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INTRODUCCIÓN

A lo largo del desarrollo de nuestra sociedad se han generado avances importantes en

diversas áreas. Al respecto, y de forma muy particular, podemos mencionar la

formación de profesionistas en Instituciones de Educación Superior, así como la

actualización de manera objetiva de los planes de estudio, sin omitir mencionar los

mecanismos requeridos para la obtención de un Título Profesional.

La Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán de la Universidad Nacional Autónoma

de México, es una institución donde se realiza investigación y por ende se procede a

la divulgación de los resultados correspondientes, 'existiendo, en este sentido, una

participación muy importante de alumnos; es en ella donde se ha creado la opción de

titulación denominada "Titulación por Publicación y Examen Oral".

" A favor de este tipo de opción, está la conveniencia de aprovechar el arbitraje

riguroso realiZlldo por las instancias de alguna revista nacional o internacional,

avalando la calidad del trabajo que se presenta para optar por un titulo

universitario"

Así en esta ocasión se presenta el artículo "Isolation and Chemical

Transformations of Sorne Anti-Inflammatory Triterpenes from Salvia mexicana

L. varo minor Benth" , que ya ha sido publicado, esto para que la pasante de la



carrera de Química Industrial; Rosalba Argumedo Delira, pueda optar por el título

correspondiente .

Respecto al artículo, en este se presenta la información correspondiente a e el
I

aislamiento de los metabolitos secundarios presentes en la Salvia mexicana varo

minor Benth, que es una variedad que no había sido estudiada . También en este se

informa de los resultados de la evaluación tanto antiinflarnatoria como antioxidante

de algunos de estos metabolitos y de los derivados del ácido ursólico .
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OBJETIVOS 

GENERAL 

Realizar el estudio químico de los extractos (hexánico, acetónico y metanólico) de las 

hojas y flores de la Salvia mexicana L. var. minar Benth. Además de evaldar la actividad 

antioxidante y antiinflamatoria de algunos de estos extractos como de algunos de sus 

componentes presentes en ellos . 

PARTICULARES 

1) Preparar los extractos (hexánico, acetónico y metanólico) de hcjas y flores. 

2) Separar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los 

extractos mencionados. 

3) Elucidar la estructura de los compuestos aislados. 

4) Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria de los extractos que se 

consideren más importantes. 

5) Evaluar la actividad antioxidante de algunos de los compuestos aislados. 

6) Evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de los derivados del ácido 

ursólico (que se supuso que podría encontrarse en la planta, de acuerdo a la 

literatura). 

3 



ANTECEDENTES Y GENERALIDADES 

METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EN LA FAMILIA LABIATAE. 

El género Salvia pertenece a la familia labiatae la cual comprende más de 4000 

especies agrupadas en cerca de 220 géneros l
, esta familia tiene una distribución 

cosmopolita. 

La familia de la labiatae es químicamente rica en terpenoides (aceites esenciales, 

glicosidos de iridonio, diterpenos y triterpenos) y flavonoides. Los alcaloides solo se 

presentan en pocos géneros (un ejemplo de ello es en el género Leol1urus). Las 

plantas que pertenecen a esta familia sen conocidas como plantas aromáticas porque 

producen y acumulan aceites esenciales2
. 

Algunas especies que pertenecen a la familia Labiatae tienen una gran 

importancia económica debido a sus aceites esenciales ya que tienen una amplia 

aplicación en la industria perfumera, licorera, de productos de confiteria, cosmética y 

de detergentes principalmente. En cuanto a sus propiedades individuales, varian 

aunque se han recomendado para el tratamiento de disturbios estomacales menores; 

así como remedio dermatológico. En un pequeño número de casos las indicaciones 

incluyen el tratamiento de insomnio ( el bálsamo y la lavanda). Algunas de estas 

plantas SOl! mejor conocidas como especies o tradicionalmente hierbas de olor para 

uso ordinario que como plantas medicinales (orégano, tomillo e la albahaca dulce)3. 

El estudio de la composición de los aceites esenciales de estas plantas han mostrado 

la presencia de un gran número de productos, tales como monoterpenos y 

4 
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sesquiterpenos. Así en la menta (Mentha), salvia (Salvia), tomillo (Thymus), orégano

(Origanum), entre otras; se han encontrado en sus aceites esenciales una gran.

variedad de monoterpenos de diferentes especies, los cuales a aún no son totalmente

comprendidos".

Además algunos géneros de la familia labiatae contienen diterpenos del tipo

c1erodano y abietano que varían con la distribución geográfica' los cuales han

mostrado que tienen una interesante actividad biológica como antitumural,

antifungicidad, bactericidad y como agente antialimentario en insectos'',

Los diterpenos aislados de las parte s aéreas de las especies Europeas y Asiáticas

de la Salvia presentan un esqueleto de abietano; mientras que las especies americanas

de la Salvia que han sido estudiadas contienen diterpenos con el esqueleto del neo-

clerodano. Se hace mención en la tabla I de varios diterpenos importantes de la

familia Labiatae.

Tabla 1
COMPUESTO BIOACTIVIDAD
Forskolin - Antiespamolitico

- Hipotensivo

6,7-seco-ent
kaurano

- Antitumoral
- Antibacterial

ESPECIES
Ciforskohlii

R.japónica

REFERENCIA
Ed, W., Herz, G.
W., et al. 1993,
Progress in the
Chemistry of
Organic Natural
Products
Kubota, T .,
Matsura, Y.,
Tsutsui, T., et
al. 1996,
Tetrahedron 22,
1659
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Clerodin

Agujapitin

Jodrellina B

Chamaedrox
ido

- Antiturnoral
- Anlifungicidad
- Baclericidad

- Agente
antialimentario

lnfortunatum
Clerodendron

A.
chamaepitys

S. rivularis
S. woronowii

T. chamaedrys

Barton, D. H.
R., Cheung, H.
T., el al. 1961, J.
Chem. Soco
5061-5073

Camps, F. and
Cortel , A., 1982,
Chernistry
Letters, 1053
1056

De la Tone, M.
c., Bruno, M.,
el al. 1992,
Phytochemistry
31, 3639-3641 Y
De la Tone, M.
C., Rodríguez,
B., el al. 1997,
J. Nat. Prod. 60,
1229-1235
Eguren, L.,
Perales , A., el
al. 1982, J. Org.
Chem. 47, 4157
4160

~
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Tambien se han aislado triterpenos de la familia Labiatae entre los más comunes

se encuentra los ácidos ursólico 1, oleanonico 2 y betulínico 3. De igual forma el

alcohol betulínico 4, la a y ~- amirina 5-6 por mencionar algunos de ellos. Algunos

de estos compuestos se han probado como anti inflamatorios con buenos resultados.
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Los flavonoides son compuestos que están presentes en las especies de la familia

labiatae y pueden ser divididos químicamente en tres grupos: agliconas ó flavonoides

libres, flavonoides glicosidos y antocianinas. Las agliconas son compuestos que se

localizan en la parte externa de las hojas. La mayoría de las flavonas están altamente

metiladas con una oxigenación adicional en el anillo A (6 Y 8). Por otro lado los

flavonoles Iipofilicos y algunas flavononas han sido también descritas, pero estas son

de menor frecuencia que las flavonas, chalconas y dihidroflavonoles ya que han sido

7



detectados en pocos casos" Al respecto, en la tabla 2 se presenta un resumen de todo

lo antes mencionado.

Tabla 2
COMPUESTO ESPECIES , 1 REFERENCIA

2,6,2' ,4-tetrahidroxi-6 ' - Scutellaria baicalensis Tomimori , T., Miyaichi et
metoxicha1cona al. 104,529 (1984)
2' ,4 ' -dihidroxi-2,3 ' ,6'- Scutellaria discolor Tomimori, T., Miyaichi et
trihidroxicha1cona al. Chem. Pharm . Bull. 33,

4457 (1985)
4,2' ,6' -trihidroxi-4'- Hyptis salzamanii Mcssana, l., Ferrari ,F., et
meloxicha1cona al. Phytochemistry 29, 329

(1990)
7-lactato luleolin Marrubium vulgare Nawwar, M.A.M. et al.
7-Iactalo apigenina Phytochcmistry 28 , 320 I .

. (989) .

Hipolaetin 8-g1ucosido Sideritis leucantha Tomás , F., voirin, B., el al.
Phytochcmistry 24, 1617
(984)

Cirsiliol 5-glucosido Salvia virgata Ulubelen, A. and
Ayanoglu . E. J. Nat. Prod.
38,446 (I975)

Luleolin 7,4' -diglucosido Origanum spp Husain, S. Z., Heywood,
Aromatic Plants: Basic and
Applied Aspects pp. 141-
152 (1982)

8



METABOLlTOS SECUNDARIOS PRESENTES EN EL GÉNERO SALVIA 

El género Salvia L. Es uno de los géneros más diversificados de la familia 

Labiatae con cerca de 900 especies ampliamente distribuidas en el mundo. Betham7 

divide este género en cuatro subgéneros: Salvia, Sclarea, Leonia y Calasphace, de 

acuerdo con las características morfológicas y su distribución geográfica8
. Las 

especies Europeas y Asiáticas de Salvia fueron agrupadas en el subgéneros Salvia y 

Slarea. Las especies del género Leonia son encontradas en Norte América. Mientras 

que las especies encontradas en México en el subgénero Salvia, y las encontradas en 

el centro y sur de Amélica han sido incluidas en el subgénero Calosphace con más de 

500 especies organizadas en cerca de 105 seccíones por Epling9
. Los diterpenos que 

contienen las especies de Salvia están cercanamente relacionados con S1\ distribución 

geográfica y su clasificación b<o>tánica. Además de que la presencia de los diterpenos 

del tipo abietano y c1erodano ha postulado la quimiotaxonomia de este género; al 

respecto en la tabla 3 se dan algunos ejemplos de estos diterpenos. 

