)o/
, =7
UNIVERSIDAD  NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

5, 7-DIHIDROXI-4' METOXIFLAVANONA, LA
ISOSAKURANETINA, CONSTITUYENTE BIOACTIVO
DE LA SALVIA BLANCA (HYPTIS ALBIDA)

b CNiaLey
MiniiCa

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E s E N T A

ALMA  MIRIAM  NOVELO  TORRES

MEXICO, D. F. 1990



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



. "INDICE' GENERAL

InEroducCidn i e i i idit i i i i e

OB IEEIVOS e ae et

Antecedentes

3,1 Bioensayos sencillos para la deteccidén y el

aislamiento de productos naturales .........

3,2 Flavonoides en el Género Hyptis ..eeieevuaoes

Parte Experimental

.

4.1 Material Vegetal .......ccieviuiiiienpediodavii

4.2 Extraccidn del material vegetal y elaboracidn

del extractc orgdnico ........ Cerdeeeaienan

4.3 Andlisis Preliminares Cromatogrdficos ....ss..

4,3.1 Deteccidn del dcido ursdlico ...veveues

4,3.2 Deteccidn de Flavonoides ....e.0000

4.4 -Resolucidn del extracto orgdnico ....... G

4.4.1 Monitoreo de la actividad biolégica

4.4.1.1 Evaluacidén del efecto larvi-

cida ... iiiniiiiietiraaan

4.5 Aislamiento y Purificacidén de los Constituyen-~

EES tereaarrinrrettcitantterrr it ras e irentern

4,5,1 Resolucidén de la Fraccidn I ......soeus.

4.5.2 Resolueidn de la Fraceidn II .......

4.5.3 Resolucién de la Fraccidn III .......

12

22

23
23
23

24



5. "Resultados y Discusidn
5.1 Fraccionamiento biodirigido ....i.uiererannnns
5.2 Caracterizacidn del Flavenoide Activo ..... e

5.3 Caracterizacién de los Flavonoides Inactivos .
6. CONClUSIONEGS ,eveeouroversroacarrrsosssasocnseeensns
7. ESPECLIOS .useonsvessstsssesssasssatasasssossssssvnas

B. BAbLIOGIALLa veuiicisiseinenesssvrrnniannnnnnnsriss

27
39

46

54

55

75



1. Introduccidn

La inguietud por clasificar a las plantas medicinales
de acuerdo a sus propiedades terapéuticas proviene de tiom-
pos prehispdnicos. En México, durante el sigle XV ze ela-
bordé el primer herbario llamado "Ama machehua" (libro de
medicamentos) en donde las plantas se clasificaron de acuer-~
do a sus virtudes medicinales, Esta tradicidn en el uso
Folkldrico de sustancias de origen natural se ha preserva-
do en la cultura naciocnal y transmitide de gensracién en
generacién. En nuestros dias, esta inquietud constituye el
interds de numerosas investigaciones farmacogndsicas estre-
chamente relacionadas con la Etnobotdnica v la Quimica Vege~
tal.,

En la actualidad, las plantas medicinales y de utilidad
ccondmica tienan Lsa yran importancia para la industria qui-
miea, ya quz de cllas se obrienen compuestus orgdnicos como
aceites, resinas, taninos, gaucho, goma, ceras, tintas, sa-
borizantes, fragancias, plagicidas y productos farmacéuticos.
Mds ain para cada clase de farmaco siempre se incluye un
prototipo representade por un producteo natural, La bdsaue-
da de nuevos agentes terapéuticos de origen natural consti-
tuye una de las metas de mayor importrancia para el drea de

“1a quimica farmacéutica, De ahi que el uso popular de las
plantas medicinales representa el criterio primarioc en el

cual se basa la farmacognosia para la seleccidn de sus Iuen-



tes. vegetales de estudio. Numerosas investigaciones fitoqui-
micas dan prueba de la efectividad de esta aproximacidn (1,2).
La deteccidn de los constituyentes activos es una tarea
dificil. Sin embargo, la tendencia contemporinea en esta li~
nea de investigacién se enfoca al estudie de los agentes me~
dicinales, mediante la aplicacidén de bioensavos durante el de-
sarrollo del andlisis fitoquimico de los extractos vegeta-
les {3). Diferentes andlisis han permitido demostrar que las
planzas medicinales exhiben un gran espectro de actividades
bioldgicas potenciales. Por lo tanto, el empleo de algin
tipo de biocensayo ayuda al fitoguimico a nc descartar com-
puestos activos, gue de otra manera pasarian inadvertidos,

contribuyende simul

s

a la investigacién gulmica y
pioldgica de las especiss medicinales. Los biocensayos uti-
lizados incluyen desde sencillos andlisis microbioldgiceos
in vitro, hasta complejos estudios farmacoldgices in vive
utilizando organismos superiores (4).

Sin embarge, la mayoria de las plantas superiores de
interés econdmico y medicinal ain no se han descrito desde
un punto de visra etnobotdnico y, mucho menos, se ha reali-
zado la investigacidn de sus constituyentes quimicos o bio-
ldégicamente actives. Por lo tanto, nuevas fuentes de mate-
riales con valor comercial parmanecen por ser descubier-
tas (5}). En consecuencia, las plantas superiores consti-
tuyen una reserva de compuestos gquimicos de utilidad poten-

cial no sdlo como fdrmacos, sino come fuentes importantes

0



de ndcleos quimicos estructurales que servirdn como un punto
de partida para la sintesis de andlogos, ¥ como una herra-
mienta alternativa para el conocimiento de los procesos
bioldgicos (6).

El presente trabajo describe la aplicacidn de un ensayo
sencillo con 2l cual se realizdé el monitoreo de la bicacti-
vidad durante el fraccionamiento del extracto orgidnico de
la "salvia blanca" {(Hyptis albida), una especie utilizada
popularmente como un antiparasitaric y ccmo condimento en
la culinaria nacional, Sus partes aéreas tienen propiedades
insecticidas, esta nierba también 25 ucilizada ccmo remedio
para el mal de ofdos v, en fomentos para los dolores reumd-
ticos 17,38). El plo=nsaye

la ctoxicidad para las larvas

especis medicinal se realizd con fines meramente guimiotase-

némicos, el cual permitid el aislamisncto de una serie de
compuestos flavonoides y triterpencides (ll). En esta oca-
sidn, la reinvestigacidn del extracto mecandlico de H.
albida mediante un fraccionamiento biodirigide permitid de-
tectar la potencialidad larvicida del mismo y aislar al
agente responsable de esta actividad. El cuadro sindptico 1

presenta una breve descripcidén botdnica de esta especie.
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Cuadro 1. Descripcidn de la especie vegeta. an estudio {7,8,10).-
Familia: Lamiaceae

Nombre cientifico: Hyotis albida

Nombres vulgares: Orégano (Sinaloa)
Salvia {(Sinaloa, Jalisco, Aguascalientes)
Salvia real (Guerrero)

Salvia blanca (Michoacdn v Guerrercs)

Distribucidn: Especie estable y bien diferenciada en la
ragidn intertropical del suroeste de la Re-
pliblica Mexicana, se encuentra también en
Sonora, Puebla y Chiapas,

Descripcidn: Arbusto pequefio, hasta d2 6 m de alto, blan-

guesino con pubescencia 2n penachcs lanosos:

lidminas feiliares general

3-8 cm da
rarge per 1-2.5 en de anchc; predominante-~
mente cblongoovadas: cimulas sesiles, blancas,
globosas, generalmente monoliformes; tubo de

cdliz en la flor d

@

disntes acirculares
maduro de 2,5-3 mm de largo; tubo de la coro-
la d= 2.5-4 m de largo; corola bpilabiada.

Uso popular: Condimento, carmitativo, remedio para el mal
de cjo y delores reumdticos, antihelmintico
v como repelente de insectos.

