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RESUMEN 

 

La presente disertación describe parte de la investigación científica realizada para 

la elaboración de la monografía de la especie medicinal Brickellia veronicaefolia de 

acuerdo con los lineamientos de la Organización Mundial de la Salud. El estudio abarcó 

el establecimiento de los parámetros de inocuidad, eficacia y calidad de la droga cruda 

derivada de B. veronicaefolia, una de las cien plantas más comercializadas en México. 

En primer lugar se determinaron los parámetros preliminares de inocuidad mediante las 

pruebas de genotoxicidad de Ames y toxicidad aguda de Lorke, encontrándose que el 

extracto íntegro de la planta no es mutagénico y su toxicidad aguda es poca de acuerdo 

con el criterio de Lorke. 

Posteriormente, se comprobó mediante la experimentación farmacológica 

apropiada que el extracto íntegro y el aceite esencial de B. veronicaefolia poseen 

propiedades espasmolíticas ya que inducen la relajación de las contracciones espontáneas 

del íleon aislado de cobayo de manera dependiente de la concentración. 

El estudio fitoquímico biodirigido del extracto espasmolítico condujo al 

aislamiento y la purificación de 16 metabolitos secundarios, tres de los cuales se 

describen por vez primera y doce son novedosos en la especie. Los compuestos aislados 

se caracterizaron como: ácido 2-hidroxi-6-metoxibenzoico (18), ácido 2-metoxibenzoico 

(19), β-D-glucopiranósido de 4-alil-2-metoxifenilo (20), β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-

O-(2-metoxibenzoilo) (21), 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo (22), 3'-β-D-

glucopiranosiloxi de 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (23), 2,6-dimetoxibenzoato de 

bencilo (24), 2-hidroxi-6-metoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (25), 2-hidroxi-6-

metoxibenzoato de bencilo (26), 2-hidroxi-5,6-dimetoxibenzoato de bencilo (27), 2,3,6-

trimetoxibenzoato de bencilo (28), 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (29), 2-

hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo (30), acetato de taraxasterilo (31), camazuleno (32) 

y germacrano D (33). La elucidación estructural de los compuestos obtenidos se realizó 

mediante la aplicación de métodos espectroscópicos y espectrométricos. 
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El análisis por CG-EM del aceite esencial con propiedades espasmolíticas de 

diferentes lotes de B. veronicaefolia permitió corroborar que los constituyentes 

mayoritarios de la esencia preparada por hidrodestilación son el 2,6-dimetoxibenzoato de 

bencilo (24), el 2-hidroxi benzoato de 2'-metoxi bencilo (30), así como, los 

sesquiterpenoides camazuleno (32), germacrano D (33), biciclogermacrano (34), β-

eudesmol (35) y β-cariofileno (36). En todos los casos el β-cariofileno, el germacrano D 

y el biciclogermacrano son los constituyentes predominantes en las esencias. 

Los benzoatos de bencilo caracterizados en el presente trabajo constituyen los 

principios espasmolíticos más potentes de la planta. El rango de las concentraciones 

efectivas medias (CI50) determinadas para estos compuestos osciló entre 1.49-4.96 μM. 

Su efecto es comparable al de la papaverina (CI50 = 4.23 ± 0.68), agente espasmolítico 

inespecífico utilizado como control positivo. 

Con la finalidad de iniciar los estudios del modo de acción a nivel molecular de 

los principios espasmolíticos de B. veronicaefolia se decidió explorar su efecto sobre el 

complejo Ca2+-CaM. Los resultados generados de este estudio indicaron claramente que 

los compuestos 24, 25 y 30 actúan como antagonistas competitivos de la CaM. 

En relación a los parámetros de calidad, se estableció un método analítico 

conducente a cuantificar los principios activos presentes en la esencia utilizando la  

RMN 1H como técnica analítica. El método analítico propuesto para cuantificar 2,6-

dimetoxibenzoato de bencilo (24), 2-hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo (30), 

camazuleno (32), germacrano D (33), biciclogermacrano (34), β-eudesmol (35) y  

β-cariofileno (36) es: lineal, específico y exacto. De manera adicional, dada la 

reproducibilidad del método desarrollado, los espectros de RMN 1H generados durante el 

desarrollo del método analítico constituyen perfiles espectroscópicos de utilidad para la 

identificación de la especie. 

Los resultados del análisis químico global permiten proponer a los compuestos 

2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24) y 2-hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo (30) como 

marcadores de la especie. Los análisis cromatográficos y por RMN 1H de uno de  

 



 
 

Resumen 

 XI

 

 

los preparados herbolarios más comercializados de la especie indicaron que el producto, 

contrario a lo señalado en el marbete, no contiene B. veronicaefolia. 
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ABSTRACT 

 

This work describes part of the research conducted to generate a scientific 

monograph of Brickellia veronicaefolia following the World Health Organization (WHO) 

criteria. The main goal was to establish toxicity, efficacy and quality control parameters 

for better assessment of the crude drug of B. veronicaefolia, one of the most 

commercialized medicinal plants in Mexico. 

The Ames test showed no evidence of a mutagenic potential of a CH2Cl2-MeOH 

(1:1) extract prepared from the aerial parts of the plant, therefore the extract showed not 

genotoxic effect. On the other hand, according to the Lorke method the crude extract can 

be regarded as poorly toxic to mice. The acute toxicity (DT50) calculated was  

2852 mg/Kg. 

According to a series of pharmacological experiments in vitro, the crude extract 

and the essential oil showed spasmolytic action since they inhibited the spontaneous 

contractions (IC50 = 39.22 y 0.27 μg/mL, respectively) of the guinea-pig ileum in a 

concentration- dependent manner. Bioassay-guided fractionation of the active extract led 

to the isolation of three novel benzoic acid derivatives namely, 1,2-bis-O-(2-

methoxybenzoyl)-β-D-glucopyranoside (21), 3'-hydroxybenzyl 2,6-dimethoxybenzoate 

(22) and 3'-(β-D-glucopyranosyloxy)benzyl 2,6-dimethoxybenzoate (23). In addition, the 

known compounds 2-hydroxy-6-methoxybenzoic acid (18), 2-methoxybenzoic acid (19), 

4-allyl-2-methyloxyphenyl-β-D-glucopyranoside (20), benzyl 2,6-dimethoxybenzoate 

(24), 3'-methoxybenzyl 2-hydroxy-6-methoxybenzoate (25), benzyl 2-hydroxy-6-

methoxybenzoate (26), benzyl 2-hydroxy 5,6-dimethoxybenzoate (27), benzyl 2,3,6-

trimethoxybenzoate (28), 3'-methoxybenzyl 2,6-dimethoxybenzoate (29), 2'-

hydroxybenzyl 2-methoxybenzoate (30), taraxasteryl acetate (31), chamazulene (32) and 

germacrene D (33)  were obtained. The isolates were characterized by spectral means. 

The composition of the spasmolytic essential oil of the medicinal species  

B. veronicaefolia was established by GC-MS analysis. Seven major  
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compounds, representing 86% of the oil, were identified; two were benzyl benzoates, 

namely, benzyl 2,6-dimethoxybenzoate (24) and 2'-hydroxybenzyl 2-methoxybenzoate 

(30). The remaining five were identified as the terpenoids chamazulene (32),  

germacrene D (33), bicyclogermacrene (34), β-eudesmol (35) and β-caryophyllene (36). 

Benzyl benzoates were the most active constituents provoking a significant 

smooth muscle relaxation of the spontaneous contractions of the guinea-pig ileum with an 

efficacy higher than papaverine, a well known spasmolytic agent of therapeutic use. 

During the course of the investigation of the spasmolytic mode of action of the benzyl 

benzoates, it was found that they might exert their relaxatory effect by inhibiting CaM 

mediated processes. It was also demonstrated that compounds 24, 25 y 30 were 

calmodulin antagonists. 

A sensitive and accurate analysis using 1H NMR has been developed for the 

quantification of the major compounds in the essential oil of B. veronicaefolia. The 

method was validated using benzyl 2,6-dimethoxybenzoate (24) and β-caryophyllene 

(36), two of the active principles in the oil and successfully applied to the determination 

of these pharmacologically active compounds in three different batches of the oil. 

NMR and TLC analyses of the essential oil prepared from this herbal mixture did 

not contain the compounds identified and/or quantified in the crude drug of  

B. veronicaefolia. The results of such analysis are very important because the lack of 

appropriate regulations have provoked that in Mexico many commercialized 

phytomedicines commonly consumed by people are misidentified or contain adulterants 

or less effective substitutes. Beyond any doubt the development of suitable methods, as 

the one describe in this work, will promote the rational use of Mexican traditional 

medicine through the development of technical guidelines and international standards in 

the field of herbal medicine. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Las plantas medicinales, que han constituido la base para procurar la salud en todo el 

mundo desde tiempos inmemoriales, siguen utilizándose ampliamente y tienen una importancia 

considerable en el mundo actual. 

Si bien la medicina moderna está bien desarrollada en algunas regiones del globo, en los 

países en vías de desarrollo, grandes sectores de la población dependen de los conocimientos de 

los curanderos sobre las plantas medicinales, los medicamentos herbolarios y otros recursos 

tradicionales para el alivio de sus enfermedades. De tal forma que la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) estima que 1,500 millones de seres humanos recurren a medicinas y terapias 

tradicionales para la atención primaria de la salud. Es más, durante los últimos decenios, el 

interés del público por las terapias vegetales tradicionales ha aumentado enormemente en los 

países industrializados, por lo tanto el uso de plantas medicinales y medicamentos herbolarios se 

encuentra en plena expansión, reconociéndose así el valor clínico de las plantas utilizadas en las 

prácticas médicas alternativas (De Smet, 1997; Hersch, 1996; Lozoya, 1993). 

De acuerdo a la OMS, el auge en el consumo de productos herbolarios se debe a la 

preocupación del público por los efectos secundarios, cada vez mas frecuentes, de los 

medicamentos alopáticos y a la continua búsqueda de opciones terapéuticas alternativas para el 

tratamiento de enfermedades crónicas, a menudo letales, como el cáncer o el SIDA, o de aquellas 

provocadas por microorganismos que han desarrollado resistencia a las terapias habituales o 

convencionales (Mitscher et al., 2000). 

El interés creciente por las plantas medicinales ha dado paso a un nuevo mercado de 

medicamentos elaborados con plantas completas o con sus extractos; surgiendo en el mundo 

industrias novedosas de medicamentos "soft" o naturales que se sustentan en métodos y 

conceptos farmacológicos diferentes a los utilizados por la industria farmacéutica convencional. 

Este tipo de medicamentos tiene una amplia aceptación en los distintos sectores de la sociedad, 

tanto de las clases sociales más necesitadas como de las ricas. Este último sector encuentra a este 

tipo de medicina como novedosa y eficaz (Lozoya, 1993). 
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Ante el incremento significativo en el uso de los medicamentos herbolarios, existe un 

marcado interés por regular su comercio así como garantizar su eficacia, inocuidad y calidad a 

nivel global. Desafortunadamente, la regulación de los productos herbolarios no ha evolucionado 

según un modelo estructurado de control. Hay diferentes maneras en las cuales los países definen 

las plantas o hierbas medicinales o los productos derivados de las mismas; también, los enfoques 

para la autorización, el expendio, la fabricación, la comercialización y los criterios para asegurar 

su inocuidad, calidad y eficacia varían en las distintas regiones del mundo. Por este motivo, la 

OMS planteó en 1979 la necesidad de elaborar monografías específicas para cada droga vegetal, 

con métodos generales de control de calidad y enfatizando el impulso de las buenas prácticas de 

manufactura. Estas monografías incorporarían además la recopilación de datos botánicos, 

químicos, toxicológicos, farmacológicos y clínicos de la especie vegetal (De Smet, 2002; Hersch, 

1996; OMS, 2002). 

En la resolución WHA42.43 (1989), la Asamblea Mundial de la Salud instó a los estados 

miembros a que efectuaran una evaluación completa de sus sistemas de medicina tradicional; a 

realizar sistemáticamente un inventario y un estudio científico detallado de las plantas 

medicinales más utilizadas en las prácticas médicas tradicionales; a implantar medidas con el fin 

de reglamentar y controlar los productos elaborados a partir de plantas medicinales; a establecer 

y mantener estándares adecuados de esos productos; a identificar las plantas medicinales o los 

medicamentos de ellas derivados, que tengan una relación eficacia/efecto-secundario 

satisfactoria y que, por lo cual, deben incluirse en los formularios o farmacopeas nacionales y 

por último a realizar estudios clínicos y preclínicos (OMS, 2002; WHO, 1999). 

Los medicamentos herbolarios también han sido objeto de discusión en la Conferencia 

Internacional sobre Autoridades Reguladoras de Medicamentos (ICDRA) desde 1986. Durante la 

Cuarta y la Quinta Conferencia de la ICDRA en 1986 y 1989, se llevaron a cabo talleres sobre la 

reglamentación de los medicamentos herbolarios de circulación internacional. Las discusiones se 

limitaron a la explotación comercial de las medicinas tradicionales por medio de productos 

rotulados de venta libre. La conclusión más relevante de esa reunión fue que la OMS establecería 

las normas modelo, cada una con elementos básicos de legislación y registro para los productos  
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herbolarios. Posteriormente, en una reunión de consulta de la OMS, en Munich, Alemania, en 

junio de 1991, se redactaron normas para la evaluación de los medicamentos herbolarios que 

fueron adoptadas para uso general durante la sexta conferencia de la ICDRA en Ottawa, en 

octubre de 1991. Estas normas (OMS/TRM/91.4) definen los criterios básicos para la evaluación 

de la calidad, la inocuidad y la eficacia de los medicamentos herbolarios y así ayudar a las 

autoridades normativas sanitarias de los países miembros de la OMS, organizaciones científicas 

y fabricantes a que emprendan una evaluación de la documentación que se requiere para regular 

tales productos. Una regla general de tal evaluación es que se debe considerar la experiencia 

tradicional en el uso de estos productos así como, los antecedentes médicos, históricos y 

etnológicos, mediante descripciones detalladas en la bibliografía médica y farmacéutica, o en las 

reseñas documentadas de sus aplicaciones (OMS, 2002). 

Las normas publicadas en 1991 contienen además de los criterios básicos para la 

evaluación de la calidad, la seguridad y la eficacia de los fitomedicamentos, los requisitos para 

su rotulación y el prospecto de información para los consumidores. Los requisitos de evaluación 

farmacéutica abarcan temas como identificación, formulación galénica, análisis y estabilidad. La 

determinación de la inocuidad debe cubrir, al menos, la experiencia documentada de estudios 

toxicológicos. La evaluación de la eficacia comprende la valoración del uso atribuido mediante 

un análisis de la bibliografía y pruebas farmacológicas que apoyen las afirmaciones de 

indicación. Las normas incluyen también capítulos especiales sobre productos combinados y la 

información para el consumidor sobre el producto. Por lo tanto, el propósito de las normas de la 

OMS es de facilitar el trabajo de las autoridades reguladoras, los órganos científicos y la 

industria en el desarrollo, la evaluación y el registro de los medicamentos herbolarios, poniendo 

de manifiesto los resultados científicos que podrían ser la base para la clasificación futura de 

estos medicamentos (OMS, 2002). 

En 1994, la oficina regional de la OMS para el mediterráneo oriental publicó normas para 

la formulación de una política global sobre medicamentos herbolarios. Como la mayoría de la 

población mundial acude a consultorios médicos tradicionales para tratar afecciones del aparato 

digestivo, dolencias de las vías respiratorias superiores y enfermedades de las vías urinarias y  
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piel; es evidente la necesidad de formular políticas generales sobre la fitoterapéutica tradicional y 

promover la cooperación entre los estados miembros. Tales políticas servirían, entonces, para 

formular las reformas reglamentarias y jurídicas para asegurar una buena práctica y ampliar así la 

cobertura de la atención primaria de la salud, mientras se aseguran la autenticidad, la seguridad y 

la eficacia de estos medicamentos. De esta forma, además se lograría: el reconocimiento de la 

medicina tradicional como parte integrante de los sistemas nacionales de atención de salud, la 

cooperación entre la medicina moderna y la tradicional, la promoción del uso racional de los 

productos, la introducción de los sistemas de garantía de la calidad, la garantía de suministros 

regulares, la promoción de la investigación y la elaboración de medidas normativas. La OMS ha 

recomendado a los países miembros que establezcan un comité nacional de expertos, que sería la 

autoridad apropiada para identificar las medidas y los planes necesarios para formular una 

política nacional en esta esfera y, luego, preparar, dirigir y vigilar las diversas fases de su 

ejecución. Entre las funciones y las actividades del comité nacional de expertos deben figurar las 

siguientes: formular una lista nacional de los medicamentos herbolarios esenciales, preparar 

normas para los requisitos de registro, asesorar sobre un sistema nacional de concesión de 

licencias, aconsejar en cuanto a los medios para informar sobre reacciones adversas y proponer 

métodos apropiados de comunicación y cooperación con el Ministerio de Salud. Los criterios 

para la selección de las hierbas medicinales esenciales deben ser principalmente su seguridad, 

eficacia, necesidades en asuntos de salud y la disponibilidad de suministros continuos. Sobre la 

base de la lista aprobada de plantas medicinales de cada país, la política debe indicar claramente 

como asegurar el suministro de dichas plantas. El procedimiento de suministro debe comprender 

la recolección, el cultivo, la producción y la elaboración local, las importaciones y la 

preservación de la flora nacional. En un sistema nacional de garantía de la calidad, es preciso 

fijar normas y reglamentos a fin de asegurar la calidad de todas las plantas medicinales y sus 

preparados que están disponibles en el mercado. Las normas contienen un capítulo especial 

dedicado a los criterios para la investigación sobre los medicamentos herbolarios tradicionales y 

los criterios para su uso racional (OMS, 2002). 

Las recomendaciones de la sexta reunión de la ICDRA antes mencionadas, impulsaron a  
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la OMS, para la elaboración de  monografías farmacopeicas de los medicamentos herbolarios 

más utilizados, con base en las normas para la evaluación de los medicamentos herbolarios que 

publicó este organismo internacional en 1991. Tras un cuidadoso análisis la OMS, decidió 

publicar las monografías de 28 plantas. La finalidad de este documento es proporcionar 

información científica sobre la inocuidad, la eficacia y el control de calidad de las plantas 

medicinales seleccionadas y así facilitar el uso adecuado de los medicamentos herbolarios; 

suministrar modelos para que los estados miembros de la OMS elaboren las monografías de 

vegetales autóctonos y facilitar el intercambio de información con otros países. Cada monografía 

consta de dos partes: la primera se refiere a la definición de la droga, la distribución geográfica, 

los análisis químicos y el aseguramiento de la calidad. La segunda parte, basada en una extensa 

revisión de trabajos científicos, expone los usos tradicionales, no demostrados 

experimentalmente, así como los datos sobre experimentación farmacológica y clínica, posibles 

contraindicaciones, precauciones, efectos secundarios y posología. Las 28 monografías se 

presentaron en la octava reunión de la ICDRA, que tuvo lugar en Bahrein en noviembre de 1996. 

En el año 2002, la OMS publicó un segundo volumen con 32 monografías adicionales de plantas 

medicinales de amplio uso en el mundo. Evidentemente, este tipo de trabajos es de utilidad para 

los usuarios de plantas medicinales, autoridades sanitarias, investigadores científicos y 

fabricantes, así como para la industria farmacéutica. En el Apéndice 1 se incluye la monografía 

tipo OMS de la especie Angelica sinensis (Apiaceae) (OMS, 2002; WHO, 1999). 

A pesar de los esfuerzos de la OMS, la medicina herbolaria ha evolucionado de manera 

diferente en las distintas regiones del mundo. Así en la República Popular de China, por ejemplo, 

la medicina tradicional tiene una larga historia de más de 4,000 años. El conjunto de 

medicamentos naturales chinos constituye una de las fuentes más amplias y mejor 

documentadas, con más de 7,000 especies de plantas medicinales. La constitución de la 

República Popular de China estipula que la medicina moderna y la tradicional deben 

desarrollarse simultáneamente. Por consiguiente, desde la fundación de la República Popular de 

China, la medicina tradicional china se ha desarrollado en forma sostenida. Para fines de 1995, 

había 2,522 hospitales de medicina tradicional con un total de 276,000 camas. La mayoría de los  
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hospitales generales tienen un departamento dedicado a esta medicina. Hay 940 industrias 

destinadas a la fabricación de los productos herbolarios. En 1995, el consumo de preparados 

medicinales a base de plantas significó una erogación de 17,600 millones de yuanes, un aumento 

de un 123% con respecto a 1990. Así, la venta de medicamentos herbolarios patentados para 

1993 constituyó un 24% de la venta total de medicamentos en todo el país, mientras que las 

ventas de materiales de plantas en bruto para decocciones constituyeron tan sólo un 9%. La 

Farmacopea China en su edición de 1990 incluía 784 artículos sobre los medicamentos chinos 

tradicionales y 509 artículos sobre los medicamentos chinos patentados. Las monografías 

describen la fuente o las sustancias usadas, las prescripciones, los métodos de preparación, la 

identificación, el examen, la extracción, los efectos y las indicaciones, así como los métodos 

principales de uso, la dosificación y las precauciones. Los medicamentos herbolarios en China 

son considerados como productos medicinales con requisitos especiales para su 

comercialización. Los medicamentos nuevos tienen que examinarse y aprobarse según la Ley de 

Administración de Medicamentos. Después de la aprobación, se le permite a la fábrica colocar el 

producto en el mercado. Este procedimiento refleja el respeto con que se tratan las experiencias 

tradicionales, mientras que se usa el conocimiento moderno científico y técnico para evaluar los 

efectos terapéuticos, y la calidad de los medicamentos herbolarios, contribuyendo así al uso 

racional de la medicina tradicional china (OMS, 2002). 

En la comunidad europea, los países miembros han seguido diferentes enfoques al 

examinar las fitomedicinas y no existen criterios uniformes en lo referente a la evaluación de la 

inocuidad y la eficacia de estos productos. En 1989, se fundó la Cooperativa Científica Europea 

de Fitoterapia (ESCOP), cuyos objetivos principales son: establecer criterios armonizados para la 

evaluación de las fitomedicinas, apoyar la investigación científica y contribuir a la aceptación de 

la fitoterapia a nivel europeo. A la fecha la ESCOP ha publicado seis fascículos con 10 

monografías cada uno. Cada monografía consta de los siguientes apartados: denominación latina 

e inglesa de la droga, definición de las plantas utilizadas, constituyentes principales, métodos de 

análisis, indicaciones terapéuticas, posología y forma de administración, precauciones, posibles 

interacciones, efectos sobre el embarazo y la lactancia, efectos secundarios indeseables,  
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sobredosis, propiedades farmacodinámicas y farmacocinéticas, ensayos clínicos y datos 

preclínicos de seguridad (Barnes, 2003a y 2003b). 