De otras especies de Salvia se han aislado triterpenos pentacíclicos como el 

ácido ursólico 1 e oleanólico 2 en la S. triloba, S. officinalis, S. calycina, S. glutinosa, 

S. pratensis y S. sclarea; la (l y J3-amirina 5 y 6 que se aislaron de la S. apiana. Otros 

nuevos tipos de triterpenos pentacíclicos de la serie del oleanano y dellupeol como el 

ácido vergático y el ácido micromérico han sido aislados de la S. virgete y S. 

horminumll
. 

9 



Tabla 3
COMPUESTO

Conacytona

Icetexona

Fruticulino A

Kerlinolido

Dilactona

I ,IO-dehidrosalviarina

ESPECIES
S. ba/lotaeflora
S. pubescens

S. candicans

S. fruticulosa

S. keerlii

S. melissodora

S. lineala

REFERENCIA
Domínguez, X.
A., González, F.,
el al. 1976,
Planta Medica
30,237-24/

Cárdenas, J. and
Rodríguez-Hahn,
L. 1995,
Phytochemistry
38, 199-204

Rodríguez
Hahn, Esquivel,
B., 1996,
Secondary
Metabolites from
Mcxican Plants.
Chemistry and
Biological
Properties. Pp.
19-29
Trivandrum,
India
Esquive!, B.,
Mendez, A., et
al. 1985,
Phytochemistry
24, 1769-1772

Esquivel, B.,
Hemández, L.M. ,
el al. 1989,
Phytochemistry
28,561-566

Esquivel, S,
Cárdenas, J., et
al. 1986,
Phytochemistry
25,2381-2384
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Benzonorearadieno S. puberula Rodríguez-Hahn,

~CJ
salvipuberulina L., Esquivel, 8.,

el al. 1988, J.
Org. Chem. 53, ~ ~. I o
3933-3936 o

o o

Benzocicloheptatrieno S. puberula Rodrí,gu~z-Hahn,1

~CJ
isosalvipuberilina S. tiliaefolia L., O Reilly, Ro;

el al. 1990,
-- 7 .J.Org. Chem. 55, I o

3522-3525
,.... ~

o o

Languidulino S. languidula Cárdenas, Jo,

~
Esquivel, B; el

o: .,! OM

al. 1988,
Heleroeycles 2(,
1809-1812

l . .
o

o
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METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EN LA ESPECIE SAL VIA MEXICANA 

Se han estudiado los aceites presentes en la salvia mexicana y en otras salvias 

tales como: salvia canariensis, salvia confertiflora, salvia microphylla (sinonimia 

salvia grahamii) y la salvia somaliensi~ Utilizando cromatografia de gases y 

cromatografía de gases acoplado a un espectrómetro de masas. Se reportan de este 

estudio alrededor de 100 constituyente. A continuación se mencionan los 

constituyentes que se encontraron en una proporción mas alta como sigue: a-pinano, 

p-pinano, camfano, b-3-carano y limoneno 7 (monoterpenos hidrocarbonados); 1-8-

cineaJo, camfor, borneol y bornil acetato (monoterpenos oxigenados); p-cariofileno, 

y-mouroleno, germacrano B y a-copaeno (sesquiterpenos hidrocarbonados) y 

globulol, gualol, spatulenol, a-eudesmol y p-eudesmol (sesquiterpenos oxigenados) 

fueron los principales constituyentesll . 

7 

Del estudio fítoquímico realizado a la especie salvia mexicana se logro aislar de 

los extractos en cloroformo un triterpeno pentacíclico, de la serie del ácido 

oleanónico, al cual se le dio el nombre de sa]viólida 8. Se aisló también otro 

triterpeno pentacíclico de la serie del lupeol, el cual fue identificado como alcohol 

betulínico 410
• 

12 



8 

De la salvia mexicana L. varo major (Sección Briquetia) se aisló a la 

salvimexicanólida 9, un diterpeno con esqueleto de languidulano el cual posee una 

fusión tipo cis entre los anillos A y B. Es el primer ejemplo de un languidulano con 

esta característica. Además de aislar a la naringenina (5,7,4'-trihidroxiflavanona) 10, 

este flavonoide ha sido aislado en diversas plantas de varias familias ll. 

···"'/I/OAe 

9 

Ha Cr°H 
---- ~ R 

OH O 10 
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Abstract. Tbe acetcneandrnethanol extractsofaerial partsofSaMa
mexicana L. varominar showed anti-inflammarory and antioxidant
properties in the T? A YOPPH mod..ls respectively, The chromazo
graphy of these extracts led the isolation of p·sitosterol. betulinol,
berulinic acid, ursolicacid and arbutin. The presence of these triter
penes is in agreernent with previosphytochemical slUdies of Salvia,
however thisis the firsttime that arbutinis isolared froma species of
this genus, On the orher hand, since nene or the isolated compound
showed antioxidant properties in the OPPHmodel, it can be inferred
that minor compounds not isolated or synerg ism effeets could
account for the antioxidant properries of the extraets. lr is known 11m
some pentacyelic tríterpene derivativos with an 1l.P·unsalUraled caro
bonyl in the ring A showed a better ninic oxide synthase inhibition
activity that lhe natural triterpenes, lt was deeided to syn!hesize the
methyl esterof Z·fonnyl·3-ox<>-urs·Z8-oic and Z·formil·l-ox<>-urs-I·
en·28-oicacids fromursolicacid and evaluate them using !he OPPH
and TPA models. The resu11S showedtha!both compounds haveanti·
innamrnalory aetivity, but only the 2·formyl,)-oxe>-ursoI-Z8-0ic acid
me!hyl estorwas active in OPPH assay, whieh is in agreernenl wi!h
the proposed mechanisrnof lhis I"L. This is lhe first ehernical stUdy
ofSa/viamexicanaL varo minar(Benth).
Keywords: Triterpencs, Sa/via mexicana varominor, antiinflamatmy
aeriviry,chemiealtransfonnations.

Introduction

So/vio is an importanl genus consisting of ca 900 specíes in
the family Lamiaceae (formerlj' Labia tae). Sorne . pecies of
Salvia ha"ve been cuJtivated worldwide to be used in folk medo
icine and for culinary purposes [1]. The dried leaves of S.
offieina/is (sage) L., for cxample, is wel1 known for lbeir
anrioxidative properties used in the food processing industry
but applicable also to the area of hwnan heallb [2]. Studies on
lbe chemical constituents ofSalvia bave been mainly confmed
lo lhe diterpenoids and tbe tanshinones [3,4], and several
leviews of these components have already been published [S,
6]. In addition, lbere are several reports on lbe biological
acrivities of sorne species of tbis genus [7·9].

Resumee.Les extracrcs aeeténicoy rnerm ólicc de las partesaéreas
de SolviD mexicana L. ';31' . minar, mo~on poseer propiedades anti
inflamatorias y ant : ~ 'l: idan ~es: en les modelo! de TPA ). DPPH ,
re>pectivamenle. La """,.tografia de estosextractos permitió el ais·
lamiento de p·sitostero:. berulmol, ácICO bemlínico, ácido ursólicoy
arbutina. La presencia : e estos triterpenos esti de acuerdo con esru..
dios previos de Sal vía; sin embargo. os la primeravez que se aísla
arbutinade una espeoe de éste género. Posiblemente las propiedades
antiinflamatorias de los extraclos se debana la presencia del¡>'sílos,
terol y ácido ursólico. compuestos con probadas actividades antiin
flamarorias. Por otro :.do. .. probable que las propiedades anticxi
dantes de estas exrn.::os. se deba n 1 b. presencia de compuestos
minoritarioso a efectos sinérgiees, yaq~ ningunode los compuestos
aislados fue activo en el modelo de OPPH. Datosrecientes en la lite
ratura SCIlaIan que alp os derivadosde niterpenospentaeiclicos con
unaCClOlUlll,¡>.insatu:1da en el anilloA. presentanuna mayorinhibi
ciónde laeuzimaóxió>nitrico sinletasaque los triterpenos nalUralos.
por lo que se decidió oblener los ésteresmetílicos de los ácidos 2·
formil-3-oa<>-Ul'S-2&-<nco y Z·Cormil·l-o x<>-urs-l-en·Z8-oico a partir
del ácido ursólico,y ..~uarlos en los modelos de OPPHy TPA. Los
resultados muestran'!''''' ambos tienenpropiedades antiinflarnatorias,
pero solo el éster meo1icodel ácido 2·formil.·3-oxo-ursol·28-oico fue
activo en el modelo de OPPH, resultodo que está de acuerdo cor. el
mecanismoasociadoa esta prueba. Estees el primerestudioqufmieo
de la especie SalviamcicaJla L varomiIror (Benlh).
Pab.b~ dave: Tritepenos, Salv ia mexicana varo minar, actividad
anti·inllamaloria,tnns!ormacionesquimias.