Constizuyentes quimicos: Se han descrito triterpenos Vv

flavonecides (11,12},



2. Objetivos

2.1 Objetivo General.

El estudio guimico de las labiadas mexicanas con virtu-
des medicinales ha side sumamente limitado hasta hoy y, por
lo tanto, la informacion disponible relacionada con el con-
tenido metabdlico de estas plantas es también escasc. En
consecuencia, la investigacidn fitogquimica del metabclisme
secundario de esta familia representa un punto de partida
para el desarrollo de proyectos de investigacidn que con-
tribuyan al conocimiento de la composicidn gquimica de la
flora mexicana de importancia econdmica y medicinal vy, en
la medida de lo posible de la actividad biclégica de los
productos naturales,

Dentro de este contexto, el propdsito primordial del
presente estudic fue la realizacidn del andlisis fitoquimi-
co biodirigido de la especie Hyptis albida (Lamiaceae) con
el objeto de detectar los metabolitos secundarios respon-
sables de la actividad larvicida mostrada por el extracto

obtenido de las partes aéreas de esta planta medicinal.

2.2 Objetivos especificos.

2.2.1 Efectuar las operaciones fitoquimicas prelimi-
nares relacionadas con la preparacidn del ex-~
tracto original a partir de las partes aéreas

de Hyptis albida.



Evaluar el efecto larvicida potencial de los di-
ferentes extractos orgdnicos preparados utili-
zando el bioensayo de la toxicidad para la

Artemia salina.

Realizar el estudio fitoquimico de los extractos
activos mediante el emplec de un fraccionamien-
to biodirigido para la deteccidén de los princi-

pios actives.

Separar y purificar los constituyentes de cada

una de las fracciones activas.

Establecer la estructura de los metabolitos ac-
tivos mediante la aplicacién de las técnicas

analiticas modernas.



3. Antecedentes

3.1 Biocensayos sencillos para la deteccidn y el aislamicn-
to de productos naturales.

Uno de los propésitos fundamentales en toda investiga-
cién fitoquimica es el aislamiento de conistituyentes “npuevos”
y principins actives. Sin embargo, los metabolitos hicacti-
vos, algunas veces, son dificiles de aislar y con frecuen-
cia un gran nimero de los compuestos obtenides no presentan
alguna actividad biolégica.

Debido al elevado costo de operacidn, al proleongado
tiempo en la ejecucidn, y a la controversia sucitada por el
empleo de animales de laboratorio en los ensayos n vivo, en
la dltima década la necesidad de desarrollar nuevos métedos
para la deteccidn preliminar de compuestos biocactivos cons-
tituye unc de las retos mds importantes para las investiga-
ciones bioldgicas. En consecuencia, se han incoporado a
los estudios fitogquimicos convencionales técnicas sencillas
que permiten la evaluacién de la actividad del extracto or-
gdnico vegetal y, de esta manera, la deteccidn preliminar
de los metabeclitos secundarios bioactives. De tal suerte,
gue la actividad bioldgica de la planta en estudio puede
ser analizada al inicio y durante todo el proceso de frac-
cionamiento para poder, asi, identificar a los compuestos

responsables de ésta.



Dos son los métodos mds sencillos que ge utilizan para
el andlisis fitoquimico biodirigido y cumplen con los re-
quisitos necesarios para ser considerados de utilidad en
estos estudios; es decir, son metodologias de fdcil imple~
mentacidn, bajo costo, alta capacidad de operaciones y que
proporcionan resultados en tiempos relativamente cortos {13).
El bicensayo en discos de papa (14) y el ensayo de la toxi-

cidad para Artemia salina (9) son metodologias de evalua-~

¢idn bjoldgica cwnya aplicacidn es prometedora.

El primero es una técnica utilizada para la deteccidn
de agentes citotdxicos mediante la evaluacidn del efecto
inhibitaorioc del crecimiento de los tumores (agallas) indu-

cidas por la bacteria gram negativa Agqrobacterium tumefaciens.

En 1980, Galsky demostrd que la inhibicidn de tales tumores
inducidos, aparentemente, se correlacionaba de manera sa-
tisfactoria con la actividad antileucémica 3PS en evalua-
ciones in vivo efectuadas en miridos (15). Posteriormente,
McLaughlin y colaboradores modificaron y evaluarcn esta
técnica como un bioensayo general para la determinacidn
inicial de la actividad citetdxica y su monitoreo durante
el proceso de fraccionamiento de los extractos vegetales (14},
El segundo método es un bioensayo que detects un amplic
rango de actividades bialdgicas y una gran diversidad de es-

tructuras quimicas. La Artemia salina es un organismo gue

se ha utilizado en diferentes ensayos bioldgicos, de entre

los cuales destacan el andlisis de residuos plagicidas (16-18),



de micotoxinas (19,24), de anestésicos (25}, de compuestos
relacionados con la morfina (26), y de ésteres carcinogé-
nicos del forbel (27). Su empleo en los estudios de plan-
tas medicinales es reciente y se recomienda en la detec-
cidn y evaluacién de compuestos antihelmiticos (28,29) y
de podercsos agentes citotéxicos (13,30,31). El procedi-
miento determina los valcores de LC50 expresados en ug/ml

de los compuestos y extractos actives, La actividad se ma-
nifiesta como el efecto téxico letal para las larvas del
crustdceo Artemia salina.

El cuadro sindptico 3.1 presenta algunas de las inves-
tigaciones fitoquimicas efectuadas de plantas medicinales
en las que se ha utilizado para el monitoreo de la activi-
dad bioldgica alguno de estos dos ensayos mencionados. En
todos los casos se incluye el compuesto responsable de la
actividad bioldgica y su correlacidn con pruebas de cito-
tozxicidad.

En el presente protocolo de investigacién, =1 bioen-
sayo de la toxicidad para la Artemia salina desempefid un
papel fundamental en la avaluacidn bioldgica preliminar del
extracto acetdnico, obtenido de las partes adreas de Hyotis
albida, y durante el proceso de su fraccionamiento mediante

el monitoreo de la actividad larvicida.



Cuadro ginfptico 3.1 Algunos ejemplos de invastigaciones

fitoquimicas biodirigidas.

Bicactividad
Fuente
natural Compuesta aislado a b Ci:J:QCOXLcl.:adas .
AS® DP  A-549° MCF-7° HT-29 Ref.,
Persea mayor :?
0.36 86 1.70 2.58 2,61 {30)
HalL. o_ _ktcHigeh=cry
{ Laureaceae }
[e]
Goniothalamus Wo, g
giganteus s N
-aus
00 269 38 » 10 5.9 > 10 (31)
Hook F. y Tomds B
{ Annonaceao }
OH O OH
Myrsine i OH
15 40 4.2 - > 10 (32)

africana L.
{ HMyrsinaceae )}

oL



Cuadro 3.1 Continuacibn.

Bioactfyidad
Fuente
natural Compugsto aislado citotoxicidades
as® pr® A-549° mer-7% ar-29° Ref.
. H n H" on
x " SMcHly = ] .
Annona u m )>l “ ‘mcu,) Gty
o ¥ H =13 =2 .
bullata 0.0016 - 1.25x10 - 10 (33)

{ Annonaceae )

Exostema
rexicanum 16 - 3.44a8t 0.523 3.27a80 (30
( Rubiaceae )
Exgtis
85 -  56.3  34.7 31,2 (35)

oblongifolia

( Lamiacecas )

a: Artemia Salina ( " Brine Shrimp bioassay" ) LC., ( ppm ).
b: Disco de Papa ( " Potato Disc Assay " ) % inhibicién tumoral.
Sistemas Tumoralos Humanos, Enso (ug/ml}: ¢, pulmén; d, pvecho; e, colen.