Por otro lado, el uso de los medicamentos herbolarios en los Estados Unidos es menos 

generalizado que en la mayoría de las naciones desarrolladas. El motivo es que su distribución se 

ha limitado a las tiendas naturistas que son frecuentadas sólo por una pequeña proporción de la 

población. La mayoría de los productos naturales en los Estados Unidos están reglamentados 

como alimentos o suplementos dietéticos. Bajo las leyes federales, los suplementos dietéticos no 

necesitan la aprobación de la Administración de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug 

Administration, FDA) para su comercialización. En este sentido, las posibilidades de 

comercializar un producto herbolario como medicamento y de sostener que tiene efectos 

medicinales son escasas, debido a que la FDA no acepta pruebas bibliográficas de eficacia, sino 

que prefiere ensayos controlados aleatorizados como prueba (Engel y Straus, 2002; OMS, 2002). 

Para asegurar la calidad, la seguridad y la eficacia de los productos medicinales, la 

Farmacopea Herbolaria Americana “American Herbal Pharmacopoeia® (AHP)” ha publicado 

folletos, textos y monografías de plantas de amplio uso en los Estados Unidos. La misión 

primordial de estas publicaciones es promover el uso responsable de los medicamentos 

herbolarios. Cada monografía publicada por la AHP contiene información crítica y detallada 

sobre los usos populares de las especies medicinales de mayor uso. Las monografías de la AHP 

también incluyen los estudios toxicológicos y farmacológicos y, en lo posible, clínicos, que 

sustentan la eficacia y la seguridad de esas plantas; así como sus principios activos, pruebas de 

pureza, composición e identidad. Otro de los objetivos de la AHP es generar muestras de 

referencia de utilidad para los ensayos de control de calidad. Recientemente, la FDA publicó en 

el año 2003 las guías de buenas prácticas de manufactura (GMP's) para productos herbolarios. 

Este documento ha estimulado de manera notable la investigación conducente al establecimiento 

de los métodos de análisis para determinar la identidad, la pureza, la calidad y la potencia de las 

drogas crudas y productos fitofarmacéuticos derivados de éstas en los Estados Unidos (Bone, 

2001; Flaster y Lassiter, 2004; OMS, 2002; Reif et al., 2004; Sharpless et al., 2004). 

México, país con una gran tradición en el uso de hierbas con fines curativos, no está  
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exento de la influencia de los cambios ocurridos en el desarrollo y comercialización de los 

fitomedicamentos. Estos remedios herbolarios se fundamentan igualmente en el uso tradicional 

de las mismas que en algunos casos se remonta a los tiempos prehispánicos. De acuerdo a un 

inventario realizado por investigadores del Instituto Nacional Indigenista, en México existen más 

de 3,500 especies medicinales, las cuales son utilizadas por un gran sector de la población para 

tratar la sintomatología de los padecimientos más comunes. Sin embargo, el porcentaje de 

especies botánicas estudiadas desde un punto de vista farmacológico es relativamente bajo. Si 

bien es cierto que durante más de tres décadas la investigación científica de las plantas 

medicinales en México se ha destacado por un notable avance en los estudios químicos, el nivel 

de conocimiento de los recursos herbolarios nacionales es insuficiente en comparación con lo 

logrado en otros países. Las plantas medicinales que han podido cursar por las diferentes etapas 

del proceso de investigación que permiten la validación farmacológica de su uso tradicional, su 

inocuidad y la calidad de las mismas son escasas a pesar de que son productos destinados a 

procurar la salud humana (Lozoya, 1993; Bye et al., 1995). La mayoría de las plantas que se 

emplean para la elaboración de preparados herbolarios se recolectan en su ámbito natural puesto 

que son escasas las plantas medicinales cultivadas con fines industriales. De ahí que la calidad de 

los productos sea precaria (Hersch, 1996; Lozoya, 1993). 

Debido al interés del público por consumir plantas medicinales, las empresas nacionales 

procuran proveer productos novedosos que tengan una repercusión comercial; estos productos 

generalmente se elaboran con base en las recetas de las farmacopeas mexicanas de tiempos 

pasados. Estas circunstancias determinan el cuadro general que tiene el consumo de las plantas 

medicinales en el México actual y que va desde el ancestral puesto de hierbas frescas en miles de 

mercados del país, hasta el consumo de productos procesados industrialmente con diversos 

niveles de calidad y especificaciones de uso pero que se distribuyen en los mercados y tianguis 

urbanos, donde la población busca productos vegetales medicinales como formas curativas 

alternas (Lozoya, 1993). 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS 

 

Debido al incremento general que tiene el consumo de medicamentos herbolarios en el 

México actual, en el mes de febrero de 1997, se publicó en el Diario Oficial de la Federación el 

Reglamento de Insumos para la Salud. Dicho reglamento considera de manera explícita en sus 

artículos 66-71, 88-98 y 129-130 las condiciones que para su registro, autorización y venta deben 

cumplir dichos productos. Asimismo, en el mes de diciembre de 1999, se publicó en el mismo 

documento una lista de plantas prohibidas para la elaboración de tisanas, infusiones y aceites 

vegetales comestibles. En el año 2001, la Secretaría de Salud, a través de su Comisión 

Permanente de la Farmacopea, publicó la primera edición de la Farmacopea Herbolaria de los 

Estados Unidos Mexicanos, como respuesta ante la creciente necesidad de referentes respecto a 

los recursos herbolarios y como una repercusión de la propuesta de la OMS. Sin embargo, a 

pesar de la reconocida riqueza herbolaria de nuestro país, las monografías de especies autóctonas 

o introducidas pero de uso médico tradicional resultaron muy limitadas en cantidad y calidad, 

por el simple hecho de que no se dispone de la información suficiente para integrarlas. En 

consecuencia, los centros de investigación en el área de la salud, incluyendo las universidades, 

deben generar la información necesaria para conformar las monografías de las plantas 

medicinales más utilizadas en nuestro país. 

La investigación requerida para conformar una monografía tipo OMS de las plantas 

medicinales y sus preparados es de carácter multidisciplinario. El estudio comienza con el 

análisis botánico y etnomédico. Luego aparecen los estudios toxicológicos, la caracterización 

química relativa a la composición de la especie y a los procedimientos de control de calidad y la 

estandarización de la droga en función de dicha composición. Otros aspectos importantes son el 

toxicológico, el farmacológico que implica la caracterización del efecto terapéutico de las 

especies y el clínico. Esta investigación es frecuentemente muy compleja ya que los 

medicamentos herbolarios tienen dos características especiales que los distinguen de los 

medicamentos químicos: el uso de hierbas sin elaborar y el uso prolongado. 
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El presente trabajo de investigación tiene como objetivo primordial generar parte de la 

información científica necesaria para la elaboración de la monografía de la especie medicinal 

Brickellia veronicaefolia de acuerdo a los lineamientos de la Organización Mundial de la Salud. 

La información generada sentará las bases para el desarrollo y la aplicación de procedimientos 

apropiados para la validación de la seguridad y el control de calidad de la especie en estudio, los 

cuales son necesarios para la elaboración, la revisión y la actualización de monografías 

farmacopeicas. También será de utilidad para los practicantes de la medicina alternativa, los 

industriales, los médicos, los farmacéuticos y otros profesionistas de la salud.  

Para llegar a la meta planteada se formularon los siguientes objetivos particulares: 

1. Determinar la toxicidad aguda en ratones y el potencial mutagénico de la planta de acuerdo 

con el método de Lorke y la prueba de Ames, respectivamente, con el propósito de iniciar 

los estudios relativos a su inocuidad. 

2. Determinar el potencial farmacológico del extracto íntegro y del aceite esencial preparados 

a partir de las partes aéreas de B. veronicaefolia con la finalidad de corroborar en forma 

parcial la eficacia de la planta en las prácticas médicas alternativas de México. 

3. Establecer los principios activos y/o marcadores que permitan tanto la estandarización de 

los preparados herbolarios a base de B. veronicaefolia, como el establecimiento de las 

pruebas de identidad y composición de la droga cruda y preparados de la planta. 

4. Desarrollar al menos dos métodos analíticos, uno por resonancia magnética nuclear 

protónica (RMN 1H) y otro por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas 

(CG-EM) para cuantificar los principios biodinámicos y los compuestos marcadores 

presentes en la especie. 
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III. ANTECEDENTES DE LA ESPECIE Brickellia veronicaefolia 

 

3.1 Antecedentes botánicos y etnobotánicos. 

 

Brickellia veronicaefolia (Kunth) Gray es un arbusto pequeño cuyas medidas oscilan 

entre 40 cm y 1 m de altura. Presenta hojas opuestas, ovadas de 4 a 15 cm de largo por 

unos 5 cm de ancho, borde crenado, pecíolos de 3 a 6 cm de largo; las flores en 

cabezuelas miden de 12 a 17 mm y son rosadas (Figura 1). La especie tiene por hábitat el 

bosque mesófilo de montaña y el bosque de encino o de pino, a una altitud de 1750 a 

2750 m sobre el nivel del mar (Argueta et al., 1994). 

En México, se conoce comúnmente con los nombres de peistón, pexto, oreganillo, 

oreganito, hierba del jaito, hierba del haito, chilaco blanco, gordolobo corriente, mejorana 

de campo y señate. La planta se utiliza para tratar desórdenes gastrointestinales, tales 

como el dolor de estómago y los cólicos agudos; también se utiliza para curar el 

reumatismo, dolores de apéndice y contra las enfermedades biliares (Argueta et al., 

1994). B. veronicaefolia se consume sola o en combinación con otras hierbas medicinales 

como la manzanilla, la guayaba, el hinojo, la raíz de crameria, la hoja de San Nicolás y la 

hierba de San Juan, entre otras. Entre los preparados comerciales, el Estomacure es 

quizás el más popular y se utiliza para la cura de desórdenes gastrointestinales y procesos 

inflamatorios. Este preparado, al igual que muchos otros, corrobora el hecho de que la 

mayoría de los productos herbolarios comercializados a nivel industrial provienen de 

plantas de reconocido uso en la medicina popular. 

 

3.2 Estudios químicos y farmacológicos. 

 

 Desde el punto de vista fitoquímico, la especie B. veronicaefolia posee una gran 

diversidad de constituyentes químicos. Los principales metabolitos secundarios aislados 

de esta planta pertenecen a las categorías de los triterpenoides, los diterpenoides de tipo  
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labdano (Calderón et al., 1983) y los flavonoides, en su mayoría 6-metoxiflavonoides 

(Iinuma et al., 1985; Pérez et al., 2000; Roberts et al., 1980 y 1984). Este último grupo de 

compuestos constituyen los productos del metabolismo secundario más abundante y 

ampliamente distribuidos entre las especies del género Brickellia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Brickellia veronicaefolia. 
 
 

En el primer estudio realizado por Roberts y colaboradores (1980) fue posible 

aislar trece flavonoides, incluyendo dos heterósidos y cuatro sulfatos, a partir de un 

extracto metanólico de la especie. Los compuestos se caracterizaron por métodos 

químicos y espectroscópicos e incluyen: la artemetina (1), la casticina (2), la eupatina (3),  
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la eupatolitina (4), la 3,6,7-trimetoxiquercetagetina (5), el digalactósido de la 

veronicafolina (6), el galactósido de la eupatolitina (7) y los sulfatos de eupatina (8), 

eupatolitina (9), patuletina (10) y veronicafolina (11). En 1984, estos mismos autores 

describen la presencia de una flavona novedosa, la brickellina (12), en un material 

vegetal que se recolectó en el estado de Nuevo León, México (Roberts et al., 1984). 
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Compuesto R1 R2 R3 R4 R5

(1) CH3 CH3 H CH3 CH3
(2) CH3 CH3 H H CH3
(3) H CH3 H H CH3
(4) H CH3 H H H 
(5) OCH3 CH3 H H H 
(6) Gal-gal CH3 H CH3 H 
(7) Gal CH3 H H H 
(8) SO3

- CH3 H H CH3
(9) SO3

- CH3 H H H 
(10) SO3

- H H H H 
(11) SO3

- CH3 H CH3 H 
(12) OCH3 OCH3 OH OCH3 OCH3

 
 

Posteriormente, Calderón y colaboradores (1983) investigaron un material 

recolectado en Ciudad Universitaria, México, D.F. En esta oportunidad se aislaron y 

caracterizaron los ácidos diterpénicos 2α,3α–dihidroxicatívico (13) y 2α-hidroxi-3α(2-

hidroxi-2-metil-butiriloxi)catívico (14). En este mismo análisis aislaron por vez primera 

de esta especie los triterpenoides taraxasterol (15) y acetato de taraxasterilo (16). 

 

 13



 
 

III. Antecedentes 
 

 

 14

 

RO

 

COOH

RO

HO  
 
 
 
 

 
 
 
Compuesto R  Compuesto R 
13 H  15 H 
14 

CO C

CH3

OH

CH2 CH3

 

 16 COCH3

 
 
 

Recientemente, Pérez y colaboradores realizaron el fraccionamiento biodirigido 

de un extracto hexánico hipoglucemiante de B. veronicaefolia, recolectada en el estado de 

Guerrero; este estudio condujo al aislamiento de la 5,7,3'-trihidroxi-3,6,4'-

trimetoxiflavona, la centaureidina (17). El flavonoide no presentó efecto hipoglucemiante 

significativo en ratones normoglucémicos y diabéticos. La diferencia en la actividad del 

extracto hexánico, que disminuyó los niveles de glucosa en un 72 % a la dosis de 300 

mg/Kg en 24 h, y de la flavona 17, que tan sólo ocasionó un decremento de los niveles de 

la glucosa en un 29 % a la dosis de 50 mg/Kg en 4.5 h, indican que este no es el principio 

activo hipoglucemiante de la planta. La centaureidina (17), sin embargo, como otros 

flavonoides, es un excelente captador de radicales libres, por lo que los autores le 

atribuyen propiedades antioxidantes (Pérez et al., 1998, 2000 y 2004). Por último, los 

investigadores concluyen que el efecto hipoglucemiante comprobado experimentalmente 

corrobora el uso popular de B. veronicaefolia como un agente antidiabético. No obstante, 

en la revisión bibliográfica y los estudios de campo realizados durante el período de la 

presente investigación no fue posible encontrar información respecto a ese uso medicinal 

de la planta. 
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La literatura farmacológica describe también la actividad antibiótica de un 

extracto etanólico de la especie contra Staphyloccocus aureus, Salmonella lutea, Bacillus 

subtilis y Shigella disenteriae (Argueta et al., 1994). 
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OCH3CH3O

HO

OOH

OCH3

OH
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       [17] 
 

Por ultimo, cabe destacar, que esta especie se considera de utilidad como un 

agente fitorremediador ya que es capaz de transportar el arsénico del suelo a las partes 

aéreas de la planta (Flores-Tavizon et al., 2003). 
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IV. PARTE EXPERIMENTAL 
 

4.1 MATERIAL VEGETAL 
 

 El material utilizado en el presente estudio (B. veronicaefolia) se recolectó en dos 

localidades. La primera recolecta se realizó en la región de La Soledad, Municipio de Aculco, 

estado de México en los meses de diciembre de 2000 y 2003 (Lote 1 y 2, respectivamente) y 

junio de 2005 (Lote 3). La segunda se recogió en la región de Loma Bonita, estado de 

Michoacán en mayo de 2004 (Lote 4). De manera adicional, una muestra se adquirió en el 

mercado de Sonora proveniente del estado de Puebla (dato no confirmado) en abril de 2004 

(Lote 5). La identificación de la especie estuvo a cargo del Dr. Robert Bye (Instituto de Biología, 

UNAM). En cada caso, un ejemplar de referencia (Vouchers: BRC-1, BRC-2, BRC-3, BRC-4 y 

BRC-5, respectivamente) se depositó en el Herbario Nacional (MEXU), Instituto de Biología, 

UNAM. 
 

4.2 ENSAYOS BIOLÓGICOS 

 

4.2.1 Determinación del efecto relajante de extractos, fracciones y productos puros 
sobre la contracción espontánea del íleon aislado de cobayo. 

 

El efecto relajante del extracto, fracciones y compuestos puros obtenidos de  

B. veronicaefolia (Lote I) sobre la contracción espontánea del íleon de cobayo se determinó de 

acuerdo a un diseño experimental previamente establecido (Hernández et al., 2004). A 

continuación, se describe con detalle el procedimiento utilizado. 

 

4.2.1.1 Aislamiento del íleon. 

 

Para la obtención del tejido, se utilizaron cobayos macho adultos (200-300 g) 

alimentados ad libitum y mantenidos en un bioterio con libre acceso al agua. Los animales se 

sacrificaron por dislocación cervical. Posteriormente, se realizó una disección en el abdomen del  
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animal para aislar el íleon, el cual se colocó en una solución Ringer Krebs-Henseleit (Ringer 

RH), con la siguiente composición (mM): NaCl 119, KCl 4.6, KH2PO4 1.2, MgSO4⋅7H20 1.2, 

CaCl2 1.5, NaHCO3 20 y glucosa 11.4. La solución se preparó con agua destilada, el pH se ajustó 

a 7.4 y se mantuvo constantemente burbujeada con una mezcla gaseosa de O2/CO2 (95:5). El 

íleon aislado se limpió y se cortó en segmentos de 1 cm. 

 

4.2.1.2 Sistema de registro. 

 

Para determinar el efecto de las muestras de prueba sobre la contracción espontánea del 

íleon, se empleó un sistema de registro isométrico vertical para tejido aislado. Para ello, los 

segmentos del íleon se colocaron en una cámara de incubación con 20 mL de la solución Ringer 

RH burbujeada constantemente con una mezcla gaseosa al 5% de CO2 en O2 a una temperatura 

de 37 °C, la cual se mantuvo uniforme mediante un baño recirculador. En estas condiciones, el 

tejido se sujetó de un extremo al piso de la cámara y del otro a un transductor de fuerza Grass 

Modelo FT 03, el cual registra constantemente las señales mecánicas de las contracciones y las 

envía a un polígrafo Grass Modelo 7D de cuatro canales o a un sistema BIOPAC. La fuerza de 

tensión que se empleó para el tejido fue de 1g, que corresponde a 2 cm del desplazamiento de la 

pajilla. 

 

4.2.1.3 Evaluación del efecto relajante. 

 

Con la finalidad de estabilizar el tejido a las condiciones in vitro, cada segmento del 

mismo se incubó y mantuvo en solución Ringer RH durante un período de 30 min con una 

tensión constante de aproximadamente un gramo. Para determinar el efecto de las diferentes 

concentraciones de las muestras de prueba, en primer lugar, se registró la actividad espontánea 

durante un período de 10 min, la cual se consideró como el control (100% actividad). 

El efecto de diferentes concentraciones del extracto, fracciones y compuestos puros 

obtenidos de la especie B. veronicaefolia y del control positivo se registró inmediatamente  
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después de transcurrir el período control. Para ello, se adicionó al baño las muestras de prueba a 

diferentes concentraciones, disueltas en DMSO (dimetil sulfóxido) o agua destilada, en un 

volumen de 50 μL (una concentración por cada segmento del íleon) y el efecto de cada muestra 

se registró durante 10 min. Después de cada experimento, los tejidos se lavaron tres veces con 

solución Ringer RH para permitir su recuperación. 

Los efectos de las muestras de prueba y del control positivo (papaverina) sobre la 

contracción espontánea del íleon aislado de cobayo, se determinaron por comparación de las 

áreas bajo la curva (ABC) registradas por la frecuencia y la amplitud de las contracciones antes y 

después de la aplicación de los materiales de estudio. Los resultados representan un promedio de 

seis réplicas ± EEM. El ajuste de las curvas se realizó mediante un análisis de regresión no lineal 

utilizando el programa de análisis estadístico PRISMA. La significancia estadística de los 

resultados se estableció mediante un análisis de varianza (ANDEVA, p<0.05) seguido por una 

prueba de Tukey. Los valores de CI50 (concentración requerida para inhibir en un 50 % la 

contracción espontánea del órgano aislado) se calcularon mediante el análisis estadístico 

indicado anteriormente. 

 

4.2.2 Efecto de los productos naturales sobre la enzima fosfodiesterasa del AMPc 
(PDE1) dependiente de calmodulina (CaM). 

 

 La actividad de la PDE1 en presencia de CaM se determinó de acuerdo con la 

metodología descrita por Sharma y Wang (Sharma y Wang, 1979) como se explica a 

continuación:  

Preparación del medio de reacción: 0.015 unidades de PDE1 de cerebro de bovino, 0.83 μg de 

CaM de cerebro de bovino, 0.3 unidades de 5′-nucleotidasa de veneno de Crotalus atrox y 30 

nM de ASB (albúmina sérica de bovino) se incubaron, durante 1 hora a 30 °C, en un vial que 

contenía exactamente 2.5 mL de buffer de reacción. 

Procedimiento: el ensayo se realizó en placas de 96 pozos (250 μL de capacidad). Para cada 

muestra de prueba se prepararon 9 diluciones seriadas, de forma tal de obtener concentraciones  
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finales de 65, 50, 32, 20, 13, 7, 4, 2 y 1 μM. A continuación, se transfirieron a los pozos de la 

placa 10 μL de las diluciones de prueba conteniendo las concentraciones antes indicadas y 40 μL 

de la mezcla de reacción previamente preparada y mantenida a una temperatura aproximada de 

30 °C. Posteriormente, la placa se incubó a 30 °C durante 30 minutos. Al finalizar el tiempo de 

incubación se agregó a cada pozo 10 μL de AMPc 10.8 mM en intervalos de 10 segundos. Las 

muestras se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Al término de este segundo 

periodo de incubación se adicionó a cada pozo 190 μL de verde de malaquita para detener la 

reacción. La cantidad de fosfato generado durante la reacción de hidrólisis del AMPc se 

cuantificó espectrofotométricamente midiendo la densidad óptica de las muestras a 695 nm en un 

espectrofotómetro marca BioRad modelo 660. La actividad de la enzima se calcula de manera 

indirecta al interpolar las densidades ópticas registradas en una curva estándar preparada con 

fosfato monobásico de potasio en un intervalo de 0.2 a 3 nmol. Para cada muestra se realizaron 

seis réplicas independientes. Como control positivo se empleó clorpromazina. 

 

4.2.3 Determinación de las constantes de inhibición (Ki) de los productos naturales. 

 

La evaluación de las constantes de inhibición de los benzoatos de bencilo (24, 25 y 30) se 

llevó a cabo de acuerdo con la metodología descrita en el inciso 4.2.2, variando únicamente la 

concentración de CaM presente en el medio de reacción (0.025, 0.05, 0.1 y 0.2 ng). 

 

4.2.4 Evaluación de la toxicidad aguda. 

 

 La evaluación del efecto tóxico agudo potencial del extracto orgánico obtenido a partir de 

B. veronicaefolia se determinó de acuerdo con el protocolo experimental establecido por Lorke 

(Lorke, 1983). El ensayo se realizó empleando ratones macho adultos (20-25 g) con ayuno de 18 

horas. Para determinar la toxicidad aguda del extracto de prueba se realizan dos fases. En la 

primera se emplearon dosis correspondientes a 1000, 100 y 10 mg/Kg de peso corporal, mientras 

que en la segunda se emplearon dosis de 5000, 2900 y 1600 mg/Kg de peso. El efecto tóxico del  
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extracto se determinó mediante la administración oral de las muestras de prueba a los animales 

de experimentación. El efecto de la muestra y el control negativo (solución salina isotónica) se 

determinó mediante la observación directa del comportamiento de los animales durante 14 días. 

