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I. INTRODUCCIÓN. 

El descubrimiento de agentes terapéuticos a partir de plantas terrestres 

constituye una de las metas que el hombre ha perseguido desde los tiempos 

prehistóricos y es una característica distintiva de todas las culturas de la 

antigüedad y de la era moderna. Los productos naturales de origen vegetal 

son fuentes de sustancias químicas de interés económico, algunos son 

utilizados como importantes fármacos y moléculas prototipo para la síntesis 

de análogos, así como herramientas para la investigación bioquímica de los 

receptores involucrados en los procesos de la transducCión de señales en las 

diversas rutas fisiológicas de los mamíferos, entre otros,' 

En todo el mundo, la investigación científica basada en la información 

etnobotánica que recopila los, usos tradicionalel de. plantas • de interés 

económico y medicinal, es decir, la denominada "hipótesis etnobotóniCa", ha 

constituido una de las guías principales para el descubrimiento de compuestos 

bioactivos. En México, las bastas tradiciones culturales de lOs pueblos 

autóctonos, como las civilizaciones Maya y Azteca, junto con el' antiquísimo; 

conocimiento occidental del uso de plantas medicinales aportado por los 

europeos colonizadores del nuevo continente, han propOrcionadó una - 

abundante Farmacopea que incluye cientos de plantas y, evidentemente -Otros. 



cientos de plantas deberían incluirse si fuera posible considerar todas las 

tradiciones culturales de los numerosos pueblos mesoamericanos, La mayoría 

de estos conocimientos tradicionales sobre el empleo de la flora medicinal y 

de interés económico permanece sin explorarse y podría sugerirse que nuestro 

conocimiento sobre la explotación racional de agentes biológicamente activos 

de origen natural es en numerosas ocasiones inferior a la comprensión que los 

pueblos mesoamericanos tenían al respecto! 

Durante el transcurso de la investigación fitoquimica que se realiza en 

el departamento de Farmacia de la Facultad de Química (UNAM), la 

hipótesis etnobotánica ha constituido la referencia directa qüe ha permitido el 

diseño de un plan efectivo para la selección y la recolecta del-material vegetal 

para la posterior investigación de la composición química y la exploración. de 

algunas actividades biológicas de. diversas plantas mexicanas con un amplio - 

uso Iradicional.2. 3  De tal suerte, que la presente investigación forma parte de 

la -  propuesta de investigación titulada "Evaluación del potencial citotóxico, 

antimicrobiano e insecticida de especies selectas del género Hyptis 

(Lamiaceae) como una fuente potencial de agentes terapéuticos y 

agroquímicos naturales" y se enfocó a la investigación química de la especie 

!hipas spidgera Lam., una planta utilizada por loS agricultores para evitar la 



infestación por insectos del garbanzo almacenado. Esta investigación 

permitirá conocer de manera preliminar el metabolismo secundario de esta 

especie y proponer futuras investigaciones para la evaluación de su potencial 

insecticida de interés agroquímico. 

Numerosos ejemplos de plantas superiores con propiedades 

insecticidas y con un reconocido uso en la agricultura tradicional pueden 

mencionarse y algunas de ellas se han utilizado desde la antigüedad. Así por 

ejemplo, el piretrum (fig. 1.1) que se obtiene de las inflorescencias del 

Chlysanthemtai eineari folian, (C. einearilblium) se conoce desde los tiempos 

del rey persa Darío "H grande" (521-486 A.C).4  De la literatura científica 

contemporánea, se puede hacer referencia a las propiedades insecticidas de la 

Artemisia ludoviciana Willd. (Compositae), que se utiliza .seca • entre los 

costales de maíz con el objeto de evitar los dañes provocados por loS 

gorgojos; a la hierba de la cucaracha. Haplophytim cimicidum D.C. 

(Apocynaceae) que se utiliza en forma de una infusión contra-  la mosca y.el • 

gusano de la naranja y del mango;` al extracto del ajo Allium satiyunt lineé 

(Liliaceae) que es eficaz contra el ataque de los mosquitos resistentes a los, 

insecticidas organosintéticos y, en especial, a las especies del género llyptis 

debido a su amplio uso popular como agentes insecticidas. Hyptis urlicoides 



presenta un efecto antidegustativo ("antifeedant") sobre las larvas del gusano 

cogollero (Spodoptera . frugiperda) e Hyptis suaveolens que muestra un 

efecto tóxico contra el mosquito doméstico (Culex quitumefasciatus).' 

Durante los últimos veinte anos y como parte de una búsqueda intensa 

realizada por numerosos grupos de investigación fitoquímica en todo el 

mundo, se han identificado a las familias de las meliáceas y de las labiadas 

como una fuente prometedora de compuestos con propiedades insecticidas. 

En particular, algunos miembros de los géneros Azadirachta y Mella 

(Meliaceae) representan fuentes de tetranortriterpenoides insecticidas, como 

la azadirachtina (fig. 1.1), de interés práctico para el control de las plagas.' 

Dentro de la familia de las labiadas, las especies de los géneros Afma, 

Teucrium, Seutellaria, Leont►rus, Stachys y Salvia son ricas en diterpenos 

neoclerodánicos con propiedades antidegustativas.8  Como ejemplos-de este 

tipo de compuestos se pueden mencionar a la: ajugarina I, aislada de la 

especie Ajuga remota que resultó activo en contra de Spodoptera exempla, S. 

littoralis y Heliothis armigera; la ajugarina IV, aislada del mismo material 

vegetal e inactiva en contra de S. exempta pero con propiedades insecticidas 

en contra de Bombyx ►non; y la. jodrefina 13, aislada de Sc► Nella►ia 



woronowii y que es considerado como el antidegustativo con núcleo 

clerodánico más poderoso en contra de S. littomlis, 

C001111  

/R1= CH3 serie 1 

R1 = CO2CH3  :serie H 

Piretrum 	R2  = CH=CH2  (pIretrInas I y II) 

R2  = CH3  (clnerinas 1 y II) 

= CH2CH3  (iasmolinas I y H) 

 

Azadlrachtirla Ajuganna I 

Jodrellna B 

Figura 1.1. Ejemplos selectos de productos naturales con propiedades 

insecticidas, 



II. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS. 

2.1 Justificación. 

En las últimas dos décadas, el interés por la búsqueda de nuevos 

principios activos a partir de materias primas vegetales ha sido notable y la 

selección de las mismas utilizando como criterio su uso en la medicina 

tradicional (hipótesis etnobotánica) ha permitido el hallazgo de principios 

biodinámicos de interés terapéutico y agroquímico. En este sentido, la 

diversidad de la flora mexicana representa una fuente valiosa para la 

búsqueda de principios activos novedosos y que aún se encuentra 

prácticamente inexplorada.' Un ejemplo magnífico que ilustra este potencial 

para el descubrimiento de sustancias bioactivas basado en la hipótesis 

etnobotánica es el estudio químico-biológico de las especies mexicanas de 

utilidad económica y medicinal del género Hyptis. La investigación 

fitoquímica de estas especies ha sido sumamente parcial, de tal suerte que la 

información disponible relacionada con el contenido metabólico de este 

género y su posible importancia farmacéutica y agroquímica constituye un 

punto de partida de gran interés para la planeación y el desarrollo de diversos 

proyectos interdisciplinarios, que contribuyan al conocimiento de la 

composición química y la actividad biológica de la flora mexicana.2 



Es bien conocido que el combate de las plagas de insectos se realiza 

casi exclusivamente con el empleo de insecticidas sintéticos, los cuales 

ocasionan numerosos problemas toxicológicos y ambientales. El combate de 

los insectos, mediante nuevos productos químicos con una menor toxicidad 

para el medio ambiente y para los otros organismos vivos de los agrosistemas, 

es una acción que debe considerarse en la actualidad para el desarrollo de 

agentes agroquímicos, y por ello la búsqueda de insecticidas vegetales 

efectivos constituye uno de los objetivos primordiales en la investigación de 

los productos naturales de interés en la agricultura. 

2.2 Objetivo general. 

Con el objetivo de evitar los inconvenientes antes mencionados de los 

insecticidas convencionales, en la actualidad se realizan numerosas 

investigaciones enfocadas al descubrimiento de "insecticidas verdes", es decir 

productos de origen vegetal con modos de acción altamente específicos (no 

neurotókicos), de gran utilidad para el control de las plagas y, por lo tanto, 

con una baja o nula toxicidad para los mamíferos y otros vertebrados 

invertebrados."' De esta manera, el propósito fundamental cle la presente 

propuesta de investigación consistió en el aislamiento y la determinación 'de la 



naturaleza química de los constituyentes mayoritarios presentes en la planta 

Hyptis spicigera Lam. (Lamiaceae), una especie con un reconocido empleo 

en la agricultura tradicional debido a sus propiedades insecticidas. 

2.3 Objetivos específicos. 

a) Efectuar las operaciones titoquímicas de acuerdo a una metodología 

convencional, con el fin de aislar y purificar los metabolitos secundarios 

mayoritarios presentes en Hyptis spicigera. 

b) Caracterizar la estructura de los constituyentes mayoritarios aislados 

de esta especie, mediante la aplicación de técnicas espectroscópicas y 

espectrométricas contemporáneas: i.e., infrarrojo (IR), espectrometría de 

masas (EM), resonancia magnética nuclear de hidrógeno (RM/51-1 H) y de 

carbono-I3 (RMN-13C). 

c) Realizar correlaciones químicas entre los compuestos aislados con la 

finalidad de establecer de manera inequívoca la estructura de los mismos. 

d) Discutir en forma detallada la elucidación estructural de los nuevos 

metabolitos secundarios aislados. 



III. ANTECEDENTES. 

3.1 Etnobotánica del Género Hyptis. 

3.1.1 Generalidades. 

Las especies de las labiadas (Lamiacea) han constituido recursos 

naturales importantes para el Viejo y el Nuevo Mundo y sus usos en la 

medicina popular como importantes remedios para el tratamiento de 

enfermedades respiratorias, cardiacas, neurológicas y desórdenes 

gastrointestinales (e.g. 'Ventila piperita, la menta; Rosmarinus officinalis, el 

romero) y, en especial, como condimentos en la culinaria (e.g. Ocimum 

basilicum, el orégano) son de suma importancia en la vida diaria de 

numerosos pueblos. La medicina tradicional ha puesto un énfasis especial en 

el empleo de los extractos y en los aceites esenciales de las labiadas debido a 

sus propiedades antibaeterianas, antivirales, carminativas y espasmolíticas," 

Una revisión bibliográfica de la composición química de los aceites esenciales 

de las labiadas y su explotación en las industrias farmacéutica y de la 

perfumería (e.g. Lavandula angustifilia), se publicó recientemente,12  Un 

gran número de las especies medicinales de labiadas se utilizan como 

remedios gastrointestinales (e.g. Agastache mexicana, el toronjil) por las 



culturas autóctonas y mestizas de Mesoamérica y, en particular, el género 

Hyptis cuenta con varios representantes (e.g. H. suaveolens, la chía; H. 

albida, la salvia blanca) con un amplio uso en la medicina tradicional de 

México.' A pesar de que este género presenta una variedad considerable de 

usos populares,!3  es importante destacar que la mayoría de las especies 

medicinales de Hyptis se utilizan como remedios caseros (e.g. H. pectinata, 

la hierba del burro; H. verticillata, la hierba martina) para el tratamiento de 

malestares gastrointestinales, de infecciones de la piel, del reumatismo y de 

los dolores musculares y calambres.' 

3.1.2 El género Hyptis como una fuente de insecticidas. 

Al igual que otros miembros de la familia de las labiadas, las especies 

del género Hyptis gozan de una reputación como poderosos repelentes de 

insectos.14  En nuestro país, son cuatro las especies de este género que se 

utilizan debido a sus propiedades insecticidas: II. capitata, H. emnryl, H. 

verticillata, y H. albkla. 15 	Recientemente, se describió el potencial 

insecticida de la especie H. spicigera sobre el gorgojo del frijol 

(Acanthoscelides obteettis), bajo condiciones experimentales controladas.1 
 
6  

Esta investigación demostró que los extractos etanólicos de H. spicigera 

reducían la oviposición y la eclosión de las larvas de los insectos de prueba 
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con una concentración efectiva media (C1.:',50) de 0.3-14 pi de extracto por 

cada gramo de frijol. Desafortunadamente, no existe ninguna otra 

investigación dirigida al estudio específico del potencial insecticida de los 

extractos totales y de los metabolitos secundarios de las especies de este 

género y, por lo tanto, la presente propuesta de investigación se fundamentó 

en la hipótesis etnobotánica. 