3.2 Flavonoides en el Género Hyptis.

Los flavenoides son pigmentos fendlicos vegetales que
poseen un esgueleto carbenatado Cg~Cy-Cy (36), estructural-
mente derivados de la flavona {37). Los estudios fi-
toguimivos realizados en la distribucidn de estos compues-
tod es sumamente escasa y aislada en la familia Lamiaceae.
Bl patrdn estructural de los flavonoides obtenidos es bas-
tante heterogéneo y dificilmente cualquiera de los compues-
hasta el momento aislados en Lamiaceae es exclusivao de este
grupo de plantas. No obstante, en los constituyentes ais-
lados de las partes aéreas de estas especies, el patrén de
oxidacidn predominante estd basado en los esgueletos de la
apigenina (5,7,4'-trihidroxiflavona) y la luteblina
(5,7.3',4'~tetrahidroxiflavonal) y, con seguridad, constitu~
ye una caracteristica comin a todos los géneros de Lamiaceae.

E1l metabolismo de los Elavonoides aislados hasta el
momento de las especies del género Hyptis se caracteriza
por la metoxilacidn de las posiciones C~3, C-6 y C-8 del
micleo de la apigenina y el kaempferol, rasgo gque comparte
con otras especies de esta familia incluidas en algunos

qguimiotipos de los géneros Mentha, Thymus y Sideritis (38,39).

El cuadro 3 presenta los compuestos flavonoides aislados en
Hyptis.

Las combinacicnes glucesidicas de las flavonas y fla-
vanoles son de mayor valor sistemdtico, debido a que la na-

turaleza del azicar o de los azicares presentes y la posi-



Cuadro 3.1 Flavonoides del género Hyptis.

Sustancia sustitueidn Especie Referencia
Ermanina 5,7-0if
3,4'-di-oMe H. albida {11)
4,7 er dimetilico 5-0H
de la apigenina 4',7-dr-0OMe . albida (11)
3,4',7-Bter trimet{lico S-0n
del Kaempferol 3,4, 7-Tri-oMe . albida {11}
Hevadensina A 5,7-di-oH
4',6,7~Tri-OMe H, albida {11)
Eupatorina 3',5-di~0H H, albida
41,6, 7-Tri~0Me H. tomentosa (42)
Gardenina B 5-on i, albida (11)
4',6,7,8-Tetra-0OMe Hi. tomentosa (42)
',4',6,7-éter tetrametilico 5-04
de la apigenina 3',4',6,7-Tetra-OMe . tomentosa (42)
3,4-,6,7,8-érer pentametilico 5-0# .
del Kaempierol 4',3,6,7,8-Panta-clle 1. tomentosa (42}
Raempferol-Ramnoglucdsido 4-,5,7~Tri-on
3~titaunasi b ~wlueesa) H, capitata (40)

€1



cién de la unida al ndcleo flavonoide, con frecuencia, son
especificas a un grupo particular de plantas. Las flavonas
luteonina y apigenina se presentan con mayor frecuencia en
la forma de sus derivades 7 -glucosidicos, en las hojas y
raices de las labiadas. Hasta el momento, en el género
Hyptis se ha logrado aislar un soloc glucésido (ver cuadro 3.1).
Por dltimo, es necesario.indicar la importancia farma-
coldgica 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 éstcs como metabolitos secundarios bicacti-~

vos. En Scutellaria baicalensis, una planta endémica de

China y Japén que se utiliza como remedic efectivo para la
dermatitis supurativa, las alergias, la hiperlipemia y la
arterosclerosis, se ha encontrado qgue los diversos flavonoi-
des presentes en los extractos metandlicos son productos anti-
alergénicos (40). De la Salvia palaestina, hierba usada en
Turquia como cicatrizante, se aisld la cirsimaritina como
flavonoide mayoritario, el cual demostrd una significativa
actividad antibacteriana (41). Por otro lado, en investiga-
ciones farmacoldgicas de los flavonoides del género Hyptis,
que se realizaron como parte de un programa de evaluacién

de productos naturales como posibles anticancerigenos, dos
flavonas con actividad citotdxica fueron aisladas; la 5-OH-
4',3,6,7,8~tetrametoxiflavona y la 5-0H-4',6,7,8-tetrametoxi-

flavona {42).



4. Parte Experimental

4.1 Material Vegetal.

Para la realizacidn del presente trabajo se utilizaron
las partes aéreas de la "salvia blanca" (Hyptis albida), las
cuales se recolectaron en el Km 10 de la carretera Guanajua-

to-San Miguel de Allende, en febrero de 1988.

4.2 Extraccidn del material vegetal y elaboracidn del ex-
tracto organico.

El material vegetal seco se cortd en pequefios trozos
que posteriormente se molieron hasta obtener un polve fino
con un peso total de 1.6 Kg. La extraccidn de este mate-
rial se realizd con Mezco {10 1 x 2) a temperatura ambiente
durante cuatro dias. Posteriormente, el disolvente de ex-
traccidén se decantd y filtrd para ser concentrado por des-
tilacidén a presidn reducida. La cuncentracidn final propor-
ciond 102.18 g del extracto orgdnico total.

El diagrama 4.1 resume la estrategia general utilizada
para el estudio fitoguimico desarrollado en el presente tra-

bajo experimental.

4.3 Andlisis Cromatogrdficos Preliminares.
Los andlisis preliminares del extracto orgdnico se rea-~
lizaron mediante cromatografias en capa fina (CCF)} de la si-

guiente manera: una pequefia cantidad del residuo sélido



PARTES AEREAS DE
i ALbIDA

l

EXTRACCION CON
5,00

l

FILTRACION ¥ DESTILA-
CION DEL DISOLVENTE

l

CONCENTRACION FINAL Ensaro
EXTRACTO ORGARICO TOTAL Brotdeico
CoxTroL FRACCIONAMIENTO Ensavo
CCF BIODIRIGI Brocdeice
Controt SEUNTON DE ELUATOS Ensavo
CF HOMOGENEDS Y BIOACTIVOS Broudsico
LonTRoL AISLAMIENTO Y PURIFICAL ENsavo
£oF CION DE LOS METAROLITOS BroLbaico
BIOALT VDS

CARACTERIZACION DE (0§
COMPUESTOS BIOACTIVOS

Estrategia propuesta para el estudio £itoguinmico

de la salvia blanca ( Hyptis albida ).

Fig. 4.1



{5 mg) se disolvidé en MeOH y se aplicd una gota de esta so-
lucidn sobre un cromatofolic (gel de silice 60 F254, Merck).
Los sistemas de elucidén utilizados se incluyen en el Cuadro
4.1. Las mezclas C, E y G proporcionaron una buena resolu-
cién,

Para la deteccidén de los constituyentes, el primer paso
consistidé en exponer las placas cromatogrdficas, previa eva-
poracidn 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 unc de los reactivos indicados en el
Cuadro 4.2, por separado. Posteriormente, se revelaron por
calentamiento sobre una parrilla a una temperatura de 80°C.
La mezcla HZSO4—sulfato cérico fue el reactivo que permitid
visuvalizar un mayor nimerc de constituyentes y, por lo tan-
to, se utilizd como el agente cromdgeno general para el pre-~

sente estudio.

4.3.1 Deteccidn del dcido ursélico.

Debido a que el dcido ursdlico representd el constitu~
yente mayoritario aislado en el primer estudio fitoquimico
de esta especie (11}, la presencia de este triterpeno en
la presente reinvestigacidén se determindé mediante la com-
paracidén conuna muestra auténtica en CCF. Las placas se
desarrollaron en los sistemas de elucidn ya mencionados.

El dcido ursdélico no presentd actividad en el U,V, y de-



sarrolla un color rojo al ser expuesto al agente cromdgeno
general, los valores de Rf para este triterpeno se incluyen

en el Cuadro 4.3,

Cuadro 4.1 Sistemas de elucidn utilizados en los andlisis

cromatogrdficos preliminares (CCF).

Sistema de

disolventes Composicién Proporcidn
A Eter-di-isopropilico- 5:2
Acetona
B Benceno-AcOEt 7:3
C n-hexano-AcOEt 1:1
E n~-hexano-AcOEt 3:7
F CHCla-MEOH 9:1
G CHC1,-MEOH 4:1

3

H Benceno-Acetona . 42




Cuadro 4.2. Reactivos utilizados para la visualizacién de

los constituyentes en CCF (43,44).