Al término de este periodo, los animales se sacrificaron por dislocación cervical. Posteriormente, 

se realizó una disección en el abdomen para aislar los órganos vitales (hígado, riñones, corazón y 

estómago) y evaluar posibles alteraciones. Los resultados representan un promedio de tres 

réplicas. La DT50 se evaluó mediante el cálculo de la media geométrica siguiendo los criterios 

establecidos por Lorke. 

 

4.2.5 Determinación del potencial mutagénico. 

 

El potencial mutagénico del extracto de B. veronicaefolia se realizó de acuerdo a la 

metodología descrita por Ames (Maron y Ames, 1983). Para este ensayo se emplearon las cepas 

mutantes de Salmonella typhimurium TA98, TA100 y TA102 con diferentes tipos de mutación 

en el operón de la histidina. En el Cuadro 1 se indican las características de las cepas empleadas 

para los diferentes ensayos. 

a) Preparación del homogenado de la fracción S9. 

Para preparar la fracción S9 se utilizaron cinco ratas macho adultos (200 g). Los animales 

fueron administrados vía intraperitoneal con una dosis única de 500 mg/Kg del carcinógeno 

Aroclor 1254. Después de cinco días, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical. 

Enseguida, se realizó una disección en el abdomen de la rata para aislar el hígado, el cual se 

colocó en una solución estéril de KCl 0.15 M, en estas condiciones el hígado aislado se limpió 

mediante lavados consecutivos. Posteriormente, el tejido se suspendió en 150 mL de una 

solución de KCl 0.15 M. La suspensión resultante se centrifugó a 8700 rpm durante 10 minutos. 

El sobrenadante se congeló a -80 °C en alícuotas de 1 mL y la concentración de proteínas se 

cuantificó mediante el método de Lowry. 

b) Preparación de la muestra. 

Las muestras a evaluar se prepararon de la siguiente forma: 50 mg del extracto orgánico  
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objeto de estudio se disolvieron en 1 mL de DMSO. A partir de la solución anterior se 

prepararon las diluciones necesarias para que 20 μL de la misma contengan entre 1000, 500 y 

250 μg. 

c) Preparación del inóculo. 

100 μL de la cepa en estudio, 20 μL de la muestra a evaluar y 500 μL de agua o bien de la 

fracción S9 se transfirieron a un tubo de ensayo que contenía exactamente 2 mL de medio de 

inóculo, cuya composición es la siguiente: 0.6% de agar, 0.6% de NaCl, 0.5 mM de L-histidina y 

0.5 mM de D-biotina. La suspensión anterior se homogeniza antes de volcarse sobre la superficie 

de las placas de agar. 

 

Cuadro 1. Características de las cepas de referencia utilizadas para los diferentes ensayos. 
 

S. typhimurium 
 TA 98 TA 100 TA 102 

Revertantes de histidina/ 
placa 

30-50 120-200 240-320 

Condiciones de incubación aerobio, 37 °C aerobio, 37 °C aerobio, 37 °C 
Mutágeno s/S9 ácido picrolónico etilen-N-nitroso 

guanidina 
mitomicina C 

Mutágeno c/S9 2-aminoantraceno ciclofosfamida mitomicina C 
2-aminoantraceno 

Mutación en el operón de 
histidina 

his D3052 his G46 his G428 
(pAQ1) 

 

d) Procedimiento. 

Los ensayos se realizaron en placas de Petri de 10 cm de diámetro interno. Para cada muestra 

de prueba se transfirieron a las cajas de Petri 25 mL del medio Vogel-Bonner previamente 

esterilizado. Posteriormente, se realizaron los subcultivos mediante la adición del inóculo sobre 

la superficie de las cajas. Las placas se incubaron en posición invertida a 37 ºC durante 48 horas. 

Al finalizar el tiempo de incubación se procedió a contar el número de revertantes de histidina 

con ayuda de un contador de colonias modelo Fisher. 

Como control positivo en todos los ensayos se emplearon los mutágenos de referencia 

indicados en el Cuadro 1. El mismo procedimiento se siguió para los controles negativos que 

contenían únicamente el disolvente. Se trabajaron tres réplicas independientes por muestra. 
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4.3 ESTUDIO FITOQUÍMICO 

 

 El estudio fitoquímico que se describe en este inciso se realizó utilizando el Lote 1 del 

material de estudio. 

 

4.3.1 Análisis cromatográficos. 

 

La cromatografía de adsorción en columna abierta se realizó sobre gel de sílice Kieselgel 

60 Merck (tamaño de partícula 0.063-0.200 mm, malla 70-230 μm ASTM). Los análisis 

cromatográficos en capa fina (CCF) se efectuaron siguiendo las técnicas convencionales, en 

placas de vidrio o de aluminio recubiertas con gel de sílice (sílica gel 60 G254 Merck), utilizando 

varios sistemas de elución y sulfato cérico como agente cromógeno. 

La cromatografía de líquidos de alta eficiencia se realizó en un cromatógrafo de la marca 

Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford, MA, USA) equipado con un 

detector de UV con arreglo de diodos (996). El control del equipo, la adquisición de los datos y 

el procesamiento y manipulación de la información se realizaron utilizando el programa de 

software Millenium 2000 (Waters). La separación y purificación de los compuestos se efectuó 

empleando una columna de gel de sílice (Waters, μporasil, 125 Å, tamaño de partícula 10 μm) de 

19 mm de diámetro interno y 300 mm de longitud. La detección se ajustó entre 215-254 nm. 

 

4.3.2 Registro de constantes físicas, espectroscópicas y espectrométricas. 

 

Los puntos de fusión se midieron en un aparato Fisher-Jonhs y se reportan sin corregir. 

Los espectros en el IR se obtuvieron en pastillas de KBr o película y se midieron en un 

espectrómetro Perkin-Elmer 59913. Los espectros en el UV se registraron utilizando un 

espectrómetro Lambda II UV en MeOH. Los espectros RMN 1H (300 MHz), 13C (75 MHz), 

COSY, NOESY, HMBC y HMQC se determinaron en un espectrómetro Varian Mercury 300 

utilizando CDCl3 o CD3OD como disolventes y TMS como referencia interna. Los espectros de  
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masas por impacto electrónico se obtuvieron utilizando un espectrómetro JEOL SX 102 

mediante inyección directa con una energía de ionización de 70 eV. 

La identificación de los componentes presentes en las esencias obtenidas de  

B. veronicaefolia, se realizó en un cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masas 

Hewlett-Packard 5989A. La columna utilizada fue del tipo 5 % metil silicón HP, con una 

longitud de 30 m por 0.32 mm de diámetro. El helio se empleó como gas acarreador con un flujo 

de 1 mL/min. La temperatura de la columna se programó de 70-250 oC con una velocidad de 

calentamiento de 20 oC/min. El voltaje para el registro de los espectros de masas utilizado fue de 

70 eV. 

 

4.3.3 Extracción y fraccionamiento preliminar del extracto espasmolítico. 
 

El material vegetal seco y molido (2.5 Kg) se extrajo tres veces mediante un proceso de 

maceración con 8 L de una mezcla de CH2Cl2-MeOH (1:1). El extracto resultante se filtró y se 

concentró a presión reducida, obteniéndose 230 g de un residuo verde. El extracto resultante  

(230 g, CI50 = 39.22 μg/mL) se sometió a un fraccionamiento preliminar mediante un proceso de 

partición entre metanol acuoso (50%), hexano, diclorometano y acetato de etilo, en forma 

consecutiva (Figura 2). 

 Brickellia veronicaefolia (2.5 Kg)

FII
* FIII FIV

FII-1 FII-2* FII-3 FII-4 FII-5*

Partición con MeOH ac
hexano, CH2Cl2, AcOEt

Cromatografía en columna abierta sobre gel de sílice

CH2Cl2-MeOH

FII-6*
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*

Brickellia veronicaefolia (2.5 Kg)

FII
* FIII FIV

FII-1 FII-2* FII-3 FII-4 FII-5*

Partición con MeOH ac
hexano, CH2Cl2, AcOEt

Cromatografía en columna abierta sobre gel de sílice

CH2Cl2-MeOH

FII-6*

FI
*

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

∗Fracciones activas 
 
Figura 2. Extracción y fraccionamiento preliminar del extracto espasmolítico de Brickellia 

veronicaefolia. 
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La fracción activa resultante de la partición con diclorometano (FII (75.4 g), CI50 = 74.52 

± 8.43 μg/mL) se sometió a un fraccionamiento secundario por cromatografía sobre gel de sílice  

(1 Kg) en columna abierta. Los eluyentes empleados consistieron en mezclas de disolventes con 

incrementos de polaridad (CH2Cl2-MeOH, 1:0→2:8). Se obtuvieron un total de 95 fracciones 

(300 mL) reuniéndose aquellas que mostraron similitud cromatográfica para obtener seis 

conjuntos de fracciones secundarias (Cuadro 2). 

 

Cuadro 2. Resumen del fraccionamiento secundario mediante cromatografía en columna abierta 
de la fracción espasmolítica FII. 

 
Eluyente Proporción Fracciones Fracciones combinadas 

(Clave) 
CI50 (μg/mL) 

CH2Cl2 100   1-21   1-12 (FII-1) 48.28 ± 1.08 
CH2Cl2-MeOH 99:1 22-33 13-35 (FII-2∗) 68.42 ± 8.30 
CH2Cl2-MeOH 98:2 34-50 36-58 (FII-3) 73.93± 9.20 
CH2Cl2-MeOH 97:3 51-62 59-80 (FII-4) 56.76 ± 0.70 
CH2Cl2-MeOH 96:4 63-72 81-88 (FII-5∗) 78.64 ± 3.65 
CH2Cl2-MeOH 95:5 73-78 89-95 (FII-6∗) 48.85 ± 6.90 
CH2Cl2-MeOH 93:7 79-83   
CH2Cl2-MeOH 90:10 84-90   
CH2Cl2-MeOH 80:20 91-95   

∗Fracciones activas 

 

4.3.4 Aislamiento del ácido 2-hidroxi-6-metoxibenzoico (18), el ácido 2-
metoxibenzoico (19) y el 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo (22). 

 
La fracción activa FII-2 (1 g, CI50 = 68.42 ± 8. 3 μg/mL) se sometió a un fraccionamiento 

terciario mediante cromatografía en columna abierta, utilizando 30 g de gel de sílice y CH2Cl2 

como eluyente. Este proceso permitió la obtención de tres productos mayoritarios, el ácido 2-

hidroxi-6-metoxibenzoico (18), el ácido 2-metoxibenzoico (19) y el 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-

hidroxibencilo (22). El ácido 18 se obtuvo como un sólido cristalino blanco (20 mg) con un 

punto de fusión (pf) de 62-63°C; el ácido 19 se aisló como un sólido cristalino blanco (10 mg) 

con un pf de 100-101°C y el producto 22 como un sólido cristalino blanco con un pf de  

144-145°C. 
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Ácido 2-hidroxi-6-metoxibenzoico (18): IR (KBr) νmáx: 1686, 1398, 807, 746, 686 cm-1;  
RMN1 H (CDCl3, 300 MHz): δ 12.17 (1H, s, COOH), 11.36 (1H, s, OH), 7.42 (1H, d,  
J = 8.4 Hz, H-4), 6.73 (1H, dd, J = 8.7, 1.2 Hz, H-5), 6.5 (1H, dd, J = 8.4, 1.2 Hz, H-3), 4.07 
(3H, s, OCH3); RMN 13C (75 MHz): δ 170.8 (CO), 164.3 (C-2), 158.4 (C-6), 135.6 (C-4), 112.4  
(C-5), 101.6 (C-1), 101.2 (C-3); EMIE (m/z): 168 calc. para C8H8O4 : 168.0423. 
 
Ácido 2-metoxibenzoico (19): RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 11.0 (1H, s, COOH), 8.2 (1H, dd, 
J = 7.5, 1.7 Hz, H-6), 7.57 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4), 7.14 (1H, dd, J = 7.3, 0.9 Hz, H-5), 7.07 
(1H, dd, J = 8.8, 0.9 Hz, H-3), 4.1 (3H, s, OCH3); RMN 13C (75 MHz): δ 165.2 (CO), 158.0  
(C-2), 135.1 (C-4), 133.9 (C-6), 122.3 (C-5), 117.6 (C-1), 111.6 (C-3); EMIE (m/z): 152 calc. 
para C8H8O3 : 152.04735. 
 

4.3.5 Separación de los compuestos activos presentes en las fracciones FII-5-III y  
FII-5-VI mediante cromatografía de líquidos de alta eficiencia (CLAE). 

 

La fracción activa FII-5 (3 g, CI50 = 78.64 ± 3.65 μg/mL) se sometió a un fraccionamiento 

terciario por cromatografía sobre gel de sílice (150 g) en columna abierta. Como eluyentes se 

utilizaron mezclas de disolventes con incrementos de polaridad (CH2Cl2-MeOH, 1:0→2:8). Se 

obtuvieron un total de 45 fracciones (50 mL cada una) reuniéndose aquellas que resultaron 

cromatográficamente similares, para así obtener seis conjuntos de fracciones terciarias (FII-5-I a 

FII-5-VI). 

La resolución mediante CLAE de la fracción FII-5-III se realizó en una columna de fase 

normal empacada con gel de sílice utilizando un flujo de 3 mL/min y como fase móvil una 

mezcla binaria constituida por CH2Cl2-MeOH, en proporción 98:2. Para la fracción FII-5-VI se 

utilizó una columna analítica de gel de sílice (fase normal) utilizando un flujo de 0.6 mL/min y 

como eluyente una mezcla de CH2Cl2-MeOH (95:5). 

 

4.3.5.1 Aislamiento del β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-metoxibenzoilo) [21]. 
 

 De la fracción FII-5-III se aisló el β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-metoxibenzoilo) 

[21] como un aceite amarillo (20 mg); el tiempo de retención del producto fue de 6.7 min. 

 

 

 



 
 

IV. Parte experimental 
 

 

4.3.5.2 Aislamiento del β-D-glucopiranósido de 4-alil-2-metoxifenilo (20) y del 3'-β-
D-glucopiranosiloxi de 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (23). 

 
 De la fracción FII-5-VI se aislaron el β-D-glucopiranósido de 4-alil-2-metoxifenilo (20) y 

el 3'-β-D-glucopiranosiloxi de 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (23). Los productos 20 (10 mg) y 

23 (13 mg) se aislaron como aceites amarillos con tiempos de retención de 22.1 y 25.8 min, 

respectivamente (Figura 3). 

 
β-D-glucopiranósido de 4-alil-2-metoxifenilo (20): IR (KBr) νmáx: 3450, 1500, 1263, 1220, 
1070 cm-1; RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 7.07 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-5), 6.82 (1H, d, J = 2.1 Hz, 
H-3), 6.71 (1H, dd, J = 8.4, 2.1 Hz, H-6), 5.93 (1H, ddd, J = 17.1, 10.3, 6.9 Hz, H-2''), 5.05 (1H, 
m, H-3''), 4.84 (1H, d, J = 7.3, H-1'), 3.68 (1H, dd, J = 11.9, 4.7, H-6'), 3.4 (1H, d, J = 6.7, H-7); 
RMN 13C (75 MHz): δ 150.8 (C-2), 146.3 (C-1), 139.0 (C-2'), 136.5 (C-4), 122.1 (C-5), 118.2 
(C-6), 115.9 (C-3'), 114.1 (C-3), 103.1 (C-1''), 78.2 (C-3''), 77.8 (C-5''), 74.9 (C-2''), 71.3 (C-4''), 
62.5 (C-6''), 56.7 (OCH3-2); EMIE (m/z): 327 calc. para C16H22O7: 326.1365. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Cromatograma de la fracción espasmolítica FII-5-VI. Condiciones de análisis: Detector 

UV/Visible, λ 254 nm. Sistema de elución: CH2Cl2-MeOH (95:5). Flujo: 0.6 mL/min. 
Picos: a tR 22.1 (20) y b tR 25.8 min (23). 
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4.3.6 Fraccionamiento secundario de la fracción espasmolítica FI. 

 

 La fracción FI (60 g) emanada de la partición con hexano (CI50 = 47.61 ± 4.7 μg/mL) se 

sometió a un fraccionamiento secundario por cromatografía sobre gel de sílice (1.3 Kg) en 

columna abierta. Los eluyentes empleados consistieron en mezclas de disolventes con 

incrementos progresivos de polaridad (Hex-CH2Cl2, 1:0→0:1; CH2Cl2-MeOH, 1:0→8:2). Se 

obtuvieron un total de 140 fracciones (300 mL), reuniéndose aquellas que mostraron similitud 

cromatográfica para así obtener 15 conjuntos de fracciones secundarias. En el Cuadro 3 se 

sintetiza el fraccionamiento secundario de la fracción FI y se incluyen los eluyentes empleados, 

el número de eluatos y fracciones combinadas. 

 

Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento secundario mediante cromatografía en columna abierta 
de la fracción espasmolítica FI. 

 
 

Eluyente Proporción Fracciones Fracciones 
combinadas 

Clave 

hexano    100     1-7     1-19 FI-1 
hexano-CH2Cl2 95:5     8-30   20-22 FI-2 
hexano-CH2Cl2 90:10   31-52   23-49 FI-3 
hexano-CH2Cl2 80:20   53-93   50-55 FI-4 
hexano-CH2Cl2 70:30   64-75   56-63 FI-5 
hexano-CH2Cl2 60:40   76-83   64-67 FI-6 
hexano-CH2Cl2 50:50   84-93   68-75 FI-7 
hexano-CH2Cl2 40:60   94-104   76-82 FI-8 
hexano-CH2Cl2 30:70 105-120   83-89 FI-9 
hexano-CH2Cl2 10:90 121-126   90-92 FI-10 
CH2Cl2    100 127-130   93-97 FI-11 
CH2Cl2-MeOH 90:10 131-135   98-102 FI-12 
CH2Cl2-MeOH 80:20 136-140 103-113 FI-13 
   114-126 FI-14 
   127-140 FI-15 
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4.3.6.1 Separación mediante CLAE de los compuestos presentes en las fracciones 
secundarias FI-1, FI-12 y FI-15. 

 

 La resolución mediante CLAE de la fracción FI-1 se realizó en una columna de gel de 

sílice (fase normal) utilizando un flujo de 6 mL/min y hexano como fase móvil. El camazuleno 

(32) se obtuvo como un aceite azul intenso (50 mg) con un tR de 13.8 min. 

 

 

Camazuleno (32): RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 8.16 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-8), 7.61 (1H, d,  
J = 3.6 Hz, H-2), 7.38 (1H, dd, J = 10.2, 2.1 Hz, H-6), 7.21 (1H, d, J = 3.9 Hz, H-3), 6.98 (1H, d, 
J = 10.8 Hz, H-5), 2.8 (2H, q, J = 7.8 Hz, H-11), 2.83 (3H, s, CH3-9), 2.6 (3H, s, CH3-10), 1.34 
(3H, t, J = 7.6 Hz, H-12); RMN 13C (75 MHz): δ 144.1 (C-8a), 137.1 (C-3a), 136.2 (C-7), 135.9 
(C-8), 135.6 (C-6), 134.6 (C-5), 124.9 (C-1), 124.8 (C-2), 112.6 (C-3), 33.8 (C-11), 24.1 (C-10), 
17.4 (C-12), 12.9 (C-9); EMIE (m/z): 184 calc. para C14H16:184.1252. 
 

 

 La separación de los benzoatos de bencilo mediante CLAE a partir de la fracción FI-12 se 

realizó en una columna de fase normal empacada con gel de sílice utilizando un flujo de  

6 mL/min y como fase móvil una mezcla binaria constituida por hexano-AcOEt, en la proporción 

3:1. Para la resolución de la fracción FI-15 se utilizó la misma columna, un flujo de 6 mL/min y 

como fase móvil un mezcla binaria de hexano-AcOEt en una relación 88:12 (Figura 4). 

 De la fracción FI-12 se aislaron los benzoatos de bencilo: 2,6-dimetoxibenzoato de 

bencilo (24) y 2-hidroxi-6-metoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (25). El compuesto 24 se purificó 

como un sólido cristalino blanco con un pf de 57 °C (30 mg) con un tR de 15.1 min y el 

compuesto 25 se obtuvo como un aceite transparente (10 mg) con un tR de 13.4 min. 

 
2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24): RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 7.44 (2H, d, J = 7.5 Hz, 
H-2' y H-6'), 7.35 (2H, m, H-3' y H-5'), 7.34 (1H, m, H-4'), 7.27 (1H, t, J = 8.3 Hz, H-4), 6.54 
(2H, d, J = 8.3 Hz, H-3 y H-5), 5.38 (2H, s, H-7'), 3.8 (6H, s, OCH3); RMN 13C (75 MHz):  
δ 166.4 (C-7), 157.4 (C-2 y C-6), 136.1(C-1'), 131.1(C-4), 128.3 (C-3' y C-5'), 128.1 (C-2' y  
C-6'), 127.9 (C-4'), 113.1 (C-1), 103.9 (C-3 y C-5), 66.8 (C-7'), 56 (OCH3); EMIE (m/z): 272 
calc. para C16H16O4: 272.1049. 
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2-hidroxi-6-metoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (25): RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 11.4 
(1H, s, OH), 7.34 (1H, t, J = 8.4 Hz, H-4), 7.30 (1H, t, J = 10.4 Hz, H-5'), 7.05 (2H, da, H-2' y  
H-6'), 6.87 (1H, dd, J = 10.4, 3.2 Hz, H-4'), 6.59 (1H, dd, J = 11.2, 1.2 Hz, H-3), 6.40 (1H, dd,  
J = 11.8, 1.2 Hz, H-5), 5.4 (2H, s, H-7'), 3.84 (3H, s, OCH3-6), 3.80 (3H, s, OCH3-3'); RMN 13C 
(75 MHz): δ 170.7 (C-7), 163.5 (C-6), 160.9 (C-2), 159.6 (C-3'), 137.2 (C-1'), 135.1 (C-4), 129.5 
(C-5'), 119.5 (C-6'), 113.2 (C-2' y C-4'), 113.1 (C-1), 109.9 (C-3), 102.3 (C-5), 66.7 (C-7'), 56.2 
(OCH3-6), 55.3 (OCH3-3'); EMIE (m/z): 288 calc. para C16H16O5: 288.0998. 
 

 

 De la fracción FI-15 se aislaron los benzoatos de bencilo 2-hidroxi-6-metoxibenzoato de 

bencilo (26), 2-hidroxi-5,6-dimetoxibenzoato de bencilo (27), 2,3,6-trimetoxibenzoato de bencilo 

(28) y 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (29). Todos los productos se purificaron como 

aceites transparentes con tR´s de 14.7, 22.9, 24.0 y 27.2 min, respectivamente. 