3.2 GENERALIDADES FITOQUÍMICAS DEL GÉNERO Hyptis. 

El género Hyptis se caracteriza por ser rico en aceites esenciales que 

contienen cantidades considerables de mono y sesquiterpenoides.12. 17  Por 

ejemplo, para Hyptis spicigera se han aislado: dos monoterpenoides a-pineno 

y sabineno y el sesquiterpeno P-cariofileno como los constituyentes 

mayoritarios de sus aceites esenciales."' 19  La actividad bacteriostática o 

bactericida de las especies medicinales de este género puede ser atribuida, en 

gran medida a los componentes bioactivos presentes en sus aceites esenCialeS,. 

corno por ejemplo el caral y el linalool.2°  El análisis del aceite esencial de los 

hojas de H. pectInata, mediante cromatogratia de gaSes••espectrometría de 

masas, demostró la presencia del timol como el constituyente mayoritario 

(32.2%), y probablemente, este constituyente sea el responsable de laS 

propiedades antisépticas de esta esencia,2  



Los triterpenos constituyen los productos del metabolismo secundario 

más abundantes y ampliamente distribuidos entre las especies de este género 

y representan derivados pentacíclicos con diferentes grados de oxidación de 

los esqueletos básicos de lugano, oleanano y ursano.'8  Se ha sugerido que la 

actividad citotóxica detectada durante los procedimientos de evaluación de 

extractos orgánicos derivados de remedios tradicionales pertenecientes a la 

familia de las labiadas se asocia con la presencia de grandes cantidades de 

triterpenoides moderadamente citotóxicos,2  como los ácidos ursólico, 2a-

hidroxiursólico y pomólico (fig. 3.1). 

R = R3  =H, R2  = CH3 : ácido ursólico 

R1= OH, R2  = CH3, R3  = H : ácido 2u-hidroxiursólico 

Ri= H, R2  = CH3, R3  = OH : ácido pomólico 

Figura 3.1. Principales triterpenos citotóxicos del género Hyptis. 
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En el género Hyptis se han aislado seis diterpenos, cinco de los cuales 

tienen esqueleto de abietano y un sexto con esqueleto de isopimarano 

(cuadro 1). El extracto metanólico de la raíz de la especie medicinal Hyptis 

fructicosa proporciona tres hidroquinonas: la horminona, la 14-

metoxitaxodiona y el hiptol (fig. 3.2). La 14-metoxitaxodiona constituye el 

principio antitumoral de la fracción diterpénica de esta raíz.`' 22' 23  El ácido 

suaveólico y el suaveolol (fig. 3.2) son otros derivados estructurales del 

abietano que han sido aislados de los extractos orgánicos de las partes aéreas 

de Hyptis suaveolens.24  Por último, el Salzol aislado de Hyptis salzmattil 

(fig. 3.2).25  

Cuadro L-Diterpenos aislados de plantas del género Hyptis. 

Vetenftew A, [ 0(1 7uesite folotai 

Horminona 176-178° C -130 1-1. fructicosa 

14-metoxitaxodiona 170-171°C +113°  FI. fructicosa 

Ácido suaveolico 198-201 	C +612°  H. suaveolens 

Suaveolol 186-187° C +81.3°  H. suaveolens 

Hiptol 202-203° C +56°  H. fructicosa 

Salzol 196-197°C -10.5°  1 I . salzmanii 
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O 

Honninona 14-metoxitaxodiona 

Hiptol 

C=0 

o 

R 

R = CH2OH : Suaeolol 

R = CO2H : ácido sumeólico 

OH 

Salzol 

Figura 3.2. Diterpenos aislados del género tfyptis. 
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Los diterpenos, que presentan una gran diversidad estnictura1,26  son de 

gran interés tanto por su comportamiento químico como por sus propiedades 

biológicas, entre las que destacan su papel en las interacciones planta-insecto 

como inhibidores del crecimiento larvado y antidegustativo.27 	Otras 

importantes actividades biológicas asociadas a los diterpenos son las 

propiedades antitumorales, antimicrobianas y alelopáticas como inhibidores 

del crecimiento vegeta1.27' 28  

La distribución de los Ilavonoides en el género Hyptis es sumamente 

limitada y no se ha realizado ningún estudio quimiotaxonómico para 

establecer su abundancia en este género. Sin embargo, los flavonoides 

aislados se caracterizan por la metoxilación de las posiciones C3, C6 y C8 del 

núcleo básico de apigenina (5,7,4'-trihidroxiflavona).17 	Las fracciones 

lipofílicas de los extractos orgánicos preparados a partir de la salvia blanea 

albida), han demostrado importantes actividades antimicrobianas. que 

pueden atribuirse, en primera instancia, al alto contenido de ácido rosinarínieo 

(0.2% peso seco) y, en segundo término, a la presencia de diverSOs 

flavonoides.2  Entre estos últimos, la cirsimaritina demostró un amplio 

espectro de actividad antimicrobiana en contra de Staphylococcus aui•éas 

[CIM (concentración inhibidora media) = 31.25 	Bacillfis• 
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(CIM = 15 µg/ml); Pseudomonas aeniginosa (CIM --- 31.25 µg/ml) y 

Candida albicans (CIM = 50 pigim1). La ermanina, la nevadensina y la 

isosakuranetina desarrollan una actividad marginal en contra de las bacterias 

Gram positivo (CIM = 50-70 µg/m1).29  La gardenina B y la 5-hidroxi-

41,3,6,7,8-pentametoxiflavona constituyen parte de la fracción citotóxica del 

extracto etanólico de H. tomentosa,30  en tanto que la sideritoflavona es uno 

de los constituyentes moderadamente citotóxicos presentes en las partes 

aéreas de H. verticillato.31  La figura 3.3 ilustra las estructuras de los 

flavonoides bioactivos de algunas especies medicinales del género Hyptis. 

La hierba negra o hierba martina (11. verticillata) representa una fuente 

alternativa a las especies de Podophyllum (Berberidaceae) para la obtención 

de lignanos del tipo de la podofilotoxina (fig. 3.5).31. 32  De tal suerte que las 

propiedades catárticas, antihelmínticas y antitumorales de las infusiones 

preparadas con esta planta, así como su uso tradiciOnal en la dermatología 

para el tratamiento de las verrugas, puede asociarse fácilmente a su elevado 

contenido de lignanos citotóxicos con esqUeletO de atilnaftaleno (fig. 3.4), 

dibenzilbutirolactona (fig. 3.4) y ariltetralina del tipo de la podofilotoxina .  

(fig. 3.5), los cuales poseen un espectro diverso de actividades biodinámiCas 

de gran interés para el desarrollo de agentes farinacológicos novedosos:, 



OH O 

= R2  = R4  = OCH3; R3  = R5  = CH3; Re  = H : 5-0H,41,3,6,7,8-pentametoxiflavana 

• = Re  = 11; R2  = R4  = OCH3; R3  = R5  = CH3 : Garderina B 

• = R4  = R5  = H; R2  = OCH3; R3  = CH3; Re  rz OH :Sideritofiavona 

R1= R4  = R6  = Re  = H; R2  = OCH3; R3  = CH3  : Cimirnaritina 

• = OCH3; R2  = R3  = R4  = Re; R5  = CH3  Ermarina 

R1= R3  = Re  = H; R2  = R4  = OCH3; R5  = CH3: Nesodensina 

HO 

OH O 

lsosakuranetina 

Figura 3.3. Flavonoides bioactivos aislados del género «yds. 



Me0 	OMe 

OMe 

R1 = R2  = H :Deshidrodesoxipodofilotoxina 
R1= H; R2  = OH :Dehidrop -peltantina 

	 = R2  = H: Yatelna 

= OH; R2  = H :Deshidropodofilotoxina 
	

R1  OH; R2  = H: Pododlizol 

= OH; R2  = OCH3  :5-metoxideshidropodofflotoxin 
	

R1= H; R2  = OH: Epipodatiizol 

Figura 3.4. Lignanos citotóxicos con un esqueleto de arilnaftaleno y de 

dibencilbutirolactona de Ilyptis verticillata. 
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Me0 	OMe 

OMe 

Isodesoxipodofilotoxina 

Me0" 	OMe 

OR3  

11/  = OH; R2  = H; R3  = CH3  :Podofilotoxina 
• = H; R2  = OH; R3  = CH3  :13'peltantina 
• = R2  = R3  :4'-D esmetildesoxipodofilotoxina 

• = R2  = H; R3  = CH3  á2: p-Apopicropodofiloto 

OMe 
	

OMe 

Desoxipicnopodotilotoxina 
	

Hyptinina 

Figura 3.5. Livianos citotóxicos con esqueleto de ariltetralina de Hyptis 
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Un grupo distintivo de metabolitos secundarios para este género de 

labiadas, desde el punto de vista quimiotaxonómico, son las 5,6-dihidro-a-

pironas. La estructura de estas 8-lactonas parece estar relacionada con una 

derivación policética a partir de la ruta del acetato-malonato. Sin embargo, no 

debe excluirse la posible participación de carbohidratos en la génesis de estos 

cnetabolitos.33' 34  La distribución de estos compuestos en el reino vegetal es 

amplia,35  sin embargo, sólo se han descrito ocho 8-lactonas en el género 

Ilyptis, las cuales se caracterizan por poseer la misma estereoquímica 

absoluta en el centro gula! C-6.36  La actividad antimicrobiana y citotóxica de 

los extractos orgánicos de H. pectinata se asoció con la presencia de tres 5,67  

dillidro-a-piconas, denominadas con el nombre de pectinólidas A-C (fig. 

3.6)." Se han descrito interesantes propiedades fisiológicas de-posible 

interés terapéutico para esta clase dé compuestos, e.g, actividad 

antiinflamatoria, antipirética, antimicrobiana, antifóngica y , relajante 

inuscular. 



R1 = R2  = OAc : Pectinólida A 

R1 = OH, R2  = OAc : Pectinólida B 

R1 = OAc, R2  = OH : Pectinólida C 

Figura 3.6. Constituyentes antimicrobianos y citotóxicos de Hyptis pectinata. 

3.3 GENERALIDADES FITOOWMICAS Y BOTÁNICAS DE LA 

ESPECIE Hyptis spicigera. 

La investigación etnobotánica realizada -en 1985 de la planta Hyptis 

spicigera se enfocó al uso que dan los granjeros y a:  la eficiencia de esta 

especie para controlar la infestación por insectos de loS granos de garbanzo 

almacenados.'6  En segunda instancia, la priMera investigación fitapinnica 

realizada de las partes aéreas de Hyptis spicigera:Nrmitió la identificación, 

mediante cromatografia de gases-espectrometría de masas, de 34 

constituyentes de naturaleza terpenoide en los aceites esenciales usados en la 

perfumería y en baños medicinales para el tratamiento de enfermedades (le la 

piel en el norte de Nigeria.38  Este análisis demostró un alto contenido de • 
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cariofileno (57-66 %), a pineno (2-5 %), sabineno (4-5 %) y la presencia de 

los ésteres metílicos de los ácidos grasos palmítico (1-1.5 %) y oleico (1.2 

%)19, 38 Recientemente, se aisló del extracto de éter de petróleo de la 

inflorescencia de esta planta una a-lactona, la cual se caracterizó como la 6-

[5,6-(diacetiloxi)-1,2-(epoxi)-3E-hepteni1]-5,6-dihidropiron-2-ona (fig. 3.7), 

mediante el análisis de datos espectroscópicos de IR, 1114N-11-1, RIvIN-13C y 

RMN-homo y heteronuclear.'4  Desafortunadamente, no se proporcionó 

ninguna evidencia para el establecimiento de la configuración absoluta de los 

centros quirales de esta 5,6-dihidro-a-pirona, denominada con el nombre 

trivial de la lactona spicigera. 

El cuadro 11 resume las principales características botánicas de Hyptis 

spicigera. 

645,6-(diacetiloxi)-1,2-(epoxi)-3E-hepteni11-5,6-dillidropiron-2-ona, 

Figura 3.7. 8-lactona aislada de Ilyptis spicigera. 
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Cuadro 	Características botánicas de Hyptis spicigera.39  

9ailia Latniaceae 

ltdmitte ciotgeco, Hyptis spicigera Lam 

Itoodite 0444  Hierba del burro. 

