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l. Introducción 

La inquietud por clasificar a las plantas rredicinalcs 

de acuerdo a sus propiedades terapéuticas previene de tic~­

pos prehispánicos. En México, durante el siglo XV se ol~­

boró el primer herbario llamado "Ama machehua" (libro de 

medicamentos) en donde las plantas se clasificaron üc acuer­

do a sus virtudes medicinales. Esta tradición en el uso 

folklórico de sustancias de origen natural se ha prcsc.>rva­

do en la cultura nacional y transmitido de generación en 

generación. En nuestros días, esta inquietud constituye el 

interés de numerosas investiqaciones farmacognósicas estre­

chamente relacionadas con la Etnobatánica y la Química Veg~-

tal. 

En la actualidad, las plantas med~cin~las ~· de utilitlad 

econ6mica t~~n~~ u~a ;ran importancia para la industria quí­

mica, ya qu~ de ~llas se obcienen compuestos orgánicos cono 

aceites, resinas, taninos, gaucho, goma, ceras, tintas, sa­

borizantes, fragancias, plagicidas y productos íarmacéuticos. 

Más aún para cada clase de fármaco siempre- se incluye un 

prototipo representado por un producto natural. La búsque­

da de nuevos agentes ~erapéuticos de origen natural consti­

tuye una de las metas de mayor importancia para el área de 

la química farrnaceutica, De ahí que el uso popular de lüs 

plantas medicinales representa el criterio primaría en el 

cual se basa la farmacognosia para la selección de sus fu~n-



tes vegetales de cst~Uio. Numerosas investigaciones f itoquí­

micas dan prueba de la efectividad de esta aproximación tl,2l. 

La detección de los constituyentes activos es una tarea 

dificil. Sin embargo, la tendencia contemporánea en esta lí­

nea de investigación se enfoca al estudia de los agentes me­

dicinales, median~e la aplicación de bioensayos durante el de­

sarrollo del análisis fitoquímico de los extractos vegeta-

les (J). Diferentes análisis han permitido demostrar que las 

plancDs medicinales exhiben un gran espectro da ac~ividades 

biológicas potenciales. Por lo tanto, el empleo de algún 

tipo de bioensayo ayuda al fitoguímico a ne desca~tar com-

puestos activos, que de otra ~an~~a r·asarian inadver~idos, 

contrihuyenac simul~~~eamen~e a la invcst~gaci6~ química y 

bi~l6~~ca dt las especies medicinales. Los bioen5ayos uti­

lizados incluyen desde sencillos anális~s microbio16gicos 

f.!! vi~ro, hasta complejos estudios farraacológicos i!! .!:.iYE 

utilizando organismos superiores (4J. 

Sin e~~argo, la mayoría de las plantas superiores de 

inter6s económico y medicinal a~n no s~ l1an descrito desde 

un pun~o U~ visLa etnobotánico y, mucho menos, se ha reali­

zado la investigación de sus constituyentes químicos o bio­

lógicanent~ activos. Por lo tanto, nuevas fuentes de mate­

rinles con valor comercial p~rmanecen por ser descubier­

tas (5J. En cons~cuencia, las plantas superiores consti­

tuyen una reserva de compuestos quírnícos de utilidad poten­

cial no sólo como fármacos, sino como fuentes importantes 



de núcleos químicos estructurales que servirán corno un punto 

de partida para la síntesis de análogos, y como una herra-

mienta alternativa para el conocimiento de los procesos 

biológicos ( 6 l • 

El presente trabajo describe la aplicaciá~ de un ensayo 

sencillo con el cual se realiz6 el monitoreo de la bioacti-

vidad durante el fraccionamiento del extr~cto orgánico de 

la "salvia blanca" {Hyotis albida), una especie utilizada 

popularmente como un antiparasitario y cerno condimento en 

la culinaria nacional, Sus partes aéreas tienen propiedades 

insecticidas, esta hlerba también es u~il1zada como remedio 

para el mal a~~ o.idos y, en for.i<an-:.os para los dolores reumá-

tices t 7, 3). El bio~nsa¡·(.: empleado fue la d-::::::erminac.:.:én de 

Hvo::.is albida ;:iE:rtenece a la :ar:ti,li.a L,,,¡.;Q.,:~ae ( 1 O l, y 

un primer estudie quimico del ccr.::.+']nido me".:abéiico de es-:a 

especie medicinal se realizó con f i:-i·~s me:-arr:.er.':.~ qu.im1o::a:~o-

nómicos, el cual permi::ió el aislar.~i.ant~ de :.rna. serie de 

compuestos flavonoides y tri.t.erpenoides (l!.J. S:-i. '=S':a oca-

sión, la reinvesti.gación del extracto ~e=anólico de !!.:.. 

albitla mediante un fraccionamiento biodirigido permitió de-

tectar la po~encialidad larvicida del mismo y aislar al 

agente res~onsable de esta actividad. El cuadro sinÓP.tico 

presenta una breve descripción botánica de esta especie. 
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Cuadro l. Descripción de la especie vegeta: ~~ ~~tudio (7,8,10). 

Familia: Lamiaceae 

Nombre científico: !!.YE..lli albida 

Nombres vulgares: Orégano (Sinaloal 

Distribución: 

Descripción: 

Uso popular: 

Salvia (Sinaloa, Jalisco, Aguascalientes) 

Salvia real (Guerrero) 

Salvia blanca (Michoacán y Guerrero) 

Especie estable y bien diferenciada en la 

r~gión intertropical del suroeste de la Re­

pública ~exicana, se encuentra ~ambién en 

Sonora, Puebla y Chiapas. 

Arbus~o pequeno, hasta de O m de alto, blan­

quesi:lo con p1JbescencJ..:!. .::n penac:10s lanosos; 

lá~inas ~clia=es general~en~e da 3-6 cm ~a 

=~n~~ cblongoovadas: ci~~las sesiles, blancas, 

globosas, generalmente ~onoli:ormes; ~ubo dG 

cáliz en la flor de l.Z-2 ~m de la=go; los 

dientes acircula:es de :.5-2.5 ~~; el ~~be 

~aduro de 2.5-3 ~~de largo; ~ubo de la coro­

la de 2.5-4 m de largo; corola bilabiada. 

Condimento, carmitativo, remedio para el mal 

de cjo y dolores reumáticos, antihelmíntico 

y como =epelente de insectos. 

Consticuy~n~es químicos: Se han descrito ~~i~e~penos 

flavonoides (l!,¡2), 



2. Objetivos 

2.1 Objetivo General. 

El estudio químico de las labiadas mexicanas con virtu­

des mediciuales hd sido sumamente limitado hasta hoy y, por 

lo tanto, la inforrnaci6n disponible relacionada con el con­

tenido metab6lico de estas plantas es tambi6n escaso. En 

consecuencia, la investigaci6n fitoquímica del metabclismo 

secundario de esta familia representa un punto de partida 

para el desarrollo de proyectos a~ investigaci6r1 que con­

tribuyan al conocimiento de la composición química de la 

flora mexicana de importancia económica ¡· medicinal y, en 

la medida rle lo posible de lil act..ividnd biológica de: ]os 

prn<luctos naturales. 

Dentro de este contexto, el propósito primordial del 

presente ~s~u,iio tuc la realizaci6n del análisis fitoquími­

cc. biodirigido de la especie Hyotis alhida (Lamiaceae) con 

el objeto de detectar los rnetabolitos secundarios respon­

sables de la actividad larvi~ida mostrada por el extracto 

obtenido de las partes aéreas de esta planta medicinal. 

2.2 Objetivos específicos. 

2.2.1 Efectuar las operaciones fitoquímicas prelimi­

nares relacionadas con la preparación del ex­

tracto original a partir de las partes aéreas 

de Hyptis albida. 



2.2.2 Evaluar el efecto larvicida potencial de los di­

ferentes extractos orgánicos preparados utili­

zando el bioensayo de la toxicidad para la 

~salina. 

2.2.3 Realizar el estudio fitoquírnico de los extractos 

activos mediante el empleo de un fraccionu.~nien­

to biodirigido para la detección de los princi­

pios activos. 

2.2.4 Separar y purificar los constituyentes de cada 

una de las fracciones activas. 

2.2.5 Establecer la est=uctura de los rnetabolitos ac­

tivos mediante la aplicaci6n de las t~cnicas 

analíticas modernas. 

G 



3. Antecedentes 

3.1 Bioensayos sencillos para la detección y el aislamien­

to de productos naturales. 