 

 

2-hidroxi-6-metoxibenzoato de bencilo (26): RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 10.9 (1H, s, OH), 
7.48 (1H, dd, J = 8.3, 1.2 Hz, H-3), 7.43-7.37 (5H, m, H-2'-H-6'), 7.04 (1H, dd, J = 7.8, 1.2 Hz, 
H-5), 6.82 (1H, t, J = 8.1 Hz, H-4), 5.4 (2H, s, H-7'), 3.9 (3H, s, OCH3); RMN 13C (75 MHz):  
δ 170.2 (C-7), 152.2 (C-6), 148.6 (C-2), 135.2 (C-1'), 128.7 (C-3' y C-5'), 128.5 (C-2' y C-6'), 
128.2 (C-4'), 121.2 (C-3), 118.5 (C-4), 116.7 (C-5), 115.3 (C-1), 67.1 (C-7'), 56.2 (OCH3); EMIE 
(m/z): 258 calc. para C15H14O4: 258.0892. 
 
2-hidroxi-5,6-dimetoxibenzoato de bencilo (27): RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 11.2 (1H, s, 
OH), 7.39 (3H, m, H-2' y H-6'), 7.37 (2H, m, H-3' y H-5'), 6.96 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-5), 6.34 
(1H, d, J = 9.0 Hz, H-4), 5.43 (2H, s, H-7'), 3.85 (3H, s, OCH3), 3.80 (3H, s, OCH3); RMN 13C 
(75 MHz): δ 170.5 (C-7), 154.3 (C-6), 152.9 (C-2), 142.6 (C-3), 135.6 (C-1'), 128.5 (C-3' y C-
5'), 128.1 (C-4'), 127.6 (C-2' y C-6'), 117.0 (C-4), 104.5 (C-1), 101.2 (C-5), 67.0 (C-7'), 56.8 
(OCH3-5), 56.4 (OCH3-6); EMIE (m/z): 288 calc. para C16H16O5: 288.0998. 
 
2,3,6-trimetoxibenzoato de bencilo (28): RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 7.45 (2H, da, J = 7.8, 
1.5 Hz, H-2' y H-6'), 7.35 (3H, m, H-3' y H-5'), 6.87 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-4), 6.60 (1H, d,  
J = 9.0 Hz, H-5), 5.40 (2H, s, H-7'), 3.82 (3H, s, OCH3), 3.78 (3H, s, OCH3), 3.76 (3H, s, 
OCH3); RMN 13C (75 MHz): δ 165.8 (C-7), 150.7 (C-6), 147.2 (C-2), 146.9 (C-3), 135.9 (C-1'), 
128.4 (C-3' y C-5'), 128.1 (C-2' y C-6'), 114.4 (C-1), 106.3 (C-4 y C-5), 67.0 (C-7'), 61.5  
(OCH3-2), 56.6 (OCH3-3), 56.3 (OCH3-6); EMIE (m/z): 302 calc. para C17H18O5: 302.1154. 
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2,6-dimetoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (29): RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 7.28 (1H, t,  
J = 8.4 Hz, H-4), 7.27 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5'), 7.01 (1H, d, J = 7.9 Hz, H-6'), 6.86 (1H, d,  
J = 2.7 Hz, H-4'), 6.83 (1H, m, H-2'), 6.55 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3 y H-5), 5.36 (2H, s, H-7'), 
3.81 (3H, s, OCH3), 3.80 (3H, s, OCH3); RMN 13C (75 MHz): δ 166.4 (C-7), 159.7 (C-3'), 157.5 
(C-2 y C-6), 137.7 (C-1'), 131.1 (C-4), 129.3 (C-5'), 120.2 (C-6'), 113.5 (C-1), 113.5 (C-2'), 
113.4 (C-4'), 103.9 (C-3 y C-5), 66.6 (C-7'), 55.9 (OCH3), 55.2 (OCH3); EMIE (m/z): 302 calc. 
para C17H18O5: 302.1154. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Cromatograma obtenido de la fracción FI-15. Condiciones de análisis: Detector 

UV/Visible, λ 254 nm. Sistema de elución: hexano-AcOEt (88:12). Flujo: 6 mL/min. 
Picos: a tR 14.7 (26), b tR 22.9 (27), c tR 24.0 (28), d tR 27.2 min (29). 

 

 

4.3.6.2 Aislamiento del acetato de taraxasterilo (31) y el 2-hidroxibenzoato de 2'-
metoxibencilo (30). 

 

 De la fracción FI-10 cristalizaron 200 mg del compuesto 31, como un sólido blanco y con 

pf de 77-78 °C. El residuo de la fracción FI-10 se purificó mediante CLAE en una columna de 

gel de sílice (fase normal) utilizando un flujo de 6 mL/min y una mezcla de hexano-AcOEt 

(75:25) como fase móvil. Este procedimiento permitió la purificación del compuesto 30 con un 

tR de 13.95 min. 
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4.4 PREPARACIÓN DEL ACEITE ESENCIAL DE B. veronicaefolia. 

 

Para la preparación de las esencias analizadas en el presente estudio se utilizaron todos 

los lotes de material vegetal. En todos los casos se utilizó la técnica de hidrodestilación y la 

esencia se separó del destilado mediante un proceso de partición con diclorometano. Cada 

extracción se repitió tres veces. Las fases orgánicas resultantes se concentraron a presión 

reducida, obteniéndose un residuo azul intenso. Los constituyentes presentes en la esencia se 

identificaron por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas. Cada espectro de 

masas resultante se comparó con la biblioteca del instrumento. En todos los casos, el porcentaje 

de correlación fue mayor al 95 %. 

 

4.4.1 Aislamiento del camazuleno (32) y el germacrano D (33) a partir de la esencia. 
 
 
 La purificación por CLAE (Figura 5) de la esencia de B. veronicaefolia (CI50 = 0.27 

μg/mL) se realizó en una columna de gel de sílice (fase normal) utilizando un flujo de 6 mL/min 

y hexano como fase móvil. Estas condiciones cromatográficas permitieron la purificación del 

germacrano D (33) y cantidades adicionales de camazuleno (32). El germacrano D (33) se 

obtuvo como un aceite transparente con un tR de 6.22 min. 

 

4.4.2 Cuantificación de los componentes presentes en la esencia. 

 

 50 mg de la esencia a analizar y 1 mg de 1,4-dimetoxibenceno se disolvieron en 0.8 

mL de CDCl3. Los constituyentes activos presentes en la esencia se cuantificaron registrando el 

espectro de RMN 1H (300 MHz) en un espectrómetro marca Varian Mercury 300. 

 Para determinar el valor de cada integral se utilizó el programa Mestre-C. El ajuste de 

la fase y la corrección de la línea base se realizó en el intervalo de 7.10-4.20 donde aparecen las 

señales diagnósticas para los siete compuestos analizados. La cantidad en miligramos de cada 

compuesto se calculó por medio de la fracción mol. 
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Figura 5. Cromatograma obtenido de la esencia de B. veronicaefolia. Condiciones de análisis: 

Detector UV/Visible, λ 254 nm. Sistema de elución: hexano. Flujo: 6 mL/min. Picos: 
a tR 5.6 (32), b tR 6.2 min (33). 

 

 

4.4.3 Evaluación de los parámetros de calidad del método analítico. 

 

4.4.3.1 Linealidad. 

 

 Para evaluar la linealidad del método se prepararon una serie de soluciones estándar 

mediante la adición de diferentes concentraciones de los compuestos a evaluar (2,6-

dimetoxibenzoato de bencilo y β-cariofileno) a 50 mg de la matriz de trabajo. Los espectros de 

RMN 1H se registraron empleando el procedimiento descrito anteriormente (ver inciso 4.4.2).  
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Para el cálculo de la ordenada al origen, la pendiente de la recta, el coeficiente de correlación y el 

coeficiente de determinación, se utilizó un análisis de regresión lineal. 

 

4.4.3.2 Exactitud. 

 

 La exactitud del método analítico se determinó utilizando la misma metodología 

descrita en el inciso anterior. Los resultados obtenidos se expresan en términos de porcentaje de 

la cantidad recuperada (% de recobro). 

 

4.4.3.3 Precisión. 

 

La precisión del método se evaluó a partir del análisis de tres réplicas independientes de 

una solución estándar preparada de la siguiente forma: a 25 g de la droga cruda se adicionaron 1 

mg de 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24) y 0.9 mg de β-cariofileno (36). Enseguida, el 

material vegetal enriquecido se sometió a un proceso de hidrodestilación con 300 mL de agua 

durante 1.5 horas. La esencia resultante se separó del destilado mediante un proceso de partición 

exhaustivo con diclorometano. Los resultados se expresan en términos de desviación estándar (S) 

o DER. 

 

4.5 Hidrólisis básica del β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-metoxibenzoilo) (21). 

 

 A 3 mg del producto 21 se adicionaron 1 mL de metanol y 1 mL de KOH al 5%. La 

solución resultante se mantuvo en reflujo con agitación durante 2 horas. Al cabo de este tiempo 

la mezcla de reacción se extrajo con diclorometano y se analizó por cromatografía en capa 

delgada. 
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4.6 Obtención del derivado metilado del 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo 

(22). 

 

 Para obtener el derivado metilado del 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo (22) 

se utilizó una mezcla etérea de diazometano preparada con una solución de hidróxido de potasio 

(5.0 g en 7.5 mL de agua), 25 mL de etanol y 21.9 g de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida 

(Diazald, Aldrich) en 45 mL de éter etílico. El producto 22 se disolvió en éter etílico y se le 

agregó 5 mL de la solución etérea de diazometano; la mezcla se dejó reaccionar a temperatura 

ambiente durante 24 horas. El producto resultante fue idéntico en todos sus aspectos (pf, IR, 

RMN 1H y 13C) al producto natural 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (29). 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
5.1 Pruebas de eficacia e inocuidad de preparados de B. veronicaefolia. 

 
De acuerdo al prontuario publicado por Herbolaria Universal en el año de 1997, 

B. veronicaefolia es una de las cien especies medicinales más comercializadas en México 

con fines curativos, tanto en centros de acopio de hierbas curativas como en mercados, 

tianguis y otros expendios de drogas crudas y productos herbolarios acabados. De tal 

forma que la persistencia de B. veronicaefolia para curar trastornos gastrointestinales en 

los establecimientos destinados al comercio de plantas medicinales, y la alta incidencia 

de este tipo de padecimientos en México, hacen de esta especie un candidato idóneo para 

la elaboración de una monografía tipo OMS. 

Una vez seleccionada la especie, se procedió a generar parte de la información 

científica necesaria para integrar la monografía de acuerdo con las especificaciones de la 

OMS. Los resultados correspondientes se discutirán con detalle en la presente sección. 

En primer lugar se realizaron los estudios preliminares de la inocuidad de la 

especie. Estos consistieron en la evaluación de la toxicidad aguda y del potencial 

mutagénico de un extracto íntegro de la planta, de acuerdo a los procedimientos de Lorke 

(Lorke, 1983) y Ames (Maron y Ames, 1983), respectivamente. Estas determinaciones se 

realizaron a pesar de que la especie se ha utilizado por varios decenios sin que se hayan 

documentado efectos tóxicos o reacciones adversas. Cabe destacar que no siempre la falta 

de documentación respecto a los efectos tóxicos secundarios significa que una planta sea 

inocua. Por último, se consideró que la OMS recomienda que cuando las hierbas se 

utilizan en combinación se debe determinar la toxicidad de cada uno de los ingredientes 

(OMS, 2002). 

El ensayo de Lorke para determinar la toxicidad aguda se realiza en ratones y 

permite calcular la DT50 utilizando un número pequeño de animales durante un periodo 

de tiempo relativamente corto. Los resultados de esta prueba (Cuadro 4) permitieron 

establecer que la droga cruda derivada de B. veronicaefolia no provoca efectos tóxicos  
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agudos importantes en animales. Durante la realización del experimento, los animales no 

presentaron un comportamiento anómalo ni daños visibles. Al cabo del ensayo, se realizó 

la necropsia de los animales y se encontró que los órganos vitales no se afectaron con los 

distintos tratamientos. La DT50 calculada fue de 2852 mg/Kg, por lo tanto este extracto se 

considera poco tóxico de acuerdo con los criterios de Lorke. 

 

Cuadro 4. Toxicidad aguda del extracto de Brickellia veronicaefolia. 
 

Fase 1  Fase 2 
Dosis (mg/Kg) Mortalidad  Dosis (mg/Kg) Mortalidad 
10 0/3  1600 0/3 
100 0/3  2900 1/3 
1000 0/3  5000 3/3 
 

 La prueba de Ames se basa en la reversión de una mutación bacteriana en 

distintas cepas de Salmonella typhimurium (TA 98, 100 y 102) especialmente diseñadas 

para detectar productos que provoquen daño genético. Las cepas utilizadas en el ensayo 

de Ames poseen diferentes mutaciones en el operón de la histidina, por lo tanto, no 

pueden sintetizar este aminoácido. Debido a que en los últimos años se ha demostrado 

que algunos carcinógenos requieren de una activación metabólica se utilizó, también, la 

prueba de mutagenicidad de Ames modificada. La modificación consiste en ensayar el 

potencial mutagénico en presencia de la fracción postmitocondrial S9. Esta fracción 

contiene fragmentos del retículo endoplásmico y, por lo tanto, la mayor parte de las 

monooxigenasas requeridas para activar mutágenos y carcinógenos potenciales (Maron y 

Ames, 1983; Reyes-López et al., 2004). Los resultados de la Figura 6 indican que los 

tratamientos del extracto íntegro de B. veronicaefolia contra las cepas de Salmonella 

typhimurium no ocasionaron la reversión puntual del sitio donde se encuentra la mutación 

original de la His-. En consecuencia, la especie no es mutagénica. 

Para establecer la eficacia de cualquier producto de uso terapéutico deben 

realizarse experimentos farmacológicos tanto in vivo como in vitro y los estudios clínicos  
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Figura 6. Efecto del extracto orgánico de B. veronicaefolia contra las cepas modificadas 

de Salmonella typhimurium (A: cepa TA98; B: cepa TA100 y C: cepa 
TA102).  

 

 

 37



 
 

V. Resultados y discusión 

 38

 

 

pertinentes (OMS, 2002). Los ensayos se seleccionan de acuerdo a los usos mejor 

documentados de las hierbas en las prácticas médicas tradicionales. Al igual que en el 

caso de la toxicidad, la OMS considera que el uso prolongado de una hierba puede 

constituir el mejor testimonio de su eficacia. En el presente trabajo, sin embargo, se 

decidió determinar el potencial espasmolítico de B. veronicaefolia mediante 

experimentos in vitro. Cabe mencionar que los posibles efectos analgésicos, relacionados 

también con el uso popular de la planta, se establecieron en otra investigación mediante 

el empleo de modelos animales (Ángeles y Castañeda, 2006). 

El extracto y la esencia se ensayaron para determinar su potencial espasmolítico 

utilizando como modelo farmacológico el íleon aislado de cobayo. Este ensayo consiste 

en determinar la relajación de la musculatura lisa del íleon provocada por la sustancia de 

prueba. Para ello, se determina el efecto de la misma sobre las contracciones espontáneas 

o inducidas del intestino de cobayo. El resultado de esta determinación indicó que los dos 

preparados de B. veronicaefolia ensayados en este trabajo inducen la relajación de las 

contracciones espontáneas del íleon de cobayo de manera dependiente de la 

concentración (Figura 7). Los valores de CI50 calculados fueron de 39.22 y 0.27 μg/mL, 

respectivamente. El efecto fue mayor que el de la papaverina, conocido agente 

espasmolítico, utilizado como control positivo. Con base en estos resultados se estableció 

que B. veronicaefolia contiene principios espasmolíticos. 

 

5.2 Obtención y caracterización de los principios activos presentes en el extracto y 
aceite esencial. 

 

Con la finalidad de obtener los constituyentes espasmolíticos se realizó un estudio 

fitoquímico biodirigido. Este tipo de estudio ha demostrado en diversas ocasiones ser el 

más eficiente para la obtención de metabolitos secundarios bioactivos de interés 

medicinal (Ghisalberti, 1993; Hamburger y Hostettman, 1991; Kinghorn et al., 1995; 

inter alia). El extracto activo (230 g, CI50 = 39.22 μg/mL) se sometió a un 

fraccionamiento preliminar mediante particiones sucesivas del extracto íntegro  
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Figura 7. Curvas concentración-respuesta del (A) extracto CH2Cl2-MeOH (1:1) y (B) la 
esencia de B. veronicaefolia. 

 

 

suspendido en MeOH acuoso (50%) con hexano, CH2Cl2 y AcOEt. La actividad 

espasmolítica se encontró en las fracciones hexánica (FI) y de CH2Cl2 (FII). El aislamiento 

y purificación de los compuestos presentes en las fracciones primarias activas (FI y FII) se 

realizó mediante el empleo de las cromatografías en columna abierta y de líquidos de alta 

eficiencia. El proceso global condujo al aislamiento y la purificación de 16 metabolitos 

secundarios (Figura 8), tres de los cuales se describen por vez primera y doce son 

novedosos en la especie. Los compuestos aislados se caracterizaron como: ácido 2-

hidroxi-6-metoxibenzoico (18), ácido 2-metoxibenzoico (19), β-D-glucopiranósido de 4-

alil-2-metoxifenilo (20), β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-metoxibenzoilo) (21),  
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2,6-dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo (22), 3'-β-D-glucopiranosiloxi de 2,6-

dimetoxibenzoato de bencilo (23), 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24), 2-hidroxi-6-

metoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (25), 2-hidroxi-6-metoxibenzoato de bencilo (26), 2-

hidroxi-5,6-dimetoxibenzoato de bencilo (27), 2,5,6-trimetoxibenzoato de bencilo (28), 

2,6-dimetoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (29), 2-hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo 

(30), acetato de taraxasterilo (31), camazuleno (32) y germacrano D (33) (Andrade et al., 

1991; Bartelli et al., 1968; Bohlmann et al., 1976; 1981; Fujita et al., 1992; Kodpinid et 

al., 1984; Lu et al., 1993; Palazzino et al., 2000; Ragasa et al., 2002; Reynolds y Sawyer, 

1984; Schwab et al., 1990; Tamayo-Castillo et al., 1988; Yueh-Hsiung et al., 2002). Los 

productos naturales novedosos son el 21, 22 y 23 en tanto que el triterpenoide 31 fue 

descrito como un metabolito de la especie por Calderón y colaboradores (1980). 

 

5.2.1 Caracterización estructural de los productos naturales novedosos. 
 

La elucidación estructural de los compuestos obtenidos se realizó mediante la 

aplicación de métodos espectroscópicos y espectrométricos. La elucidación de las 

estructuras de los tres compuestos novedosos se discutirá con detalle en esta sección. 

El β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-metoxibenzoilo) (21) se obtuvo como un 

aceite amarillo (20 mg). Su fórmula molecular se estableció por EM modalidad FAB 

positivo como C22H24O10 que permite un índice de deficiencia de hidrógenos de 11. El 

espectro en el IR indica la presencia de grupos hidroxilo (3400 cm-1) y carbonilo de éster 

(1732 cm-1). El análisis cromatográfico de los productos obtenidos al tratar una pequeña 

cantidad del producto natural con KOH (5%) permitió detectar a la glucosa y al ácido 2-

metoxibenzoico (19), aislado también como producto natural en el presente estudio. 

 

Las características más importantes observadas en los espectros de RMN 1H y 

RMN 13C del producto 21 se resumen a continuación: 
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Figura 8. Compuestos aislados de B. veronicaefolia. 
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1. En la región aromática del espectro de RMN 1H (Espectro 1) se aprecia un 

conjunto de señales para dos anillos aromáticos disustituidos asignables a ocho 

protones en δH 7.02 (H-3), 7.47 (H-4), 6.92 (H-5), 7.70 (H-6), 7.05 (H-3''), 7.50 

(H-4''), 6.95 (H-5'') y 7.76 (H-6'') los cuales correlacionan en el espectro HMQC 

con las absorciones en δC  114 (C-3), 136 (C-4), 122 (C-5), 133 (C-6), 114.1  

(C-3''), 137 (C-4''), 121.9 (C-5'') y 134 (C-6''). Además, el espectro de RMN 13C 

(Espectro 2) presenta señales para cuatro carbonos cuaternarios [δC  120 (C-1''), 

122 (C-1), 161 (C-2) y 162 (C-2'')] y en la zona de los carbonilos dos señales en 

δC 166.4 (C-7) y 168.1 (C-7''). Los desplazamientos químicos de las señales en δC 

161 y 162 sugieren carbonos unidos a funciones oxigenadas. 

2. En la región comprendida en el intervalo δC 54-97 en el espectro de RMN 13C y 

δH 2.5-5.97 en el espectro de RMN 1H se aprecian señales para una unidad de 

glucosa [δC/δH 63.1/3.92, 72.1/3.56, 75.3/5.24, 76.8/3.78, 80.0/3.56, 94.7/5.97] y 

dos metoxilos (δH 3.63 y 3.70; δC 57.1) unidos a carbonos aromáticos. El valor de 

los desplazamientos químicos de los carbonos anomérico y C-2' sugiere que los 

residuos del ácido 2-metoxibenzoico se encuentran esterificando los hidroxilos en 

C-1' y C-2' (Cuadro 5). 

 

El análisis de los cuadros de conectividad en el espectro HMBC (Espectro 3) del 

producto natural permitió corroborar las posiciones de esterificación en el residuo de 

glucosa ya que el grupo carbonilo de uno de los residuos de ácido 2-metoxibenzoico 

correlaciona con el hidrógeno anomérico, en tanto que el carbonilo del segundo residuo 

del ácido correlaciona con H-2'. Los carbonos C-7 y C-7'' correlacionan también con H-6'' 

y H-6 corroborando la ubicación de los grupos metoxilo orto al carbonilo de la función 

éster (Figura 9). El valor de la constante de acoplamiento (J) entre H-1' y H-2' (8.4 Hz) es 

congruente con su relación trans-diaxial y, por ende, con la orientación ecuatorial de los 

residuos de benzoilo. 
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Espectro 1. Espectro de RMN 1H del β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-
metoxibenzoilo) (21, en CD3OD). 

 

Con base en las evidencias presentadas el nuevo producto natural se caracterizó como 

el β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-metoxibenzoilo) (21). 
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Figura 9. Correlaciones más importantes observadas en el espectro bidimensional de 1H 

y 13C-HMBC del compuesto 21. 
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Espectro 2. Espectro de RMN 13C del β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-

metoxibenzoilo) (21, en CD3OD). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 3. Vista parcial del espectro HMBC del β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-

metoxibenzoilo) (21). 
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Espectro 4. Espectro de RMN 1H NOESY del β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-

metoxibenzoilo) (21). 
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Cuadro 5. Desplazamientos químicos obtenidos en los espectros de RMN 1H y 13C del  
β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2-metoxibenzoilo) (21). 