Dog Espigas muy densas, continuas, el cáliz imbricado; 
tallos generalmente ramificados; hojas ovadas. 
Maleza anual comúnmente menor de un metro de alto, 
pero 	hasta 	3 	m, 	más 	o 	menos 	ramificada, 
delicadamente 	hirsuta 	con 	pelos 	diminutos 	y 
escabrosos 	sobre 	los 	ángulos; 	láminas 	foliares 
estrechamente ovadas u ovales, de 3-8 cm de largo, 
agudos en el ápice, uniformemente estrechados en la 
base, 	irregularmente 	aserrados, 	ambas 	superficies 
semi-glabras, menuda y delicadamente hirsutas a lo 
largo de las venas; pecíolos de 1-3 cm de largo; flores 
apretadas en espigas densas, hasta de 8 cm de largo a 
la 	madurez y 	de 	1,5 	cm 	de diámetro; 	braeteolas 
lineares, 	bastante 	rígidas 	para 	la 	sección, 	ciliado 
pectinadas, de 3.5-4 mm de largo; tubo del cáliz en flor 
turbinado, levemente híspido, de 1.5 mm de largo, los 
dientes lineares, erectos, casi de 2 mm de largo, el 
tubo maduro de 5 mm de largo; núculos de 1.3 mm de 
largo.  

Vidu'luza* Extensamente distribuida a través de los trópicos de 
ambos 	hemisferios 	pero 	coleccionada 	más 
frecuentemente en el Viejo Mundo. En las Américas 
puede ser encontrada desde México central y Cuba 
hasta Brasil y Perú. Es coleccionada con frecuencia en 
las Indias Orientales y se presenta con abundancia en 
África tropical en Senegal, Sierra Leona, Nigeria, el 
Sudán, el Congo, Zaire y en Madagascar. 
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IV. PARTE EXPERIMENTAL. 

4.1 TÉCNICAS ANALÍTICAS. 

4.1.1 Procedimientos Generales. 

4.1.1.1 Cromatografía en columna. 

Las técnicas de separación que utilizaron la cromatografia en columna 

se realizaron empacando una columna de vidrio con gel de sílice para 

cromatografia flash de 40 pm (Baker). El sistema de disolventes seleccionado 

que constituyó la fase móvil, se eluyó administrando una presión de 7 lb/pulg2  

con una bomba de mediana presión (GE Motors). 

4.1.1.2 Cromatografía en capa fina. 

Se utilizaron cromatoplacas de vidrio (5 x 10 cm, espesor 0.25 mm) 

cubiertas con gel de sílice 60 F254  (Merck) para los análisis cromatográficos 

de cada uno de los eluatos obtenidos durante la resolución de los extractos 

orgánicos. 

Para la separación y la purificación a nivel preparativo en 

cromatografia en capa fina, se utilizaron cromatoplacas de vidrio (20 x 20 cm, 

espesor 2 mm y 0.25 mm) cubiertas con gel de sílice 60 F254  (Merck). 
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El análisis cromatográfico de cada uno de los eluatos, las fracciones y 

los compuestos puros obtenidos durante la resolución de los extractos totales 

se realizó de la siguiente manera: 

1.- Mediante un capilar fino se tomó una alícuota de la muestra 

problema en solución y se depositó en un punto sobre la superficie de la 

cromatoplaca a una distancia de aproximadamente 1.3 cm por arriba del 

límite inferior. 

2.- La resolución cromatográfica de la muestra problema se efectuó 

mediante el empleo de un sistema de elución adecuado contenido dentro de 

una cámara cromatográfica, la cual previamente se saturó con el eluyente. 

3.- Para la detección de los constituyentes en la placa cromatográfica.,  

en primer lugar, se dejó evaporar el eluyente de la placa y se expuso a la luz.  

de una lámpara con emisión de luz ultravioleta de onda corta (254 nin) y de 

onda larga (365 nm). Se marcó cualquier zona que presentara flUorescencia., 

Finalmente, las placas se impregnaron con el agente cromógeno (cuadro 111) 

mediante aspersión y se revelaron por calentamiento sobre una parrilla a una 

temperatura de 80 'C. 
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Cuadro III.- Agente cromógeno utilizado para la visualización de las 
cromatoplacas. 

Re44tiadot etwooleag 

Sulfato cérico/ H2SO4. Sulfato cérico (12 g) y H2SO4  (22 ml), en 350 g 

de hielo. 

4.1.1.3 Identificación de los compuestos puros. 

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato digital 

(Electrothermal 1-A 9100) y se reportan sin corregir. Los espectros de IR se 

corrieron en un espectrómetro Perkin-Elmer Mod 1600 en la modalidad de 

pastilla de KBr. En general, sólo las absorciones "intensas" se describen. Los 

espectros de RMN-1H y RMN-13C se generaron en los espectrómetros 

Brecker AMX-500 y Varian XL-300, los cuales se operaron a una frecuencia 

de 500 y 300 MHz (espectros de RMN-1H) así como, a 125 y 75.4 MHz 

(espectros de RMN-13C), respectivamente, Los desplazamientos químicos se 

asignaron en unidades S (ppm) referidas al TMS como referencia interna y 

utilizando como disolvente CDCI3. Los espectros de masas fueron registrados 

en un aparato Hewlett-Packard 5985-B mediante ionización química, Las 

rotaciones ópticas se midieron en un polarímetro Perkin-Elmer 241, tras 

previa disolución de la muestra en Me0H. Los Rt se midieron en un 



cromatógrafo de líquidos (Waters 600E), integrado a un detector de índice de 

refracción (Differential Refractometer 410) y conectado a un controlador y 

analizador de datos IBM PC (Millcnnium 2.10). 

4.2 MATERIAL VEGETAL. 

Para el desarrollo del presente trabajo de investigación, se utilizaron las 

partes aéreas de una población de Hyptis spicigera Lam. (Lamiaceae) 

colectadas en Noviembre de 1989 en el Km 18 de la carretera Jalapa-

Veracruz, estado de Veracruz, México. Un ejemplar de esta especie se 

depositó en el Herbario Nacional (Voucher H-2 M21851), Instituto de 

Biología, Universidad Nacional Autónoma de México, 

4.3 EXTRACCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL. 

4.3.1 Primera extracción. 

El material vegetal seco (787,5 g) se cortó en pequeños trozos que 

posteriormente se molieron hasta obtener un polvo fino. Esta materia prima se 

sometió a una extracción por maceración con hexano (4 1) a temperatura 

ambiente, durante 5 días. Posteriormente, el disolvente de extracción se 

decantó y filtró para ser concentrado por destilación a presión reducida. Esta 
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operación se repitió en tres ocasiones. Finalmente, se obtuvo un total de 37.5 

g del extracto hexánico. 

4.3.2 Segunda extracción. 

El material vegetal residual se sometió a una extracción adicional con 

una mezcla de cloroformo-metanol (1:1), siguiendo el procedimiento descrito 

anteriormente. Esta segunda extracción proporcionó un total de 54.5 g de un 

residuo pastoso de color verde obscuro. 

4.4 RESOLUCIÓN DE LOS EXTRACTOS MEDIANTE MÉTODOS 

CROMATOGRÁFICOS. 

Los extractos orgánicos (hexánico y cloroformo-metanólico). se 

adsorbieron en gel de sílice para cromatogralla flash, por separado. Cada uno 

se empacó con gel de sílice para cromatografia flash en . una :columna 

cromatográfica para su posterior fraccionamiento (cuadro 1V). 

Una vez que cada una de laS columnas se preparó para la resolución del 

extracto correspondiente, la elución se realizó mediante el uso de muy bomba 

generadora de presión para la administración de la Mezcla -  de -  disolventes 

adecuada en forma de un gradiente de polaridad creciente. El volumen de los 

eluatos se concentró independientemente al vacío a presión reduCida. Cada 



uno de los eluatos se analizaron por CCF y las fracciones se reunieron 

tomando en cuenta la homogeneidad cromatográfica (Rt) de los 

constituyentes presentes. Finalmente, a partir de cada extracto se obtuvieron 

dos fracciones para su posterior análisis químico (cuadro V), las cuales se 

sometieron de manera independiente a un proceso de separación con el fin de 

poder aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en 

cada uno de ellos. 

Las fracciones de menor polaridad en ambos extractos representaron 

sólo una mezcla de ceras y grasas por lo que no se continuó con su estudio. 

Cuadro IV.- Condiciones de preparación y elación dé las columnas 

cromatográficas. 

&meto firoldariede 
a----, 

1144 gbiett 4 d e  

Hexánico 50g 500g 100 ml 

Cloroformo-Metanólico 30g 450g 200 inl 

gramos de gel de sílice utilizados para adsorber la muestra. 
gramos de gel de sílice utilizados para empacar la columna. 

e volumen de los eluatos colectados. 
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Cuadro V.- Fraccionamiento de los extractos orgánicos totales. 

&Orada 

Ilexánico 

adect4 
,........./ ---.4t4C7,-.1= 

SUart 
--.......--......- 

9744Cam 
2......-.. 

Peda 

1-1()'L  —rie-x' ano-  

__________..______.___.. 
11-26 

27-40 

bexano-CHCI3  (8:2) 

bexano-CHC13  (1:1) 
___,............_ _____ 

41-52 hexano-CHCI3  (1:1) 

53-69 CHCI3  

70-82 CHCI3-Me2CO (9:1) 1 513 mg 

83-113 CHCI3-Me2C0 (9:1) II 26.7 g 

CHCI3-MeOH 

(1:1) 

1-5 CHCI3  

6-8 CHCI3-Me2C0 (6:4) 

9-16 CHC13-Me2C0 (6:4) 111 10 g 

17-22 CHCI3-Me2C0 (6:41 

23-37 CHCI3-Me2CO (4:6) IV 

38-45 CHC13-Me2C0 (4:6) 

46-54 

55-58-----Ic2Z,Z,Vea -(13V-  

Me2C0 

--Ie2(7511\115IT("W 

--- 	— 

— --- 
.- 

-. 

_........_ 

59-62--  

.. 	____. 
63-70 

._...__.___._.._.._ 
Me01-1 

. 	....,_„„„.... 

La figura 4,1 ESquematiza mediante un diagrama de • bloques, la 

secuencia de trabajo desarrollada en el presente estudio fitoquírrtico. 
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Fig 4.1 Estrategia desarrollada para el estudio fitocit túnico de Ifypti.s. spicigera. 

Material Vegetal 
(787.5 g) 

HeNano 

Extracto hexánico 
(37.5g) 

Fraccionamiento 
CC 

Residuo vegetal 

CLIC13-Meal 
(1:1) 

Reunión de eluatos 

Residuo vegetal Extracto CHC13-Me0H 
(desechar) 	(54.5 g) 

Fraccionamiento 
CC 

Reunión de eluatos 

Aislamiento y purificación 
de metabolitos 

Preparación de derivados 

Determinación de des. físicas 
y propiedachs espectroscópicas 

Caracterización de los metabolitos 
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4.5 AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LOS CONSTITUYENTES 

MAYORITARIOS DE LOS EXTRACTOS HEXÁMCO Y 

CLOROFORMO-METANÓLICO. 

4.5.1 Extracto hexánico. 

4.5.1.1 Resolución de la fracción I. 

4.5.1.1.1 Aislamiento y purificación del compuesto HS I-2A (ácido ent-

kaur-16-en-19-óico). 

La fracción I (Cuadro V) se recromatogralió en una columna de 4 cm 

de diámetro, con una altura de la gel de sílice para cromatografía flash, de 20 

cm y utilizando 88 g del material adsorbente. La elución se inició con el 

sistema de disolventes hexano-CHC1, (8:2), incrementando la polaridad con 

CHC13  y Me2CO. Se colectaron eluatos de 50 ml cada uno, obteniéndose 188 

mg de las subfracciones 173-225 eluidas con hexano-ClC13  (1:9). Esta 

subfracción se sometió a un proceso de purificación en CC utilizando una 

columna de 2 cm de diámetro y 14 g de gel de sílice para cromatografía flash. 

para obtener una altura de 20 cm. La elución se inició con hekano-CHC13  

(6:4), y se incrementó la polaridad con CHC13. El volumen de los eluatos 

colectados fue de 20 ml cada uno; las subfracciones 31-36 obtenidas de esta 
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segunda recromatografía proporcionaron 75 mg de un constituyente en forma 

pura, el cual se denominó con la clave 118 I-2A. 

