ddd (15.0,7.2, 5,7,810

5.5)
6b 1.43, dda (14.6, 5,10, 8,
12.2)
7 65.9 CH; 6.21, d (7.0) 1,5,6,8,9, 14
8 144.4 C
9 135.4 C
10 81.8 C
11 183.5 C
12 150.4 C
13 125.6 C
14 184.3 C
15 247 CH  3.21, hept (7.0) 12, 13, 14, 16, 17
16,17 19.9,19.8 2CHs 1.24,1.27, 13, 15
d(7.0)
18 17.2 CHs 1.11,s 3,4,19
19 179.6 C
20a  30.2 CH,  3.43,d(15.7) 1,5,8,9, 10, 11
20b 3.01, d (15.7) 5,8,9,10,11
1’ 169.6 C
2 20.7 CHs 2.09, s 1’
12-OH 7.01, sa 12,13,11

1H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCls. *Obtenido del espectro HSQC.

a-pseudoaxial (Figura 3). La inspeccion de un modelo Dreiding® y el analisis de prediccion de los

confoérmeros mas estables de 3 utilizando MM2,10 confirma la relacion espacial de H-7/ con H-64
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los cuales efectivamente forman un angulo diedro de 90° en la conformacion mas estable (Figura
3).

El espectro de HMBC de 3 (Espectro 13, Tabla 3, Figura 3) confirma y sustenta las asignaciones
previas, ya que se observan contornos de correlacion entre H-7 y la sefial asignada al carbonilo del
grupo acetoxi, asi como con C-5, C-6, C-8, C-9 y C-14. Por otro lado, H-5 correlaciona con C-3,
C-4, C-6 y C-19. En el espectro 13, se observa que mientras que los dos atomos de hidrégeno de
la posicion C-6 correlacionan con C-10 y C-5, los del metileno de la posicion C-20 lo hacen con

C-5,C-8,C-9,C-10y C-11.

Ta-acetoxi-6,7-dihidroicetexona (3)

HMBC /\ NOESY ’/\‘

Figura 3. Correlaciones HMBC y NOESY para el compuesto 3

La configuracion relativa de 3 se establecid con ayuda de las constantes de acoplamiento ya
discutidas y con ayuda del espectro NOESY (Figura 3), sin embargo, se pudo establecer la
configuracion absoluta de este diterpeno por DCV en combinacion con calculos tedricos.!!'12 Este
método para la asignacion de la configuracion absoluta involucra la comparacion de los espectros

de DCV e IR experimentales con los calculados tedricamente utilizando la teoria del funcional de

11y oseph-Nathan P. and Gordillo-Roman B. In: Kinghorn, A. D., Falk, H. and Kobayashi J. editors, Progress in the
Chemistry of Organic Natural Products. Switzerland: Springer International Publishing, 100, 311-451, (2015).

12 Tapia, E. and Joseph-Nathan P. Nat Prod Commun. 10,1785-1795, (2015) y 12, 641-651, (2017).
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la densidad (DFT por sus siglas en inglés). Los detalles del procedimiento de calculo para obtener
los espectros teoricos se incluyen en la parte experimental de esta tesis. La Figura 4 muestra los
espectros teoricos y calculados para el compuesto 3, los cuales permiten determinar su
configuracion absoluta. Los parametros de comparacion, determinados usando el programa
CompareVOA!3 se muestran en la Tabla 4, en la cual se puede observar que la determinacion de

configuracion absoluta se llevo a cabo con un nivel de confianza del 100%.

De acuerdo con la discusion previa, el compuesto 3 es un nuevo derivado de la icetexona (8) el
cual se denominé 7 a-acetoxi-6,7-dihidroicetexona (3). La estructura 3 representa la configuracion
absoluta de este nuevo diterpeno aislado de S. ballotiflora Benth. Las configuraciones absolutas

de los centros de quiralidad de 3 son: 45, 55, 7R y 10S.

13 Debie, E., De Gussem, E., Dukor, R. K., Herrebout, W., Nafie, L.A. and Bultinck, P. ChemPhysChem, Special
Issue: Jacobus van't Hoff, 12, 1542-1549, (2011).
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Figura 4.- Espectros de IR y DCV experimentales y calculados para la 7 —acetoxi-6,7-dihidroicetexona (3).

Tabla 4. Datos de Nivel de Confianza para los Espectros IR y DCV del compuesto 3.

Método anH? SiRP Se¢ Sed ESIe Cf (%)

B3PW91/DGDZVP 0.973 95.6 79.7 13.1 66.6 100

@ Factor de anarmonizacién o escalamiento. b indice de similitud del espectro de IR. € indice de similitud del
espectro de DCV del enantiémero correcto. d fndice de similitud del espectro de DCV del enantiémero incorrecto.

€ indice de similitud enantiomérica calculado como St - Se. fNiveI de confianza de las asignaciones
estereoquimicas.
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V.5 Aislamiento como producto natural de la 6,7,11,14-tetrahidro-7-oxo-icetexona (4).

El compuesto 4 fue aislado como un polvo amarillo para el cual se establecié una férmula
molecular C20H240¢ con base en su espectro de masas de alta resolucion. El espectro de RMN de
13C de 4 (Espectro 14, Tabla 5) permiti6 establecer que en este diterpeno el anillo C no esta oxidado
a una orto-hidroxi-p-benzoquinona, ya que no se observan las sefales para los carbonilos (C-11y
C-14)!4 esperados para este agrupamiento entre 183.0 y 186.0 ppm, pero se observan las sefales
para 6 carbonos sp? no enlazados a atomos de hidrégeno (HSQC) en 113.1, 120.0, 134.9, 150.3,
119.9 y 159.2 ppm lo que indica que este anillo es de tipo bencénico y estd totalmente sustituido,
siendo uno de los sustituyentes un grupo isopropilo (Tabla 5). En el espectro de IR de este
diterpeno se observan bandas en 3602, 3564 y 3514 cm™!, lo que indica que los demas sustituyentes
del sistema aromatico son grupos hidroxilo, los cuales se asignan a las posiciones C-11, C-12 y C-
14. En el espectro 14 se puede observar una sefial en 204.7 ppm que se asigna al carbonilo de una
cetona conjugada. Ademads de éste, se observan las senales para un carbonilo de j~lactona en 179.1,
de un metilo en 17.4 y de un carbono sp® unido a oxigeno caracteristicas de un icetexano derivado
de la icetexona (8) y que se asignan en consecuencia a C-19, C-18 y C-10, respectivamente. En
congruencia con estas conclusiones se observan en el espectro de IR dos bandas en 1771 y 1612
cm™' que se atribuyen a los carbonilos de la j-lactona y de la cetona conjugada deducidos del
espectro de °C. Con base en estos hechos se concluye que la sefial en 204.7 ppm corresponde a
C-7, de tal forma que este carbonilo se encuentra conjugado al anillo bencénico, como se muestra

en la estructura 4.

El espectro de RMN de 'H del diterpeno 4 (Espectro 15, Tabla 5), sustenta la estructura propuesta
ya que se observa una sefial simple en 13.0 ppm que corresponde al &tomo de hidrogeno de un
grupo hidroxilo que se asigna en la posicion C-14. El desplazamiento quimico de este hidrégeno
indica que estd formando un enlace de hidrogeno y este fenomeno se explica por la proximidad
espacial con el carbonilo de la posicion C-7 como se puede apreciar en la figura 5. En este mismo
espectro se observan las sefales para un sistema AB en 3.59 y 2.95 ppm (J = 13.9 Hz) que se
asignaron a los atomos de hidrogeno del metileno de la posicion C-20 y que son caracteristicas de

diterpenos de tipo icetexano.’ Asimismo, se pueden observar las sefales para un sistema ABX en

2.84 (dd, J=17.4y 12.0 Hz), 2.80 (dd, J=17.4 y 2.0 Hz) y 2.00 (dd, J = 12.0 y 2.0 Hz).

14 Estos valores son el promedio observado para C-11 y C-14 en los diterpenos 1-3.
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Tabla 5. Datos de RMN de *H, 3C y correlaciones HMBC de 4.

Posicién bc Tipo* 6H (J en Hz) HMBC
1B 35.9 CH2 2.07,dd (13.4, 5.6) 1,2,4,5,18
la 1.71,ddd (13.4,10.8,7.6) 1,2,4,5,19
2 19.5 CH2 1.82, m 1,3,4
3p 32.7 CH2 1.76, m 2,3,5,20
3a 1.53,ddd (12.8,12.6,7.6) 2,5
4 47.7 C
5 50.9 CH 2.00, dd (12.0, 2.0) 1,3,4,6,7,19
63 40.6 CH2 2.84,dd (17.4, 12.0) 4,5,7,10
6a 2.80, dd (17.4, 2.0) 4,5,7,8,10
7 204.8 C
8 1131 C
9 120.0 C
10 85.2 C
11 134.9 C
12 150.3 C
13 119.9 C
14 159.2 C
15 24.8 CH 3.46, hept (7.0) 12,13, 14, 16, 17
16, 17 20.47,20.51 CHs 1.37,1.36, 13,15
d(7.0)
18 17.1 CHs 1.18,s 3,4,5,19
19 179.1 CHs
200 33.6 CH> 3.59, d (13.9) 1,5,8,9, 10,11
203 2.95,d(13.9) 1,8,9,10,11
11-OH 6.13, s 9,11,12,13
12-OH 4.86, s 9,11,12,13
14-OH 13.00, s 8,12,9,13,14,7

'H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCls. *Obtenido del espectro HSQC.



La magnitud de la constante de acoplamiento geminal de las sefiales en 2.84 y 2.80 ppm (17.4 Hz)
indica que este metileno se encuentra vecino al carbonilo de la posiciéon C-7 y se asigna por lo
tanto a los atomos de hidrégeno unidos a C-6. La sefial en 2.00 ppm se asigna, en consecuencia, al
atomo de hidrégeno de la posicion C-5, el cual debe de tener una orientacion a-axial con base en
los valores de sus constantes de acoplamiento. El espectro de HMBC de este diterpeno (Espectro
16, Tabla 5, Figura 5) es consistente con la estructura propuesta ya que muestra las correlaciones
esperadas las cuales se muestran en la Tabla 5 y en la Figura 5. La estereoquimica relativa se
establecid con base en las constantes de acoplamiento de H-5 y las correlaciones observadas en el
espectro NOESY (Espectro 17, Figura 5). Este diterpeno esté relacionado con la icetexona (8) y
se le denomina 6,7,11,14-tetrahidro-7-oxo-icetexona (4) y es la primera ocasién que se obtiene
como producto natural. En un estudio de las partes aéreas de Salvia candicans se describen los

derivados diacetilado (en C-11 y C-12) y triacetilados de este diterpeno.>

6,7,11,14-tetrahidro-7-oxo-icetexona (4)

HMBC /\ NOESY ’/\‘

Figura 5. Correlaciones HMBC y NOESY para el compuesto 4.
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V.6 Determinacion de la estructura del 18-acetoxi-11-hidroxisugiol (5), un nuevo abietano

aromatico.

El ultimo diterpeno no descrito en la literatura, aislado de esta poblacion de S. ballotiflora es un
polvo amarillo para el cual se asigno la estructura 5 con base en las siguientes consideraciones. En
el espectro de IR se observan bandas en 3599 y 3534 cm™! que se asignan a grupos hidroxilo y en
1730 y 1672 cm™! para un carbonilo de éster y de cetona conjugada, respectivamente. El espectro
de masas de este producto natural establece una féormula molecular C22H300s. Los datos obtenidos
del espectro de RMN de '*C (Espectro 18, Tabla 6) de este producto confirma la presencia de 22
atomos de carbono, los cuales se clasifican con base en el espectro HSQC (Tabla 6) en 5 grupos
metilo, 5 metilenos, 3 metinos (2 sp®> y 1 sp?) y 9 carbonos no enlazados a hidrégeno (2 sp>, 2
carbonilos y 5 carbonos sp?). El desplazamiento quimico de los carbonos sp? en 125.4, 138.3,
141.3, 146.2, 131.8 y 118.1 ppm indican que 5, al igual que la 6,7,11,14-tetrahidro-7-oxo-
icetexona (4), tiene el anillo C aromatico. El metino sp? que se observa en el espectro de RMN de
13C de 5 tiene un desplazamiento quimico de 118.1 ppm y en el espectro HSQC (Espectro 19,
Tabla 6), se observa que correlaciona con una sefal simple en 7.64 ppm presente en el espectro de
RMN de 'H (Espectro 20, Tabla 6), de lo cual se concluye que el anillo aromatico presente en 5 es
penta-sustituido, siendo uno de los sutituyentes un grupo isopropilo (Tabla 6) en la posicion C-13
y los dos restantes, muy probablemente, grupos hidroxilo en las posiciones C-11 y C-12 como en
el caso del diterpeno 4. Con base en lo anterior se concluye que la sefial observada en el espectro

20 en 7.64 ppm corresponde al atomo de hidrégeno aromatico de la posicion C-14.

Adicionalmente, en el espectro de RMN de '*C de 5 se observan en 198.2 y 171.3 ppm dos sefiales
que se asignan a los carbonilos de cetona conjugada y de éster, respectivamente cuyas bandas se
observan en el espectro de IR (vide supra). Los desplazamientos quimicos observados para los
atomos de carbono del anillo aromatico y del carbonilo de cetona conjugada son similares a los
descritos para el 11-hidroxisugiol (desmetilcriptojaponol) un diterpeno de tipo abietano aislado
originalmente de Salvia phlomoides Asso!’ y posteriormente de otras fuentes vegetales.!¢ Este
hecho permite asignar el carbonilo a la posiciéon C-7. El desplazamiento quimico del atomo de

hidrégeno aromético observado en 7.64 ppm en el espectro de RMN de 'H de 5 (Tabla 6) es

15Hueso, J. A., Jimeno, M. L., Rodriguez, B., Savona, G. and Bruno, M. Phytochemistry 22,2005-2009, (1983).
16 Horvath, T., Linden, A., Yoshizaki, F., Eugster, C. H. and Riiedi, P. Helv. Chim. Acta. 87, 2346-2353, (2004).
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consistente con esta asignacion, ya que se encuentra cercano en el espacio, en la zona de

desproteccion del carbonilo en C-7. La inspeccion del modelo Dreiding® de 5, permite confirmar

esta proximidad.

Tabla 6. Datos de RMN de *H, 3C y correlaciones HMBC de 5.

Posicion  6c Tipo* &n (J en Hz) HMBC

1a 36.2 CH2 3.17,dd (13.2, 2.8) 1,3,5

1b 1.55, dd (13.6, 3.7) 2,20

2a 18.4 CH2 1.82,dddd (17.3,13.7,8.7,3.7) 4,10

2b 1.68, ddt (14.2,7.2, 3.6) 4,10

3a 35.1 CH2 1.50, td (13.6, 3.7) 19

3b 1.41, dt (14.0, 2.7) 1,5

4 36.9 C

5 44.2 CH 2.22,dd (11.9, 5.5) 1,7,10, 18, 19
6a 354 CH2 2.58,d (17.0) 4,5.8,10
6b 2.55,d (17.0) 4,5,8.10
7 198.2 C

8 125.4 C

9 138.3 C

10 40.1 C

11 141.3 C

12 146.2 C

13 131.8 C

14 118.1 CH 7.64,s

15 27.5 CH 3.01, hept (6.9) 12,13, 14, 16, 17
16, 17 22.5,22.6 CH3 1.30, 1.28, d (6.86) 13,15

18 17.7 CH3 0.99, s 3,4,5,19
19a 72.0 C 3.84,d (11.3) 3,5,18, 1"
19b 3.73,d (11.3) 3,5,18,1°
20a 19.2 CHs 1.43,s 1,5,9,10
20b

11-OH 5.70, s 11

12-OH 5.61,s 11,12

1 171.3 C

2 211 CHs 2.02,s 1,19

1H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCls. *Obtenido del espectro HSQC.
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Otras senales relevantes para la elucidacion estructural de este diterpeno, observadas en el espectro
de RMN de 'H de 5 (Tabla 6) son las correspondientes al grupo isopropilo unido al anillo C y dos
grupos metilos adicionales en 1.43 (s, 3H) y 0.99 ppm (s, 3H) los cuales se asignan con base en su
desplazamiento quimico, a los atomos de hidrogeno de los metilos C-20 y C-19 respectivamente.
Una sefial doble de dobles en 2.22 ppm (J = 11.9 y 5.5 Hz) se asigna a H-5, el cual debe de tener

una orientacion a-axial, lo que explica los valores de sus constantes de acoplamiento.

Los datos presentados en la Tabla 6 permiten identificar el grupo éster presente en 5, como un
acetato, ya que en el espectro de RMN de 'H se observa una sefial simple que integra para tres
atomos de hidrogeno en 2.02 ppm y que corresponde al desplazamiento quimico caracteristico
para el metilo de este grupo. En el espectro de RMN de 'H (Espectro 20, Tabla 6) se observa
adicionalmente un sistema AB (J = 11.3 Hz) en 3.73 y 3.84 ppm que por su desplazamiento
quimico se asignan a los atomos de hidrogeno de un metileno unido al grupo acetoxi. Con base en
estos hechos y los datos del espectro de HMBC (Espectro 21, Tabla 6) se asign6 la posicion de
este grupo en C-18, ya que los a&tomos de hidrogeno del sistema AB muestran correlacion con la

sefial del carbonilo del grupo acetoxi observado en 171.1 ppm en el espectro de RMN de *C de 5.

El analisis del espectro NOESY (Espectro 22, Figura 6) del diterpeno 5, en combinacion con los
valores de las constantes de acoplamiento observadas para H-5, permitio establecer la

configuracion relativa para este nuevo abietano.

18-acetoxi-11-hidroxisugiol (5)

HMBC /_\ NOESY

Figura 6. Correlaciones HMBC y NOESY para el compuesto 5.

En el espectro NOESY de 5, se observan correlaciones entre las sefales del metileno unido al
grupo acetoxi (CH»-18) con las correspondientes a H-5 (a-axial), Hox y el metilo C-19. Estos

hechos son consistentes si el grupo acetoxi tiene una orientacion a-ecuatorial. Congruentemente
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el metilo C-19 (fS-axial) muestra correlaciones con el metilo C-20 (S-axial), H-2, H-6 5y H-1p,
lo cual es consistente con la estereoquimica mostrada en la estructura 5. Este compuesto no se

encuentra descrito en la literatura y debe nombrarse 18-acetoxi-11-hidroxisugiol (5).17

V.7 Determinacion de la configuracion absoluta de la anastomosina (6). Implicaciones

taxonomicas.

La anastomosina (6) es un icetexano descrito originalmente como constituyente de las partes aéreas
de la Salvia anastomosans Ramamoorthy? y posteriormente se ha descrito su presencia en S.
candicans M. et G.°> y en una poblacién de S. ballotiflora Benth? recolectada en una region
geograficamente diferente a la que se describe en esta tesis. El analisis de los espectros de 'H (700
MHz), 13C (175 MHz), HSQC, HMBC y NOESY obtenidos con la muestra aislada en este trabajo
permitieron la asignacion completa y sin ambigiiedad de las sefiales de todos los 4tomos de
hidrégeno y carbono de 6. En particular, se encontraron varias discrepancias con la asignacion
original del espectro de '*C (i.e. en C-1, C-2, C-3, C-7, C-8, C-9, C-10 y C-13), por lo que en la
seccion experimental de esta tesis se incluyen las asignaciones correctas. En ninguno de los
trabajos previos se establecio la configuracion absoluta de este diterpeno, por lo que se procedio a
establecerla por dos métodos diferentes e independientes: difraccion de Rayos-X y DCV. El
primero de ellos permite la verificacion de la estructura y la asignacion de la configuracion
absoluta mediante la determinacioén de los parametros de Flack (x)!® y Hooft (y).!” Como se ha
mencionado previamente la determinacion de la configuracion absoluta por DCV involucra la
comparacion de los espectros de DCV e IR experimentales con los calculados tedricamente
utilizando la teoria del funcional de la densidad. Los detalles del procedimiento de calculo para

obtener los espectros tedricos se incluyen en la parte experimental de esta tesis.

Un monocristal de la anastomosina (6) se monto6 en una fibra de vidrio para la recoleccion de datos
de difraccion de Rayos-X a temperatura ambiente, utilizando la radiacion Cu Ka monocromada
con grafito. La coleccidon se hizo en el modo ®/20. El cristal de anastomosina (6) seleccionado

tenia unas dimensiones de 0.34 x 0.26 x 0.15 mm, una geometria orto-rombica y pertenece al grupo

17 Este nuevo diterpeno debe de nombrarse como derivado del 11-hidroxisugiol y no del desmetilcriptojaponol, ya
que sugiol es un término utilizado desde 1902 y cryptojaponol desde 1962. Ambos diterpenos se han aislado de
Cryptomeria japonica (arbol del sugi).

18 parsons, S., Flack, H. D. and Wagner, T. Acta Crystallogr. B69, 249-259, (2013).

19 Hooft, R. W. W., Straver, L. H. and Spek, A. L. J. Appl. Cryst. 43, 665-668, (2010).
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espacial P212121, Z = 4, p = 1.361 mg/mm?>. De un total de 4044 reflexiones recolectadas se
consideraron 3178 observadas. La estructura se resolvid por métodos directos utilizando el
programa SHELXS-97. Los indices R finales fueron R; = 3.9% y wR> = 10.3%. La configuracién
absoluta se obtuvo mediante el calculo de los pardmetros de Flack (x) y Hooft (y), los cuales fueron
calculados con el programa Olex2 v1.1.5. Estos parametros fueron x =0.1(2) yy = 0.09(5) para el
enantidomero mostrado en la figura 7, mientras que los parametros para la imagen especular son x

=0.92) yy=0.91(5).

anastomosina (6)

Figura 7. Proyeccion generada por computadora de la anastomosina (6) mostrando la configuracion absoluta,
obtenida mediante los parametros de Flack y Hooft.

En forma independiente se determiné la configuracion absoluta de la anastomosina (6) por DCV.
En la figura 8 se muestran los espectros de DCV e IR obtenidos en forma experimental y por
calculos tedricos mediante la teoria de funcionales de la densidad (DFT) con un nivel de teoria
B3PW91/DGDZVP. En la tabla 7 se muestran los parametros de comparacion con los cuales se
deduce que la determinacion de la configuracion absoluta se llevd a cabo con un 100% de
confianza y es coincidente con lo determinado por difraccion de Rayos-X. Las configuraciones

absolutas en los centros de quiralidad de 6 son: 4S5, SR y 6S.
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Figura 8.- Espectros de IR y DCV experimentales y calculados para la anastomosina (6).

Tabla 7. Datos de Nivel de Confianza para los Espectros IR y DCV del compuesto 6.

Método anH® Sir® Se¢ Sl ESI® Cf(%)

B3PW91/DGDZVP 0.975 82.4 87.0 4.2 82.8 100

@ Factor de anarmonizacién o escalamiento. b indice de similitud del espectro de IR. € indice de similitud del
espectro de DCV del enantiémero correcto. d fndice de similitud del espectro de DCV del enantiémero incorrecto.

€indice de similitud enantiomérica calculado como S¢ - Se. fNivel de confianza de las asignaciones
estereoquimicas.

La presencia de la anastomosina (6) en S. ballotiflora, S. anastomosans y S. candicans es
importante desde un punto de vista quimiotaxondémico ya que las tres especies estan clasificadas

segun C. Epling en la Seccion Tomentellae.20 S. anastomosans es una especie descrita en 1984 y

20 Epling, C. A Revision of Salvia, subgenus Calosphace. In Repertorium Specierum Novarum Regni Vegetabilis;
Fedde, F., Ed.; Verlag des Repertoriums, Dahlem dei Berlin 1939; University of California Press: Berkley, CA, 1940;
Vol. 110
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fue clasificada en esta seccion?! por sus caracteristicas morfologicas y su contenido de diterpenos
que apoyan dicha clasificacion. La Salvia ballotiflora es una de las especies tipicas de esta seccion
y la presencia de la anstomosina (6), y de los diterpenos 1, 2, 7 y 9 en esta especie refuerza la
relacién quimica con S. anastomosans. El andlisis filogenético realizado en varias especies de
Salvia del Subgénero Calosphace indica la existencia de al menos 4 “clados” en la Seccion

Tomentellae, los cuales se muestran en la Tabla 8.22

Tabla 8. Clados en los que se subdivide la Seccion Tomentellae.

CLADO ESPECIES ORIGEN DE LA ESPECIE TIPOS DE DITERPENOS AISLADOS
I Salvia fruticulosa Benth. México (Oaxaca) Icetexanos

S. parryi Gray México (Monterrey) Pimaranos (raices)
II Salvia retinerva Briq. Bolivia No ha sido estudiada

S. gilliesi Benth. Argentina Icetexanos y abietanos

S. bangii Rusby Bolivia No ha sido estudiada
I Salvia ballotiflora Benth. México (SLP, Nuevo Ledn) Icetexanos y abietanos

Sur de USA

Salvia pinguifolia Fern. No ha sido estudiada

v Salvia candicans M. & Gal. México (Puebla) Icetexanos y abietanos

Los clados I y IT estdn mas separados filogenéticamente de los Il y IV. El clado I contiene especies
que crecen al norte y al sur de México. Las especies agrupadas en el clado II son todas ellas
sudamericanas. Los clados III y IV son muy cercanos filogéneticamente y agrupan a especies del
sur de Estados Unidos y México. El perfil de diterpenos aislados en este trabajo refuerza la relacion
estrecha entre S. ballotiflora (Clado II) y S. candicans (Clado IV), desafortunadamente no existen
datos de secuencia de genes para S. anastomosans para reforzar la estrecha relacion con S.
ballotiflora y S. candicans indicada por la composiciéon quimica tomando a los diterpenos como

marcadores quimiotaxondmicos.

21 Ramamoorthy T.P. J. Arnold Arboretum 65, 134-143, (1984).
22 Jens, A. A., Walker, J, B. and Kim, S-C. J. Plant. Res., 123, 483-496, (2013).
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V.8 Determinacion de la configuracion absoluta de la 7, 20-dihidroanastomosina (7).

Este producto fue aislado previamente de una poblacion diferente de S. ballotiflora.?> Como en el
caso de la anastomosina (6) en las asignaciones originales del espectro de RMN de "*C se
detectaron ciertos errores al compararlas con las obtenidas en este trabajo (i.e. en C-8, C-9, C-10
y C-13), por lo que en la parte experimental de esta tesis se incluyen las correctas, las cuales fueron
establecidas con base en los experimentos de 'H (700 MHz), '3C (175 MHz), HSQC, HMBC y
NOESY. La configuracion absoluta de este producto no fue establecida en el estudio original, por
lo que se procedid a determinarla utilizando los mismos métodos aplicados en el caso de la

anastomosina (6).

La cristalizacion de 7 permiti6 obtener cristales adecuados para el andlisis por difraccion de Rayos-
X. Se seleccion6 para el andlisis un cristal monoclinico perteneciente al grupo espacial P21y de
dimensiones de 0.25 x 0.16 x 0.09 mm. De un total de 7988 reflexiones recolectadas se
consideraron 2552 observadas. La estructura se resolvio utilizando el mismo procedimiento
descrito para 6. Los valores de los indices R finales fueron: R1 = 3.1% y wR2 = 7.1% y la
configuracion absoluta obtenida mediante los pardmetros de Flack (x) y Hooft (y) es la indicada
en la figura 9. Los valores encontrados fueron x = 0.07(18) y y = 0.13(9) para la configuracion

absoluta mostrada en la figura 9 y para su enantiomero fueron x = 0.90(17) y y = 0.87(9).

La configuracion absoluta determinada por Rayos-X es consistente con la obtenida por DCV. El
analisis de un modelo Dreiding® de 7 indica que es una molécula muy rigida como en el caso de la
anastomosina (6), por lo tanto, los conféormeros utilizados para el andlisis tedrico fueron los
obtenidos por la rotacion del enlace del sistema quinoideo con el grupo isopropilo. En la figura 10
se muestran los espectros de DCV e IR obtenidos en forma experimental y por calculos tedricos
mediante la teoria de funcionales de la densidad (DFT) con un nivel de teoria B3PW91/DGDZVP.
En la tabla 9 se muestran los parametros de comparacion con los cuales se deduce que la
determinacion de la configuracion absoluta se llevd a cabo con un 100% de confianza y es
coincidente con lo determinado por difraccion de Rayos-X. La configuracion absoluta de la 7, 20-
dihidroanastomosina es la que se muestra en la estructura 7. Las configuraciones absolutas en los

centros de quiralidad de 7 son: 45, SR y 6S.
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7,20-dihidroanastomosina (7)

Figura 9. Proyeccidn generada por computadora de la 7, 20 dihidroanastomosina (7) mostrando la configuracién
absoluta, obtenida mediante los parametros de Flack y Hooft.
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Figura 10.- Espectros de IR y DCV experimentales y calculados para la 7, 20-dihidroanastomosina (7).
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Tabla 9. Datos de Nivel de Confianza para los Espectros IR y DCV del compuesto 7.

Método anH? Sig? Se€ Sl ES/e C (%)

B3PW91/DGDZVP 0.974 93.2 84.7 10.9 73.8 100

3 Factor de anarmonizacién o escalamiento.  indice de similitud del espectro de IR. ¢ indice de similitud del
espectro de DCV del enantiémero correcto. d indice de similitud del espectro de DCV del enantiémero incorrecto.

€indice de similitud enantiomérica calculado como St - Se. fNivel de confianza de las asignaciones
estereoquimicas.

V.9 Determinacion de la configuracion absoluta de la icetexona (8), el primer 9(10—20)-
abeo-abietano (icetexano) descrito. Asignacion completa de sus espectros de RMN de 'H y

13C. Comentarios sobre la 5-epi-icetexona.

La icetexona (8) fue aislada de la Salvia ballotiflora Benth (Salvia ballotaeflora Benth) en 1976
por el Prof. X. A. Dominguez y colaboradores.?* La estructura de este compuesto fue establecida
por difraccion de Rayos-X24 pero su configuracion absoluta no fue determinada ya que en esa
época para lograr este objetivo era necesario la introduccion de un atomo pesado, como el bromo,
para que, por medio de la dispersion anomala causada por éste, se pudiera establecer la
configuracion absoluta. Los datos de RMN de 'H fueron obtenidos a 60 MHz y se describen muy
someramente en la publicacion.?? La icetexona (8) ha sido aislada, posteriormente, de las partes
aéreas de varias especies del género Salvia, tales como S. candicans,’ S. anastomosans?y S.
pubescens,? sin embargo, en todos estos trabajos si bien se establece la identidad de esta sustancia,
no se publicaron los datos completos de RMN de 'H y tampoco los de '*C, a pesar de que estos
ultimos nunca se habian publicado. En el afio 2009, Majetich y Grove2¢ publicaron la sintesis
asimétrica total de la icetexona (8) lo cual es una aportacion importante para establecer la
configuracion absoluta de la misma. La estructura del producto sintético fue confirmada por
difraccion de Rayos-X. Al determinar los pardmetros de la celda unitaria estos concordaron con
los publicados en 1976, de donde se concluye que tanto el producto sintético como el natural tienen
la estructura representada por 8. Los datos de IR de la icetexona sintética y natural fueron

coincidentes, sin embargo, los autores de la sintesis no compararon sus datos de RMN de 'H con

23 Dominguez, X. A.; Gonzalez, F. H. Aragén, R.; Gutiérrez, M.; Marroquin, J. S.; Watson, W. Planta Med., 237-
241, (1976).