Uno de los propósitos fundamentales en toda investiga­

ción fitoquímica es el aislamiento de constituyentes "nuevos" 

y principios activos. Sin embargo, los metabolitos ~ioacti­

vos, algunas veces, son difíciles de aislar y con frecuen­

cia un gran número de los compuestos obtenidos no presentan 

alguna actividad biológica. 

Debido al elevado costo de operación, al prolcnqado 

tiempo en la ejecución, y a la controversia sucitada por el 

empleo de animales de laboratorio en los ensayos: n vivo, en 

la última década la necesidad de desarrollar nuovos métodos 

para la detección preliminar de compuestos bioactivos cons­

tituye une de lo~ retos más importantes para las investiga­

ciones biológicas. En consecuencia, se han incoporado a 

los estudios fitoquímicos convencionales técnicas sencillas 

que permiten la evaluación de la actividad del extracto or­

gánico vegetal y, de esta ~anera, la detección preliminar 

de los metabolitos secundarios bioactivos. De tal suer:e, 

que la actividad biológica de la planta en estudio puede 

ser analizada al inicio y durante todo el proceso de frac­

cionamiento para poder, así, identificar a los compuestos 

responsables de ésta. 



Das son los métodos más sencillos que se utílizan para 

el análisis fitoquímico biadírigido y cumplen con los re­

quisitos necesarios para ser considerados de utilidad en 

estos estudios; es decir, son metodologías de fácil imple­

mentación, bajo costo, alta capacidad de operaciones y que 

proporcionan resultados en tiempos relativamente cortos (13). 

El bioensayo en discos de papr (14) y el ensayo de la toxi­

cidad para ~ ~ (9) son metodologías de evalua­

ción biológica cuya aplicación es prometedora~ 

El primero es una técnica utilizada para la detección 

de agentes citotóxicos mediante la evaluación del efecto 

inhibitorio del crecimiento de los tumores (agallas} indu­

cidas por la bacteria gram negativa Aqrobacterium turnefaciens. 

En 1980, Gulsky demostró que la inhibici6n de tal8s tumores 

inducidos, aparentemente, se correlacionaba de manera sa­

tisfactoria con la actividad antileucémica 3PS en evalua­

ciones in. vivo efectuadas en múridos (15). Posteriormente, 

NcLaughlin y colaboradores modificaron y evaluaren esta 

téc~ica como un bioensayo general para la determinación 

inicial de la actividad citctóxica y su monitoreo durante 

el proceso de fraccionamiento de los extractos vegetales (14). 

El segundo método es un bioensayo que detecta un amplio 

rango de actividades biológicas y una gran diversidad de es­

tructuras químicas. La Artemia ~ es un organismo que 

se ha utilizado en diferentes ensayos biológicos, de entre 

los cuales destacan el análisis de residuos plagicidas (16-18), 
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de micotoxinas (19,24), de anestésicos (25), de compuestos 

relacionados con la moréina (26), y de ésteres carcinogé­

nicos del forbol ( 27 J. Su empleo en los estudios de plan-

tas medicinales es reciente y se recomienda en la detec-

ción y evaluación de compuestos antihelmíticos (28,29) y 

de poderosos agentes citotóxicos (13,30,31). El procedi­

miento determina los valores de Lc50 expresados en ~g/rnl 

de los compuestos y extractos activos. La actividad se ma­

nifiesta como el efecto tóxico letal para las larvas del 

crustáceo Artemia salina. 

El cuadro sinóptico 3.1 presenta algunas de las inves­

tigaciones fitoquímicas efectuadas de plantas medicinales 

en las que se ha utilizado para el monitoreo de la activi­

dad biológica alguno de estos dos ensayos mencionados. En 

todos los casos se incluye el compuest:o responsable de la 

actividad biológica y su correlación con pruebas de cito­

toxicidad. 

En el presente protocolo de in'lest.igación, <:?l bioen­

sayo de la toxicidad para la Artemia salina desempeñó un 

papel fundamental en la evaluación biológica preliminar del 

extracto acetónico, obtenido de las partes aéreas de !iY.!2ill 

albida, y durante el proceso de s 1J fraccionamient:o mediante 

el monitoreo de lil actividad larvicida. 



Cuadro sinóptico 3 .1 Algunos ejemplos de investigaciones fitoquímicas biodirigidas. 

BioactiviU.ad 
Fuente 

natural Compuesto aislado 
citotoxicidades 

ASª DPb ¡,-549C HCF-7d UT-29º Ref, 

~~ HO 

11111. ~ICHlgCH=CH2 o .36 86 l. 70 2. 58 2 ,61 (30) 

( Laurenceao } 
o 

Goniothalamus 

giqantous 
269 38 > 10 5. 9 > 10 (31) 

Hook F. y Tomás 

( Annonaceao ) 

Myrsine *"' africana L. 
35 40 4. 2 > 10 (32) 

( Hyrsinaceae Ct!J 



Cuadro 3 .1 Continuaci6n. 

Fuente 
nioactt;_)ridad 

natural Compuesto aislado citotoxicidades 

11sª DPb A-549° MCF-'7d HT-298 Ref. 

l,25xlii13 ( 33) 

·~ICll2!9:~~···!l~H . ._ CH 
11 r b-.,!._ { Cll T-. l··<.~. H CH2lgCH3 

o 110 H .-L_ 0.0016 

f Annonaceae 

~ 

mexicanum 
16 3,44"151 0.523 3.27•10 1 (34) 

( Rubiaceae 

oblongifolia 

( r~ami.acoae ) 

85 56.3 34.7 31,2 (35) 

a: Artemiu Salina ( 11 Brine Shrimp bioassay" } tc50 ( ppm ) • 

b~ Disco de Papa ( 11 Patato Disc l\ssay " ) "- jnhil.>tci6n tumoral. 

Sistemas Tumoraloe Humanos, Eo50 (µg/ml): e, pulmón; d, !)echo; e, colon, 

= 



3.2 Flavonoides en el Género liVptis. 

Los flavonoides son pigmentos fenólicos vegetal•:!S que 

poseen un esqueleto carbonatado c6-c 3-c6 (36), estructural­

mente derivados de la flavona (37). Los estudios fi­

toquími""Cos realizados en la distribución de estos compues­

tod es sumamente escasa y aislada en la familia Lamiaceae. 

El patrón estructural de los flavonoides obtenidos es bas­

tante heterogéneo y difícilmente cualquiera de los compues­

hasta el momento aislados en Lamiaceae es exclusiva de este 

grupo de plantas. No obstante, en los constituyentes ais­

lados de las partes aéreas de estas especies, el patrón de 

oxidación predominante está basado en los esqueletos de la 

apigenina (5,?,4'-tríhidroxiflavona} y la luteblina 

(5,7,3',4'-tetrahidroxiflavona} y, con seguridad, constitu­

ye una característica común a todos los géneros de Lamiaceae~ 

El ~etaboli~mo <le los f lavonoides aislados hasta el 

momento de las especies del género Hyptis se caracteriza 

por la rnetoxilación de las posiciones C-3, C-6 y C-8 del 

núcleo de. la apigenina y el kaempferol, rasgo que comparte 

con otras especies de esta familia incluidas en algunos 

quimiotipos de los géneros~. Thyrnus y Sideritis (38,J9l. 

El cuadro 

Hyptis. 

presenta los compuestos flavonoídes aislados en 

Las combinaciones glucosidicas de las flavonas y f la-

vanol~s son de mayor valor sistemático, debido a que la na­

turaleza del azúcar o de los azúcares pres.entes y la posi-

12 



Cuadro 3 .1 Flavonoides del género .!!Y.El!.!!.· 

Sustancia 

F.rmanina 

4',7-gtcr dimetilico 

de la ttpiyen i na 

Sustitución 

5, 7-0lf 

3, 4' -di-OMo 

5-011 

4', 7-di-OMe 

3,4',7-Etei· trimctílico 5-011 

del Kaempforol J,4 1
, 7-'J'ri-OMe 

tlevadcnsina A 5, 7-di-Oll 

4 1
1 6, 7-'i'rJ-OMu 

1-:upatorina 3 1
• 5-di-llll 

4' ,6,7-'l'ri-t.1Mú 

Gardenina D 5-011 

4' ,6, 7 ,8-'l'et ra-OMe 

3 •, 4 •, 6, 7-éter tt:trametI lico s-011 

de la apigcnina 3' ,4' ,C., 7-'l'etra-OMu 

3,4-,6,7,0-étnr rwutarnetílico 5-nll 

4', 3, r;, 7 ,B-r»~nta-OMu 

K;wmpf e1·0 l-H,1mnu9 l uc~~s ido 4-,5,7-'l'.ri-nll 

Especie 

!h albida 

!h tomentosa 

!L. albida 

!h tomentosa 

noferencia 

(11) 

(11) 

(11) 

(ll) 

( 42) 

( 11) 

( 42) 

( 42) 

( 42) 

( 40) 

..... - ·- ··-·· ········------·----······-----



ción de la unión al núcleo flavonoide, con frecuencia, son 

específicas a un grupo particular de plantas. Las flavonas 

l.uteonina y apigenina se presentan con mayor frecuencia en 

la forma de sus derivados 7 -glucosídicos, en las hojas y 

raíces de las labiadas. Hasta el momento, en el género 

!!YE!i!;. se ha logrado aislar un solo glucósido (ver cuadro 3.1). 