4.5.1.2 Resolución de la fracción II. 

4.5.1.2.1 Aislamiento y purificación del P-sitosterol. 

La fracción II (Cuadro V) se sometió a un proceso cromatográfico en 

una columna de 6 cm de diámetro, utilizando 362 g de gel de sílice para 

cromatografía flash, para alcanzar una altura de 35 cm en la columna. Hl 

volumen de los eluatos colectados fue de 50 ml cada uno. Las subfracciones 

153-188 eluidas con CLIC13  proporcionaron 180 mg de un residuo verdoso, el 

cual se recromatografió en una columna de 3 cm de diámetro, con una altura 

en la columna de 20 cm y utilizando 50 g de gel de sílice para cromatografía 

flash. Se colectaron eluatos con un volumen de 30 ml cada uno. De esta 

recromatografía, se colectaron las fracciones 1-87, eluidas .con un sistema de 

disolventes que consistió de la mezcla de hexano-C171C13, Estas. fraccioneS se 

purificaron posteriormente mediante Celz a nivel preparativo usando el 

sistema de disolventes ClIC13-Me2CO-heano (9:1:0.5) para obtener 54 mg 

del P-sitosterol. El cuadro VI muestra el valor de Itf encontrado para este 
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metabolito en diferentes sistemas de elución. El proceso de su identificación 

se realizó mediante la comparación con una muestra auténtica. 

Cuadro VI.- Valores de Rf para el p-sitosterol en CCF. 

Sed 	de eb.,tedét emoodea4  

AcOEt-Me2C0 (1:1) 0.82 

Me2CO-Me0F1 (8:2) 0.8 

CHC13-AcOEt (1:1) 0.71 

Me01-1-CHCI3  (2:8) 0.68 

hexano-AcOEt (1:1) 0.58 

La figura 4.2 esquematiza la secuencia desarrollada para el aislamiento 

y la purificación de los constituyentes mayoritarios del extracto hexánieo de 

Hyptis spicigera. 
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Fig. 4.2 Fraccionamiento del extracto hexánico de Hyptis spicigera. 

Extracto hexánico 
(37.5g) 

Fraccionamiento preliminar 

(CC) 

Fracción I (70-82) 
CHC13-Me2C0 (9:1) 

Aislaniento 

(CC) 

Subfracción (173-225) 
CHCIrhexano (9:1) 

Purificación 
(CC) 

Subfracción (31-36) 
CHC13-hexano (75:25)  

Fracción II (83-113) 
CHC13-Me2CO (9:1) 

Aislamiento 

(CC) 

Subfracción (153-188) 
CHC13  

Purificación 
(CC) 

Subfracción (1-87) 
(Hex --- CHC13) 

HS I-2A (75 mg) 
Purificación (CCF) 

CHC13-Me2C0-hexano (9 0.5) 

(3-sitosterol (54 mg) 



4.5.2 Extracto cloroformo-metanólico. 

4.5.2.1 Resolución de la fracción III. 

4.5.2.1.1 Detección del ácido ursólico. 

Se detectó la presencia del ácido ursólico en los eluatos 9-16 

provenientes de la columna original utilizada para el fraccionamiento del 

extracto cloroformo-metanólico (ver cuadro V). Este ácido representó un 

compuesto mayoritario (100 mg) y su presencia se determinó mediante la 

comparación con una muestra auténtica de sus constantes espectroscópicas y 

del valor de Rf en diversos sistemas de elución (cuadro VII). 

Cuadro VII.- Valores de Rf para el ácido ursólico en CCF. 

[ Sidtema de daca« emitoucao n 

AcOEt-MeOH I 	(2:8) 0.82 

Me2CO-Me01-1 (8:2) 0.79 

hexano-Me2C0 (3:7) 0.75 

CHC1,-AcOEt (1:1) 0.69 

Me011-CHC13  (2:8) 0.64 
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4.5.2.2 Resolución de la fracción 1V. 

4.5.2.2.1 Fraccionamiento primario. 

La fracción IV (Cuadro V) se sometió a una recromatografía en una 

columna de 5 cm de diámetro y 23 cm de altura de gel de sílice para 

cromatografia flash, utilizando 200 g del mismo adsorbente. El volumen 

colectado de los eluatos fue de 50 ml cada uno. De esta forma, se colectaron 

las subfracciones 83-86, 87-90 y 91-103, las cuales se procesaron por 

separado. 

4.5.2.2,2 Aislamiento y purificación del compuesto 11S-Am (19-acetoxi-

2(47a-dibidroxilabda-8(17),13Z-dien715-al). 

Las subfracciones 83-86 resultantes del fraccionamiento primario se 

colectaron con el sistema de elución CLICI1-Me2C0 (7:3) y proporcionaron 

un residuo con un peso total de 49 mg. Estas subfi•acciones se sometieron a 

un fraccionamiento adicional en una columna de 2 cm de diámetro y 

utilizando 25 g de gel de sílice para cromatografía flash para alcanzar. Una 

altura de 20 cm. Se 'colectaron eluatoS de 25 ml cada uno, De esta 

recromatografia se obtuvieron las subfracciones 39-50, eluidas con el sistema 

de disolVentes 0-1C13-Me2C0 (8:2), se purificaron mediante CCF a nivel 

preparativo con el sistema de elución CHCli-Me2C0-hexano (54.5:1):  y 
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proporcionaron 5.6 mg de un compuesto en forma pura, el cual se denominó 

con la clave 11S-Am. 

4.5.2.2.3 Aislamiento y purificación del compuesto 11S-Ax (19-acetoxi-

2a,7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona). 

Las subfracciones 87-90 del fraccionamiento primario proporcionaron 

230 mg de un residuo que correspondió a la elución con el sistema de 

disolventes CHC13-Me2C0 (7:3). Esta subfracción se recromatogratió en una 

columna de 3 cm de diámetro y utilizando 50 g de gel de sílice para 

cromatografía flash para obtener una altura en la columna de 20 cm. Sé 

colectaron eluatos con u.n volumen de 300 ml cada uno. Mediante este 

proceso se aislaron las subfracciones 16-34, las cuales se purificaron en Caz 

a nivel preparativo eluyendo dos veces con el sistema de disolventeS C11C1 
3 

Me2CO-hexano (5:5:1.5) para proporcionar 20 mg de un compuesto puro, 

denominado con la clave 11S-Ax. 

4.5.2.2.4 Aislamiento y purificación del compuesto 11S-Ae (15,19- 

diacetoxi-2a,7a-dibidroxilabda-8(17) 13Z-dieno). 

1,as subfracciones 91-103 (4.5 g), obtenidas a path del fraccionamiento 

primario con el sistema de elticiOn CHC13-M -2CÓ 	' se 

recromatografiaron en una columna de 5 cm de diámetro y utilizando 200 g de 



gel de sílice para cromatografla flash para obtener una altura de 24 cm. El 

volumen de los eluatos colectados fue de 100 ml para las primeras 37 

fracciones y de 50 ml para las restantes. Se reunieron las fracciones 34-59 y 

60-83 para su posterior análisis. 

La purificación de las fracciones 34-59 se realizó mediante CCF a 

nivel preparativo con el sistema de elución CHC13-Me2CO-hexano (5:4.5:1) 

para obtener de esta manera, 3.8 mg de un compuesto puro denominado con 

la clave HS-Ae. 

4.5.2.2.5 Aislamiento y purificación del compuesto HS-A (19-acetoxi-

11,7a-15-trihidroxilabda-8(17),13Z-dieno). 

4.5.2.2.5. a Cromatografía en columna. 

Las fracciones 60-83 (3.5 g), obtenidas de la resolución de las 

subfracciones 91-103 (ver sección 4.5.2.2.4), se sometieron a una 

recromatografia en una columna de 4 cm de diámetro utilizando 200 g de gel 

de sílice para cromatografia flash y obtener 45 cm de altura en la columna. El 

volumen de eluatos colectados fue de 125 ml cada uno. Este procedimiento 

permitió la obtención de 2.8 g de las subfracciones 49-63, las cuales se 

recromatografiaron en CC, utilizando una columna de 5 cm de diámetro, con 

una altura de gel de sílice para cromatografía flash de 20 cm, para lo cual se 
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necesitaron 200 g del material adsorbente. Se colectaron eluatos de 100 ml 

cada uno. Las subfracciones 85-103 (1.42 g) de esta segunda recromatografia 

se purificaron mediante cromatogafía en una columna con un diámetro de 3 

cm, utilizando 50 g de gel de sílice para cromatografía flash para alcanzar una 

altura de 20 cm en la columna. El volumen de los eluatos colectados fue de 

500 ml cada uno. Las subfracciones 9-18 de esta última recromatografia 

proporcionaron 350 mg de un compuesto de consistencia aceitosa y que se 

denominó con la clave HS-A. 

La figura 4.3 esquematiza la secuencia desarrollada para el aislamiento 

y purificación de los constituyentes mayoritarios del extracto cloroformo-

metanólico de iflyptis spicigera. 

4.5.2.2.5.b Cromatografta de líquidos de alta resolución. 

La purificación final del compuesto HS-A se logró mediante el empleo 

de la cromatografía de líquidos, utilizando un sistema cromatográfico Waters, 

integrado a una bomba modelo 600, un detector de indice de refracción 

modelo 410 y una columna preparativa de fase normal (1.1Porasil; 250 x 21.2 

mm, diámetro de partícula = 10 pm). En este análisis la fase móvil consistió 

de un sistema isocrático de hexano-AcOEt (1:4) con un flujo de 6 ml/min, 

durante 45 min (fig. 4.4). 



Purificación(CC) 

Subfracdón (49-63) 
CHC13-1VIe2C0 (75:25) 

Plaificación(CC) 

Subfracción (85-103) 
CHC13-Me2C0 (8:2) 

Purificación(CC) 

Subfracción (9-18) 
C1103-Me2C0 (65:35) 

Purificación 
(CCF) 

11S-Ae (3) 
(3.8 mg) 

Fig 4,3 Fraccionamiento dd extracto cloruro mumnetanólico de Hyp tis spicigera. 

Extracto CHCI3-Me011 
54.5 g 

Fraccionaniento preliminar 
(CC) 

Fracción 111 (9-16) 
CHC13-111e2C0 (6:4) 

ácido ursólico Fraceionankoto 
(CC) 

Racción1V (23-37) 
CHC13-111ie2C0 (4:6) 

Subfracción (83-86) 
ClIC13-Me2C0 (7:3) 

• Aislamiento 
(CC) 

Subfracaón (87-90) 
CHC13-Me2C0 (7:3) 

Subfracción (91-103) 
CIIC13-117fe2C0 (1:1) 

Aislamiento (CC) 

Fracción (34-59) 	Fracción (60-83) 
CHC13-111e2C0 (7:3) 	CLIC13-111e1C0 (1:1) 

Aislamiento 
(CC) 

Subfracdón (39-50) 
CHC13-Me2C0 (8:2) 

Purificación 
(CCF) 

EIS-Am (2) 
(5.6 mg) 

Subfracdón (16.34) 

CHC13-Me2C0 (9:1) 

Purificación 
(CCF) 

HS-Ax (4) 
(20 mg) 

Pizificación 
(IPLC) 

FIS-A (1) 
(350 mg) 
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Figura 4.4. Análisis mediante cromatografía de líquidos de la fracción IV del 

extracto cloroformo-metanólico de Hyptis spicigera. 

Condiciones instrumentales: columna, fase normal 1Porasil 

(ISCO, 250 X 21.2 mm; 10 pm); fase móvil, Hexano-AcOEt 

(1:4), 6 ral/min; detector, índice de refracción; concentración de 

la muestra 1 mg/10 pl. Asignación de los picos: 1, HS-A (Rt = 

26.22); 2, HS-Am (Rt = 19.18); 3, HS-Ae (Rt = 14.63); 4, HS-

Ax (Rt = 20.50); 5, impureza (Rt = 10.8); 6, constituyente 

minoritario no caracterizado (Rt = 15,5). 
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Se inyectaron alícuotas (500 pil) de una solución hexano-AcOEt (1:4) 

de las fracciones 9-18 obtenidas de la CC (ver sección 4.5.2.2.5.a) a una 

concentración de 0.1 mg/µ1. Este procedimiento repetido en sucesivas 

ocasiones permitió la obtención del compuesto 11S-A (Rt = 26.16 min) con 

una pureza del 100%. 

4.5.2.2.6, Determinación de los factores de retención (RO para los 

diterpenos. 

Los Rf para cada uno de los diterpenos aislados de Hyptis spicigera se 

determinaron mediante la cromatografía en capa fina utilizando gel de sílice 

como la fase estacionaria. Los procedimientos para la realización de los 

análisis cromatográficos se describieron anteriormente. (ver sección 4.1.1.2). 

