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Introduccion

INTRODUCCION

Dentro del marco de productos naturales, proliferan en nuestro pais un gran
numero de extractos de plantas que se comercializan como “Medicamentos Naturales™.
Las plantas superiores han constituido una fuente asequible de productos naturales
bioactivos de utilidad en la medicina y la agricultura. El descubrimiento de compuestos
biodinamicos y novedosos ha permitido la caracterizacion quimica y bioldgica de
especies susceptibles de comercializacion y adicionalmente, provee de estructuras que
sirven de modelo para el desarrollo de derivados sintéticos con una actividad biologica
selectiva y una reducida toxicidad (Heinrich 2003; Crag, 1994).

En especial, la evaluacion de los extractos provenientes de plantas superiores
continda representando una alternativa para el descubrimiento de nuevos agentes
terapéuticos de interés clinico en el tratamiento de enfermedades neoplasicas (Donaldson
y Cates, 2004). Los agentes quimioterapéuticos de mayor uso comprenden un grupo
numeroso de compuestos de origen natural y semisintético de gran diversidad.

El género Hyptis, un miembro de la familia de las labiadas (Lamiaceae), se
encuentra conformado por un gran nimero de especies de gran importancia econémica y
medicinal en la vida diaria de nuestro pais. Un programa destinado a establecer el
potencial citotoxico de algunas de estas especies Utiles en la medicina tradicional
mexicana, demostré la presencia de compuestos antineoplésicos potentes (CEsp < 1
ug/mL) caracterizados como 6-poliaciloxialquenil-5,6-dihidro-a.-pironas  (Pereda-
Miranda, 1995). Estas investigaciones demostraron un efecto citotoxico especifico de
estos principios para los carcinomas de colon y ovario, e.g. las pectindlidas (CEsp < 0.01
ug/mL) de Hyptis pectinata (Pereda-Miranda, 1993).

El presente trabajo surgio como parte de un programa de investigacion titulado
“Evaluacion del potencial citotoxico de especies selectas del género Hyptis (Lamiaceae)
como una fuente potencial de agentes terapéuticos”. La seleccion de cada una de las
especies que han sido sometidas a investigacion fitoquimica se realiz6 a través de una
propuesta fundamentada en criterios quimiotaxonémicos en conjunto con los resultados
de las evaluaciones preliminares de su potencial citotoxico (Hernandez de Jesus, 1991;
Villavicencio Gonzélez, 1993; Novelo Torres, 1994).
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ANTECEDENTES

1. Generalidades de la familia.

La familia Labiatae se compone de aproximadamente 250 géneros y 6970 especies,
distribuidas desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina (Falcao y Menezes, 2003). Una
de las caracteristicas anatomicas de la familia es la presencia de glandulas secretoras de
aceites esenciales en los tejidos epidérmicos foliares. Los aceites de estas glandulas
proporcionan a estas especies su aroma.

En México, la familia esta representada abundantemente por mas de 512 especies y
27 géneros que pertenecen a seis tribus. La tribu mas diversa es Mentheae con 11 géneros;
sin embargo la tribu Salvieae, representada por dos géneros (Monarda y Salvia), es la que
presenta una mayor riqueza en nimero de especies, contribuyendo con el 64% del total de
las labiadas de México. Se les encuentra predominante en las montafias, aunque son muy
numerosas en casi todos los tipos de vegetacion en condiciones tan variables como las
tierras bajas tropicales, los desiertos y las areas alpinas (Ramamoorthy et al., 1998).

Las labiadas son de gran importancia econémica debido a su utilidad en la
gastronomia (Origanum), en la medicina tradicional (Salvia, Thymus), en las industrias
farmacéutica (Mentha, Melissa), de la cosmética (Ocimum) y de la perfumeria (Lavandula),
ademas de que se cultivan en jardines como plantas ornamentales (Perva, et al., 2001;
Pereda-Miranda, 1995).

En la medicina tradicional se emplean los extractos y los aceites esenciales de las
labiadas por sus actividades antibacterianas, antivirales, antifingicas, nematicidas,
carminativas y espasmoliticas (Facey et al., 2005; Oliva et al., 2007). Tal vez, las materias
primas de mayor importancia econémica obtenidas a partir de las labiadas son la
hierbabuena (Mentha spicata L) y la menta (Mentha piperita L), ampliamente utilizadas
como saborizantes, especialmente en goma de mascar y para la higiene dental.