Por último, es necesario.indicar la importancia farma­

cológica de los flavonoides de esta familia. Numerosos es­

tudios, aplicados a los constituyentes flavonoides de dis­

tintas especies de utilidad medicinal, dan pruebas de la 

potencialidad de éstes como metabolitos secundarios bioacti­

vos. En Scutellaria baicalensis, una planta endémica de 

China y Japón que se utiliza como remedlo efectivo para la 

dermatitis supurativa, las alergias, la hiperlipemia y la 

arterosclerosis, se ha encontrado que los diversos flavonoi­

dcs presentes en los extractos metanólicos son productos anti­

a lergénicos (40). De la Salvia palaestina, hierba usada en 

Turquía como cicatrizante, se aisló la cirsimaritina como 

flavonoide mayoritario, el cual derno~t;:-ó una significativ.:l. 

actividad antibacteriana (41). Por otro lado, en investiga­

ciones farmacológicas de los flavonoides del género Hyptis, 

que se realizaron como parte de un programa de evaluación 

de productos naturales como posibles anticancerígenos, dos 

flavonas con actividad citotóxica fueron aisladas¡ la 5-0H-

4', 3,6, 7 ,B-tetrametoxiflavona y la 5-0H-4',6,7,8-tetrametoxi­

flavona ( 42). 

14 



4. Parte Experimental 

4.1 Material Vegetal. 

Para la realización del presente trabajo se utilizaron 

las pa.rtets aéreas de la "salvia blanca" (!!i:Etis ~), las 

cuales se recolectaron en el Km 10 de la carretera Guanajua­

to-San Mi su el de Allende, en febrero de 1988. 

4.2 Extracción del material vegetal y elabordción del ex­

tracto orgánico. 

El material vegetal seco se cortó en pequeños trozos 

que posteriormente se molieron hasta obtener un polvo fino 

con un peso total de l· 6 Kg. La extracción de este mate­

rial se realizó con Me2co (10 l x 2) a temperatura ambiente 

durante cuatru días. Posteriormente, el disolvente de ex­

tracción se decantó y filtró para ser concentrado por des­

tilación a presión ~educida. La cuncentración final propor­

cionó 102.18 g del extracto orsánico total. 

El diagrama 4.1 resume la estrategia general utilizada 

para el estudio fitoquímico desarrollado en el presente tra­

bajo experimental. 

4.3 Análisis Cromatográficos Preliminares. 

Los análisis preliminares del extracto orgánico se rea­

lizaron mediante cromatografías en capa fina f CCF) de la si­

guiente manera: una pequeña cantidad del residuo sólido 

15 



PARTES AEREAS DE 
ij. &.fil! 

EXTR.ltCJOH CON 

~2CD 

Fll TRACJON Y DESTILA· 
CJQll In DISOLVEP{TE 

CONCENTRACIOll FINAL ENSAYO 

EXTRACTO Ol'l;Ati!CO TOTAL B10LOG1co 

CONTROL FRACCJONMJENTO ENSAYO 

m BlODIRlGlliJ BroLOG1co 

(ONTl\01. REUNJON DE ELUATOS ENSAYO 

m llClliliENEOS Y BIOACTIVOS B101.6GICO 

tC~TSIOL AJSLAllJENTO Y PURIFICA_ ENSAYO 

CCF CJQN DE LOS ~.ETl.BOLITOS SrodnHCO 
BJOACTJVDS 

CARACTERIZACION DE LOS 
CrAIPUESTOS BlOACTJVOS 

Fiq. 4.1 Estrategia propuesta para el estudio fitoqu!rnico 

da la salvia blanca ( Byptis albida ) • 

16 

\ 



{5 mg) se disolvi6 en MeOH y se aplicó u~a gota de esta s0-

lución sobre un cromatofolio (gel de sílice 60 F254 , ~~re~). 

Los sistemas de elución utilizados Sr! incluyen en el Cuadro 

4.1. Las mezclas e, E y G proporcionaron una buena resolu­

ción. 

Para la detección de los constituyentes, el primer paso 

consistió en exponer las placas crornatográficas, previa eva­

poración del eluyente, a luz ultravioleta de onda corta y 

larga. Cualquier zona que exhibiera fluorescencia fue mar­

cada. Inmediatamente, las placas se humedecieron mediante 

un aspersor con cada uno de los reactivos indicados en el 

Cuadro 4. 2, por separado. Posteriormente, se revelaron p.:-i.· 

calentamiento sobre una parrilla a una temperatura de BOºC. 

La mezcla tt 2so4-sulfato cérico fue el rea~tivo que permitió 

visualizar un mayor número de constituyentes y, por lo tan­

to, se utilizó como el agente cromógeno general para el pre­

sente estudio. 

4.3.l Detección del ácido ursólico. 

Debido a que el ácido ursólico representó el constitu­

yente m~yoritario aislado en el primer estudio fitoquírnico 

de esta especie (11), la presencia de este triterpeno en 

la presente reinvestigación se determinó mediante la com­

paración con una muestra auténtica en CCF. I.as placas se 

desarrollaron en los sistemas de elución ya mencionados. 

El ácido ursólico no presentó actividad en el U.V. y de-
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sarrolla un color rojo al ser expuesto al agente cromógeno 

general, los valores de Rf para este triterpeno se incluyen 

en el Cuadro 4,3, 

cuadro 4.1 Sistemas de elución utilizados en los análisis 

cromatográficos preliminares (CCF). 

Sistema de Composición Proporción disolventes 

A Eter-di-isopropílico- 5:2 
Acetona 

B Benceno-AcOEt 7:3 

e n-hexano-AcOEt 1:1 

E n-hexano-AcOEt 3:7 

F CHC13-MeOH 9:1 

G CHC1 3-MEOH 4:1 

H Benceno-Acetona 4:1 



Cuadro 4.2. Reactivos utilizados para la visualización de 

los constituyentes en CCF (43,44). 

Mezcla Preparación 

Ac. sulfúrico al 30% en Después de su asperción sobre la 
MeOH placa, ésta se calienta a lOOºC 

por 5 min. hasta el desarrollo 
completo de color 

Reactivo de Ferrocia- Se prepara mezclando 2 ml de 
nato de Potasio cloruro férrico al 10%, l ml de 

ferrocianato de potasio al 5~, y 
8 ml de n

2
o 

sulfato cérico-Ac. En una mezcla de 12 g y 22 ml, 
sulftirico respectivamente, en 350 g de 

hielo 

4.3.2 Detección de Flavonoides (37-39). 

En el presente análisis fitoquímico, la gardenina B 

y el 4',7-éter dimetílico de la apigenina representaron 

los constituyentes flavonoides mayoritarios del extracto 

metanólico y, por tanto, su detección preliminar se reali-

zó de manera sencilla mediante CCF, al compararse con las 

muestras auténticas obtenidas del estudio anterior (11). 

Las cromatografías analíticas del extracto orgánico total 

desarrolladas con la mezcla E permitieron visualizar a es­

tos compuestos, con ayuda de su absorción en u.v. y la com-

paración de su Rf con el de muestras ,1uténticas (Cuadro 4.3). 
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Cuadro 4.3. Valores de Rf para los constituye~tes mayorita­

rios de !h albida. 

Compuestos ta) Sistemas de elución 
(b) 

A B E G 

Acido ursólico 0.67 0.64 0.5 0.48 

Gardenina B 0.70 0.68 0.67 0.60 

4',7-eter dimetílico 0.75 0.73 0.73 0.67 

de la apigenina 

(a) Comparación con muestras auténticas 
(b) Sistemas de elución referidos en el cuadro 4.1. 