24 Taira, Z., Watson, W.H. and Dominguez, X. A. J. Chem. Soc. Perkin II, 1728-1730, (1976).
25 Esquivel, B., Calderon, J. S., Flores, E., Chavez, C. and Juarez, M. Nat. Prod. Lett. 10, 87-93, (1997).
26 Majetich, G. and Grove, J. L. Org. Lett., 11, 2904-2907, (2009).
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los publicados y de hecho no hacen mencién del trabajo de Dominguez y colaboradores. En donde
se encuentra una diferencia importante entre la icetexona natural y la sintética es en el punto de
fusion y la rotacion especifica, ya que los datos reportados para la icetexona sintética2¢ son 247-
253 °Cy [a]p =-70 (CHCI3) respectivamente, mientras que para el producto natural?3 se describen
226-227 °Cy [a]p=+33.3 (CHCI3). De lo anterior se podria pensar que la icetexona natural podria
ser el enantiomero de la sintética la cual es representada apropiadamente por la estructura 8. Estas
discrepancias, asi como la falta de los datos completos de RMN de 'H y '*C y de la configuracion
absoluta de la icetexona (8), motivaron que con la muestra de este compuesto obtenido de la
poblacion de S. ballotiflora analizada en este trabajo se aclararan dichas discrepancias y se
completaran los datos espectroscopicos faltantes de este producto. Esta es una aportacion necesaria
e importante dado que la icetexona (8) es el primer producto aislado con el arreglo estructural de

icetexano.”

En relacion al punto de fusion de la icetexona (8), la muestra aislada en este trabajo cristaliza como
prismas de color anaranjado-rojizo, los cuales al calentarse en la platina del equipo Fisher-Jhons,
alrededor de 230 °C muestran una transicion a un s6lido anaranjado el cual empieza a obscurecerse
y funde entre 260-264 °C dejando un liquido café obscuro. El intervalo de fusion, cuidadosamente
obtenido en esta ocasion, es mas cercano al del producto sintético que al descrito en 1976. La
rotacion especifica de la icetexona (8) reportada en 1976 y la descrita para el producto sintético
crean también una confusion, por lo que se determin6 nuevamente obteniéndose en este trabajo un
valor de [a]p=-94.1 (¢ 0.56, CHCI5). El signo negativo indica nuevamente que la icetexona natural
(8) y el producto sintético tienen la misma configuracion y que hubo un error en la descripcion de

la rotacion especifica en el trabajo de 1976.

Una forma segura para obtener la configuracion absoluta de la icetexona (8) es determinando la
estructura en fase cristalina por difraccion de Rayos-X utilizando la radiacion Cu Ko
monocromada con grafito para calcular los parametros de Flack y Hooft, los cuales dan evidencia
concluyente sobre la configuracion absoluta. La estructura molecular fue refinada hasta un valor
de R =3.3% y los parametros de Flack, x =0.04 (19) y Hooft, y =0.12 (9) indican la configuracion
absoluta mostrada en la figura 11 y en la estructura 8. Las configuraciones absolutas de acuerdo

con Cahn, Ingold y Prelog en los centros de quiralidad de 8 son: 4S5, 55y 10S.
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icetexona (8)

Figura 11. Proyeccién generada por computadora de la icetexona (8) mostrando la configuracion absoluta,
obtenida mediante los parametros de Flack y Hooft.

Para tener més evidencias sobre la configuracion absoluta de la icetexona (8) se seleccioné el DCV
como el método de eleccion, el cual ha sido ampliamente utilizado para el estudio de
diterpenoides.!!-12 El método fue aplicado al acetato de icetexona ya que 8 es muy poco soluble en
CHCI3, el cudl es el disolvente mas utilizado para la determinacion del DCV. El acetato de la
icetexona (8) fue obtenido mediante el procedimiento rutinario utilizando Ac,0 y piridina el cual
no afecta la configuracion de ninguno de los centros de quiralidad de la icetexona (8). En la figura
12 y en la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos para el acetato de icetexona de donde se
concluye que su configuracion absoluta es la mostrada (45, 55 y 10S) y por lo tanto se confirma
que la configuracién absoluta de la icetexona es la misma que la obtenida por difraccion de Rayos-

X (figura 11) y que se representa con la estructura 8.

60



70

40

10

Ae x10° [M'em]

-20

500 - I!
300
b acetato de icetexona
100
) /L/\J\Aj\/\\'/\’v
-

1000

800

Molarabsorptivity, &

600

400

200

1550 1400 1250 1100 950
v/em™

Figura 12.- Espectros de IR y DCV experimentales y calculados para el acetato de la icetexona. a IR calculado, b IR
experimental, ¢ VCD calculado y d VCD experimental

Tabla 10. Datos de Nivel de Confianza para los Espectros IR y DCV del acetato de la icetexona

Método anH® Sir® Se¢ Sl ESI® Cf(%)

B3PW91/DGDZVP 0.984 98.1 76.8 14.8 62.0 100

3 Factor de anarmonizacién o escalamiento.  indice de similitud del espectro de IR. ¢ indice de similitud del
espectro de DCV del enantiémero correcto en %. d indice de similitud del espectro de DCV del enantiémero

incorrecto en %. € indice de similitud enantiomérica calculado como St - Se. fNiveI de confianza de las
asignaciones estereoquimicas en %.

Finalmente, en la tabla 11 se muestran los datos de RMN de 'H y !*C obtenidos a 300 y 75 MHz
respectivamente para la icetexona (8), con lo que se completa la caracterizacion de este importante

diterpeno.
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Tabla 11. Datos de RMN de *H, **C de la icetexona (8).

Posicion oo Tipo* 6n (J en Hz)

1a 35.6 CH» 201, m

1b 1.81, m

2a 19.5 CHz 1.81, m

2b 1.81, m

3a 35.9 CHz 1.77, m

3b 1.62, m

4 a47.7 C

5 57.7 CH  2.55,dd (5.0, 2.0)

6 138.7 CH 6.43, dd (12.3,5.0)

7 125.4 CH 6.86, dd (12.3, 2.0)

8 140.5 C

9 133.6 C

10 92.3 C

11 182.8 C

12 150.8 C

13 125.1 C

14 185.6 C

15 24.4 CH  3.22, hept (7.0)

16, 17 19.9,19.8 CHs 1.24,1.23,
d(7.0)

18 18.2 CHs 1.26, s

19 178.8 C

20a 32.7 CH» 3.16, d (13.9)

20b 2.79,d (13.9)

12-OH 7.11,s

1H 300 MHz, 13C 75 MHz, CDCls. *Obtenido del espectro HSQC.

En el ano 2000 Nieto y colaboradores,?’ describieron los componentes diterpénicos de la Salvia

gilliessi Benth, la cual esté clasificada en la Seccion Tomentellae al igual que S. ballotiflora Benth,

aunque su andlisis filogenético las situa en clados diferentes (Tabla 8). En este trabajo se describio
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el aislamiento y elucidacion estructural de tres diterpenos cuyas estructuras se muestran a

continuacion.?’

5-epi-icetexona (XII) Xl XIv

Las estructuras de estos compuestos XII-XIV fueron establecidas con base en el andlisis de sus
datos espectroscopicos, principalmente RMN de 'H y 1*C, asi como experimentos bidimensionales
(HMQC y HMBC). El componente més abundante fue denominado 5-epi-icetexona (XII), el cual
fue descrito como un s6lido naranja con punto de fusion (p.f.) de 259-260 °C y [a]p=-92.8 (c
1.04, CHCl3). Aunque los datos de RMN de 'H y '3C indicaban que este compuesto era idéntico a
la icetexona (8), los valores tan diferentes en el p.f. y en el valor de la rotacion especifica de la 5-
epi-icetexona (XII) con los descritos en 19762 para 8 condujeron a suponer a Nieto y
colaboradores, que existia una diferencia en alguno de los centros de quiralidad, concluyendo que
este producto era el epimero en C-5 de la icetexona (8). En 2009 Majetich y Grove publican la
sintesis asimétrica total de la (+)-5-epi-icetexona (XII).2¢ La difracciéon de Rayos-X de la 5-epi-
icetexona sintética corresponde con la estructura XII, sin embargo, al comparar los datos de RMN
de 'Hy *C de la 5-epi-icetexona (XII) descritos por Nieto y colaboradores con la muestra sintética
se observan importantes discrepancias. En las tablas 12 y 13 se muestran los datos de RMN de 'H
y 13C, respectivamente para la icetexona natural (8) (aislada en este trabajo), la 5-epi-icetexona
(XII) (publicada por Nieto y colaboradores) y se comparan con los correspondientes productos
sintéticos publicados por Majetich y Grove. La comparacion de los datos de RMN de 'H de XII

con los de 8 indica que son la misma sustancia como se puede apreciar en la tabla 12.

27 Nieto, M., Garcia, E. E., Giordano, O. S. and Tonn C. E. Phytochemistry, 53, 911-915, (2000).
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Tabla 12.- Datos comparativos de RMN de *H de 8 y X11 con sus correspondientes

productos sintéticos.

Xi 8 Icetexona sintética 5-epi-icetexona sintética
H A B 61 Oén
OH 7.0,s 7.11,s 7.14, s 7.20,s
7 6.80, dd (12.3, 3.8) 6.86, dd (12.3, 2.0) 6.86, dd (12.0, 2.0) 7.14, dd (10.0, 2.8)
6 6.40, dd (12.3, 4.5) 6.43, dd (12.3, 5.0) 6.44, dd (12.0. 5.0) 6.18, dd (14.0, 2.0)
15 3.29, hept (6.8) 3.22, hept (7.0) 3.22, hept (6.0) 3.24, hept (6.0)
20 3.10, d (14.3) 3.16, d (13.9) 3.16, d (13.5) 3.58, d (15.6)
20’ 2.81,d (14.3) 2.80, d (13.9) 2.80, d (14.0) 2.94, d (15.6)
5 2.60, dd (4.5, 3.8) 2.55, dd (5.0, 2.0) 2.56, dd (4.5, 1.5) 2.86, sa
1 no reportados 201, m 2.04-1.56 1.51-1.71, m
1 no reportados 1.81, m
2 no reportados 1.81, m 2.04-1.56 1.51-1.71, m
2 no reportados 1.81, m
3 no reportados 1.77, m 2.04-1.56 151-1.71, m
3 no reportados 1.62, m
18 1.25,s 1.26, s 1.27,s 1.27,s
16 1.20, d (6.8) 1.23,d(7.0) 1.24,d (7.0) 1.25, d (6)
17 1.20, d (6.8) 1.24, d (7.0) 1.24,d (7.0) 1.25, d (6)

A datos tomados de Nieto et al?”" B tomados de Esquivel et al,” P tomados de Majetich y Grove?®
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Como se desprende del andlisis de la tabla 12, los desplazamientos quimicos de los dtomos de
hidrogeno de los productos XII, 8 y la icetexona sintética son idénticos dentro del error
experimental, mientras que para la (+)-5-epi-icetexona sintética se observan diferencias en los
desplazamientos quimicos de H-6, H-7 y H-5 como es de esperarse en un producto epimérico en
C-5. Para apoyar esta afirmacion se solicitaron los espectros de RMN de 'H y de *C a uno de los
autores del trabajo sobre Salvia gilliessi (Prof. Carlos E. Tonn). La comparacién visual directa de
los espectros de RMN de 'H de XII y 8 indican que efectivamente son el mismo compuesto y que

corresponden a la icetexona (8).

El anélisis de los desplazamientos quimicos de los espectros de RMN de '3C de los compuestos
XII, 8, la icetexona sintética y la 5-epi-icetexona sintética, permiten llegar a la misma conclusion.
En este caso el analisis directo de los espectros de *C de XII y 8 no pudo realizarse, ya que el
espectro de XII fue obtenido en una mezcla de CDCl3 y DMSO-ds, lo que modifica los
desplazamientos quimicos?8. Sin embargo, si observamos la quinta columna de la tabla 13
podemos apreciar las diferencias importantes entre los desplazamientos quimicos en *C de la
icetexona y los de la 5-epi-icetexona sintética. Se observan diferencias significativas en el caso de
los siguientes atomos de carbono: C-20, C-1, C-3, C-5 y C-10, siendo este ultimo el mas
pronunciado (-10.4 ppm). Estas diferencias son las esperadas para dos compuestos epiméricos en
C-5. Al comparar los desplazamientos quimicos entre XII y 8, a pesar de la diferencia en el
disolvente utilizado, no se observan variaciones de esa magnitud, por ejemplo, la diferencia en el
desplazamiento quimico de C-10 en XII y 8 es de tan solo -1 ppm. Las variaciones entre los
desplazamientos quimicos de los atomos de carbono correspondientes a XII y 8 [Adc (XII-8)] en
la tabla 13, que se observan en la tercera columna, se pueden explicar con base en la diferencia del
disolvente deuterado utilizado y se puede observar que tienen una tendencia negativa similar en
casi todos los casos. Estos hechos indican que los diterpenos XII y 8 son idénticos, es decir XII
es icetexona de lo cual se concluye que la 5-epi-icetexona (XII) aislada de una fuente natural no
existe y que la conclusion a la que llegaron Nieto y colaboradores se debid a las diferencias tan
marcadas entre el punto de fusion y el valor de [a]p del producto aislado de S. gilliesii con los

publicados en 1976 para la icetexona (8).

28 Esto se ve claramente en el material enviado por el Prof. Carlos E. Tonn, pero en el articulo publicado se indica
erroneamente que el espectro de RMN de '*C fue obtenido en CDCl;.
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Tabla 13.- Datos comparativos de RMN de *C de 8 y X11 con sus correspondientes
productos sintéticos.

X 8 Adc Icetexona 5-epi- Adc
sintética icetexona (productos sintéticos)
sintética
C Abc B6c (X1)- Cé¢ PS¢ (icetexona) — (5-epi-
(8) icetexona)
18 16.8 18.2 -1.4 18.4 18.9 +0.5
2 182 195 -1.3 19.7 19.3 +0.4
17 189 19.8 -0.9 20.1 20.1 0
16 18.7 19.9 -1.2 20.1 20.1 0
15 228 244 -1.6 24.6 25.0 +0.4
20 28.2 32.7 -4.5 329 27.5 -5.4*
1 313 356 -4.3 35.6 27.8 -7.8*
340 35.9 -1.9 36.1 38.8 +2.7*
4 46.2 47.7 -1.5 47.9 46.9 -1.0
5 558 57.7 -1.9 57.9 54.7 -3.2*
10 913 923 -1.0 92.5 82.1 -10.4*
13 123.6 125.1 -1.5 125.3 124.1 -1.7
7 1240 1254 -1.4 125.5 125.5 0
9 132.8 1336 -0.8 133.8 133.0 -0.8
6 136.8 138.7 -1.9 138.9 133.7 -0.2
8 138.0 140.5 -2.5 140.7 137.8 -2.9
12 151.6 150.8 0.8 151.0 150.8 -0.2
19 175.0 178.8 -3.8 179.0 179.0 0
11 181.5 182.8 -1.3 183.0 184.0 +1.0
14 184.6 185.6 -1.0 185.8 185.8 0

A datos tomados de Nieto et al®®, B tomados de Esquivel et al,” “° tomados de Majetich y Grove?’
* Diferencias muy significativas.

Los valores de punto de fusion y [a]p descritos en 1976, los de la muestra sintética y los obtenidos
en este trabajo para la icetexona (8), y los de la supuesta 5-epi-icetexona (XII) se muestran en la
tabla 14 con fines de comparacion. La conclusion evidente de esta tabla es que los datos publicados
en 1976 son erroneos y que la comparacion de los datos de la muestra de icetexona (8), tomados
cuidadosamente en este trabajo, con los descritos para el diterpeno XII, son iguales dentro del
error experimental y confirman la no existencia de la 5-epi-icetexona. Este hecho tiene dos
connotaciones importantes. La primera es que entre 2006 y 2016 se publicaron cuatro articulos

relacionados con el efecto de la 5-epi-icetexona (XII) sobre el ciclo de vida de Trypanosoma
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cruzi,293031.32 ¢] agente causal del mal de Chagas, por lo que, con base en la discusion previa, este
efecto debe de atribuirse a la icetexona (8) y este error deberia de hacerse del conocimiento de la
comunidad cientifica. La segunda connotacion importante es de corte quimiotaxondémico ya que
S. gilliesii y S. ballotiflora pertenecen a la Seccion Tomentellae y a pesar de la enorme distancia
geografica que separa a ambas especies su perfil quimico en lo que respecta a diterpenos es muy
similar y ambas biosintetizan icetexona (8). Esta consistencia en el perfil quimico se ha observado
en otras especies de salvias pertenecientes a la Seccion Tomentellae. Este hecho se discutird mas
adelante en esta tesis.

Tabla 14. Valores de punto de fusion y [a]p de la icetexona (8) de diferentes origenes
y de la 5-epi-icetexona (XI1).

Compuesto Punto de Fusién (°C) [a]p (CHCl)
Icetexona natural (1976) 226-227 +33.3
(Salvia ballotiflora)
Icetexona sintética (2009) 247-253 -70.0
Icetexona natural (2017) 260-264 -94.1
(Salvia ballotiflora)
5-epi-icetexona “natural” (2000) 259-260 -92.8

(Salvia gilliesii)

5-epi-icetexona sintética (2009) 219-223 +327

29 Lozano, E., Barrera, P., Salinas, R., Vega, 1., Nieto, M., Tonn, C., Kemmerling, U., Mortara, R. A. and Sosa, M.
A. Parasitology International, 61, 628-633, (2012).

30 Lozano, E., Barrera, P., Tonn, C., Nieto, M., Sartor, T. and Sosa, M. A. Parasitology International, 61, 275-279,
(2012).

31 Sanchez, A. M., Jiménez-Ortiz, V., Sartor, T., Tonn, C.E., Garcia, E.E., Nieto, M., Burgos, M. H. And Sosa, M.A.
Acta Tropica, 98, 118-124, (2006).

32 Lozano, E., Strauss, M., Spina, R., Cifuente, D., Tonn, C., Rivarola, H.W. and Sosa, M. A. Parasitology
International, 65, 23-26, (2016).
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V.10 Determinacion de la configuracion absoluta de la conacytona (10) y la asignacion

completa de sus espectros de RMN de 'H y 3C.

Junto con la icetexona (8), en 1976 se describid el aislamiento y elucidacién estructural por
difracciéon de Rayos-X de la conacytona (10),23:33 la cual ha sido aislada posteriormente de las
partes aéreas de Eupatorium turbinatum,3* Salvia pubescens,?> S. anastomosans,? S. candicans,’
de otra poblacion de S. ballotiflora3 y de S. corrugata.3® Para la conacytona (10) ha ocurrido un
fendmeno similar al de la icetexona (8), en relacién a que a pesar de haber sido aislada en varias
ocasiones nunca se habia determinado su configuracién absoluta y no se habian publicado sus
datos completos de RMN de 3C.37 Siguiendo los mismos procedimientos utilizados para la
icetexona (8) se establecid, con la muestra de 10 obtenida en este trabajo, su configuracién
absoluta y se llevé a cabo la asignacion completa de los espectros de RMN de 'H y '3C de esta
sustancia. Nuevamente, se eligieron dos métodos independientes para la asignacion de la

configuracion absoluta de 10: la difraccién de Rayos-X y el DCV.

Los parametros de celda obtenidos en este estudio fueron coincidentes con los descritos
previamente.3! La estructura fue resuelta y el valor final de R = 3.4%, los parametros de Flack y
Hooft obtenidos fueron x = 0.00(18) y = 0.05(9) respectivamente para el enantiémero correcto
el cual se representa en la estructura 10. Los parametros para la imagen especular fueron x =
0.99(18) y y = 0.94(9). La figura 13 muestra la perspectiva generada por computadora para la
conacytona (10). Las configuraciones absolutas en los centros de quiralidad de 10 son: 4S5, 55, 7R,

10Ry 20R.

33 Taira Z. and Watson W.H. Acta Cryst., B32, 2149-2152, (1976).

34 Jakupovic, J., Ellmauerer, E., Bohlmann, F., Whittemori, A. and Gage, D. Phytochemistry, 25, 2677-2678,
(1986).

35 Galicia, M.A., Esquivel, B, Sanchez, A.A., Cardenas, J., Ramamoorthy, T.P. and Rodriguez-Hahn, L.
Phytochemistry, 27, 217- 219, (1988).

36 Bisio, A., Fraternale, D., Schito, A. M., Parricchi, A., Piaz, F. D., Ricci, D., Giacomini, M., Ruffoni, B. and De
Tommasi, N. Phytochemistry, 122, 276-285, (2016).

37 La RMN de 'H de la conacytona (10) se encuentra publicada en la referencia 32, sin embargo, llama la atencion
que los autores de este trabajo sobre Eupatorium turbinatum, no se hayan percatado de una estructura descrita 10
aflos antes, al grado que la bautizan nuevamente con el nombre de turbinatona.

64



conacytona (10)

Figura 13. Proyeccién generada por computadora de la conacytona (10) mostrando la configuracion absoluta,
obtenida mediante los pardmetros de Flack y Hooft.

En el caso del DCV, debido a la existencia de dos grupos hidroxilos que no estan formando enlaces
de hidrégeno en la conacytona (10) fue necesario preparar el derivado triacetilado, ya que la
presencia de estos grupos puede propiciar la formacion de agregados intermoleculares lo que
dificultaria la comparacion del espectro de DCV experimental con el calculado mediante DFT. El
triacetato de conacytona fue obtenido usando el procedimiento estdndar de acetilacion (Ac20O-
Piridina). Con estas condiciones no se afecta la configuraciéon de ninguno de los centros de
quiralidad de la conacytona (10). Los resultados se muestran en la figura 14 y en la tabla 15, de
donde se concluye que la configuracion absoluta para el triacetato de conacytona es la mostrada
en la figura 14 (4S5, 55, 7R, 10R y 20S) y por lo tanto se confirma que la configuracion absoluta de

la conacytona (10) es la misma que la obtenida por difraccion de Rayos-X (figura 13).
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Figura 14.- Espectros de IR y DCV experimentales y calculados para el triacetato de conacytona. a IR calculado, b IR
experimental, c VCD calculado y d VCD experimental

Tabla 15. Datos de Nivel de Confianza para los Espectros IR y DCV del triacetato de conacytona

Método anH® Sir® Se¢ Sl ESI® Cf(%)

B3PW91/DGDZVP 0.989 86.7 71.3 16.8 54.5 100

3 Factor de anarmonizacién o escalamiento. b fndice de similitud del espectro de IR. ¢ indice de similitud del
espectro de DCV del enantiémero correcto en %. d fndice de similitud del espectro de DCV del enantiémero

incorrecto en %. € indice de similitud enantiomérica calculado como St - Sck. fNiveI de confianza de las
asignaciones estereoquimicas en %.

En la tabla 16 se muestran los datos de RMN de 'H y '3C obtenidos a 300 y 75 MHz
respectivamente para la conacytona (10), con lo que se completa la caracterizacion de este

diterpeno.
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Tabla 16. Datos de RMN de *H, *3C de la conacytona (10).

Posicion oc Tipo* Ju (J en Hz)

la 34.9 CH: 1.312,ddd (13.72,13.11, 6.10

15 2.558,ddd (13.11, 5.89, 1.29)

2a 21.1 CHx  1.599, ddddd (13.52, 6.85, 6.10, 1.29, 0.73)
2/ 2.432, ddddd (13.72, 13.68, 13.52, 6.28, 5.89)
3a 39.9 CH2  1.469, dddd (13.68, 13.12, 6.85, 2.606)
35 1.754, dddd (13.12, 6.28, 0.73)

4 32.5 C

5 40.0 CH 1.725, ddd (14.19, 2.96, 1.43)

6 26.2 CH,  1.880, ddd (13.65, 2.96, 1.64)

6f 2.300, ddd (14.19, 13.65, 4.59)

7 62.2 CH 4.836, ddd (4.59, 2.54, 1.64)

8 145.1 C

9 142.5 C

10 41.6 C

11 183.9 C

12 151.0 C

13 124.7 C

14 188.8 C

15 24.1 CH 3.192, hept (7.08)

16, 17 19.9,19.8 CHs  1.240, 1.235,d (7.0)

18 23.6 CH; 0.826,s

19 pro-R  66.2 CH, 3.877,dd (11.24,2.66)

19 pro-S 3.349,dd (11.24, 1.43)

20 95.3 CH; 5.601,d (2.05)

7-OH 2.220,d (2.54)

12-OH 7.190, s

20-OH 2.858,d (2.05)

1H 300 MHz, 3C 75 MHz, CDCls. *Obtenido del espectro HSQC.
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V.11 Asignaciones completas e inambiguas de los espectros de 'H y 13C de la 1,2-

anhidroballotiquinona (9) y de la 7a-Acetoxi-19-hidroxiroyleanona (11).

El compuesto 9 fue aislado previamente de la Salvia candicans en 1995 y su estructura fue
asignada mediante métodos espectroscopicos.’ El espectro de RMN de 'H obtenido en este trabajo
coincide con el descrito previamente, sin embargo, algunas discrepancias se observan en las
asignaciones del espectro de RMN de '*C, por lo que en la parte experimental se incluyen las
correctas con base en experimentos bidimensionales de correlacion heteronuclear tales como
HMBC y HSQC. El compuesto 9 no fue nombrado en el trabajo original, por lo que en este trabajo
se propone el nombre de 1,2-anhidroballotiquinona (9) por su relacion estructural con la

ballotiquinona (1).

El producto 11 fue aislado como un polvo amarillo, sus datos espectroscOpicos permiten
identificarlo como la 7 @ -acetoxi-19-hidroxiroyleanona, diterpeno abietanico aislado previamente
de Salvia regla en 1987.6 Dado que los datos de RMN fueron obtenidos en un equipo 80 MHz, se
observan varias discrepancias con los adquiridos con la muestra obtenida en este trabajo los cuales

se obtuvieron en un equipo de 700 MHz. En la parte experimental de esta tesis se incluyen los

datos completos y asignados sin ambigiiedad para los espectros de 'H y !°C para este diterpeno.
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V.12 Evaluacion de la actividad biolégica de algunos de los diterpenos aislados de Salvia

ballotiflora.

V.12.1 Actividad antiproliferativa3$

Del estudio de la actividad biologica de los compuestos aislados del género Salvia se ha puesto de
manifiesto que algunos abietanos tienen propiedades citotoxicas y que estos actuan en diferentes
blancos moleculares.3940 La misma actividad bioldgica ha sido descrita recientemente para algunos
icetexanos aislados de algunas especies de los géneros Premna y Amentotaxus.*!:#243 Una actividad
citotdxica significativa contra células Hela,** comparable a la del cis-platino, ha sido descrita para

la 19-desoxi-iso-icetexona (IX), aislada de una poblacion diferente de Salvia ballotiflora.*>

Cl..,

)
4, A\
‘4, W

NH
cl”” NH,

19-desoxo-iso-icetexona (IX) cis-platino

Con estos antecedentes se llevd a cabo la evaluacion de la actividad antiproliferativa de los
icetexanos 3, 4, 6-8 y del abietano 10 utilizando seis lineas celulares obtenidas de canceres
humanos (U251 = glioblastoma; PC-3 = cancer de prostata; K562 = leucemia mieldgena cronica;

HCT-15 = cancer de colon; MCF-7 = adenocarcinoma mamario; SKLU-1 = adenocarcinoma de

38 Eneste trabajo el término antiproliferativo se usa como sindnimo de citotdxico, aunque algunos autores consideran
que no son equivalentes, en la literatura se usan indistintamente.

39 Akaberi, M., Mehri, S. and Iranshahi, M. Fitoterapia, 100, 118-132, (2015).

40 Guerrero, 1. C., Andrés, L. S., Ledn, L. G., Machin, R. P., Padrén, J. M., Luis, J. G. and Delgadillo, J. J. Nat. Prod.,
69, 1803-1805, (2006).

41 Hui-Ling, C., Kai-Wei, L., Kim-Hong, G., Jih-Pyang, W., Shen-Jeu, W. and Chun-Nan, L. Fitoterapia, 82, 219-
224, (2011).

42 Suresh, G., Suresh Babu, K., Rama Subba Rao, V., Suri Appa Rao, M., Lakshma Nayak, V. and Ramakrishna, S.
Tetrahedron Letters, 52, 1273-1276, (2011).

43 Gonzalez, M. A. Nat. Prod. Rep., 32, 684-704, (2015).

44 HeLa, es la linea cellular de cancer cérvico-uterino mas antigua, fueron tomadas de una paciente llamada Henrietta
Lacks.

45 Campos-Xolalpa, N., Alonso-Castro, A.J., Sdnchez-Mendoza, E., Zavala-Sanchez, M.A., Pérez-Gutiérrez, S.:
Brazilian Journal of Pharmacognosy, 27, 302-305, (2017).
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pulmoén) y un cultivo primario de fibroblastos gingivales humanos sanos (FGH) a concentraciones
de 1 6 50 uM, utilizando el ensayo de la sulforrodamina B.4¢ Como blanco positivo se utilizé

adriamicina a una concentracion 0.5 pM. Los resultados de la evaluacion primaria se muestran en

la Tabla 17.

Tabla 17. Evaluacion primaria de la actividad antiproliferativa de los diterpenos 4, 7, 8
y 10 a una concentracion de SO0 uM y 3,6 a1 uM, 48 h,

Compuesto Actividad antiproliferativa (%)

U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 FGH

3* 65.4 342 48.6 33.4 NC 64.5 12.4
4 100 80.3 100 76.7 99.0 96.9 87.0
6* 984 823 764 85.6 51.3 100 46.5
7 10.1 178 63.2 26.8 62.6 46.5 NC
8 358 39.6 831 29.0 71.6 52.9 NC
10 NC NC NC NC 14.7 11.8 NE

Adriamicina 0.5 pM  96.0 85.2 100 86.9 99.1 90.0 53.4

Promedio de al menos tres repeticiones; U251 = glioblastoma; PC-3 = cancer de préstata; K562 =
leucemia mieldgena crénica; HCT-15 = cancer de coldén; MCF-7 = adenocarcinoma mamario; SKLU-1 =
adenocarcinoma de pulmdn; FGH = fibroblastos gingivales sanos; NC = No citotdxico; NE = No Ensayado;
*Compuestos probados a 1 uM por su actividad.

La anastomosina (6) muestra una actividad antiproliferativa muy significativa contra las lineas
celulares U251 y SKLU-1 a una concentracion de 1 uM y es moderadamente toxica contra las
lineas FGH y MCF-7, debido a esto fue uno de los productos seleccionados para la determinacion
de su Clso (uM). Por otro lado, la 7,20-dihidroanastomosina (7) mostr6 una toxicidad moderada
contra K562 y MCF-7 pero a una concentracion 50 veces superior con respecto a la anastomosina

(6). Para el icetexano 7, se ha descrito en la literatura una actividad moderada contra células HelLa

46 Monks, A., Scudiero, D., Skehan, P., Shoemaker, R., Paull, K., Vistica, D., Hose, C., Langley, J., Cronise, P.,
Vaigro-Wolff, A., Gray-Goodrich, M., Campbell, H., Mayo, J. and Boyd, M. J. Natl. Cancer. Inst., 83, 757-766,
(1991).
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y A549,%7 pero utilizando un protocolo experimental distinto, el del MTT.4® En forma general, la
actividad de 7 es menor que la de 6. Esto sugiere que la presencia de un mayor numero de dobles
ligaduras conjugadas y en consecuencia una mayor rigidez y planaridad es importante para la
actividad citotoxica de la anastomosina (6). Es interesante sefalar que la actividad anticancerosa
de la adriamicina se debe a su capacidad de intercalarse en el ADN debido a surigidez y planaridad,
por lo que podria especularse que la anastomosina (6) podria ejercer su actividad citotoxica por un

mecanismo de accion similar.