En particular el género Hyptis comprende varias especies de gran importancia en la
medicina tradicional mexicana (e.g. Hyptis suaveolens, la chia; Hyptis albida, la salvia
blanca) (Pereda-Miranda, 1988). Este género, con mas de 250 especies tiene su centro de
origen y diversificacion en las tierras altas brasilefias siendo el limite en su distribucién
boreal el sur de los Estados Unidos. El género se encuentra dividido en 27 secciones y, en
México, se localizan 8 secciones (cuadro 1) que agrupan a 33 especies, siendo endémicas
del pais sélo 22 especies (Epling, 1949). Estas especies se distribuyen principalmente en las
partes tropicales del sur y a lo largo de ambas costas del territorio nacional. Las secciones
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Rhytidea, Umbellatae y Laniflorae son las méas notables en México y se localizan en el
oeste, el occidente y el centro del pais. Las secciones Minthidium, Mesosphaeria (subsecc.
Pectinaria), Polydesmia (subsecc. Vulgaris), Cephalohytis (subsecciones Marrubiastrae y
Genui) y Pusillae tienen una distribucion tropical en el sur de la Republica Mexicana
(Ramamoorthy et al., 1998).

Cuadro 1. Secciones del género Hyptis localizadas en México

Seccion Numero total de | NUmero de especies | NUmero de especies
especies de la | de México endémicas de
seccion México

Rhytidea 2 2 2

Umbellatae 3 2 2

Laniflorae 6 6 5

Minthidium 11 3 2

Mesosphaeria

Subsecc. Pectinaria | 14 6 5

Subsecc. Spicaria | 1 1

Polydesmia

Subsecc. Vulgaris | 11 2 1

Cephalohyptis

Subsecc.

Marrubiastrae 25 4 1

Subsecc. Genui 20 6 4

Pusillae 4 1

Total 97 33 22

2. Etnobotéanica del género Hyptis.

El género Hyptis cuenta con un gran numero de especies utilizadas en la medicina

tradicional

mexicana como

remedios caseros para el

tratamiento de malestares

gastrointestinales e infecciones de la piel, asi como para tratar dolores reumaticos,
musculares y calambres. Sin embargo, todas las especies medicinales comparten su uso
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como agentes carminativos y antisépticos (Pereda-Miranda, 1995). En México, las hojas de
H. albida se utiliza para tratar infecciones del oido y para dolores reumaticos (Martinez,
1993). H. pectinata se utiliza ampliamente en América Central para el tratamiento del
reumatismo y para el tratamiento de problemas estomacales. En México, se utilizan las
hojas frescas en inhalaciones en caso de congestién pulmonar y rinofaringitis, usos que
ponen en evidencia las propiedades antibacterianas y antimicéticas de los componentes
bioactivos de la planta (Villavicencio-Gonzalez, 1993; Fragoso-Serrano, et al., 2005). H.
suaveolens se utiliza en México, para curar algunas afecciones intestinales, contra el
estrefiimiento y contra la bilis (Martinez, 1993), ademas de tener actividad antiinflamatoria
(Grassi et al., 2006). H. verticillata se usa para tratar desérdenes gastrointestinales, tales
como dolor de estobmago, la indigestion, los coélicos y los parasitos gastrointestinales,
también se utiliza contra infecciones de la piel y para eliminar verrugas (Heinrich, 2003;
Facey et al., 2005).

Otro uso tradicional de estas especies consiste en mezclar las plantas con los
alimentos que almacenan los granjeros de diversas regiones del tropico de América y de
Africa, para controlar la infestacion por insectos de sus cosechas almacenadas. Se han
realizado varias investigaciones enfocadas a la evaluacién de extractos organicos y de
compuestos puros de algunas de estas especies las cuales demostraron sus propiedades
repelentes y antidegustativas (Araujo et al., 2003; Krishnamurthy y Shashikala, 2006;
Jaenson et al., 2006). En México, las especies del género Hyptis utilizadas por sus
propiedades insecticidas son: H. capitata, H. emory, H. verticillata e H. albida. (Altschul,
1973).