4.4 Resolución del extracto orgánico. 

El extracto total se fraccionó en una columna empacada 

cor. l Kgde gel de sílice (Merck 60, 35-70 Mesch). Se utili-

zó la mezcla n-hexano-AcOEt (9:1) como sistema de.elución 

inicial. El volumen de los eluatos fue de 700 ml y cada uno 

se concentró al vacío hasta un volumen de 30 ml, aproximada-

mente. Por último, la semejanza y la homogeneidad de los 

constituyen~cs observados mediante el análisis en CCP permi­

tió la reunión de cada uno de los eluatos, obteniéndose cua-

tro fracciones concentradas que se trataron por separado a 

fin de poder aislar y purificar los netabolitos mayoritarios 

responsables de la actividad demostrada por el extracto ori­

ginal. Es importante mencionar que esta resolución se rea-

20 
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lizó mediante un fraccionamiento biodirigido, de tal suer~e 

que sólo la fracción activa se analizó cromatográficamente 

de manera detallada. 

Siete fueron los compuestos mayoritarios perfectamenr.e 

diferenniables que se observaron en las fracciones concentra-

das, las restantes fueron desechadas, ya que no presentar~n 

un perfil crornatográfico homogéneo, Cuadro 4.4. 

Cuadro 4.4. Fraccionamiento del extracto acetónico de Hyptis 

albida. 

Sistena de 
eluci6n Fracción N:>. de elwtos Sistenn de N::>. de ccnstit:uye.,-

elu::;6n (CCF) tes nayoritarios 

n-!el<anq1<:CEt: n-Mel<ano/lctJEt: 

9: 1 1-20 8:2 

8:2 21-30 8:2 

8: 2 31-42 7,3 

8:2 43-59 7:3 

7:3 II 60-80 6:4 

7:3 III 81-90 6: 4 

4.4.1 Monitoreo de la Actividad Biológica. 

El extracto acetónico y cada una de las fracciones obteni-

das se analizaron, de manera independiente, para determinar su 

potencialidad larvicida, utilizando el bioensayo de la toxi-



cidad para el crustáceo Artemia salina. 

4.4.l.l Evaluación del efecto larvicida. 

A. Material 

l. Huevos de~ salina. 

2. Medio salino artificial. 

3. Recipiente de vidrio y lámpara de luz neón. 

4. Jeringa de 500, 100 y 10 ul. 

S. Tres frascos viales de 10 ml por cada dilución 

( 9 en total) . 

B. Procedimie11tos. 

l. Los huevecillos se desarroliaron en el medio 

salino durante 48 hs. a una temperatura de 25ºC. 

2. Preparación de los viales para el ensayo: se 

prepararon concentraciones de prueba inicial 

para cada fracción y del compuesto puro de 10, 

100 y 1000 ppm; cada concentración se preparó 

por triplicado para obtener un total de nueve 

viales. Para ésto, 20 mg de la muestra de 

prueba se disolvieron con 2 ml de Me2co y de 

esta solución se transfirieron 500, 50 ó 5 µl 

a los viales correspondientes a 1000, 100 y 

10 µg/ml respectivamente. El disolvente se 

evaporó al vacío. 

3. Se adicionó a cada vial 3 ml del medio salino 
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y se transfirieron 10 larvas por vial (30 indi­

viduos por dilució,J. Se ajustó el volumen a 

B ml con el medio salino artificial. 

4. Después de 24 hs. se contabilizó el número de 

sobrevivientes y se determinaron los valores 

de concentración letal media (Lc50 J mediante 

el método estadí$tico Finney. 

4.5 Aislamiento y Purificación de los Constituyentes. 

4.5.l Resolución de la Fracción I. 

La fracción r (17.06 g) presentó cerno compuesto mayo­

ritario al ácido ursólico que fue detectado mediante CCF, 

utilizando como referencia una muestra auténtica. Al mismo 

tiempo, se visualizó un constituyente flavonoide minorita­

rio de semejante polaridad al cicido ursólico. Mediante la 

acetilación (Ac 2o-Piridina) de esta muestra (1 gl se obtuvo 

una mejor resolución en CCF. 

El empleo de muestras auténticas permitió identificar 

a este flavonoide como el derivado acetilado del 3,4' ,7-

6ter trimetilico del kaempferol. Sin embargo, no se prosi­

guió a su purificación final debido a la ausencia de acti­

vidad biológica en esta fracción. 

4.5.2 Resolución de la Fracción II. 

Con objeto de obtener muestras auténticas de los cons-
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tituyentes mayoritarios de esta especie, se proceñió a rea­

lizar el análisis f itoquímico de los eluatos inactivos de 

polaridad intermedia. La fracción II (30 g) se purificé 

mediante una ce utilizando 1 Kg de gel de sílice C60 Nerck; 

70-230 mesch), y como mezcla de elución n-hexano-AcOEt 

(9:1). El volumen de los eluatos colectados permitió la 

cristalización de un sólido amarillo en un rendimiento de 

64 mg al que se le asignó la clave HA-II-A, el cual se ca­

racterizó mediante comparación con una muestra auténtica 

delJ,4',7-~ter trimetílico del kaempferol (Cuadro 4.5). 

De los eluatos 38-61, obtenidos con n-hexano-AcOEt 

{4:1) precipitó un sólido cristalino amarillo (clave HA-II-B) 

el cual se trituró con 4ter isopropílico. El rendimiento 

total de este compuesto fue de 167.B mg './el análisis e:: 

CCF perrnit.i.6 identificarlo de manera preliminar como el 

4 1 ,7-é~ar dimatílica de la apigenina (Cuadro 4.6). 

La reunión de los eluatos 94-101, obtenidos con la mis­

ma polaridad, proporcionó 48 mg de un sólido blanquecino 

amorfo. El tratamiento con diazometano etéreo de este pre­

cipitado generó un producto identificado come el éter metí­

lico del ácido betulínico, por comparación con una muestra 

auténtica mediante CCF. 

4.5.3 Resolución de la Fracción III. 

La fracción III (60 g) que presentó la mayor actividad 

(tc
50 

165 ppm}, se cromatogra~ió en una columna de gel de 



sílice (1.8 ~gt. La elución se inició con n-hexano-AcOEt 

(8:2) y el volumen de cada eluato colectado fue de 50 ml. 

El monitoreo de la actividad biológica también se realizó 

mediante el bioensayo ya descrito. 

La subfracción (III-/\) de menor polaridad (17 g), ~Jua­

tos 1-43, se purificó mediante ce sobre gel de sílice (600 g) 

utilizando la misma mezcla de e lución ( 4: lJ. Las fracciones 

14-20 de esta recromatografía proporcionaron 104 mg de un 

sólido inactivo (Lc50 840 ppmJ, la comparación de su Rf me­

diante análisis crornatográficos preliminares en capa fina, 

así como sus constantes espectroscópicas (Cuadro 4.7), 

constató su identidad como la gardenina n (H/\-III-Al). 

De la reunión de las fracciones 24-38 se obtuvieron 

238 mg del ácido ursólico (Lc50 > 1000 ppmJ, caracterizado 

de la forma antes descrita. El rendimiento total de este 

triterpeno fue de 17.269 g. 

La subfracción III-B activa (LC50 135 ppm) de mayor 

polaridad, eluatos 44-60 (25.3 g), eluida con n-hexano­

OcOEt (3:2i se recromatografió en CC de gel de sílice 

(600 g}. La elución se inició con cloroformo, incrementando 

la polaridad con acetona. Oe la fracción clorofórmica, 

eluatos 9-16, se aislaron 125 mg del compuesto HA-IlI-Bl 

(Lc50 664 ppm), cuyas constantes físicas y espectroscópi­

cas se incluyen en el cuadro sinóptico 4.8. Las aguas ma­

dres de esta cristalizacjón presentaron la misma actividad 

que la subfraccí6n III-B, y se reunieron con los eluatos 
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17-21 dada su homogeneidad cromatográfica. La purificación 

de esta mezcla (460 mg) mediante CC con 12 g de gel de 

sílice y utilizando CHC13-Me2co (9:1) como eluyente, permi­

tió obtener 26.8 mg del compuesto HA-III-81 (Lc50 664 ppm); 

15.6 rng del compuesto HA-III-B2 (Lc50 860 ppm) y 145.4 rng 

del compuesto activo HA-III-83 (Lc50 36.1 pprnl. Las prin­

cipales características espectroscópicas del compuesto 

HA-III-82 se presentan el Cuadro 4.9. 