OH
NH, anastomosina (6)

adriamicina (doxorrubicina)

7,20-dihidroanastomosina (7) 7a-acetoxi-6,7-dihidroicetexona (3)

Otro de los icetexanos activos en este bioensayo es la 7a-acetoxi-6,7-dihidroicetexona (3), la cual
a una concentraciéon de 1 pM mostr6é una actividad significativa, aunque moderada, contra las
lineas U-251 y SKLU-1, siendo précticamente no toxica a las lineas MCF-7 y FGH. Estas
caracteristicas, resaltadas en la Tabla 17, fueron tomadas en cuenta para obtener la Clso (uM) de 3

contra las lineas U-251 y SKLU-1. Por otro lado, la icetexona (8), la cual estd muy relacionada

47 Linea celular de adenocarcinoma alveolar humano.

48 Método colorimétrico para cuantificar la actividad metabdlica celular mediante la reduccidn por las reductasas
mitocondriales del bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélio (MTT).
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estructuralmente con el producto 3, mostré una actividad significativa contra las lineas K562 y
MCF-7 a una concentracion de 50 uM, ademas de carecer de toxicidad contra las células sanas
FGH, siendo su actividad contra el resto del panel de prueba solo moderada. Debido a su falta de
toxicidad contra células sanas y a la selectividad mostrada contra las lineas K562 y MCF-7 se
procedid a obtener su Clso («M). La comparacion de los resultados obtenidos para 3 y 8 sugieren
que la ausencia de la doble ligadura entre las posiciones C-6:C-7 y la presencia de una funcion
oxigenada en C-7 en el producto 3 incrementan la citotoxicidad de este compuesto cuando lo
comparamos con la icetexona (8). El icetexano aromatico (4) y la conacytona (10) fueron
descartados para experimentos posteriores debido a la alta toxicidad que mostré el compuesto 4
en todo el panel de células y a la no toxicidad de 10 como puede apreciarse en la Tabla 17.

Con base en la discusion previa y tomando en cuenta los resultados mostrados en la Tabla 17, los
diterpenos 3 y 6-8 fueron seleccionados para obtener su Clso («M) y su indice de selectividad
(IS).4? Este ultimo se obtiene dividiendo la Clso en células normales entre la Clso en células
cancerosas y es una medida de la selectividad de un compuesto hacia las células cancerosas
tomando como referencia la actividad sobre células sanas. De esta forma se considera que un IS>6
indica que la sustancia es selectiva y dafia preferentemente a las células malignas, un valor de IS
en el intervalo 3<IS<6 implica una baja selectividad y un valor de IS<3 significa que el compuesto
es muy citotoxico, inhibe la proliferacion de células normales y cancerosas siendo igualmente
citotoxico para ambas. Un valor de IS>6 es lo deseable ya que indica que la inhibicion de la
proliferacion de las células cancerosas puede deberse a un mecanismo diferente a una citotoxicidad
general y es probable que la sustancia tenga un mecanismo de accion especifico. Los valores de

Cls0 (uM) para los diterpenos 3 y 6-8 se muestran en la Tabla 18.

49 Badisa, R. B., Mina, D.A., Latinwo, L. M., Soliman, K. F. A. Anticancer Res., 34, 5447-5452, (2014).
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Tabla 18. Valores de Clso (uM) para la actividad antiproliferativa de los
compuestos 3, 6, 7, y 8.

Compuesto Clso (uM) (IS)
U251 SKLU-1 COos-7 K562 MCF-7
3 1.4+0.03 (1.2) 0.82+0.06 (2.0) 1.62+0.1
6 0.274£0.08 (2.3) 0.46+0.05 (1.3) 0.61+0.007
7 31.241.1 33.24#1.2
8 17.0+1.4  28.7+1.6

Adriamicina 0.08+0.003 (3.1) 0.05+0.003 (5.0) 0.25+0.009 0.20+0.02 0.23+0.02

Los resultados representan el promedio + DE de al menos tres experimentos independientes; U251=
glioblastoma; SKLU-1 = adenocarcinoma de pulmdn; K562 = leucemia mielégena crénica; MCF-7 =
adenocarcinoma mamario; COS-7 células normales de rifidn de mono; IS = indice de selectividad.

La anastomosina (6) y la 7a-acetoxi-6,7-dihidroicetexona (3) fueron los productos mas activos con
valores de Clso(uM)=0.27 £ 0.08 y 1.4 + 0.03, respectivamente para la linea U251 y Clso (uM) =
0.46 + 0.05 y 0.82 £ 0.06 para la linea de adenocarcinoma de pulmén (SKLU-1). El valor de Clso
para el compuesto 6 en el caso de la linea U251 es tan solo 3.4 veces superior al de la adriamicina,
mientras que para la linea celular SKLU-1 el valor de la ICs¢ es 9.2 veces superior. Estos resultados
indican que la anastomosina (6) tiene una potencia que se aproxima a la adriamicina. Por otro lado,
en el caso del producto 3 las Clso son 17.5 y 16.4 veces superiores al control positivo, en las lineas
U251 y SKLU-1, respectivamente. Para evaluar la selectividad de los diterpenos 3 y 6 se
obtuvieron las respectivas Clso utilizando la linea celular normal COS-7 obtenida de rifion de
mono. Para obtener el IS también se obtuvo la Clso para la adriamicina en la misma linea. Los
valores del indice de selectividad calculados se muestran en la tabla 18 entre paréntesis, los cuales
indican que los diterpenos 6 y 3 muestran una baja selectividad, mientras que la adriamicina
muestra una selectividad moderada. La Clso obtenida para los diterpenos 7 y 8 fue tan alta

comparada con el control positivo que no se procedioé a obtener su indice de selectividad.

Con los datos a la mano no se pueden establecer relaciones estructura-actividad biologica, sin

embargo, con estos resultados los compuestos 3 y 6 deben de ser evaluados en otras lineas celulares
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cancerosas y sometidos a los experimentos pertinentes para comprender mejor el mecanismo de

accion que origina a su actividad antiproliferativa.
V.12.2 Actividad antiinflamatoria en el modelo del edema inducido por TPA>?

Tomando como base a algunos diterpenos de tipo labdano, abietano y clerodano que tienen una
actividad antiinflamatoria significativa,3941:51 se decidi6 evaluar los productos 3, 6, 7 y 10 como
antiinflamatorios en el modelo de inflamacion aguda inducida por TPA en oreja de ratén.2 En un
experimento utilizando una concentracion de 1.0 umol/oreja, los diterpenos 6 y 7 no mostraron una
actividad significativa, mientras que 3 y 10 mostraron un porcentaje de inhibicion de 37.4 +2.8%

y 25.4 £+ 3.0%, respectivamente. Estos resultados se muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Efecto antiinflamatorio de los compuestos 3, 6, 7y 10 en el
modelo de inflamacion aguda inducida por TPA en oreja de raton.

Compuesto Edema (mg) Inhibicién del edema (%)
Control (TPA) 15.77 £ 0.78
3 9.87 £ 0.44** 37.4 £2.8%*
6 15.97+0.61 NA
7 15.50+0.76 NA
10 11.77 £ 047** 25.4 £3.0**
Indometacina 2.88+£0.73 ** 78.8 £7.7 **
Celecoxib 6.94 + 1.56* 54.3+10.3

Efecto en el edema inducido en oreja de ratones hembras CD-1; Concentracidn (1.0 umol oreja?); cada
valor representa el promedio 3 — 7 animales + EEM; Los resultados fueron analizados con la prueba de
Dunnett; Los valores p < 0.05 (*) y p £ 0.01 (**) fueron considerados como diferencias significativas con
respecto al grupo control. NA = No activo.

Aunque los diterpenos 3 y 10 mostraron una reduccion significativa en el edema inducido, su
actividad es menor a la indometacina (78.8 = 7.7%) y al celecoxib (54.3 £ 10.3%) que fueron

usados como compuestos de referencia. La inhibicion del edema en el caso de la indometacina es

50 TPA es el 12-O-tetradecanoil-13-acetilforbol.

51 Salae, A.-W., Rodjun, A., C. Karalai, Ponglimanont, C., Chantrapromma, S., Kanjana-Opas, A., Tewtrakul, S.;
and Fun, H.-K. Tetrahedron, 68, 819—829, (2012).

52 Carlson, R.P., O'Neill-Davis, L., Chang, J. and Lewis, A.J. Agent Actions, 17, 197-204, (1985).
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el doble y el triple de la correspondiente a los diterpenos 3 y 10, respectivamente. Por otro lado, el

celecoxib es 1.5 veces mas activo que el icetexano 3 y 2 veces mas que la conacytona (10).
V.12.3 Actividad antioxidante, evaluada mediante la reaccion de captura del radical DPPH53

Tomando en cuenta que los diterpenos aislados de esta poblacion de S. ballotiflora presentan el
anillo C oxidado ya sea a una o-hidroxi-p-benzoquinona o a un sistema bencénico y dado que se
ha descrito un efecto antioxidante para algunos diterpenos con estas caracteristicas estructurales,
se decidi6 evaluar la actividad antioxidante de los diterpenos 3, 6-8 y 10 (con una o-hidroxi-p-
benzoquinona) y el diterpeno 4 (anillo C de tipo bencénico) utilizando el modelo de captura del
radical DPPH.>* En una serie de experimentos a una concentracion de 100 uM los compuestos 3,
6-8 y 10 tuvieron un efecto de inhibicion muy bajo de 6.1, 8.2, 6.6, 3.7 y 4.8%, respectivamente.
En estos experimentos solo el compuesto 4 inhibio6 el radical DPPH en un 64.5% por lo que se
procedid a obtener su Clso, la cual fue de 98.4 + 3.5 uM. Al compararlo con dos compuestos de
referencia, el a~tocoferol (Clso=31.7 = 1.0 uM) y quercetina (Clso = 10.9 + 0.5 uM), el diterpeno
4 resulto ser 3 y 10 veces menos activo, respectivamente (Figura 15). Se ha descrito previamente
que compuestos de tipo fendlico poseen fuerte actividad antioxidante. En el campo de los
diterpenos, compuestos como el acido carnodsico,’’ el carnosol*® y el ferruginol®” y derivados,
poseen fuertes efectos antioxidantes y son al igual que el producto 4 diterpenos de tipo aromatico

derivados del abietano.

OH

R = COOH, acido carnosico carnosol ferruginol

53 DPPH es la abreviatura utilizada para el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

54 Mellors, A. and Tappel, A.L.. J. Biol. Chem., 241, 4353-4356, (1966).

55 Escuder, B., Torres, R., Lissi, E., Labbé, C. and Faine, F. Nat. prod. Let., 16, 277-281, (2002).

56 Ai-Hsiang, L., Yu-Chih L., Shoei-Yn, L. S., Chi-Tang, H. and Jen-Kun, L. Carcinogenesis, 23, 983-991, (2002).
57 Saijo, H., Kofujita, H., Takahashi, K. and Ashitani, T. Nat. Prod. Res., 29, 1739-1743, (2015).
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Figure 15. Curva dosis-respuesta para determinar la Clso del producto 4 como atrapador del radical DPPH. Se
incluyen las correspondientes al o-tocoferol y la quercetina para comparacion. Los valores representan el
promedio de al menos tres experimentos + EEM, *p < 0.05, ** p < 0.01 diferencias significativas comparadas
con el grupo control (se aplico una ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Dunnett).
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V.13 Aislamiento de los metabolitos secundarios de Salvia cinnabarina M. et G. Elucidacion
estructural del malonilcommunol y del acido 6f-hidroxi-trans-communico, dos nuevos
diterpenos con esqueleto de labdano. Primeros ejemplos de diterpenos con esqueleto de

labdano de una salvia mexicana.

La Salvia cinnabarina M. et G. es una especie clasificada de acuerdo con Epling en la seccion
Incarnatae del Subgénero Calosphace. Se han realizado estudios quimicos previos sobre esta
especie en relacion a la composicion de su aceite esencial® y del exudado de la superficie foliar.>®
De este ultimo se aislé y describi6 el acido 3,4-secoisopimara-4(18),7,15-trien-3-oico (XI), el cual
ha mostrado una gran diversidad de actividades bioldgicas las cuales se han descrito en el capitulo
de “Generalidades” de esta Tesis. Estos estudios se han realizado con material cultivado en el

Jardin Botdnico Hanbury de La Mortola en Ventimiglia, Italia.

En esta tesis se describe el primer estudio realizado sobre una poblacion silvestre de esta especie,
recolectada en el Estado de Puebla. Del extracto de CH2Cl, de las partes aéreas de esta planta se
obtuvieron mediante sucesivas separaciones cromatograficas once metabolitos secundarios, los
cuales se muestran, en el orden en que fueron separados, en el esquema 2. Los compuestos 12 y
16 son diterpenos con esqueleto de pimarano y las sustancias 13, 17, 19 y 22 poseen esqueleto de
labdano. Se aislaron e identificaron dos sesquiterpenos, 15 y 21, pertenecientes al grupo del
eudesmano, asi como un flavonoide, identificado como salvigenina (20) y dos productos
aromaticos mas identificados como acido ftalico y una mezcla de ésteres de 4cidos grasos con el

tirosol (14).

58 Bisio A., Ciarallo, G., Romussi, G., Fontana, N., Mascolo, N. Capasso, R. and Biscardi, D. Phytother. Res. 12,
S117-S120, (1998).

59 Romussi, G., Ciarallo, G., Bisio, A., Fontana, N., De Simone, F., De Tommasi, N., Mascolo, N., Pinto, L. Planta
Medica, 67, 153-155, (2001).
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Esquema 2. Productos naturales aislados de S.cinnabarina M. et G.
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V.14 Diterpenos con esqueleto de labdano aislados de S. cinnabarina. El acido trans-

communico y el communol.

Es importante destacar la presencia de los productos 13, 17, 19 y 22 los cuales fueron identificados
como diterpenos derivados del esqueleto del labdano, siendo esta la primera ocasion que se aislan
este tipo de sustancias de una salvia mexicana perteneciente al subgénero Calosphace. El
compuesto 13 fue identificado como el acido trans-communico con base en sus propiedades
espectroscopicas obtenidas y por comparacion con los datos descritos en la literatura para el dcido
natural, 0 su sal sodica y sus derivados-¢! El acido trans-communico (13) ha sido aislado de diversas
fuentes naturales,? siendo aislado por primera vez de Juniperus communis L. (Cupressaceae).3
La estructura y configuracion de este compuesto fue establecida mediante un extenso trabajo
quimico y por correlacién con labdanos de configuracién conocida tales como el torulosol y el

manool.5®

A

HO
torulosol manool

Una revision de la literatura indica que no se ha confirmado la configuracion absoluta del 4cido
trans-communico (13) por difraccion de Rayos-X ya que se ha descrito que es un producto
inestable, sensible al medio acido y que polimeriza con el tiempo. En 1987 Shie-Ming Peng y
colaboradores aislan el acido trans-communico (13) de las hojas frescas de Calocedrus formosana,
pero lo transforman en el éster metilico por tratamiento con diazometano, para obtener la
difraccién de Rayos-X de este derivado més estable, confirmando la estructura y configuracion

relativa de 13 y de su éster metilico.®?

La muestra de acido trans-communico (13) obtendia de S. cinnabarina fue manejada con el

cuidado suficiente para ser cristalizada y obtener la difraccion de Rayos-X del producto natural

60 Gene-Hsiang, L., Chun-Chi, L., Yu-Shia. C. and Shie-Ming, P. Acta Cryst. C43, 1382-1384, (1987).

61 Arya, V. P., Erdtman, H. and Kubota, T. Tetrahedron, 16, 225-263, (1961).

62 Barrero, A. F., Herrador, M. M., Arteaga, P., Arteaga, J.F. and Arteaga A.F. Molecules, 17, 1448-1467, (2012).
63 Arya, V. P., Enzell, C., Erdtman, H. and Kubota, T. Acta Chem. Scand. 15, 225-226, (1961).
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directamente. La figura 16 muestra la proyeccién generada por computadora del enantiomero
natural del acido frans-communico (13). La configuracion absoluta fue confirmada al calcular el
parametro de Flack cuyo valor, x= 0.1(3), confirma la configuracion absoluta mostrada en la

estructura 13. La configuracion absoluta en los centros de quiralidad de 13 es: 4S5, 5R, 9S'y 10R.

acido trans-communico (13)

Figura 16. Perspectiva generada por computadora del acido trans-communico (13) mostrando la configuracién
absoluta obtenida mediante el parametro de Flack.

El 4cido frans-communico (13) no ha sido descrito en el género Salvia y como se ha mencionado
previamente este tipo de diterpenos pertenecientes al grupo del labdano no habian sido descritos

de salvias mexicanas.

Otro de los labdanos aislados de esta especie fue identificado como communol (17), el cual fue
obtenido por primera vez por reduccion con LiAlH4 del éster metilico del acido ¢trans-communico

(13).93 El communol (17) ha sido aislado de diversas fuentes naturales, tales como Pinus
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thunbergii,®* Chamaecyparis obtusa,’® C. formosensis®® y Fritillariae thunbergii®’ entre otras. El

communol (17) ha sido identificado también en los productos de pirolisis del &mbar.%8

V.15 Elucidacion estructural del malonilcommunol (19), un nuevo diterpeno con esqueleto

de labdano de Salvia cinnabarina.

El compuesto 19, fue aislado como un producto sélido que presenté un p. f. = 85-90 °C, el espectro

de masas obtenido por la técnica DART permite establecer una férmula C23H3404 y un grado de
insaturacion Q = 7. El espectro de RMN de '3C (Espectro 23, Tabla 20) corrobora la presencia de
23 4tomos de carbono, los cuales corresponden, de acuerdo con el espectro HSQC (Espectro 24,
Tabla 20) a 10 metilenos (CHz, dos con hibridacion sp? y los 8 restantes sp®), 4 metinos (CH, dos
sp? y dos sp?), 6 carbonos cuaternarios (C, cuatro sp® y 2 sp*) y 3 metilos (CH3). En el espectro 23
se observan en 147.7 (C) y 108.2 (CHz) ppm las sefiales para un metileno exociclico como el
presente entre las posiciones C-8:C-17 del &cido trans-communico (13) y el communol (17). En
141.7 (CH) y 110.1 (CH2) ppm se observan las sefiales para los atomos de carbono de un grupo
vinilo terminal, las cuales junto con las observadas en 133.8 (CH), 133.7 (C), 23.3 (CH2) y 12.0
(CH3) ppm permiten concluir que el compuesto 19 posee una cadena lateral idéntica a la presente
en los diterpenos 13 y 17. Las sefiales en 141.7 y 110.1 ppm se asignan, en consecuencia, a los
carbonos de las posiciones C-14 y C-15, respectivamente y las observadas en 133.8, 133.7,23.3 y
12.0 ppm, corresponden por lo tanto a C-12, C-13, C-11 y al metilo C-16. El desplazamiento
quimico de C-14 (141.7) y C-16 (12.0), permiten confirmar que la configuracion del doble enlace
de las posiciones C-12:C-13 es E (trans). El desplazamiento quimico de estos &tomos de carbono
es muy sensible a la configuracion de dicha doble ligadura, observandose en aproximadamente

130 y 20 ppm en el caso de una doble ligadura Z (cis).6%-70

64 Shpatov, A. V., Popov, S. A., Salnikova, O. 1., Khokhrina, E. A., Shmidt, E. N. and Um, B. H. Natural Product
Communications, 8, 1759-1762 (2013).

65 Fukushima, J., Yatagai, M. and Ohira, T. Journal of Wood Science, 48, 326-330, (2002).
66 Lin, T., Fang, J. and Cheng, Y. Phytochemistry 51, 793-801, (1999).

67 Kitajima, J., Noda, N., Ida, Y., Komori, T. and Kawasaki, T. Chemical & Pharmaceutical Bulletin 30, 3922-
3931, (1982).

68 Poulin, J. and Helwig, K. Organic Geochemistry 86, 94-106, (2015).
69 Garbarino, J. A. and Molinari, A. J. Nat. Prod. 56, 624-626, (1993).
70 Noma, M., Suzuki, F., Gamou, K. and Kawashima, N. Phytochemistry, 21, 395-397, (1982).
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Tabla 20. Datos de RMN de *H, *C y correlaciones HMBC de 19.

Posicion 6¢ Tipo* bn (J en Hz) HMBC
1a 39.0 CH, 1.83,da(12.5) 2,3,5,20
1b 1.13, td (13.5,5.4) 2, 3,5, 10, 20
2a 19.0 CH: 1.52, m 1,3,4
3a 362 CH, 1.73,da (13.0) 1,2,4,5,18, 19
3b 1.04,td (13.0,5.5) 1,2,4,18, 19
4 376 C
5 56.2 CH 1.30, da (12.5) 1,6,7,18,19, 20
6a 24.3 CH; 1.83, da (12.5) 5,8
6b 1.34,dc (12.8,3.8) 5,7
7a 383 CH» 2.39,da (14.0) 5,6,9,17,
7b 1.97, td (13.0, 6.5) 5,6,8,17
8 147.7 C
9 57.2 CH 1.75, da (13.0) 8,11,12,17, 20
10 395 C
11a 23.3 CH; 236, m 8,9,12,13,14,17
11b 214, m 8,9,12,13,14
12 133.8 CH 5.39,t(6.2) 9,11, 14, 16
13 133.7 C
14 141.7 CH 6.32,dd (17.3,10.7) 12,13,16
15a 110.1 CH, 5.04,d(17.0) 12,13, 14
15b 4.88, d (10.7) 12,13, 14
16 12.0 CHs 1.74, s 12,13, 14
17a 108.2 CH; 4.82, sa 6,7,8
17b 4.47, sa 6,7,8,9
18 27.6 CHs 0.97,s 3,5,19,
19a 68.5 CH; 4.38,d (10.9) 3,5,3,18
19b 3.95, d (10.9) 3,5,3,18
20 154 CHs 0.72,s 1,5,9,10,
! 169.6 C
40.7 CH» 3.41,s 1,3, 19
168.3 C

1H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCls. *Obtenido del espectro HSQC.
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En el espectro de RMN de 'H de 19 (Espectro 25, Tabla 20), el cual es similar al del communol
(17), se observan las sefiales para el grupo vinilo terminal en 6.32 (1H, dd, /= 17.15 y 10.7 Hz, H-
14),5.04 (1H, d, J=17.15 Hz, H-15¢) y 4.88 (1H, d, J= 10.7 Hz, H-15¢). Una sefal triple en 5.39
ppm (J = 6.2 Hz) se asigna a H-12 y una sefial simple que integra para tres atomos de hidrogeno
observada en 1.74 ppm se atribuye al metilo C-16. Las sefiales caracteristicas para los atomos de
hidrogeno del metileno exociclico de la posicion C-17, se observan en el espectro 25 en 4.82 y

4.47 ppm como una sefial simple ancha.

Otra senal relevante para la asignacion estructural del diterpeno 19, observada en su espectro de
RMN de 'H (Espectro 25), como una sefial simple que integra para dos dtomos de hidrogeno en
3.41 ppm, el cual desaparece al obtener el espectro en presencia de D,0. Esta sefial correlaciona
en el espectro de HMBC (Espectro 26, Tabla 20) con tres sefiales en el espectro de RMN de *C,
localizadas en 169.6, 168.3 y en 68.5 ppm. Las dos primeras se asignan a los carbonilos de un
acido y de un éster respectivamente y la tercera a un metileno (Espectro 24, HSQC, Tabla 20)
cuyas sefiales en el espectro de RMN de 'H se observan como un sistema AB en 4.38 y 3.95 ppm
(/=10.9). El espectro en el IR de 19 es congruente con la existencia de un acido carboxilico y de
un grupo éster en este compuesto, ya que se observa una banda ancha centrada en

1

aproximadamente 3000 cm™! caracteristica de un —~OH de 4cido y un carbonilo en 1721 c¢cm’!

I se observa otra banda de

correspondiente al carbonilo de este grupo funcional. En 1736 cm’
carbonilo que corresponde al carbonilo del éster evidenciado por el espectro de RMN de '*C. Los
datos anteriores permiten concluir con la presencia de un éster del d&cido maldnico en la posicion
C-19 y la similitud entre los espectros de RMN del communol (17) y los de 19 indican que este

ultimo es el malonilcommunol (19).

El espectro NOESY (Espectro 27, Figura 17) confirma la estructura y estereoquimica relativa
propuesta para este nuevo diterpeno aislado de S. cinnabarina, ya que se observan las interacciones

esperadas, las cuales se ilustran en la Figura 17.
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Figura 17. Interacciones NOESY observadas para el malonilcommunol (19).

En 1993 Garbarino y Molinari%’ aislaron un malonato de un labdano de Calceolaria corymbosa
(Scrophulariaceae) para el cual asignaron la estructura mostrada a continuacién. Aunque este
diterpeno y el producto 19 tienen la misma conectividad, se observan diferencias importantes en
la configuracidon con respecto al malonilcommunol (19). La doble ligadura entre los carbonos C-
12 y C-13 del diterpeno de C. corymbosa tiene una configuracion Z y de acuerdo con los autores
pertenece a la serie ent-labdano, pero con una configuracion epimerica en C-9, ya que la

orientacion de la cadena lateral en un ent-labdano deberia de ser a.

Diterpeno aislado de Calceolaria corymbosa

Los malonatos de diterpenos son relativamente comunes habiéndose descrito varios ejemplos e

incluso productos en los cuales ambas funciones acidas del acido maldnico se encuentran
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esterificadas con alcoholes diterpénicos.”!-72.73.74.75 El producto 19 es el primer malonato

diterpénico descrito en el género Salvia.

V.16 Elucidacion estructural del acido 64-hidroxi-frans-communico (22)

El ultimo labdano aislado del extracto cloroformico de la S. cinnabarina es un sélido blanco de

p. f. de 170-173 °C, cuya formula molecular establecida por espectrometria de masas es C20H30Os.
En el espectro en el IR de esta sustancia se observan bandas caracteristicas para grupos —OH en
3684, 3590 y 3531 cm™!, asi como una banda ancha centrada en aproximadamente 3000 cm™ que
se atribuye al grupo hidroxilo de un é4cido carboxilico, cuyo grupo carbonilo se observa en 1725
cm’!. En este mismo espectro se observan sefiales atribuibles a dobles ligaduras en 1647 y 1605
cm’!. Estos datos sumados a los de RMN de 'H y de *C permiten proponer la estructura 22 para
este diterpeno. El espectro de RMN de 'H (Espectro 28, Tabla 21) de esta sustancia presenta
sefales similares a las observadas para el acido trans-communico (13). La principal diferencia es
debida a la presencia en el espectro de 22 de un cuarteto ancho centrado en 4.52 ppm que se asigna
al atomo de hidrégeno geminal a un grupo hidroxilo el cual interacciona con una senal simple
ancha en 1.46 ppm y con las sefales de un metileno en 2.34 y 2.50 ppm de acuerdo con las
correlaciones observadas en su espectro COSY (Espectro 29). La sefial en 1.46 ppm correlaciona
en el espectro de HSQC (Espectro 30, Tabla 21) con un carbono sp® que se observa en 57.47 ppm
en el espectro de RMN de '*C de 22 (Espectro 31, Tabla 21) el cual se asigna por su desplazamiento
quimico a C-5. Estos hechos permiten localizar el grupo hidroxilo en la posicion C-6 y la forma
de la senal observada para su 4&tomo de hidrogeno geminal, (H-6) indican una orientacion S-axial
para el mismo. El analisis del espectro NOESY (Figura 18) confirma la estructura y la
estereoquimica relativa asignada a este producto, ya que se observan las correlaciones esperadas,

siendo las mas relevantes las de H-5 con H-6 y el metilo C-18.

71 Fraga, B. M., Mestres, T., Diaz, C. E. and Arteaga, J. M. Phytochemistry, 35, 1509-1512, (1994).

72 Toyota, M. and Asakawa, Y. Phytochemistry, 34, 751-753, (1993).

73 Urones J. G., Marco, 1. S., Cubillo, L., Martin-Garrido, N. and Basabe, P.  Phytochemistry, 29, 2223-2228,
(1990).

74 Zdero, C., Bohlmann, F., Solomon, J. C., King, R. M. and Robinson, H. Phytochemistry, 28, 531-542, (1989).
75 Langenbahn, U., Burkhardt, G. and Becker, H.  Phytochemistry, 36, 1173-1179, (1993).
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Tabla 21. Datos de RMN de *H, *C y correlaciones HMBC de 22.

Posicién 6c Tipo* 6 (J en Hz) HMBC
1a 20.19 CH; 1.76, cd (14.3, 3.5) 3
1b 1.56, dt (14.3, 2.8) 10
2a 4155 CH,  1.88,da(13.0) 1,3, 10, 20
2b 1.19, td (13.3, 3.7) 1,3,9,10, 20
3 4038 CH,  2.38, da (13.0) 1,2,4

1.01, td (13.3, 3.3) 1,4,5,18,19
4 46.58 C
5 57.47 CH 1.46, sa 4,6,9, 10, 18, 19, 20
6 67.89 CH 4.52,ca(2.1) 4,5,7,8,10
7a 45.44 CH; 2.50, dd (13.6, 2.6) 56,8,9,17
7b 2.34, da (13.2) 6,8,9,17
8 1339 C
9 56.72 CH 1.82, da (11.1) 5,7,8,10,11,17, 20
10 4133 C
11a 23.35 CH; 2.40, dd (14.0, 6.0), 8,9 12,13,15
11b 2.23,ddd (16.6,11.3,6.8) 9,12,13
12 1329 CH 4.43, ta (6.43) 9,11, 14, 16
13 1423 C
14 141.4 CH 6.32,dd (17.4,10.8) 12,16
15 110.3 CH; 5.06, d (17.4) 11,12,14

4.90, d (10.7) 11,12, 14
16 11.86 CHs 1.76, s 12,14
17a 1119 CH; 5.03, sa 7,8,9
17b 4.76, sa 7,8,9
18 28.43 CHs 1.33,s 3,4,5
19 180.2 C
20 15.83 CHs 0.87,s 9,10

1H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCls. *Obtenido del espectro HSQC.
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Figura 17. Interacciones NOESY observadas para el acido-6-hidroxi-trans-communico (22)

Con base en la discusion previa el producto 22 debe nombrarse acido 6f-hidroxi-trans-
communico, el cual no ha sido descrito previamente y es otra aportacion de este trabajo al
conocimiento del perfil quimico de las salvias mexicanas. La configuracion absoluta de communol
(17), del malonilcommunol (19) y del acido 6f-hidroxi-trans-communico (22) no pudo ser
establecida, sin embargo, por un argumento biogenético, se propone que sea la misma que la del

acido trans-communico (13) con el cual coexisten en S. cinnabarina.