 
POSICIÓN δH δC HMBC 
1  122.0 3 
2  161.1 4, 6 
3 7.02 da (J = 9.0) 114.0 1, 5 
4 7.47 ddd (J = 9.0, 8.4, 1.8) 135.7 2, 6 
5 6.92 dda (J = 8.4, 7.8) 121.9 3 
6 7.70 dd (J = 7.8, 1.8) 133.0 2 
7  166.4 2′, 6 
1' 5.97 d (J = 8.4)   94.7 2' 
2' 5.24 dd (J = 9.9, 8.4)   75.3 3' 
3' 3.78 m   76.8 2' 
4' 3.56 m complejo   72.1 3', 6'a 
5' 3.56 m complejo   80.0 3', 4', 6'b 
6' 3.92 da (J = 12.0); 3.78 m   63.1 5' 
1''  120.1 3'' 
2''  162.0 4'', 6'' 
3'' 7.05 da (J = 9.0) 114.1 5'', 1'' 
4'' 7.50 ddd (J = 9.0, 8.4, 1.8) 136.6 2'', 6'' 
5'' 6.95 dda (J = 8.4, 7.8) 121.9 3'' 
6'' 7.76 dd (J = 7.8, 1.8) 133.8 2'' 
7''  168.1 1', 6'' 
OMe-2 3.63 s   57.1  
OMe-2' 3.70 s   57.1  
CD3OD, 1H [300 MHz, J en Hz, δ en ppm], 13 C [75.4 MHz, δ en ppm]. 

 

 

El espectro en el IR generado por el 3'-β-D-glucopiranosiloxi de 2,6-

dimetoxibenzoato de bencilo (23) presenta bandas de absorción asociadas a grupos 

hidroxilo (3400-3500 cm-1) y al carácter aromático (1500-1600 cm-1) de la molécula. 

Los espectros de RMN del producto 23 son muy similares a los del producto 29 

(Cuadro 6, Espectros 6, 7, 9 y 10). La principal diferencia radica en la presencia en los 

espectros de 23 de señales asociadas con un residuo 3'-β-D-glucopiranosiloxi en lugar de 

las correspondientes al grupo metoxilo en C-3'. Así, en el espectro de RMN 13C se 

observan seis señales adicionales en la zona comprendida en el intervalo δC 68-101. El 

desplazamiento químico observado para los carbonos del azúcar sugiere que la glucosa se 

une a la aglicona a través del hidroxilo anomérico. En el espectro de RMN 1H se 

observan además de las señales presentes en el producto 29 las siguientes: 
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1. En δH 4.87 se aprecia un doblete (J = 7.5 Hz) atribuible al hidrógeno anomérico 

del azúcar. El valor de la constante de acoplamiento permite inferir que la 

orientación del H-1'' es α, en consecuencia el enlace glucosídico es β. 

2. En δH 3.69 (dd, J = 11.7, 1.5 Hz) y 3.45 (dd, J = 11.7, 3.9 Hz) se observan las 

señales diagnósticas para el hidroximetileno de la β-D-glucosa como un sistema 

AB. 

3. Por último, en el rango comprendido entre δH 3.1-3.5 se observan las señales para 

los restantes hidrógenos de la porción sacárida. 

 

Con base en estas evidencias, el producto 23 se identificó como el 3'-β-D-

glucopiranosiloxi de 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo, el cual es un glucósido novedoso 

del producto 29. 

 

El 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo (22) se obtuvo como un sólido 

cristalino blanco (200 mg). Su fórmula molecular se estableció por EMIE como C16H16O5 

y permite nueve grados de insaturación. El espectro en el IR presenta como 

características relevantes bandas asociadas con la presencia de aromaticidad (2935, 1468 

cm-1) y grupos hidroxilo (3370 cm-1). Los espectros unidimensionales generados por el 

producto 22 presentan nuevamente una gran similitud con los del producto 29. Los 

espectros de RMN del 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo 22 y 29 (Cuadro 6, 

Espectros 5, 7, 8 y 9) difieren en la ausencia de la señal asignable al grupo metoxilo en C-

3' en los espectros del segundo. En su lugar los espectros presentaron una señal para una 

función carbinólica en δH/δC 10/155.6. La disposición de los sustituyentes en el núcleo 

base se confirmó mediante el análisis de los espectros bidimensionales NOESY y 

HMBC. De manera adicional, el tratamiento del compuesto 22 con una solución etérea de 

diazometano generó un producto idéntico en todos sus aspectos (pf, IR, RMN 1H y 13C) 

al producto natural 29. En consecuencia, el producto 22 se caracterizó como el 2,6-

dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo, metabolito secundario novedoso. 
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Cuadro 6. Desplazamientos químicos en los espectros de RMN 1H y 13C del: 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo (22), 2,6-
dimetoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (29) y 3'-β-D-glucopiranosiloxi de 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (23). 

 
 

 23 22 29 
POSICIÓN δH δC δH δC δH δC

1  114.1  112.7  113.5 
2  158.5  157.3  157.5 
3 6.65 d (J = 8.4) 105.0 6.55 d ( J = 8.4) 103.9 6.55 d (J = 8.4) 103.9 
4 7.33 t (J = 8.4) 132.4 7.28 t (J = 8.4) 131.1 7.28 t (J = 8.4) 131.1 
5 6.65 d (J = 8.4) 105.0 6.55 d (J = 8.4) 103.9 6.55 d (J = 8.4) 103.9 
6  158.5  157.3  157.5 
7  168.1  166.5  166.4 
1'  138.8  137.7  137.7 
2' 7.17 ta (J = 2.5) 117.3 6.93 ta (J = 2.5) 114.8 6.83 ta (J = 2.5) 113.5 
3'  158.9  155.6  159.7 
4' 7.06 dda (J = 8.1, 2.5) 117.0 6.76 dda (J = 8.1, 2.5) 114.9 6.86 dda (J = 8.1, 2.5) 113.4 
5' 7.28 dd (J = 7.9, 8.1) 130.2 7.21 dd (J = 7.9, 8.1) 129.5 7.27 dd (J = 7.9, 8.1) 129.3 
6' 7.07 da (J = 7.9) 122.6 6.98 da (J = 7.9) 120.1 7.01 da (J = 7.9) 120.2 
7' 5.28 sa 67.4 5.32 sa   66.6 5.36 sa   66.6 
1'' 4.92 d (J = 7.5) 102.1     
2'' 3.43 m 74.8     
3'' 3.40 m complejo 78.0*     
4'' 3.40 m complejo 71.1     
5'' 3.40 m complejo 77.9*     
6'' 3.86 dd (J = 11.7, 1.5) 

3.69 dd (J = 11.7, 3.9) 
62.3     

OH (3')   10 sa    
OCH3 (2,6) 3.80 s 56.5 3.80 s   56.0 3.80 s   55.9 
OCH3 (3')     3.81 s   55.2 

22 y 29, CDCl3, 1H [300 MHz, J en Hz, δ en ppm], 13 C [75.4 MHz, δ en ppm]. 
23, CD3OD, 1H [300 MHz, J en Hz, δ en ppm], 13 C [75.4 MHz, δ en ppm]. 
*Señales intercambiables. 
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Espectro 5. Vista parcial del espectro de RMN 1H del 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-

hidroxibencilo (22, en CDCl3). 
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Espectro 6. Espectro de RMN 1H del 3'-β-D-glucopiranosiloxi de 2,6-dimetoxibenzoato 

de bencilo (23, en CD3OD). 
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Espectro 7. Espectro de RMN 1H del 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (29, en 

CDCl3). 

 
Espectro 8. Espectro de RMN 13C del 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo (22, en 

CDCl3). 
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spectro 9. Espectro de RMN 13C del 3'-β-D-glucopiranosiloxi de 2,6-dimetoxibenzoato 

en CDCl3). 

 
E

de bencilo (23, en CD3OD). 

Espectro 10. Espectro de RMN 13C del 2,6-dimetoxibenzoato de 3'-metoxibencilo (29, 
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5.2.2 Composición química de la esencia de Brickellia veronicaefolia. 

 

La identificación de los componentes presentes en el aceite esencial se realizó en 

primera

igura 10. Cromatograma de gases del aceite esencial de B. veronicaefolia. Asignación 
de picos: (36) β-cariofileno, (33) germacrano D, (34) biciclogermacrano, (35) 

 instancia mediante un análisis por cromatografía de gases (CG) acoplada a 

espectrometría de masas (EM). El cromatograma de gases resultante (Figura 10) indicó 

claramente la presencia de siete componentes mayoritarios en la esencia. Los productos 

fueron caracterizados mediante la comparación de sus espectros de masas con los de la 

biblioteca del equipo. En el Cuadro 7 se resumen los tiempos de retención y la proporción 

en la mezcla de cada uno de los componentes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F

β-eudesmol, (32) camazuleno, (24) 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo y (30) 2-
hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo. 
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uadro 7. Principales componentes presentes en la esencia de Brickellia veronicaefolia. 
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 tR (min) Porcentaje en la Fórmula 
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5.3 Evaluación del potencial espasmolítico de los metabolitos secundarios. 

 

El potencial espasmolítico de los metabolitos secundarios obtenidos de  

B. veronicaefolia se determinó mediante la evaluación de sus efectos sobre las 

contracciones espontáneas del íleon aislado de cobayo. En general, todos los productos 

presentan un efecto espasmolítico significativo dependiente de la concentración. En la 

Figura 11 se ilustran las curvas concentración-respuesta de los compuestos evaluados. 

 

 

 

 
Figura 11. Curvas concentración-respuesta de los productos ensayados sobre la 

contracción espontánea del íleon aislado de cobayo. 
 
 

El Cuadro 8 presenta el efecto máximo (Emax), la concentración inhibitoria media 

(CI50) y la potencia de cada uno de los compuestos aislados de B. veronicaefolia. Todos 

los compuestos aislados fueron más potentes que el extracto crudo y la papaverina. Los 

compuestos 23 (CI50 = 1.49 ± 0.17 μM) y 29 (CI50 = 1.52 ± 0.11 μM) desarrollaron la 

mayor potencia en su efecto.  
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uadro 8. Inhibición de la contracción espontánea del íleon aislado de cobayo mostrada 
efolia. 

C
por los compuestos aislados a partir de la especie Brickellia veronica

 
Compuesto Emax Potencia CI50 (μM) 
Papaverina 91.76 ± 2.65 4.23 ± 0.68 1 
Extracto∗ 84.07 ± 1.47 39.22 ± 12.88  
18 58.11 ± 7.66 3.51 ± 0.04 1.2 
20 87.77 ± 1.18 1.90 ± 0.12 2.2 
22 78.88 ± 1.57 2.61 ± 0.24 1.6 
23 80.34 ± 4.91 1.49 ± 0.17 2.8 
24 93.14 ± 1.68 1.84 ± 0.11 2.3 
2
2
5 76.50 ± 6.96 2.29 ± 0.28 1.8 

29 83.62 ± 3.15 
30 78.88 ± 4.80 
31 90.18 ± 4.05 
32 83.11 ± 1.95 

7 76.64 ± 4.69 4.96 ± 0.39 0.8 
1.52 ± 0.11 2.8 
2.07 ± 0.16 2.0 
2.47 ± 0.15 1.7 
2.88 ± 0.08 1.5 

∗El valor de CI50 del extracto está expresado en μg/mL
Los valores representan el promedio de seis réplicas ± 
La potencia se calculó con la fórmula: CI50 (μM) papave or de 
1.00 para la papaverina. 
Emáx indica el porcentaje de inhibición máximo de las m
 
 

Con la finalidad de iniciar los estudios lecular de 

los principios espasmolíticos de B. veronicaefolia

complejo Ca2+- calmodulina (CaM), mism

del proceso de contracción del músculo li

 molecular (~17 kd) homóloga en estructura y función a la 

roteína muscular troponina C. La CaM carece de actividad enzimática propia, sin 

 nivel celular. La CaM unida al calcio (Ca - CaM) sufre un cambio conformacional que 

 confi

úsculo liso que está bajo un control β-adrenérgico 

oet, 2002; Webb, 2003). 

. 
EEM; n = 6; p< 0.05 

rina / CI50 (μM) compuesto, asumiendo un val

uestras de prueba. 

 del modo de acción a nivel mo

 se decidió explorar su efecto sobre el 

o que juega un papel central en la regulación 

so. La calmodulina (CaM) es una proteína 

eucariótica ubicua de bajo peso

p

embargo, su participación es importante en la transducción de señales reguladas por Ca2+ 
2+a

le ere la propiedad de activar un gran número de enzimas, bombas y otras proteínas 

diana (Berner-Hansen et al., 2003; Bitar, 2003; Makhlouf et al., 1997; Webb, 2003). 

Además de sus efectos sobre las enzimas y el transporte de iones, el complejo 

Ca2+- CaM regula la actividad de numerosos elementos estructurales en las células, como 

el complejo actina-miosina del m

(V
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Las  y 

. La miosina tiene una actividad ependiente y se activa 

cción con . La mio ás la principal proteína de los 

s gruesos de músculo liso y se compone de dos subunidades de 

ado peso molecula unidade o molecu  cadenas ligeras 

et, 2002; Webb, 20

Las interacciones entre actina y m  músculo liso se encuentran 

ladas por Ca2+ me tes mecanismos bioquímicos. Durante el inicio de la 

tracción, la concen a2+ intrac nta mediante la activación de 

les de Ca2+ memb ipalment  L) y/o m nte la liberación 

a2+ a partir de depósitos intracelulares. En la regulación de los f entos gruesos, el 

a una cinasa de la cadena 

timulación de la actividad 

TPasa del complejo actina-miosina. El enlace a través de puentes cruzados generados 

por la i
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lisa. Ot
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Ca2+ se une a la CaM, y el complejo Ca2+-CaM se une y activ

ligera de la miosina. La activación de esta cinasa resulta en la fosforilación de la cadena 

ligera de la miosina (cadena ligera P) con la consiguiente es

A

nteracción entre la miosina y la actina generan la fuerza contráctil. De lo anterior, 

se desprende el importante papel que tiene la CaM durante la fase inicial de la 

contracción. Cuando la concentración de calcio intracelular disminuye y se incrementa la 

actividad de la miosina fosfatasa de la cadena ligera, el proceso de contracción se revierte 

automáticamente. La Figura 12 resume este proceso (Berner-Hansen et al., 2003; Bitar, 

2003; Hernández et al., 2004; Makhlouf et al., 1997; Webb, 2003). 

La unión de CaM a sus proteínas diana es impedida por su interacción con ciertos 

fármacos y numerosos metabolitos secundarios. Entre los fármacos más importantes se 

encuetran los antipsicóticos derivados de la fenotiazina como la clorpromazina y la 

trifluoroperazina. Estos productos provocan una relajación importante de la muscula

ros fármacos que interaccionan con la CaM son los antimicóticos derivados del 

miconazol, el alcaloide vinblastina y sus congéneres antitumorales, la polimixina B, la 

ofiobolina A y la melitina, por tan sólo mencionar algunos (Harmat et al., 2000;  
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ón del músculo liso 

 

 

 

ann et al., 1991; Ichimura et al., 1996; Leung et al., 1984; Nakanishi et al., 1990; 

Sharma et al., 1997; Sugimura et al., 1997; Vasta et al., 2004). 

Para detectar inhibidores de la CaM se utilizan diversos procedimientos que 

incluyen: la electroforesis, los métodos enzimáticos, el dicroísmo circular y las técnicas 

de fluorescencia, por mencionar los más importantes (Harmat et al., 2000; Hegemann et 

al., 1991; Sharma et al., 199

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Mecanismos que controlan la contracción y relajaci

Ca2+/CaM

MLC cinasa (activa)
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intestinal. 

 

En general, los métodos enzimáticos consisten en determinar la actividad de 

enzimas dependientes de CaM en presencia del compuesto de prueba. La enzima 

fosfodiesterasa del AMPc (PDE1), en particular, la de cerebro de bovino es quizás la 

enzima más utilizada para detectar inhibidores de CaM. Las fosfodiesterasas son enzimas 

que catalizan la hidrólisis de los nucleótidos cíclicos AMPc y GMPc. Se conocen por lo  
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imas poseen propiedades 

cinética

ntagonistas de la proteína son la MLCK, la adenilato ciclasa y la proteína fosfatasa 

alcineurina). 

En el presente trabajo, el efecto de los compuestos activos sobre la proteína CaM 

 determinó mediante un método enzimático in vitro; como enzima monitora se utilizó la 

DE1 de cerebro de bovino. La actividad de la PDE1 en presencia de CaM se analizó de 

cuerdo con la metodología descrita por Sharma y Wang (1979). Este método 

orrelaciona la actividad de la enzima con la cantidad de fosfato producido durante la 

acción de hidrólisis del AMPc en presencia de la enzima 5'-nucleotidasa de Crotalus 

trox. El método se seleccionó con base en su alta frecuencia de uso y considerando la 

 para su implementación y bajo costo con relación a los otros procedimientos. 

os resultados obtenidos de la evaluación del efecto de los productos naturales sobre la 

ctividad de la PDE1 se indican en el Cuadro 9. Como se desprende de estos resultados 

s benzoatos de bencilo 24, 25 y 30 inhiben la actividad del complejo PDE1-CaM-Ca2+ 

on respecto al control. Los valores de CI50 oscilan entre 10.6-23.7 μM. En la Figura 13 

Con la finalidad de investigar si el mecanismo de inhibición ejercido por los 

roductos es de tipo competitivo o no competitivo se realizaron los experimentos 

conduc

menos once familias de fosfodiesterasas que incluyen más de 30 isoformas, pero sólo las 

enzimas de tipo PDE1 son dependientes de CaM. Las isoenz

s e inmunológicas similares pero se diferencian, entre otras características, por su 

sensibilidad al Ca2+ y CaM (Harmat et al., 2000; Hegemann et al., 1991; Ichimura et al., 

1996; Leung et al., 1984; Nakanishi et al., 1990; Sharma et al., 1997; Sugimura et al., 

1997; Vasta et al., 2004). Otras enzimas dependientes de CaM utilizadas para detectar 

a

(c

se

P

a

c

re

a

facilidad

L

a

lo

c

se ilustra la curva concentración-respuesta del compuesto más activo. 

p

entes a determinar las constantes de inhibición (Ki) de los productos 24, 25 y 30. 

Los resultados de estos experimentos indican claramente que los tres compuestos 

ensayados actúan como antagonistas competitivos de la CaM (Ki = 18.42 ± 4.36, 18.59 ± 

6.16 y 13.43 ± 0.06 μM, respectivamente). En la Figura 14 se ilustra, a manera de 

ejemplo, la curva concentración-respuesta del compuesto 30. 
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uadro 9. Inhibición de la actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc dependiente 

 

C
de calmodulina mostrada por los compuestos aislados. 

Compuesto CI50 (μM) Clorpromazina  
CI50 (μM) 

Potencia relativa 

18 > 100 ---- ---- 
22 67.51 ± 12.36   6.09 ± 2.35 0.10 
23 > 100 ---- ---- 
24 12.02 ± 4.68 12.31 ± 4.76 1.02 
25 14.59 ± 5.27 14.61 ± 3.55 1.00 
27 21.01 ± 3.19 11.15 ± 3.65 0.53 
28 23.73 ± 4.01 19.35 ± 2.97 0.80 
29 46.95 ± 11.18 11.68  ± 4.76 0.24 
30 10.61 ± 2.84 19.35 ± 2.97 1.83 
32 18.24 ± 5.46 11.15 ± 3.65 0.61 
Los valore
La potenc

 
 

mpuesto 30 (●) y de la 
2+-CaM-PDE1. 

s representan el promedio de seis réplicas ± EEM; n = 6; p< 0.05 
ia se calculó con la fórmula: CI50 (μM) clorpromazina/ CI50 (μM) compuesto. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Efecto de diferentes concentraciones del co

clorpromazina (■) sobre la actividad del complejo Ca
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F  14. Efecto de diferentes concentraciones del compuesto 30 sobre la actividad del 

complejo Ca2+-CaM-PDE1 en presencia de diferentes concentraciones de 
calmodulina (■ 25, ● 50, ▲100 y ▼ 200 ng). 
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5.4 Establecimiento de las pruebas de control de calidad de la droga cruda.  
 

Las preparaciones vegetales comprenden materiales vegetales enteros o triturados, 

extractos, tinturas, jugos, gomas, resinas, y aceites esenciales estabilizados o no. El 

control de calidad de estos productos comprende la identificación del material y sus 

componentes (pruebas de identidad), la determinación de su pureza y la cuantificación 

del contenido de principios activos o compuestos marcadores (pruebas de composición). 

Asegurar la calidad de los preparados herbolarios es un proceso difícil debido a 

que los mismos están constituidos por mezclas complejas de compuestos químicos, 

incluyendo los activos. En algunos casos, los principios activos pertenecen a una sola 

categoría de productos naturales, sin embargo, en otros son de diversa naturaleza, 

dificultando por lo tanto, el establecimiento de las estrategias para su identificación y 

cuantificación. Además, el contenido de metabolitos secundarios en las plantas, está 

sujeto a variaciones dependiendo de su distribución y ontogenia, por lo tanto, la calidad 

de diferentes lotes de una droga cruda, es variable.  

Cuando se conocen los principios activos, las pruebas de composición 

enmarcadas en el proceso de control de calidad, se basan en la determinación cuantitativa 

de los mismos. Sin embargo, en la mayoría de los casos los componentes activos son 

desconocidos, ya que son pocas las plantas medicinales que han cursado por las 

diferentes etapas del proceso de investigación que permiten atribuir la actividad 

terapéutica de la misma a un producto en particular o a un grupo de constituyentes 

definidos. Aún más, la experiencia señala que el uso de plantas medicinales enteras y sus 

extractos tienen beneficios reales a largo plazo, ya que los componentes de las mismas 

actúan conjuntamente unos con otros. No obstante, hay muy poca investigación sobre las 

plantas enteras porque el proceso de aprobación de medicamentos no da cabida a mezclas 

indiferenciadas de productos químicos naturales, por lo tanto la función colectiva de los 

mismos es incierta. 
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De lo anterior se desprende que cuando los principios activos son desconocidos 

las pruebas de composición se establecen con base en el contenido de compuestos 

marcadores. Los compuestos marcadores son poderosas herramientas para asegurar la 

calidad y la reproducibilidad lote a lote de productos derivados de plantas medicinales. 

De acuerdo con la legislación europea los compuestos marcadores poseen las siguientes 

características: son productos característicos del metabolismo secundario; están presentes 

en cantidad suficiente tanto en la materia prima como en el producto terminado; la 

identificación y cuantificación de los mismos debe ser posible mediante el empleo de 

técnicas analíticas convencionales (CG, CLAE y HPTLC); deben de ser estables bajo las 

condiciones de almacenamiento y disponibles comercialmente; sí este último no fuese el 

caso, los marcadores deben ser de fácil separación a partir de sus fuentes naturales (Bone, 

2001; Flaster y Lassiter, 2004; Reif et al., 2004; Sharpless et al., 2004; WHO, 1999). 