Mezcla Preparacidn

Ac. sulfirico al 30% en Después de su aspercidén sobre la

MeOH placa, ésta se calienta a 100°C
por 5 min. hasta el desarrollo
complete de color

Reactivo de Ferrocia- Se prepara mezclando 2 ml de

nato de Potasio clorure férrico al 10%, 1 ml de
ferrocianato de potasio al 5%, y
8 ml de HZO

Sulfato cérico-Ac. En una mezcla de 12 g y 22 ml,
sulfirico respectivamente, en 350 g de
hielo

4.3.2 Deteccidén de Flavonoides (37-39).

En el presente andlisis fitoquimico, la gardenina B
y el 4',7-éter dimetilico de la apigenina representaron
los constituyentes flavonocides mayoritarios del extracto
metandlico y, por tanto, su deteccidén preliminar se reali-
26 de manera sencilla mediante CCF, al compararse con las
muestras auténticas obtenidas del estudio anterior (11).
Las cromatografias analiticas del extracto orgdnico total
desarrolladas con la mezcla E permitieron visualizar a es-

tos compuestos, con ayuda de su absorcidn en U.V. y la com-

paracién de su Rf con el de muestras auténticas (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3. Valores de Rf para los constituyentes mayorita-

rios de H, albida.

Compuestos(a) Sistemas de elucién(b)
A B B G
Acido ursdlico 0.67 0.64 0.5 0.48
Gardenina B 0.70 0.68 0.67 0.60
{',7-eter dimetilico 0.75 0.73 0.73 0.67

de la apigenina

(a) Comparacidén con muestras auténticas
(b) Sistemas de elucidn referidos en el cuadro 4.l.

4.4 Resolucién del extracto orgdnico.

El extracto total se fracciond en una columna empacada
con 1 Kgde gel de silice (Merck 60, 35-70 Mesch). Se utili-
zS la mezcla n-hexano~AcOEt (9:1) como sistema de elucién
inicial. E1 volumen de los eluatos fue de 700 ml y cada uno
se concentrd al vacio hasta un volumen de 30 ml, aproximada-
mente. Por dltimo, la semejanza y la homogeneidad de los
constituyentes observados mediante el andlisis en CCP permi-
tidé la reunidén de cada uno de los eluatos, obteniéndose cua-
tro fracciones concentradas gue 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 resolucidn se rea-



1lizé mediante un fraccionamiento biocdirigido, de tal suerte
que s6lo la fraccién activa se analizd cromatogrdficamente
de manera detallada.

Siete fueron los compuestos mayoritarios perfectamente
diferenciables que se observaron en las fracciones concentra-
das, las restantes fueron desechadas, ya Que no presentaron

un perfil cromatogrdfico homogénec, Cuadro 4.4.

Cuadro 4.4. Fraccionamiento del extracto aceténico de Hyptis

albida.

Sistema de Sistema de No. de constituyen-
elucién Fraccién  No. de eluatos elucién {CCF)  tes mayoritarios
riexangfcCEL n-Kexano/ACOEL

9:1 - 1-20 §:2 -

8:2 - 21-30 8:2 -

8:2 I 31-42 7:3 1

8:2 - 43-59 7:3° -

7:3 1I 60-80 6:4 3

7:3 III 81-90 6:4 3

4.4.1 Monitoreo de la Actividad Biolégica.
El extracto acetdnico y cada una de las fracciones obteni-
das se analizaron, de manera independiente, para determinar su

potencialidad larvicida, utilizando el bicensayo de la toxi-
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cidad para el crustdceo Artemia salina.

4.4.1.1

A.

Evaluacidn del efecto larvicida.

Mgterial

l.' Huevos de Artemia salina.

2. Medio salino artificial.

3. Recipiente de vidrio y ldmpara de luz nedn.

4. Jeringa de 500, 100 y 10 ul,

5. fTres frascos viales de 10 ml por cada dilucidn

(9 en total).

Procedimientos.

1.

Los huevecillos se desarroliaron en el medio
salino durante 48 hs. a una temperatura de 25°C.
Preparacidn de los viales para el ensayo: se
prepararon concentraciones de prueba inicial
para cada fraccidn y del compuesto puro de 10,
100 y 1000 ppm; cada concentracidn se prepard
por triplicado para obtener un total de nueve
viales. Para ésto, 20 mg de la muestra de
prueba se disolvieron con 2 ml de Me2C0 y de
esta solucidn se transfirieron 500, 50 & 5 ul
a los viales ceorrespondientes a 1000, 100 y

10 ug/ml respectivamente. E1l disclvente se
evapord al vacio.

Se adiciond a cada vial 3 ml del medio salino
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v se transfirieron 10 larvas por vial (30 indi-
viduos por dilucién). Se ajustd el volumen a
8 ml con el medio salino artificial,

4. Después de 24 hs. se contabilizd el nimero de
sobrevivientes y se determinaron los valores
de concentracidn letal media (LCSO) mediante

el método estadistico Finney.

4.5 Aislamiento y Purificacidén de los Constituyentes.

4.5.1 Resolucidén de la Fraccidn I.

La fraccidn I (17.06 g) presentd ccmc compussto mayo-~
ritario al dcido ursdlico que fue detectado mediante CCF,
utilizando como referencia una muestra auténtica. Al mismo
tiempo, se visualizé un constituyente flavonoide minorita-
rio de semejante polaridad al dcido ursélico. Mediante la
acetilacidn (Aczo-Piridina) de esta muestra (1 g) se obtuvo
una mejor resolucidn en CCF.

El empleo de muestras auténticas permitid identificar
a eoste flavonoide como el derivado acetilado del 3,4',7-
Ster trimetilico del kaempfercl. Sin embargo, no se prosi-
guidé a su purificacién final debido a la ausencia de acti-

vidad biolégica en esta fraccidn.

4.5.2 Resolucién de la Fraccidn II.

Con objeto de obtener muestras auténticas de los cons-



tituyentes mayoritarios de esta especie, se procedié a rea-
lizar el andlisis fitoquimico de los eluatos inactivos de
polaridad intermedia. La fraccidn II (30 g) se purificd
mediante una CC utilizando 1 Kgde gel de silice (60 Merck:
70-230 mesch), y como mezcla de elucién n-hexano-AcOEt
(9:1). EIl volumen de los eluatos colectados permitid la
cristalizacidn de un sdlido amarillo en un rendimiento de
64 mg al que se le asignd la clave HA~II-A, el cual se ca-
racterizé mediante comparacidn con una muestra auténtica
del3,4',7-éter trimetilico del kaempferol (Cuadro 4.5),

De los eluatos 38-61, obtenidos con n-hexano-AcOEt
(4:1) precipitd un sdélido cristalino amarillo (clave HA-II-B)
el cual se triturd con dter isopropilico. E1 rendimienco
total de este compuesto fue de 167.8 mg y el andlisis en
CCF permiti¢ identificarlo de manera preliminar como el
4',7-éter dimetilico de la apigenina (Cuadro 4.6).

La reunion de los eluatos 94-101, obtenidos con la mis-
ma polaridad, proporciond 48 mg de un sdélido blangquecinec
amorfo. El1 tratamiento con diazometano etérec de este pre-
cipitado generé un producto identificado comc el éter meti-
lico del dcido betulinico, por comparacidn con una muestra

auténtica mediante CCF.

4.5.3 Resolucién de la Fraceidn III.

La fraccidén III (60 g) gue presentd la mayor actividad

(LC50 165 ppm), se cromatografié en una columna de gel de



silice (1.8 Kg). La elucién se inicid con n-hexano-ACOEL
(8:2) y el volumen de cada eluato colectado fue de 50 ml.
El monitoreo de la actividad bioldgica también se realizé
mediante el biocensayo ya descrito.