En 1965, se aisl6 de Trachylobium verrucosum, un diterpeno denominado 4cido zanzibarico, cuya
estructura y configuracion absoluta fueron establecidas por medios espectroscopicos y quimicos,
asi como por correlacion con un derivado del 4cido neoabiético, lo que permitid establecer que el
acido zanzibdrico es un ent-labdano.’® El tratamiento del éster metilico del dcido zanzibarico con
NaOH en etanol dio un producto denominado 4cido 6-desacetilzanzibarico, cuya conectividad es
similar a la encontrada para el producto 22, sin embargo, la comparacion del p.f. y de la rotacion

especifica indica que son sustancias diastereoisomericas.

76 Hugel, G. and Ourisson, G. Bull. Soc. Chim. Fr., 2903-2908, (1965).

87



HOOC”: H
- OAc

acido zanzibarico acido neoabiético

J-

HOOC”: H
= OH
acido desacetilzanzibarico acido 64-hidroxi-trans-communico (22)
p. f. = 202-205°C p.f.=170-173 °C
[alp =-17 (c = 0.4, CHCl3) [a]p = +23.02 (c = 0.265, CHCI3)

Se han aislado diterpenos del grupo del labdano de otras especies del género Salvia, tales como:
Salvia sclarea, S. officinalis, S. palaestina, S. aethiopis, S. yosgadensis,”’-’® Salvia leriaefolia’, S.
rhytidea®®y S. reuterana®! las cuales crecen en Europa o el Medio Oriente, siendo esta la primera
ocasion en que se aislan labdanos de una salvia del subgénero Calospahce. Es importante
mencionar que del estudio previo de S. cinnabarina (material cultivado) no se describe este tipo

de productos.>®

77 Yi-Bing, W., Zhi-Yu, N., Qing-Wen, S., Mei, D., Hiromasa, K., Yu-Cheng, G., Bin, C. Chem. Rev., 112, 5967-
6026 (2012).

78 Enel trabajo de revision de Yi-Bing y colaboradores (referencia 75), se menciona la presencia de labdanos en una
especie denominada Salvia eupatorium, sin embargo, esta especie no estd registrada como perteneciente al género
Salvia (www.tropicos.org). jAl revisar la referencia citada por Yi-Bing y colaboradores, se encontrd que la especie
estudiada y de la cual se aislan labdanos es Eupatorium salvia, una planta de la familia Asteraceae y no una salvia!

79 Habibi, Z., Eftekhar, F., Samiee, K. and Rustaiyan, A. J. Nat. Prod. 63, 270-271, (2000).

80 Jassbi, A. R., Eghtesadi, F., Hazeri, H., Ma’sumi, H., Valizadeh, J., Chandran, J. N., Schneider, B. and Baldwin,
I. T. Natural Product Research, 31, 477-481, (2017).

81 Farimani, M. M. and Miran, M. Phytochemistry, 108, 264-269, (2014).
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V.17 Diterpenos con esqueleto de pimarano aislados de S. cinnabarina.

Otras sustancias aisladas de la poblacion silvestre de S. cinnabarina analizada en este trabajo, son
los pimaranos 12 (isopimara-7,15-dien-3-ona) y 16 (isopimara-7,15-dien-3-ol), que han sido
previamente descritos de otras fuentes naturales tanto vegetales como por ejemplo, Guarea
macrophylla (Meliaceae)®2, Nepeta clarkei (Lamiaceae)?3 y de origen animal como en las heces de
Trogopterus xanthipes (ardilla voladora)3* Los pimaranos 12 y 16 pueden considerarse precursores
del acido 3,4-secoisopimara-4(18),7,15-trien-3-oico (XI), previamente aislado del extracto del
exudado foliar de la S. cinnabarina cultivada, de acuerdo con hipdtesis biogenética que se muestra

en el esquema 3.

Esquema 3. Hipotesis biogenética para la obtencion de XI

82 Lago, J. H. G., Brochini, C. B. and Roque, N.F. Phytochemistry, 55, 727-731, (2000).
83 Rather, M. A. and Hassan, T. Int. J. ChemTech Res. 3, 959-962, (2010).

84 Jun Zhao, Hua-Jie Zhu, Xiao-Jiang Zhou, Tong-Hua Yang, Yuan-Yuan Wang, Jia Su, Yan Li. and Yong-Xian
Cheng. J. Nat. Prod. 73, 865-869, (2010).
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V.18 f-Eudesmol y cryptomeridiol dos esquiterpenos derivados del eudesmano aislados de

S. cinnabarina

Los sesquiterpenos 15 y 21 fueron identificados con base en sus datos espectroscopicos como [-
eudesmol y cryptomeridiol respectivamente. El S-eudesmol (15) ha sido aislado de diversas
fuentes vegetales, por ejemplo, de Manglietia hookeri (Magnoliaceae),8> Ocimum basilicum
(Lamiaceae),3¢ y Salvia microphylla (Lamiaceae),8” entre otras. La presencia de este compuesto en
S. microphylla amerita un comentario adicional, ya que, aunque esta especie es originaria de
Meéxico el trabajo en el cual se describe la presencia del f-eudesmol (15) se realiz6 en Turquia con
material cultivado. La composicion quimica descrita en la referencia 87 es muy diferente a la
encontrada en varios trabajos realizados en México sobre esta especie, por lo cual es posible que
la planta trabajada por los colegas turcos este mal identificada.?8:8% El cryptomeridiol (21) ha sido
descrito previamente de Phaulopsis imbricata (Acanthaceae), Artemisia pygmaea (Asteraceae) y

Blumea balsamifera (Asteraceae).”0
V.19 Derivados aromaticos aislados de S. cinnabarina.

Los productos aromaticos 20, 18 y 14 aislados de Salvia cinnabarina, fueron identificados como
el flavonoide salvigenina (20), acido ftalico (18) y una mezcla de esteres de 4cidos grasos saturados

con el tirosol (alcohol 4-hidroxifenetilico) (14).

La salvigenina fue aislada originalmente de Salvia triloba (Lamiaceae)®! en 1968 y posteriormente

se ha descrito en varias especies de Salvia, tales como, S. barrelieri,’> S. dominica,®’ S. apiana®*y

85 Bao, Y., Wang, W., Wu, H., Qi, M., Li, J. and Yang, Y. Natural Products Research, 30, 2396-2401, (2016).

86 Koroch, A. R., Simon, J. E. and Juliani, H. R. Industrial Crops & Productos (2017) en prensa. doi:
10.1016/j.indcrop.2017.04.066

87 Aydogmus, Z., Yesilyurt, Y. and Topcu, G. Natural Products Research, 20, 775-781, (2006).

88 Esquivel, B., Martinez, N. S., Cardenas, J., Ramamoorthy, T. P. and Rodriguez-Hahn, L. Planta Medica 55, 62-
63, (1989).

89 Bautista, E., Toscano, R. A. and Ortega, A. Organic Letters 15, 3210-3213, (2013).

90 Kengne, A. B. O., Tene, M., Tchinda, A. T., Tane, P. and Frédérich, M. Journal of Medicinal Plant Research,
10, 122-129 (2016).

91 Ulubelen, A. and Isildatici, S. Journal of Pharmaceutical Sciences, 57, 1037-1038, (1968).

92 Lehbili, M., Magid, A. A., Kabouche, A., Voutquenne-Nazabadioko, L., Abedini, A., Morjani, H., Gangloff, S.
C. and Kabouche, Z. Natural Products Research, (2017). doi: 10.1080/14786419.2017.1378207

93 Hasan, M. R., Al-Jaber, H. 1., Al-Qudah, M. A. and Zarga, M. H. A. Phytochemistry Letters, 16, 12-17, (2016).
94 Srivedavyasasri, R., Hayes, T. and Ross, S. A. Natural Products Research, 31, 2058-2061, (2017).
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S. sahendica®s entre otras. Se han descrito varios efectos biologicos para este flavonoide tales como

antiinflamatorio, analgésico, anticanceroso y relajante de la aorta.?¢

El 4cido ftalico (18) ha sido aislado esterificado con alcoholes de cadena larga, de diversas fuentes
vegetales, por ejemplo, de Ajuga bracteosa (Lamiaceae),’’ de Hedyotis uncinella (Rubiaceae)’® y
de Phyllantus rheedii (Euphorbiaceae)®® y también de organismos marinos como el alga roja
Acantophora spicifera (Rhodomelaceae).!90 El 4cido ftalico libre es producto de la degradacion de
sus ésteres por accion de algunas bacterias y se sabe que puede tener efectos nocivos al propiciar
la formacion de especies reactivas de oxigeno que causan dafio celular como se ha descrito en
Malus prunifolia.'%' En experimentos de laboratorio se ha demostrado que las plantas de trigo,
maiz y soya son capaces de incorporar acido ftalico cuando las semillas se germinan en suelo en
donde se ha adicionado este compuesto. La germinacion del trigo se ve afectada hasta en un 13%
pero el maiz y la soya no se ven afectados. Las plantas arriba referidas son capaces de incorporar

de 4cido ftalico tanto en las semillas como en las plantas maduras.!02

Es conocido que el material de plastico suele liberar ftalato de diisooctilo y que este es un
contaminante que con cierta frecuencia viene impurificando el éter de petroleo ligero que se usa
para la separacion y purificacion de los extractos de plantas. En el analisis de la S. cinnabarina no
se us6 material de plastico y los disolventes estaban rigurosamente purificados, estos hechos
sumados a que se aislaron 25 mg de acido ftalico, no de algiin éster, indican que fueron extraidos
de la planta, lo cual puede ser indicativo de que esta especie es capaz de incorporarlo y que

probablemente esta presente en el suelo en donde crece.

El ultimo compuesto aromatico fue identificado con base en sus caracteristicas espectroscopicas
como una mezcla de ésteres de 4cidos grasos y el tirosol, debido a la baja cantidad aislada no se

pudo establecer el tamafio de la cadena del acido graso, pero un analisis de HPLC-Masas (Q-TOF)

95 Tabatabaei, S. M., Salehi, P., Farimani, M. M., Neuburger, M., De Mieri, M., Hamburger, M. and Nejad-
Ebrahimi, S. Natural Product Research, 31, 1758-1765, (2017).

96 Mansourabadi, A. H., Sadeghi, H. M., Razavi, N. and Rezvani, E. Advanced Herbal Medicine, 1, 31-41, (2015).
97 Singh, N., Mahmood, U., Kaul, V.K. and Jirovetz, L. Natural Products Research 20, 593-597, (2006).

98 Pan, Y., Ye, Ji., Zhang, Y. and Jin, H.Z. Chemistry of Natural Compounds, 53, 738-739, (2017).

99 Sivajothi, V. and Shruthi S.D. Int. J. Res. Ayurveda Pharm. 4, 889-892, (2013).

100 wahidulla, L. D., Souza, M. and Govenkar, M. Phytochemistry, 48, 1203, (1998).

101 Baj, R., Ma, F., Liang, D. and Zhao, X. J. Chem. Ecol. 35, 488-494, (2009).

102 Dorney, J. R., Weber, J. B., Overcash, M. R. and Strek, H. J. J. Agric. Food Chem. 33, 398-403, (1985).
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indica que hay mas de un éster y que las cadenas pueden ser de mas de 30 atomos de carbono. Este
tipo de derivados se han aislado previamente en diferentes especies vegetales!03.104y es de destacar
su presencia en el estudio realizado en Turquia sobre la Salvia microphylla.87 Estos derivados del
tirosol no se habian descrito durante el transcurso del andlisis quimico y bioldgico de salvias

mexicanas.

El 4cido trans-communico (13), el S-eudesmol (15) y el acido 6 S-hidroxi-trans-communico (22)
fueron probados como antiinflamatorios en el modelo de edema inducido por TPA. Los
porcentajes de inhibicion obtenidos fueron 21.72%, 9.09% y 9.51% respectivamente, por lo que

ninguno de ellos mostrd una actividad significativa.

103 Chen, J. J., Wu, H. M., Peng, C. F., Chen, 1. S. and Chu, S. D. J. Nat. Prod. 72, 223-228, (2009).

104 Ding, L. J., Yuan, W., Li, Y. X., Liao, X. J., Sun, H., Peng, Q., Han, B. N., Lin, H. W., Li, Z. Y., Yang, F. and
Xu, S. H. Natural Products Research, 30, 1633-1638, (2016).
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VI.- CONCLUSIONES



VI.- CONCLUSIONES

Del estudio de las partes aéreas de S. ballotaeflora Benth y de S. cinnabarina M. et G. se obtienen

las siguientes conclusiones:

1.- De las hojas de S. ballotiflora se aislaron 11 diterpenos cuyas estructuras fueron elucidadas por
métodos espectroscopicos. De éstos, cuatro icetexanos (1-4) y un abietano (5) no se encuentran
descritos en la literatura y constituyen aportaciones nuevas al conocimiento del perfil quimico de

la S. ballotiflora.

2.- Se estableci6 la configuracion absoluta de los compuestos 6, 7, 8 y 10 por difraccion de Rayos-

Xy DCV y para el diterpeno 3 por DCV solamente ya que no fue cristalino.

3.- Se obtuvieron los espectros de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, COSY y NOESY de todos
los productos aislados. De los compuestos 6, 7 y 11 se corrigieron algunos errores encontrados en

las asignaciones originales de los mismos.

4.- En el caso particular de la icetexona (8) se llevo a cabo la asignacion total e inambigua de sus
espectros de 'H y *C. Se determind su configuracién absoluta por difraccion de Rayos-X y DCV.
Se obtuvieron nuevamente los valores del p. f. y de la rotacion especifica los cuales difieren de los
descritos originalmente en 1976 y que habian generado confusiones a lo largo de los afios. Una de
estas confusiones es la publicacion de la 5-epi-icetexona, un diterpeno tripanocida aislado de
Salvia gilliesii, como una sustancia diferente a la icetexona (8) con base en las diferencias
observadas entre el p. f. y la rotacion especifica de este diterpeno y los datos originales publicados
para 8. Con base en el estudio realizado en esta tesis se demuestra que la 5-epi-icetexona y la
icetexona (8) son iguales y se declara la no existencia de la 5-epi-icetexona y por lo tanto la

actividad biologica encontrada para ésta debe de atribuirse a la icetexona.

5.- Se establecid la configuracion absoluta de la conacytona (10), la cual era desconocida a pesar
de que esta sustancia fue aislada desde 1976, asimismo se obtuvieron sus datos de RMN y se llevo

a cabo la asignacion de todos sus atomos de hidrégeno y de carbono.

6.- Los compuestos 3, 4, 6, 7, 8 y 10 fueron probados en el biensayo de la sulforrodamina B para

evaluar su efecto antiproliferativo en lineas celulares de cancer humano. Los compuestos 3 y 6
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mostraron una actividad antiproliferativa que se aproxima a la adriamicina en las lineas celulares

de glioblastioma (U251) y adenocarcinoma de pulmén (SKLU-1).

7.- Los compuestos 3 y 10 mostraron una actividad antiinflamatoria significativa en el modelo de

induccion de edema auricular en ratén inducido por TPA.

8.- El diterpeno aromatico 4 fue el tinico que mostrd una actividad atrapadora del radical DPPH

significativa, con una ICso (uUM) =98.4 £+ 3.5.

9.- El contenido y patron de oxidacion de los diterpenos aislados de S. ballotiflora son importantes
desde el punto de vista quimiotaxonémico, ya que refuerza su proximidad evolutiva con S.
candicans y S. anastomosans establecida por métodos de analisis filogenéticos. Las tres especies
comparten compuestos de esqueletos y patrones de oxidacion similares (abietanos e icetexanos) y
apoyan la clasificacién de estas especies en la seccion Tomentellae. El perfil quimico de otros
miembros analizados de esta seccion (S. coultierii, S. goldmanii, S. fruticulosa y S. gilliesii) es
muy consistente y estrechamente relacionado con S. ballotiflora, S. candicans 'y S. anastomosans.
La presencia de icetexona (8) (antes S-epi-icetexona) en S. gilliesii es por si mismo interesante, ya
que a pesar de que esta ultima, es una especie que crece en Argentina su perfil quimico es
consistente con las especies mexicanas de la seccion Tomentellae a pesar de la enorme separacion

geografica.

10.- Del extracto de diclorometano de las partes aéreas de S. cinnabarina se aislaron once
metabolitos secundarios. Dos de ellos, los productos 12 y 16 son diterpenos con esqueleto de
pimarano. Las sustancias 13, 17, 19 y 22 poseen un arreglo de labdano y fueron identificados con
base en sus propiedades espectroscopicas. El labdano 13 fue identificado como el 4cido trans-
communico y en este trabajo se confirmé su configuracion absoluta por difraccion de Rayos-X. El
diterpeno 17 fue identificado como communol. La estructura de 19 fue establecida, con base en
sus propiedades espectroscopicas, como el malonilcommunol, el cual no ha sido descrito
previamente en la literatura. El labdano 22 fue identificado como el acido 6f-hidroxi-trans-
communico y es asimismo una nueva aportacion al conocimiento de la biodiversidad quimica del

género Salvia.
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11.- Se aislaron de S. cinnabarina, dos sesquiterpenos (15 y 21) identificados como fS-eudesmol y
cryptomeridiol respectivamente, asi como tres metabolitos secundarios aromaticos, el acido ftalico

(18), la flavona salvigenina (20) y una mezcla de ésteres de acidos grasos con el tirosol (14).

12.- Este trabajo constituye el primer analisis de una poblacion silvestre de Salvia cinnabarina M.
et G. La composicion quimica encontrada es diferente a la descrita en un estudio previo realizado
con una planta cultivada, confirmandose una vez mas que las condiciones de crecimiento de una
especie influyen de manera notable en su composicion quimica.13.- Se describe por primera vez
la presencia de diterpenos de tipo labdano en una especie de Salvia del subgénero Calosphace.
Este tipo de metabolitos secundarios se conocian previamente solamente de especies que crecen
en Europa y el Medio Oriente.14.- Como resultado del andlisis de estas dos especies se aislaron un
total de 22 productos naturales, de los cuales 7 no habian sido descritos previamente,
contribuyéndose asi al conocimiento de la composicién quimica del género Salvia en México,
como parte del proyecto del estudio sistemdtico de este género, que inicié desde 1984 en el

Instituto de Quimica de la UNAM.

95



VIIL.- PARTE EXPERIMENTAL



VII.- DESARROLLO EXPERIMENTAL.

VII.1 Procedimientos generales

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Jhons y no estan corregidos. Las
RO fueron medidas en un polarimetro Perkin-Elmer 323. Los espectros en el UV fueron realizados
en un espectrometro Shimadzu UV 160U. Los espectros de DCV fueron adquiridos en un
espectrometro BioTools DualPEM Chiral/R FT-VCD (Jupiter, FL). Los espectros en el IR fueron
obtenidos en un espectrometro IR Bruker Tensor 27. Los experimentos de RMN 1D y 2D fueron
realizados en un espectrometro Bruker Advance III HD a 700 MHz para 'H y 175 MHz para *C
y un Bruker Advance III a 400 MHz para 'H y 100 MHz para '*C. Los experimentos a 300 MHz
para 'H y 75 MHz para *C fueron realizados en un espectrometro Varian Mercury 300. Los
desplazamientos quimicos (9) estan referenciados con la sefial del disolvente residual, CDCI3 (dn
=7.26, 0c=77.16) y las constantes de acoplamiento (J) estdn dadas en Hz. Los espectros de masas
de alta resolucion por la técnica DART (EM-DART-AR) se determinaron en un espectrometro de
masas Jeol The AccuTOF JMS-TI100LC. Los datos de rayos X fueron colectados en un
difractometro Agilent Xcalibur Atlas Gemini 6 en un Bruker D8 Venture, en ambos casos se utilizo

como fuente de Rayos-X la radiacion Cu Ko monocromada con grafito (4 =1.5418 A) a 293 K.

Las separaciones por cromatografia en columna se realizaron sobre gel de silice de malla 230-400
(Macherey-Nagel), Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech) y octadecilsilicio (C18) (Sigma
Aldrich). La cromatografia en capa delgada preparativa (CCDp) fue realizada en placas Macherey
Nagel Sil G/UV2s4 de 20 x 20 cm de longitud y 0.25 a 2.00 mm de espesor, segun el caso. El
seguimiento del progreso de las separaciones cromatograficas se realiz6 mediante cromatografia
en capa delgada analitica (CCDa) utilizando cromatofolios de gel de silice de 0.20 mm de espesor
con indicador de fluorescencia adquiridas de Macherey Nagel. La visualizacion de las placas se
llevo a cabo con una lampara de luz UV Espectroline modelo CX-20 a dos longitudes de onda

(254 y 365 nm) y utilizando soluciones de sulfato cérico amoniacal y/o 6leum como reveladores.
VII.2 Material vegetal.
VIL.2.1 Salvia ballotiflora

La Salvia ballotiflora Benth fue colectada en Linares, Nuevo Leon, México en junio de 2016. El

material botanico fue identificado por la Dra. Martha Martinez-Gordillo (Facultad de Ciencias de
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la UNAM) y una muestra del espécimen (FCME 161792) fue depositado en el Herbario de la
Facultad de Ciencias de la UNAM (FCME). Salvia ballotiflora Benth! es el nombre actualmente
aceptado para esta especie a la cual se le ha denominado previamente como S. bellotaeflora,? y S.

ballotaeflora Benth.?

VI1.2.2 Salvia cinnabarina

La Salvia cinnabarina M. et G. fue recolectada en Zoquitlan, Puebla en diciembre del 2016. El
material botanico fue identificado por la Dra. Martha Martinez-Gordillo (Facultad de Ciencias de
la UNAM) y una muestra del espécimen (FCME 161531) fue depositado en el Herbario de la
Facultad de Ciencias de la UNAM (FCME).

VIL.3 Extraccion y aislamiento
VIL.3.1 Extraccion y purificacion de los metabolitos secundarios de Salvia ballotiflora

El material vegetal se sec6 a temperatura ambiente y en la sombra, posteriormente se moli6é en un
molino de cuchillas. Se pesaron 800 g de material el cual se extrajo exhaustivamente por
percolacion, utilizando éter de petroleo ligero y posteriormente CH>Cl,. El extracto de CH2Cl; se
concentr6 obteniéndose 10 g de residuo. El extracto crudo se separ6 por cromatografia en columna
(CC) en gel de silice empleando un gradiente de elucion con AcOEt/hexanos (0:100-100:0) hasta
obtener 101 eluatos de 250 mL cada uno. Las fracciones se reunieron de acuerdo con su similitud
en cromatografia en capa delgada analitica (CCDa) en 12 fracciones primarias (A-L). Los
compuestos 7,20-dihidroanastomosina (7) (50 mg) e icetexona (8) (18 mg) se obtuvieron como
solidos cristalinos en las fracciones A y B respectivamente. La fraccion C (450 mg) se purifico por
CC en silica gel utilizando una mezcla de hexanos:AcOEt (2:1) como fase mévil, obteniéndose
anastomosina (6) (125 mg) y conacytona (10) (320 mg). La fraccion D (350 mg) se sometié a CC
en gel de silice utilizando un gradiente de elucion de CH>Cl; :acetona (100:0-0:100) hasta obtener
48 eluatos de 100 mL cada uno. Los eluatos se combinaron en cinco fracciones secundarias (DA-

DE) de acuerdo con su perfil cromatdgrafico. La fracciéon DE se purificé por CCDp eluyendo con

1 Martinez-Gordillo, M.; Fragoso-Martinez, 1.; Garcia-Pefia, M. R.; Montiel, O. Revista Mexicana de Biodiversidad
84, 30-86, (2013).

2 Dominguez, X. A.; Gonzalez, H. Extractives from Salvia bellotaeflora. Phytochemistry 11, 2641-2641, (1972).
3 Dominguez, X. A.; Gonzélez, F. H. Aragon, R.; Gutiérrez, M.; Marroquin, J. S.; Watson, W. Planta Med. 237-24,
(1976).
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una mezcla de CHxCl, :acetona (9:1) para obtener el compuesto 3. La fraccion E (56 mg) fue
sometida a CCDp utilizando una mezcla de AcOEt:Hexanos:MeOH:H>O (60:33:5:2) como fase
movil para obtener el compuesto 2 (2.4 mg). La fraccion F (500 mg) se sometid a sucesivas
cromatografias en columna y preparativas para dar los compuestos 4 (7.3 mg), 5 (6.4 mg) y 11 (8.2
mg). La fraccion I (2.10 g) se recromatografié en columna eluyendo con Hexanos:AcOEt (100:0
— 0:100) obteniendo 68 eluatos de 150 mL cada uno, los cuales se reunieron en ocho fracciones
secundarias (IA-IE). La fraccion IE se sometié a una CCDp sobre C18 y usando una mezcla de
MeOH:H>0 (2:1) como disolvente de elucidn, para obtener el compuesto 9 (3.2 mg). La fraccion
K (25 mg) se sometié a CCDp usando una mezcla de AcOEt:hexanos:MeOH:H>O (60:33:5:2)

como disolvente de elucion para obtener el compuesto 1 (3.0 mg).

Ballotiquinona (1): Aceite amarillo; [a]sgo = +108.8 (¢ 0.0017, CHCl3); UV (MeOH) Amix (log €)
206 (2.93), 237 (2.88), 325 (2.54) nm; IR (CHCl3) vmax 3597, 3412, 2931, 2875, 1778, 1654, 1621,
1583, 1458, 1380 cm ;RMN 'H y *C NMR, ver tabla 1; HR-DART-MS m/z [M — H,0]"
357.13138 (calculado para C20H210s, 357.13381).

6,7-Anhidroballotiquinona (2): Aceite amarillo; [a]sso = +265.5 (¢ 0.0022, CHCl3); UV (MeOH)
Amax (log €) 213 (4.16), 243 (4.07), 332 (3.77) nm; IR (CHCI3) vmax 3601, 3396, 2930, 2875, 1811,
1639, 1621, 1458, 1364 cm™'; RMN 'H y 1*C, ver Tabla 2; HR-DART-MS m/z [M]" 357.13265
(calculado para C20H210s, 357.13381).

7a-Acetoxi-6,7-dihidroicetexona (3): Solido cristalino amarillo; p.f. 110-115 °C; [a]sso = - 41.11
(c 0.0018, CHCl3); UV (MeOH) Amax (log €) 205 (4.10), 275 (3.93) nm; IR (CHCI3) vmax 3412,
2941, 2879, 1770, 1645, 1373 cm™!; RMN 'H y 1*C NMR, ver Tabla 3; EM-DART-AR m/z [M]"
403.17557 (calculado para C22H2707, 403.17568).

6,7,11,14-Tetrahidro-7-oxoicetexone (4): Solido cristalino amarillo; p.f. 130-135 °C; [a]sso = -
72.0 (c 0.0015, CHCI3); UV (MeOH) Amax (log €) 206 (2.90), 295 (2.60), 355 (2.33), 421 (1.67)
nm; IR (CHCl3) vimax 3602, 3564, 3514, 2930, 2960, 2877, 1771, 1612, 1450, 1352 cm™!; RMN 'H
y BC NMR, ver Tabla 5; EM-DART-AR m/z [M]" 361.16436 (calculado para CzoH2sOs,
361.16511).

18-Acetoxi-11-hidroxisugiol (5): S6lido amorfo amarillo; p.f. 90-95 °C; [a]sse = +25.2 (¢ 0.0015,
CHCls); UV (MeOH) Amax (log £) 213 (4.01), 235 (3.85), 289 (3.73), 421 (1.67) nm; IR (CHCl3)
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vmix 3599, 3534, 3514, 2932, 2873, 1730, 1672, 1612, 1468, 1369 cm™'; RMN 'H y 13C, ver Tabla
6; EM-DART-AR m/z [M]* 375.21725 (calculado para C2,Hz10s, 375.21715).

Anastomosina (6): Solido cristalino naranja; p.f. 220-224 °C; [a]ss9 =+ 119.1 (¢ 0.0021, CHCl3);
RMN 'H (CDCls, 700 MHz) 6 7.76 (1H, s, 12-OH), 7.755 (1H, s, H-20), 7.51 (1H, d, J= 2.8, H-
7), 6.66 (1H, brd, J= 5.6, H-1), 4.75 (1H, dd, J = 10.5, 2.8, H-6), 3.37 (1H, hep, J = 6.7, H-15),
2.59 (1H, brd, J=10.3, H-5), 2.50 (1H, m, H-2a), 2.48 (1H, m, H-2b), 1.84 (1H, dd, J=12.9, 3.8,
H-3a), 1.52 (1H, td, J=12.6, 5.5, H-3b), 1.34 (3H, s, CH3-18), 1.26, 1.27 (3H, d, J = 6.7, CH3-16,
17); RMN 3C (CDCl;, 175 MHz) § 183.0 (C, C-14), 181.5 (C, C-11), 180.0 (C, C-19), 155.2 (C,
C-12), 143.3 (CH, C-1), 141.7 (CH, C-20), 140.5 (CH, C-7), 133.7 (C, C-10), 132.0 (C, C-13),
129.1 (C, C-8), 124.2 (C, C-9), 78.7 (CH, C-6), 47.7 (CH, C-5), 41.6 (C, C-4), 25.4 (CH, C-15),
25.0 (CHa, C-3), 23.1 (CH2, C-2), 21.3 (CH3, C-18), 19.7, 19.5 (CH3, C-16, C-17); (EM-DART-
AR m/z [M]" 341.13955 (calculado para C20H210s, 341.13890).

7,20-Dihidroanastomosina (7): So6lido cristalino amarillo; p.f. 223-227 °C (descrito, 217-220 °C);
Los datos de RMN 'H fueron idénticos a los publicados.* RMN *C (CDCls, 175 MHz) 6 185.3
(C,C-14),183.4 (C,C-11),180.3 (C, C-19), 150.2 (C, C-12), 142.5 (C, C-9), 139.8 (C, C-8), 128.3
(C, C-10), 125.7 (C, C-13), 123.9 (CH, C-1), 78.6 (CH, C-6), 57.6 (CH, C-5), 42.0 (C, C-4), 33.2
(CH2, C-20), 31.0 (CH2, C-7),24.9 (CH, C-15), 24.6 (CH2, C-3), 21.5 (CH2, C-2), 20.3 (CH3, C-
18), 20.02, 19.99 (CH3, C-16, C-17); EM-DART-AR m/z [M]" 343.15359 (calculado para
C20H230s, 343.15455).

1,2-Anhidroballotiquinona 9: Sé6lido amarillo; p.f. 95-98 °C; [a]sge = +665 (¢ 0.001, CHCl3); los
datos de UV (MeOH) y RMN 'H son esencialmente iguales a los ya descritos en la literatura;’
RMN BC (CDCls, 175 MHz) 6 188.2 (C, C-14), 184.1 (C, C-11), 179.2 (C, C-19), 150.3 (C, C-
12), 140.1 (C, C-10), 139.0 (C, C-9), 132.6 (C, C-8), 131.4 (CH, C-2), 128.4 (CH, C-1), 127.5 (C,
C-13), 117.4 (CH, C-20), 81.0 (CH, C-6), 74.5 (CH, C-7), 44.9 (CH, C-5), 40.3 (C, C-4), 30.8
(CHz, C-3),24.7 (CH, C-15), 23.4 (CH3, C-18), 20.0, 19.9 (CH3, C-16, C-17); EM-DART-AR m/z
[M]"357.13261 (calculado para C20H210s, 357.13381).