La figura 4.5 muestra la cromatografía en capa fina para cada uno de los 

diterpenos purificados. 
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A =HS-A 
B =HS-Ae 
C =HS-Arn 
D =HS-Ax 

• e 

A 13 C D 
CHC1

3 
 -He CO¡1- 1) 

Figura 4.5. Cromatografia en placa fina de los diteipenos de Hyptis 

spicigera. Condiciones cromatográficas: cromatoplaca de vidrio 

(5 x 10 cm, espesor 0.25 mm) cubierta con gel de sílice 60 F254; 

sistema de elución: CHC13-Me2C0 (1:1). Asignación de las 

bandas: A, HS-A (Rf = 0.34); 13, HS-Ae (Rf = 0.57); C, HS-Am 

(Rf = 0.48); D, HS-Ax (Rf = 0.44). 
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4.6 PREPARACIÓN DE DERIVADOS. 

A continuación se describe la metodología utilizada en las reacciones 

químicas realizadas a los productos aislados de Hyptis spicigera, mismas que 

fueron desarrolladas para facilitar la completa identificación y caracterización 

de los productos naturales. En todos los casos, el desarrollo de las reacciones 

y la obtención de los derivados se comprobó mediante CCF. 

4.6.1 Reacción de alquilación con diazometano. 

4.6.1.1 Preparación del reactivo. 

A una solución de KOH (7 mg en 12 Id de agua destilada), 36 Id de 

Eta' y 22 Id de Et20 se adicionaron 35.5 mg de N-inetil-N-nitroso-p-

toluensulfonamida (Diazald) en 42 gl de Et20. La mezcla de reacción se 

mantuvo en agitación continua a una temperatura de 5 °C. Después de cinco 

minutos, el CH2N2  etéreo se destiló utilizando un baño maría (58-60 °C). El 

destilado se colectó en 5 ml de Et20 en un baño de hielo. 

4.6.1.2 Alquilación de HS 1-2A. 

50 mg del compuesto (IIS I-2A) se disolvieron en 5 ml de CHCI3 y se 

alquilaron con un exceso de solución etérea de CH2N2  a una temperatura de 5 

°C. La adición del agente alquilante se efectuó hasta que ya no se observó 



desprendimiento de nitrógeno. La cromatografía en capa fina a nivel 

preparativo con el sistema de elución CHC13-Me2C0 (9:1) permitió la 

purificación de 44.9 mg del derivado metilado denominado con la clave HS 

1-2Am. 

4.6.2 Reacción de acetilación. 

4.6.2.1 Acetilación total de HS-A. 

Las fracciones 60-65 (159.8 mg) provenientes del aislamiento del 

compuesto HS-Ae (ver sección 4.5.2.2.4), se disolvieron junto con 17.9 mg 

del compuesto HS-A en 1.7 ml de Ac20 y 0.85 ml de piridina. Esta mezcla de 

reacción se mantuvo con agitación continua a temperatura ambiehte durante 

24 h. Posteriormente, se procedió a extraer el producto de reacción 

adicionando 5 ml de agua destilada. La mezcla se mantuvo en agitación 

durante 5 min y se realizaron 3 extracciones sucesivas utilizando en cada una 

volCunenes de 5 ml de AcOEt. Las fases orgánicas se reunieron y se trataron 

con 5 ml de HC1 (por tres ocasiones), seguido de un tratamiento alcalino con 

una solución saturada de NaHCO3  (7 m1). Por último, la fase orgánica se lavó 

dos veces con 5 ml de agua destilada en cada ocasión. Esta fase se secó con 

Na2SO4  anhidro y se concentró a presión reducida. Finalmente, el producto se 
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purificó mediante CC, utilizando 25 g de gel de sílice para cromatografia 

flash en una columna de 2 cm de diámetro y alcanzar una altura de 20 cm. El 

volumen de los eluatos fue de 25 ml cada uno. De esta manera, se obtuvieron 

45 mg del producto denominado con la clave IIS-Aac a partir de las 

fracciones 12-16, eluidas con hexano-AcOEt (75:25). 

Acetilación parcial de HS-A. 

57 mg del compuesto HS-A se disolvieron en 14 Id de Ac20 y 12 µl de 

piridina. Esta mezcla de reacción se mantuvo en agitación continua en baño 

de hielo (-5 °C) durante 10 min. Posteriormente, se procedió a extraer el 

producto de reacción adicionando 2.5 ml de agua destilada; la mezcla se 

mantuvo en agitación durante 5 min, se realizaron tres extracciones sucesivas 

utilizando en cada una volúmenes de 2.5 ml de AcOEt. La fase orgánica se 

trató con 2.5 ml de HC1 (por dos ocasiones), seguido de un tratamiento 

alcalino con una solución saturada de NaHCO3  (5 m1). Por último, la fase 

orgánica se lavó dos veces con 2.5 ml de agua destilada en cada ocación. Esta 

fase se secó con Na2SO4  anhidro y se concentró a presión reducida. 

Finalmente, el producto se purificó mediante CCF a nivel preparativo, 

utilizando el sistema de elución CHC13-Me2C0 (6:4), obteniendose 9.5 mg de 
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un compuesto puro (Rf = 0.57), el cual fue idéntico al producto natural HS- 

Ae. La banda con Rf = 0.34 permitió la recuperación de 14.6 mg de la 

materia prima (HS-A). 

4.6.3 Reacción de oxidación alflica. 

10.8 mg del compuesto denominado HS-A se disolvieron en 2 ml de 

CHC13  y se le adicionaron 116 mg de Mn02  dejándose en agitación a 

temperatura ambiente durante 16 h. Posteriormente, la mezcla de reacción se 

filtró sobre celita y el filtrado se concentró a presión reducida para su 

posterior purificación mediante CC en una pipeta pasteur empacada con gel 

de sílice 60 Merck (Malla 70-230). La elución se llevó a cabo mediante la 

adición de CHC13  como la fase móvil. Se colectaron volúmenes de 2 ml cada 

uno, obteniéndose 5.6 mg de un producto puro a partir de las fracciones 8-21, 

el cual fue idéntico al producto natural HS-Am. 
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4.7 CARACTERIZACIÓN DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS 

AISLADOS. 

4.7.1 Caracterización del compuesto HS I-2A (ácido ent-kaur-16-

en-19-óico). 

El compuesto Ha I-2A se aisló como un sólido amorfo de color blanco 

y presentó las siguientes propiedades físicas y espectroscópicas: 

pf = 163-165°C, 

IR y max (KBr): Espectro No. 1. 

3062, 2928, 1694, 1464, 1262, 1182, 874, 740 cm-I  

RMN-1H (300 MHz, CDC13, 'TMS): Espectro No. 2. 

3 4.80 (11-1, s a, 1-1-17); 4.74 (1H, s a, H-17'); 1.24 (3H, s, H-18); 

0.95 (31-1, s, H-20). 

RMN-13C (75.415.411z, CDC1 TMS): Espectro No, 3. 

184.08 (C-19), 155.85 (C-16), 102.95 (C-17), 57,01 (C-5), 55.07 

(C-9), 48.92 (C-15), 44.22 (C-4), 43.82 (C-13), 43.73 (C-8), 41.26 

(C-14), 40,68 (C-7), 39.67 (C-10 y C-1), 37.79 (C-3), 33,11 (C- 

12), 28.96 (C-18), 21.83 (C-6), 19,09 (C-11), 18,45 (C-2), 15,62 

(C-20). 



EMIE m/e (int,rel.): Espectro No. 4. 

302 {M}+  (29.2), 287 (35.7), 259 (48.7), 257 (20.9), 256 (12.3), 

243 (27.9), 241 (37.2), 213 (34.9), 187 (21.8), 149 (62), 	131 

(76.7), 105 (65.4), 93 (61.1), 91 (58.6), 57 (100), 

La identificación de este metabolito secundario como el ácido ent-kaur-

16-en-19-óico se realizó mediante comparación con una muestra auténtica." 

17.2 Caracterización del compuesto HS I-2Am (ent-kaur-16-en-19-

oato de metilo). 

La alquilación del compuesto HS I-2A permitió la obtención de un 

producto denominado con la clave HS I-2Am. Este derivado se aisló como 

un sólido de color blanco. Las constantes fisicas y las propiedades 

espectroscópicas de este compuesto correspondieron con las descritas para el 

ent-kaur-16-en-19-oato de metilo41  y son las siguientes: 

pf = 71-72 'C. 

IR v máx (KBr): Espectro No. 5, 

2922, 2850, 1724, 1460, 1374, 1234, 1150, 1032 cm-1 . 

RMN-41 (300 MHz, CDCI3, TMS): Espectro No. 6. 

8 4.80 (114, s a, H-17); 4.74 (111, s a, H-17'); 3.63 (31-1, s, -0C1-13); 

1.17 (3H, s, 1-1-18); 0.84 (3H, s, H-20). 
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RMN-13C (75.4 MHz, CDC13, TMS): Espectro No. 7. 

178.05 (C-19), 155.85 (C-16), 10292 (C-17), 57.04 (C-5), 55.07 

(C-9), 51.10 (-CH2CH3), 48.92 (C-15), 44.22 (C-4), 43.82 (C-8 y 

C-13), 41.29 (C-14), 40.74 (C-7), 39.67 (C-1), 39.42 (C-10), 38.09 

(C-3), 33.11 (C-12), 28.75 (C-18), 21.93 (C-6), 19.15 (C-11), 

18.42 (C-2), 15.43 (C-20). 

4.7.3 Caracterización del compuesto HS-Am (19-acetoxi-2a17a. 

dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-01). 

El compuesto HS-Am se aisló como un aceite incoloro, que con el 

paso del tiempo adquiere una coloración amarillo ámbar Rf = 0.48 (fig. 4.5). 

Este metabolito secundario se caracterizó como el 19-acetoxi-2a,7a- 

dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-a1 y presentó las siguientes propiedades 

físicas y espectroscópicas: 

[a]) = + 10° 

IR y máx (1(13r): Espectro No. 8. 

3382, 2926, 2858, 1732, 1667, 1456, 1374, 1246, 1128, 1058, 902 

CM . 

RMN-111 (300 MHz, C6D6, TMS): Espectro No. 9. 
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S9.89OH,d,J=8.1 Hz, H-15); 5.85 (1H, d, J = 8.1 Hz, 1-1-14); 

5,44 (IH, s a, 1-1-17); 4.58 (11-1, s a, H-17'); 4.19 (1H, d, J = 11.4 

Hz, H-19); 3.73 (1H, d, J = 11.4 Hz, 1-1-199; 3.69-3.53 (2H, m, H-

7; H-2); 1.69 (3H, s, CH3C0-); 1.44 (3H, s a, H-16); 0.88 (3H, s, 

H-18); 0.55 (3H, s, H-20). 

RMN-'3C (75.4 MHz, C6D6, TMS): Espectro No. 10. 

190.19 (C-15), 170.47 (CH3C0-), 162.91 (C-13), 149.28 (C-8), 

129.59 (C-14), 104.78 (C-17), 73.38 (C-7), 66.98 (C-19), 64.33 

(C-2), 53.42 (C-9), 52.98 (C-5), 47.63 (C-1), 45.26 (C-3), 40.19 

(C-10), 38.59 (C-4), 33.61 (C-6), 30.38 (C-12), 27.67 (C-18), 

24.17 (C-16), 21.86 (C-11), 20.38 (C11.3C0-), 16.14 (C-20). 

EMIQ 1n/e (int.rel.): Espectro No. 11. 

379 {M+H}+  (16.8), 378 (9.2), 377 (9.0), 361 {M+H-1-120}+  

(47.6), 343 {M+1-1-2I-I20}+  (61.0), 301 (1V1+H-2H20-C21-120) 

(76.5), 283 {M+H-3H2O-C21120}+  (100), 265 {M+FI-4H20-

C2H20} (57.8), 257 (24.0), 255 (35.1), 239 (37.1), 205 (5.0), 199 

(36.2), 187 (13.7), 149 (17.2), 133 (16.5), 125 (6.3), 121 (30.5), 

119 (26.2), 111 (8.3), 109 (22.3), 107 (33.8). 
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4.7.4 Caracterización del compuesto HS-Ax (19-acetoxi-2a, 7a-

dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona). 

El compuesto HS-Ax con Rf = 0.44 (fig. 4.5) se purificó en forma de 

un aceite incoloro. La estructura de este compuesto se caracterizó como la 

19-acetoxi-2a,7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona y presentó las 

siguientes propiedades físicas y espectroscópicas: 

IR y máx (KBr): Espectro No. 12. 

3398, 2928, 2857, 1732, 1372, 1244, 1034, 980, 906 cm"1 . 

RMN-1H (500 MHz, CDCI3, TMS): Espectro No. 13. 