Most of the 500 species of Salvia found in Mexico,
Central and Soulb América be long to the Subgenus Jungía
(formerly Calosphace ) [10] . The species Salvia mexicana has
been divide in two vaneties: S. mexicana varomajar Benlb .
and S. maicana L varo minar Bentb. Acetone extract of lbe
aerial parts from lbe fonner af'forded narigenine and a cis·lan·
guidulane diterpeno id named salvimexicanolide [lO]. In addi·
tion, from lbe chJc:ofo rm extracl of lbe aerial parts of lbis
species P-sitosterol. betulinic acid and a triterpenic lactan e
cal1ed salviolide w= isolated [11]. As a par! of our ongoing
systemalic slUdies :ooking for bioactíve compounds from
Mexican species [i:¡ . we repor! in tbis paper lbe cheroica l
study, lbe free raeh: , ! scavenging and tbe antí· inllarnmalory
activities of sorne "rncts and isolales frem S. me.t icana L.
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varominoro To our knowledge mis is me first report 00 the
chemical constitueots as well as the free radical scaveogiog
and anti-inflarnmaloryactivities of lhis species.

Results and Discussion

Flowers and leaves of this species were studied separalely.
The hexane, acetone and methanol extracta of eachlimh were
obtained,

The melbod of DPPH free radical can be used lo evaluale
me antioxidanl activity of specific compounds or extracta in a
short time. 11 is hased 00 the transformatioo of the stable free
radina] 1,I-dipheoyl-2-picryl hydrazyl (DPPH) lo a,a
dipbeoyl-~picrylhydrazine by means of pulative antioxidanl
compounds[l3J.

00 the other hand, the TPA-induced edema test is a
screening melbod lo evalúate me ability of test compounds or
extraen lo preveot an inflammatory reaction in response to the
edemogen.

The values of tbe anti-oxidative evaluation, by DPPH
method of some extracts of S. mexicana varo minor are shown
in Table 1. Those of the anti-inflammatory evaluatioo asse
ssed by TPA·induced edema in mice are shown in Table 2.

Accordiog to these results, the acetone and methanol
extracta from flowers, as well as tbe melbanol from leavea
were active in the DPPH assay. A differeol pattem is observed
in the TPA assay wbere only me bexane aod acetone extracts
from lbe flowers were active.

In order to isolate the possibly involved components, all
the active extracts were cbromatograp'led. Then, from the
flower bexane extract, ~-sitoslerol (1; 157 mg; 0.034 %) and
betulinol (2; 10 mg; 0.002 %) were isolated, while ursolic acid
(3; 3.612 g; 0.8 %) aod arbutin (4; 563 mg; 0.12 %) were iso-

lated from lbe flower acetone extraer. Arbutin(4) was meonly
eompouod isolated from the flower and leave rnethanol
extracts, 3.180 g (0.69 %) and 5.103 g (0.96 %) respectively.
The presence of 1, 2 and 3 in S. mexicana varominor are in
agreemeot wilb previous phytochemical reports of lbis geous.
To our knowledge !bis is the ñrst time that arbutin is isolated
from speeies of Salvia genus.

AJI !be isolated compounds were ínactive in DPPHassay,
lbus indicating lbat activity of the extracts is due lo the minor
constitueots not isolated or to a synergic effect, These resule
are in agreement wilb the assumed mechanism of!bis reac
tion, whieh poatulate that the free radical scaveoging activity
of a cOmpound in DPPH assay is altributed lOtheir bydrogeo

, donating ability [14J.
On lbe otber hand, the anti·inflarnmatory activitiesof lbe

~SilOSterol (1) and ursolic acid (3) are weJldocumented[15,
16J then the presence of 1 and 3 in thísspecíes could account
for its anti-inflammalory activity (Table 2).

11 is Icnown lbat phorbol estera, such as TPA, induce skin
infIarmnatiooand a hyperproliferative response with an infi1
tratioo of neutrofils [1?J.1t is also Icnown that TPA stimulates
PLA2, and lbat consequeotly a release of arachidonicacid and
prostaglandins occurs [l8J . Althougb the mecbanism by
which TPA causes inflammatioo is oot completely clear, it
seems to be related in par! lo the release of eicosaooidmedia
torsoTheo inhibitors of cyclooxygenase and Iipoxygenase, as
ursolic acid, bave proveo activity in the TPA model [19, 20].
The high output of nitric oxide,(NO) produced by inducible
nitric oxide synthase (iNOS), wbich is expressed in activated
macropbages, plays an importanl role in host defense. Howe
ver, excessive productioo of NO can also destroy functional
normal tissues during acule and chronic inflarnmalion. From a
structure·aclivily study between SO ursolic and oleanolic
derivatives, lbe 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9-dieo-2S-oic, is
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Table l. Freeradical seavenging activities of sorne extracts of S.
mexicana C. varominoro

Tbe results were analyzed by ANOVA. Statistical comparisan were made
bezween control g:oup and the experimcT\tal groupsusing a Ounnet's test .p
s O.OS.

Acetone (f1owers) 10

100
1000

Methanol (f1owers) 10
100
1000

Mechanol (Ieaves) lO
100
1000

Nordihydroguaiareric '/.17
acid(positivecontrol)

Exrracts Concentrarion
(ppm)

Reducrionof OPPH
(%)

12.64·
84.47·
95.35·
17.74·
92.86·
91.55·
13.55·
90.76·
92.52·
94.69·

street in San Miguel Tlaixpan (Texcoco , Edo. de Mexico,
México) in 2002. ;.. voueher spccimen was deposiled in the
HerbarioNaeional l:'IEXU-1054424).

Flowers (456 g\ and leaves (531 g) were separatelytreat
ed. Then, plant material was exhaustively extracted with n.
hexane, acetone an: MeOH, successivel y, From the f1owers ,
24.62 g (5.39 %, tr:' weight) of the hexane extract, 24.47 g
(5.36 %, dry weig h.- of acetone extraer and 73.26 g (16.06 %,
dry weight) of metbnol extraer were obtained, while fromthe
leaves, 13.19 g (2!3 %, dry weight) , 29.33 g (5.52 %, dry
weight) and 179.5: g (33.77 %, dry weight) were obta ined
respeetively.

AU the extra en were crornatograpbed using an open co
lumn packed wilb 5:-gel (G- Alreca, 0.2-0.5 mm, ASTM)in a
1:30 proportion to :::e extraer and eluted with solventmixtures
of íncreasing polan .y starting wi th hexane and ending with
methanol ,

theprcduct wilb the higbestíahibitory activity agaínst produc
tion of nitric oxide (NO) induced by interferon .( (IFN.y) in
mouse maerophages. In general, it was found that oleanolie
and ursolie derivativeswith a l-en-Lene funetionality in ring
A have signifieant inhibitory aetivity against produetion of
NO. Also it is 1cnown tbat ursolie acid up regulare iNOS and
TNF-a expression throughNF-KB transaetivation in lbe rest
ing macrophages[21]. Talcing lbis informatiorrinto account, it
was decided to evaluate the free radica! seavenging as weU as
the anti-inflammatory propcrtiesof bolb 8 and 9. Compounds
8 and 9 werc synthesized frem 3, aeeording to the route illus
trated in Seherne1.

The results showed that only 8 was active as free radical
seavenger (Table 3). However. bolb 8 and 9 showed almost
lbe same aetivity lU anti.inflarnmatoryagents as ursolie aeid
(Table 4). These fmdingselearly mdicate lbat lbe free radical
seavenger aetivityoC 8 is due to its hydrogen donating ability.
On the other hand, in eontrast to lbeir inhibitory aetivity
against lbe production oC nitrie oxide. lbe presente of unsatu·
rated rnoietiesin 8 and 9 are not relevant in lenns oC lbeir anti·
inflanunatoryaetivity, sinee bolb of lbcm showed almost lbe
same aetivityas ursolieaeid.

Materials and Metbods

General. The melting points (uncorrected) wcre determinetl
on a Fisher-]obnsapparatus. IR speetra werc reearded as KBr
pellets or Iiquid film on a Nicolet speetrophotomeler modcl
Magna 750. Mass speetra were reeorded at 70 eV on a ]eol
JMS-AX505HA mass speetrometer. NMR speetra were mea
sured using Varian-GeDÚni 200 and Varian VXR·300 (IH,
200 or 300 MHz, DC, 75 MHz) speetrometers in cnel] or
DMSO-d6 wilbTMS as internalstandard.

Planl malerial. Aenal parts oC S. mexicana L. varoMinor
Benlb. were obtained from an orehard loealized in Xabuen

Chromatography of hexane extr act of flowers. From the
bexane extraer of tr" flowers a total of 65 fractions oi2GO mL
each, were coliec re.í. Fractions showing similar TLC dala
were eombined, at: ocding eight pools (1'1-1'8): 1'3 (fractíons
24-26, eluted with ~exane-EtOA:, 9:1), 1'4 (fraetions 27-35,
.eluted wilb hexane·=:tOAe. 8:2). ~· s itos terol (1, 157 mg) was
isolated from F3 an; bctulinol (2; 10 mg) frorn1'4.

Chromatograpby oC acetone ertraet oC ñowers. From the
acetone extraer of ce flowers a total oC 265 fraetions of 200
ml, each were collerted, Fractiocs showing similar TLC data
were eombined, aff::rding six pools (FI-F6) : F3 (fraetions 36
161, eluted wilb he:une-EtOAe, 7:3), 1'4 (fraetions 162-237,
eluted wilb hexane-EtOAe. 1:1). Ursolie aeid (3; 3.682g) was
isolated from F3 ané arbutin (4; 563 rog) from 1'4.