 

5.4.1 Pruebas de Identidad. 

 

Generalmente, la primera fase en el proceso de control de calidad de las materias 

primas o sus preparados consiste en la caracterización botánica de la especie vegetal. En 

el caso de drogas enteras, los caracteres macroscópicos y organolépticos son suficientes 

para identificarlas. Si bien es cierto que el aspecto general de la muestra es un indicador 

de las especificaciones oficiales dadas en las farmacopeas, es difícil garantizar bajo este 

único criterio que su calidad sea la adecuada, ya que es difícil determinar a simple vista el 

deterioro de las drogas debido a una recolección, transporte o almacenamiento 

defectuosos, o la alteración producto del envejecimiento de la droga cruda (Wichtl, 

1994). En este contexto, el examen microscópico junto con el establecimiento de los 

perfiles cromatográficos son de extraordinaria utilidad para establecer la identidad de las 

drogas. 
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5.4.1.1 Características microscópicas de la droga cruda. 

 

Los aspectos más relevantes del análisis microscópico de las hojas y tallos (droga 

cruda) de la especie en estudio se resumen a continuación: 

 

A) Morfología de la hoja 

La hoja presenta lámina de tipo notófila, con forma ovada, asimétrica y ápice 

agudo. La base es de forma cordada con unión peciolar y un margen de tipo dentado 

(Figura 15). Los dientes son de forma convexo/convexo y el ápice del diente es simple y 

sin lóbulos. El patrón de venación es de tipo actinodromo basal. El arreglo de las venas 

secundarias es de tipo broquidodromo festonado con tres venas básales de primer orden y 

una de segundo; el espaciamiento de las venas es de segundo orden. Las venas 

intersecundarias son inconspicuas, en tanto que, las venas terciarias son percurrentes y 

alternas; las areolas son conspicuas y de forma poliédrica con escasas venas terminales 

no ramificadas. 

B) Anatomía microscópica de la hoja 

Epidermis adaxial (vista superficial). Presenta abundantes tricomas glandulares 

de dos tipos. El primer tipo esta distribuido tanto en la región costal como en la 

intercostal; además es uniseriado y multicelular; la proyección del tricoma presenta de 6 a 

9 células cuadradas o rectangulares cuyas paredes están engrosadas. Las células del pie 

presentan forma de cono truncado y las células terminales son alargadas y con el extremo 

libre ahusado. Se observan contenidos en forma de gotas, similares a lípidos. El segundo 

tipo de tricomas es menos abundante y está distribuido en la región intercostal, su forma 

es diferente y son visiblemente más cortos. Estos tricomas presentan dos tipos de células, 

uno es de forma cilíndrica y se encuentra formando el tallo y el otro es globoso y forma la 

cabeza del mismo (Figura 16). 

La epidermis adaxial presenta también células costales e intercostales. Las células 

costales son de forma rectangular, con paredes engrosadas y organizadas en hileras 

paralelas a las venas. Las células intercostales son de forma irregular con  
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paredes anticlinales sinuosas y ligeramente engrosadas. No presenta estomas. En la 

sección transversal la epidermis es monoestratificada y su cutícula está ligeramente 

engrosada (2.5 µm); las células son de forma obloide y de tamaño variado. 

 
 

1.3 cm1.3 cm

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Vista superficial de la hoja donde se observa un acercamiento del margen y el   

patrón de venación. 
 
 

A B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. (A) Tricomas glandulares uniseriados con contenidos celulares similares a 

lípidos. (B) Tricoma glandular globoso. 
 

Epidermis abaxial (vista superficial). Los tricomas son abundantes y de forma 

similar a los observados en la epidermis adaxial. La epidermis abaxial presenta células 

costales e intercostales. Las células costales son similares a las presentes en la epidermis  
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adaxial. Las células intercostales también presentan similitud con las de la epidermis 

adaxial pero sus paredes son delgadas. Los estomas presentes son de tipo anomocítico 

(Figura 17). Las células epidérmicas adyacentes a las oclusivas presentan estriaciones. En 

la sección transversal la epidermis es monoestratificada y posee una cutícula ligeramente 

engrosada además las células son más pequeñas que las de la epidermis adaxial. 

Mesófilo (sección transversal). En el extremo adaxial se observan de uno a dos 

estratos de células ligeramente sinuosas y alargadas en sentido perpendicular a la 

superficie. Los contenidos celulares son abundantes y similares a taninos. Los espacios 

aéreos son frecuentes entre ellas. Hacia el extremo medio abaxial se observa un 

parénquima con escasas células lobuladas de forma irregular y con contenidos celulares 

similares (Figura 17). 

Vena media (sección transversal). La epidermis adaxial es monoestratificada con 

células de forma obloide o isodiamétrica y sus paredes están tangenciales engrosadas. La 

epidermis abaxial es monoestratificada con células de diferentes tamaños y similares en 

forma a las de la epidermis adaxial. El tejido fundamental presenta colénquima de tipo 

laminar con dos o tres estratos en el extremo adaxial y uno en el extremo abaxial; el resto 

del tejido fundamental presenta células isodiamétricas de paredes delgadas y sin 

contenidos celulares. El tejido vascular presenta tres grandes haces vasculares colaterales 

distribuidos en forma de media luna con el xilema hacia el extremo adaxial y el floema 

hacia el extremo abaxial (Figura 18). 
A B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. (A) Sección tranversal del mesófilo. (B) Estomas anomocíticos con células 

epidérmicas adyacentes estriadas. 
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Figura 18. (A) Sección transversal de la vena media. (B) Haz vascular de la vena media, 

el xilema se observa en el extremo superior y el floema en el extremo 
inferior.  

 

Pecíolo. El tejido dérmico presenta tricomas glandulares de dos tipos (Figura 19). 

El primer tipo de tricomas es uniseriado y multicelular. Las células de la proyección son 

rectangulares; las células del pie son más cortas que las restantes y con estriaciones 

similares a las observadas en las células epidérmicas. Todas ellas poseen paredes 

celulares engrosadas con contenidos celulares similares a cristales. El segundo tipo de 

tricomas es pequeño, escaso y con tres células. Las células básales presentan forma de 

cono truncado y su pared celular está engrosada; las células intermedias semiglobosas 

presentan paredes celulares menos engrosadas y las células terminales globosas también 

poseen pared celular poco engrosada. En todas ellas se observa abundante contenido 

celular. La cutícula es estriada de 5 µm de grosor; la epidermis es monoestratificada; sus 

células son isodiamétricas, oblongas y cuadradas y sus paredes están tangenciales 

engrosadas. El tejido fundamental incluye dos regiones. La región externa presenta dos o 

tres estratos de colénquima tipo laminar y en el centro presenta células isodiamétricas de 

paredes delgadas y de mayor tamaño que las colenquimatosas. El tejido vascular está 

formado por 6 ó 7 haces colaterales de diferente tamaño distribuidos en forma de media 

luna, el xilema está en posición adaxial y floema en posición abaxial. 
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 A B

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. (A) Tricomas glandulares de dos tipos (indicados con flechas) y células 
epidérmicas de diferentes formas. (B) Tricoma glandular con contenidos 
celulares similares a cristales (indicado por la flecha). 

 

Xilema. Presenta abundantes vasos como elementos de conducción, éstos están 

organizados en hileras radiales inmersos en el parénquima, los diámetros tangenciales son 

variados. 

Floema. Está organizado como un sólo paquete, presenta células cribosas y 

acompañantes. El parénquima es más abundante en el extremo distal del haz, en este 

nivel algunos haces contienen escasas fibras. 

 
C) Anatomía microscópica del tallo 

Tejido dérmico (sección transversal). El tejido dérmico presenta tricomas 

evidentes pero no determinados; la epidermis es monoestratificada y sus células son de 

forma obloide o rectangular. En algunas zonas la epidermis se observa obliterada. 

Tejido fundamental (sección transversal). El córtex posee dos regiones, la 

periférica y la central. La región periférica incluye un colénquima de tipo laminar con 

tres o cuatro estratos celulares; las células son rectangulares, de mayor tamaño que las 

células epidérmicas y con un eje longitudinal perpendicular a la superficie del tallo. La 

región central ocupa dos tercios del córtex y las células parenquimatosas, de paredes 

delgadas, están tangencialmente alargadas. La médula está formada por tejido 

parenquimático con células de forma isodiamétricas, grandes y de paredes delgadas. No 

se observan espacios aéreos y los contenidos celulares son conspicuos no determinados. 
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Tejido vascular (sección transversal). El tejido vascular presenta un floema 

exarca y un xilema endarca y, está formado por un anillo continuo alrededor del tallo. El 

xilema posee vasos como elementos principales de conducción y están distribuidos en 

cadenas radiales, alternadas con bandas de fibras. Los vasos más grandes tienen 35 µm de 

diámetro tangencial y son de tres tipos. El primer tipo presenta engrosamientos 

helicoidales y placas terminales simples casi horizontales; el segundo tipo de vasos posee 

engrosamientos escalariformes con placa terminal simple y ángulo de inclinación de 45°. 

El tercero tiene ornamentaciones en sus paredes laterales, similares a puntos bordeados, 

alternos de vaso a vaso y, de vaso a radio. La placa terminal es simple y el ángulo de 

inclinación es de 90°. Las fibras son de tipo libriforme, algunas de ellas son septadas y 

con restos de contenido celular. De manera general las fibras son más cortas y angostas, 

sin septos ni contenidos celulares evidentes (Figura 20). El floema presenta células 

cribosas y acompañantes hacia el extremo distal con un casquete de fibras fuertemente 

lignificadas. 
A B 

 
 
 
 
 
 
 
 

C D 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. (A) Elemento de vaso con engrosamientos helicoidales. (B) Elemento de vaso 

con punteaduras bordeadas alternas. (C) Fibra libriforme septada (indicada 
con la flecha). (D) Fibras cortas y angostas sin septos. 
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5.5 Establecimiento de los compuestos marcadores y perfiles cromatográficos y 
espectroscópicos del aceite esencial. 

 
 

La cromatografía de gases es sin duda, el método analítico más adecuado para el 

control de calidad de aceites esenciales debido a la volatilidad de sus constituyentes. Esta 

técnica permite obtener perfiles cromatográficos representativos y característicos de una 

esencia así como, los límites de concentración de cada constituyente (Liang et al., 2004). 

Con base en estas consideraciones, se planteó en primer lugar la posibilidad de utilizar 

esta técnica para cuantificar los metabolitos secundarios presentes en la esencia. 

El análisis por CG-EM del aceite esencial de cinco lotes diferentes (Lotes I-V) de 

B. veronicaefolia permitió corroborar que los constituyentes mayoritarios de la esencia 

preparada por hidrodestilación son el 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24), el 2-

hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo (30), así como los sesquiterpenoides camazuleno 

(32), germacrano D (33), biciclogermacrano (34), β-eudesmol (35) y β-cariofileno (36). 

Como en el caso del análisis del lote I (sección 5.2.2), los constituyentes se caracterizaron 

mediante la comparación de sus espectros de masas con los de la biblioteca del equipo y 

coelución con muestras auténticas. En el Cuadro 10 se resumen comparativamente los 

resultados del análisis de cada lote; en todos los casos el germacrano D (33), el 

biciclogermacrano (34) y el β-cariofileno (36) son los constituyentes predominantes en 

las esencias. Como era de esperarse, las cantidades relativas de los metabolitos variaron 

de acuerdo a la procedencia geográfica y a la época de recolección. En las Figuras 21 y 

22 se ilustran los perfiles cromatográficos correspondientes. 

Una vez establecido el método de análisis, se procedió a efectuar las réplicas de 

acuerdo al protocolo de validación propuesto. Sin embargo no fue posible completar 

dicho protocolo debido a la inestabilidad de los sesquiterpenoides, cuyas proporciones 

variaban entre las réplicas de un mismo lote. En los casos de los germacranos 33 y 34, es 

posible que su descomposición se deba a la tendencia de estos compuestos a 

polimerizarse, y en el del β-cariofileno (36), a su alta susceptibilidad a oxidarse a  
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Figura 21. Cromatograma de gases del aceite esencial de B. veronicaefolia (Lotes II y III). Asignación de picos: A y B: (36) β-
cariofileno, (33) germacrano D, (34) biciclogermacrano, (35) β-eudesmol, (32) camazuleno, (30) 2-hidroxibenzoato de 2'-
metoxibencilo y (24) 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo. 

 70



 
 

V. Resultados y discusión 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Cromatograma de gases del aceite esencial de B. veronicaefolia (Lotes IV y V). Asignación de picos A y B: (36) β-
ariofileno, (33) germacrano D, (34) biciclogermacrano, (35) β desmol, (32) camazuleno, (30) 2-hidroxibenzoato de 2'-

metoxibencilo y (24) 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo. 

B A 

c -eu
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Cuadro 10. Componentes presentes en las diferentes esencias de Brickellia veronicaefolia. 
 

 Lote I Lote II Lote III 
Compuesto tR (min) % tR (min) % tR (min) % 
camazuleno (32)   7.5   3.12   9.80   2.78   8.20   2.37 
2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24) 10.4   2.53 14.13   2.32 11.72   1.76 

-hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo (30) 10.7   6.72 13.50   5.42 11.14   3.11 
ermacrano D (33)   5.9 46.10   7.58 19.40   6.16 22.02 
-cariofileno (36)   5.5 14.37   7.16 8.42   5.80 10.13 
-eudesmol (35)   6.9 13.23   8.96 13.37   7.40   9.50 
iciclogermacrano (34)   6.0 46.10   7.68 13.94   6.24 14.18 
stándar interno (EI)     5.06    4.2  

2
g
β
β
b
e
 

 Lote IV Lote V 
Compuesto tR (min) % tR (min) % 
camazuleno (32)   8.28   3.75   
2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24) 11.79   0.88   

-hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo (30) 11.21   2.15 13.50   1.92 

  6.59   
estándar interno (EI)   4.31    5.05  

2
germacrano D (33)   6.20 10.23   7.58 22.89 
β-cariofileno (36)   5.84   7.55   7.16 37.33 
β-eudesmol (35)   7.47   6.44   8.94   3.15 
biciclogermacrano (34)   6.28 
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temperaturas mayores a 30 oC (Lee et al., 2005). Por lo tanto, la técnica de CG-EM sólo 

fue de utilidad erfiles cromatográficos tipo que permiten asegurar 

la autenticid de 

Con base en los resultados anteriores se elaboró un nuevo protocolo de validación 

utilizando la R nalítica para cuantificar los constituyentes activos 

del aceite esencia En años recientes está técnica ha sido utilizada 

con bastante éxito para cuantificar los componentes activos de algunos preparados 

herbolarios (B e  2003 et al., 2003; Maniara et 

al., 19 S ign li, 2 ; Pauli ). La RMN 1H es una 

poderosa herramienta para determinar cu tativamente los componentes presentes en 

una m a sin necesidad de realizar procedimientos de separación o fraccionamiento 

prelim es. Q mportante de esta técnica es la definición clara 

de la señal seleccionada para cuantificar cada componente activo presente en la mezcla 

(Pauli, 2001; Pauli et al., 2005). 

 el ca espe  d aceite esencial de  

B. veronica ia, las señales claves de lo iete compuestos mayoritarios se resuelven 

satisfactoriame (Figura 23); aún más al ef ar las réplicas necesarias para validar el 

método se encontró una excelente reproducibi del espectro, sino 

también del valor de la integral. 

 todos los lotes, los espectros de RMN 1H (Figura 23) presentaron las 

siguien señales dia ticas: en el intervalo co δH 7.10-6.20 se 

observan señales para el 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24), el 2-hidroxibenzoato de 

2'-metoxibencilo (30 l camazuleno (32). Por analogía con los desplazamientos 

químicos observados en los espectros de los compuestos puros, las señales en δH 6.54 (d, 

J = 8.8 Hz) y δH 6.4  = 8.4 eron asign los pro H-3/H-5 y H-3 de 

los productos 24 y n tanto  6.97 (d, J = 10.8 

Hz) fu igna al pro (32). En la región  
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3
esencial de tres diferentes lotes de Brickellia veronicaefolia. 

 

Lote I 
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Lote II 
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Figura 23. Vista parcial del espectro de RMN 1H (300 MHz en CDCl ) del aceite 
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omp  

ol (35, 

4.48, m, , 4.33, d,  

 = 11.5 Hz, H-5). 

El 1,4-dimetoxibenceno se utilizó como estándar interno (EI); la señal 

áticos de este producto se aprecia en δH 6.84; por 

lo tanto no interfiere con las señales de los analitos (Rizzo y Pinciroli, 2005). 

La cantidad en miligramos de cada compuesto se calculó por medio de la fracción 

mol. La fracción mol de cada componente es el cociente del área de cada señal entre el 

el espectro. Los resultados de este análisis (Cuadro 11) indicaron de nueva 

uenta, que el germacrano D (33), el β-cariofileno (36) y el biciclogermacrano (34) son 

s productos mayoritarios de las esencias en todos los casos. 

 

 Composición de los aceites esenciales de B. veronicaefolia. 

No. Lote 25 30 32 36 33 34 35 

c rendida entre δH 5.90-4.30 se observan las absorciones correspondientes a los

hidrógenos vinílicos del germacrano D (33; 5.78, d, J = 15.9 Hz, H-5), el β-eudesm

 H-14), el β-cariofileno (36, 4.95, sa, H-15) y el biciclogermacrano (34

J

correspondiente a los hidrógenos arom

área total d

c

lo

Cuadro 11.
 

Lote II 0.24±0.01 2.40±0.05 0.63±0.04 6.52±0.03 11.44±0.21 6.30±0.3 4.91±0.20 
Lote III 0.28±0.01 2.19±0.04 0.52±0.03 1.91±0.12 3.31±2.46 2.86±0.19 1.29±0.06 
Lote IV 0.47±0.01 3.51±0.01 0.85±0.01 3.27±0.12 7.63±0.26 4.42±0.17 2.06±0.02 
Lote V 0.08±0.01 01 0.05±0.02 10.78±0.12 4.49±0.16 1.30±0.06 0.04±0.01  0.67±0.

Los
de

 resultados se encuentran ex  en mg. Las muestras fueron preparadas con 50.0 mg de la esencia + 1.0 mg 
l estándar interno. 

Una parte integral en el desarrollo de cualquier método analítico y en particular el 

onducente a cuantificar ingredientes activos es la validación de éste. La validación de un 

étodo analítico puede definirse como el proceso mediante el cual queda establecido, en 

rma experimental, que las características de desempeño del método son adecuadas para 

 aplicación que se pretende. 

En el presente estudio, las características de calidad que se evaluaron para validar 

l método analítico propuesto comprenden: linealidad, precisión y exactitud de acuerdo 

sumen los resultados obtenidos para cada característica de calidad evaluada. 

presados

 

c

m

fo

la

e

con las Guías de Validación publicadas por la FDA (ICH, 1997). A continuación, se 

re
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roporcionales a las concentraciones de analitos en las muestras dentro 

de un d

entraciones 

cubren 

ad. A. Gráfica experimental para el 2,6-dimetoxibenzoato 

5.5.1 Linealidad del método. 

 

La linealidad de un método analítico es su capacidad de obtener resultados que 

sean directamente p

eterminado intervalo. La linealidad del método se determinó, construyendo una 

curva de calibración con diferentes niveles de concentración de β-cariofileno (36) y 2,6-

dimetoxibenzoato de bencilo (24) en la matriz de trabajo (esencia). Las conc

el 50-150% de la concentración encontrada como 100% (2.39 mg para 36 y 0.24 

mg para 24) mediante la realización de ensayos preliminares a diferentes muestras de 

esencias. Los resultados de estos experimentos se resumen en la Figura 24 y en el Cuadro 

12. 

 
0.25

 
 
 
Figura 24. Gráficas de linealid

de bencilo (24). B. Gráfica experimental para el β-cariofileno (36). 
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Cuadr  para evaluar la linealidad del método. 

Matriz de trabajo 
(mg de 24

EI 32 24 30 33 36 35 34 

 

 

o 12. Resultados experimentales
 

 + mg de 36) 
Réplica-0 1.00 0.64 0.24 2.39 11.59 6.50 4.83 6.33 
R

R

R

R

Réplica-5 (

Réplic

R

R

Réplica-3 (24: 0.250 mg + 36: 6.50 mg) 1.00 0.69 0.47 2.32 11.59 13.13 4.70 5.85 
Réplica-4 (24: 0.375 mg + 36: 9.75 mg) 1.00 0.64 0.63 2.47 11.65 16.91 4.95 6.39 
Réplica-5 (24 .500 mg + 36: 13.00 mg) 1.00 0.59 0.75 2.39 11.53 19.87 5.28 6.80 
Réplica-0 1.00 0.59 0.24 2.39 11.12 6.56 5.08 6.56 
Réplica-1 (24: 0.050 mg + 36: 1.30 mg) 1.00 0.59 0.28 2.32 11.12 8.10 4.89 6.21 
Réplica-2 (24: 0.125 mg + 36: 3.25 mg) 1.00 0.69 0.43 2.54 11.12 9.52 4.95 6.27 
Réplica-3 (24: 0.250 mg + 36: 6.50 mg) 1.00 0.69 0.59 2.54 11.53 12.77 5.15 6.68 
Réplica-4 (24: 0.375 mg + 36: 9.75 mg) 1.00 0.69 0.67 2.47 11.41 16.20 4.89 6.44 
Réplica-5 (24: 0.500 mg + 36: 13.00 mg) 1.00 0.64 0.79 2.47 11.47 20.16 5.02 6.39 

éplica-1 (24: 0.050 mg + 36: 1.30 mg) 1.00 0.64 0.28 2.47 11.23 7.75 4.83 6.09 
éplica-2 (24: 0.125 mg + 36: 3.25 mg) 1.00 0.69 0.35 2.47 11.59 10.23 5.08 6.50 
éplica-3 (24: 0.250 mg + 36: 6.50 mg) 1.00 0.69 0.51 2.39 11.47 12.77 4.69 5.85 
éplica-4 (24: 0.375 mg + 36: 9.75 mg) 1.00 0.59 0.63 2.39 11.65 16.79 5.28 6.80 

24: 0.500 mg + 36: 13.00 mg) 1.00 0.59 0.75 2.39 11.29 20.99 4.95 6.33 
a-0 1.00 0.64 0.24 2.39 11.59 6.50 4.83 6.33 

éplica-1 (24: 0.050 mg + 36: 1.30 mg) 1.00 0.64 0.28 2.32 11.53 7.80 5.08 6.50 
éplica-2 (24: 0.125 mg + 36: 3.25 mg) 1.00 0.64 0.35 2.39 11.47 9.93 4.83 6.15 

: 0

Los resultados se encuentran expresados en mg. Las muestras fueron preparadas con 50.0 mg de esencia + 1.0 mg del 
estándar interno + diferentes cantidades de 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24) y β-cariofileno (36). EI: estándar 
interno 
 

El ajuste de los datos experimentales se realizó mediante un análisis de regresión 

lineal simple. Para el cálculo de los coeficientes de regresión se utilizó el programa de 

análisis estadístico STATISCA for Wind ws (Release 4.2, StatSoft, Inc. 1993). Los 

oeficientes de regresión calculados mediante el análisis estadístico permiten estimar las 

Áre

Área de la integral = -0.02295 + 0.17139 (concentración de 36). 