La subfraccién (III-A) de menor polaridad (17 g}, elua-
tos 1-43, se purificé mediante CC sobre gel de silice (600 g)
utilizando la misma mezcla de elucidn (4:1). Las fracciones
14-20 de esta recromatografia proporcionaren 104 mg de un
sélido inactivo (LC50 840 ppm), la comparacidén de su Rf me-
diante andlisis cromatogrdficos preliminares en capa fina,
asi como sus constantes espectroscdpicas (Cuadro 4.7),
constaté su identidad como la gardenina B (HA-1II-Al).

De la reunidn de las fracciones 24-38 se obtuvieron
238 mg del Acido ursdlico (LC50 > 1000 ppm), caracterizado
de la forma antes descrita. El rendimiento total de este
triterpeno fue de 17.269 g.

La subfraccidn III-B activa (LCy, 135 ppm) de mayor
polaridad, eluatos 44-~60 (25.3 g), eluida con n-hexano~
OcOEt (3:2) se recromatografié en CC de gel de silice
{600 g). La elucidn se inicid con cloroformo, incrementando
la polaridad con acetona. De la fraccién clorofdrmica,
eluatos 9-16, se aislaron 125 mg del compuesto HA~III-Bl
(LC50 664 ppm), cuyas constantes fisicas y espectroscépi-
cas se incluyen en el cuadro sindptico 4.8. LaS aguas ma-~
dres de esta cristalizacidn presentaron la misma actividad

que la subfraceidn 1II-B, y se reunieron con los eluatos



17-21 dada su homogeneidad cromatografica. La purificacidn
de esta mezcla (460 mg) mediante CC con 12 g de gel de
sf{lice y utilizando CHC13—Me2C0 (9:1) como eluyente, permi-
tié obtener 26.8 mg del compuesto HA-III-Bl {LCg, 664 ppm);
15.6 mg del compuesto HA~III-B2 (LC., 860 ppm) ¥y 145.4 mg
del compuesto activo HA-III-B3 (LC50 36.1 ppm}. Las prin-
cipales caracteristicas espectroscédpicas del compuesto
HA-III~B2 se presentan el Cuadro 4.9.

De los eluatos 22~43 obtenidos con la mezcla de elu-
cién CHC13-Me2C0 (9:1) cristalizaron 68.1 mg de un compues-
to gue por comparacidén mediante CCF con las fracciones an-
teriores, permitid concluir que se trataba del compuesto

HA-III-B2.
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5. Resultados y Discusidn

5.1 FPraccionamiento Biodirigido.

El estudio fitogquimico previo realizado de las partes
aéreas de la "salvia blanca" (Hyptis albida H.K.B.) permitid
el aislamiento de tres lactonas triterpénicas (11): 38-
hidroxi-olean-1l-en-28,138-61ida (1), 38-hidroxi-olean-
28,138-81lida (2) y 38-hidroxi-olean-116,120-epoxiolean-28,139 -
Glida (3). Este andlisis también condujo a la separacidn de
cuatro triterpenos adicionales: los acidos oleandlico (4),
acetil oleandlico (5), ursdlico (6) y betulinico (7), junto
con los flavonoides: 4',7-éter dimetilico de la apigenina (8),
3,4',7-éter-trimetilico de kaempferol (9), la ermanina (10]),
la nevadensina A (ll) y la gardenina B (12). Ninéuno de es-
tos constituyentes presentd una actividad larvicida signifi-
cativa cuando fueron sometidos a su evaluacidn bioldgica de
manera independiente y que, por lo tanto,justificard la
toxicidad demostrada por el extracto acetdnico, Esta obser-
vacién constituye el punto de partida que permitid proponer
la reinvestigacidén de este material vegetal.

Los resultados de la evaluacién preliminar del efecto
larvicida observado en el extracto acetdnico total y las
sustancias puras aisladas de H. albida se incluyen en el
Cuadro S5.1. 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, se pro-
cedié a realizar ol fraccionamiento biodirigide mediante la
determinacidén de la toxicidad para las larvas del crustdceo

Artemia salina (9).

Cuadro 5.1 Evaluacidn preliminar del extracto acétonico de

H. albida y de sus constituyentes mayoritarios.

Muestra evaluada AS* LCgq (ppm)

Extracto acetdnico total 224

Lactonas triterpénicas:

1, 2, 3 >1000

Ac. triterpénicos
(4, 5, 6, 1) > 1000

Flavonoides:

8 >1000
9 >1000
10 864
poy 664
12 840

*Bioensayo de la toxicidad para Artemia salina.
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En este proceso de separacidn, que se realizé median-
te una cromatografia en columna a nivel preparative, cada
fraccidn obtenida se sometid a una evaluacidn mediante el
bioensayo ya mencionado. De tal suerte, que esta metodo-
logia condujo a la separacién de una sola fraccidn activa
(III), la cual correspondid a la elucidén con n-hexano-
AcOEt (8:2). La Figura 5.1 presenta el fraccionamiento
biodirigido del extracto acetdnico de H, albida. Las frac-
ciones activas se enmarcan con una linea gruesa.

La cromatografia de la fraccidn activa III (LC50
165 ppm} permité obtener dos subfracciones, La porcidén ac-
tiva correspondié a los eluatos de mayor polaridad y fue
denominada III-B. La recromatografia preparativa de esta
subfraccidn proporciond una sustancia amarilla cristalina
como el tnico constituyente mayoritario (HA~III-Bl). Este
compuesto se identificd mediante la comparacidn en CCF con
una muestra auténtica de la nevadensina A (ll). Debido a
que la actividad observada para este compuesto (LC50 664 ppm)
no correspondié con el efecto larvicida mostrado por las
fracciones III y III-B se procedid a evaluar la toxicidad
de las aguas madres de cristalizacidn. Los resultados re-
lacionados con el monitoreo de la actividad bioldgica duran-
te el proceso de purificacién de esta fraccidn activa se

incluyen en el Cuadro 5.2.
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FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR CC

N

HEX-AcOET
gy 224 v
8:2 l 3
| At
FRACCION 1 FRACCION 11 FRACCION 1!
INACTIVA INACTIVA RECROMATOGRAF 1A CC
LCsy 1000 PP LCgy 1000 Pem HEX-AcOET
LC5q 165 pem
8;2 6:3
1 1
SUBFRACCION 111-A SUBFRACCION 111-B
INACTIVA RECROMATOGRAFIA CC
LCgy 1000 pe CLOROFORMO-ACETONA
LCsp 135 pem
[ !
100:0 9,1
HA-111-B1 HA-111-B2
LCsq 664 peu
HA-111-B2
LCsy 860 eph
HA-111-83
Llgp 36.1 peu

Fig. 5.1 Fraccionamiento Biodirigido del

extracto orgénico de Hyptis albida.
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Cuadro 5.2. Monitoreo de la actividad bioldgica durante

el fraccionamiento de los eluatos activos.

Muestra evaluada AS LC50 {ppm)
Fraccidn activa III 165
Subfraccidn III-A 990
Subfraccidn 1II-B 135
HA-III-Al (12) 840
HA-III-Bl (1l) . 664
Aguas Madres (HA-III-Bl) ‘ 135

.La evaluacidn bioldgica efectuada a la subfraccidén
III-B y a sus aguas madres confirmdé la presencia de dos
constituyentes minoritarios adicionales, los cuales se de-
tectaron mediante CCF. Para la purificacidén de estos meta-
bolitos se procedid a la recromatografia de las aguas ma-
dres (HA-III-B1) y los resultados del monitoreo de la acti-
vidad bioldgica durante este proceso cromatogrdfice de pu-

rificacién se resume en ¢l Cuvadro 5.3.



Cuadro 5.3. Monitoreo de la actividad bioldgica durante el

proceso de separacién de las aguas madres

HA-III-Bl.