85.21 (111, s a, H-17); 4.65 (1H, s a, H-17'); 4.12 (111, d, J = 11.1 

Hz, H-19); 3.94-3.85 (21-1, m, H-7; H-2); 3.77 (I H, d, J = 11.1 Hz, 

H-19'); 2.08 (3H, s, H-16); 2.02 (31-1, s, CLI3C0-); 1.03 (3H, s, 11-

18); 0.71 (31-1, s, H-20). 

RMN-113C (125 MIlz, CDC13, TMS): Espectro No. 14. 

8 208.73 (C-13), 171.12 (CH3C0-), 148.80 (C-8), 104.35 (C-17), 

73.69 (C-7), 66.92 (C-19), 64.75 (C-2),  54.00 (C-9),  52.89 (C-5), 

47.71 (C-1), 44.98 (C-3), 42.07 (C-12), 40.54 (C-10),  38.57 (C-4), 

33.49 (C-6), 30.02 (C-16), 27.74 (C-18), 20.90 (CLI3, CO-), 17.37 (C- 

11), 15.88 (C-20). 
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EMIQ m/e (intsel.): Espectro No. 15. 

353 {M+H}-1.  (1.4), 335 {M4.11-I-I20}+  (11.7), 317 {M-I-H-21120}' 

(13.8), 309 {M+H-C21-140}+  (8.1), 279 (37.2), 275 {M-I-H-2H2O-

C2H20}÷  (15.9), 257 {M-1-1-1-3H2O-C21-120} (50.2), 205 (32.8), 

199 (18,3), 187 (5.2), 149 (29.0), 133 (11.5), 125 (10.0), 121 

(11.1), 119 (40.6), 111 (13.0), 109 (12.0), 107 (100). 

4.7.5 Caracterización del compuesto HS-Ae (1119-diacetoxi-

2a,7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dieno). 

El compuesto de menor polaridad con Rf = 0,57 (fig. 4.5) denominado 

HS-Ae se aisló como un aceite incoloro y su estructura se caracterizó como el 

15,19-diacetoxi-2«,7a-dibidroxilabda-8(17),13Z-dieno. Este compuesto 

presentó las siguientes propiedades físicas y espectroscópicas: 

IR y máx (KBr): Espectro No. 16. 

3380, 2924, 2856 1730, 1456, 1374, 1240, 1126, 1056, 900 cm-l.  

RMN-'H (300 MHz, CDCI3, TMS): Espectro No. 17. 

5 5.36 (1H, dd, J = 6.9, 7.0 Hz, H-14); 5.29 (I H, s a, H-17); 4.78 

(1H, s a, H-17'); 4.57-4.45 (2H, m, 1-1-15); 4.18 (111, d, J = 11.1 

Hz, H-19); 3.92 (21-1, m, H-7; I-1-2); 3.77 (11-1, d, J = 11.1 Hz, 1-1- 
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19'); 2.054 (3H, s, CIL1.3C0-); 2.052 (3H, s, C113C0-); 1.75 (311, s 

a, 1-1-16); 1.06 (3H, s, 1-1-18); 0.72 (3H, s, 11-20). 

.RMN-"C (75.4 MHz, CDC13, TMS): Espectro No. 18. 

8 171.5 (CH3C0-), 170.0 (C1-13C0-), 144.20 (C-13), 142.23 (C-8), 

119.87 (C-14), 104.31 (C-17), 73.74 (C-7), 66.94 (C-19), 64.79 

(C-2), 61.13 (C-15), 53.69 (C-9), 53.01 (C-5), 47.60 (C-1), 45.14 

(C-3), 40.34 (C-10), 38.62 (C-4), 33.20 (C-6), 30.07 (C-12), 27.73 

(C-18), 23.27 (C-16), 21.48 (C-11), 20.90 112(1.11-13C0-)1, 16.13 (C-

20). 

4.7.6 Caracterización del compuesto HS-A (19-acetoxi-2a1 7a,15-

trihidroxilabda-8(1 77),1 3Z-dieno). 

El compuesto IIS-A de mayor polaridad con Rf = 0.34 (fig. 4.5) se 

purificó como un aceite incoloro translucido y se caracterizó como el 19- 

acetoxi-2a,7a,15-tribidroxilabda-8(17),13Z-dieno. Este diterpeno presentó 

las siguiente propiedades lisicas y espectroscópicas: 

Ca]» = + 58° 

IR y máx (K13r): Espectro No. 19, 

3368, 2926, 2856, 1724, 1456, 1374, 1246, 1034, 902 cm-1. 
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RMN-111 (500 MHz, CDCI3, TMS): Espectro No. 20. 

8 5.40 (1H, dd, J = 6.4, 7 Hz, 1-1-14); 5.26 (1H, s a, H-17); 4.77 

(1H, s a, 1-1-17'); 4.14 (I H, d, J = 11.1 Hz, H-19); 4.03 (21-1, d a, J 

= 7 Hz, I-1-15); 3.92-3.86 (21-1, m, 11-7; 14-2); 3.75 (1H, d, J = 11.1 

Hz, 1-1-19'); 2.03 (3H, s, C113C0-); 1.74 (31-1, s a, 1-1-16); 1.03 (31-1, 

s, H-18); 0.70 (31-1, s, H-20). 

RMN-13C (125 MHz, CDC13, TMS): Espectro No. 21. 

8 171.15 (CFI3C0-), 149.20 (C-8), 139.80 (C-13), 124.91 (C-14), 

104.27 (C-17), 73.69 (C-7), 66.95 (C-19), 64.77 (C-2), 59.01 (C-

15), 53.68 (C-9), 52.96 (C-5), 47.58 (C-1), 45.10 (C-3), 40.32 (C-

10), 38.62 (C-4), 33,37 (C-6), 29.92 (C-I2), 27.72 (C-18), 23.27 

(C-16), 21.56 (C-11), 20.91 (CH3C0-) 16.15 (C-20). 

EMIQ m/e (int.rel.): Espectro No. 22. 

381 {M+H}+  (0.27), 363 {M+H-H20}' (29.9), 345 (M+H-21120)+  

(48,7), 327 {M-i-H-3H20} (58,6), 303 (15,41-H-21-120-C21120r 

(27.8), 285 {M+11-3H2O-C21-120}4  (89.4), 267 {M+H-4H20-

C2H20)+  (100), 257 (20.8), 205 (13.1), 199 (10.5), 187 (11.9), 149 

(23.1), 133 (14.4), 125 (11.8), 121 (29.4), 119 (16.4), 111 (11.0), 

109 (29.0), 107 (51.9). 
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4.7.7 Caracterización del compuesto HS-Aac (2a,7a,15,19-

tetraacetoxi-labda-8(1 71,1 3Z-dieno). 

La acetilación del compuesto HS-A permitió obtener su derivado 

peracetilado denominado con la clave HS-Aac (2a,7a,15,19-tetraacetoxi- 

labda-8(17),13Z-dieno). Este derivado se purificó en forma de un aceite 

incoloro y presentó las siguientes propiedades espectroscópicas: 

IR y máx (KBr): Espectro No, 23. 

3458, 2966, 2856, 1738, 1366, 1240, 1030, 904 cm-1. 

RMN-1111 (500 MHz, CDCI3, TMS): Espectro No. 24. 

8 5.34 	dd, J = 6.9, 7 Hz, H-14); 5.10 (1H, s a, 11-17); 5.01 

(111, dd, Jac  = J„ = 6 Hz, 1-1-7); 4.95 (111, dddd, J18.2  =J2.3a  = 12 

1-1z; 110.2  = 	= 4.2 Hz, 1-1-2); 4.73 (11-1, s a, H-17'); 4.05 (11-I, d, 

= 11.2 Hz, 1-1-19); 4.51 (I H, dd, J = 11.4, 6.6 Hz, 1-1-15); 4.47 (1H, 

dd, .1= 11.4, 6.6 Hz, H-15'); 4,06 (11-1, d, J = 11.2 Hz, H-19); 3.87 

(1H, d, J = 11.2 Hz, 1-1-19'); 2.11 (3H, s, CHiC0-); 2.03 (31-1, s, 

CL13C0-); 2.02 (31-I, s, (11_3C0-); 2.01 (31-1, s, C113C0-); 1.73 (3H, 

s a, H-16); 1.01 (3H, s, 1-1-18); 0.77 (3H, 	H-20). 

RIIIN-13C (125 MHz, CDCI TMS): Espectro No. 25. 
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8 170.97 (CH3C0-), 170.37 (CH3C0-), 169.9 (CH3C0-), 143.94 

(C-8), 142.32 (C-13), 119.90 (C-14), 105.30 (C-17), 74.48 (C-7),  

68.12 (C-2), 66.50 (C-19), 60.94 (C-15), 54.16 (C-9), 52.82 (C-5),  

43.55 (C-1), 41.01 (C-3), 40.20 (C-10), 38.47 (C-4), 30.13 (C-6),  

29.97 (C-12), 27.68 (C-18), 23.41 (C-16), 21.79 (C-11), 21.36 

(CH3C0-), 21.13 (CH3C0-), 21.03 (CH3C0-), 20.85 (QH3C0-), 

15.77 (C-20). 



V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

5.1 FRACCIONAMIENTO. 

El plan de trabajo desarrollado para el estudio fitoquímico 

convencional del contenido metabólico de Hyptis spicigera, la hierba del 

burro, se dividió en los procedimientos metodológicos siguientes: 

.- Recolección del material vegetal. 

2.- Fragmentación (molienda del material vegetal seco). 

3.- Extracción (vía maceración con disolventes orgánicos). 

4.- Fraccionamiento (mediante cromatografia en columna). 

5.- Separación (mediante cromatografia en columna y cromatografia en capa 

fina a nivel preparativo).  

6.- Purificación (por cromatografia en capa fina a nivel preparativo y 

cromatografia de líquidos de alta resolución). 

7.- Identificación (propiedades físicas, métodos espeetroseópicoS y 

espectrométricos). 

El análisis cromatográfico de los dos extractos orgánicos (hexánico y 

cloroformo-metanólico) preparados a partir de las partes aéreas de Hyptis 

spicigera permitió el aislamiento y la purificación de siete constituyentes. Se 
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logró establecer la estructura química de cuatro nuevos diterpenos bicíclicos: 

tres labdanos [19-acetoxi-2a,7a,15 trihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (1); 19-

acetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-al (2); 15,19-diacetoxi-

2a,7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (3)1, y un norlabdano 19-acetoxi-

2a,7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona  (4) (fig. 5.1). De manera 

adicional, se aislaron e identificaron tres metabolitos conocidos: el ácido ent- 

kaur-16-en-19-óico (diterpeno tetracíclico), el fi-sitosterol (esterol) y el ácido 

ursólico (triterpeno). 

1 R CH201-1 
2 R = CHO 
3 R = CH20Ac 

Figura 5.1. Estructura de los diterpenos 1-4 aislados de Hyptis spiciger a. 
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5.2 ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS 

NOVEDOSOS. 

A continuación se describe el análisis de los datos espectroscópicos y 

espectrométricos que permitió la identificación de los productos naturales 

aislados. 

5.2.1 Diterpenos bicíclicos. 

5.2.1.1 19-aeetoxi-2a,7«,15-trihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (lIS-A). 

El constituyente mayoritario se aisló como un aceite incoloro 

translúcido y fue ópticamente activo. Este constituyente presentó la mayor 

polaridad con un Rf = 0.34 (ver fig. 4.5). 

El espectro de 1111 (espectro # 19) presentó bandas de absorción 

asociadas con la presencia del grupo hidroxilo (3368 cm-1), además de las 

absorciones correspondientes a los alargamientos del carbonilo de un éster 

(1724 cm 1). 

El esqueleto estructural diterpenoide que correspondió al núcleo de 

labdano se propuso mediante el análisis de las constantes espectroscópicas: 

en especial, las generadas en la espectrometría de masas y en la resonancia 
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magnética nuclear protónica (RMN-111) y de carbono-13 (RMN-PC) de la 

siguiente manera: 

1) El análisis del espectro de masas obtenido mediante ionización 

química (espectro # 22) permitió determinar la fórmula molecular de 

C22143605 mediante la detección del ión cuasimolecular {M+H) con una 

relación de masa-carga (m/e) de 381 unidades de masa atómica. El número de 

átomos de carbono se confirmó mediante el espectro de RMN-13C (espectro 

# 21) y mediante un experimento DEPT (fig. 5.2) se corroboró el número de 

átomos de hidrógeno del núcleo estructural. 