Chromatograpby oC MeOH eItract of nowers. From the
MeOH extraet oC tbe flowers a total oC 111 fraelions oC 200
roL eaeh were eolle:tcd. Fraetions showing sinúlar TLC data
were eombined, aff~rding nine pools (1'1-1'9): 1'5 (fraetions
50-77, eluted with EtOAe), 1'6 (fraetions 78-89, eluted wilb
EtOAe-MeOH. 9:1). 1'7 (fraetions 90-93, eluted wilb EtOAe
MeOH, 7:3), 1'8 (h.--tions 94-102, eluted wilb EtOAe-MeOH,
1:1) and 1'9 (fraetioos 103-111, etuled wilb MeOH). Arbutin
(4; 3.180 g) was iso:'ll ed from F5-F8 pools.

Chromatograph)' oC hexane eItract oC leaves. When the
extraet was eoneen:rated, a yellowish solid preeipitate (235
mg), whieh was fil:ered and ehromatographed. A total oC 16
fraetions oC50 mi eaeh were colleeled. Fraetions showing
similar TLC data v.ere eombinetl, affording three pools (FI
1'3): FI (fractions 1-.4, eJuted with hexane), 1'2 (fraetions5-8,
eluled wilb hexane-=:tOAe, 9:1) a:ld1'3(fraetions 9-16, e1uted
with hexane-EIOAc.3:2). Betulinie aeid (5; 84 rog;36%)was
isolaled from 1'3. Toe remanenl extrael (13.19 g) afforded a
total oC22 fraetion! )C200 mi eaeh. Fraetions showingsinúlar
TLC data were eo:::.bined, affording six pools (FI-F6): F3
(fraetions 7-12, elu:ed wilb hexa::e-EtOAe, 7:3), F4 (fractions
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Table 2. Anti·innammatory activities of sorne extncts o( S. mui·
cana L. varominoro

Extracts Edema lnhibition (%)
(mg, average SE)

Control (methanol 15.47 ± 0.32
Hexane(flo"frs) 4.77 ± 0.50 69.17·
Acetone (flowers) 5.60± 0.91 63.79·
Methanol (flowers) 13.70 ± 0.31 11.42
Methanol (Ieaves) 13.10 ± 1.07 15.0
Indometltacin
(positivecontrol) 1.07± 0.03 91.3S·

All the exmcts were tested 11 I m~ I ear doses , The recults were analyz.ed hy
ANOVA . Stt tistical campanSO" were mad e between cantroI grc up and thc
experi mental groupsusing J t studenl test .p '-;0.01

13-14, eluted with hexane-ElOAc, ):1), F5 (fractions 15-19,
eluted with hexane-EróAc, 3:7) and F6 (fractioDs20·22, elut
ed with EtOAc). p·!itoslerol (1; 636 mg) was ísolated frem
F3-F6 pools.

Chromatography of acetone extrae! of I.ans. From tite
acetone extractof tite leaves a total of 33 frac:tions of 200 mL
each , were collected. Fractions showing similar TLC data
were combined,affording nine pools (FI.F9): F3 (fractions 8
lO, eluted witlthexane·EtOAc, 7:3), F4 (fractioas 11-15, elut
ed witlt hexane-EtOAc, 1:1), F5 (fractions 16-18, eluted witlt
hexane·EtOAc, 3:7), F6 (fracrions 19·21, eJutedwitlt EtOAc),
F7 (fracrions 22-25, eluted with EtOAc-MeOH, 7:3), F8 (frac.
tions 26-29, eluted witlt EtOAc-MeOH, 1:1) andF9 (fractions
30·33, eluted witlt MeOH). Ursolic acid (3; 4.210 g; 14.35%)
was isolated from F3-F5 poo ls and arbutin (4; 2.103 g;
7.168%) was isolated from F5-F8 pools.

ChJ:Omatography of MeOH extrae! of l.aftS. The MeOH
extraer was partitioned between a-butancl and CH]CI]. 11
afforded the a-bu tanol extraer (46 .16 g), which was ehro
matographedyielding a total of 22 fraclions of 200 mL each,
Fractions shnwingsimilar TLC data were combined, affording
nine pools (F1.F9): F6 (fractiorul 9-13, eluted witlt EtOAc
MeOH, 9:1), F7 (fractions 14-15, eluted with EtOAc-MeOH,
7:3), F8 (fractions 16-18, eluted witlt EtOAc-MeOH, 1:1) and
F9 (fractions 19-22, eluted witlt MeOH). AIbutin (4; 5.103 g,
4.3 %) was isolated from F6-F9 pools.

Rosalba Argumedo Delira el al.

of Jones's reagent at O"C while stírring. TIte reaction COurs.
was followed by TLC. Afier 55 min, the excess of Jones's
was destroyed by addition of MeOH, and titen tite reaclion
mixture was dilu ted wilh H]O (30 mL). Extraction with
CHzClz (4 x lOmL),drying (NazSO.), ñltratíon andevapora,
tion of the solvent gave a residue, which by crystalJizarion
from hexane-EtOAc afforded 7 (321 mg; 0.7 nunol; 43.7 %
yield) . Mp Ig2-184°C, IR (KBr) v.,,, : 2935, 2867, 1726,
1695, 1459, 1380 and 1142 cnrl. EIMS 70eV miz: 468 (M' ,
ClIH.I O), 453, 419, 407, 262, 249, 203 and 189. IH NMR
200 MHz COCI) o: 5.27 (lB, m, H.)2 ), 3.61 (3H, s, OMe),
2.60 (lB, d, H-18), 2.25 (2H, m, H-2), 1.08 (3H, s), 1.04(6H,
s), \. 06 (3H, d, J=8 Hz), 0.95 (3H, s), 0.85 (311, ti, J=7Hz),
0.79 (311,s).

2- Formyl-3-0xo-urs-2l1-olc acld methyl ester (8). To a solu
tion of 0.7 mmol.of 7 in 7 mL of dry pyridine, held under
nitrogen, was added I.5 mL (18.7 .nunol) of ethyl fórmate
(distilled from phosphorus pentoxide) followedby I mLof a
solution of 294 mg (13 .3 mmol) of sodium in 6 mL of
absolute metltyl alcohol, TIte resultíng solution was titen kepl
at room temperature under nitrogen overníght, TIte reaction
was evidenced by tbe appearance of a deep color and I or the
formation of an insoluble precipitale. TItemixturewas poured
into a cold solution of 16 mL of glacial acetic acid in 150mL
of water, and the resulting precipitate was extracted with
CH]CI]. The organic layer was washed witb waler and tben
extracted witb 3 x 100 mL of 2 % potassium hydroxide solu
tion, The combined basic extraer were washed witb ether and
acidified witb 10 mL of glacial acetic acid. Extractionof the
aqueous layer witb CH]CI] in tite usual rnanner, afforded 2
formyl-3-oxo-urs.28-oic metbyl ester (8; 226 mg; 0.46 mmol;
70 % yield).

Reddish viscous Iiq. IR (CHCI]) vm,,: 2925, 2869, 1725,
1636, 1587, 1455, 1360 and 1147 em-'. EIMS 70eV miz: 496
CM+, enH'IO.), 481, 478, 437, 421, 262, 249, 233, 203 and
189. 'H NMR 200 MHz CDCI]o:14.91 (IH, s, OH chelated),
8.57 ( IH, s, H-23), 5.29 (IH , m, H-12), 3.61 (3H, s, OMe),
2.32 (IH, d, H-18), 1.25, 1.19, \.1 1, 1.09, 0.8 (3H, s, each],
0.93 (3H, d, J=8 Hz), 0.86 (3H, d, Ja7Hz).

Table 3. Freeradical scavengingacriviries of8and9.

UrsoUcacid methyl ester (6). A solution ofursolic acid (1 8,
2.19 nunol) in a mixture of etlter I MeOH (50 mL)was cooled
down lo OoCin an ice·batlt. Etbereal diazomethane'Nas added
unlil permanentyellow color was obtained. After 24 h tbe sol·
venl Was removed by distillation under low pressure to give
ursol.28-oic acid me!byl esler (6; 758 mg; 1.61 nunol; 73.5 %
yield).

Compound

2- Formyl-3-oxo·
urs-28-oic acid
melbyl esler(8)
2- Formyl-3-oxo·
urs·l-en·28-oic
acidmetbylester (9)

Concentratian
(ppm)

lO
100
1000
10

100
1000

Reducrion
ofDPPH(%)

12.69"
40.87·
79.43"
N.A.
N. A.
N. A.

3·oxo-urs·28-olc acid metbyl ester (7). To a solution of 6
(750 mg, 1.6 rnmol) in acelone (10 mi) was added an excess

The rcsults were anaty zed by ANOVA . Statistical comparison were made
between control group and the experimental groupsusing 1 Dunnet' s test. .p
.( O.OS. N. A. =Not active.
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Tibie 4. Anti-innammatory activitiesof 8 and9.

Compound . Edema
(mg,average SE)

Inhibition(%)

house (tempenture 27 :!: 1°C). Tbey were fed laboratory diet
and water ad /ibirum. AIl experiments were earried out usíng
4-8 animals por group.

AII me compounds were tested al I mEI eardcses. Tbc: results were analyzed
by ANOVA. Statistic:al comparisonweremadebetweencontrol UOUP and the
experirnenuJ. groups using iI t sroldaH test·p $ O01. Thereponed % oC inhi
binan l)(ursolic acidis 74.4 'Y. al i mg/elr doses [16).