De los eluatos 22-43 obtenidos con la mezcla de clu­

ción CHC1 3-Me2co (9:1) cristalizaron 68.l mg de un compues­

to que por comparación mediante CCF con las fracciones an­

teriores, permitió concluir que se trataba del compuesto 

HA-III-82. 
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S. Resultados y Discusión 

5.1 Fraccionamiento Biodirigido. 

El estudio fitoquímico previo realizado de las partes 

aéreas de. la "salvia blanca• (Hyptis albida H.K.B.) permitió 

el aislamiento de tres lactonas triterpénicas (11): 39-

hidroxi-olean-ll-en-28,138-ólida Cl), JB-hidroxi-olean-

28,138-ólida (~) y JB-hidroxi-olean-11a,12a-epoxiolean-2B,13~­

ólida Cl>· Este análisis también condujo a la separación de 

cuatro triterpenos adicionales: los ácidos oleanólico <!J, 

acetil oleanólico (1), ursólico Ci> y betulínico <1>, junto 

con los flavonoides: 4 1 ,7-éter dimetílico de la apigenina (~), 

3,4 •, 7-éter-trimetílico de kaempferol (2_), la ermanina (.!.Q.l, 

la nevac;l~nsina A (b\.) y la gardenina B CgJ. Ninguno de es­

tos constituyentes presentó una actividad larvicida signifi­

cativa cuando fueron sometidos a su evaluación biológica de 

manera independiente y que, por lo tanto,justificará la 

toxicidad demostrada por el extracto acetónico. Esta obser­

vación cons.ti tuye el punto de partida que permitió proponer 

la reinvestigación de este material vegetal. 

Los resultados de la evaluación preliminar del efecto 

larvicida observado en el extracto acetónico total y las 

sustancias puras aisladas de !!...:.. albida se incluyen en el 

cuadro 5.1. Estos resultados evidenciaron la presencia de 

un constituyente minoritario responsable de la actividad 
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demostrada por el extracto total. De esta manera, s~ pro­

cedió a realizar ~1 fraccionamiento biodirigido mediante la 

determinación de la toxicidad para las larvas del crustáceo 

l\rtemia salina ( 9 l. 

Cuadro '5.1 Evaluación preliminar del extracto acétonico de 

!:!:_ albida y de sus constituyentes mayoritarios. 

Muestra evaluada 

Extracto acetónico total 

Lactonas triterpénicas: 

<1 • .;?_, ll 

Ac. triterpénicos 

<i· i· §_, ll 

Flavonoides: 

AS* LC50 (ppml 

224 

> 1000 

> 1000 

> 1000 

> 1000 

864 

664 

840 

--------------------·····----
*Bioensayo de la toxicidad para ~ ~~· 
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En este proceso de separación, que se realizó median-

te una cromatografía en columna a nivel preparativo, cada 

fracción obtenida se sometió a una evaluación mediante el 

bioensayo ya mencionado. De tal suerte, que es~a metodo­

logía condujo a la separación de una sola fracción activa 

l!II}, la cual correspondió a la elución con n-hexano­

AcOEt (8:2). La Figura 5.1 prPsenta el fraccionamiento 

biodirigido del extracto acetónico ñe .!:!..,_ albida. Las frac­

ciones activas se enmarcan con una línea gruesa. 

La cromatografía de la fracción activa III (Lc50 
165 ppm} permitó obtener dos subfraccianes. La porción ac­

tiva correspondió a los· eluatos de mayor polaridad y fue 

denominada III-B. La recromatografía preparativa de esta 

subtracción proporcionó una sustancia amarilla cristalina 

como el único constituyente mayoritario (IJA-·III-Bl J. Este 

compuesto se identificó mediante la comparacióu en CCF con 

una muestra auténtica de la nevadensina A (11). Debido a 

que la actividad observada para este compuesto (Lc50 664 ppm) 

no correspondió con el efecto larvicida mostrado por las 

fracciones III y III-B se procedió a evaluar la toxicidad 

de las aguas madres de cristalización. Los resultados re­

lacionados con el monitoreo de la actividad biológica dur~n­

te el proceso de purificación de esta fracción activa se 

incluyen en el Cuadro 5.2. 
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FRACCIOliA~IENTO PRELIMINAR ce 
HEX·AcOEr 

LC50 m PPM 

8121
------''---- 7iJ i 

1 

FRACCIOll 1 

INACTIVA 
LC50 1000 PPM 

FRACCION 11 FRACCIOll 111 

INACTIVA RECROllATOGRAF IA ce 
Ltso 1000 PPM HEX-AcOEr 

Lt50 165 ''" 

1 
1 1 

812 61l 
1 1 

SlmFRACCIOll 111-A SlraFRACCIOll 111-B 
INACTIVA RECROllATOOR.l.FIA ce 

LC50 1000 PPM 
~ 

CLOROFORllO·ACETOllA 

Ltso lJS PPM 

1 1 
10010 911 

1 HA-La2 j 

HA-111-B2 

Fiq. 5.1 Fraccionamiento Biodirigido del 

extracto orgánico de Hyotis ~· 
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Cuadro 5.2. Monitoreo de la actividad biológica durante 

el fraccionamiento de los eluatos activos. 

Muestra evaluada AS Leso (ppm) 

Fracción activa III 165 

Subf racción III-A 990 

Subf raccián III-B 135 

HA-III-Al (,lll 840 

HA-III-Bl (11) 664 

Aguas Madres (HA-III-Bl) 135 

.~~ evaluación biológica efectuada a la subfracción 

III-B y a sus aguas madres confirmó la presencia de dos 

constituyentes minoritarios adicionales, los cuales se de­

tectaron mediante CCF. Para la purificación de estos meta­

bolitos se procedió a la recrornatografía de las aguas ma­

dres (HA-III-Bl) y los resultados del monitoreo de la acti­

vidad biológica durante este proceso cromatográfico de pu­

rificación se resume en el cuadro 5.3. 



Cuadro 5.3. Monitoreo de la actividad biológica durante el 

proceso de separación de las aguas madres 

HA-III-Bl. 

Fracciones Clave llendirniento AS LC50 
o::trpuesto 
aislad> 

liguas Madres HA-III-Bl 460 mg• 135 ppm 

1-20 l!A-III-B2 15.6 mg 860 ppm !.Q. 

21-43 HA-III-Bl 28.8 mg 664 ppm ll 
44-52 13.4 mg 98. 5 ppm 

53-68 10.8 mg 54 .2 ppm 

69-80 HA-III-B3 145.4 mg 36.1 ppm 

81-94 n.o mg 246 ppm 13 

95-109 12.6 mg 1000 ppm 

*Peso inicial de la fracción. 

Tres fueron los constituyentes purificados de las frac-

cienes de menor polaridad. Se aislaron la nevadensina A 

(HA-III-B,l 11) y la ermanina (HA-III-B2), la toxicidad 

observada para estos constituyentes no correspondió con la 

determinada para la fracción original, en tanto que la frac-

ción de mayor polaridad fue la responsable de la actividad 

larvicida (Lc50 36.1 ppm). De estos eluatos bioactivos, 

por cristalización, se obtuvo un sólido de calor amarillo 

(HA-III-B3) cuyo rendimiento fue de 145.4 mg. 
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cuadro 4.5 constantes espectrosc6picas de la S-hidroxi-

3,4' ,7- trimetoxiflavona ( HA-II-A ). 

OH O 

- p.f. 146-147'C 

- UV ).~~~~ run ( log <)(espectro l ): 268 ( 4.46 ), 345 ( 4.39 ), 

34 

- IR v~:~. ( cm-
1

) ( espectro 2 ) : 3018, 2890, 1630, 1605, 1595, 1500, 

1320, 1260, 1220,1178, 1025, 1000, 825. 