2) La fórmula molecular calculada permitió establecer cinco grados de 

insaturación para este compuesto. Además, la diferencia sucesiva de 18 

unidades de masa (F120) a partir del ión quasimolecular, con los fragmentos 

de m/e 363 {M+H-H20}-', 345 {M-1-11-21-120}1" y 327 {M+H-3H20}', así 

como la pérdida adicional de 42 unidades (C2H20) para generar los 

fragmentos de m/e 303 {M+11-21120-C2H20}+, 285 {M+H-3H2O-C21120}+  y 

267 {M+H-4H2O-C21-120}4.  corroboraron la presencia de tres grupos 

hidroxilo42  y un acetoxilo."' 44  
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Figura 5.2. Espectro de RIIN-13C DEPT del compuesto HS-A (1). 
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3) En el espectro de RJ%IN-1H (espectro # 20) el triplete centrado en 8 

5.40 y los singuletes en 8 5.26 y 4.77 permitieron identificar tres hidrógenos 

vinílicos. De éstos, las dos últimas señales deberían corresponder a un 

metileno exocíclico y, por lo tanto, la restante formaba parte de una doble 

ligadura trisustituida. De esta manera, se satisfacían tres de las cincos 

insaturaciones calculadas al considerar adicionalmente la insaturación del 

grupo carbonilo de éster presente en la molécula. Así, el núcleo diterpénico 

debería corresponder a un sistema bicíclico derivado del geranil geranil 

pirofosfato para satisfacer las dos insaturaciones restantes. Por lo tanto, 

resulta evidente que el núcleo diterpénico en cuestión debería tratarse del 

esqueleto de labdano45' 46  (fig. 5.3). 

  

OPP 

H 

  

GGPP 
	

Labdadienil pirofosfato 

Figura 5.3. Biogénesis del núcleo labdánico a partir del geranil-geranil 

pirofosfato (GGPP). 
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La señal vinílica centrada en S 5.40 (1-1-14) presentó un acoplamiento 

de tipo vecinal con el doblete centrado en 8 4.03 y una interacción alílica con 

el grupo metilo en 8 1.74, mismos que fueron observados en el espectro de 

RMN bidimensional 111-1.11 COSY (fig. 5.4). La señal en 6 4.03 integró para 

dos hidrógenos y por su desplazamiento químico debía corresponder a un 

hidroximetileno (-CH2OH). De esta manera, estas señales identificaron dos de 

los sustituyentes de la olefina trisustituida. La estereoquímica Z, i.e., la 

orientación en lados opuestos para el grupo metilo (C-16) y el 

hidroximetileno, se confirmó mediante el efecto nuclear de Overhauser 

observado entre el protón vinílico centrado en 8 5.40 y el grupo metilo en 8 

1.74 (fig. 5.5). 

• 4) El espectro de RMN-13C en su modalidad DEPT (fig. 5.2) mostró 

nueve señales positivas, cuatro de las cuales corresponden a grupos metilo [6 

27.72 (C-18), 23.27 (C-16), 20.91 (CH3C0-) y 16.15 (C-20)], y las cinco 

restantes a metinos. De éstas, una correspondía al carbono terciario de una 

doble ligadura trisustituida [8 124.91 (C-14)]; por su desplazamiento químico, 

dos señales debían corresponder a los carbonos geminales a funciones 

hidroxilo secundario [6 73.69 (C-7); 6 64.77 (C-2)] y las restantes a los 

metinos C-5 (8 52.96) y C-9 (8 53.68) del núcleo diterpénico básico. 
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Figura 5.4. Espectro de RMN bidimensional homonuclear DQF-COSY del 

compuesto HS-A (1). Principales correlaciones 1H-1H: 1 H14" 

H15; 2, H14-1116. 
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6; 2, 1-119-H2o; 3, 1119-H2. Overhauser (nOes): 1, 1-114-H 
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Figura 5.5. Espectro de RMN-111 bidimensional homonuclear NOESY del 

compuesto HS-A (1), Principáes efectos nucleares de 
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Las asignaciones para los átomos de carbono se realizaron mediante las 

correlaciones 111-13C geminales observadas en el espectro HMQC (fig. 5.6), 

Las señales negativas observadas en el espectro DEPT correspondían al 

metileno exociclico C-17 (8 104.27), al hidroximetileno, C-15 (3 59.01) y al 

acetoximetileno C-19 (8 66.95), a los metilenos del núcleo bicíclico C-1 (8 

47.58), C-3 (8 45.10) y C-6 (8 33,37) y a los dos metilenos de la cadena 

lateral, C-12 (6 29.92) y C-11 (8 21,56). Por lo tanto, las cinco señales 

restantes del espectro total de RIVIN-13C se asignaron a los carbonos 

cuaternarios, de éstos el que mostraba el mayor desplazamiento 

paramagnético correspondía al carbonilo de un grupo éster (8 171.15). Se 

identificaron fácilmente a los dos carbonos vinílicos cuaternarios C-8 (8 

149.20) y C-13 (8 139.80), y a los dos carbonos tetrasustituidos del núcleo 

biciclico, es decir los centros C-10 (8 40.32) y C-4 (6 38.62). 

5) Se observaron las señales correspondientes a los hidrógenos 

diasterotópicos de un grupo -CH20Ac sin protones en el carbono adyacente, 

centrado en 8 4.14 y 3,75 (AB, 2H, J = 11.1 Hz) y cuyo desplazamiento 

químico a campo bajo (Y2 8A + 8B = 3,95) es diagnóstico de una función 

acetoximetilénica con orientación axial unida al carbono cuaternario C-4,47  
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ppm 	5 	 4 	 3 	 2 

Figura 5.6. Espectro de correlación bidimensional heteronuclear '3C-111 

(HMQC) del compuesto HS-A (1). 



La interacción observada en el NOESY (fig. 5.5) entre el doblete 

centrado en 8 4.14 (-CILIPAc) y el grupo metilo C-20 (8 0.70) permitió 

corroborar la ubicación del acetoximetileno sobre el núcleo C-4 con una 

orientación axial (fig 5.7). 

 

HO 

 

Figura 5.7. Principales efectos nucleares de Overhauser observados en el 

compuesto HS-A (1). 

6) Hasta este momento, durante el análisis de las evidencias 

espectroscópicas, sólo restaba por localizar la posición de los dos grupos 

hidroxilos secundarios en el núcleo bicíclico de labdarte. En, el producto 

natural (1), la elucidación de la ubicación de estos sustituyentes no lile 

posible debido a la sobreposición de las resonancias correspondientes a los 

hidrógenos geminales a estas funciones en el multiplete centrado en 8 3.92- 
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3.86. Por lo tanto, se procedió a la síntesis del derivado peracetilado (5) con 

el objetivo de diferenciar la multiplicidad de cada una de las señales 

geminales a los carboxilos secundarios mediante el desplazamiento 

paramagnético que sufrirían los hidrógenos H-2 y H-7 en los ésteres 

resultantes. 

La RMN-1H (espectro # 24) del derivado 5 presentó una magnífica 

resolución para las señales en cuestión. Se observó una señal centrada en 8 

4,95 (1H, dddd, J = 12, 4.2 Hz). Estos valores experimentales demostraron 

que este protón se encuentra sujeto a dos interacciones vecinales de tipo 

diaxial (4) P=1 1800)4&  con un valor de J = 12 Hz (Jia.2  = J2.3a) y a dos 

acoplamientos axial-ecuatorial (4) Al 60948  de aproximadamente 4.2 Hz (J10-2 

= J2.30). Esta combinación de constantes de acoplamiento resultan en una 

serial ancha (J = 32 Hz) como se ilustra en la figura 5.8. Por lo tanto, la única 

posición para la localización del primer hidroxilo secundario en el esqueleto 

labdánico que permitiría esta multiplicidad correspondió al núcleo C-2 y la 

orientación del grupo hidroxilo sería a-ecuatorial. 



Ha  

84.95 

la-2 = 12 Hz 

2 Hz 

a  

CH20Ac 

He  

 

r 

 

J2.3e  4.2 Hz 

      

      

      

fie.2 = 4.2 Hz 

Figura 5.8. Multiplicidad observada para el protón 11-2 (3 4.95) en la RMN-

IFI del derivado peracetilado (5) del compuesto 11S-A. 
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Por otra parte, el hidrógeno geminal al grupo hidroxilo secundario 

restante, i.e., 11-7 (8 5.01), mostró una anchura media de J = 12 Hz y una 

multiplicidad en forma de un triplete (J„ = 	= 6Hz). Este patrón de 

acoplamiento es debido a las interacciones vecinales de tipo axial-ecuatorial 

(4) 	60°) y diecuatorial ((I) 	60°) con un grupo metileno vecinal y, en 

consecuencia, la única posición del bicíclico diterpenoide que proporcionaría 

esta combinación de constantes de acoplamiento sería el núcleo C-7 y la 

estereoquímica del grupo hidroxilo correspondería a una orientación a-axial 

(fig. 5.9). 

Finalmente, se discutirá el espectro de 111-13C bidimensional IIMBC 

que registra las interacciones a larga distancia, es decir, a dos (2.1c.ii) y tres 

ligaduras (3Jc.H), y que permitió verificar las asignaciones de manera 

inequívoca para los conjuntos de átomos C1-C3, CA-Cm y C5-C9, cuya 

resonancia podría intercambiarse debido a la proximidad en su 

desplazamiento químico. 
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8 5.01 

J7-6a 6 Hz 

J7-6e 6 Hz 

so° 

OH 

Figura 5.9. Multiplicidad observada para el protón H-7 (8 5.01) en la ME-

11-1 del derivado peracetilado (5) del compuesto HS-A. 
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Protón (8) 2.1c.ii (b) 3.1c-ii (8) 

H-17 (5,10) C-8 (143.94) C-7 (74.48); C-9 (54.16) 

1-1-18 (1.01) C-4 (38.47) C-5 (52.82) 

H-19 (3.87) C-4 C-3 (41.01) 

H-20 (0.77) C-10 (40.20) C-1 (43.55); C-5; C-9 

La figura 5.10 ilustra el espectro IIMBC generado por el derivado 5, y 

en él se indican las principales interacciones observadas, las cuales se 

resumen a continuación: 

Con base en la información espectroscópica antes discutida, la 

estructura del compuesto denominado con la clave HS-A se caracterizó como 

el 19-acetoxi-2a,7a,15-trihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (fig. 5.1). 
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Figura 5.10, Espectro de correlación bidimensional heteronuclear 13C -1H 

(HMBC) del derivado peracetilado (5) del compuesto HS-A. 
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5.2.1.2 19-acetoxi-2a,7a-dihid roxila bd a-8(1 7),13Z-dien-1 5-al (HS-Ain). 

Este constituyente se aisló como un aceite incoloro ópticamente activo 

que con el paso del tiempo adquirió una coloración amarillo ámbar, esta 

observación indicaba la inestabilidad de este compuesto soluble en CHC13, 

C6H6  y AcOEt. 

La espectrometría de masas mediante ionización química (espectro # 

11) permitió calcular su fórmula molecular como C22H3405, {M+H}÷  379, la 

cual estableció seis grados de insaturación. La diferencia de dos unidades de 

masa atómica, entre el ión cuasimolecular de HS-Am (2) con el generado por 

el compuesto HS-A (1), suponía la oxidación de uno de los grupos hidroxilo 

del triol (1). La presencia de los cationes de m/e 378 {M+H-1} y 377 {M-

1 }+, así como la abundancia relativa del ión cuasimolecular (16.8 %), 

sugirieron la presencia de un grupo aldehído y, por lo tanto, el grupo 

hidroximetileno de la cadena lateral del compuesto HS-A (1) debería 

encontrarse oxidado a un grupo aldehído en (2). Esta consideración fue 

congruente con el decrecimiento observado en la polaridad (Rf = 0.48) del 

compuesto HS-Am (2), en comparación con la desarrollada por el compuesto 

HS-A (1), en la cromatografía en capa fina (ver fig. 4.5). 
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Las características espectroscópicas de este compuesto fueron similares 

a las obtenidas para el labdano HS-A (1) y a continuación se describirán las 

principales diferencias observadas: 

1) En el espectro de IR (espectro # 8) se observó una absorción 

adicional a la centrada en 1732 cnil  para el grupo acetato y que evidenció la 

presencia de un grupo aldehído a, 0-insaturado" mediante la banda de 

absorción en 1667 cm-1. 