Animals. Male CD-I mice, weighing 20-25 g each were used.
Instituto de Fisiología Celular, Universidad Nacional Autóno
ma de México provided lbe experimental animals. AIIanimals
were held under standard laboratory conditions in lbe animal

Free radl..1 seavenging Adlvlty. DPPH assay was pero
formed essent ial1y according to lbe modified method oC
Collele. Reaction mixture containing different concentrations
oftest samples in DMSO and lOO mM DPPH elbanol solution
in 96-well microliter plates, were incubated at 37 oC for 30
nún, and subsequentIy lbe absorbencies were measured at 515
nm in a microp!ate reader EIx 808. Measurements were per
forroed in triplicate in at least !bre: independent experiments.
The % inhibition of each compound was determined by com
parison wilb a DPPH etbanol blank solution [22). Tbe results
were analyzed by ANOVA. Statistical comparisons were
made between control group and the experimental groups
using Dunnet's test

2- Formyl-3-oxo-urs-1-en-28-oic acid methyl ester (9).
PhSeCl (120 mg) ' was dissolved in 12 mL of CH¡C12 and
cooled to OoC and 0.06 g (401'1) oCpyridine was added. After
15 min, 0.2 ¡; of 8 in 3 mLof CH¡Cl¡ was added and the mix
ture was stirred for 15 min more. The CH2CJ¡ solutioa was
extracted wilb two 5 mL portions of 10 % HCl and cooled
back to O'C, at which time 0.1 mL of 30 % H¡O¡ wasadded.
An additiooal 0.1 mL of 30 % H¡O¡ was added after lOmin
and again after 20 minoAfter 10 additional lO nún, 0.5 mLof
H20 was added and the CH2CI¡ layer was separated and
washed wilb 5 mL of sarurated NaHCOl . After being dried
over Na¡SO., the solution was tiltered and the solvent evapo
rated under vacuum to yield 9 (53 mg; 0.11 mmol; 24 %
yield). Reddish viscous liq. IR (CHCll ) v (cm-t): 2921, 2858,
2721, 1719, 1672, 1604, 1455, 1379, 1224 and 1110. EIMS
70eV rrJz: 494 (M", Cl¡H.60 .), 479, 476, 435, 419, 314, 262,
249,233,203, 189, 158, 133 and 117. 'H NMR(200 MHz,
CDCIl ) : 10.01 (IH, s, COH), 7.80 (IH, s, H-I) , 5.38 (lH, ID,

H-12), 3.62 (3H, s, OMe), 2.28(IH, d, H-18), 1.25, 1.18,
1.09, 0.96, 0.87 (3H, s, each), 1.17 (3H, el,1 = 7 Hz), 0.87
(3H, el,1 =8Hz).

References

TP A-induced edema model. Effects of the testsubstances on
11'A-induced ear edema in mice were studied as described by
De Young [17) wilb slight modiñcations , Tbe substances (1
mg I car) were applied topically. A soluticn of TPA (2.5 ug)
in EtOH ( 10 I't) was applied topically to both faces (5 ul,

each face) of me right ear of ce mice, 10 min after the test
substances were applied (10 uL eaeh faee) . The len ear
received elbanol (10 I't) ñrst, and20 I'L oflbe respective 501

vent subsequentIy.
Four hours larer the mice were killed by cervical disloca

tion. A 7-= diameter plug was removed from each ear, The
swelling was assessed as the difference in weight berween
rigbt and left ear plugs [19). Inaibition of edema (El, %) was
ca1culatedby theequation:

El ("lo) = lOO - [B x lOO l A), wilb A = edema indueedby
TIA done, and 8= edema indu ced by 11'A plus sample ,

Data were expressed as m: mean SEM of 4-~ míce. AIl
the extracts and compounds were tested at 1 mg I ear doses.
The results were analyzed by ANOVA. Statistieal compar
isons were made berween control group and the experimental
groups using a t student test'p < 0.01.
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Abstract. The acetone and metanol extracts of aerial parts of Salvia mexicana L.

Var. minor showed anti-inflarnmatory and antioxidant propertie s in the TPA y

DPPH models respectively. The chromatography of these extracts led the

insolation of /3-sitosterol, betulinol, betulinic acid, ursolic acid and arbutin. The

presence of these triterpenes is in agreement with previos phytochemical studies of

Salvia, however this is the first time that arbutin is isolated from a species of this

genus. On the other hand, since none 01' the insolated compound showed

antioxidanr properties in the DPPH model, it can be inferred tha minor compounds

not isolated 01' synergism efTectscould account for the antioxidant properties ofthe

extracts . It is known that some pentacyclic triterpene derivatives with an a,/3-

unsaturated carbon yl in the ring A showed a better nitic oxide synthase inhibition

activity that natural triterpcnes. It was decidcd to synthesize the methyl estcr of 2-

formyl-S-oxo-urs-Zx-oic and 2-fol'mil-3-oxo urs-l-en-28-oic acids from ursolic
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acid and evaluate them using the DPPH and TP A models. The results showed that 

both compounds have antiinflammatory activity, but only the 2-fomlyl-3-oxo

ursol.28-oic acid methyl ester was active in DPPH assay, which is in agreement 

wilh the proposed mechanism ofthis test. This is the first chemical¡study of Salvia 

mexicana L. var. minar (Benth). 

Keywords : Triterpenos, Salvia mexicana var. minar, antiinflammatory activity, 

chemical transfonllations. 

Resumen. Los extr(lctos acetónico y metanólico de las partes aéreas de la Salvia 

mexicana L. var. minar, mostraron poseer propiedades antiinflamatorias y 

antioxidantes en los modelos de TP A Y DPPH, respectivamente. La cromatografia 

de estos extractos penllitió el · aislamiento de P-sitosterol, betulinol, ácido 

betulínico, ácido ursólico y arbutina. La presencia de estos triterpenos está de 

acuerdo con estudios previos de Salvia, sin embargo, es la primera vez que se aísla 

arbutina de una especie de éste género. Posiblemente las propiedades 

antiinflamatorias de los extractos se deban a la presencia del P-sitosterol y ácido 

ursólico, compuestos con probadas propiedades antiinflamatorias. Por otro lado, es 

probable que las propiedades antioxidantes de estos extractos, se deban a la 

presencia de compuestos minoritarios o a efectos sinérgicos, ya que ninguno de los 

compuestos aislados fue activo en el modelo de DPPH. Datos recientes en la 

literatura señalan que algunos derivados de triterpenos pentacíclicos con una 

celona a,p-insaturada en el anillo A, presentan una mayor inhibición de la enzima 

óxido nítrico sintetasa que los triterpenos naturales, por lo que se decidió obtener 
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los ésteres metílicos de los ácidos 2-fonnil-3-oxo-urs-28-oico y 2-formil-3-oxo

urs-I-en-28-oico a partir del ácido urs ólico, y evaluarlos en los modelos de DPPH

y TPA. Los resultados muestran que ambos tienen propiedades antiinflamatorias,

pero sólo el éster metílico de! ácido 2-fonnil-3-oxo-urs-28-oico fue activo en el

modelo de DPPH, resultado que está de acuerdo con el mecanismo asociado a esta

prueba. Este es' el primer estudio quimico de la especie Salvia mexicana L. varo

minor (Benth) .

Palabra clave: Triterpenos. Salvia mexicana varo minor , actividad anti

inflamatoria, transformaciones qu ímicas.

Introducción

La Salvia es un importante género de la familia Lamiaceae que agrupa

aproximadamente 900 espec ies (ante s Labiatae) . Algunas especies de Salvia han

sido cultivados en varias partes del mundo ya que son usadas en la medicina

tradicional y para propósitos culinarios [ l ]. Es bien conocido que las hojas secas

de la S. o.fJicinalis (salvia) L., posee propiedades antioxidantes por lo que son

usadas en algunos procesos industriales alimenticios, así como remedio en contra

de algunas enfermedades humanas [ 2 ]. Estudios sobre los constituyentes

químicos de la Salvia han sido confinados principalmente a la presencia de

diterpenos y de tanshinonas [ 3,4 ], Y varios estudios sobre estos compuestos han

sido publicados [ 5,6 ]. Adicionalmente hay varias investigaciones sobre la

actividad biológica de algunas especies de este género [ 7,8 ].
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Más de 500 especies de Salvia se encuentran en México, Centro y Sur de

América las cuales pertenecen al subgénero Jungia (antes Calosphace) [ 10 l. La

especie Salvia mexicana ha sido div idida en dos variedades: S. mexcana varo majar

Benth. y S. mexicana L. var. minar Benth. En el extracto acetónico de las partes

aéreas de la primera variedad mencionada se encontron naringenina y el

salvimexicanolido un diterpeno de tipo cis-languidulano [ 10 l. En el extracto de

cloroformo de las partes aéreas de está especie se encontró P-sitosterol, ácido

betulínico y una lactona triterpenoíca llamada salviólida { 11 }. Como parte de

nuestro estudio sistemático encaminado a la búsqueda de compuestos activos de

las especies mexicanas { 12 }. En este artículo se informa del estudio químico, la

reducción de radicales libres y la actividad antiinf1amatoria de algunos extractos y

compuestos aislados de la' S. mexicana L. val'. millar. De acuerdo con la literatura

esta es la primera vez que se informa del estudio químico de los constituyentes así

como de la actividad antioxidante por medio del modelo de reducción de radicales

libres y la actividad antiinf1amatoria de está especie.
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Resultados y Discusión

Las flores y hojas de esta especie fueron estudiadas por separado. Obteniéndose

los extractos hex ánico, acetónico y metanó lico respectivamente .
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El método de reducción de radicales libres mediante DPPH puede ser usado para

evaluar la actividad antioxidante de compuestos o extractos específicos en un

corto tiempo. Este se basa en la transformación de un radical libre estable

l,l.difenil-2.picril hidrazil (DPPH) a el . ~ u-difenil-B-picril hirazina por medio

de la actividad oxidante de los compuestos [ 13 J.