- R.'!!1
1H ( 80 Mil•, coc13 ) (espectro 3 ): 3.75 ( 3H, s, -OMe )t 

3.80 ( 3H, s, -o:-ie ) ; 6.25 ( lH, s, H-6 ) ; 6.35 ( lH, s. H-8 ) ; 

6.90, 7 .98 ( A
2
B2 , 4H, J= 9 Hz, H-3'-5', H-2 1 -6 1 

} • 

- EM 70 ev m/e ( 

313 ( 8 l. 310 

abundancia rel. ) : 328 100 ), 327 ( 82.3 ), 

12 l. 297 ( 11 ) ' 285 ll.5 ) , 309 16 l' 299 

( 38.5 ), 167 ( 5.5 ), 166 ( l. 150 { 10 l. 135 ( 14. 5 ) • 
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Cuadro 4.6 Constantes espectrosc6picas de la S-hidroxi-

4', 7-dimetoxiflavona ( HA-II-B ) • 

OH O 

- p.f. 172-173'C 

- UV ~:á~~ nm ( log e ) ( espectro 4 ) : 268 ( 3. 78 ) , 3 28 ( 3, 62 ) , 

- IR vKBr cm-1 ) ( espectro ) : 3400-3000, 2980, 1650, 1600, 
máx~ 

1500, 1430, Ú75, 1260, 1005, 820. 

- RMN 1H ( 80 MHz, CDC!3-DMSO-d
6
): 3,90 ( 6H, s, -OMe); 6,30 ( lH, 

s, H-6 ) ; 6.50 lH, s, H-8 ) ; 6;58 ( lH, s.- H-3 ) ; 7.00, 7.85 

Hz, H-3 1 -5 1
, H-2 1 -6' ).(espectro 6 

- EM 70 eV m/e (%abundancia re!. ): 298 ( 100 ), 297 ( 16.9 ), 

269 24.)' 255 ( 14 ) ' 167 ( 2 ) ' 166 ( 9 ) ' 138 ( 14 ) • 137 

( 4 ), üs ( 17.S ),132 ( 13 ), 111 (a ), 95 ( 12 ), 89 (a¡, 

69 ( 7 ) • 



cuadro 4.7 Constantes espectrosc6picas de la 5-hidroxi-

41,6,7,8- tetrametoxiflavona ( HA-III-Al. ). 

OH O 

- p.f. = 180-18lºC 

- l1V ~~~~~ nm (lag e ) ( espectro 7 ) : .208 ( 4 .49 ) , 295 ( 4 .44 J, 

328 ( 4 .47 ) • 

- IR "CHCl3( cm-1 ) (espectro 8 ): 3018, 3008, 2938, 1652, 1603, máx. 
1574, 1509, 1369, 1268, 1225, 1180, 1109, 1069, 1026, 826. 

- RMN
1

H ( 80 Mll•, CDC1
3 

) (espectro 9 ) : 3.90 ( 3H, s, -OMe ) ; 

3.99 ( 3H, s, -OMe ) ' 4.lJ ( 3H, s, -OMe ) ; 6.60 ( lH, s, H-3 ) ; 

- EM 70 eV m/e ( % abundancia re!. ) : 358 ( 67 ) , 343 ( 100 ) , 

329(3.5),328 9 ), 327 ( 2 ), 315 ( 8.6 ), 135 ( 4.7 ), 132 

( 2.8 ), 69 ( 10.2 ). 
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Cuadro 4.S Constantes espectrosc6picas da la S,7-dihidroxi-

41 ,6,S,-trimetoxiflavona ( HA-ÍII-Bl ) . 

OH O 

- !>.f. l95-l96°C 

37 

- UV ~~~~~ nm ( 109 el ( espectro 10 ) : 282 ( 4.30 ) , 330 ( L23 ) • 

- IR •CHCl3( cm-1 ) (espectro ll ) : 3495, 3084, 2842, 1656, 1586, 
máx. 

1510, 1461, 1394, 1300, 1262, 1179, 1112, 1030, SJ6. 

- R.'Ul 1H ( SO )!Hz, CDC1 3 ) (espectro 12 ) : 3.88 ( 3H, s, ·0!-le ) : 

3.98 ( J¡¡, s, -OMe): 4.02 ( lH, s, -oMe ) : 6.5 ( lH, s, H-3 ) : 

- EM 70 eV m/e ( 

326 5 ) ' 315 

abundancia rel. ) : 344 ( 82.3 ) , 329 ( 100 ) , 

4.3 ), 314 ( 5 ), 313 ( 2 ), 301 ( 15.6 ), 286 

¡ a 1 , 284 < 3. 5 >, 197 ¡ 15 >, 186 1 s J , 183 ¡ J. s >, l 72 >, 
169 ( H.5 ), 150 ( B ), 135 ( 8.3 ), 132 ( 6.5 ), 131 ( B ), 

69 ( l2. 4 ) • 



Cuadro 4 .9 Constantes espcctrosc6picas de la S, 7-dihidroxi-

3,4'-dimetoxiflavona { HA-III-B2 ) . 

HO 

OH ') 

- p.f. 232-234'C 

- UV AMeOH nm ( loq e i (espectro 13 ) : 267 ( 4.93 ) , 340 ( 3.52 ) • máx. 

- IR vKBr ( =-l) (espectro 14 ) : 3lOO. 2920, 1655, 1610, 1585, máx. 
1500, 1365, 1260, 1210, 1175, 1160, 1020, 025, eco. 

- R.'IN
1H ( 80 MHz, DMSo-d

6
) (espectro 15 ) : 3 • 75 

3.80 ( 3H, s, -OMe ) ; 6.20 ( lH, s, H-ó ) ; 6.40 

3H, s, -OMe ) ; 

lH, s, H-8 ) ; 

7.05, 7.95 ( A2B2 , 4H, J= 9 Hz., H-3 1 -5 1 , H-2 1 -6 1 
) • 

- EM 70 eV rn/a ( abundancia rel. ) : H4 ( 100 ) , 313 ( 85. 9 ) , 

38 

300 

284 

) ' 299 8 ) ' 297 ( 6 ) ' 296 ( 12 ) ' 295 ( 13 ) ' 285 

J2 ) , 281 ( 8 ) , 271 (44 .4 ) , 228 ( 9 ) , 201 

14 ) ' 

) ' 283 

¡ 5 >, 153 ( 4 .6 >, 152 ¡ 3 ¡, 143 ¡ e l, 135 ( lO l, 69 ( 14 l. 



5.2 Caracterizaci6n del Flavonoidc Activo (HA-III-B31. 

El compuesto responsable de la actividad larvicida 

se aisló como un sólido cristalino con un punto de fusión 

de 177°C y su f6rmula molecular calculada mediante espec-

trometría de masas correspondió a c16 tt14o5• Las absorcio­

nes en el ultravioleta {~m~x 288} y en el infrarrojo ~máx 

1640) corroboraron ia naturaleza del núcleo estructural de 

flavanona para este producto natural (431. 

Este compuesto (]d) genera un [M]t de m/e 286, de 

acuerdo con un núcleo de flavanona con dos grupos hidro-

xilo y un sustituyente metoxilo. Esta postulación se ve­

rificó al comparar sus espectros de masas, RMN 1H y UV con 

los descritos para la naringenina (4 1 ,5,7-trihidrcxiflava­

nona) indicando el mismo patrón de sustitución {45). Las 

fragmentaciones observadas en la espectroscopia de masas 

presentaron la ruptura de retro Diels-Alder para generar 

los iones correspondientes a los mismos fragmentos de m/e 

152 [A1Jt y 153 [A1+Hj+ observado para la naringenina. Sin 

embargo, la diferencia en 14 unidades de masa para el ión 

[B3J; (m/e 134) comprobó la presencia del grupo metilo adi­

cional en el anillo B. El fragmento [B4]+ constituye ~l 

ión diagnóstico más importante para la identificación d~-

núcleo estructural de flavanona (46} y el mecanismo pro­

puesto para su derivación involucra la migración de uno 

de los hidrógenos de la posición C-3 y C-2 que sucede en 



HO...._~_.o_~ HO~OCHa 
--w-~H· w· 

OHO OHOH 

m/elOB 

HJ-Q-ocH3 -cHz =0=~CH3 
84+,121 

Fig. 5.2 Patrón de fragnentación propuesto para la isosakuranetina (13) 

en la Espectrometría de Masas. 

.. 
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el ión molecular con la.concomitante ruptura tipo bencilica. 

La abundancia relativa de este i6n {73.lll se en~uentra asn-

ciada a ld estabilización obtenida mediante la gene~a~~6n 

del ión oxonio, producto de la resonancia a través tlt: la 

participación del sustituyente metoxilo en C-4 CFig. 5,2). 

El espectro de Rl·1N
1 H comprobó claram•.rnte ¡., st.:stituciór. 

4',5,7 para el ndcleo de flavanona (Fig. 5.3). Los v~lores 

para los desplazamientos químicos de las seftales observadas 

se resumen a continuación: 

l. Los ndcleos H-6 y 11-8 aparecen como dos seftales con 

desplazamientos químicos casi iddnticos formando un sistema 

AB con una constante de acoplamiento meta (J=l. 95 Hz) centra-

das en 5.89 y 5.87. 