7a-Acetoxi-19-hidroxiroileanona (11): Sélido amorfo amarillo; p.f. 277-282 °C; [a]sse = + 0.9 (¢
0.0011, MeOH); RMN 'H (CDCls, 700 MHz) 6 7.13 (1H, s, 12-OH), 5.91 (1H, brd, J = 2.1, H-

4 Esquivel, B.; Calderon, J. S. Flores, E.; Sanchez, A-A, Rivera, R. R. Phytochemistry 46, 531-534, (1997)
5 Cérdenas, J.; Rodriguez-Hahn, L. Phytochemistry 38, 199-204, (1995)
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7),3.71 (1H,d, J=10.9, H-20a), 3.57 (1H, d, J=10.9, H-20b), 3.15 (1H, hep, J=17.0, H-15), 2.75
(1H, d,J=13.1, H-1a), 2.07 (1H, brd, J = 14.8, H-6a), 2.04 (3H, s, H2"), 1.79 (1H, brd, J=13.7,
H-3a), 1.73 (1H, m, H-2a), 1.69 (1H, m, H-6b), 1.62 (1H, d, J = 13.4, H-5), 1.58 (1H, m, H-2b),
1.26, (1H, m, H-1b), 1.25 (3H, s, CH3-20), 1.22, 1.18 (3H, 4, J = 7.0, CH3-16, 17), 1.01 (1H, td, J
=13.5, 3.8, H-3b), 0.97 (3H, s, CH3-18); RMN *C (CDCls, 175 MHz) & 185.5 (C, C-14), 183.8
(C, C-11), 169.5 (C, C-17), 150.9(C, C-12), 149.8 (C, C-9), 139.5 (C, C-8), 124.9 (C, C-13), 66.0
(CHz, C-19), 64.6 (CH, C-7), 46.7 (CH, C-5), 39.0 (C, C-10), 38.3 (C, C-4), 36.1 (CH, C-1), 35.5
(CH», C-3),27.0 (CH3, C-18),25.3 (CH2, C-6), 24.3 (CH, C-15), 21.3 (CH3-C-2"), 19.8, 19.9 (CH3,
C-16, C-17), 18.9 (CH3, C-20), 18.7 (CHa, C-2); (EM-DART-AR m/z [M]" 391.21198 (calculado
para C21H220¢, 391.21209).

VIL3.1.1 Analisis por difraccion de rayos X de los compuestos 6,7, 8y 10

Los cristales de anastomosina (6) y de 7,20-dihidroanastasomosina (7), se montaron en una fibra
de vidrio para la coleccion de los datos usando radiacion de Cu Ko (A= 1.54184 A) a2 293(2) K en
el modo de barrido ®/28. En el caso del compuesto 6 se utiliz6é un cristal de color naranja con
dimensiones de celda unitarias de 0.34 x 0.26 x 0.15 mm, C20H2005, M = 340.36, que cristaliz6 en
un sistema cristalino ortorrémbico, con un grupo espacial P212121, a = 7.558(2) A, b = 10.421(3)
A, c=21.0935) A, V=1661.4(7) A3, Z=4, p=1.361 mg/mm?>, p = 0.802 mm™', se colectaron
4044 reflexiones totales, 3341(Rinx 0.046) independientes y 3178 observadas. En el caso del
compuesto 7 se utilizé un cristal de color amarillo de dimensiones de celda unitaria de 0.25 x 0.16
x 0.09 mm, Cy0H20s, M = 342.38, que cristalizd en un sistema cristalino monoclinico, con un
grupo espacial P21, a = 10.1571(6) A, b=7.7387(4) A, ¢ = 10.6394(6) A, B =95.401(3) deg, V' =
832.57(8) A3, Z=2, p=1.366 mg/mm°, u=0.801 mm™!, se colectd un total de 7988 reflexiones y
2708 (Rint0.032) independientes. Cristales de la icetexona (8) de 0.15 x 0.10 x 0.08 mm, C, H,,Os,

M = 342.38 cristalizaron en un sistema ortorrombico, grupo espacial P2,2,2,, a = 7.7453(3) A,

b=10.3664(3) A, ¢ =21.0064(7) A, V =1686.6(1) A*>, Z=4, p = 1.348 mg/mm>, p = 0.790 mm™,
se colectaron un total de 17373 reflexiones, 2904 se consideraron reflexiones Unicas (Rjpt 0.044),
y 2436 se consideraron observadas. Para el caso de la conacytona (10) se utiliz6 un cristal amarillo
de dimensiones 0.41 x 0.37 x 0.51 mm Cz0H2606, M = 362.41 los cristales fueron también
ortorrombicos, pertenecientes al grupo espacial P212:21, a = 10.956(1) A, b = 12.635(1) A, ¢ =
13.602(2) A, V = 1882.9(4) A3, Z =4, p = 1.278 mg/mm>, u = 0.773 mm!, reflexiones totales
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13780, reflexiones unicas 3208 (Rint 0.038), reflexiones observadas 2599. Cada estructura fue
resuelta por métodos directos usando el programa cristalografico SHELXS-97 incluido en el
software del paquete WinGX v1.70.01. Para el refinamiento, los atomos de hidrogeno fueron
tratados anisotrépicamente y los atomos de hidrogeno fueron refinados isotopicamente. Los
indices R finales fueron [[>26(I)] R1 =3.9% and wR2 = 10.3%. El software Olex2 v1.1.5° permiti6
calcular los indices de Flack” y Hooft.*® En el caso del compuesto 6, dichos parametros
correspondieron a x = 0.1(2), y = 0.09(5) respectivamente para el enantidmero correcto, mientras
que x = 0.9(2), y = 0.91(5) para la estructura inversa. Para el caso del compuesto 7, fueron x =
0.07(18), y = 0.13(9) para la estructura mostrada en el esquema 1 y x =0.90(17), y = 0.87(9) para
la estructura inversa. Para la icetexona (8), x=0.04 (19), y = 0.12 (9) para el enantiomero correcto
y x = 0.95 (19), y = 0.88 para la imagen especular. Para la conacytona (10), x = 0.00 (18), y =
0.05(9) para la configuracion mostrada en el esquema 1 y x = 0.99(18), y = 0.94 (9) para la
configuracion inversa. Los datos cristalograficos (excluyendo los factores de estructura) se
depositaron en el Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) con los nimeros de referencia
CCDC 1570292, CCDC 1570293, CCDC 1562319 y CCDC 1562343 para los compuestos 6, 7, 8

y 10 respectivamente.
VII.3.1.2 Mediciones experimentales de DCV

Se tomaron muestras de 7.2 mg del compuesto 3, 7.5 de 2 y 3.8 de 7, se disolvieron en 150 pL de
cloroformo deuterado al 100 % y se colocaron en una celda de BaF» con un paso de luz de 0.1 mm.
Los datos se adquirieron durante 6 h con 4 cm™ de resolucion para las muestras y disolvente. Los
seis bloques de una hora se promediaron y se obtuvo el espectro final sustrayendo el espectro del
disolvente medido en las mismas condiciones de la muestra. La estabilidad se monitoreo a través

de RMN 'H a 300 MHz antes y después de la determinacion de los espectros de DCV.
VIL.3.1.3 Determinacion tedrica del DCV para los compuestos 3,6y 7

La busqueda de los conformeros mas estables de los compuestos 3, 6 y 7 se realizé utilizando

modelos moleculares construidos en Spartan 04 seguidos por una busqueda de todos los

6 Dolomanov, O.; Bourhis, L. J.; Gildea, R. J.; Howard, J. A. K.; Puschmann, H. J Appl Cryst 42, 339-341, (2009).
7 Parsons, S.; Flack, H. D.; Wagner, T. Acta Crystallogr. B69, 249-259, (2013).

8 Hooft, R. W. W; Straver, L. H.; Spek, A. L. J. Appl. Cryst. 43, 665-668, (2010).

9 Hooft R, W. W.; Straver, L. H.; Spek, A. L. J Appl Cryst. 41, 96-103, (2008).
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conformeros contenidos en un intervalo de energia inicial de 10 kcal/mol para cada molécula
mediante mecanica molecular (MM). De esta manera se obtuvieron veintisiete conférmeros para
3, mientras que para 6 y 7 se obtuvieron cuatro y siete, respectivamente. A continuacion, se
seleccionaron los conféormeros en un intervalo de 5 kcal/mol tomando como referencia el
conformero mas estable para la optimizacion de su geometria con un nivel de teoria
B3PW91/DGDZVP. En este caso, se obtuvieron nueve conféormeros para el compuesto 3, y dos
para los compuestos 6 y 7 que representaron el 99.9 % de la poblacion conformacional. Seis de los
conférmeros de 3 y dos de 6 y 7, en un intervalo de 3 kcal/mol, que representaron el 99.8% de la
poblacién conformacional fueron sometidos a calculos de sus frecuencias vibracionales,
momentos dipolares y fuerzas vibracionales. Los espectros de IR y DCV se obtuvieron tomando
en consideracion la contribucion de cada conférmero, con una distribucion de Boltzman y un ancho
de banda de 6 cm™ para cada uno de los conformeros considerados. Se obtuvieron valores mayores
del 82% para los espectros IR, mientras que el indice se similitud enantiomérica (Sg) para los
espectros de DCV fue de 89 % para el compuesto 3, mientras que para 6 y 7 fueron mayores de

84%. Todos los valores fueron obtenidos con nivel de confianza del 100%.
VI1.3.2 Extraccion y purificacion de los metabolitos secundarios de Salvia cinnabarina

El material vegetal se seco a temperatura ambiente y a la sombra, y se molié en un molino de

cuchillas. Se pesaron 370 g del material vegetal y se extrajeron por percolacion con diclorometano.
VIL.3.2.1 Estudio fitoquimico del extracto de diclorometano

El extracto de diclorometano (16 g) se sometid a cromatografia en columna abierta utilizando
hexanos: AcOEt (100:0-0:100) como disolvente de elucion hasta obtener 44 fracciones de 250 mL
cada una. Las fracciones obtenidas se reunieron en 15 fracciones primarias de acuerdo a su perfil
cromatografico en CCDa (A-N). La fraccién B (200 mg) se sometiéo a CC en sephadex LH-20
usando como disolvente una mezcla de hexano:DCM:MeOH (3:1:1); se colectaron 17 fracciones
(B1-B17) de 10 mL cada una. La fraccion B5 (25 mg), se purific6 por CCDp utilizando una mezcla
de hexanos:acetona (98:2) como disolvente de elucion para obtener el compuesto 12 (5.3 mg). En
la fraccion B7 se obtuvo el compuesto 13. En la fraccion C se precipito el compuesto 14 (7.2 mg).
La fraccion D (466 mg) fue sometida a CC en sephadex LH-20 empleando metanol como
disolvente de elucion hasta obtener 14 fracciones de 5 mL cada una. La fraccion D10 (40 mg) se

sometio a CCDp en C18 utilizando como disolvente de elucion una mezcla de ACN:HO (4:1)
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para obtener los compuestos 15 (10.3 mg) y 16 (4.2). La fraccion E fue sometida a CC en sephadex
LH-20 (150 g) utilizando una mezcla de hexanos:DCM:MeOH:Ac. férmico (3:1:1:0.5%) hasta
obtener 54 fracciones de 3 mL cada una (E1-E54). Se reunieron las fracciones E24-E25 y se
purifico por CC en silica gel usando como disolvente de elucién una mezcla de DCM:EtOH (98:2)
para obtener el compuesto 17 (4.7 mg). En la fraccion F cristalizé espontaneamente el compuesto
18 (25 mg). La fraccion K se sometido a CC en sephadex LH-20 (150g) usando metanol como
disolvente de elucion hasta obtener 15 fracciones de 10 mL cada una, las cuales se reunieron en
cinco fracciones secundarias (KA-KE) con base en su perfil cromatografico en capa delgada. El
compuesto 19 (5.3 mg) se obtuvo por CCDp en silica gel de la fraccion KB (70 mg) eluida con
MeOH:H>O (3:1). La fraccion KD (15 mg) se sometid6 a CCDp utilizando una mezcla de
hexanos:acetona como disolvente de elucion para obtener el compuesto 20 (6 mg). La fraccion L
(938 mg) fue sometida a CC en sephadex-LH20 (150 g) utilizando metanol como disolvente de
elucion hasta obtener 15 fracciones de 20 mL cada una. Las fracciones de reunieron en cuatro
fracciones secundarias (LA-LD) con base en su perfil cromatografico en cromatografia en capa
delgada. La fraccion LC (302.8 mg) se sometio6 a CC en Sephadex LH-20 eluyendo con
Hexanos:DCM:MeOH (1:1:3) hasta obtener 20 fracciones de 5 mL cada una. Las fracciones se
reunieron en siete fracciones terciarias (LCA-LCG); en la fraccion LCD (34.3 mg) se obtuvo el
compuesto 21 (9.3 mg) por CC eluyendo con n-butanol:AcOH:H>O (95:3:1:1). La fraccion
secundaria LD (227 mg) se separd por CC “flash” empacada con silica gel con un flujo de 2.5
mL/min, eluida con DCM y colectando fracciones de 25 mL cada una hasta obtener 35 fracciones
que se reunieron en seis fracciones terciarias (LDA-LDF). De la fraccion LDC se obtuvieron 15

mg del compuesto 22.

Malonilcommunol (19): Sélido blanco; p.f. 85-90 °C; [a]ssy = +2.2 (¢ 0.010, MeOH); IR (CDCls)
vmax 3607, 3512, 2933, 2854, 1732, 1624 cm™'; RMN 'H and !*C, ver Tabla 20; EM-DART-AR
m/z [M]" 375.25347 (calculado para C»3H3504, 375.25353).

Acido 6f-hidroxi-trans-communico (22): Sélido blanco; p.f. 170-173°C; [a]sse = +23.0 (¢ 0.0053,
MeOH); IR (CHCl3) vmax 3601, 3591, 2941, 2853, 1726, 1519, 1406, 1239, 1223 cm™'; RMN 'H
y 13C, ver Tabla 21; EM-DART-AR m/z [M]" 319.24747 (calculado para C20H3003, 319.24845).
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VIIL.3.2.2 Analisis por difraccion de rayos X del acido frans-communico (13)

Para el caso del acido trans-communico, los detalles de la determinacion de la estructura cristalina
se muestran en el siguiente anexo. El parametro de Flack x = -0.1(3) indica que la configuracion

absoluta de este compuesto es la mostrada en la estructura 13 (Esquema 2).

Anexo: Datos cristalograficos para el 4cido trans-communico (13)

Table 1. Crystal data and structure refinement for SC-DCM1-B7-13.

Identification code 145QUL17

Empirical formula C20 Hzo O2

Formula weight 302.44

Temperature 298(2) K

Wavelength 1.54178 A

Crystal system Orthorhombic

Space group P212:121

Unit cell dimensions a=11.227005) A a=90°.
b=11.9270(5) A B=90°.
c=27.9572(12) A y=90°.

Volume 3743.6(3) A3

z 8

Density (calculated) 1.073 Mg/m?

Absorption coefficient 0.518 mm-!

F(000) 1328

Crystal size 0.449 x 0.258 x 0.252 mm3

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 67.679°
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(l)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter

Largest diff. peak and hole

3.161 to 68.239°.
-13<=h<=13, -14<=k<=14, -33<=I<=33
27625

6852 [R(int) = 0.0921]

99.9 %

Full-matrix least-squares on F2
6852 /2 /409

1.075

R1=0.0488, wR2 = 0.1306
R1=0.0538, wR2 = 0.1374
-0.1(3)

0.135and -0.126 e.A3



VII.4 Determinacion de la actividad biolégica
VI1.4.1 Evaluacion de la actividad citotoxica

Se evalud la actividad citotoxica de los compuestos aislados utilizando las lineas celulares
humanas: Adenocarcinoma mamario (MCF-7), leucemia mielogena crénica (K562), glioblastoma
(U251), adenocarcinoma de pulmon (SKLU-1), cancer de colon (HCT-15), cancer de prostata (PC-
3), fibroblastos gingivales sanos (FGH) y células sanas de riion de mono (COS-7). Todas las lineas
celulares fueron adquiridas del National Cancer Institute (NCI, USA) y de la American Type
Culture Collection (ATCC). La evaluacion se llevd a cabo utilizando el ensayo de la
sulforrodamina B (SRB) en microcultivo para determinar el crecimiento celular de acuerdo con el
protocolo establecido por el NCI (National Cancer Institute).! Las lineas celulares fueron
cultivadas en medio RPMI-1640 (Medio Roswell Park Memorial Institute) adicionado con suero
fetal de bovino al 10%, 2 mM de glutamina, 10000 u/mL de penicilina, 1000 pg/mL de sulfato de
estreptomicina y 25 pg/mL de anfotericina B (Gibco) y 1% de aminoacidos no escenciales (Gibco).
Las células se incubaron a 37 °C en atmosfera de CO; al 5%. La viabilidad de las células fue
determinada con azul de tripano y se las células empleadas presentaron una viabilidad mayor al 95

%.

Las células fueron removidas de las botellas de cultivo mediante tratamiento con tripsina y se
diluyeron con medio de cultivo para inactivar la tripsina. Las células en suspension, 100 pL con 5
000-10 000 células por pocillo, se transfirieron a placas de microtitulacion de 96 pocillos (Costar)
y se incubaron por 24 horas a 37 °C, en atmosfera de CO; al 5%. Después, se adicionaron 100 pL
de una solucion a 50 uM o 1 uM de compuesto en el caso de los estudios de cernimiento primario
o a las concentraciones adecuadas (al menos cuatro concentraciones) para la determinacion de las
Clso, y se almacenaron por 48 horas. Después del periodo de incubacion las células se fijaron al
sustrato plastico mediante la adiciéon de 50 pl de acido tricloroacético acuoso al 50% frio. Las
placas se incubaron a 4 °C por lh y se lavaron con agua de la llave. Las células fijadas con acido
tricloroacético se tifieron por adicion de 0.4% de SRB. Se elimind la solucion SRB libre mediante

lavado con acido acético acuoso al 1%. Las placas se secaron al aire, y el colorante unido se

10 Monks, A.; Scudiero, D.; Skehan, P.; Shoemaker, R.; Paull, K.; Vistica, D.; Hose, C.; Langley, J.; Cronise, P.;
Vaigro-Wolff, A.; Gray-Goodrich, M.; Campbell, H.; Mayo, J.; Boyd, M. J. Natl. Cancer. Inst. 83, 757-766, (1991)
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disolvié mediante la adicion de 10 mM de base Tris sin tampon (100 ul). Las placas se agitaron
durante 10 min, y se determiné la absorcion a 515 nm usando un lector de placas ELISA (Bio-Tex
Instruments). Para el caso del cernimiento primario, el experimento se realizo por duplicado y en

el caso de las Clso se realizaron tres experimentos independientes para cada concentracion.
VI1.4.2 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria, se utilizoé el modelo de TPA (por sus siglas en
inglés, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate). Se utilizaron ratones de la cepa CD-1 con peso
entre 20-25 g, los cuales se mantuvieron bajo las condiciones estandar de laboratorio (24 + 2°C de
temperatura) y con un ciclo de 12/12 h de luz-oscuridad y se alimentaron con dieta normal y agua

ad libitum siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

El ensayo de edema auricular inducido por TPA se llevé a cabo como se ha descrito.!! En la oreja
derecha se aplicaron 10 uL de una solucion etanolica de TPA a una concentracion de 2.5 pg/mL,
la oreja izquerda se usé como control, aplicandose en ella solo el vehiculo. Transcurridos 10 min,
se aplicaron 10 uL de solucion del compuesto de prueba disuelto en etanol a las concentraciones
adecuadas para cada uno en la oreja derecha. Se desarrolld la inflamacioén por un periodo de 4
horas y los ratones fueron sacrificados en cdmara de CO;. Se extrajo una porcion de 7 mm de

didmetro de la parte central de cada oreja.

Cada una de las porciones de orejas tratadas y controles fue pesada y el % de inhibicion se calculd
con la ecuacion EI % =100 - (B x 100/A), donde A corresponde al edema inducido por TPA solo
y B es el edema inducido por TPA mas el compuesto de muestra. La indometacina y celecoxib

fueron usados como compuestos de referencia.
VI1.4.3 Evaluacion de la actividad antioxidante en el modelo DPPH

La actividad antioxidante de los compuestos aislados fue determinada empleando una adaptacion
del método descrito por Mellors y Tappel.!2 La prueba se realizé utilizando microplacas de 90
pocillos. Los compuestos de prueba (50 uL) se mezclaron con 150 uL de una solucion etandlica

de DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazilo). La mezcla se incubd por 30 min a 37°C y se midio la

11 Carlson, R.P.; O'Neill-Davis, L.; Chang, J.; Lewis, A.J. Agent actions 17, 197-204, (1985)
12 Mellors, A. and Tappel, A.L. J. Biol. Chem. 241, 4353-4356, (1966).
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absorbancia a 515 nm usando un lector de microplacas SYNERGY HT (BioTek). El % de

inhibicidn se determin6 por comparacion con 100 uL de DPPH en etanol como solucién blanco.
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Espectro 28. RMN de 'H del compuesto 22 (CDCls, 700 MHz).
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Abstract: From the aerial parts of Salvia ballotiflora, eleven diterpenoids were isolated; among
them, four icetexanes and one abietane (1-5) are reported for the first time. Their structures were
established by spectroscopic means, mainly 'H- and 3C-NMR, including 1D and 2D homo- and
hetero-nuclear experiments. Most of the isolated diterpenoids were tested for their antiproliferative,
anti-inflammatory, and radical scavenging activities using the sulforhodamine B assay on six
cancer cell lines, the TPA-induced ear edema test in mice, and the reduction of the DPPH assay,
respectively. Some diterpenoids showed anti-proliferative activity, these being icetexanes 6 and 3,
which were the most active with ICsg (uM) = 0.27 £ 0.08 and 1.40 =+ 0.03, respectively, for U251
(human glioblastoma) and ICsy (uM) = 0.0.46 &+ 0.05 and 0.82 £ 0.06 for SKLU-1 (human lung
adenocarcinoma), when compared with adriamycin (ICs5p (uM) = 0.08 £ 0.003 and 0.05 % 0.003, as the
positive control), respectively. Compounds 3 and 10 showed significant reduction of the induced
ear edema of 37.4 £ 2.8 and 25.4 &+ 3.0% (at 1.0 pmol/ear), respectively. Compound 4 was the sole
active diterpenoid in the antioxidant assay (ICsy = 98. 4 £ 3.3), using a-tocopherol as the positive
control (ICs59 (uM) = 31.7 £ 1.04). The diterpenoid profile found is of chemotaxonomic relevance and
reinforces the evolutionary link of S. ballotiflora with other members of the section Tomentellae.

Keywords: Salvia ballotiflora; icetexane diterpenoids; abietane diterpenoids; antiproliferative activity;
anti-inflammatory activity; radical scavenger capacity; VCD analyses

1. Introduction

The genus Salvia L. is the largest of the Lamiaceae plants family, with over 1000 species
widespread throughout the world [1]. Several species have been used as medicinal plants
since ancient times, such as Salvia officinalis, S. miltiorrhiza and S. sclarea, which are relevant
medicinal herbs in the folk medicine of several countries [2]. Flavonoids, sesquiterpenoids,
sesterterpenoids, and triterpenoids are common phytochemical constituents of the genus, although
the most diversified and representative secondary metabolites are diterpenoids. Labdane, pimarane,
kaurane, totarane, clerodane, and abietane diterpenoids have been described for the genus [3-9].
In addition, several rearranged pimarane, abietane, and clerodane diterpenoids have been isolated
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from Salvia species [9-11]. Interesting biological activities such as cytotoxic, antiprotozoal, antioxidant,
anti-inflammatory, insect anti-feeding, and psychotropic activities have also been documented for
some of the diterpenoids isolated from these plants [2,12].

With more than 300 species, Mexico is one of the most key areas of diversification of
the genus [13]. Phytochemical analyses of Mexican Salviae led to the isolation of several
diterpenoids, many of them with rearranged skeletons mainly of abietane and clerodane origin [9].
Icetexane (9(10—20)-abeo-abietane) diterpenoids, one class of rearranged abietanes, have been isolated
from several species of other families, although most of the examples came from Lamiaceae [14].
The term icetexane derives from icetexone (8), the first 9(10—20)-abeo-abietane isolated from
Salvia ballotiflora Benth. (section Tomentellae), together with the abietane diterpenoid conacytone
(10), and the claimed ortho-quinone tautomer of icetexone named romulogarzone [15]. Previous work
on several populations of Salvia ballotiflora indicated that this species produced an interesting array of
icetexane and abietane diterpenoids. Several members of this type of diterpenoids have been targeted
for synthetic work due to their structural features and the biological activity exhibited by some
icetexanes [16-20] as anti-proliferative activity, in vitro, against some human cancer cell lines [9,11,21].
On this issue, while the aqueous-methanolic extract of S. ballotiflora displayed cytotoxicity to Vero
cells [22], the icetexane derivatives isolated from the chloroform extract of the same species showed
cytotoxic activity, with 19-deoxyicetexone [23] being the most active compound against the HeLa
cervical cancer cell line [21]. In turn, 19-deoxyicetexone showed anti-diarrheal activity in a rodent
model [24], the essential oil of the aerial parts of the plant exhibited insecticide activity against
Spodoptera frugiperda Walker (Lepidoptera, Noctuidae) [25], and the chloroform extract of the aerial
parts showed insecticide and insectistatic activities against the same insect [26].

In continuation of our studies on Mexican Salvia spp. in search of antiproliferative
diterpenoids [11], we analyzed a population of S. ballotiflora collected from the municipality of
Linares, State of Nuevo Leon (Mexico). Aside from the previously known anastomosine (6) [27],
7,20-dihydroanastomosine (7) [23], icetexone (8) [15], the icetexane diterpenoid 9, isolated from
S. candicans [28], conacytone (10) [15], and 7«x-acetoxy-19-hydroxyroyleanone (11) [29], we isolated
four new icetexanes, 1-4, and a new abietane, 5. The structure and absolute configuration of the new
compounds were established mainly by spectroscopic means and, when possible, by single crystal
X-ray diffraction analysis and vibrational circular dichroism (VCD). Diterpenoids 3, 4, 6-8 and 10
were tested for antiproliferative activity, in addition to anti-inflammatory and antioxidant activities.
While 3, 4, 6-8 showed interesting antiproliferative activity in the sulforhodamine B assay [30], 3 and
10 showed significant reduction of edema in the 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-induced
ear edema test in mice [31], and 4 was the sole active diterpenoid in the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) antioxidant assay [32] (ICs9 98.4 £ 3.3 uM).

2. Results and Discussion

2.1. Characterization

The aerial parts of Salvia ballotiflora afforded, after extensive chromatographic purification, eleven
diterpenoids: the icetexanes 1-4, 6-9, and the abietanes 5, 10, 11 (Figure 1). While icetexanes 1, 2, 7
and 9 are related to anastomosine (6), metabolites 3 and 4 are considered as icetexone (8) derivatives.
Diterpenoids 6-11 are known natural products and have been identified by spectroscopic methods,
mainly high field (700 MHz) NMR, and comparisons with the literature; icetexone (8) and conacytone
(10) were described originally as constituents of the aerial parts of S. ballotiflora [15], as well as of other
Salvia spp. [28,33]; anastomosine (6) was from S. anastomosans [27]; 7,20-dihydroanastomosine (7) was
from S. ballotiflora [23]; compound 9 was from S. candicans [28]; and 7 x-acetoxy-19-hydroxyroyleanone
(11) was from S. regla [29]. The complete assignments of the NMR data of 6,7, 9, and 11 are included
in this paper, since some discrepancies have been found among the literature assignments. It is
noteworthy that although icetexone (8), the first 9(10—20)-abeo-abietane diterpenoid, and conacytone
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(10) were originally isolated from S. ballotiflora [15] 41 years ago, and have since then been obtained
from several Salvia spp., they lacked complete 'H- and *C-NMR assignments, and absolute
configuratiom.detenminations which were recently accomplished by single crystalXsray and VCD

determinations 134 Com our ds 1-5 are new diterpenoids whose struchéres were estabhshed based
single crystal X- VCD determinations [34}. Compounds 1-5 are new diterpenoids whose
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150.3 (C-12), 126:8¥€=18) 31873 (C2] 4ot b/ 159 D (5] 6l ated ROT0a(edT pindlefightalodB o 179.8 was
ascribed to the carbonyl of a y-lactone as in anastomosine (6) [27]. The hydrogen atom at the lactone
closure, i.e., H-6, was observed at 61y 4.29 as a double doublet (J = 10.3 and 2.3 Hz), the large value
indicated a pseudo-axial orientation for H-6. In the COSY spectrum, H-6 correlated to a doublet at 5y
3.41 (J = 10.2) that has been ascribed to H-5, and also with a broad singlet at 6 5.53 (H-7) assigned to
the geminal hydrogen atom of a hydroxyl group, which must be attached to C-7. The adjacent quinone
ring influences the chemical shift of H-7, thus explaining the lower chemical shift of H-7 in comparison
to H-6, which is geminal to the lactone moiety. The H-7 signal collapsed to a doublet (] = 2.2 Hz) upon
the addition of D,0O. The coupling constant observed for H-7 was consistent with an x-orientation for
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the hydroxy group, as observed in other icetexanes and abietanes with an oxygenated function at C-7
isolated from Salvia spp. [29].

Table 1. NMR data (H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCl3) of 1 and 2.