Por otro lado la inducción de edema es un método que evalúa la habilidad de los

compuestos o extractos probados a evitar la reacción de inflamación en respuesta

.a un edemogena. Los valores de la evaluación antioxidante, por el método .de .

DPPH , de algunos extractos de la S. mexicana varominor se muestran en la tabla

1. Mientras que la evaluación de la actividad antiinflamatoria, evaluada por la

inducción de edema TPA en ratón son mostrados en la tabla 2.

De acuerdo a estos resultados , el extracto acetónico, metanólico de flores, al igual

que el extracto metanólico de hojas son activos en la prueba de DPPH. A

diferencia de este modelo , en la prueba de TPA se observó que sólo los extractos

hexánico y aceetónico de flores fueron activos.

Con el fin de aislar los principios activos, todos los extractos fueron

cromatografiados. Del extracto hexánico de flores se aislaron P-sitosterol (1) (1;

157 mg; 0.034 %) Y betulinol (2) (2; 10 mg; 0.002 %), mientras que del ácido

ursólico (3) (3; 3.612 g; 0.8 %) Yde arbutin (4; 563 mg; 0.12 %) fueron aislados

del extracto acetónico de flores. El arbutin (4) fue el único compuesto aislado de
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los extractos metanólicos de hojas y flores, 3.180 g (0.69 %) Y5.103 g (0.96 %)

respectivamente. Aunque la presencia de 1, 2, 3 en S. mexicana varominor, esta

de acuerdo a las investigaciones previas fitoquímicas reportadas sobre este

género . Para nuestro conoc imiento esta es la primera vez que el arbutin es aislado

de especies del género Salvia .

Todos los compuestos aislados fueron inactivos en la prueba de DPPH, esto

indica que la actividad que presentan los extractos es debida a los componentes

minoritarios que no se aislaron o a un efecto sinérgico. Estos resultados están de

acuerdo con el mecanismo de reacción , por lo cual se postula que la reducción de

radicales libres de un compuesto en la prueba de DPPH es atribuida a su

habilidad de donar un hidrógeno [ 14 l.

Por otro lado las actividades antiinflamatorias del l3-sitosterol (1) y del ácido

ursólico (3) están bien documentadas [ 15, 16 l por lo que la presencia de 1 y 3 en

éstas especies se relacionan con su actividad antiinflamatoria (tabla 2).

Se sabe que los ésteres de forbol, tal como el TPA, inducen la inflamación de la

piel y una respuesta hiperproliferativa con una infiltración neutrofilis [ 17 l.

También es conocido como estimulador de PLAz y consecuentemente ocurre que

libera ácido araquidonico y prostangladinas (18). Aunque el mecanismo por el

cual el TPA causa inflamación no es completamente claro, este puede

relacionarse en parte a la liberación de mediadores eicosanoides. Así el inhibidor



de cic\oxigenasas y lipoxigenasas como el ácido ursólico han mostrado actividad 

en el modelo de TP A [ 19,20 ]. 

La alta producción de óxido nítrico (NO) producida por la inducción de la 

enzima óxido nitrico sintasa (¡Nqs), la cual se expresa mediante la actividad de 

macrofagos, juega un papel muy importante en la defensa del huésped. Sin 

embargo la excesiva producción de óxido nítrico puede destruir también la 

funcionalidad normal de los tejidos durante una inflamación crónica. De un 

estudio de estructura-actividad e!1tre 80 derivados del ácido ursólico y oléanolico, 

el 2-ciano-3, 12-dioxooleana-1 ,9-dien-28-oicc es el producto que tiene una alta 

actividad inhibitoria contra la producción de óxido nítrico inducido por interferón 

y (IFN-y) en macrofagos de ratón. En general se encontró que los derivados del 

ácido ursólico y oléanolico con una cetona a,p-insaturada en el anillo A tiene una 

actividad significativa ha signíficado contra la producción de NO. También es 

conocido que el ácido ursólico incrementa la actividad de ¡NOS y así como de la 

expresión TNF-a a través de la transactivación del NF-kB basado en 

macrofagos[ 21 ]. Tomando esta información en cuenta, se decidió evaluar las 

propiedades antioxidantes e antiinflamatorias de 8 y 9 . 

Los resultados muestran que sólo 8 fue activo en la prueba de reducción de 

radicales libres (tabla 3), de cualquier forma ambos 8 y 9 muestran casi la misma 

actividad que la del ácido ursólico como agente antiinflamatorio. 

Estos hallazgos indican que la actividad de reducción de radicales libres de 8 es 
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debida a la habilidad que tiene para donar un hidrógeno, por otro lado en

contraste a su actividad inhibitoria contra la producción de oxido nítrico, la

presencia de una insaturación en 8 y 9 no son relevantes en términos de su

actividad antiinflamatoria , ya que ambos muestran casi al misma actividad del

ácido ursólico.

Material y métodos

General. Los puntos de fusión (sin corregir) fueron determinados en un aparato

. Fisher-Johns, Los espectros de IR fueron corridos en pastillas de KBr o películas

liquidas sobre un espectrofotómetro Nicolet modelo Magna 750 . Los espectros de

masas fueron corridos a 70 eV en un espectrofotometro de masas leal lMS

AX505HA. Los espectros de RMN fueron medidos usando los espectrometros

Varian-Gemini 200 y Varian VXR-300 CH, 200 o 300 MHz, 13c, 75.4 MHz) en

CDCI3 o DMSO-d6 con TMS como estándar interno.

Material vegetal. Las partes aéreas de la Salvia mexicana L. varo minar Benth se

obtuvieron de un huerto localizado en la calle Xahuen en San Miguel Tlaixpan

(Texcoco, Edo . de México, México) en el 2002. Un vaucher del espécimen fue

depositado en el Herbario Nacional (MEXU-l054424). Las flores (456 g) Y las

hojas (531 g) se trataron separadamente. Entonces el material vegetal fue

exhaustivamente extraído con n-hexano, acetona y MeOH, sucesivamente. De las

flores , se obtuvieron 24.62 g (5.39%, peso seco) del extracto hexán ico, 24.47 g
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(5.36%, peso seco) del extracto acetónico y 73..26 g (16.06%, peso seco) del

extracto metanólico, mientras que de las hojas fueron obtenidos, 13.19 g (2.48%,

peso seco), 29.33 g (5.22%, peso seco), 179.55 g (33.77%, peso seco)

respectivamente .

Todos los extractos fueron cromatografiados usando una columna abierta

empaquetado con Si-gel (G-Alltech, 0.2-05 mm, ASTM), en una proporción 1:30

para el extracto y eluida con mezclas de disolventes incrementando la polaridad

empezando con hexano y terminando con metanol.

Tabla l. Reducción de radicales libres de algunos extractos de la S. mexicana
varo minoro

Los resultados fueron analizados por ANOVA. La comparacion estadística fue realizada entre el grupo
control y el grupo experimental usando la prueba de Dunnet • p ~ 0.05.

Extractos Concentración (ppm) Reducción de DPPH (%)

Acetónico(flores) 10 12.64*
100 84.47*

1000 95.35*
Metanólico (flores) 10 17.74*

100 92.86*
1000 91.55*

Metanólico (hojas) 10 13.55*
100 90.76*

1000 92.52*
Acido 7.17 94.69*

Nordihidrozuaiaretoico .. . .

Cromatografía del extracto bexánico de flores. Del extracto hexánico de flores

se colectaron un total de 65 fracciones de 200 mL cada una. Las fracciones que

mostraban TLC similares fueron reunidas, agrupadas en 8 grupos (FI - F8): FI

(fracciones 1-15, e1uidas con hexano) , F2 (fracciones 16-23, eluidas con hexano-
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EtOAc 9:1), F3 (fracciones 24-26, eluidas con hexano-EtOAc 9:1), F4 (fracciones

27-35, eluidas con hexano-EtOAc 8:2), F5 (fracciones 36-53, eluidas con

hexano-EtOAc 7:3), F6 (fracciones 54-55, eluidas con hexano-EtOAc 1:1), F7

(fracciones 56-62, eluidas con EtOAc) y F8 (fracciones 63-65, eluidas con

EtOAc-MeOH 9:1). Se aisló de F3 P-sitosterol (1) (157 mg) y betulinol (2) (lO

mg) de F4.

Cromatografía del extracto acet6nico de flores. Del extracto acetónico de

flores se colectaron un total de 265 fracciones de 200 mL cada una. Las

fracciones que mostraban TLC similares fueron reunidas, agrupadas en 6 grupos

(Fl - F6): Fl (fracciones 1-20, eluidas con hexano), F2 (fracciones 21-35, eluidas

con hexano-EtOAc 9:1), F3 (fracciones 36-161, e1uidas con hexano-EtOAc 7:3),

F4 (fracciones 162-237, eluidas con hexano-EtOAc 1:1), F5 (fracciones 238-248,

eluidas con EtOAc-MeOH 1:1) y F6 (fracciones 249-265, eluidas con MeOH). Se

aisló de F3 ácido ursólico (3) (3.682 g) Yarbutin (4) (563 rng) de F4.