Fracciones Clave Rendimiento AS ICg, gﬁzsgzsto
Aguas Madres HA~III-Bl 460 mg* 135 ppm

1-20 HA-III-B2 15.6 mg 860 ppm 10
21-43 HA-III-Bl 28.8 mg 664 ppm 11
44-52 - 13.4 mg 98.5 ppm

53-68 - 10.8 mg 54.2 ppm

65-80 HA-III-B3 145.4 mg 36.1 ppm

81-94 - 21.0 mg 246 ppm 13
95-109 - 12.6 mg 1000 ppm

*Peso inicial de la fraccidn.

Tres fueron los constituyentes purificados de las frac-
ciones de menor polaridad. Se aislaron la nevadensina A
(HA-III-B,1 11) y la ermanina (HA~III-B2), la toxicidad
observada para estos constituyentes no correspondié con la
determinada para la fraccidn original, en tanto que la frac-
cidn de mayor polaridad fue la responsable de la actividad
larvicida (LC50 36.1 ppm). De estos eluatos bioactivos,
por cristalizacidn, se obtuvo un sdlido de color amarillo

(HA-III-B3) cuyo rendimiento fue de 145.4 mg.
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Cuadro 4.5 Constantes espectroscSpicas de la S-hidroxi-

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

- p.£. = 146-147°C

- ov 2299 an ( log ¢ ) ( espectro 1 ): 268 (4.467), 345.( .39},

KBr
méx.

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

- IR v { em™) ( espectro 2 ): 3018, 2890, 1§30, 1605, 1595,1500,

- mav'n ( 80 MHz, CDCL, ) ( espectro 3 ): 3.75 { 3H, s, -OMe };

3.80 { 3H, s, -OMe }; 6.25 ( 14, s, H-6 }; 6.35 { 1H, s, H-8 );
6.90, 7.98 ¢ Py 44, J= 9 Hz, H-3'-5', H-2'-6' ).

- EM 70 eV m/e ( % abundancia rel. ) : 328 ( 100 ), 327 { 82.3 ),
313 (8 J, 310 ( L1.5), 309 ( 16 ), 299 ( 12 ), 297 ( 11 ), 285
( 38.5 ), 167 (5.3, 166 ( 2 ), 150 { 10 ), 135 { 14,5).
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Cuadro 4.6 Constantes espectroscépicas de la S-hidroxi-

4',7-dimetoxiflavona { HA-II-B }.

OCHy

- p.f. = 172-173°C

- v Ale nn ( log ) ( espectro 4 ): 268 (3.78 ), 328 ( 3.62),
KBr -1
- 1R VBT (en™) ( espectro 5 ): 3400-3000, 2980, 1650, 1600,

1500, 1430, 1375, 1260, 1005, 820.

- amv'H ( 80 MHz, CDCl,-DMSO-dg): 3.90 ( 6H, s, -OMe ); 6.30 ( 1H,
s, H-6 ) 6.50 { 1H, s, H-8 ); 6:58 { 1H, sy H-3 }; 7.00, 7.85
( AyBys 4H, Jd= 9 Hz, H-3'-5', H~2'-6' ).(espectro 6 }

- EM 70 eV m/e { % abundancia rel. ): 298 {( 100 ), 297 { 16.9 ),
269 ( 24.), 255 (14 ), 167 (2 ), 166 (9 ), 138 ( 14 ), 137
(4, 135 (17.5),132 (13 ), 117 {( 8 ), 95 (12 ), B89 { 8 )
69 (7).



Cuadro 4.7 Constantes espectroscbpicas de la S5-hidroxi-

4',6,7,8- tetrametoxiflavona ( HA-III-Al ).

OCH3

- p.f. = 180-18i°C

MeoH
méx.

328 ( 4.47 ).

- uv 2

CHCl
méx.

1574, 1509, 1369, 1288, 1225, 1180, 1109, 1069, 1026, B826.

1

- IRv 3( em ") ( espectro 8 ): 3018, 3008, 2938, 1652, 1603,

- RMNlH ( B0 MHz, CDcl3 } (espectro 9 ): 3.90 ( 3H, s, -OMe };

3.99 ( 34, s, -OMe ), 4.13 { 3H, s, -OMe ); 6.60 ( lH, s, H=3 ):

7.08, 7.90 ( AZB 4H, J= 9 Hz, H-3'=-3', H-2'-6" ).

27

- EM 70 eV m/e ( % abundancia rel. })s: 358 ( 67 ), 343 { 100 ),

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

( 2.,8), 69 (10.2 ).

nm (log ¢ ) ( espectro 7 ): .208 { 4.49 }, 295 ( 4.44 ),
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Cuadro 4.8 Constantes espectroscépicas de la 5,7-dihidroxi-

4',6,8,-trimetoxiflavona { HA-T1I-BL }.

OCHy

- b.f. = 195-196°C

2wy ale an ( log €] ( espectro 10 ); 282 ( ¢.30), 330 ( 4.23 ).
- IR vggili( em™l) ( espectro 11 ) : 3495, 3084, 2842, 1656, 1586,

1510, 1461, 1384, 1300, 1262, 1179, 1112, 1030, 83&.

- RMNH (80 Mz, CPCL, ) (espectro 12 ): 3.88 ( M, s, -OMe ):
3.98 ( 34, s, -OMe ); 4.02 { 34, s, -OMe }: 6.5 { lH, s, H=3 }:

6.95, 7.83 { A,B,, 4H, J= 8 Hz , H-3'-5', H-2'~5').

- EM 70 eV m/e ( ¥ abundancia rel. ): 244 ( 82.3 )}, 329 ( 100 },
326 ( 5), 325 ( 4.3 ), 314 (5 ), 313 (2, 381 ( 15.6 ), 286
{83, 284 ( 3.5 ), 197 (15}, 186 {8 ), 183 ( 3.5 ), 172 ( 5},
169 { 21.5 ), 150 ( 8 ), 135 ( 8.3 ), 132 ( 8.5}, 131 (8,

69 ( 12.4 }.
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Cuadro 4.9 Constantes espectroscédpicas de la 5,7-dihidroxi-

3,4'~dimetoxiflavona { HA-III-B2 }.

- p.f. = 232-234°C

MeOH

- u Apsx, T { log € ) (espectro 13 ): 267 ( 4.93 ), 348 ( 3.52 ).

KBr
méx.

1500, 1365, 1260, 1210, 1175, 1160, 1020, 825, B0O.

- IRV

- RWV'H ¢ 80 Miz, DMSO-dg) (espectro 15 ) : 3 .75 ( 3,

3.80 ( 3H, s, ~OMe ); 6.20 ( 1H, s, H-6 ); 6.40 ( 1H,

7.05, 7.95 (AZEZ, 4H, J= 9 Hz, H-3'-5', H-2'-6' ).

- EM 70 eV m/e { % abundancia rel. ) : 314 { 100 ), 313
300 (4 ), 299 (8 ), 297 (6 ), 296 ( 12 )}, 295 { 13
284 (7 ), 283 (12 ), 281 (8 ), 271 (44 .4 ), 228 {
(5, 153 (4.6 ), 152 (3 ), 143 (8 ), 135 ( 10 ),

(cm-l) {espectro 14 ): 3100, 2920, 1655, 1610, 1585,

5, -OMe };

s, H-8 );

( 85.9 ),
), 285 (14,
9 ), 20

69 { 14 ).



5.2 Caracterizacidn del Flavonoide Activo (HA-III-B3}.

El compuesto responsable de la actividad larvicida
se aisld como un sdlido cristalino con un punto de fusidn
de 177°C y su férmula molecular calculada mediante espec-
trometria de masas correspondid a C16H1405' Las absorcio-
nes en el ultravioleta ()p4x 288) y en el infrarrojo (v piy
1640) corroboraron la naturaleza del nicleo estructural de
flavanona para este producto natural (43).