3. Descripcion de Hyptis brevipes.

3.1. Caracteristicas botanicas

Hyptis brevipes, se conoce popularmente como hierba del burro, es una hierba
erecta de 0.5-1.5 m de alto. Tallo hueco, cuadrangular, ramificado, con pelos antrorsos;
hojas estrechas ovadolanceoladas de 15-80 x 5-22 mm, pice agudo o acuminado, con pelos
en ambos lados, peciolos de 3-12 mm de largo, con pelos rigidos y largos. Las flores en
forma de cabezas globosas verdes palidas de 6-8 mm, con tallos axilares de 5-12 mm; El
caliz es una glandula en forma de punta, tubular, de 3-5 mm de largo. Da un fruto en forma
de nuez pequefia arrugada de color café oscuro o negro pardusco, con 0.5-0.8 mm de largo
(Figura 1)( Suddee, 2001; Waterhouse y Mitchell, 1998).
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Figura 1. Hyptis brevipes (Tenorio, 2006)

3.2. Clasificacion taxonémica

Reino
Subreino
Superdivision
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Subfamilia
Género
Seccion
Subseccion
Especie
(Vibrans, 2007)

Plantae
Traqueobionta
Spermatophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Labiales (Lamiales)
Lamiaceae
Androceo
Hyptis
Cephalohyptis
Marrubiastrae

brevipes



Antecedentes

3.3.Distribucion.

Hyptis brevipes es nativa de América tropical, se le ha localizado en Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama, Cuba, Venezuela, Brasil, Bolivia,
Colombia, Ecuador, Peru, Argentina, Paraguay y Uruguay (Figura 2) (USDA 2007), tiene
una distribucion secundaria en Burma, Tailandia, Vietnam y Oceania (Suddee, 2001,
Vibrans, 2007). En Meéxico, solo se ha registrado en Chiapas, Tabasco y Veracruz
(Villasefior y Espinosa, 1998).

3.4.Etnobotanica

Hyptis brevipes Lam., al igual que otras especies de este género, se emplea en la
medicina tradicional como un remedio para multiples propositos, para el dolor de cabeza,
mordeduras, diarrea, gusanos y lombrices, durante y después del parto, principalmente por
sus propiedades antisépticas y carminativas (Duke, 2007). En Indonesia se utiliza para el
tratamiento de diferentes tipos de cancer (Goun et al., 2003). En Panama se emplea como
proteccion después del parto (Gupta, 1996).

Figura 2. Distribucion de Hyptis brevipes en América (Missouri Botanical Garden, 2007)
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4. Fitoquimica del género Hyptis.

Los constituyentes quimicos aislados incluyen monoterpenos, diterpenos, triterpenos,
sesquiterpenos, flavonoides, lactonas, lignanos y &cidos grasos (Falcao y Menezes,
2003)

4.1 Terpenoides.

Estas especies se caracterizan por ser ricas en aceites esenciales, cuyos
constituyentes de naturaleza terpenoide varian ampliamente no so6lo entre las diferentes
especies, también se observa una gran variabilidad intraespecifica, es decir, entre las
mismas especies colectadas en zonas geogréaficas diferentes (Aguiar et al., 2003, Eshilokun,
2005; Oliveira et al., 2005).

Se han aislado monoterpenos (H. lanceolata Poit.,, H. pectinata (L.) Poit., H.
spicigera Lam. e H. suaveolens Poit.; Tchoumbougnang et al., 2005; Rana et al., 2004),
sesquiterpenos (H. floribunda, Micheli et al., 2002), diterpenos triciclicos con ndcleos
abietano (H. martiusii, Araujo et al., 2004 y 2006; H. suaveolens, Chukwujekwu, 2005)
pimarano (H. dilatata, Urones et al., 1998) y, labdano (H. spicigera, Fragoso-Serrano,
2000).

Los triterpenos constituyen los productos del metabolismo secundario mas
abundantes y ampliamente distribuidos entre las especies del género Hyptis (Cuadro 2) y
representan derivados pentaciclicos con diferentes grados de oxidacion de los esqueletos
béasicos de lupano, oleanano y ursano (Pereda-Miranda, 1988).

Se ha sugerido que la actividad citotoxica detectada durante el fraccionamiento
biodirigido de los extractos organicos derivados de remedios tradicionales pertenecientes a
la familia de las labiadas se asocia con la presencia de grandes cantidades de triterpenos
moderadamente citotoxicos, entre los que se encuentran los acidos oleanolico (1), ursélico
(2), betulinico (3), 2a-hidroxiursolico (4), pomolico (5) y el lupeol (6) (Pereda-Miranda,
1995).

Los compuestos 1 y 5 presentan actividad anti-HIV; CEsp= 1.7 ug/mL y 1.4pg/mL
respectivamente (Kashiwada et al., 1998; Palsson y Jaenson, 1999). Los compuestos 1, 2 y
3 inhiben totalmente la movilidad de epimastigotes cultivados del Tripanosoma cruzi en
concentraciones de 2 mg/mL después de 2 h de incubacion (Fumiko-Abe, 2002).
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Cuadro 2. Principales triterpenos citotoxicos aislados en el género Hyptis.