2) En la RMN-111 (espectro # 9) del compuesto 2 se detectaron dos 

diferencias significativas en la apariencia del espectro al comparar con el 

generado por el compuesto 1: en primer lugar, se observó la desaparición de 

la señal centrada en S 4.03 correspondiente a los hidrógenos del grupo 

hidroximetileno (CH2OH) en C-15 del triol HS-A (1) y se registró en el 

espectro del aldehído HS-Am (2) una señal adicional centrada en b 9.89 que 

integró para un hidrógeno y cuyo desplazamiento químico correspondía al 

hidrógeno de un grupo aldehído. Por lo tanto, estos resultados confirman que 

el grupo aldehído se encuentra en la posición C-15 en la estructura de LIS-

Am (2). En segundo lugar, la aparición de un doblete centrado en S 5.85 (1-1-

14) en el espectro de HS-Am (2), en lugar del triplete en 3 5.40 como 

aparece en el espectro de 11S-A (1), garantizó no solamente la trisustitución 
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AcOCH CH3  

HO 

Mn02  
THF 

1 

H2011 

IVA 11,511 VD lbs. 

sun 14, nalbiltail 
de la olefina presente en la cadena late 	. 	cambien corroboró su 

posición vecinal a la del grupo aldehído. 

3) El espectro de RMN-13C (espectro # 10) confirmó las observaciones 

anteriores mediante la desaparición de la señal en 8 59.01 correspondiente al 

C-15 del compuesto HS-A (1), y la aparición de la señal para el carbonilo del 

grupo aldehído en 8 190.19 en el espectro de 11S-Am (2).5°' 51  

Por último, se realizó la correlación química entre los productos 

naturales 1 y 2 mediante una reacción de oxidación alílica utilizando Mn02  

temperatura ambiente (fig. 5.11). De manera sorprendente, sólo se obtuvo la 

oxidación del alcohol alílico primario y esta reacción sirvió para la 

caracterización estructural inequívoca del compuesto HS-Am como el 19-

acetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-al (fig. 5.1). 

Figura 5.11. Correlación química entre HS-A (1) y el aldehído HS-Am (2). 
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5.2.1.3 15-19-diacetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (HS-Ae). 

El tercer compuesto con Rf = 0.57 (lig. 4.5) se aisló como un aceite 

incoloro y su fórmula molecular se calculó a partir del espectro de masas por 

ionización química como C241-13806, {M+1- l} 4  423, Esta permitió calcular seis 

grados de insaturación y la diferencia de 42 unidades de masa atómica con la 

fórmula del compuesto 1 permitía suponer la presencia de un grupo acetilo 

adicional. Esta propuesta era congruente con la diferencia observada en los 

valores de Rf en CCF (lig. 4.5). 

La comparación de los espectros de IIMN-111. (espectro # 17) 

obtenidos para 111S-Ae (3) con los generados por el compuesto 1 (11S-A; 

espectro # 20), permitieron observar de nueva cuenta la presencia del sistema 

AB para los hidrógenos del metileno C-19 (8 4.18); los singuletes para los 

grupos metilos C-.16 (8 1.75), C- 18 (8 1.06) y C-20 (8 0.72); el multiplete 

perteneciente a los hidrógenos 1-1-2 (3 3.92) y 1-1-7 (5 3.92); los singuletes 

asociados a los hidrógenos vinílicos del metileno exocíclico 1.1,17 (8 5:29; 

4.78) y el triplete asociado a los hidrógenos 171-14 (b 5.36). El deSplazamiento 

paramagnético observado (A8 0.5) para el metileno 1-1-15 (5 4.57-4.45) en el 

compuesto HS-Ae (3) en comparación con la señal equivalente en 1118-4 (1) 
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sugirió la presencia de un grupo acetato en esta posición. Este grupo 

funcional se identificó, de manera adicional, mediante el área de integración 

de la señal centrada en S 2.05 que correspondía a seis hidrógenos y, por lo 

tanto, indicaba la presencia de dos unidades CE_13C0- en la molécula. Con el 

objeto de establecer de manera inequívoca la estructura del compuesto HS-

Ae (3), se procedió a realizar una correlación química con el compuesto HS-

A (1). Esta reacción de acetilación (fig. 5.12) se realizó controlando los 

equivalentes molares de Ac20 (1 mol) y mediante una exposición a baja 

temperatura (-5 °C) y durante un corto tiempo con el propósito de obtener 

únicamente la acetilacíón del grupo hidroxilo de la cadena lateral. Estas 

condiciones resultaron en un rendimiento del 15% en masa del compuesto 3. 

Por lo tanto, la estructura del compuesto HS-Ae (3) corresponde al 1549-

diacetoxi-2a,7a,dihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (fig. 5.1). 

Ac20 I Pi; idl roa 

-5°C 

1 3 

Figura 5.12. Correlación química entre HS-A (1) y el acetato IIS-Ae (3). 
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5.2.1.4 19-acetoxi-2x,7u-d hid roxi-14,15-di noria bd a -8(17)-en-13-on a 

(LIS-Ax). 

El cuarto compuesto se aisló como un aceite incoloro• con Ia• 0.44 

(fig 4.5), ópticamente activo. Su fórmula molecular se determinó a partir del 

espectro de masas por ionización química (espectro # 15) como C201-13y.05, 

{M+H}*  m/e 353. Esta fórmula permitió calcular cinco grados de insaturación 

para el compuesto e indicaba una diferencia de 28 unidades de masa atómica 

con el compuesto 1115-A (1) 

Este compuesto presentó características espectroscópicas semejantes al 

compuesto HS-A (1) y que garantizaban la similitud de la porción bicíclica 

del núcleo estructural. La comparación del espectro de RMN-'iI (espectro ti 

20) del compuesto HS-A (1) con el espectro de RMN-1 111 (espectro_ fi 131 

generado por IIS-Ax (4) permitió identificar las siguientes similitudes: a) el 

sistema AB perteneciente a los hidrógenos del hidroximetileno axial en C-19 

(3 4.12, 3.77); b) el multiplete asignado a los metinos H-2 y 11-7 (6 3.94-

3.85); e) la señal para el metileno vinílico exocíclieo 11717 (6 5.21, 4.65); y d) 

los metilos H-18 (8 1.03) y 1-1-20 (6 0.71). Por otra parte, se- observó la 

desaparición de la señal correspondiente al hidrogeno vinílico 11-14 y al 

hidroximetileno H-15. Por lo tanto, estas diferencias espectroseópica. 
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sugirieron la posible oxidación de la doble ligadura trisustituida en HS-A (1) 

para originar una nicht cetona durante la biogénesis del compuesto HS-Ax 

(4). Esta proposición se confirmó mediante el metilo centrado en 8 2.08 

asignable a los tres hidrógenos equivalentes del grupo C-16. 

El espectro de RMN-13C (espectro 11 14) indicó la presencia de la metil 

Mona mediante las señales en 8 208.73 para el grupo carbonilo en C-1350 52  

y en 8 30.02 para el metilo C-16; con este análisis se determinó el núcleo 

estructural de norlabdano para 1-1S-Ax (4) y se estableció su estructura como 

la 19-aeetoxi-2a,7a-dikidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona (fig. 5.1). 

5.3 CARACTERIZACIÓN DE LOS CONSTITUYENTES 

CONOCIDOS. 

Para estos compuestos el análisis de las constantes espectroscópicas, 

además de la comparación con muestras auténticas (Rf , p.f., IR, R.MN-1 H y 

RMN-13C), fueron las herramientas utilizadas que permitieron su completa 

caracterización. 
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5.3.1 Diterpeno tetracíclico. 

5.3.1.1 Ácido ent-kaur-16-en-19-óico (11S I-2A). 

Uno de los componentes del extracto hexánico se aislo como un solido 

amorfo de color blanco. Su fórmula molecular (C201-13002) se calculó a partir 

de la normalización del conjunto isotópico del ión molecular (M+  302; 

espectro # 4) generado por el espectro de masas mediante impacto 

electrónico. 

La comparación de los espectros de RMN-1 Ii del compuesto 11S 1-2A 

(espectro # 2) y su derivado metilado (espectro fi 6) con los generados por 

una muestra auténtica del ácido ent-kaur-16-en-19..
óico40, 41 permitieron la 

identificación inequívoca de este metabolito secundario. 

5.3.2 Triterpeno. 

5.3.2.1 Identificación del ácido tirsólico. 

Debido a que el ácido ursólico representa frecuentemente uno de los 

constituyente mayoritario de los extractos orgánicos preparados a partir de las 

especies de la familia de las labiadas (Lamiaceac), la presencia de este 
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triterpeno en Hyptis splcigera se estableció mediante la comparación en CCF 

con una muestra auténtica obtenida de H. pectinata." 

El cuadro VIII enumera los productos naturales aislados en el presente 

estudio así como el rendimiento expresado en relación con el peso seco del 

material vegetal de partida. 

Cuadro VIII.- Rendimiento de los productos naturales aislados a partir de 

Hyptis spicigera. 

ea~ cualada ffitve  B C 91 1) 

ácido ent-kaur-16-en-19-óico A  HS I-2A 75 9.52 x 10-3  

P-sitosterol 54 6.85 x 10'3  

ácido ursólico 100 12.69 x 10-3  

19-acetoxi-2a,7a,15-trihidroxilabda-8(17),13- 

dieno A  
HS-A 350 44.44 x 104  

15,19-diacetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(17),13- 

dieno A  

HS-Ae 3.8 0.48 x 10'3  

19-acetoxi-2a,7a-dibidroxilabda-8(17),13-dien- 

15-al" 

HS-Arn 5.6 0.71 x 10-3  

19-acetoxi-2a,7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda- 

8(17)-en-13-ona " 

HS-Ax 20 2.50 x 10-3  

A.  Nombre IUPAC. 
1  Clave asignada durante el presente estudio fitoquímico. 
c.  Rendimiento (mg). 
D' Rendimiento obtenido a partir del material vegetal (% peso seco 
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VI. CONCLUSIONES. 

La presente investigación se inició con el objetivo de aislar y 

caracterizar los constituyentes mayoritarios presentes en la especie mexicana 

Hyptis spicigera Lam. (hierba del burro) mediante un estudio fitoquímico 

convencional. Esta investigación permitió generar las siguientes conclusiones: 

a) El fraccionamiento del extracto hexánico preparado a partir de las 

partes aéreas de esta planta permitió el aislamiento de dos constituyentes 

mayoritarios representados por un diterpenoide con esqueleto estructural de 

ent-kaureno (ácido ent-kaur-16-en-I9-óico) y un estero! (13-sitosterol). 

b) A su vez el fraccionamiento del extracto cloroformo-metanólico 

condujo al aislamiento de cinco componentes terpénicos mayoritarios; cuatro 

compuestos diterpeoides novedosos con un esqueleto estructural de labdano, 

los cuales se caracterizaron como: el 19-acetoxi-2a,7a,15-trihidroxilabda-

8(17),13Z-dieno (HS-A; 1), 19-acetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(1 7),13Z-dien-

15-al (HS-Am; 2), 15,19-diacetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dieno 

(HS-Ae; 3), 19-acetoxi-2a,7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona 

(HS-Ax; 4). El otro metabolito aislado correspondió a un triterpenoide, el 
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ácido ursólico, que se encuentra ampliamente distribuido en la familia 

Lamiaceae. 

c) Los resultados obtenidos en la presente investigación fitoquímica del 

contenido metabólico de esta especie representa una contribución al 

conocimiento de la naturaleza química de las especies de importancia 

económica y medicinal del género Hyptis. Este trabajo constituye la primera 

descripción de la presencia de los diterpenos con un esqueleto estructural 

labdánico en el género. Además permite recomendar la realización de 

estudios adicionales que contribuyan a completar el perfil químico de Hyptis 

spicigera y, de manera especial, aquellos enfocados a la evaluación del 

potencial insecticida de los diterpenos aislados debido a su posible aplicación 

agroquímica. 
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Espectro No. 21. RIVIN-13C del 19-acetoxi-2cc.7a,15-tridihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (HS-A; 1) 
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Espectro No. 22. EMIQ del 19-acetoxi-2a,7a, 5-tridihidroxilabda-8(I 7),13Z-d'en° (HS-A; 1) 
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Espectro No. 23. IR dei 2,7, 5,19-tetraacetoxi-labda-8(17),13Z-dieno (HS-Aac; 5) 
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Espectro No. 24 R1\41\liF1 del 2,7,15,19-tetraacetoxi-labda-8(17),13Z-dieno (IIS-Aae; 5) 
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Espectro No. 25. RNIN-13C del 2,7 15,19-tetraacetoxi-labda-8(17),13Z-dieno (IIS-Aac; 5) 
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