2, Las seftales para el anillo B en forma de un sistc-

ma A2B2 aparecen. centrados en 6 6. 96 y 7. 4 2, con un vn lor 

de J=B.78 Hz, correspondientes a los protones en las posi-

cienes C-3 1 -5 1 y c-2 1 -6 ', respectivaraente. 

3. El protón del grupo hidroxilo en C-5 se encuentra 

fuertemente desprotegido ( ~ 12.01) confirmado el estableci­

miento da un puente de hidrógeno con el grupo ceto de la 

posición C-4. 

4. El hidrógeno en C-2 aparece como un doblet~ de do­

bletes originado por el acoplamiento con los dos núcleos 

vecinales en C-3. Los valores de las constantes de aco-

plamiento correspondieron a una interacción ~ de 

12.16 Hz y una cis de 3.40 Hz. Por lo tanto, estas int~rac­

ciones espín-espín entre los núcleos de hidrógeno en C-2 y 

4\ 
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C-3 generaron un arreglo de tipo ABX (Fig. 5.4). 

5. Cada uno de los protones en C-3 aparece como un 

doblet~ de dobletes debido a las interacciones de tipo ge-

minal (J~l7.50 Hz) y vecinal con H-2. El espectro de corre-

lación bidimensional homonuclear (COSY-2D) verificó estas 

asignaciones (Fig. 5.J}. 

~J·17.5 

l_ 

- ~J-12.16 

1 

5.5 5.0 3.0 

Fiq. 5.4 Sistema ABX para las interacciones espín-espín 

entre los protones de los ntlcleos c-2 y c-3. 
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La propiedad levorrotatoria [Q) 0 = -27.7° (0.09 EtOHl 

determinada para esta f lavona confirmó la configuración ab­

soluta C-2(5), característica para todas las flavonas de 

origen natural (47). Por lo tanto, la estructura del cara-

puesto .!.l se estable ció como la ( - l -5, 7-dihidroxi-4' -metoxi­

f lavanona, conocida comúnmente como la isosakuranetina (48). 

Las principales características físicas y espectroscópicas 

de este producto natural bioactivo se incluyen en el cuadro 

sinóptico 5. 4 

~O»OCH3 
HOW 

OH O 



Cuadro 5.4 Constantes f!sicas y espectrosc6picas de la 

5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavanona ( !IA-III-B3 ) • 

~O~OCH3 
HOW 

OH O 

- p.f.= l76-l78'C 

- UV ¡. ~~~~ nm (log <)(espectro 16): 288 ( 4.22 ), 325 ( 4.81). 

- IR vm~~~ (cm-1) (espectro 17): 3150, 2920, 1640,1520,1460,1300, 

1245, 1160, 825. 

45 

- RMN
1

H ( 300 MHz, DMSO-d 6 ) (espectro 18 ): 2.75 lH, dd, J= 17.5, 

3 .4 HZ); 3.18 ( lH, dd. J= 17.5,12. l Hz): 5.48 lH, dd, J= 12 .l. 

3 .4 Hz): 5. 8 ( lH, d, J=l.95 HZ ); 5.89 lH, d, J= 1.95 Hz) ;6.95 

( 2H, d, J= 6.18 Hz ) : 7.42 ( itt, d, J~ 8.75 Hz ) : 12.l ( OH ) • 

- EM 70 cV m/e (% abundancia rel.) (espectro 19) : 28 6 ( 59. 5 ) , 

285 33 ) • 269 ( 6 ) ' 268 ( 4 ) • 179 ( 9 ) • 178 ), 153 88 ) , 

152 7 ) ' 134 ( 100 ) • 133 ( 5 ) • 124 ( 18 ) • 123 6 ) • 121 ( 73 ) • 

119 18 ) , 108 ( 10 ) , 96 (11 ) , 91 ( 34 ) , 69 ( 28 ) , 65 (17 ) , 

39 ( 18 ) • 



5.3 Caracterización de los flavonoides inactivos. 

El análisis fitoquimico biodirigido de la !L. albida 

permitió el aislamiento y caracterización de cinco flavo-

noides adicionales y que correspondieron a los identifica­

dos en la primera investigación química de esta especie (111; 

la S-hidroxi-3,4 1 ,7-trimetoxiflavona 2 (HA-II-AI, la 

5-hidrov.J.-7, 4' -dirnetoxiflavona .§. ( HA-II-B}, la 5-hidro:-:.i-

4', 6, 7 ,8-tP.trametoxif lavona !1 (HA-III-Al), la 5,7-dihidroxi-

4',6,8-trimetoxiflavona 11. (HA-III-Bl) y la 5,7-dihidroxi-

3,4'-dimetoxiflavona lQ (HA-III-82) 

La estrategia utilizada para la caracterización de to­

dos.,los constituyentes inactivos se basó en la comparación 

de su comportamiento cromatográfico {Rf) y la determinación 

del punto de fusión mixto con muestras auténticas. Los 

compuestos mayoritarios que precipitaron durante el proce-

so de purificación se sometieron al registro de sus constan-

tes espectroscópicas y, de esta manera, se logró confirmar 

su identidad de manera inequívoca. La comparación de los 

espectros de RMN
1

H generados por los compuestos 'ª-' 2 y lQ 

{Cuadro 5.5) permitó establecer el patrón de sustitución 

corresPondiente a un núcleo de flavona sustituido en las 

posiciones 4 1 ,5 y 7. Las características principales aso­

ciadas con los desplazamientos químicos y las multiplicida­

des observadas para cada una de las sefiales se resumen a 

continuación. 

·16 



Cu3.dro 5. 5. Espectros de ru.tN 1H de los flavonoides .!L-ll ( coc1 3 , 80 MHz, TMS) 1 • 

FLl\VONOIDE H-3 H-6 11-0 

5-0H-4 1 , 7-0Me (!!.) 2 6.585 6.Jd 6. 50d 
( 2. 5) ( 2. 5) 

5-011-3,4-,7-0Me 1.V 6. 25d 6. 35d 
( 2. 5) ( 2. 5) 

5,7-0H-3,4'-0Me (1..Q.) 3 6. 20d 6. 40d 
( 2. 5) ( 2. 5) 

5, 7-0H-4' ,6 ,B ·OMe lll.l 6.5 s 

5-011-4 1 , 6, 7, 8-0Me ¡g¡ 6,60s 

1 constantes de acoplamiento (Hz) en paréntes i.s 

2coc1 3 : DMSo-tl6 (l:ll 

3oMSO-d 6 

H-2' H-6' '< H-3 1 H-5 1 -o-Me 5-0R 

7. 85d 7. OOd 3 .90s 11 .3(011) 
( 9) ( 9) 

7.98d 6.90s 3. 75• 12.00(0H) 
( 9) ( 9) 3 .sos 

7. 95d 7. 05d 3. 75s 11.50(011) 
( 9) ( 9) 3 .sos 

7 .83d 6. 95d 3 .ses 12. 5 (011 
( 9) ( 9) 3. 98s 

4 .02s 

7. 90d 7.00 3 .90s l2 .5 (OH) 
( ~) ( 9) 3 .94s 

3. 99s 
4 .l Js 



l. El sistc~a AB, con una constante de acoplamiento 

~ (J=2.5 Hzl,generado por los protones H-6 y H-8 COfifir-

mó la 5,7 disustitución del anillo A. 

2. Los protones H-2' y H-3' (H-5' y H-6') formando 

un sistema A2B2 {J=9 Hz). Los núcleos H-2' - H-6' {H-5' y 

tt-S'l producen sefiales idénticas centradas aproY.imadamente 

en ó 7 • 9 y 6 • 9 • 

3. El patrón 5-0H centrado en 5 11.5-12.0 desaparece 

cuando se equilibró la solución con o2o. 

4. La única diferencia significativa observada entre 

los espectros 8, 9 y 10 fue la correspondiente a la resanan-

cia del núcleo H-3 de la flavona ~ centrada en 6.58. 

Esta última observación utilizando la RMN 1H permitió 

ubicar a uno de los sustituyentes metoxilo en C-3 en los 

compuestos 2 y !.Q.. Las características observadas en el 

comportamiento de estos compuestos {8-10),bajo las condi­

ciones de impacto electrónico (70 cV), permitieron confir-

mar las asignaciones estructurales realizadas {Cuadro 5.6J. 