Compuesto Fuente* Referencia

1 HA, HE, HS, HT Pereda-Miranda y Delgado, 1990; Shet et
al., 1972; Misra et al., 1981; Kingston et al.,
1979.

2 HA, HC, HV Pereda-Miranda y Delgado,1990; Almtorp
etal., 1991; Novelo et al., 1993.

4 HA, HC, HM, HV  Pereda-Miranda y Delgado,1990; Almtorp
et al., 1991; Pereda-Miranda, 1988; Novelo
etal., 1993.

5 HM Pereda-Miranda y Gascon-Figueroa, 1988.

6 HM Pereda-Miranda y Gascon-Figueroa,1988.

*HA= Hyptis albida, HC= Hyptis capitata, HE= Hyptis emotyi, HM= Hyptis mutabilis,
HS= Hyptis suaveolens, HT= Hyptis tomentosa, HV= Hyptis verticillata.

4.2. Flavonoides.

Varias flavonas se han aislado de especies del género Hyptis. De H. verticillata se
aislo la sideritoflavona con una CEsp de 1.6 pg/mL contra el carcinoma epidermoide oral
humano (KB) (Novelo et al., 1993). Esta flavona inhibe la actividad de la prostaglandina
sintetasa y presenta un efecto antiserotoninérgico (Kuhnt et al., 1995). De H. fasciculata se
aislaron dos flavonas, cirsilineol y cirsimaritina con ligera actividad sobre Helicobacter
pylori (Isobe et al., 2006)

4.3. Lignanos.

Se han aislado lignanos de algunas especies medicinales de Hyptis y posiblemente,
este grupo de compuestos contribuye en gran medida al uso en la medicina tradicional de
éstas, debido al gran espectro de actividades bioldgicas que poseen; entre las que destacan
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las propiedades antimitoticas, antivirales, moduladores de diversas actividades enzimaticas
y su toxicidad sobre hongos, insectos y vertebrados, entre otras (Charlton, 1998; MacRae y
Towers, 1984).

A través del fraccionamiento biodirigido de los extractos citotoxicos de H.
verticillata, se aislaron siete lignanos con esqueleto de ariltetralina, como la podofilotoxina
(7) (Heinrich et al., 1994); cuatro lignanos con ndcleo arilnaftaleno, como el éter metilico
de la deshidro-g-peltatina (8) (Novelo et al., 1993) vy, tres lignanos con esqueleto de
dibencilbutirolactona, p. ejemplo el podorrizol (9) (Kuhnt et al., 1994). Esta especie, se
conoce en la medicina tradicional oaxaquefia como la hierba San Martin, y representa una
fuente alternativa a las especies de Podophyllum (Berberidaceae) como materia prima para
la obtencién de lignanos analogos de la podofilotoxina, compuesto que se emplea como un
precursor para la semisintesis del etopdsido y tenipdsido, agentes quimioterapéuticos de
utilidad en el tratamiento de la leucemia y el cancer testicular (Ruiz-Acevedo, 1996).

De las partes aéreas de Hyptis tomentosa se aislé la desoxipodofilotoxina (10)
(Kingston et al., 1979).
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4.4. 5,6-dihidro-a-pironas.

Las 5,6-dihidro-a-pironas se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas y
en los hongos. En las plantas, estos compuestos se asocian particularmente con las familias
Lamiaceae, Piperaceae, Lauraceae y Annonaceae. Se han aislado a partir de todas las partes

de la planta (Davies-Coleman y Rivet, 1989).
La primera Cg-alquenil-5,6-dihidro-a-pirona aislada en la familia de las labiadas fue

10
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la hiptdlida (11) de H. pectinata (Achmad et al., 1987).

O

Del extracto acetonico de las partes aéreas de la especie mexicana H. oblongifolia,
se aislaron cuatro 5,6-dihidro-a-pironas (Delgado et al., 1985, Pereda-Miranda et al.,
1990a), entre las cuales, la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina (12) demostr6 una actividad
citotoxica significativa (CEsp < 4 pg/mL) contra las lineas celulares de cancer de pulmon,
colon, carcinoma nasofaringeo normal y resistente a la vinblastina, el carcinoma

epidermoide de humanos y la leucemia linfocitica de mdridos (Pereda-Miranda, 1995).

i
> 7
M/L\/
OAc O

12

A partir de las partes aéreas de H. spicigera se logré el aislamiento de la
espicigerdlida (13) cuya estereoquimica se establecié a través de la aplicacién de la
mecénica molecular para el calculo de las constantes de acoplamiento vecinales *H-'H y se
valido a traves de la preparacion del residuo aciclico a partir de L-ramnosa (Fragoso-
Serrano, 2000; Pereda-Miranda et al., 2001).