1 2
Position Sc Type 8y (J in Hz) HMBC Sc Type 8y (J in Hz) HMBC
1 68.2 CH 4.73,brt (7.7) 3,5,10,20 66.6 CH 4.57,t(2.9) 3,5,20
2a 29.0 CH, (13.23%?6%%. " 3,4,10 28.1 CH, 2.01,dq (14.7, 3.5) 1,4,10
%b 1.69, dtd 1.41, dddd 3
(13.4,82,2.4) (14.7,11.9, 5.6, 2.8)
3a 26.8 CH, 1.81, m 1,2,4,5,18 25.5 CH, 218, m 1,2,4,19
3b 2.16, m 1,2,4,19
4 444 C 427 C
5 441 CH 3.41,d (10.2) 136,41';/276 4438 CH 2.85, brs 1'8%’1;?'2(9)'
6 79.9 CH 4.29,dd (10.3,2.3) 57,10 130.2 C
7 65.0 CH 5.53, brs 6,89 100.5 CH 6.77,d (1.1) 56,94
8 132.2 C 140.0 C
9 137.7 C 149.9 C
10 153.1 C 138.0 C
11 184.3 C 182.8 C
12 150.3 C 151.2 C
13 126.8 C 126.5 C
14 187.3 C 185.3 C
15 247 CH 3.25, hept (7.1) 121’ 61/31'714' 248 CH 3.28, hept (7.1) 121’ 61/31'714'
16,17 19.9,20.0 2CH3 1.26,d (7.1) 13,15 20.0,20.1 2CH3 1.27,1.26,d (7.1) 13,15
18 22.7 CH3 147,s 3,4,5,19 27.5 CH3 1.44,s 3,4,5,19
19 179.8 C 179.3 C
20 112.3 CH 7.07,t(2.5) 1,5,6,9,11 122.8 CH 6.91,d (1.82) 1,5,8,9,11
1-OH 1.97, brs
7-OH 3.11,d (4.33)
12-OH 7.14, brs 12,13,11

Other relevant signals observed in the 'H-NMR spectrum of 1 were a broad triplet at 5y 4.73
(J =7.7 Hz), which was ascribed to a H-1 geminal to an additional hydroxy group, and a triplet at 6y
7.07 (J = 2.5 Hz). While the chemical shift of the former suggested that it must be an allylic methyne
supporting an oxygenated function, the second must be a vinylic one adjacent to the quinone ring to
explain the observed chemical shifts. These facts led us to locate these hydrogen atoms at C-1 and
C-20, respectively, as depicted in 1. A double resonance experiment confirmed the above assumption,
since by irradiation at 8¢y 4.73 (1H, brt, | = 7.7 Hz, H-1), two multiplet signals of a methylene group at
oy 1.70 and 2.49 (8¢ 29.0) collapsed, thus these signals were ascribed to the C-2 methylene hydrogen
atoms. The 3C-NMR spectrum was consistent with the previous discussion, since the signals for C-1
and C-7 were observed at 6c 68.2 and 65.0, respectively. A non-protonated carbon observed at 6c
153.1 and a methine at 5c 112.3 were assigned to C-10 and C-20, respectively. The HMBC spectrum
supports the previous assignments, since H-1 showed correlation cross peaks with C-10, C-20, and C-5.
In addition, H-20 correlated with C-1, C-5, C-6, C-9, and C-11, while H-6 showed cross peaks with
C-5, C-7, and C-10; and H-7 correlated with C-6, C-8, and C-9. Other relevant HMBC correlations
that confirmed the structure of 1 are shown in Table 1 and Figure 2. A three hydrogen atoms signal
at 8y 1.47 was also observed in the 'H-NMR spectrum of 1 and was ascribed to the C-18 methyl
group. The relative stereochemistry of 1 was established with the aid of the coupling constants and
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the NOESY spectrum (Figure 2), which showed a correlation between H-6 and H-7, both (3-oriented.
Meanwhile H-5, which must be anti-periplanar to H-6, showed a nOe with methyl hydrogen atoms
at C-4, which in turn correlated with H-1, thus indicating that H-5, Me-18, and H-1 had the same
orientation. The large coupling constant value of H-1 indicated an axial orientation, thus the hydroxy
group attached to C-1 must be -equatorial oriented. Compound 1 is related to anastomosine (6), and is
a novel icetexane derivative that we named ballotiquinone (1).

HMBC 7 NOESY¥™ X

Figure 2. Selected correlations for compound 1.

The mass spectrum of 2 indicated a molecular formula of CyyHp0Og and a high degree of
unsaturation. The 'H- and 1*C-NMR spectra indicated it was a 6,7-anhydro derivative of ballotiquinone
(1). In the '*C-NMR spectrum of 2 (Table 1), the signals for an ortho-hydroxy-p-benzoquinone and
an isopropyl group were observed at 5¢c 140.0 (C-8), 149.9 (C-9), 182.8 (C-11), 151.2 (C-12), 126.5 (C-13),
185.3 (C-14), 24.8 (C-15),20.0 and 20.1 (C-16 and C-17). A singlet at ¢ 179.3 was ascribed to the carbonyl
of a y-lactone like that found in anastomosine (6) and ballotiquinone (1); however, the hydrogen atom
at the ring closure of this lactone (C-6) was not observed in the 'H-NMR spectrum of 2. This fact, in
addition to the presence of two additional signals for sp2 carbons in the 13C-NMR of 2 (Table 1) at 5¢
130.2 and 100.5 in comparison with those observed in 1, indicated the presence of a C-6 = C-7 double
bond. The 'H-NMR spectrum showed one hydrogen atom doublet at 5 6.77 (J = 1.1), which was
ascribed to H-7 since in the HSQC spectrum it correlated with a signal at ¢ 100.5 (C-7), and in
the HMBC spectrum with a signal at 6c 130.2 (C-6). In agreement with the previous consideration,
in the IR spectrum of 2, the band for the C-19 carbonyl shifted to 1811 cm~! in agreement with
an enol-y-lactone [35]. In the 'H-NMR, a broad singlet and a doublet at 5y 2.85 and 6.91 (J = 1.8 Hz),
respectively, were ascribed to H-5 and H-20, since H-5 showed a correlation with H-20 and with the
signal assigned to H-7 in the COSY spectrum. The B-ring of compound 2 is therefore a cycloheptatriene
system, where one double bond is also part of the ortho-hydroxy-p-benzoquinone, thus explaining the
UV absorptions observed at 213, 243, and 332 nm in agreement with the high degree of instauration
deduced from the mass spectrum. Other relevant signals in the "H-NMR spectrum of 2 were due to
the hydrogen atoms of the C-18 methyl group at 551 1.44, and a triplet at 5y 4.57 (J = 2.9 Hz) ascribed
to the geminal hydrogen atom of an allylic hydroxyl moiety at C-1, as in compound 1. Inspection of
a Dreiding model and molecular mechanics (MM2) calculations of compound 2 indicated that the
A-ring could adopt two distorted chair conformations due to the presence of the C-6 = C-7 double
bond. In the more stable conformation, H-1 is «-equatorial, forming a dihedral angle of approximately
60 degrees with the hydrogen atoms of the methylene at C-2, thus accounting for the coupling constant
values observed, and in consequence forming a (3-orientation for the hydroxy group. The relative
stereochemistry of 2 was established with the aid of the coupling constants and the NOESY spectrum
(Figure 3) that showed a correlation between H-5 and the «x-methyl at C-4, thus indicating that they
were on the same side of the molecule. In agreement with the proposed o-equatorial orientation for
H-1, the NOESY spectrum correlation cross peaks were observed with H-20 and both C-2 methylene
hydrogen atoms (6 2.01 and 1.41). Compound 2 could originate from ballotiquinione (1) by the loss of
a water molecule from the C-6:C-7 positions, and was named 6,7-anhydroballotiquinone. Compounds 1
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Table 2. NMR data (*H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCl3) of 3.

8 of 22

Position 5S¢ Type og (J in Hz) HMBC Position 5S¢ Type og (J in Hz) HMBC
la 37.4 CH, 1.98, dd (12.6, 4.9) 3,5,10,20 11 183.5 C
1b 1.77,d (12.0,5.4) 3,5 12 150.4 C
2a 20.0 CH, 1.84, m 3,4,10 13 125.6 C
2b 1.65, m 3,4 14 184.3 C
3a 35.5 CH, 173, m 1,5 15 24.7 CH 3.21, hept (7.0) 12,13, 14, 16,17
3b 1.66, dd (12.9, 6.1) 5 16,17 19.9,19.8 2CH3 1.24,1.27,d (7.0) 13,15
4 49.6 C 18 17.2 CH3 1.11,s 3,4,19
5 51.0 CH 2.37,dd (12.0, 5.4) 3,4,6,19 19 179.6 C
6a 27.2 CH, 2.27,ddd (15.0,7.2,5.5) 5,7,8,10 20a 30.2 CH, 3.43,d (15.7) 1,5,8,9,10,11
6b 1.43, brdd (15.0, 12.0) 5,10,8 20b 3.01,d (15.7) 5,8,9,10,11
7 65.9 CH, 6.21,d (7.0) 1,5,6,8,9,14 1 169.6 C
8 1444 C 2/ 20.7 CH3z 2.09,s 1
9 1354 C 11-OH
10 81.8 C 12-OH 7.01, brs 12,13, 11

Table 3. Confidence level data for the IR and VCD spectra of 3, 6, and 7.

Compound anH? SgP Sg € Sgd ESI® Cf(%)
3 0.973 95.6 79.7 13.1 66.6 100
6 0.975 82.4 87.0 4.2 82.8 100
7 0.974 93.2 84.7 10.9 73.8 100

2 Anharmonicity factor; IR spectral similarity; ¢ VCD spectral similarity for the correct enantiomer; ¢ VCD spectral similarity for the incorrect enantiomer; ® Enantiomer similarity index,
calculated as Sg—S.g; and f Confidence level for the stereochemical assignment.
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Table 4. Relative energies and conformational populations of 3, 6, and 7.

Conformer  AEmmrros®  %oMMmFFo AEppt € %0PT AGgzpwor ¢ %Bspwor
3a 0.88 16.3 0.00 36.9 0.00 50.8
3b 0.00 72.6 0.08 32.0 0.34 28.4
3¢ 1.22 9.3 0.37 19.6 0.67 16.5
3d 2.37 1.3 0.84 9.1 1.46 4.3
6a 0.87 18.8 0.00 56.2 0.00 69.2
6b 0.00 81.2 0.15 43.8 0.48 30.8
7a 0.81 20.1 0.00 58.4 0.00 65.5
7b 0.00 79.9 0.20 41.6 0.06 34.5

2 Molecular mechanics energy relative to 33.25, 44.21 and 64.23 kcal/mol for 3, 6 and 7, respectively; b Molecular
mechanics population in percent; © Energy of the optimized structures; data are relative to —866,097.07 kcal/mol for
3, —721,603.93 kcal/mol for 6, and —722,370.35 kcal/mol for 7; 4 Free energy relative to —7,865,847.05 kcal/mol for
3, —721,405.65 kcal/mol for 6, and —722,157.46 kcal/mol for 7.

Compound 4 was obtained as a yellow powder and its molecular formula was established as
CoH2404 by HR-DART-MS. In the '3C-NMR spectrum of 4 (Table 5) a signal at 5¢ 204.7 was observed,
indicating the presence of a conjugated ketone carbonyl. Aside from the signals for the y-lactone
(¢ 179.1), the methyl group (8¢ 17.4), and the y-lactone closure i.e., C-10 at 5¢ 85.2, the characteristics of
an icetexone-type derivative were also observed. In addition, the spectrum showed six non-protonated
sp2 carbon signals at ¢ 113.1, 120.0, 134.9, 150.3, 119.9 and 159.2, indicating that 4, instead of
the ortho-hydroxy-p-benzoquinone, possessed a fully substituted aromatic ring, where one of the
substituents was an isopropyl group. In the IR spectrum of 4, several bands due to hydroxyl groups
were observed at 3602, 3564 and 3514 cm !, suggesting that the other substituents of the aromatic ring
were hydroxy groups. Other relevant bands were those observed at 1771 and 1612 cm !, which were
ascribed to the y-lactone carbonyl and the conjugated ketone deduced from the '3C-NMR data.

Table 5. NMR data (‘H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCl3) of 4.

4
Position 8¢ Type 8y (J in Hz) HMBC
la 35.9 CH, 2.07,dd (13.4, 5.6) 1,2,4,5,18
1b 1.71, ddd (13.4, 10.8, 7.6) 1,2,4,5,19
2a 19.5 CH, 1.82, m 1,34
2b
3a 32.7 CH, 1.76, m 2,3,5,20
3b 1.53, ddd (12.8, 12.6, 7.6) 2,5
4 47.7 C
5 50.9 CH 2.00, dd (12.0, 2.0) 1,3,4,6,7,19
6a 40.6 CH, 2.84,dd (17.4,12.0) 4,5,7,10
6b 2.80, dd (17.4, 2.0) 4,5,7,8,10
7 204.8 C
8 113.1 C
9 120.0 C
10 85.2 C
11 134.9 C
12 150.3 C
13 119.9 C
14 159.2 C
15 24.8 CH 3.46, hept (7.0) 12,13, 14, 16,17
16,17 20.47,20.51 CH3 1.37,1.36,d (7.0) 13,15
18 17.1 CH3 1.18,s 34,5,19
19 179.1 CH3
20a 33.6 CH, 3.59,d (13.9) 1,5,8,9,10,11
20b 2.95,d (13.9) 1,8,9,10,11
1/
2/
11-OH 6.13,s 9,11,12,13
12-OH 4.86,s 9,11,12,13
14-OH 13.00, s 8,9,12,13,14,7
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In the 'H-NMR spectrum of 4, the signals for an AB system at 5y 3.59 and 2.95 (J = 13.9 Hz)
were assigned to the C-20 methylene group hydrogen atoms characteristic of this type of icetexane
diterpenoid [28]. An ABX system at 6y 2.84 (1H, dd, ] =17.4,12.0 Hz), 2.80 (1H, dd, ] =17.4, 2.0 Hz), and
2.00 (1H, dd, | = 12.0, 2.0 Hz) was also observed. The magnitude of the geminal coupling constant of
the AB methylene signals at 65 2.84 and 2.80 (J = 17.4 Hz) indicated its vicinity to a carbonyl group and
was therefore ascribed to C-6, which in turn meant that C-7 must be a carbonyl group. The presence of
a singlet at 6y 13.0 corresponded to a hydrogen bonded hydroxy group (-C14-O-H-O=C?7), confirming
the above assumption. The signal at 6y 2.00 (1H, dd, ] = 12.0, 2.0 Hz) was attributed to H-5, which must
be x-axially oriented. The HMBC spectrum of 4 agreed with the previous discussion, since the expected
correlation cross peaks were observed (Table 5). The relative stereochemistry of 4 was established
with the aid of coupling constant values and was based on the nOe observed in the NOESY spectrum
(Figure 6). This is the first isolation of 4 as a natural product, although its derived diacetyl and triacetyl
analogues have been isolated from S. candicans [28]. Compound 4 is also an icetexone-type derivative
and is therefore named 6,7,11,14-tetrahydro-7-oxo-icetexone.

HMBC / A NOESY ’/\‘

Figure 6. Selected correlations for compound 4.

Compound 5 was also isolated as a yellow powder. Its IR spectrum exhibited bands at 3599
and 3534 cm~! for hydroxy groups, as well as at 1730 and 1672 cm ™! for an ester and a conjugated
ketone carbonyl group, respectively. The HR-DART-MS established the molecular formula Cy;H3¢O5
for this product. The '3C-NMR spectrum of 5 (Table 6) confirmed the presence of 22 carbons
grouped, according to the HSQC spectrum, into five methyl groups, five methylene moieties, three
methines (including an aromatic one), and nine non-protonated carbons (two sp®, two carbonyl
groups, and five aromatic signals). The 'H-NMR spectrum showed the presence of only one aromatic
hydrogen atom singlet at 6 7.64, which correlated with the carbon signal at ¢ 118.1, indicating that
ring C was a penta-substituted aromatic ring, one of the substituents being an isopropyl group.
The chemical shifts of the non-protonated aromatic carbon atoms (6¢c 125.4, 138.3, 141.3, 146.2,
and 131.8), suggested the presence of two hydroxyl groups as substituents, very likely at C-11 and 12,
as in 4. Two carbonyl signals at 6c 198.2 and 171.3 were assigned to a conjugated ketone and an ester,
respectively, as indicated by the IR spectrum. The carbon chemical shift of the ketone carbonyl group
at 8¢ 198.1 was similar to that reported for 10-hydroxysugiol (demethylcryptojaponol), an abietane
diterpenoid originally isolated from S. phlomoides Asso [39] and other plant sources [40]. The ester
group was identified as an acetate, since in the 'H-NMR spectrum of 5, a three-hydrogen atoms
singlet was observed at 6y 2.02, and located at C-18. Accordingly, the AB signals at 613 3.73 and 3.84
(J = 11.3 Hz)—ascribed to geminal hydrogen atoms of the acetoxy group (Table 6)—showed correlation
cross peaks with the carbonyl signal at 6c 171.1 in the HMBC spectrum. Other relevant signals in the
'H-NMR spectrum of 5 (Table 6) were those due to the isopropyl group attached to the aromatic ring
and two methyl groups at 6y 1.43 and 0.99, which were ascribed to the C-20 and C-19 methyl hydrogen
atoms, respectively. A double doublet at 65 2.22 (1H, ] =11.9, 5.5 Hz) was ascribed to H-5, which must
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be x-axially oriented, as are all diterpenoids isolated from this population of S. ballotiflora. The relative
stereochemistry of 5 was established based on the coupling constant values observed in the 'H-NMR
(Table 6) and the NOESY spectra (Figure 7). The C-18 methylene moiety supporting the acetoxy group,
must be o-ecuatorial oriented since an nOe was observed between H,-18 and H-5, H-6 and the C-19
methyl hydrogen atoms, which in turn showed intense correlation cross peaks with the C-20 methyl
group, H-2f3, and H-63. Furthermore, the C-20 methyl hydrogen atoms showed nOe with H-2(3, H-603,
and H-1p. Thus, it follows that 5 is a new abietane derivative named 18-acetoxy-11-hydroxysugiol.

Table 6. NMR data (:H 700 MHz, 13C 175 MHz, CDCl3) of 5.

5
Position Sc Type og (J in Hz) HMBC
la 36.2 CH, 3.17,dd (13.2,2.8) 1,3,5
1b 1.55,dd (13.6, 3.7) 2,20
2a 18.4 CH, 1.82,dddd (17.3,13.7,8.7, 3.7) 4,10
2b 1.68, ddt (14.2,7.2, 3.6) 4,10
3a 35.1 CH, 1.50, td (13.6, 3.7) 19
3b 1.41, dt (14.0,2.7) 1,5
4 36.9 C
5 44.2 CH 2.22,dd (11.9, 5.5) 1,7,10,18,19
6a 35.4 CH, 2.58,d (17.0) 4,5,8,10
6b 2.55,d (17.0) 4,5,8,10
7 198.2 C
8 125.4 C
9 138.3 C
10 40.1 C
11 141.3 C
12 146.2 C
13 131.8 C
14 118.1 CH 7.64,s
15 27.5 CH 3.01, hept (6.9) 12,13, 14, 16,17
16,17 22.5,22.6 CH3; 1.30, 1.28, d (6.86) 13,15
18 17.7 CHj; 0.99, s 3,4,5,19
19a 72.0 C 3.84,d (11.3) 3,5,18,1
19b 3.73,d (11.3) 3,5,18,14
20a 19.2 CHs 1.43,s 1,5,9,10
20b
11-OH 5.70, s 11
12-OH 5.61,s 11,12
1 171.3 C
2 211 CHj; 2.02,s 1,19

HMBC /\ NOESY '/—\

Figure 7. Selected correlations for compound 5.
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Anastomosine (6), an icetexane diterpenoid isolated from S. anastomosans [27], is also known from
S. candicans [28] and from a population of S. ballotiflora collected from a different geographical region
of Mexico [23]. Analysis of the 1H, 13C, HSQC, HMBC, and NOESY NMR spectra measured for the
present work led to the complete and unambiguous assignment of all hydrogen and carbon atoms.
Several discrepancies with the previous 13C-NMR data were found, and therefore all data are included
in the experimental section. Through our research, crystals suitable for X-ray diffraction analysis
were obtained, and therefore in the first instance, the structure was verified by this independent
methodology, which also allowed us to determine the molecular absolute configuration.

A crystal of 6 was mounted on a glass fiber for data collection using graphite monochromated
Cu K« radiation at room temperature in the w/20 scan mode. The orange crystal measuring
0.34 x 0.26 x 0.15 mm, CyoHy¢Os5, M = 340.36 turned out to be orthorhombic, space group P21212;,
Z=4,0=1361mg/ mm?3. A total of 40,440 reflections were collected, which, after data reduction,
left 3178 observed reflections. The structure was solved by direct methods using the SHELXS-97
program included in the WinGX v1.70.01 crystallographic software package. For structural refinement,
the non-hydrogen atoms were treated anisotropically, and the hydrogen atoms, included in the
structure factor calculations, were refined isotropically. The final R indices were Ry = 3.9% and
wR; =10.3%, and a PLUTO plot of the molecular structure is shown in Figure 8. The absolute
configuration followed from the use of the Olex2 v1.1.5 software [41], which allowed us to calculate
the Flack (x) [42] and Hooft (y) parameters [43,44]. These parameters were x = 0.1(2) and y = 0.09(5),
while for the inverted structure they were x = 0.9(2) and y = 0.91(5).

Figure 8. PLUTO plots of the single crystal X-ray diffraction structures of anastomosine (6, top) and of
7,20-dihydroanastomosine (7, bottom).

Independently, the absolute configuration was determined by VCD. In this case, the central
portion of Figure 5 compares the experimental and DFT B3PW91/DGDZVP calculated IR and VCD
spectra of 6. The comparison parameters, determined using the CompareVOA software [38], are shown
in Table 6, where it can be observed that the determination was accomplished with 100% confidence.
In turn, the thermochemical parameters associated with the VCD calculations of those conformers
contributing to the final calculations are summarized in Table 4.

The presence of anastomosine (6) in S. anastomosans, S. candicans, and S. ballotiflora is important
from a chemotaxonomic point of view, since these three species are classified in section Tomentellae.
Phylogenetic analyses of some New World salvias of subgenus Calospahce have indicated the existence
of different clades inside section Tomentellae and reinforce the evolutionary proximity between
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S. candicans and S. ballotiflora [45]. This conclusion is also supported by the presence of diterpenoids 9
and 4 in both species. The inclusion of S. anastomosans in section Tomentellae is also supported by the
presence of the anastomosine-type diterpenoids 1, 2, 7 and 9 in S. ballotiflora. Unfortunately, no gene
sequence data is available for S. anastomosans to reinforce the evolutionary proximity indicated by the
diterpenoid content.

Compound 7 (7,20-dihydroanastomosine), was previously isolated from a different population
of S. ballotiflora [23]; however, the absolute configuration of this icetexane diterpenoid has not been
established, and as in the case of anastomosine (6), we found some mistakes in the reported 13C-NMR
spectrum. The assignment, based on high field (700 MHz) NMR analysis in this work, is included in
the experimental section.

Crystallization of 7 also afforded suitable crystals for X-ray diffraction analysis. A yellow crystal
measuring 0.25 x 0.16 x 0.09 mm, CpoH2Os5, M = 342.38 turned out to be monoclinic, space group
P2y, a = 10.1571(6) A, b = 7.7387(4) A, c = 10.6394(6) A, B = 95.401(3) deg, V = 832.57(8) A3, Z =2,
0=1366 mg/ mm?3. This allowed the collection of a total of 7988 reflections, which, after data reduction,
left 2552 observed reflections. The structure was solved, as in the previous case, to afford final R indices
R =3.1% and wRj = 7.1%, and again the absolute configuration followed from the Flack (x) and Hooft
(y) parameters, which were x = 0.07(18) and y = 0.13(9), and for the inverted structure were x = 0.90(17)
and y = 0.87(9). A PLUTO plot of the molecular structure is shown in Figure 8.

Independently, the absolute configuration of 7 was also determined by VCD. This molecule was
also quite rigid, similar to 6. Thus, the sole bond for conformational freedom is that holding the
isopropyl group, which generated the two conformers used for the final spectra comparison process.
The comparison parameters shown in Table 6 were determined as per the previous cases, and allowed
us to secure the absolute configuration in agreement with the drawn molecular formula. In turn,
the thermochemical parameters are also summarized in Table 3.

The complete NMR assignments of the abietane 7x-acetoxy-19-hydroxyroyleanone (11),
previously isolated from S. regla [29], are included in the experimental section since, as in the case of 6
and 7, some discrepancies with earlier assignations were found.

Since icetexanes 3, 6, 7, and 8, as well as abietane 10, were isolated in this work from S. ballotiflora
and showed an x-axially oriented H-5, we assumed (based on biogenetic grounds) that the diterpenoids
1, 2,4, 5 and 11 possessed the same absolute configuration at C-5.

2.2. Biological Activity

2.2.1. Antiproliferative Activity

Some abietane diterpenoids from Salvia species have been shown to possess cytotoxic activity
comprising several biochemical targets [46,47]. The same biological activity was also recently
described for icetexane-derivatives isolated from Premna and Amentotaxus species [48-50]. Furthermore,
19-deoxyisoicetexone isolated from S. ballotiflora exhibited similar activity when compared to cisplatin
on HeLa cells with IC5¢ (uM) = 9.36 [21]. These facts prompted us to assay diterpenoids 3, 4, 6-8
and 10 for antiproliferative activity using six human cancer cell lines (U251, PC-3, K562, HCT-15,
MCEF-7, and SKLU-1), and a primary culture of healthy gingival human fibroblasts (FGH) at 1.0 or
50.0 uM (when cytotoxicity at 50.0 uM results were too high). Adriamycin at 0.5 uM was used as
the positive control. The results are summarized in Figure 548. While anastomosine (6) was shown
to be very toxic to U251 and SKLU-1 cell lines at 1.0 uM and moderately toxic to MCE-7 and FGH,
7,20-dihydroanastomosine (7) exhibited only a moderate toxicity to K562 and MCF-7 at 50.0 uM, being
non-toxic to FGH. Overall, the antiproliferative activity determined for 7 was lower than that observed
for 6. Icetexone (8) exhibited significant antiproliferative activity against K562 and MCF-7 at 50 uM,
but lacked of toxicity to FGH, and was only moderately active against all other tested cancer cell lines.
Furthermore, 7x-acetoxy-6,7-dihydroicetexone (3) was shown to be non-toxic to MCF-7 and FGH,
and moderately active against U-251 and SKLU-1. The aromatic diterpenoid 4 proved to be very toxic
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to the complete panel, while conacytone (10) exhibited no toxicity in this assay. Based on the above
primary screening results, the IC5y (uM) was obtained for 3, 6, 7 and 8 (Table 7). Anastomosine (6) and
7x-acetoxy-6,7-dihydroicetexone (3) were the most active molecules in the sulforhodamine B assay,
with ICsq (uM) = 0.27 £ 0.08 and 1.4 £ 0.03, respectively, for U251 (human glioblastoma) and ICsq (1M)
=0.46 £ 0.05 and 0.82 & 0.06 for SKLU-1 (human lung adenocarcinoma). The ICsy values indicated that
3 and 6 approach adriamycin in potency; however, the calculated selectivity index [51] using COS-7 as
a normal cell line indicated low selectivity. The IC5 (uM) obtained for icetexanes 7 (K562 =31.2 £ 1.1,
MCEF-7 = 33.24 £+ 1.2) and 8 (K562 = 17.0 £ 1.4, MCF-7 = 28.7 &+ 1.6) were too high, with respect to
adriamycin (K562 = 0.20 £ 0.02, MCF-7 = 0.23 % 0.02), to be considered for further experimentation.
Although there were no obvious structure-activity relationships to establish with these results, 3 and 6
deserve further studies aiming to obtain a better understanding of their antiproliferative activity.

Table 7. IC5 (uM) values of antiproliferative activity for compounds 3, 6, 7, and 8.

Compound ICs0 (uM) (ST)
U251 SKLU-1 COS-7 K562 MCEF-7
3 1.4 +0.03 (1.2) 0.82 + 0.06 (2.0) 1.62 + 0.1 Nd Nd
6 0.27 +0.08 (2.3) 0.46 + 0.05 (1.3) 0.61 £ 0.007 Nd Nd
7 Nd Nd Nd 312+ 1.1 3324 +1.2
8 Nd Nd Nd 170+ 14 287t 1.6
Adriamicyn 0.08 £ 0.003 (3.1) 0.05 + 0.003 (5.0) 0.25 4+ 0.009 0.20 £ 0.02 0.23 £ 0.02

Results represent the mean + SD of at least three different experiments; Nd = Not determined; U251 = human
glioblastoma; SKLU-1 = human lung adenocarcinoma; K562 = human chronic myelogenous leukemia;
MCEF-7 = human mammary adenocarcinoma; COS-7 normal monkey kidney; SI = selectivity index calculated
as the quotient of ICsy of COS-7/ ICsq of cancer cell lines. For compounds 3 and 6, ICsy was determined at four
concentrations in a range of 1.0 to 0.18 uM; 75.0 to 12.5 uM for 7, and 50.0 to 6.25 uM for 8.

2.2.2. TPA-Induced Edema Model

Since labadane, abietane, and clerodane diterpenes have been shown to exhibit significant
anti-inflammatory activity [50,52,53], compounds 3, 6, 7 and 10 were evaluated on the TPA model of
induced acute inflammation [31]. In a primary screening at 1 mg ear~! (Table 8), compounds 6 and 7
were non-active, whereas 3 (37.4 £ 2.8%) and 10 (25.4 &+ 3.0%) displayed significant reduction of edema
when compared with the control group. Nevertheless, compounds 3 and 10 were less active than
indomethacine (78.8 = 7.7%) and celecoxib (54.3 £ 10.3%), which were used as reference compounds.
The inhibition of the edema exerted by indomethacine was approximately 2-fold and 3-fold higher than
compound 3 and 10 respectively. On the other hand, celecoxib was 1.5-fold higher than compound 3
and 2-fold higher than compound 10.

Table 8. Inhibitory effect of compounds 3, 6, 7 and 10 on TPA-induced inflammation in a mouse model.

Compound Edema (mg) Inhibition of Edema (%)
Control (TPA) 15.77 £ 0.78
3 9.87 £ 0.44 ** 3742 £2.77 **
6 15.97 £ 0.61 NA
7 15.50 + 0.76 NA
10 11.77 £ 047 ** 25.37 +2.98 **
Indometacin 2.88 £0.73 ** 78.76 £ 7.68 **
Celecoxib 6.94 +1.56 * 54.34 +10.28

Effects on ear edema of female mice CD-1; Doses (1.0 pmol ear!); each value represents the mean of three-seven
animals + SEM; The results were analyzed with the Dunnett test; The values at p < 0.05 (*) and p < 0.01 (**) were

considered as significant differences with respect to the control group. NA = Non-active.
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2.2.3. Scavenging Activity on Free Radical 2,2-Diphenil-1-Picrylhydrazyl (DPPH)

Diterpenoids 3, 4, 6-8, and 10 were tested for their radical scavenger activity using the DPPH
test [32]. Since compounds 3, 6-8 and 10 showed a low inhibitory effect at 100 uM (6.1, 8.2,
6.6, 3.7, and 4.8% respectively), IC5p was not determined. Compound 4 was the sole active
diterpenoid at 100 uM (64.5%), exhibiting a ICs5yp = 98.4 + 3.5 uM; however, compound 4 was
approximately three and 10 times less active than «-tocopherol (IC5y = 31.7 & 1.0 uM) and quercetin
(IC50 =10.9 £ 0.5 uM), respectively (Figure 9). It has been shown that the molecules with ortho
dihydroxyl groups exhibit strong antioxidant activity. The antioxidant effect of carnosic acid [54],
ferruginol [55], and their derivatives has been shown, and, like compound 4, these compounds are
aromatic abietane-type diterpenes.

100 4 —=— Compound 4
% ] —e— g-Tocopherol
—a— Quercetin

80—-
70
60—-
50—-
40

DPPH reduction (%)

304
204
10

0 T T L L | T T UL |
1 10 100

Concentration [uM]

Figure 9. Dose-response curve for determining the ICsy value for scavenging activity on free radical
2,2-diphenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) of compound 4 compared with standards «-tocopherol and
quercetin. Values represent the mean of at least three independent experiments = SEM, * p < 0.05,
** p < 0.01 indicate significant differences when compared with the control group (two-way ANOVA
followed by the Dunnett post-test).