 

 

o

c

siguientes ecuaciones:  

a de la integral = -0.00575 + 0.26564 (concentración de 24); y  
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la relación 

ariables, y si puede tiliz e convenientemente con fines de predicción y 

alizó un análisis de variancia. Como se desprende de los resultados 

 y e d  F 86 6  p , 

pe v crí [F , 4 po ta e 

 l pu  s u e d  u

ir, o  e ti n a

 determinación (R l aná is 

72 9 ar es am .  valores, 

 e   v ió l v e ea a 

da u la lin o v  d v e 

o e st su s, ta q  m o 

 e rv e nt ne b . 

ci  l re in m a a 24

Para evaluar si las ecuaciones de regresión describen adecuadamente 

entre las dos v n u ars

estimación, se re

indicados en los Cuadros 13  14, l esta ístico  (44 0 y 2 5299 ara 24 y 36

respectivamente) calculado su ra el alor tico 0.05 (1 16) = .49], r lo nto, s

concluye que la variación en a res esta, e enc entra xplica a por n modelo de 

regresión lineal simple, es dec  los m delos stadís cos so  adecu dos. 

Finalmente, los coeficientes de 2) calculados mediante e lis

estadístico fueron igual a 0.99  y 0. 979 p a 24 y 36, r pectiv ente Estos

indican que aproximadamente l 99% de la ariac n tota de la ariabl Y (ár  de l

integral) se encuentra explica  por na re ción eal c n los alores e la ariabl

aleatoria X (concentración). C n bas  en e os re ltado  se es blece ue el étod

analítico propuesto es lineal en l inte alo d conce racio s esta lecido

 

 
Cuadro 13. Análisis de varian
 

a para a reg sión l eal si ple (d tos par ). 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio 

F Nivel de 
probab  ilidad

Modelo .043079 1 .043079 44860.90 .000001 
Residuo .000015 16 .000001                       
Total .043094                                             
 
 
Cuadro 14. Análisis de variancia para la regresión lineal simple (datos para 36). 
 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Cuadrado 
medio 

F Nivel de 
probabilidad 

Modelo 12.25916 1 12.25916 265299.6 .000000 
Residuo .00074 16 .00005                       
Total            12.25989                                  

 



 
 

V. Resultados y discusión 

 79

 

 

étodo analítico 

es exac

5.5.2 Exactitud. 

 

La exactitud de un método analítico es la concordancia entre el valor obtenido 

experimentalmente y el valor de referencia. Este parámetro se expresa como el porcentaje 

de recobro obtenido del análisis de muestras a las que se ha adicionado cantidades 

conocidas de la sustancia de interés. Los resultados de este parámetro de calidad se 

resumen en los Cuadros 15 y 16. De estas evaluaciones se infiere que el m

to ya que el por ciento de recobro se encuentra entre 98-102 y DER ≤ 2.00. 

 

Cuadro 15. Resultados experimentales para evaluar la exactitud del método  
(datos para 24). 

 

 
Valor de la 

Integral 
Cantidad 

Adicionada 
Cantidad 

Recuperada % Recobro 
 0.06 0.24 0.24 100 
 0.06 0.24 0.24 100 
 0.06 0.24 0.24 100 

 0.07 0.28 0.28 100 
 7 28 0.28 100 
  0.28 0.28 1

DIO 0.07 0.28 0.
T   

0.13 0.49 0.
0.12 0.49 0.49 

 0.15 0.49 0.5 102.040816 

6 
 0.19 0.74 0.75 101.351351 
 9 74 0.75 101.351
  0.74 0.74 1

DIO 333333  0.746 100.
T 05773  0.005 0.78

PROMEDIO 0.06 0.24 0.24 100 
DESVEST     

0.0
0.07

0.
00 

PROME 28 100 
DESVES  0 
 
 

49 100 
100 

PROMEDIO 0.13333333  0.49333333 100.680272 
DESVEST 0.01527525  0.0057735 1.1782658

0.1
0.2

0. 351 
00 

PROME 0.19
.0

66667 900901 
DESVES 0 5 7735 020307 
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uadro 16. Resultados experimentales para evaluar la exactitud del método  
 36). 

 
 
C

(datos para
 

 
Valor de la 

Integral 
Cantidad 

Adicionada 
Cantidad 

Recuperada % Recobro 
 1.1 6.5 6.5 100 
 1.1 6.5 6.5 100 
 1.11 6.56 6.56 100 
PROMEDIO 1.10333333 6.52 6.52 100 
DESVEST 0.0057735 0.03464102 0.03464102 0 
 1.31 7.8 7.75 99.3589744 
 1.32 7.8 7.81 100.128205 
 1.37 7.86 8.1 103.053435 
PROMEDIO 1.33333333 7.82 7.88666667 100.846872 
DESVEST 0.0321455 0.03464102 0.18717194 1.94926169 

13 13.13 101 
 2.16 13.06 12.77 97.7794793 
PROMEDIO 99.0034162 
DESVES  0.0 0 0 1.

 101 36 
  101 94 

 19. 67 101 37 
0.0 58 0.0 02 0.0 35 0.4 45 

 2.16 13 12.77 98.2307692 
 2.22 

2.18 
3464102 

3.55 

13.02 
.03464102 

19.5 

12.89 
.2078461 

19.9 
T
 

74375338 
102.051282 

3.36 19.5 19.87 .8974
3.41 19.56 19.8 .2269

PROMEDIO 
DESVEST 

3.44 
98488

19.52
34641

85666
41899

.7252
38294

 
 

En síntesis, el m  analítico p esto para cuantificar 2,6-dim ibenzoato 

de bencilo (24), 2-hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo (30), camazuleno (32), 

germacrano D (33), biciclogermacrano β-eudesmo ) y β-cariofileno (36) es: 

l eal, específico y exac

Otra de las bondades del m  desarrollado en este trabajo, es la 

r producibilidad de los ctros de RM istintos lotes analizados. Por lo 

t pectros de constituyen también pe ctroscó tilidad 

ara la identificación de la especie. 

étodo ropu etox

(34), l (35

in to. 

 

étodo

e espe N 1H de los d

anto los es  RMN 1H rfiles espe picos de u

p
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VI. CONCLUSIONES 

 

6.1 Los resultados de las pruebas de toxicidad aguda y genotoxicidad, así como, el 

uso continuo de la especie, permiten inferir que el consumo de la planta no 

ocasiona efectos tóxicos agudos, ni provoca mutagenicidad. Estos hallazgos 

constituyen evidencias preliminares acerca de la inocuidad de la especie. 

 

6.2 El efecto espasmolítico provocado por el extracto íntegro y el aceite esencial de 

Brickellia veronicaefolia sobre las contracciones espontáneas del íleon de cobayo 

in vitro; el efecto analgésico in vivo comprobado por Ángeles y Castañeda (2006) 

y el uso continuo de la especie para el tratamiento de cólicos y dispepsia sustentan 

de manera preliminar y parcial la eficacia de la especie en las prácticas médicas 

populares. 

 

6.3 El estudio químico biodirigido de las partes aéreas de B. veronicaefolia permitió 

establecer de manera precisa los principios espasmolíticos. De acuerdo con la 

potencia demostrada por los constituyentes aislados de las fracciones activas se 

concluyó que los benzoatos de bencilo (22-25, 27, 29 y 30) y el camazuleno (32) 

constituyen los compuestos espasmolíticos de la planta. La actividad de los 

benzoatos de bencilo fue mayor o similar a la de la papaverina. La evidencia 

experimental obtenida en la presente investigación permite sugerir que los 

benzoatos de bencilo 24, 25 y 30 ejercen su efecto espasmolítico a través de la 

proteína reguladora calmodulina ya que se comportan como antagonistas 

competitivos de esta proteína in vitro. Este antagonismo posiblemente bloquea la 

transducción de señales mediadas por la proteína durante los procesos de 

relajación-contracción de la musculatura lisa gastrointestinal. 
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6.4 La presencia de benzoatos de bencilo y derivados del ácido salicílico en  

B. veronicaefolia constituyen una contribución original al conocimiento de la 

química del género, ya que la presencia de estos compuestos no tiene precedente. 

Previamente los benzoatos de bencilo han sido descritos en ciertas especies de las 

familias Hypoxidaceae, Leguminoseae, Asteraceae, Rosaceae y Salicaceae. En la 

familia Asteraceae, se ha comprobado la existencia de estos compuestos en las 

especies Solidago gigantea y S. decurrens, que al igual que B. veronicaefolia, 

pertenecen a la tribu Eupatoriae. S. gigantea se comercializa ampliamente en 

Europa para curar la inflamación de los riñones y la vejiga; el leicarpósido 

(diglucósido del éster del alcohol 2-hidroxibencílico y del ácido 2,4-dihidroxi-3-

metoxibenzoico) se identificó como el principio activo analgésico y 

antiinflamatorio de la especie. En la familia Leguminoseae los benzoatos de 

bencilo son abundantes en los bálsamos, los cuales se usan tópicamente debido a 

sus propiedades antisépticas, antipruriginosas y cicatrizantes. Por lo tanto, los 

benzoatos de bencilo aislados de B. veronicaefolia representan un nuevo prototipo 

estructural para el desarrollo de agentes espasmolíticos eficaces. 

 

6.5 La presencia de camazuleno (32) y derivados del ácido salicílico en la especie 

apoyan el uso tradicional de la misma para curar el reumatismo y dolores de 

artritis. 

 

6.6 El análisis por cromatografía de gases (CG) acoplada a espectrometría de masas 

(EM) del aceite esencial obtenido a partir de la planta recolectada en diferentes 

regiones del país y en diferentes épocas del año, permitió determinar que la 

proporción de sus constituyentes varía a lo largo de su desarrollo y localización 

geográfica. Este análisis reveló también que el 2-hidroxibenzoato de 2'-

metoxibencilo (30), el germacrano D (33), el biciclogermacrano (34) y el  

β-cariofileno (36) son los componentes constantes en los cinco lotes analizados. 
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Considerando que los tres sesquiterpenoides tienen una amplia distribución en la 

familia, el compuesto 30 es el único que reúne las características de un compuesto 

marcador de utilidad para fines de identificación y estandarización de preparados 

herbolarios de la planta. Otros constituyentes presentes en las esencias fueron el 

2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (24), el camazuleno (32) y el β-eudesmol (35). 

Estos últimos se detectaron en cuatro de los cinco lotes analizados y fueron los 

constituyentes mayoritarios del extracto íntegro bioactivo analizado 

originalmente. 

 

6.7 El método analítico desarrollado por RMN 1H para valorar el contenido de 2,6-

dimetoxibenzoato de bencilo (24), 2-hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo (30), 

camazuleno (32), germacrano D (33), biciclogermacrano (34), β-eudesmol (35) y 

β-cariofileno (36) de manera simultánea en la esencia de B. veronicaefolia es 

selectivo, exacto y lineal. Este método será de utilidad para determinar el 

contenido de principios activos tanto en la esencia como en productos herbolarios 

elaborados con la planta. Además, este método podrá ser incorporado en las 

monografías de tipo farmacopeico y OMS de la especie.  

 

6.8 La aplicación del método de RMN 1H tanto a una infusión como a una decocción 

de la planta permitió detectar y cuantificar el 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo 

(24) y el 2-hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo (30), entre otros constituyentes. 

Sin embargo, cuando el método se aplicó al preparado Estomacure® (varios lotes) 

no fue posible detectar ninguno de los constituyentes presentes en la esencia o en 

el extracto íntegro. Este resultado se corroboró al analizar el preparado por 

cromatografía en capa delgada y CG-EM. En ningún caso se detectó ninguno de 

los constituyentes aislados de la planta. Aunque el marbete del Estomacure® 

especifica que contiene B. veronicaefolia, además de manzanilla y hoja de 

guayaba (rica también en β-cariofileno), los resultados generados en esta  
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investigación demuestran que el pexto no está presente. Estas evidencias permiten 

corroborar, una vez más, la necesidad de establecer los lineamientos para el 

control de calidad de los distintos productos herbolarios que se consumen en el 

país.  

 

6.9 La información científica generada en el presente trabajo permitió integrar la 

primera monografía de tipo OMS que se realiza en México. Esta monografía 

definitivamente servirá para regular la calidad de la droga cruda derivada de la 

especie B. veronicaefolia y/o sus preparados (Apéndice II). 
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VII. PERSPECTIVAS GENERALES DE LA PRESENTE INVESTIGACIÓN 

 

7.1 Determinar el potencial anti-inflamatorio del extracto y metabolitos de la planta. 

 
7.2 Establecer los principios responsables del efecto analgésico del extracto íntegro 

de la planta. 

 

7.3 Desarrollar un método analítico por cromatografía de líquidos de alta eficiencia 

para cuantificar los principios activos y/o marcadores presentes en el extracto 

íntegro.  

 
7.4 Realizar los estudios clínicos conducentes al establecimiento de la eficacia 

terapéutica de la especie, efectos adversos y contraindicaciones. 

 
7.5 Estudiar con detalle el mecanismo de acción mediante el cual los benzoatos de 

bencilo ejercen su efecto espasmolítico.  

 
7.6 Diseñar mediante métodos computacionales y de síntesis análogos más eficaces 

de los benzoatos de bencilo descubiertos en el presente estudio. 

 
7.7 Proponer a la SAGARPA la realización de los estudios conducentes al cultivo, 

cosecha y manejo de B. veronicaefolia a fin de garantizar el suministro eficiente y 

la conservación de esta importante especie medicinal. 

 
7.8 Realizar el estudio integral (aspectos históricos, botánicos, químicos, 

farmacológicos y clínicos, entre otros), de la especie relacionada B. canavallensi 

(syn: B. squarrosa), ampliamente utilizada en la medicina popular de México para 

curar desórdenes gastrointestinales e inflamatorios como B. veronicaefolia. La 

similitud morfológica de ambas especies hace factible que las especies se utilicen 

de manera indistinta. 
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HISTORIA 
 
Brickellia veronicaefolia es una planta 
originaria de México y se utiliza para 
tratar desórdenes gastrointestinales, tales 
como el dolor de estómago y los cólicos 
agudos, también se utiliza para curar el 
reumatismo, dolores de apéndice y 
contra las enfermedades biliares. El 
nombre de brickellia viene de la palabra 
“brickel”, que significa arbusto.  
A través de la historia B. veronicaefolia 
se ha designado con distintos nombres, 
tanto científicos como comunes. Así, 
Leonardo Oliva en sus Lecciones de 
Farmacología de 1854 la designa como 
Bulbostylis veronicaefolia y gobernadora 
de Puebla, preconizándola para tratar 
dolores artríticos, en baños o fomentos, y 
“fortalecer los nervios” (Oliva, 1854). 
En la segunda edición de la Farmacopea 
Mexicana de 1876, aparece como 
Eupatorium veronicaefolia, y 
gobernadora de Puebla. En este 
documento la planta  estaba indicada en 
baños o fomentos para curar los dolores 
artríticos (Río de la Loza et al., 1874). 
Cabe mencionar que esa fue la primera 
vez que esta especie se mencionó en la 
Farmacopea Mexicana. 
Felipe García Flores dedicó en 1887 su 
tesis de farmacia al “orégano de cerro”, 
conocida entonces como Eupatorium 
pextum y luego como Brickellia 
veronicaefolia. En dicho trabajo se 
señalan como usos populares de la 
planta, su decocción para dolores de 
estómago y falta de digestión, y 
combinada con menta, pétalos de rosa, 
tequesquite y semilla de aguacate, para 
“corregir deposiciones” (García-Flores, 
1887; Ortiz, 2002). 
 
 

 
 
En 1888, Villada describe en un artículo 
de la Gaceta Médica de México su 
empleo, "con excelentes resultados por 
el vulgo y aún por los médicos" en el 
tratamiento de la dispepsia atónica y la 
gastralgia (Villada, 1888). 
B. veronicaefolia aparece también como 
gobernadora de Puebla en las ediciones 
de 1898 y 1904 de la Farmacopea 
Mexicana, en estos textos aparecen 
documentados los siguientes usos 
populares: la infusión para curar la 
gastralgia y la dispepsia atónica; y en 
baños y fomentos para calmar los 
dolores artríticos y las reumas (Herrera, 
1896; Calderón et al., 1904). Con 
idénticas indicaciones a las señaladas en 
la Farmacopea Mexicana, aparece en la 
Historia de Drogas de Juan Manuel 
Noriega (Noriega, 1902). 
En el Instituto Médico Nacional, otra 
Brickellia, la cavanillesii o atanasia 
amarga, fue estudiada clínicamente en el 
Hospital de San Andrés por sus efectos 
contra la indigestión y la anorexia sin 
obtenerse resultados concluyentes 
(Guerra, 1950). 
La infusión de B. veronicaefolia aparece 
también señalada como eupéptica y 
antigastrálgica en la Farmacología 
Nacional del Instituto Médico Nacional 
(AAVV, 1913). 
En 1939, Maximino Martínez consigna 
como usos de esta planta los ya referidos 
en la Farmacopea Mexicana y en la tesis 
de García Flores, sin mencionar los usos 
empíricos de fuente directa (Martínez, 
1994). 
Finalmente, en la Farmacopea Mexicana 
de la Sociedad Farmacéutica Mexicana 
(1952) se repite su indicación como 
eupéptica y antigastrálgica (Ugalde et 
al., 1967). 
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NOMBRE BOTÁNICO 
 
Brickellia veronicifolia (Kunth) A. Gray 
 
Syn: Brickellia veronicaefolia (Kunth) 
Gray. 
Brickellia veronicaefolia (HBK) Gray. 
Brickellia petrophila Rob. 
Coleosanthus veronicifolius Kunth. 
Coelusanthus veronicifolius (HBK) 
Ktze. 
Coleosanthus veronicaefolia. 
Eupatorium veronicaefolium HBK. 
Eupatorium veronicaefolia Kunt. 
Bulbostylis veronicaefolia D.C. 
Eupatorium glechomoefolium FMI. 
Eupatorium veronicaefolium K. 
Eupatorium pextum (Oliva, 1854; Río de 
la Loza et al., 1874; García-Flores, 
1887; Villada, 1888; Noriega, 1902; 
Ramírez y Alcocer, 1902; Martínez, 
1994; Calderón y Rzedowski, 2001) 
 
FAMILIA 
 
Asteraceae (Compositae). 
 
DEFINICIÓN 
 
Consiste en las partes aéreas frescas o 
secas de Brickellia veronicifolia. 
 
NOMBRES COMUNES 
 
Chilaco blanco, gobernadora de Puebla, 
gordolobo corriente, hierba del aíto, 
hierba del haito, hierba del jaito, hierba 
del perro, hierba dorada, mejorana, 
mejorana de campo, oreganillo, organito, 
orégano de campo, orégano de cerro, 
orégano de monte, peishtón o peistón, 
pestón, pexton, peisto, peistó chiquito, 
peiston, peixtón, pesto, pexto, pixto, 
señate, sayahuaxtle (Oliva, 1854; 
Villada, 1888; Ramírez y Alcocer, 1902; 
AAVV, 1913; Ugalde et al., 1967;. 

Senties-Guraieb, 1984; Aguilar et al., 
1994; Argueta et al., 1994; Santamaría, 
2000) 
 
IDENTIFICACIÓN 
 
Descripción botánica 
 
Brickellia veronicifolia es un arbusto 
pequeño cuyas medidas oscilan entre 40 
cm y 1 m de altura. Presenta hojas 
pequeñas, opuestas, acorazonadas o 
reniformes de 4 a 15 cm de largo por 
unos 5 cm de ancho, borde crenado, 
pecíolos de 3 a 6 cm de largo; las flores 
en cabezuelas miden de 12 a 17 mm y 
son blancas o rosadas de un olor 
almizclado, de sabor amargo y picante a 
la vez (Villada, 1888; Argueta et al., 
1994). 
 
DISTRIBUCIÓN 
 
Brickellia veronicaefolia es originaria de 
México. La especie tiene por hábitat 
zonas con vegetación muy perturbada de 
matorral xerófilo, pastizal, bosque 
mesófilo de montaña, de encino y de 
pino, a una altitud de 1750 a 2750 m 
sobre el nivel del mar en climas frío, 
semiseco y templado. Se le ubica 
principalmente en lomas y cerros 
(Argueta et al., 1994).  
La planta se distribuye en 
Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, 
Guanajuato, Guerrero (Taxco), Hidalgo 
(Pachuca), Jalisco, México (Toluca), 
Morelos, Nuevo León, Oaxaca, Puebla 
(Tehuacan y alrededores de la ciudad), 
Querétaro, San Luís Potosí, Sonora, 
Tamaulipas, Tlaxcala, Valle de México 
(cerro de Guadalupe), Veracruz y 
Zacatecas (Oliva, 1854; Río de la Loza 
et al., 1874; Villada, 1888; Holway, 
1901; Ugalde et al., 1967; Martínez, 
1979; Calderón y Rzedowski, 2001). 
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Figura 1a. B. veronicaefolia. 
 
 

 
   Figura 1b. Hojas de B. veronicaefolia. 
 
 

 
 
   Figura 1c. Flores de B. veronicaefolia. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1d. Droga cruda.  
 

 
 
Figura 1e. Hojas frescas de B.  

veronicaefolia.  
 

 
 
Figura 1f. B. veronicaefolia. 
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PRUEBAS DE IDENTIDAD 
BOTANICAS 
 
Identificación microscópica 
 
Anatomía microscópica de la hoja 
 
La hoja presenta lámina de tipo notófila, 
con forma ovada, asimétrica y ápice 
agudo. La base es de forma cordada con 
unión peciolar y un margen de tipo 
dentado. Los dientes son de forma 
convexo/convexo y el ápice del diente es 
simple y sin lóbulos. El patrón de 
venación es de tipo actinodromo basal. 
El arreglo de las venas secundarias es de 
tipo broquidodromo festonado con tres 
venas básales de primer orden y una de 
segundo; el espaciamiento de las venas 
es de segundo orden. Las venas 
intersecundarias son inconspicuas, en 
tanto que, las venas terciarias son 
percurrentes y alternas; las areolas son 
conspicuas y de forma poliédrica con 
escasas venas terminales no ramificadas. 
 
La Epidermis adaxial (vista superficial) 
presenta abundantes tricomas 
glandulares de dos tipos. El primer tipo 
esta distribuido tanto en la región costal 
como en la intercostal; además es 
uniseriado y multicelular; la proyección 
del tricoma presenta de 6 a 9 células 
cuadradas o rectangulares cuyas paredes 
están engrosadas. Las células del pie 
presentan forma de cono truncado y las 
células terminales son alargadas y con el 
extremo libre ahusado. Se observan 
contenidos en forma de gotas, similares 
a lípidos. El segundo tipo de tricomas es 
menos abundante y está distribuido en la 
región intercostal, su forma es diferente 
y son visiblemente más cortos. Estos 
tricomas presentan dos tipos de células, 
uno es de forma cilíndrica y se encuentra 

formando el tallo y el otro es globoso y 
forma la cabeza del mismo. 
 