El compuesto ~mostró un [M]t de m/e 298 {100%) congruente 

con la estructura de 5-hidroxi-4 1 ,7-dimetoxiflavona. Cuyas 

constantes físicas fueron idénticas a las descritas en la 

literatura {49). 

El flavonoide 2. presentó un [M]t de m/e 328 {100%1, 

confirmando el núcleo de flavonol S-hidroxi-3,4',7-trime-

toxilado. El patrón de fraqmen~ación demostró esta propo-
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cuadro 5.6 Espectrometr!a de M~sas de los flavonoides 

Fhvanolde f H(! f K-H f' J ll-CH3 r 1 """2º ¡! f H·CO·ll r f H·OCH3 J' f N·CH3CO i' 
i H·l J' J H·15J' f H·IRJ' J H·19f' f K·31 J' f K·4l f' 

8, S-OH-4',7-0He Z9B m 181 269 255 

(1001) (16.91) ( 2.01) ('2.01) (14.51) 

9, S-OH-J,4' .7-0~.e 328 321 313 310 299 191 285 

(1001) (81.JS) (8.01) (11.51) (12.01) (11.01) (38.51) 

l.O, S,7-0H-3 1 4'-ctle 314 313 299 296 zas 283 271 

(lOOS) (85.91) (IO.OI) (IUl) (15.0I) (12.01) (44.41) 

11, 5,7-0tl-4. ,6,8-0tie 3<4 329 326 315 313 301 

(82.ll) (1001) (5.01) (4.31) (2.01) (15.61) 

12, 5-011-4' ,6,7 ,8-0Me JS8 m 319 327 315 

(67.0I) (IOOI) (5.0I) (2.0I) (8.61) 

8-12 ( 70eV ) • 

i A1 • 11( f A
1
-21 ( 

167 m.os 
(2 .01) (4.61) 

167 
(5.51) 

153 
(4.61) 

183 

{l.51) 

IB¡I! 

132 
(8.JS) 

132 
(8.31) 

132 
(2.81) 

i Bz r 

135 
(14.51) 

135 
(14.51) 

135 
(17.41) 

135 
(8.31) 

135 
(4.71) 

.. 
"' 



"º~ºPºM• 
-CH3· WoMe -----'"'-·--

[ 
::., :.H,:~~ -----~ CM-l::J*R•H,313 

Olle R= CH3
1 

328 ~--'------·-·_c_H_3,' !27 

RO RO O R~7 olT " Y"f ,, ~=c-@--octt, 
o ~º~+ e~ 

OH O OH OH OH O 

CM-1~.]+R=H, 299 

R=CH3t 313 
CA1+HJ•1 R=H1 1~! 

R=CH3 ,167 

L º"' 
RO~ 

0-H 

Aj+-·, ffaH,1~2 
RscH 3 , 168 

•tM-4!:J ffctt, 271 

R=Ctt3 ,2e!!i 

Fig. 5.5 Patr6n de fraqmentaci6n de la crmanina ( !-º..) y su 

1- dter metílico ( 2.. ) en la Espectromotr!a de Has11s, 
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sici6n estructural a trav~s de la observación del fragmen~c 

correspondiente a la pérdida de un radical hidrógeno 

l[M-1]+, 82.3%). Este proceso se produce mediante el úes-

plazamiento que ejerce el grupo carbonilo ionizado sobre 

uno d~.los átomos de hidrógeno del grupo metoxilo en C-3 CS01. 

El catión M-43 ( [M-CH 3 -co¡+, m/e 285) distintivo para fluvo­

noides se derivado de la pérdida de un radical mt:.!tilo y una 
,;, 

molécula de monóxido de carbono (Pig. 5.5). Por consiguien-

te, la estructura del compuesto ~ se estableció cerno la 5-

hidroxi-3,4',7-trimetoxif lavona, cuyas constantes físicas 

fueron similares a las de~critas en la literatura (51). 

El compuesto lQ presentó en el espectro de masas un 

[MJt de m/e 314 ( 100%), demostrando una aglicona con dos 

grupos hidroxilo y dos sustituyentes meto~ilo (Cuadro 5.6!. 

La ubicación del grupo metoxilo en c-3 se detectó por los 

fragmentos f)l-1]+ (m/e 313) y [M-43)+ ([M-cn3 -coJ+, m/e 271); 

en tanto que los iones [A
1

+H]+ (m/e 153) y [B 2 J (m/e 135) 

c:urroboraron la presencia de los sustituyentes 4' -OMe }' 

7-0H (Fig. 5.5). De esta manera, la estructura del cornpues-

to 1Q se identificó como lü 5,7-dihidroxi-3,4'-dimetoxifla­

vona, la ermanina (52). 

Pot otra parte, la comparación de las señales observa­

das en ru-!N1 H (Cuadro 5. 5) para los f lavonoides 11 y l.! de-

mostró la presencia del patrón de sustitución 4',5,6,7,8-0R 

para el núcleo estructural. Los rasgos característicos 

de estos espectros se resumen de la siguiente manera: 
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R 

R 

RO 

F 
OH O 

-co 

OH 

[M-laJ+ R•H,329 
R•CH3, 343 

CM-43J+ R=H,301 
' R=CH3,315 

HO 

M•·, R•H,344 
R• Cl\>Sea 

HC =sc--@-ocH3 

Bj",1:52 

+o=:c-0-ocH3 

B/,13!1 

Fi<J. 5 .6 Patrón de fr¡¡gment¡¡cfón propuesto para la nevadensina (!!) y su 

7-éter metí l f ca (ll), la garden f r.a B, en la Espectromotrí a de Masas. 
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l. Las señales para el anillo B en forma de un siste-

ma A2B2. 

2. lln singulete centrarlo en e 6 .55 asignable al nú­

cleo H-3. 

3. Un grupo hidroxilo en la posición 5 fácilmente re­

conocible por su característico desplazamiento a campo bajo. 

El compuesto g generó un IH] t de m/e 344 ( 82. 3%). La 

abundancia del ión de m/e 329 ([M-15]+, 100%) así como la 

ausencia del ión [M;:¡ ]+, eliminaron la posibilidad de en-

centrar un grupo metoxilo en C-3, y confirmaron las susti-

tuciones C-6 y C-8-0Me (Fig. 5.6) (50). El fragmento [B2]+ 

corroboró la presencia de un grupo metoxilo en C-4' y, por 

lo tanta, los grupos hidroxilo fueron ubicados en las posi-

cienes c-5 y C-7. Por último, el compuesto !l_ mostró un 

[MJ: de m/e 358 (67.7%) indicando una flavona con un sus-

tituyente hidroxilo y cuatro grupos metoxilos. El análisis 

53 

de los espectros de ru-m1H (cuadro 5. 5) y de masas (Cuadro 5. 6), 

permitieron localizar al grupo hidroxilo e11 C-5 y en los res-

tantes g~upos carbonos sustituidos a los cuadro grupos meto-

xilo (Fig. 5.6). En consencuencia,la estruct~ra del compues­

to 11 se caracterizó como la 5,7-dihidroxi-4 1 ,6,8-trimetoxi­

f 1.:ivona ( nevadens i na A} ( 53) y la del compuesto g como la 

S-hidroxi-4' ,6,7,B-tetrametoxiflilVOna (gardenina B} (54). 



6. Conclusiones. 

El estudio fitoquímico biodirigido de la salvia 

blanca, Hyptis albida, propuesto como objetivo fundamen­

tal de la presente disertaci6n permitió generar las si­

guientes conclusiones relacionadas con el metabolismo se 

cundario do esta planta medicinal: 

l. Los constituyentes mayoritarios del extracto acetónico 

no fueron los agentes responsables del efecto larvicida 

observado mediante la determinacicSn de la toxicidad para 

las larvas del crutáceo ~~ ~· Estos metabolitos 

representaron triterpenos pentacíclicos (l-Il y flavonoi­

des (~.:.!3.J . 

2. El fraccionamiento biodiriqido del extracto tot~l 

condujo al aislamiento de la 5,7-dihidroxi-4'-metoY.ifla­

vanona (13), la isosakuranetina, como el único constitu­

yente activo y, por lo tanto, responsable de la activi­

dad larvicida. 

3. El bioensayo utilizado constituyó una metodología de 

fácil implementación que permitió obtener resultados en 

un tiempo relativamente corto y demostró una alta sensi­

bilidad para el monitoreo del constituyente activo. 
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