Tabla 2. Actividad antiinflamatoria de algunos de la S. mexicana varominoro

Extractos Edema (rnz promedio SE) Inhibición (%)
Control (metanol ) 15.476 0.32 ---
Hexánico (flores) 4.77 60.50 69.17*
Acetónico (flores) 5.60 6 0.91 63.79*
Metanólico (flores) 13.7060.31 11.42
Metanólico (hojas) 13.1061.07 15.00
Indometacin 1.07 6 0.03 91.35*
(control positivo)

Todos los extr acto s fueron probad os en dOSIS de I mg en cada oreja . El resultado fue analizado por A:-;OVA.
La comparación estadística fue realizada entre el grupo control y el grup o experimental usando la prueba de
I student • p ~ 0.0 1.
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Cromatografia del extracto metanólico de flores. Del extracto MeOH de flores

se colectaron un total de III fracciones de 200 mL cada una. Las fracciones que

mostraban TLC similares fueron reunidas, agrupadas en 9 grupos (FI - F9): FI

(fracciones 1-16, e1uidas con hexanb) , F2 (fracciones 17-33, eluidas con hexano

EtOAc 9:1), F3 (fracciones 34-41, eluidas con hexano-EtOAc 7:3), F4 (fracciones

42-49, eluidas con hexano-EtOAc 1:1), F5 (fracciones 50-77, eluidas con

EtOAc), F6 (fracciones 78~89, eluidas con EtOAc-MeOH 9:1), F7 (fracciones 90

93, eluidas con EtOAc-MeOH 7:3), F8 (fracciones 94-102, eluidas con EtOAc

MeOH 1:1) y F9 (fracciones 103-111, eluidas con MeOH). Dc los grupos F5-F8

se aisló arbutin (4) (3.180 g).

Cromatografia del extracto hexánico de hojas. Cuando el extracto fue

concentrado, precipito un sólido amarillo (235 mg), el cual fue filtrado y

cromatografiado. Se colectaron un total de 16 fracciones de 50 mL cada una. Las

fracciones que mostraban TLC similares fueron reunidas, agrupadas en 3 grupos

(FI - F3): FI (fracciones 1-4, eluidas con hexano), F2 (fracciones 5-8, eluidas

con hexano-EtOAc 9: 1) y F3 (fracciones 9-16, eluidas con hexano-EtOAc 8:2).

El ácido betulínico (5) (80 mg, 34%) se aisló de F3. Lo que quedo del extracto

(13.19 g) se obtuvieron, un total de 22 fracciones de 200 mL cada una. Las

fracciones que mostraban TLC similares fueron reunidas, agrupadas en 6 grupos

(FI - F6): FI (fracciones 1-4, eluidas con hexano), F2 (fracciones 5-6, eluidas

con hexano-EtfrAc 9:1),F3 (fracciones 7-12. e1uidas con hexano-EtOAc 7:3), F4

(fracciones \3-14 , eluidas con hexano- EtOAc 1:\), F5 (fracciones 15-19, eluidas
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con hexano-EtOAc 3:7) y F6 (fracciones 20-22, eluidas con EtOAc) . El p

sitosterol (1) (686 mg) se aisló de los grupos F3-F6.

Cromatografia del extracto acetónico de hojas. Del extracto acetónico de hojas

se colectaron un total de 33 fracciones de 200 mL cada una. Las fracciones que

mostraban TLC similares fueron reunidas, agrupadas en 9 grupos (FI - F9): FI

(fracciones 1-3, eluidas con hexano), F2 (fracciones 4-7, eluidas con hexano

EtOAc 9:1) , F3 (fracciones 8-10, eluidas con hexano-EtOAc 7:3), F4 (fracciones

11-15, eluidas con hexano-EtOAc 1:1), F5 (fracciones 16-18, eluidas con

hexano-EtOAc 3:7), F6 (fracciones 19-21, eluidas con EtOAc), F7 (fracciones 22

25, e1uidas con EtOAc-MeOH 7:3) , F8 (fracciones 26-29 , eluidas con EtOAc

MeOH 1:i) y F9 (fracciones 30-33, eluidas con MeOH) . El ácido ursólico (3)

(4.210 g, 14.35%) fue aislado de los grupos F3-F5 y el arbutin (4) (2.103 g) de los

grupos F6-F8.

Cromatografia del extracto metanólico. El extracto MeOH de hojas fue

particionado entre n-butanol y CH2Ch. Obteniendo el extracto de n-butanol

(46.16 g) el cual fue cromatografiado, dando un total de 22 fracciones de 200 ml,

cada una. las fracciones que mostraban TLC similares fueron reunidas.

agrupadas en 9 grupos (F I - F9): F I (fracciones 1-2, eluidas con hexano), F2 (la

fracción 3, e1uida con hexano-EtOAc 9: 1), F3 (la fracción 4, eluida con hexano

EtOAc 7:3), F4 (la fracción 5, eluida con hexano-EtOAc 1:1), F5 (fracciones 6-8.

e1uidascon EtOAc) , F6 (fracciones 9-13, eluidas con EtOAc-MeOH 9:1), F7
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(fracciones 14-15, eluidas con EtOAc-MeOH 7:3), F8 (fracciones 16-18, eluidas

con EtOAc-MeOH 1:1) Y F9 (fracciones 19-22, eluidas con MeOH). El arbutin

(4) (5.103 g, 4.3%) fue aislado de los grupos F6-F9 .

La estructura de los compuestos fueron establecidas por comparación de datos

espectrales y fisicos reportados en la literatura.

Preparación del éster metilico del ácido ursólico (6). Una solución de ácido

ursólico (1 g, 2.!Ommoi) en una mezcla de éter,' MeOH (50 mL) fue enfriada a

0° e en un baño de hielo. El diazometano etéreo fue adicionado hasta que se

obtuviese un color amarillo. Después de 24 h el disolvente fue removido por

destilación a baja presión dando el ursol-28-oico metil éster (758 mg, 1.61

mmoles, 73.5% de rendimiento).

Tabla 3. Reducción de radicales libres de 8 y 9.

Los resultados fueron anahzados por ANO\ A. La cornparacion estadística fue realizada entre el grupo
control y el grupo experimental usando la prueba de Dunnet • p:::: 0.05. N.A. No activo.

Compuesto Concentración Reducciónde DPPH (%)
(ppm)

2-formil-3-oxo-urs-28-oico 10 12.69*
éster metilico del ácido 100 40.87*

1000 79.43*
2-formil-2-oxo-urs-I-en-28- 10 N.A.
oico éster metílico del ácido lOO N.A.

1000 N.A... . .

Preparación deI3-oxo-un-28-oico éster metílico (7). En una solución de 6 (750

mg, 1.6 mmol) en acetona (10 ml.) fue adicionado un exceso del reactivo de

Jones en agitación. El curso de la reacción fue seguida con TLC. Después de 55
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min, el exceso del reactivo de Jones fue elim inado adicionando MeOH,

posteriormente la mezcla de reacción fue diluida con H20 (30 mL) . Se extrajo

con CH2Ch (4 X 10 mL), secado (Na2S04), se filtro y se evaporo el disolvente

quedando un residuo el cual fue cristalizado con hexano-EtOAc, el producto 7

(321 mg, 07 mmol, 43.7% de rendimiento). P.f. 182-184 oC, IR (KBr) y max (cm

1): 2935, 2867, 1726, 1695 , 1459, 1380 Y 1142. EMIE 70 eV miz: 468 (M+

C3IH4803), 453 , 419, 407, 262 , 249 , 203 Y 189. Rl\1N IH 200 MHz CDCI3 8: 5.27

(1H, m, H-12), 3.61 (3H, s, OMe), 2.60 (!H, d;H-18), 2.25 (2H, m, H-2) , 1.08 .(s,

3H), 1.04 (s, 6H) , 1.06 (d, J = 8Hz, 3H) , 0.95(s, 3H), 0.85 (d, J = 7Hz, 3H) . 0.79

(s,3H).

Tabla 4. Actividad antinflamatoria de 8 y 9.

Compuesto Edema (mg promedio SE) Inhibición (%)
Control (EtOAc) 11.80 6 0.043 ------
2-formil-3-oxo-urs-28-oico 3.0360.80 74.29*
éster metílico del ácido
2-formil-2-oxo-urs-l-en- 3.0360.86 74.29*
28-oico éster metílico del
ácido
Todos los compuestos fueron probados en dOSIS de I mg en cada oreja. El resultado fue analizado por
ANOVA. La comparación estadística fue realizada entre el grupo control y el grupo experimental usando la
prueba de I student • p ::: 0.01. El porcentaje de inhibición del ácido ursólico reportado en la literatura es de
74.4 % en dosis de 1 mg por orega [ 16).

Preparación del 2-formil-3-oxo-urs-28-0ico éster metílico (8). A una solución

de 0.7 mmol de 7 en 7 mL de piridina seca, baj o una atmósfera de nitrógeno, fue

adicionado 1.5 mL (18.7 mmol) de formiato de etilo (destilado con pentoxido de

fosforo), seguida de l mL de una solución de 294 mg (13 .3 mmol ) de sodio en 6

mL de alcohol metílico absoluto. La solución resultante se mantuvo a temperatura
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ambiente bajo una atmósfera de nitrógeno una noche. La reacción se manifestó 

por la aparición de un color mas intenso y / o la formación de un precipitado 

insoluble. 