Este compuesto (13) genera un [M]t de m/e 286, de
acuerdo con un nlicleo de flavanona con dos grupos hidro-
xilo y un sustituyente metoxilo. Esta postulacidn se ve-
rificd al comparar sus espectros de masas, RMNlH y UV con
los descritos para la naringenina (4',5,7-trihidrcxiflava-
nona) indicando el mismo patrén de sustitucidn (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 [A1}Y y 153 [A}+H]* observado para la naringenina, Sin
embargo, la diferencia en 14 unidades de masa para el ién
[B3]f (m/e 134) comprobdé la presencia del grupo metile adi-
cional en el anillo B. El fragmento [B4l* constituye el
idn diagndstico mds importante para la identificacidn de.
nicleo estructural de flavanona {46) y el mecanismo pro-
puesto para su derivacidén involucra la migracidn de uno

de los hidrdgenos de la posicidén C-3 y C-2 gue sucede en
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el ién molecular con la.concomitante ruptura tipo bencilica.
La abundancia relativa de este idn (73.1%) se encuentra aso-
ciada a la estabilizacidn obtenida mediante la generacidn
del idn oxonio, preoducto de la resonancia a través de la
participacién del sustituyente metoxilo en C-4 (Fig, 5.21).

El espectro de RHNlH comprobdé claramente 1a sustitucidn
4',5,7 para el nicleo de flavanona (Fig. 5.3). Los valores
para los desplazamientos quimicos de las seflales observadas
se resumen a continuacidn:

1. Los ndicleos H-6 y H-8 aparecen como dos seflales con
desplazamientos quimicos casi idénticos formando un sistema
AB con una constante de acoplamiento meta (J=1.95Hz) centra-
das en § 5.89 y 5,87,

2, Las sefiales para el anillo B en forma de un siste-~
ma AjBy aparecen centrados en § 6.26 v 7.42, con un valor
de J=8.78 Hz, correspondientes a los protones en las posi-
ciones C-3'-5' y C-2'-6"', respectivamente.

3, El protén del grupo hidroxilo en C-5 se encuentra
fuertemente desprotegido { ¢ 12.01) confirmado el estableci-
miento de¢ un puente de hidrdgeno con el grupo ceto de la
posicidén C-4,

4, El hidrdégeno en C-2 aparece como un doblete de do-
bletes originade por el acoplamiento con los dos nilicleos
vecinales en C-3, Los valores de las constantes de aco-
plamiento correspondieron a una interaccidn trans de
12.16 Hz y una cis de 3.40 Hz. Por lo tanto, estas interac-

ciones espin-espin entre los nicleos de hidrdgeno en C-2 y

41
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Fig. 5.3 Espectroc de RMN'H ( COS¥-2D ) de la isosakuranetina (13).



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

5. Cada uno de los protones en C~3 aparece comoc un
doblete de dobletes debido a las interacciones de tipo ge-
minal (J=17.50 Hz} y vecinal con H-2, EIl espectro de corre-
lacién bidimensional homonuclear (COSY-2D) verificd estas
asignaciones (Fig. 5.3).

Ha

~—J+ 17.5

—t | ]« 12,16

|| et ] 03 4

) I

T T T T ABMNED B S S S R SR AR |

5.5 5.0 3.0

Fig. 5.4 sistema ABX para las interacciones espin-espin

entre los protones de los ndcleos C-2 y C-3.
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La propiedad levorrotatoria [a]D = =27.7° (0.0% EtOH)
determinada para esta flavona confirmé la configuracidn ab-
soluta C~2(S), caracteristica para todas las flavonas de
origen natural (47}). Por lo tanto, la estructura del con-
puesto 13 se establecid como la (-)-5,7-dihidroxi-4'-metoxi-
flavanona, conocida cominmente como la isosakuranetina (d48).
Las principales caracteristicas fisicas y espectroscdpicas
de este producto natural bioactivo se incluyen en el cuadro

sindéptico 5.4

OCH3

OH 0
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Cuadre 5.4 Constantes f{sicas y espectroscépicas de la

5,7-dihidroxi~4'~-metoxiflavanona { HA-III-Bl ).

nolo

OH ©

OCH3

- p.f.=.176-178°C

la}2%= ~27.70

< uv 2 BE%™ nn (log & )(espactro 16): 288 ( 4.22 ), 325 ( 4.81 ).
KBr -1
- IRy 5°F (on™h) (espectro 17): 3150, 2920, 1640,1520,1460,1300,

1245, 1160, 825.

- R&‘Nlﬂ ( 300 MHz, DMSO—ds) {espectro 18 ): 2.75 ( 1lH, dd, J= 17.5,
3.4 Hz); 3.18 ( 1H, 4d., J= 17.5,12.1 Hz); 5.48 ( 1H., 4&d, J= 12.1,
3.4 Hz); 5.8 ( 1H, &, J=1.95 Hz ); 5.89 ( 1H, d, J= 1.95 Hz);6.95
(2H, d, J= 8.98 Hz }; 7.42 { 24, &, J= 8.75 Hz ); 12.1 ( OH ).

- EM 70 eV m/e (% abundancia rel.) (espectroc 19) : 286 ( 59.5 ),
285 (33 ), 269 (6 ), 268 (4 ), 179 (9 ), 178 (5 ), 153 ( 88,
152 (7 ), 134 ( 100 ), 133 {5 ), 124 (18 ), 123 ( 6 )}, 121 { 73 ),
119 (18 ), 108 ( 10 ), 96 (L1 ), 91 (34 ), 63 ( 28 ), 65 (17},
39 (18 ).



5.3 Caracterizacidn de los flavonoides inactivos.

El andlisis fitogquimico biodirigido de la H. albida
permitid el aislamiento y caracterizacidn de cince flave-
noides adicionales y que correspondieron a los identifica-
dos en la primera investigacidn quimica de esta especie (11);
la 5-hidroxi-3,4',7-trimetoxiflavona 3 (HA-II-A), la
5-hidrovi-7,4'-dimetoxiflavona § {(HA-1I-B}, la 5-hidroxi-
4',6,7,8-tetrametoxiflavona 12 (HA-III~Al), la 5,7-dihidroxi-
4',6,8-trimetoxiflavona 11 (HA-III-Bl) y la 5,7-dihidroxi-
3,4'-dimetoxiflavona 10 (HA-III-B2)

La estrategia utilizada para la caracterizacién de to-
dos.los constituyentes inactivos se basd en la comparacién
de su comportamiento cromatogridfico (Rf) y la determinacidn
del punto de fusidn mixto con muestras auténticas. Los
compuestos mayoritarios que precipitaron durante el proce-
so de purificacidn se sometieron al registro de sus constan-
tes espectroscépicas y, de esta manera, se logrd confirmar
su identidad de manera inequivoca. La comparacidn de los
espectros de RMNlH generados por los compuestos 8, 9 v 10
{Cuadro 5.5) permitd establecer el patrdn de sustitucidén
correspondiente a un nicleo de flavona sustituido en las
posiciones 4',5 y 7. Las caracteristicas principales aso-
ciadas con los desplazamientos quimicos y las multiplicida-
des observadas para cada una de las seflales se resumen a

continuacién.



Cuadro 5.5. Espectros de RMN

1

H de los Elavonoides 8-12 {CDCL,, 80 Mz, Ms)t.

. [
FLAVONOIDE H-3 K-6 H-B H-2' H-6' H-3'eH-5' ~0-Me S5-OR
5-0QH-4',7~0Me (§_)2 6.58s 6.3d 6,504 7.85d 7.004 3.90s 11.3(on
{2.5) {2.5) (9} (9)
5-0H-3,4~-,7-0Me (3} - €¢.254 6.35d 7.98d 6.90s 3,758 12.00(0H)
(2.5) (2,5) (9) (9) 3.80s
5,7-0H-3,4'-OMe (12)3 -~ 6.204 6.40d 7.954 7.05d 3,158 11.,50(0H)
{2.5) (2.5) (9) (9) 3.80s
5,7-0H-4',6,8-0Me (l1) 6.5 s - - 7.83d 6.93d 3.88s 12.5 (oil
(9) {9} 3.98s
4.02s
5-0H-4',6,7,8-0Me (12) 6.60s - - 7.904 7.08 3.90s 12.5 {OH)
() (9) 3.94s
3.99s
4.13s

JConstantes de acoplamiento (Hz} en paréntesis

20501 . s - .
CDLIJ. DMSO d6 (1:1}

3
DMSO-d6

Ly
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1. El sistema AB, con una constante de acoplamiento
meta (J=2.5 Hz),generado por los protones H-6 y H-8 confir-
mo la 5,7 disustitucidn del anillo A,

2. Los protones H-2' y H-3' (H-5' y H-6') formando
un sistema ApBy (F=9 Hz). Los ndcleos H-2' - H-8' {(H-5' y
H#-5') producen sefiales idénticas centradas aproximadamente
en 57.9 y 6.9.