 
 
Figura 2a. Vista superficial de la hoja. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2b. Tricomas glandulares. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2c. Tricoma glandular globoso. 
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La epidermis adaxial presenta también 
células costales e intercostales. Las 
células costales son de forma 
rectangular, con paredes engrosadas y 
organizadas en hileras paralelas a las 
venas. Las células intercostales son de 
forma irregular con paredes anticlinales 
sinuosas y ligeramente engrosadas. No 
presenta estomas. En la sección 
transversal la epidermis es 
monoestratificada y su cutícula está 
ligeramente engrosada (2.5 µm); las 
células son de forma obloide y de 
tamaño variado. 
 
En la epidermis abaxial (vista 
superficial) los tricomas son abundantes 
y de forma similar a los observados en la 
epidermis adaxial. La epidermis abaxial 
presenta células costales e intercostales. 
Las células costales son similares a las 
presentes en la epidermis adaxial. Las 
células intercostales también presentan 
similitud con las de la epidermis adaxial 
pero sus paredes son delgadas. Los 
estomas presentes son de tipo 
anomocítico. Las células epidérmicas 
adyacentes a las oclusivas presentan 
estriaciones. En la sección transversal la 
epidermis es monoestratificada y posee 
una cutícula ligeramente engrosada 
además las células son más pequeñas 
que las de la epidermis adaxial. 
 
Mesófilo (sección transversal). En el 
extremo adaxial se observan de uno a 
dos estratos de células ligeramente 
sinuosas y alargadas en sentido 
perpendicular a la superficie. Los 
contenidos celulares son abundantes y 
similares a taninos. Los espacios aéreos 
son frecuentes entre ellas. Hacia el 
extremo medio abaxial se observa un 
parénquima con escasas células  
 
 

lobuladas de forma irregular y con 
contenidos celulares similares. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2d. Mesófilo con espacios  
                         aéreos. 
 
 
Vena media (sección transversal). La 
epidermis adaxial es monoestratificada 
con células de forma obloide o 
isodiamétrica y sus paredes están 
tangenciales engrosadas. La epidermis 
abaxial es monoestratificada con células 
de diferentes tamaños y similares en 
forma a las de la epidermis adaxial. El 
tejido fundamental presenta colénquima 
de tipo laminar con dos o tres estratos en 
el extremo adaxial y uno en el extremo 
abaxial; el resto del tejido fundamental 
presenta células isodiamétricas de 
paredes delgadas y sin contenidos 
celulares. El tejido vascular presenta tres 
grandes haces vasculares colaterales 
distribuidos en forma de media luna con 
el xilema hacia el extremo adaxial y el 
floema hacia el extremo abaxial. 
 
Pecíolo. El tejido dérmico presenta 
tricomas glandulares de dos tipos. El 
primer tipo de tricomas es uniseriado y 
multicelular. Las células de la 
proyección son rectangulares; las células 
del pie son más cortas que las restantes y  
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con estriaciones similares a las 
observadas en las células epidérmicas. 
Todas ellas poseen paredes celulares 
engrosadas con contenidos celulares 
similares a cristales. El segundo tipo de 
tricomas es pequeño, escaso y con tres 
células. Las células básales presentan 
forma de cono truncado y su pared 
celular está engrosada; las células 
intermedias semiglobosas presentan 
paredes celulares menos engrosadas y 
las células terminales globosas también 
poseen pared celular poco engrosada. En 
todas ellas se observa abundante 
contenido celular. La cutícula es estriada 
de 5 µm de grosor; la epidermis es 
monoestratificada; sus células son 
isodiamétricas, oblongas y cuadradas y 
sus paredes están tangenciales 
engrosadas. El tejido fundamental 
incluye dos regiones. La región externa 
presenta dos o tres estratos de 
colénquima tipo laminar y en el centro 
presenta células isodiamétricas de 
paredes delgadas y de mayor tamaño que 
las colenquimatosas. El tejido vascular 
está formado por 6 ó 7 haces colaterales 
de diferente tamaño distribuidos en 
forma de media luna, el xilema está en 
posición adaxial y floema en posición 
abaxial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2e. Haz vascular de la vena 

media. 

Xilema. Presenta abundantes vasos 
como elementos de conducción, éstos 
están organizados en hileras radiales 
inmersos en el parénquima, los 
diámetros tangenciales son variados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2f. Tricomas glandulares. 
 
 
Floema. Está organizado como un sólo 
paquete, presenta células cribosas y 
acompañantes. El parénquima es más 
abundante en el extremo distal del haz, 
en este nivel algunos haces contienen 
escasas fibras. 
 
 
Anatomía microscópica del tallo 
 
Tejido dérmico (sección transversal). El 
tejido dérmico presenta tricomas 
evidentes pero no determinados; la 
epidermis es monoestratificada y sus 
células son de forma obloide o 
rectangular. En algunas zonas la 
epidermis se observa obliterada. 
 
Tejido fundamental (sección 
transversal). El córtex posee dos 
regiones, la periférica y la central. La 
región periférica incluye un colénquima 
de tipo laminar con tres o cuatro estratos 
celulares; las células son rectangulares, 
de mayor tamaño que las células 
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epidérmicas y con un eje longitudinal 
perpendicular a la superficie del tallo. La 
región central ocupa dos tercios del 
córtex y las células parenquimatosas, de 
paredes delgadas, están tangencialmente  
alargadas. La médula está formada por 
tejido parenquimático con células de 
forma isodiamétricas, grandes y de 
paredes delgadas. No se observan 
espacios aéreos y los contenidos 
celulares son conspicuos no 
determinados. 
 
Tejido vascular (sección transversal). 
El tejido vascular presenta un floema 
exarca y un xilema endarca y, está 
formado por un anillo continuo 
alrededor del tallo. El xilema posee 
vasos como elementos principales de 
conducción y están distribuidos en 
cadenas radiales, alternadas con bandas 
de fibras. Los vasos más grandes tienen 
35 µm de diámetro tangencial y son de 
tres tipos. El primer tipo presenta 
engrosamientos helicoidales y placas 
terminales simples casi horizontales; el 
segundo tipo de vasos posee 
engrosamientos escalariformes con placa 
terminal simple y ángulo de inclinación 
de 45°. El tercero, y último tipo de vasos 
tiene ornamentaciones en sus paredes 
laterales, similares a puntos bordeados, 
alternos de vaso a vaso y de vaso a radio. 
La placa terminal es simple y el ángulo 
de inclinación es de 90°. Las fibras son 
de tipo libriforme, algunas de ellas son 
septadas y con restos de contenido 
celular. De manera general las fibras son 
más cortas y angostas, sin septos ni 
contenidos celulares evidentes. El 
floema presenta células cribosas y 
acompañantes hacia el extremo distal 
con un casquete de fibras fuertemente 
lignificadas. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2g. Córtex y tejido vascular. 
 
 
 
PRINCIPALES CONSTITUYENTES 
 
Benzoatos de bencilo 
 
B. veronicaefolia contiene los siguientes 
benzoatos de bencilo: el 2,6-
dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo, 
el 3'-β-D-glucopiranosiloxi de 2,6-
dimetoxibenzoato de bencilo, el 2,6-
dimetoxibenzoato de bencilo, el 2-hidro-
xi-6-metoxibenzoato de 3'-metoxi-benci-
lo, el 2-hidroxi-6-metoxi-benzoato de 
bencilo, el 2-hidroxi-5,6-dimetoxi-
benzoato de bencilo, el 2,3,6-trimetoxi-
benzoato de bencilo, el 2,6-dimetoxi-
benzoato de 3'-metoxi-bencilo y el 2-
hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo 
(Rivero et al., 2005). 
 
Flavonoides 
 
Los diferentes estudios fitoquímicos de 
B. veronicaefolia han permitido el 
aislamiento de trece flavonoides. Los 
compuestos se caracterizaron como: la 
artemetina, la casticina, la eupatina, la 
eupatolitina, la 3,6,7-trimetoxi 
quercetagetina, la brickellina, la 
centaureidina, el digalactósido de la  
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veronicafolina, el galactósido de la 
eupatolitina y los sulfatos de la eupatina, 
eupatolitina, patuletina y veronicafolina. 
(Roberts et al., 1980 y 1984; Pérez et al., 
2000). 
 
Sesquiterpenoides 
 
El germacrano D, el camazuleno, el 
biciclogermacrano, el β-eudesmol y el  
β-cariofileno fueron aislados a partir del 
aceite esencial de la especie (Rivero et 
al., 2005). 
 
Compuestos aromáticos 
 
El ácido 2-hidroxi-6-metoxibenzoico, el 
ácido 2-metoxibenzoico y el β-D-
glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2- 
metoxibenzoilo) fueron aislados a partir 
de un extracto CH2Cl2-MeOH (Rivero et 
al., 2005). 
 
Otros constituyentes 
 
Otros metabolitos secundarios aislados 
de esta planta son: el β-D-
glucopiranósido de 4-alil-2-metoxi-
fenilo, el acetato de taraxasterilo, el 
taraxasterol y los ácidos diterpénicos 2α-
hidroxi-3α(2-hidroxi-2-metil-butiriloxi) 
catívico y 2α,3α–dihidroxicatívico 
(Calderón et al., 1983; Rivero et al., 
2005). 
 
PROCEDIMIENTOS ANALITICOS 
DE IDENTIDAD Y COMPOSICIÓN  
 
Cromatografía de gases acoplada a 
espectrometría de masas (CG-EM) 
 
1) Análisis del aceite esencial 
 
Preparación de la esencia: colocar 30 g 
de material vegetal fresco en un matraz 
pera de 500 mL, adicionar 250 mL de 

agua destilada y extraer la esencia 
mediante un proceso de hidrodestilación. 
Separar el aceite esencial del destilado 
mediante un proceso de partición con 
diclorometano. Extraer tres veces. 
Combinar las fases orgánicas resultantes 
y concentrar a presión reducida. El 
residuo obtenido es de color azul 
intenso. 
 
Condiciones cromatográficas 
 
Columna: 
HP 5 % metil silicón, 30 m x 0.32 mm 
de diámetro. 
Temperatura de la columna:  
La temperatura de la columna se 
programa de 70-250 oC con una 
velocidad de calentamiento de 20 
oC/min. 
Gas acarreador: 
Emplear helio como gas acarreador a un 
flujo de 1 mL/min.  
Detección: 
El voltaje para el registro de los 
espectros de masas a utilizar es de 70 
eV. 
Volumen de inyección: 
10 μL. 
Interpretación: 
El cromatograma de gases resultante 
debe indicar la presencia de siete 
componentes mayoritarios. 
 
Identificación de picos: 
 Compuesto tR

Relativo 
1 β-cariofileno 5.5 
2 germacrano D 5.9 
3 biciclogermacrano 6.0 
4 β-eudesmol 6.9 
5 camazuleno 7.5 
6 2,6-dimetoxibenzoato de 

bencilo 
10.4 

7 2-hidroxibenzoato de 2'-
metoxibencilo. 

10.7 
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BENZOATOS DE BENCILO 
 
 
 
 

O

OR1

R5

R4

R2

R3

1' 3'

5'

 
 
 
 
 
 

Compuesto R1 R2 R3 R4 R5

2,6 dimetoxibenzoato de 3'-hidroxibencilo OMe OMe H H OH 
3'-β-D-glucopiranosiloxi de 2,6-dimetoxi-
benzoato de bencilo 

OMe OMe H H β-D-glucosiloxi 

2 hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo OH H H OMe H 
2,6 dimetoxibenzoato de bencilo OMe OMe H H H 
2-hidroxi-6-metoxibenzoato de 3'-metoxibencilo OH OMe H H OMe 
2-hidroxi-6-metoxibenzoato de bencilo OH OMe H H H 
2,3,6-trimetoxibenzoato de bencilo OMe OMe OMe H H 
2-hidroxi-5,6-dimetoxibenzoato de bencilo OH OMe OMe H H 
2,6 dimetoxibenzoato de 3'-metoxibencilo OMe OMe H H OMe 

 
 
FLAVONOIDES 

O

OR1CH3O

R2O

OOH

R6

OR5R3

R4

 
 
 
 
 
 
 
 

Compuesto R1 R2 R3 R4 R5 R6

Artemetina CH3 CH3 H CH3 CH3 H 
Casticina CH3 CH3 H H CH3 H 
Eupatina H CH3 H H CH3 H 
Eupatolitina H CH3 H H H H 
3,6,7-trimetoxiquercetagetina CH3 CH3 H H H H 
Digalactósido de la veronicafolina Gal-gal CH3 H CH3 H H 
Galactósido de eupatolitina Gal CH3 H H H H 
Sulfato de eupatina SO3

- CH3 H H CH3 H 
Sulfato de eupatolitina SO3

- CH3 H H H H 
Sulfato de patuletina SO3

- H H H H H 
Sulfato de veronicafolina SO3

- CH3 H CH3 H H 
Brickellina CH3 CH3 OH H CH3 OCH3
Centaureidina CH3 OH H OH CH3 H 
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SESQUITERPENOIDES 
 

1

3 5

7

 
 

Camazuleno 

1

3
5 7

9

 
Germacrano D 

 

 
Biciclogermacrano 

 
H

H

1

3

5

7

9

 
β-cariofileno 

 

H OH
 

 
β-eudesmol 

 
 
COMPUESTOS AROMÁTICOS 
 
 
 

COOH

OCH3HO

 
 

ácido 2-hidroxi-6-metoxibenzoico 

 
COOH

OCH3

 
 

ácido 2-metoxibenzoico 
 

O
CH2OH

HOHO

O

O
C

O
C

O

OCH3

OCH3

6'

5'

3'
1'

2
3

4

5

6

2''
3''

4''

5''

6''

7''

 
 

β-D-glucopiranósido del 1,2 bis-O-(2- metoxibenzoilo) 
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OTROS CONSTITUYENTES 
 
 
 

RO

 
 

COOH

RO

HO
 
 
 
 
 

Compuesto R1  Compuesto R1

Ácido 2α,3α–dihidroxicatívico H  Taraxasterol H 
Ácido 2α-hidroxi-3α-(2-hidroxi-
2-metil-butiriloxi) catívico CO C

CH3

OH

CH2 CH3

 Acetato de taraxasterilo COCH3

O
CH2OH

HOHO

HO

O

OCH3

 
 
 

β-D-glucopiranósido de 4-alil-2-metoxi-fenilo 
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Figura 3. Cromatograma de gases del aceite esencial de B. veronicaefolia. Asignación de 

picos: (1) β-cariofileno, (2) germacrano D, (3) biciclogermacrano, (4) β-
eudesmol, (5) camazuleno, (6) 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo y (7) 2-
hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo. 
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Resonancia magnética nuclear 
protónica (RMN 1H) 
 
Reactivos: 
Cloroformo deuterado: grado RA 
1,4-dimetoxibenceno: 99.9% 
Tetrametilsilano: 99.9% 
 
Preparación de la muestra: 
50.0 mg de la esencia y 1.0 mg de 1,4-
dimetoxibenceno se colocan en un tubo 
de resonanacia que contiene exactamente 
0.8 mL de CDCl3. 
 
Condiciones de análisis: 
Los espectros de RMN 1H (300 MHz) se 
registran utilizando tetrametilsilano 
como referencia interna. 
 
Secuencia de pulsos: 
Los espectros se adquieren utilizando 
una secuencia de pulsos estándar (s2pul) 
a 45 deg (9.0 μs). El tiempo de 
relajación es de 1 s y el tiempo de 
adquisición es de 3.636 s en 64K puntos. 
Para cada muestra deben recorrerse 256 
scans. El tiempo total de análisis es de 
21 min. Durante el análisis la resolución 
digital debe mantenerse por debajo de 
0.4 Hz. 
 
Cálculos: 
Para determinar el valor de cada integral 
utilizar el programa Mestre-C. El ajuste 
de la fase y la corrección de la línea base 
se realiza en el intervalo de 7.10-4.20 
donde aparecen las señales diagnósticas 
para los siete compuestos analizados. 
La cantidad en miligramos de cada 
compuesto se calcula por medio de la 
fracción mol. La fracción mol de cada 
componente es el cociente del área de 
cada señal entre el área total del 
espectro. 
 

 
Interpretación: 
 
En el intervalo comprendido entre δH 
7.10-6.20 se observan las señales para el 
2,6-dimetoxibenzoato de bencilo, el 2-
hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo y el 
camazuleno. Por analogía con los 
desplazamientos químicos observados en 
los espectros de los compuestos puros, 
las señales en δH 6.54 (d, J = 8.8 Hz) y 
δH 6.42 (d, J = 8.4 Hz) corresponden a 
los protones H-3/H-5 y H-3 de los 
productos 2,6-dimetoxibenzoato de 
bencilo y 2-hidroxibenzoato de 2'-
metoxibencilo, respectivamente. En 
tanto que la absorción en δH 6.97 (d,  
J =10.8 Hz) pertenece al protón H-5 del 
camazuleno. En la región comprendida 
entre δH 5.90-4.30 se observan las 
absorciones correspondientes a los 
hidrógenos vinílicos del germacrano D 
(δH 5.78, d, J = 15.9 Hz, H-5), el β-
eudesmol (δH 4.48, m, H-14), el β-
cariofileno (δH 4.95, sa, H-15) y el 
biciclogermacrano (δH 4.33, d,  
J = 11.5 Hz, H-5). Finalmente, en δH 
6.84 se observa la señal para el 1,4-
dimetoxibenceno. Este compuesto es 
utilizado como estándar interno debido a 
que su señal no interfiere con las 
distintas señales de los compuestos a 
analizar. 
 
 
PRUEBAS DE PUREZA  
 
Límites microbianos: 
Ausencia de microorganismos objetables 
de acuerdo con los límites establecidos 
en la guía de procedimientos para el 
control de calidad de plantas medicinales 
publicados por la OMS (WHO, 1998). 
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Figura 4. Vista parcial del espectro de RMN 1H (300 MHz en CDCl3) del aceite esencial 

de Brickellia veronicaefolia. Asignación de señales: ■ camazuleno,  
■ estándar interno, ■ 2,6-dimetoxi-benzoato de bencilo, ■ 2-hidroxi benzoato 
de 2'-metoxi bencilo, ■ germacrano D, ■ β-cariofileno, ■ β-eudesmol,  
■ biciclogermacrano. 

ppm (t1)
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00

 
 
 
Materia extraña: 
No más del 2% (WHO, 1998). 
 
Residuo de pesticidas: 
Consultar los límites establecidos en la 
guía de procedimientos para el control 
de calidad de plantas medicinales 
publicada por la OMS (WHO, 1998). 
 
Metales pesados: 
Consultar los límites establecidos en la 
guía de procedimientos para el control 
de calidad de plantas medicinales 
publicada por la OMS (WHO, 1998). 
 
 

 
 
ESTUDIOS FARMACOLÓGICOS 
QUE SUSTENTAN LAS 
PROPIEDADES MEDICINALES 
ATRIBUIDAS A LA PLANTA 
 
Relajación del músculo liso 
gastrointestinal 
 
El extracto íntegro de B. veronicaefolia 
y su aceite esencial provocan la 
relajación de las contracciones 
espontáneas del íleon aislado de cobayo 
de manera dependiente de la 
concentración. Los valores de CI50 
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calculados fueron de 39.22 y 0.27 
μg/mL, respectivamente. 
Los principios activos responsables de 
esta actividad fueron: el β-D-
glucopiranósido de 4-alil-2-metoxi-
fenilo, el ácido 2-hidroxi-6-
metoxibenzoico, el 2,6-dimetoxi-
benzoato de 3'-hidroxibencilo, el 3'-β-D-
glucopiranosiloxi de 2,6-dimetoxi-
benzoato de bencilo, el 2,6-
dimetoxibenzoato de bencilo, el 2-hidro-
xi-6-metoxibenzoato de 3'-metoxi-
bencilo, el 2-hidroxi-5,6-dimetoxi-
benzoato de bencilo, el 2,6-dimetoxi-
benzoato de 3'-metoxi-bencilo, el 2-
hidroxibenzoato de 2'-metoxibencilo el 
acetato de taraxasterilo y el camazuleno 
(Rivero et al., 2005). 
A nivel molecular el 2,6-
dimetoxibenzoato de bencilo, el 2-
hidroxi-6-metoxibenzoato de 3'-metoxi-
bencilo, el 2-hidroxibenzoato de 2'-
metoxibencilo y el camazuleno inhiben 
la actividad del complejo PDE1-CaM-
Ca2+. Los valores de CI50 calculados 
fueron de  12.02, 14.59, 10.61 y 18.24 
μM, respectivamente. 
 
Actividad hipoglucemiante 
 
Un extracto hexánico presentó un efecto 
hipoglucemiante en ratones diabéticos ya 
que disminuyó los niveles de glucosa en 
un 72 % a la dosis de 300 mg/Kg en 24 
h. (Pérez-Gutierrez, 1998; Pérez et al., 
2000). No se ha determinado el principio 
activo. 
 
Actividad antimicrobiana 
 
Un extracto de las partes aéreas de la 
especie presentó actividad 
antimicrobiana contra Staphyloccocus 
aureus, Salmonella lutea, Bacillus 
subtilis y Shigella disenteriae (Argueta 
et al., 1994). 

Actividad antioxidante 
 
La flavona centauridina aislada de la 
planta presentó actividad antioxidante in 
vitro. Este compuesto atrapa los 
radicales libres ABTS e inhibe la 
degradación de la 2-desoxi-2-ribosa 
(Pérez et al., 2004). 
 
Actividad analgésica 
 
Un extracto íntegro de la especie 
preparado con una mezcla de metanol y 
diclorometano, a partes iguales, presentó 
un efecto analgésico significativo en 
ratones, en el modelo de la placa 
caliente. La administración oral del 
extracto a la dosis de 600 mg/Kg 
disminuyó de manera significativa la 
latencia en la respuesta de la placa 
caliente. El efecto fue dependiente de la 
dosis. El extracto también presentó 
actividad analgésica en ratones en un 
modelo de estiramiento abdominal. En 
este caso la administración oral de 150, 
300 ó 600 mg/Kg del extracto inhiben 
significativamente el número de 
estiramientos provocados por una 
inyección ip de una solución de ácido 
acético al 0.6 % (Angeles y Castañeda, 
2006). 
 
ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS 
 
Toxicidad aguda 
 
La toxicidad aguda del extracto íntegro 
de la especie preparado con una mezcla 
de metanol y diclorometano, a partes 
iguales, se determinó en ratones de 
acuerdo al procedimiento de Lorke. La 
DT50 calculada fue de 2852 mg/Kg. 
Durante el desarrollo del experimento 
los animales no mostraron efectos 
tóxicos visibles ni disminución del peso 
corporal en relación a los grupos control. 
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Asimismo, el análisis macroscópico de 
los órganos y tejidos de los animales no 
revelaron anomalías o alteraciones. 
 
Prueba de Ames 
 
El ensayo de Ames permitió comprobar 
que el extracto íntegro de la especie 
preparado con una mezcla de metanol y 
diclorometano, a partes iguales, no 
provoca genotoxicidad. 
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