3. Materials and Methods

3.1. General Experimental Procedures

The melting points (uncorrected) were determined on a Fisher-Jhons apparatus (Fisher Scientific
Company, Pittsburgh, PA, USA). The optical rotations were measured on a Perkin-Elmer 323
polarimeter (Perkin Elmer Inc., London, UK). The UV spectra were recorded on a Shimadzu UV
160U spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). VCD data were acquired on a BioTools dualPEM
ChiralIR FT-VCD spectrophotometer (Jupiter, FL, USA). The IR spectra were obtained on a Bruker
Tensor 27 spectrometer (Bruker, Ettlingen, Germany); 1D and 2D NMR experiments were performed on
a Bruker Advance III HD spectrometer (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) at 700 MHz for 'Hand
175 MHz for 13C. Chemical shifts were referred to CDCl3 (5g5 = 7.26, 5¢c = 77.16). The HR-DART-MS
data were acquired on a Jeol, AccuTOF JMS-T100LC mass spectrometer (Jeol Ltd., Tokyo, Japan);
silica gel 230-400 mesh (Macherey-Nagel, Macherey Nagel, Diiren, Germany), Sephadex LH-20
(Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden), and octadecyl-functionalized silica gel (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) were used for column chromatography. The X-ray data were collected on an
Agilent Xcalibur Atlas Gemini diffractometer (Agilent Technologies, Oxfordshire, UK).
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3.2. Plant Material

Salvia ballotiflora was collected from the Municipality of Linares, State of Nuevo Leén, Mexico in
June 2016. Latitude = 24.811642°, longitude = —99.585642°, 390 m above sea level. Plant material was
identified by Dr. Martha Martinez-Gordillo, and a voucher specimen (FCME 161792) was deposited at
the Herbarium (FCME) of the Faculty of Science, UNAM. Salvia ballotiflora Benth [56] is the current
accepted name of this plant, previously called S. bellotaeflora [57] and S. ballotaeflora Benth [15].

3.3. Extraction, Isolation, and Characterization

The dried and powdered aerial parts of S. ballotiflora (800 g) were extracted exhaustively by
percolation in sequence with petrol and CH,Cl, The CH,Cl, extract was concentrated to yield 10 g of
residue. The crude extract was subjected to CC on silica gel using gradient elution with petrol:EtOAc
(100:0-0:100) to obtain 101 eluates, 250 mL each, which were combined in 12 major fractions (A-L)
by thin layer chromatography (TLC) evaluation. Compounds 7,20-dihydroanastomosine (7) (50 mg)
and icetexone (8) (18 mg) crystallized from fractions A and B, respectively. Fraction C (450 mg) was
purified by CC on silica gel, eluting with petrol:EtOAc (2:1) as the mobile phase, to yield anastomosine
(6) (125 mg) and conacytone (10) (320 mg). Fraction D (350 mg) was subjected to CC on silica gel using
gradient elution with CH,Cl,:acetone (100:0-0:100) to obtain 48 eluates, 100 mL each, which were
combined in five major fractions (DA-DE) by TLC evaluation. Fraction DE (35 mg) was purified by
TLC on silica gel, eluting with CH,Cly:acetone (19:1) as the mobile phase to give 3 (11 mg). Fraction E
(56 mg) was subjected to TLC using EtOAc:petrol:MeOH:H,O (60:33:5:2) as the mobile phase to give 2
(2.4 mg). Fraction F (500 mg) was subjected to successive CC and TLC to give 4 (7.3 mg), 5 (6.4 mg),
and 11 (8.2 mg). Fraction I (2.10 g) was rechromatographed, eluting with petrol:EtOAc (100:0-0:100) to
obtain 68 eluates, 150 mL each, which were combined in eight major fractions (IA-IH). Fraction IE was
subjected to TLC on octadecylsilane, using MeOH:H,O (2:1) to yield 9 (3.2 mg). Fraction K (25 mg)
was subjected to TLC using EtOAc:petrol:MeOH:H,O (60:33:5:2) as the mobile phase to give 1 (3.0 mg).

Ballotiquinone (1). Yellow oil; [oc]2D5 +108.8 (c 0.0017, CHCl3); UV (MeOH) Amax (log €) 206 (2.93), 237
(2.88), 325 (2.54) nm; IR (CDCl3) Vimax 3597, 3412, 2931, 2875, 1778, 1654, 1621, 1583, 1458, 1380 cm ™~ *;
H- and 3C-NMR, see Table 1; HR-DART-MS m/z [M — H,O]* 357.13138 (calculated for CoyHp Og,
357.13381).

6,7-Anhydroballotiquinone (2). Yellow oil; [oc]2D5 +265.5 (c 0.0022, CHCl3); UV (MeOH) Amax (log €) 213
(4.16), 243 (4.07), 332 (3.77) nm; IR (CDCl3) vVimax 3601, 3396, 2930, 2875, 1811, 1639, 1621, 1458, 1364
cm~!; TH- and 13C-NMR, see Table 1; HR-DART-MS m/z [M]* 357.13265 (calculated for CyyHp Og,
357.13381).

7wa-Acetoxy-6,7-dilydroicetexone (3). Yellow powder; m.p. 110-115 °C; [cx]zD5 —41.11 (c 0.0018, CHCl3);
UV (MeOH) Amax (log ¢€) 205 (4.10), 275 (3.93) nm; IR (CDCls) vmax 3412, 2941, 2879, 1770, 1645, 1373
cm~!; 'H- and 13C-NMR, see Table 2; HR-DART-MS m/z [M]* 403.17557 (calculated for Cy,H,70y,
403.17568).

6,7,11,14-Tetrahydro-7-oxoicetexone (4). Yellow powder; m.p. 130-135 °C; [cx]lz)5 —72.0 (c 0.0015, CHCl3);
UV (MeOH) Amax (log €) 206 (2.90), 295 (2.60), 355 (2.33), 421 (1.67) nm; IR (CDCl3) Vimax 3602, 3564,
3514, 2930, 2960, 2877, 1771, 1612, 1450, 1352 cm~!; 'H- and 13C-NMR, see Table 5; HR-DART-MS m/z
[M]* 361.16436 (calculated for CooHy504, 361.16511).

18-Acetoxy-11-hydroxysugiol (5). Yellow powder; m.p. 90-95 °C; [«]¥ +25.2 (c 0.0015, CHCl;); UV
(MeOH) Amax (log €) 213 (4.01), 235 (3.85), 289 (3.73), 421 (1.67) nm; IR (KBr) Vmax 3599, 3534, 3514,
2932, 2873, 1730, 1672, 1612, 1468, 1369 cm~!; 1H- and 13C-NMR, see Table 6; HR-DART-MS m/z [M]*
375.21725 (calculated for Cyo,H3105, 375.21715).

Anastomosine (6). Orange crystals; m.p. 220-224 °C; [«]% +119.1 (c 0.0021, CHCl;); 'H-NMR (CDCl3,
700 MHz) § 7.76 (1H, s, 12-OH), 7.755 (1H, s, H-20), 7.51 (1H, d, ] = 2.8, H-7), 6.66 (1H, brd, | = 5.6, H-1),
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4.75(1H, dd, ] = 10.5, 2.8, H-6), 3.37 (1H, hept, | = 6.7, H-15), 2.59 (1H, brd, | = 10.3, H-5), 2.50 (1H, m,
H-2a), 2.48 (1H, m, H-2b), 1.84 (1H, dd, ] = 12.9, 3.8, H-3a), 1.52 (1H, td, ] = 12.6, 5.5, H-3b), 1.34 (3H, s,
CH5-18), 1.26,1.27 (3H, d, ] = 6.7, CH;-16, 17); 13C-NMR (CDCls, 175 MHz) 5 183.0 (C, C-14), 181.5 (C,
C-11),180.0 (C, C-19), 155.2 (C, C-12), 143.3 (CH, C-1), 141.7 (CH, C-20), 140.5 (CH, C-7), 133.7 (C, C-10),
132.0 (C, C-13), 129.1 (C, C-8), 124.2 (C, C-9), 78.7 (CH, C-6), 47.7 (CH, C-5), 41.6 (C, C-4), 25.4 (CH,
C-15), 25.0 (CH,, C-3), 23.1 (CH,, C-2), 21.3 (CHj3, C-18), 19.7, 19.5 (CHj3, C-16, C-17); (HR-DART-MS
m/z [M]* 341.13955 (calculated for CpoHj1Os, 341.13890).

7,20-Dihydroanastomosine (7). Yellow crystals; m.p. 223-227 °C (reported, 217-220 °C); 'H-NMR data
were identical to those published [23]. '*C-NMR (CDCl3, 175 MHz) § 185.3 (C, C-14), 183.4 (C, C-11),
180.3 (C, C-19), 150.2 (C, C-12), 142.5 (C, C-9), 139.8 (C, C-8), 128.3 (C, C-10), 125.7 (C, C-13), 123.9 (CH,
C-1),78.6 (CH, C-6), 57.6 (CH, C-5), 42.0 (C, C-4), 33.2 (CH,, C-20), 31.0 (CH;, C-7), 24.9 (CH, C-15),
24.6 (CHy, C-3), 21.5 (CH,, C-2), 20.3 (CH3, C-18), 20.02, 19.99 (CH3, C-16, C-17); HR-DART-MS m/z
[M]* 343.15359 (calculated for CpoHp305, 343.15455).

1,2-Anhydroballotiquinone (9). Orange powder; m.p. 95-98 °C; [oc]zD5 +665 (c 0.001, CDCl3); UV (MeOH),
and '"H-NMR data were essentially the same as reported [28]; I3C-NMR (CDCl;, 175 MHz) § 188.2 (C,
C-14), 184.1 (C, C-11), 179.2 (C, C-19), 150.3 (C, C-12), 140.1 (C, C-10), 139.0 (C, C-9), 132.6 (C, C-8),
131.4 (CH, C-2),128.4 (CH, C-1), 127.5 (C, C-13), 117.4 (CH, C-20), 81.0 (CH, C-6), 74.5 (CH, C-7), 44.9
(CH, C-5), 40.3 (C, C-4), 30.8 (CH,, C-3), 24.7 (CH, C-15), 23.4 (CHj3, C-18), 20.0, 19.9 (CH3, C-16, C-17);
HR-DART-MS m/z [M]* 357.13261 (calculated for CooHy1Og, 357.13381).

7o-Acetoxy-19-hydroxyroyleanone (11). Yellow powder; m.p. 277-282 °C; [«]% +0.9 (c 0.0011, MeOH);
H-NMR (CDCl3, 700 MHz) § 7.13 (1H, s, 12-OH), 5.91 (1H, brd, ] = 2.1, H-7), 3.71 (1H, d, ] = 10.9,
H-20a), 3.57 (1H, d, ] = 10.9, H-20b), 3.15 (1H, hept, ] = 7.0, H-15), 2.75 (1H, d, | = 13.1, H-1a), 2.07 (1H,
brd, | = 14.8, H-6a), 2.04 (3H, s, H2'), 1.79 (1H, brd, | = 13.7, H-3a), 1.73 (1H, m, H-2a), 1.69 (1H, m,
H-6b), 1.62 (1H, d, ] = 13.4, H-5), 1.58 (1H, m, H-2b), 1.26, (1H, m, H-1b), 1.25 (3H, s, CH3-20), 1.22, 1.18
(3H, d, ] =7.0, CHz-16, 17), 1.01 (1H, td, ] = 13.5, 3.8, H-3b), 0.97 (3H, s, CH3-18); 13C-NMR (CDCl3, 175
MHz) 5 185.5 (C, C-14), 183.8 (C, C-11), 169.5 (C, C-1"), 150.9(C, C-12), 149.8 (C, C-9), 139.5 (C, C-8),
124.9 (C, C-13), 66.0 (CH,, C-19), 64.6 (CH, C-7), 46.7 (CH, C-5), 39.0 (C, C-10), 38.3 (C, C-4), 36.1 (CHo,
C-1), 35.5 (CHy, C-3), 27.0 (CH3, C-18), 25.3 (CH,, C-6), 24.3 (CH, C-15), 21.3 (CH3-C-2), 19.8, 19.9
(CH3, C-16, C-17), 18.9 (CH3, C-20), 18.7 (CHy, C-2); (HR-DART-MS m/z [M]* 391.21198 (calculated for
Cp1H 06, 391.21209).

3.4. Single Crystal X-ray Diffraction Analysis

Crystals of anastasomosine (6) and of 7,20-dihydroanastasomosine (7) were mounted on glass
fibers for data collection using Cu Ko graphite monochromated radiation (A = 1.54184 A) at 293(2)
K in the w/20 scan mode. In the case of 6, an orange crystal measuring 0.34 x 0.26 x 0.15
mm, CyoHy9Os5, M = 340.36 turned out to be orthorhombic, space group P21212;, a = 7.558(2) A,
b=10.421(3) A, ¢ = 21.093(5) A, V = 1661.4(7) A%, Z = 4, 0 = 1.361 mg/mm?, u = 0.802 mm~!,
total reflections 40,440, unique reflections 3341(Rin; 0.046), observed reflections 3178. In the case
of 7, a yellow crystal measuring 0.25 x 0.16 x 0.09 mm, CyoH,0Os5, M = 342.38 turned out to be
monoclinic, space group P23, a = 10.1571(6) A, b = 7.7387(4) A, c = 10.6394(6) A, B = 95.401(3) deg, V
= 832.57(8) A3 7 =2, 0 =1.366 mg/ mm?, i =0.801 mm !, total reflections 7988, unique reflections
2708 (Rint 0.032), observed reflections 2552. Each structure was solved by direct methods using the
SHELXS-97 program included in the WinGX v1.70.01 crystallographic software package. For structural
refinement, the non-hydrogen atoms were treated anisotropically, and the hydrogen atoms, included
in the structure factor calculations, were refined isotropically. The final R indices for 6 were (I > 20(1))
R1 =3.9% and wR; = 10.3%, largest difference peak and hole, 0.307 and —0.195 e.A3, and those for 7
were (I >20(I)) Ry = 3.1% and wRy = 7.1%, largest difference peak and hole, 0.164 and —0.161 e.A3. The
Olex2 v1.1.5 software [41] allowed the calculation of the Flack (x) [42] and Hooft (y) parameters [43,44].
In the case of 6, these parameters were x = 0.1(2) and y = 0.09(5), and for the inverted structure
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were X = 0.9(2) and y = 0.91(5); while for 7 they were x = 0.07(18) and y = 0.13(9), and again for
the inverted structure were x = 0.90(17) and y = 0.87(9). Crystallographic data (excluding structure
factors) were deposited at the Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) under the reference
numbers CCDC 1570292 and CCDC 1570293 for 6 and 7, respectively, and copies of the data can be
obtained free of charge upon application to the CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 IEZ, UK. Fax:
+44-(0)1223-336033 or e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk. The CCDC deposition numbers and PLUTO
representations of both X-ray structures are shown in Figure 8.

3.5. VCD Measurements

Samples of 7.2 mg of 3, of 7.5 mg of 6, and of 3.8 mg of 7, dissolved in 150 uL of 100% atom-D
CDCl3, were placed in cells with BaF, windows and a path length of 0.1 mm for data acquisition at
a resolution of 4 cm~! over 6 h. A baseline correction was performed by subtracting the spectrum
of the solvent acquired under identical instrumental conditions. The stability of the samples was
monitored in each case by 300 MHz 'H-NMR measurements performed immediately before and after
the VCD determinations.

3.6. Vibrational Circular Dichroism Calculations

Molecular models of 3, 6 and 7 were constructed in the Spartan 04 software followed by molecular
mechanics searching all conformers contained in an initial 10 kcal/mol range. This provided 27, four,
and seven conformers for 3, 6 and 7, respectively. Those conformers within the first 5 kcal/mol, over
the most stable conformer, were selected for DFT geometry optimization using the B3PW91/DGDZVP
level of theory. This procedure provided nine conformers for 3, and two conformers each for 6
and 7, representing 99.9% of the conformational population. The six conformers of 3 as well as the
two conformers each for 6 and 7 showed energy values in a 3 kcal/mol interval, which represented
more than 99.8% of the conformational population, and were submitted to calculate the vibrational
frequencies, dipole transition moment, and rotational strengths. Table 3 shows the free energy values
and conformational populations calculated using the AG = —RT In K equation for the most stable
conformers. The final IR and VCD Boltzman weighted spectra were computed, considering the matrix
element value as a Lorentzian band with a half-width of 6 cm~ for the conformers shown in Table 3.

Table 3 shows the confidence level data for the comparison of the experimental and calculated
spectra (Figure 5). Values greater than 82% for the IR spectra were obtained, while the enantiomer
similarity index (Sg) for the VCD spectra was 89 for 3, and higher than 84 for 6 and 7. These values
were obtained with a 100% confidence level.

3.7. Cytotoxicity Assay

The natural products were screened in vitro against the following human cancer cell lines:
human mammary adenocarcinoma (MCF-7), human chronic myelogenous leukemia (K562), human
glioblastoma (U251), human lung adenocarcinoma (SKLU-1), human colon cancer (HCT-15), human
prostate cancer (PC-3), healthy gingival human fibroblasts (FGH), and normal monkey kidney cell
lines, which were supplied by the National Cancer Institute (NCI, USA) and American Type Culture
Collection (ATTC). The human tumor cytotoxicity was determined using the protein-binding dye
sulforhodamine B (SRB) in a microculture assay to measure cell growth, as described in the protocol
established by the NCI [30]. The cell lines were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with
10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 10,000 units/mL penicillin G sodium, 10,000 ng/mL
streptomycin sulfate, and 25 pg/mL amphotericin B (Gibco), and 1% non-essential amino acids (Gibco).
They were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO,. The viability of the cells
used in the experiments exceeded 95%, as determined with trypan blue.

Cytotoxicity after treatment of the tumors cells and normal cells with the test compounds were
determined using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in a microculture assay to measure
cell growth [30]. The cells were removed from the tissue culture flasks by treatment with trypsin,
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and diluted with fresh media. Of these cell suspensions, 100 puL containing 5000-10,000 cells per
well were pipetted into 96-well microtiter plates (Costar) and the material was incubated at 37 °C
for 24 h in a 5% CO, atmosphere. Subsequently, 100 uL of a solution of the compound obtained by
diluting the stocks were added to each well. The cultures were exposed to the compound for 48 h.
After the incubation period, cells were fixed to the plastic substratum by the addition of 50 uL of cold
50% aqueous trichloroacetic acid. The plates were incubated at 4 °C for 1 h, washed with tap water,
and air-dried. The trichloroacetic-acid-fixed cells were stained by the addition of 0.4% SRB. The free
SRB solution was then removed by washing with 1% aqueous acetic-acid. The plates were air-dried,
and the bound dye was dissolved by the addition of 10 mM unbuffered Tris base (100 uL). The plates
were placed on a shaker for 10 min, and the absorption was determined at 515 nm using an ELISA
plate reader (Bio-Tex Instruments).

3.8. TPA-Induced Edema Model

Male CD-1 mice weighing 25-30 g were maintained under standard laboratory conditions in the
animal house (temperature 24 & 2 °C) in a 12/12 h light/dark cycle, fed a laboratory diet and water
ad libitum, following the Mexican official norm NOM-062-Z00-1999.

The TPA-induced ear edema assay in mice was performed as reported in reference [31]. A solution
of TPA (2.5 ng) in ethanol (10 uL) was applied topically to both faces (5 uL each ear) of the right ear
of the mice, 10 min after solutions of the test substances in their respective solvents were applied
(10 pL each face). The left ear received ethanol (10 pL) first, followed by 20 uL of the respective
solvent. The mice were killed with CO, four hours later. A 7-mm diameter plug was removed
from each ear. The swelling was assessed as the difference in weight between the left and the right
ear. Control animals received the correspondent solvent in each case. Edema inhibition (EI %) was
calculated by the equation EI % =100 — (B x 100/A), where A is the edema induced by TPA alone
and B is the edema induced by TPA plus the sample. Indomethacin and celecoxib were used as
reference compounds.

3.9. Scavenging Activity on Free Radical 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH)

Free radical scavenging activity was measured using an adapted method of Mellors and
Tappel [32]. The test was carried out in 96-well microplates. A 50-uL aliquot of the solution of
the test compound was mixed with 150 pL of an ethanol solution of DPPH (final concentration 100 pM).
The mixture was incubated at 37 °C for 30 min, and the absorbance was then measured at 515 nm using
a BioTek microplate reader SYNERGY HT. The percent inhibition was determined by comparison with
a 100-uM DPPH ethanol blank solution.

4. Conclusions

From the leaves of Salvia ballotiflora Benth, eleven diterpenoids were isolated and identified by
spectroscopic means. Among them, four icetexanes (1-4) and one abietane (5) were reported for the first
time. The absolute configuration of compounds 3, 6 and 7 was determined by X-ray diffraction analysis
and VCD. The complete and unambiguous assignments of the 'H- and 3C-NMR data of the previously
reported diterpenes 6, 7 and 11 were included in this paper, since some discrepancies with the original
data were found. Some of the isolated diterpenoids were tested for antiproliferative, anti-inflammatory,
and radical scavenging activities using standard protocols. Compounds 3 and 6 showed the highest
anti-proliferative activity of the assessed compounds when evaluated using the sulforhodamine B
assay with ICsp (uM) = 0.27 = 0.08 and 1.4 & 0.03, respectively, for U251 (human glioblastoma) and
ICs509 (uM) = 0.46 £ 0.05 and 0.82 % 0.06 for SKLU-1(human lung adenocarcinoma). Although the ICsg
values indicated that 3 and 6 approached adriamycin in potency, the selectivity indexes (SI) calculated
for them indicated low selectivity. On the other hand, compounds 3 and 10 displayed a significative
difference against the control group in the primary screening using the TPA-induced edema model.
Compound 4 was the only antioxidant compound in the DPPH model with IC5y (uM) = 98.4 £ 3.5 uM.
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The diterpenoid content found in Salvia ballotiflora reported in this work is important from
a chemotaxonomic point of view, since it reinforces the evolutionary proximity between S. anastomosans,
S. candicans, and S. ballotiflora established by phylogenetic analysis—given that they share several
compounds with abietane and icetexane frameworks—and supports the inclusion of the three species
in section Tomentellae.

Supplementary Materials: Supplementary Materials are available online. Figures $1-S35, RMN 'H, 13C, COSY,
HSQC, HMBC, NOESY, HR-DART-MS for compounds 1-5, Figures S36-547 RMN 1H, 13C, HSQC for compounds
6,7,9,and 11.
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1 | INTRODUCTION

Common triterpenoids and sitosterol,! as well as

Abstract

Detailed literature inspections regarding the diterpenoids icetexone (1) and
conacytone (3) reveal that the absolute configuration (AC) of these natural
occurring compounds is not rigorously proven, despite they were originally
isolated in 1976. This task is now completed by single-crystal X-ray diffraction
Flack and Hooft parameters determination after processing data collected with
Cu Ko graphite monochromated radiation. The AC of both compounds is
further determined by vibrational circular dichroism measurements performed
on icetexone acetate (2) and conacytone triacetate (4) since the solubility of 1
and 3 is limited. Comparison of the substituent chemical shifts (SCS) induced
by acetylation of 1 and 3 to afford 2 and 4, respectively, reveals that in the case
of icetexone, all six SCS values of the quinone ring are in excellent agreement
with the expected values, while in the case of conacytone, three agree and three
do not agree due to the presence of additional acetates near the quinone ring.
Density functional theory calculations performed on 3-hydroxythymoquinone
(6) and its tautomer 4-hydroxy-1,2-quinone 7, on 6-hydroxythymoquinone
(8) and its tautomer ortho-quinone 9, and on icetexone (1) and the
claimed natural occurring ortho-quinone tautomer romulogarzone (5) indicate
that 2-hydroxy-1,4-quinones are more stable, by some 11-14 kcal/mol,
than their 4-hydroxy-1,2-quinone tautomers, and therefore, romulogarzone

(5) is inexistent.

KEYWORDS
absolute configuration, Flack parameters, Hooft parameters, hydoxy-p-benzoquinones, single-crystal

X-ray diffraction, substituent chemical shift parameters, vibrational circular dichroism

structure and relative stereochemistry of 1 followed from
single-crystal X-ray diffraction analyses, whose data’
allowed to refine the structure to R = 3.7%.

icetexone (1) and conacytone (3), were isolated® from
Salvia ballotaeflora over 40 years ago. They took their
names in recognition to ICETEX, a Colombian student-
ship agency,’ and to CONACYT, the National Science
and Technology Council of Mexico, respectively. The

Another paper® further describes a third compound,
romulogarzone, which is postulated as the ortho-quinone
5 without rigorous structure proof either by X-ray analy-
sis or by chemical correlation of 1 and 5 through a
common leucotriacetate derivative, if as a prerequisite 1
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and 5 would show depression in a mixed melting point
determination. The structure of 3 also followed® from
X-ray data, while for 5, no further isolation report is
available since then. Icetexone (1)** appeared also in
Salvia anastomosans,® Salvia candicans,” and Salvia
pubescens.®

An approach to the absolute configuration of
icetexone (1) followed from an asymmetric total synthe-
sis.” The structure was verified by single-crystal X-ray
diffraction analysis for which the unit cell parameters
agree with those published® in 1976, thereby establishing
the identity of 1 from both natural and synthetic origins,
although the original X-ray paper’ seems to be
overlooked for such a comparison.’ It is clear from the
asymmetric synthesis that icetexone is properly repre-
sented as shown in 1, but it might be inferred that the
natural occurring diterpenoid would be the enantiomer
since for synthetic 1 [a]p —70, in chloroform, is
reported,” while for the natural sample [at]p +33.3, also
in chloroform, is given.>*

In another paper'® on the enantioselective formal
synthesis of icetexone, the authors indicate that “X-ray
crystallographic analysis enabled a determination of the
absolute configuration of 1” in the 1976 X-ray paper.’ This
affirmation is incorrect since at those times, the only way
to determine an absolute configuration by single-crystal
X-ray diffraction (XRD) analysis was by anomalous
dispersion caused by the presence of a heavy atom, like
a bromine atom, in the studied molecule.

In turn, conacytone (3) was also isolated from
S pubescens,11 S anastomosans,t S candicans,” and
from another collection of S ballotaeflora."?

In summary, the absolute configuration of natural
occurring icetexone (1) and conacytone (3) is not rigor-
ously proven, and their NMR data remain to be assigned.
Therefore, in the present paper, we describe a full account
regarding the three terpenoids 1, 3, and 5 originally
reported®> in 1976.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | General

Melting points were determined on a Fisher-Jhons
apparatus and are uncorrected. Optical rotations were
measured on a Perkin-Elmer (Boston, MA) 341 polarim-
eter. Nuclear magnetic resonance (NMR) measurements
were performed on Varian (Palo Alto, CA) Mercury 300
spectrometers. Chemical shifts were referred to
tetramethylsilane (TMS). Infrared (IR) and vibrational
circular dichroism (VCD) spectra were measured using
a BioTools (Jupiter, FL) dual PEM ChiralIR FT-
VCD spectrophotometer. Single-crystal X-ray diffraction

measurements (XRD) were performed on an Agilent
(Santa Clara, CA) Xcalibur Atlas Gemini diffractometer.

2.2 | Compounds

Samples of icetexone (1) and conacytone (3) were avail-
able from previous studies,*'* while icetexone acetate
(2) and conacytone triacetate (4) were obtained by acety-
lation of the natural products using standard reaction
conditions.

2.2.1 | Icetexone (1)

Orange-red prisms, mp 260-264 °C dec. [a]sgg —94.1,
[a]s75 —95.0 (¢ 0.56, CHCL;). "H NMR § 7.11 (1H, s, OH),
6.86 (1H, dd, J = 12.3, 2.0 Hz, H-7), 6.43 (1H, dd, J = 12.3,
5.0 Hz, H-6), 3.22 (1H, hept, J = 7.0 Hz, H-15), 3.16
(1H, d, J = 139 Hz, H-20), 2.79 (1H, d, J = 13.9
Hz, H-20"), 2.55 (1H, dd, J = 5.0, 2.0 Hz, H-5), 2.01
(1H, m, H-1), 1.81 (3H, m, H-1’, H-2, H-2'), 1.77 (1H, m,
H-3), 1.62 (1H, m, H-3’), 1.26 (3H, s, H-18), 1.24 (3H, d,
J = 7.0 Hz, H-17), 1.23 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-16).
13C NMR § 185.6 (C-14), 182.8 (C-11), 178.8 (C-19),
150.8 (C-12), 140.5 (C-8), 138.7 (C-6), 133.6 (C-9), 125.4
(C-7), 125.1 (C-13), 92.3 (C-10), 57.7 (C-5), 47.7 (C-4),
359 (C-3), 35.6 (C-1), 32.7 (C-20), 24.4 (C-15), 19.9
(C-16), 19.8 (C-17), 19.5 (C-2), 18.2 (C-18).

2.2.2 | Icetexone acetate (2)

Yellow needles, mp 159-162 °C. [c]sgo —211.3, [ot]s7g
—222.5, [ot]sas —255.5 (¢ 0.53, CHCL;). 'H NMR § 6.78
(1H, dd, J = 12.1, 2.2 Hz, H-7), 6.47 (1H, dd, J = 12.1,
4.7 Hz, H-6), 3.17 (1H, hept, J = 7.0 Hz, H-15), 2.97
(1H, d, J = 13.6 Hz, H-20), 2.91 (1H, d, J = 13.6 Hz,
H-20"), 2.48 (1H, dd, J = 4.7, 2.2 Hz, H-5), 2.36 (3H, s,
Ac), 1.96 (1H, m, H-1), 1.78 (2H, m, H-2, H-2"), 1.77
(2H, m, H-1, H-3), 1.58 (1H, m, H-3"), 1.27 (3H, s,
H-18), 1.24 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17), 1.22 (3H, d,
J = 7.0 Hz, H-16). *C NMR § 185.4 (C-14), 179.2
(C-11), 178.7 (C-19), 168.2 (Ac C=0), 148.9 (C-12), 140.5
(C-13), 139.9 (C-8), 138.3 (C-6), 137.0 (C-9), 125.4 (C-7),
94.5 (C-10), 56.9 (C-5), 47.3 (C-4), 35.9 (C-3), 34.9 (C-1),
333 (C-20), 25.5 (C-15), 204 1.1 (Ac Me), 20.4
(C-16), 20.3 (C-17), 19.4 (C-2), 17.9 (C-18).

2.2.3 | Conacytone (3)

Yellow prisms, mp 217-219 °C dec. [a]sgg —37.0, [ot]s7g
—52.3, [a]sa6 —124.4 (c 1.0, CHC;). 'H NMR see Table 1.
13C NMR § 188.8 (C-14), 183.9 (C-11), 151.0 (C-12),
145.1 (C-8), 142.5 (C-9), 124.7 (C-13), 95.3 (C-20), 66.2
(C-19), 62.2 (C-7), 41.6 (C-10), 40.0 (C-5), 39.9 (C-3), 34.9
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TABLE 1 Accurate "H NMR data of conacytone (2) obtained from very high-resolution 300 MHz measurements and PERCH iterations

Atom H Mult J

1o 1.312 ddd g = —13.11, *Jiqaq = 6.10, *Jiq 05 = 13.72

1B 2.558 ddd Tiaip = —13.11, *Nig g = 1.29, *Jig5 = 5.89

2a 1.599 ddddd *Niana = 6.10, *Jig 0 = 1.29, 2agap = —13.52, *Jog 34 = 6.85, *Joq 35 = 0.73
28 2432 ddddd s = 13.72, *Jig2p = 5.89, 2aqog = —13.52, *Jag 30 = 13.68, *Jap 35 = 6.28
3a 1.469 dddd *Toa 30 = 6.85, 2Jop3q = 13.68, “Ja 35 = —13.12, “Jaq 108 = 2.66
3B 1.754 dddd Loap = 0.73, *Jap3p = 6.28, “sq 3 = —13.12

5 1.725 ddd s ga = 2.96, *Js 65 = 14.19, 45 195 = 1.43

6a 1.880 ddd *Js.60 = 2:96, onep = —13.65, *Jou7 = 1.64

68 2.300 ddd sep = 14.19, Yuep = -13.65, *Jgg7 = 4.59

7 4.836 ddd w7 = 1.64, *Teg7 = 4.59, T, o = 2.54

OH-7 2.220 d *Tron = 2.54

OH-12 7.190 s

15 3.192 aq *Tis16 = 7.08, *Jis17 = 7.08

16 1.240 d *Tis16 = 7.08

17 1.235 31517 = 7.08

18 0.826 s

19R 3.877 dd swa0r = 2.66, 2T1og 105 = —11.24

198 3.349 dd Tshos = 143, ophosi—— 11124,

20 5.601 d *Loo.0m = 2.05

OH-20 2.858 d o = 205

(C-1), 32.5 (C-4), 26.2 (C-6), 24.1 (C-15), 23.6 (C-18), 21.1
(C-2), 19.9 (C-16), 19.8 (C-17).