3. El patrdn 5-0OH centrado en 3 11.5-12.0 desaparece
cuando se equilibré la solucién con D,0.

4. La Unica diferencia significativa observada entre
los espectros 8, 9 ¥ 10 fue la correspondiente a la resonan-
cia del nidclec H-3 de la flavona 8 centrada en & 6.58.

Esta dltima observacidn utilizando la RMHlﬂ permitid
ubicar a unc de los sustituyentes metoxilc en C-3 en los
compuestos 9 y 10. Las caracteristicas observadas en el
comportamiento de estos compuestos (8-10),bajo las condi-
ciones de impacto electrdnico (70 eV), permitieron confir-
mar las asignaciones estructurales realizadas {Cuadro 5.6).
El compuesto B mostrd un [M]T de m/e 298 (100%) congruente
con la estructura de 5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavona. <Cuyas
constantes fisicas fueron idénticas a las descritas en la
literatura (49).

El flavonoide 9 presentd un [M}T de m/e 328 (100%),
confirmando el nmicleo de flavonol 5-hidroxi-3,4',7-trime-

toxilado. El patrdén de fragmentacidn demostrd esta propo-~



Cuadro 5.6 Espectrometrfa de Masas de los flavonoides 8-12 ( 70ev }.

Flavonoide L T A PN R PN S L L T A T B MR G T TN LR Y |
Pt pmes)t pweat o pme2s)t pwenlt P eeaa)t

8, 5-0H-4*,7-0ke 298 297 283 . 269 - 255 167 e 33 135
{1002} (16.91) ( 2.01) (e2.01) {14.5%) ({2.01) (4.65)  (8.35) (14.5%)

9, 5-0H-3,4°,7-Oke 328 27 n3 ne 299 297 285 167 - - 135
(1003)  {82.37) (8.0%) {11.51) (12.0%) (11.03) (38.51) (5.51) {14.5%)

10, 5,7-0H-3,4'-ONe 34 mn 299 296 285 283 2 153 - - 135
(lo0x)  {85.9%) (10.013)  (14.55)  (15.08)  (12.0%)  (44.4%) (4.61) (17.48)

11, 5,7-01-4",6,8-08 M4 - 329 326 315 ns3 301 - 183 132 138
(82.315) (loo5)  (s.01) (4.33) (2.01) (15.61) (3.57)  (8.31)  (8.31)

12, 5-0H-4',6,7,8-0He 38 - u3 - 29 37 5 - - 132 135
(67.01) (100%) (5.0¢) {2.01) {8.6%) (2.83)  (4.7%)

(14
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sicidn estructural a través de la observacidn del fragmensc
correspcndiente a la pérdida de un radical hidrdgeno
(IM-1]*, 82.33). Este proceso se produce mediante el des-
plazamiento que ejerce el grupo carbonilc ionizado schre

uno de,los dtomos de hidrdgeno del grupo metoxilo en C-3 (507,
El catidn M-43 ([M—CHa—CO]+, m/e 285) distintivo para flavo-
noides se derivado de la pérdida de un radical metilo y una
molécula'de mondxido de carbono (Fig. 5.5). Por consiguien-
te, la estructura del compuesto 9 se establecid cecmo la 5-
hidroxi-3,4',7~trimetoxiflavona, cuyas constantes fisicas
fueron similares a las descritas en la literatura (51).

El compuesto 10 presentd en el espectro de masas un
{M]* de m/e 314 (100%), demostrando una aglicona con dos
grupos hidroxilo y dos sustituyentes metoxilo (Cuadro 5.6!.
La ubicacidn del grupo metoxilo en C-3 se detecté per los
fragmentos [M-1]% (m/e 313) y [M-43]* ([M-CHy-COl*, m/e 271);
en tanto que los iones [AlH{]+ (m/e 153) y [82] (m/e 135)
corroboraron la presencia de los sustituyentes 4' -OMe y
7-0H (Fig. 5.5). De esta manera, la estructura del compues-
to 10 se identificé como la 5,7-dihidroxi~3,4'-dimetoxifla-
vona, la ermanina (52},

Por otra parte, la comparacidn de las sefiales observa-
das en RMNlH {Cuadro 5.5) para los flavonoides il y 12 de-
mostré la presencia del patrdén de sustitucidén 4',5,6,7,8-OR
para el nicleo estructural. Los rasgos caracteristicos

de estos espectros se resumen de la siquiente manerai
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CM-18 3% R=H,329
OH © R=CHz, 343
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CM-432" R=H,30!
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Fig. 5.6 Patrén de fragmentacién propuesto para la nevadensina (11) y su

7-8ter metilico (12, la gardenira B, en la Espectrometria de Masas.
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1. Las sefales para el anillo B en forma de un siste-
ma ABp.

2. Un singulete centrado en ¢ 6,55 asignable al ni-
cleo H—J.

3. Un grupo hidroxilo en la posicién 5 fdcilmente re-
conocible por su caracteristico desplazamiento a campo bajo.

El compuesto 11 generd un {M]! de m/e 344 (82.3%). La
abundancia del ién de m/e 329 ({M-15)%*, 100%) asi como la
ausencia del ién [My )%, eliminaron la posibilidad de en~
contrar un grupe metoxilo en C-3, y confirmaron las susti-
tuciones C-6 y C-8-OMe (Fig. 5.6) (50). El fragmento [Bz]*
corrohord la presencia de un grupo metoxilo en C-4' y, por
lo tantc, los grupos hidroxile fueron ubicados en las posi-
ciones C-5 y €-7. Por dltimo, el compuesto 12 mostrd un
[#] de m/e 358 (67.7%) indicando una flavona con un sus-
tituyente hidroxilo y cuatro grupos metoxilos. El andlisis
de los espectros de RMNIH {Cuadro 5.5) y de masas (Cuadro 5.6},
permitieron localizar al grupo hidroxilo en C-5 y en los res-
tantes grupos carbonos sustituidos a los cuadro grupos meto-
xilo (Fig. 5.65. En consencuencia,la estructura del compues-
to 11 se caracterizd como la 5,7-dihidroxi-4',6,8-trimetoxi-
flavona (nevadensina A) (53} y la del compuesto 12 como la

§-hidroxi-4',6,7,8~tetrametoxiflavona (gardenina B) (54).



6. Conclusiones.

El estudio fitogquimico biodirigido de la salvia
blanca, Hyptils albida, propuesto como objetivo fundamen-
tal de la presente disertacidn permitié generar las si-
guientes conclusiones relacionadas con el metabolismo se

cundarle de esta planta medicinal:

1. Los constituyentes mayoritarios del extracto aceténice
no fueron los agentes responsables del efecto larvicida

observado mediante la determinacién de la toxicidad para
las larvas del crutficeo Artemia salina. Estos metabolitos
representaron triterpenos pentaciclicos (1-7) y flavonoi-

des (8-12).

2. El fraccicnamiento biodirigido del extracto total

condujo al aislamiento de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxifla-
vanona (13), la isosakuranetina, como el finico constitu-
yente activo y, por lo tanto, responsable de la activi-

dad larvicida.

3. El bioensayo utilizado constituy6 uria metodologfa de
£8cil implementacifn que permitiS obtener resultades en
un tiempo relativamente corto y demostr6 una alta sensi-

bilidad para el monitoreo del constituyente activo.
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