La mezcla fue vertida en una solución fria de 16 mL de ácido acético glacial en 

150 mL de agua, y el precipitado resultado fue extraído en CH2Ch. La fase 

orgánica fue lavada con agua y después se extrajo con una solución al 2% de 

hidróxido de potasio Ox 100 rnL), lo que se extrajo con la base posteriormente 

. fue lavado con éter y acidificada con 10 mL de ácido acético glacial. La 

extracción de la fase acuosa con CH2Cb. en la forma habitual, de dónde se 

obtuvo el 2-formil-3-oxo-urs-28-oico éster metílico (226 mg, 0.46 rnrnol , con un 

rendimiento del 70 %). 

Líquido viscoso de color rosa claro. IR (CHCI) 'Y max (cm,I): 2925,2869, 1725, 

1636, 1587, 1455, 1360 Y 1147. EMIE 70eV miz: 496 (M+ C32H4804), 481, 478, 

437,421,262, 249, 233, 203 Y 189. IH RMN 200 MHz CDCI) o: 14.91 (lH, s, 

OH quelatado), 8.57 (lH, s, H-23), 5.29 (lH, m, H-12), 3.61 (3H, s, OMe), 2.32 

(IH, d, H-18), 1.25, 1.19, 1.11, 1.09,0.80 (s, 3H para cada uno), 0.93 (d, J = 8Hz, 

3H), 0.86 (d, J = 7Hz, 3H). 

Preparación del 2-formil-urs-l-en-28-'oico éster metílico (9). Se disolvió 

PhSeCI (120 mg) en 12 mL de CH2CIz, se enfrío a O Oc y se adiciono 0.06 g (40 

~lL) de piridina. Después de 15 minutos. fueron adicionados 0.20 g de 8 en 3 

mL de CH2Cb y la mezcla estu\·o en agitación por 15 minutos más. La solución 
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de CH2Ch fue extraída dos veces con 5 mL de HCI al 10% enfriado previamente 

a O Oc y una vez con H20, se agregan 0.1 mL de H)02 al 30% .. Se adicionan 0.1 

mL de H20 2 al 30% después de 10 minutos y otra vez después de 20 minutos. Al 

transcurrir otros 10 minutos más se agregaron 0.5 mL de H20 y la fase orgánica 

fue separada y lavada con 5 mL de una solución saturada de NaHC03 . Se secó 

con Na2S04 , la solución fue filtrada y el disolvente evaporado en el vaCÍo para 

dar el producto 9 (53 mg, 0.11 rnmol, 24% de rendimiento). Se obtiene un liquido 

amarillo viscoso. IR (CHCb)y max (cm- I
): 2921,2858,2721, 1719, 1672, 1604, 

1455, 1379, 1224 Y 1110. EMIE 70eV miz: 494 (M+ C32H4601), 479, 476, 435, 

434, 419, 314, 262, 249. 223, 203, 189, 158, 133 Y 117. IH RMN 200 MHx 

CDCb o: 10.01 (lH, s, COH), 7.80 (lH, s, H-l), 5.38 (lH, m, H-12), 3.62 (3H, s, 

OMe), 2.28 (lH, d, H-18), 1.25, 1.18, 1.09,0.96,0.87 (s, 3H para cada tillO), 1.17 

(d, J = 7Hz), 0.87 (d, J = 7 Hz). 

Evaluación de la actividad antioxidante por medio de la reducción de 

radicales libres. El ensayo de DPPH fue realizado esencialmente de acuerdo al 

método de Cottele. La mezcla de reacción contiene diferentes concentraciones de 

la muestra en DMSO y una solución etanólica de 100 mM de DPPH en placas de 

96 microlitros, fueron incubadas a 37 Oc por 30 minutos y subsecuentemente las 

absorbancias fueron medidas a 515 nm en un lector modelo Elx 808. Las 

mediciones se llevaron acabo por tripicado, en por lo menos tres experimentos 

independientes. El porcentaje de inhibición de cada compuesto fue detenninado, 

por la comparación de estos con un blanco (una solución etanólica de DPPH) [ 22 
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ESTA TESIS NO SAU 
OE LA BIBIIIOTECA 

]. Los resultados fueron analizados por ANOV A. La comparación estadística fue 

hecha entre un grupo de control y un grupo experimental usando la prueba de 

Dunnet. 

Modelo de inducción de edema por TPA. Animales: Fueron usados ratones 

macho CD-l, con un peso entre los 20-25 g cada uno. El Instituto de Fisiología 

Celular de la Universidad Nacional Autónoma de México proporciono los ratones 

para los .ensayos. Todos los animales estuvieron bajo ras condiciones de 

laboratorio en una casa de ratones (temperatura 27± oC), fueron alimentados con 

una dieta alimenticia balanceada yagua ad libitum. Todos los experimentos se 

llevaron acabo usando un grupo de 4-8 animales. Los efectos de las sustancias 

probadas sobre el edema inducido por TP A en oreja de ratones fue llevado acabo 

como lo describe De Y oung [ 17 ] con algunas ligeras modificaciones. Los 

compuestos (1 mg / por oreja) fueron aplicadas como frecuentemente se hace. La 

solución de TPA (2.5 ~g) en EtOH (10~L) fueron aplicadas típicamente en ambas 

caras (5 ~ en cada cara) en la oreja derecha del ratón. 10 minutos después las 

sustancias probadas fueron aplicadas (IO~ en cada cara). Mientras que la oreja 

izquierda recibe primero etanol (10 ~L) Y 20 ~L del respectivo disolvente 

subsecuentemente. 

Cuatro horas después los ratones fueron sacrificados por dislocación cérvica. Las 

biopsias circulares (7mm de diámetro) fueron removidas de cada oreja. La 

inflamación fue evaluada con la diferencia de peso entre la oreja derecha e 
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izquierda (Carlson et al. 1985) La inhibición de edema (El, %) fue calculada por

la ecuación: EI(%) = 100 - [B x lOO/A] ; de donde A = edema inducido por TPA

solamente, y B = edema inducido por TPA mas la muestra.

Los datos fueron expresados con la media ± de 4-8 ratones. Todos los extractos y

los compuestos fueron probados en dosis de 1mglpor oreja. Los resultad os fueron

analizados por ANOVA. La comparación estadística fue hecha entre el grupo de

control y el grupo de experimentación usando una t student *p ~ 0.0 l.
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, 

CONCLUSIONES 

En primer instancia, se contribuyo al acervo científico en el área de la fitoquímica 

de la flora nacional. En el presente trabajo se logró el aislamiento y elucidación 

estructural de los compuestos presentes en la Salvia mexicana varo minor Benth, Así 

del extracto hexánico de flores se logró aislar P-sistoterol y el alcohol betulínico. 

Mientras que del extracto hexánico de hojas se obtuvo P-sistoterol y ácido betulínico. 

El compuesto mayoritario en ambos extractos fue el P-sitosterol. 

Del extracto acetónico de flores y de hojas se aisló el ácido ursólico y el arbutin;. 

obteniéndose en mayor proporción a éste ultimo. 

De los extractos metanolicos sólo se aisló arbutin en una proporción abundante. 

El perfil químico de la Salvia mexicana varo minor no concuerda con las demás 

especies de Salvias ya que no se aislaron diterpenos, los cuales son compuestos con 

gran importancia quimiotaxonomica para el género. 

La presencia del arbutin en abundancia, de acuerdo en la literatura puede estar 

relacionado a la supervivencia de la planta en condiciones adversas. 
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Por otro lado se evaluaron los extractos, acetónico de flores y metanólico tanto de 

flores e hojas en la prueba de DPPH, los resultados mostraron que los tres extractos 

tienen una buena actividad antioxidante. Los compuestos aislados: ácido ursólico, 

ácido betulínico, alcohol betulínico y arbutin no mostraron actividad en la prueba de 

DPPH. Lo cual hace suponer que la mezcla constituyente de los extractos es la 

responsable de esta actividad. 

Sin embargo en la prueba de TPA. se ensayaron los extractos: hexánico, acetónico y 

mctanólico de flores además del metanólico de hojas. En este caso los dos extractos 

metanolicos tanto de hojas como de flores fueron negativos en esta prueba. Mientras 

que el extracto hexánico mostró cierta actividad, que se relaciona con la presencia del 

~-sitosterol y el alcohol betulínico presentes en este extracto y que tiene antecedentes 

de poseer una buena actividad antiinflamatoria. De igual manera sucede con el 

extracto acetónico de flores que como se ha mencionado el componente mayoritario 

es el ácido ursólico que también tiene antecedentes de presentar una relevante 

actividad antiinflamatoria. 

Sabiendo por medio de antecedentes bibliográficos que el ácido ursólico, ácido 

betulínico, alcohol betulínico e ~-sitostero! tienen una buena actividad 

antiinflamatoria, no se probaren en la prueba de TPA. Sin embargo se realizaron 

modificaciones químicas al ácido ursólico con el fin de obtener moléculas con mayor 

actividad (las modificaciones quimicas sólo se efectuaron en el ácido ursólico por 
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tener suficiente cantidad de este para llevar a cabo las reacciones correspondientes).

Las modificaciones realizadas produjeron al derivado formilado e insaturado del

ácido ursólico . Los cuales se evaluaron en la prueba del TPA, mostrando ambos

compuest~ ser activos , sin embargo casi con la misma actividad que el compuesto

original.

En la evaluación de estos compuestos en el modelo del OPPH se observó que solo es

activo el derivado formilado y que la instauración no mejora la actividad.
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