2.2.4 | Conacytone triacetate (4)

Oil. [a]sge +59.4, [als;s +59.3, [ct]sas +53.2, (¢ 0.91,
CHCL). '"H NMR § 6.58 (1H, s, H-20), 6.09 (1H, dd,
J = 43, 1.9 Hz, H-7), 3.68 (1H, dd, J = 113, 25
Hz, H-19), 3.45 (1H, dd, J = 11.3, 1.3 Hz, H-19"), 3.13
(1H, hept, J = 7.1 Hz, H-15), 2.55 (1H, br-dd, J = 13.0,
6.1 Hz, H-1), 2.43 (1H, qd, J = 13.0, 6.3 Hz, H-2), 2.33
(3H, s, Ac-12), 2.24 (1H, td, J = 14.4, 4.3 Hz, H-6), 2.07
(GH, s, Ac-7). 1.93 (1H, ddd, J = 144, 238, 1.9
Hz, H-6'), 1.89 (3H, s, Ac-20), 1.78 (1H, br-ddd,
J =132, 6.1, 1.3 Hz, H-3), 1.65 (1H. dd, 14.4, 2.8, H-5),
1.63 (1H, m, H-2"), 1.46 (1H, tdd, J = 13.2, 6.3, 2.5
Hz, H-3), 1.43 (1H, td, J = 13.1, 6.0 Hz, H-1'), 1.21 (3H,
J = 7.1, H-16), 1.20 (3H, J = 7.1, H-16), 0.78 (3H, s,
H-18). *C NMR § 185.1 (C-14), 180.2 (C-11), 169.6 (Ac 7
C=0), 168.9 (Ac 20 C=0), 168.2 (Ac 12 C=0), 149.2
(C-12), 146.5 (C-8), 139.9 (C-9), 139.8 (C-13), 94.3 (C-20),
67.3 (C-19), 62.8 (C-7), 41.2 (C-10), 40.4 (C-5), 39.9 (C-3),
34.8 (C-1), 32.2 (C-4), 252 (C-15), 25.1 (C-6), 23.5
(C-18), 21.1 (2C, Ac 7 and 20 Me), 20.9 (C-2), 20.4
(Ac 12 Me) 20.3 (C-16), 20.2 (C-17).

2.3 | Single-crystal X-ray diffraction
analysis

Crystals of icetexone (1) and conacytone (3) were mounted
on glass fibers for data collection using Cu Ka graphite
monochromated radiation (A = 1.54184 A) at 293(2) K in
the w/26 scan mode. In the case of 1, an orange-red crystal
measuring 0.15 X 0.10 X 0.08 mm, C,yH,,05, M = 342.38
turned out to be orthorhombic, space group P2,2,2,
a = 7.74533) A, b = 10.3664(3) A, ¢ = 21.0064(7)
A, V = 1686.6(1) A® Z = 4, p = 1.348 mg/mm°,
u=0.790 mm™, total reflections 17 373, unique reflections
2904 (R;,: 0.044), observed reflections 2436. In the case of
3, a yellow crystal measuring 0.41 X 0.37 X 0.51 mm,
C,oH5606, M = 362.41 also turned out to be orthorhombic,
space group P2,2,2;, a = 10.956(1) A, b = 12.635(1)
A, ¢ = 13.6022) A, V = 18829(4) A3 Z = 4,
p = 1.278 mg/mm’, u = 0.773 mm™", total reflections
13 780, unique reflections 3208 (R, 0.038), observed
reflections 2599. Either structure was solved by direct
methods using the SHELXS-97 program included in the
WinGX v1.70.01 crystallographic software package.'® For
the structural refinement, the non-hydrogen atoms were
treated anisotropically, and the hydrogen atoms, included
in the structure factor calculations, were refined
isotropically. The final R indices for 1 were [I > 20(I)]
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Ry = 3.3% and WR, = 6.8%, largest difference peak and
hole, 0.129 and —0.110 e.A3, and those for 3 were
[I > 20(1)] Ry = 3.4% and WR, = 7.0%, largest difference
peak and hole, 0.131 and —0.116 e.A3. The Olex2 v1.1.5
software'* allowed calculating the Flack'® (x) and Hooft
(y) parameters.'®'” In the case of 1, these parameters were
x = 0.04(19) and y = 0.12(9), which for the inverted
structure were x = 0.95(19) and y = 0.88(9), while for 3,
they were x = 0.00(18) and y = 0.05(9), which again for
the inverted structure were x = 0.99(18) and y = 0.94(9).
Crystallographic data (excluding structure factors) have
been deposited at the Cambridge Crystallographic Data
Centre, from where copies of the data can be obtained free
of charge on application to the CCDC, Cambridge, UK.
The CCDC deposition numbers are 1562319 and 1562343
for 1 and 3, respectively, and PLUTO representations of
both X-ray structures are shown in Figure 1.

2.4 | VCD measurements

Samples of 3.4 mg of 2 and 5.5 mg of 4 dissolved in 100 ul
of 100% atom-D CDCl; were placed in a cell with BaF,
windows and a path length of 0.1 mm for data acquisition
at a resolution of 4 cm™' over 5 h. A baseline correction
was performed by subtracting the spectrum of the solvent
acquired under identical conditions. The samples stability

FIGURE 1 PLUTO X-ray structure plots of icetexone (1, top) and
conacytone (3, bottom)

was monitored in either case by "H NMR analysis imme-
diately before and after the VCD measurements.

2.5 | Computational methods

The molecular models of 2 and 4 were built with the Spar-
tan 08 (Wavefunction, Inc, Irvine, CA) software, and their
initial conformational searches were carried out using the
Monte Carlo protocol and molecular mechanic force field
(MMFF94) calculations in an energy windows of
10 kcal/mol. In the case of 2, starting from B-ring bowl-
and dome-shaped conformers, this procedure provided
four structures in each case, while for 4, it gave 12 con-
formers in a 6.92 kcal/mol energy gap. Single-point DFT
calculations of all conformers were done using the
B3LYP functional and the 6-31G(d) basis set implemented
in the same software package, which retained the eight
conformers for 2 in a 2.70 kcal/mol energy range and
provided six conformers for 4 in a 1.82 kcal/mol interval,
the next conformer being 4.18 kcal/mol over the
global minimum. Further conformational optimizations
were performed using the Gaussian 03 (Gaussian, Inc,
Wallingford, CT) software to provide the thermochemical
parameters summarized in Table 2. For calculating final
vibrational normal modes and rotational strengths, using
DFT at the BALYP/DGDZVP level of theory, the value of
AG was estimated for each conformer and used as a crite-
rion for weighting the IR and VCD spectra for 2 and 4.
Finally, eight conformers for 2 and four for 4 were found
within 0.75 and 1.16 kcal/mol energy gaps, respectively.
The band shapes were generated with Lorentzian func-
tions and a bandwidth of 6 cm™. Calculated and experi-
mental spectra were compared using the CompareVVOA
(BioTools, Jupiter, FL) software,'® the pertinent parame-
ters being shown in Table 3. The final graphical compari-
son of experimental and calculated IR and VCD spectra,
shown in Figures 2 and 3 for 2 and 4, respectively, was
prepared using eight and four conformers. The four
minimum energy conformers for icetexone acetate (2)
and conacytone triacetate (4) are shown in Figure 4.

For the tautomers equilibria calculations of 1 versus 5,
of 6 versus 7, and of 8 versus 9, the molecular models were
also constructed in the Spartan 08 suite, followed by
Monte Carlo MMFF94 calculations, to provide two rele-
vant conformers for the para-quinones 1, 6, and 8, while
for the ortho-quinones 5, 7, and 9, four conformers were
provided. In all cases, single-point calculations using
DFT at the B3LYP/DGDZVP level of theory were per-
formed using the Spartan 08 software, followed by further
conformational optimization using the Gaussian 03 soft-
ware to provide the thermochemical parameters given in
Table 4. In order to calculate vibrational normal modes,
DFT calculations at the same level of theory provided



ESQUIVEL Er AL.

WILEY——*

TABLE 2 Thermochemical parameters for quinones 2 and 4

Compound AEvmrr %° AE6-3IG(d)c %° AEDGDZVPd %° AGpepzve® %"
2a 0.00 49.1 0.00 69.3 0.00 36.5 0.00 30.1
2b 0.66 16.1 1.06 11.6 0.56 14.2 0.38 16.0
2c 0.97 9.6 1.29 7.9 0.47 16.5 0.40 15.4
2d 0.79 12.9 1.62 4.5 0.75 10.2 0.61 10.7
2e 1.38 4.8 2.70 0.7 1.26 4.4 0.75 8.4
2f 1.67 2.9 2.35 1.3 0.94 7.5 0.82 7.6
2g 1.56 3.5 1.65 4.2 0.92 7.7 0.88 6.8
2h 2.18 1.1 2.94 0.5 1.48 3.0 1.06 5.0
4a 0.00 77.7 0.10 31.7 0.00 47.8 0.00 45.9
4b 0.86 18.2 1.10 5.9 0.21 33.6 0.11 38.1
4c 2.01 2.6 1.52 2.9 - - -

4d 2.88 0.7 0.00 37.5 0.93 10.0 0.93 9.6
de 2.89 0.6 1.82 1.7 1.01 8.6 1.16 6.4
af 3.66 0.2 1.37 20.3 = = = =

“Relative to 2a (67.25 kcal/mol) and 4a (26.7 kcal/mol).

PCalculated using AE =~ —RT In K.

“Relative to 2a (—818 355.28 kcal/mol) and 4d (—1 058 648.06 kcal/mol).
dRelative to 2a (—818 457.32 kcal/mol) and 4a (—1 058 788.93 kcal/mol).
Relative to 2a (—818 225.61 kcal/mol) and 4a (—1 058 485.16 kcal/mol).
fCalculated using AG = —RT In K.

TABLE 3 Confidence level data for the IR and VCD spectra
comparison of 2 and 4

Compound anH® S’ Sg° Sirs ESI® cf
2 0.984 98.1 76.8 14.8 62.0 100
4 0.989 86.7 71.3 16.8 54.5 100

#Anharmonicity factor.

"IR spectral similarity in percentage.

“VCD spectral similarity for the correct enantiomer in percentage.
4VCD spectral similarity for the opposite enantiomer in percentage.
°Enantiomer similarity index, calculated as the Sg — S_g difference.

fConfidence level for the absolute configuration determination in percentage.

the free energy values that allowed comparing the tauto-
mer pairs 1/5, 6/7, and 8/9.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

The reported ambiguities for solid icetexone (1), as
orange-red crystals,’ as orange crystals,> or as yellow
crystals,* opened the possibility that 1 might show
polymorphs, as we recently found for an isoflavone.*
Thus, careful evaluation of the behavior of 1 revealed that
slow crystallization from chloroform, or from chloroform-
acetone solutions, provided orange-red prisms, while fast

evaporation of these solutions provided orange powder.
In neither case, after many other manipulation trials,
could we obtain yellow crystals of 1. Another point in
need of clarification is the mp behavior of 1, which in
the 1976 papers™* is reported as 226-227 °C, while in the
asymmetric synthesis paper,” it is reported as 247-253 °C.
In our hands, orange-red prisms of 1, upon heating to
around 230 °C, show a solid state transition to an orange
solid which at around 257 °C start to darken and melt at
260-264 °C to leave a dark brown liquid. In turn, the
reported optical activity data of 1 are also confusing, since
the original 1976 paper” states [a]p +33.3 (c 1.0, CHCI,),
while the asymmetric synthesis paper indicates [a]p —70
(c 0.65, CHCl;), thereby opening the possibility that the
synthesized sample of icetexone would be the enantiomer
of the natural product. In our hands, the optical activity
value of natural 1 was [ca]p —94.1 (¢ 0.56, CHC]l;). In the
case of icetexone acetate (2), the original paper* provides
no optical activity data and indicates mp 248-250 °C,
which seems quite peculiar since for natural product 1,
it indicates mp 226-227 °C. In our hands, acetate 2 showed
mp 159-162 °C and a strong [o]sge value of —211.3.

Since crystals of icetexone (1) have been diffracted
twice,>® a secure way to know that the absolute configu-
ration of this diterpenoid was by determining the
crystal structure again, but this time using graphite
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FIGURE 2 Comparison of the experimental (B) IR and (D) VCD
spectra of icetexone acetate (2) with the DFT B3LYP/DGDZVP
calculated (A) IR and (C) VCD spectra for (4S5,5S,105)-2

monochromated Cu Ka radiation which allows to
calculate Flack and Hooft parameters, thereby providing
conclusive absolute configuration evidence. Thus, a
crystal of 1 was diffracted giving cell parameters in agree-
ment with those reported.>® The molecular structure
could nicely be refined to R = 3.3%, and the Flack"
X = 0.04(19) and Hooft'®'” y = 0.12(9) parameters gave
the absolute configuration depicted in 1. A PLUTO repre-
sentation of the molecule is given in Figure 1, and as a
complementary absolute configuration X-ray test, the
Flack and Hooft parameters for the enantiomer were
x = 0.95(19) and y = 0.88(9).

In the case of conacytone (3), there is also a mp
inconsistency in the 1976 papers, since in one case,”
mp = 240 °C is reported, while in another case,* the range
210-212 is given. Our measurements indicate that it shows
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FIGURE 3 Comparison of the experimental (B) IR and (D) VCD
spectra of conacytone triacetate (4) with the DFT B3LYP/DGDZVP
calculated (A) IR and (C) VCD spectra for (4S,5S,7R,10R,20S)-4

mp 217-219 °C. Compound 3 is a less studied molecule,
for which, in addition to the original 1976 papers,>*> only
isolation reports are available in the literature.®”'*'* An
X-ray diffracted crystal also provided cell parameters in
agreement with those reported,’ the solid state structure
was refined to R = 3.4%, and the Flack x = 0.00(18) and
Hooft y = 0.05(9) parameters for the correct enantiomer,
whose PLUTO plot is shown in Figure 1, provided the
absolute configuration. Complementary to the absolute
configuration determination, the parameters for the
inverted structure were x = 0.99(18) and y = 0.94(9).

In order to gain independent evidence for the absolute
configuration of icetexone (1) and conacytone (3), we
selected vibrational circular dichroism (VCD) as the
methodology of choice, which has been used extensively
for the study of diterpenoids.*>*' For this purpose, there
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FIGURE 4 Minimum energy
conformers of icetexone acetate (2) and of
conacytone triacetate (4)

were a couple difficulties to overcome, which are the low
solubility of either natural product in chloroform, a
solvent extensively used in such studies, and the presence
of two secondary non-hydrogen bonded hydroxy groups
in 3 which could be prone for intermolecular associations
in solution, thereby complicating the comparison task of
the experimental VCD spectra with those obtained
by density functional theory (DFT) calculations.*>*

(2B)

(4B)

(4D) 3

Therefore, the VCD studies were performed using
icetexone acetate (2) and conacytone triacetate (4), both
obtained after routine acetylation of the two natural
products.

Assembly of a solid Dreiding stereomodel from Biichi
(Flawil, Switzerland) revealed that for icetexone acetate
(2), the seven-member ring can adopt either a bowl or a
dome shape, and that the conformational interconversion
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TABLE 4 Thermochemical parameters for quinones 1 and 5-9

Compound AEvmrr %° AEﬁ-sm(d)c %° AEDGDZVPd %° AGpgpzve® %"

la 0.72 22.8 0.01 49.4 0.00 56.6 0.00 70.7
1b 0.00 77.2 0.00 50.6 1.16 43.4 0.52 29.3
5a 1.33 7.3 0.00 55.8 0.00 56.3 0.00 61.2
5b 1.74 3.6 0.18 41.1 0.17 42.3 0.29 37.4
5c 0.00 68.3 1.96 0.2 2.49 0.8 2.52 0.9
5d 0.70 20.8 2.38 0.1 2.70 0.6 2.76 0.5
6a 0.76 21.7 0.00 56.8 0.00 56.8 0.00 61.6
6b 0.00 78.3 0.16 43.2 0.16 43.2 0.28 384
7a 0.00 51.2 0.00 62.3 0.00 59.3 0.00 48.6
7b 0.45 23.7 0.36 34.0 0.27 37.7 0.02 47.0
7c 0.57 19.5 1.99 2.2 2.09 1.7 1.80 2.3
7d 1.31 5.6 2.22 1.5 2.26 1.3 1.84 2.1
8a 0.00 56.5 0.00 65.5 0.00 71.7 0.00 75.2
8b 0.16 43.5 0.38 34.5 0.55 28.2 0.66 24.8
9a 0.00 51.7 0.00 58.1 0.00 82.8 0.00 88.0
9b 0.19 37.5 0.25 38.0 1.02 14.9 1.61 5.9
9c 1.25 6.3 1.90 24 2.32 1.6 1.92 3.5
9d 1.45 4.5 2.13 1.6 2.85 0.7 2.07 2.6

*Relative to 1b (72.97 kcal/mol), 5¢ (85.64 kcal/mol), 6b (19.26 kcal/mol), 7a (41.56 kcal/mol), 8a (18.70 kcal/mol), and 9a (40.43 kcal/mol).

PCalculated using AE & —RT In K.

“Relative to 1b (=722 568.44 kcal/mol), 5a (—722 552.30 kcal/mol), 6a (—385 257.39 kcal/mol), 7a (—385 245.64 kcal/mol), 8a (—385 257.93 kcal/mol), and

9a (—385 246.26 kcal/mol).

dRelative to 1a (=722 658.13 kcal/mol), 5a (—722 643.58 kcal/mol), 6a (—385 308.14 kcal/mol), 7a (385 296.01 kcal/mol), 8a (—385 308.33 kcal/mol), and 9a

(=385 297.16 kcal/mol).

°Relative to 1a (—722 445.90 kcal/mol), 5a (—722 432.24 kcal/mol), 6a (—385 205.46 kcal/mol), 7a (—385 193.98 kcal/mol), 8a (—385 206.58 kcal/mol), and

9a (—385 195.43 kcal/mol).
fCalculated using AG = —RT In K.

energy barrier seems to be relatively high. Therefore,
bowl- and dome-shaped molecular structures for 2 and a
single molecular structure of 4 were built in the Spartan
08 software followed by molecular mechanics force field
search using the Monte Carlo methodology to provide
four conformers for each shape of 2, while for 4, there
were 12 conformers in a 6.92 kcal/mol energy gap. All
conformers were submitted to single-point optimization
using DFT at the B3LYP/6-31G(d) level of theory using
the same software, from where the eight conformers of 2
were retained in a 2.94 kcal/mol gap, and six conformers
in an energy gap of 1.82 kcal/mol correspond to 4.
These conformers were further optimized at the
B3LYP/DGDZVP level of theory using the Gaussian 03
suit as indicated in Section 2. The final conformational
optimization, IR and VCD calculations at the same level
of theory were also performed using the Gaussian 03
software, the pertinent thermochemical parameters being
summarized in Table 2. These thermochemical parame-
ters are given in kcal/mol rather than in Hartrees since

mol is one of the seven basic units of science, which is
defined from the exact numerical value of the Avogadro
constant. Although the Gaussian 03 software provides
these values in Hartrees, they were converted to kcal/mol
using the factor 1 Hartree = 627.51 kcal/mol. Comparison
of the calculated and experimental spectra, using the
CompareVOA software,'® showed excellent agreement.
The comparison parameters are summarized in Table 3,
while the IR and VCD spectra are contrasted in Figure 2
for 2, and in Figure 3 for 4. It follows that the absolute
configuration of icetexone acetate (2) and conacytone tri-
acetate (4), and therefore of the diterpenes 1 and 3 are
those drawn in Scheme 1.

The formulas of icetexone (1) and conacytone (3)
reveal quite peculiar diterpenoids with the C-ring con-
taining a hydroxyquinone chromophore and the A-ring
supporting a fourth ring which is a heterocycle. Therefore,
these molecules deserve detailed as possible 'H and '*C
NMR assignments. In particular, icetexone (1) possesses
four methylene groups of which only the hydrogen atoms
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SCHEME 1 Formulas of diterpenes originally reported from
Salvia ballotaeflora and their acetates 2 and 4

at C-20 appear as an amenable AB system, while the
remaining three methylene groups at C-1, C-2, and C-3
of the A-ring should be coupled due to their vicinity.
Thus, the one-dimensional (1D) "H and *C NMR spectra
of 1 in combination with two-dimensional (2D) gHSQC
and gHMBC measurements provided the data summa-
rized in Section 2 in which all carbon atoms are ascribed
individually together with the assessment of all hydrogen
chemical shifts. However, determination of all homonu-
clear hydrogen coupling constants is precluded in the case
of the A-ring atoms by the fact that three of them (H-1,
H-2, and H-2') are completely overlapped, resonating at
8 1.81, and a fourth signal (H-3) appears quite close, at &
1.77, providing a chemical shift difference of only
0.04 ppm, which at 300 MHz corresponds to 12 Hz, a
value of similar magnitude than *Jgep, OF *Jyans in @ con-
formational rigid cyclohexane.

In turn, conacytone (3) possesses the three A-ring
methylenes and two further methylene arrangements,
one at the heterocycle and the other one at the B-ring. A
similar 1D and 2D NMR measurement procedure was
applied for the signal assignment, thus providing all "H
and '°C chemical shift values, as well as some coupling
constants. Since visual inspection of the 'H spectrum
reveals a higher dispersion of multiplets than in the case
of 1, and in order to assign the coupling constants of 3,
the raw "H NMR data were used as the starting point to
achieve a complete and detailed assignment using the
iterative full spin analysis integrated in the PERCH

(PERCH Solutions, Ltd., Kuopio, Finland) v.2011.1 NMR
software,** a methodology we have successfully used for
the complete spectra assignment of some natural prod-
ucts®>?® The method is based on the iterative minimiza-
tion of the differences found between the simulated and
the experimental spectra to determine the total "H NMR
data for the studied molecule. Therefore, the 300 MHz
free induction decay of 3 was edited in the preparation
(PAC) module of the software, while the molecular struc-
ture of the minimum energy conformer was imported into
the molecular modelling software (MMS) module, also of
the PERCH shell. In addition, all chemical shift values
and the directly observed coupling constants were intro-
duced in the parameter table. These data allowed under-
taking iteration processes until a convergence between
the experimental and calculated spectra reached a RMS
of 0.080%. All "H chemical shifts and coupling constants
are summarized in Table 1, although it should be noted
that in this case, the software was unable to distinguish
the pro-R and pro-S methyl signals of the isopropyl resi-
due, probably due to the very small chemical shift differ-
ence of only 0.005 ppm and a free rotation about the
C-13/C-15 single bond. Of relevance to observe are a cou-
ple of four bonds long-range coupling constants one
owing to each hydrogen atom at C-19, H-19,,,.z being
coupled to H-3a, and H-19,,,.s to H-5. Of relevance to
note is also that ngem of the methylene hydrogen atoms
at C-1, C-2, C-3, and C-6 is —13.3 + 0.4 Hz, while *Jg,
of the heterocyclic C-19 methylene atoms is —11.2 Hz
due to the electronegativity of the directly attached oxy-
gen atom. Due to the fact that PERCH calculations afford
chemical shifts with six and coupling constants with four
decimal places, and since the experimental 300 MHz spec-
trum was acquired with a magnet homogeneity better
than 0.14 Hz, the chemical shifts and coupling constant
values with three and two digits after a decimal point,
respectively, given in Table 1, constitute a proper descrip-
tion, as has previously*”*® been done. A detailed compar-
ison of the individual multiplets of the experimental and
calculated "H NMR spectra of 3 is shown in Figure 5.

Once the complete assignment of the NMR data of
conacytone is at hand, and thanks to a reviewer observa-
tion, it follows that the data agree with those of an oily
molecule named turbinatone,?® which was isolated from
Eupatorium turbinatum, to which structure 3 was
assigned independently. In addition, 3 was also detected
recently’® in Salvia corrugata.

The '*C NMR substituent chemical shift (SCS) param-
eters for quinones, which we determined a long time
ago® using monoterpenes and monocyclic sesquiter-
penes, were evaluated in the present study which
constitutes an opportunity to test these parameters for
diterpenes in which the quinone ring is fused to another
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calculated (top) and the experimental
_J' fl " (bottom) 300 MHz '"H NMR spectra of
TP ,.l....mr.l.....1...,......1 'I"""‘”I""'” 'I"""‘”I""'” ™ oom conacytone (3). The labeled peak (*) is due
5.50 5.00 4.50 4.00 2.50 1.50 1.00 to moisture

carbocycle. Table 5 shows the literature values for chloro-
form solutions, which differ from those for DMSO
solutions,®® together with the chemical shift changes
induced for the 1 to 2 and the 3 to 4 transformations. It
can be seen that in the case of icetexone (1) and its acetate
2, the SCS values agree excellently, the same being true
for C-11, C-12, and C-13 on going from conacytone (3)
to its triacetate 4, while for C-8, C-9, and C-14, there is a
lack in agreement. This seems to be due to the presence
of the C-7 and C-20 acetates as can be observed in the
minimum energy conformers of 4 shown in Figure 4.
Close inspection of the formulas of icetexone (1) and
romulogarzone (5) reveals that these molecules are tauto-
mers, an unprecedented situation for their coexistence as
natural products, which generates a case that must be
proven rigorously to ascertain if such a coexistence is
feasible. Since there is no way to do experimentation

TABLE 5 Acetylation-induced '*C NMR substituent chemical
shift parameters®

Effect at Literature® 1and 2 3and 4
Adjacent CO —-3.5+02 -3.6 -3.7
Remote CO —0.6 + 0.1 —0.2 =57
ipso -19+0.1 -1.9 -1.8
ortho +15.6 + 0.3 +15.4 +15.1
meta +3.0 + 0.7 +3.4 —2.6
para =1L.7 45 1Ll —0.6 +1.4

*For CDCl; solutions.

“From Burguefio-Tapia and Joseph-Nathan.>!

with a substance we have been unable to isolate over
the years, to which formula 5 was proposed,* we resorted
to theoretical studies. Given our over one-half a century
experience with the natural occurring sesquiterpene
benzoquinone perezone,***’ which possesses a 2-
hydroxy-1,4-benzoquinone chromophore as in 1, we con-
sider the existence of the 4-hydroxy-1,2-benzoquinone
tautomer 5 as energetically extremely disfavored, among
other reasons, since the hydrogen bonding in a 2-
hydroxy-1,4-benzoquinone significantly favors this atom

arrangement.
In order to test this hypothesis in a preliminary way,
without investing significant computer times for

keto/enol tautomerism, we initially resorted to calculate
small monoterpenoid quinones with which we
are familiar,>® and therefore selected (Scheme 2)
3-hydroxythymoquinone (6) and 6-hydroxythymoquinone

[s] o
OH 0
H
1
o OH
Q OH
o] o]

]

SCHEME 2 Formulas of 3- (6) and 6-hydroxythymoquinone (8)
and their tautomers 7 and 9
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(8) in order to compare their free energies with those of
their 4-hydroxy-1,2-benzoquinones 7 and 9 tautomers,
respectively, since these are C;,H;,03; molecules contain-
ing only 96 electrons. Inspection of Table 4 reveals that
both 6 and 8 provide two energetically relevant con-
formers due to rotation of the isopropyl group, while each
7 and 9 provide four relevant conformers due to rotation
of both the isopropyl group and the hydroxy group, since
in the ortho-quinones, the latter is no longer hydrogen
bonded to a carbonyl group. Thus, determination of the
free energy of the most stable conformer of 6-9 using
DFT calculations at the B3SLYP/DGDZVP level of theory
revealed that for these monoterpenoids, the values were
—385205.46, —385193.98, —385206.58, and —385195.43
for 6, 7, 8, and 9, respectively, from where it follows the
difference between 2-hydroxy-1,4-thymoquinones and
their 4-hydroxy-1,2-quinone tautomers lies in the order
of 11 kcal/mol. In fact, AG; — AG¢ = 11.5 kcal/mol, and
AGg — AGg = 11.2 kcal/mol. Although this energy differ-
ence is in the order of the barrier for the interconversion
of cyclohexane, it is a very high value for keto/enol
tautomerism where only electrons and a hydrogen atom
are relocated. Encouraged by these results, we calculated
the free energies of the most stable conformers of
icetexone (1) and romulogarzone (5), which were
—722445.90 and —722432.24, respectively (Table 4) pro-
viding AGs — AG; = 13.7 kcal/mol. Therefore, according
to the AG = —RT In K equation, solved for two tautomer
molecules in equilibrium, the relative abundance of 5:1
would be around one part of 5 per one hundred billion
(1 x 10™) parts of 1. Although this extremely low abun-
dance of 5 is not violating the Avogadro constant, for
practical purposes, it allows to declare, 41 years after its
launch, that romulogarzone (5) is inexistent.

4 | CONCLUSION

Although icetexone (1) and conacytone (3) were originally
isolated in 1976, no detailed assigned NMR characteriza-
tion of either very peculiar diterpenoid is available nor
has the absolute configuration of these molecules been
established rigorously. Therefore, we determined all Bc
and 'H NMR chemical shifts of 1-4 and were able to also
determine all hydrogen homonuclear coupling constants
of conacytone (3). We also determined the crystal X-ray
structure of 1 and 3, whose Flack and Hooft parameters
provided the absolute configuration, which was further
tested by comparison of experimental VCD spectra of
the derived acetates 2 and 4 with those obtained by DFT
calculations at the BALYP/DGDZVP level of theory. The
known SCS values for hydroxy-p-benzoquinones were
contrasted with the chemical shift differences induced

upon acetylation of icetexone (1) and conacytone (3). It
follows that for 1, all SCS values are in excellent agree-
ment, while for 3, those of C-11, C-12, and C-13 agree very
well, while for the remaining three quinone ring carbons,
there is no agreement due to the introduction of addi-
tional acetyl groups at C-7 and C-20. Finally, DFT calcula-
tions at the B3LYP/DGDZVP level of theory provide
conclusive evidence that romulogarzone (5), the third
diterpenoid claimed to occur in nature together with
icetexone (1) and conacytone (3), cannot exist since tauto-
mer 1 is more stable than 5 by 13.7 kcal/mol, which is a
huge energy amount for keto/enol tautomerism.
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