El fraccionamiento biodirigido del extracto cloroformico de las partes aéreas de H.
pectinata permitio el aislamiento de las pectinolidas A-C (14-16), compuestos con
actividad citotdxica y antimicrobiana. La esteroquimica absoluta se establecio con base en
evidencias espectroscopicas, quiropticas y quimicas (Pereda-Miranda et al., 1993). En otros

estudios realizados con la misma especie, se aislaron tres 5,6-dihidro-a-pironas y una

11
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2(5H)-furanona (pectindlidas D-G) (Boalino et al., 2003). La pectindlida H (17)

corresponde al segundo compuesto de tipo 2(5H)-furanona aislado en el género Hyptis
(Fragoso-Serrano et al., 2005)

O
OAc OH
Rz o = = d
= = H NN = —0
H I31 —

14 R;=Ry;=0Ac
15 R;=0Ac; R, =0H
16 R;=0H; R,=0Ac

17
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Hipotesis

HIPOTESIS.

Al considerar los criterios de tipo quimiotaxonémico y etnobotanico del género
Hyptis existe la suposicion de que estas especies poseen una gran variedad de
constituyentes quimicos con diversas propiedades bioldgicas. En el caso de Hyptis
brevipes, una especie mexicana empleada para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales e infecciones de la piel, se espera encontrar la presencia de principios
activos en el extracto orgdnico que podran monitorearse mediante el ensayo de

citotoxicidad.

13
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente proyecto de investigacion consistié en el aislamiento, la
purificacion y caracterizacion de los constituyentes mayoritarios del extracto
diclorometano-metanolico obtenido de las partes aéreas de Hyptis brevipes (Lamiaceae).
De forma alterna obtener derivados semisinteticos de la L-ramnosa protegida en el
carbono anomérico y por acetilacion selectiva de los hidroxilos presentes en la molécula
para generar un sinton quiral de utilidad en la preparacion de las 5,6-dihidro-a-pironas

citotoxicas caracteristicas del genero Hyptis.

Objetivos especificos.

Para el cumplimiento del objetivo general se propusieron los siguientes objetivos

especificos:

1) Establecer el potencial citotoxico del extracto organico total de Hyptis brevipes.

2) Realizar el fraccionamiento primario del extracto organico total de las partes
aéreas de Hyptis brevipes y monitorear las actividades citotdxicas de las
fracciones colectadas.

3) Purificar los constituyentes mayoritarios mediante métodos cromatograficos
convencionales y la cromatografia de liquidos de alta resolucion.

4) Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios bioactivos,
mediante la aplicacion de técnicas espectroscopicas Yy espectrométricas
contemporaneas.

5) Sintetizar la ditiofenil-L-ramnosa y buscar las condiciones de acetilacion selectiva

empleando anhidrido acético-piridina.

14



Parte experimental

PARTE EXPERIMENTAL.

1. Procedimientos generales.

1.1. Instrumental analitico.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no se encuentran
corregidos. Los espectros de IR se obtuvieron en un espectrometro FTIR de rejilla marca
Perkin-Elmer, modelo 1605, a un rango de 4000-400 cm™ sobre una ventana de bromuro de
potasio usando la técnica de pelicula y pastilla. Los espectros de resonancia magnética
nuclear proténica (RMN-'H) y de carbono 13 (RMN-3C) fueron registrados en un equipo
Varian Unity-Inova a 300 y 75 MHz, respectivamente, en CDCl; y CsDsN, los
desplazamientos quimicos se designaron en partes por millon (ppm), con referencia al
tetrametilsilano (TMS). Los espectros de masas se obtuvieron en el equipo Jeol, modelo
JMS-SX102A, tipo doble sector, geometria inversa. El analisis se realizd por impacto
electronico a 70 eV. Para el registro de los cromatogramas de gases se empled un

cromatdgrafo de gases marca Hewlett-Packard, modelo 5890 serie I1.

1.2. Técnicas cromatograficas.

Se emplearon tres diferentes técnicas de cromatografia de adsorcion:
a) Cromatografia en columna abierta (CC).
b) Cromatografia en capa fina (CCF).

c) Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR).

1.2.1. Cromatografia en columna abierta.

Esta técnica se desarrollé empacando una columna de vidrio con gel de silice 60 de

marca Merck, con tamario de particula 0.063-0.200 mm.

1.2.2. Cromatografia en capa fina.

Para los analisis cromatograficos se utilizaron cromatoplacas de aluminio cubiertas con
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gel de silice 60-F2s4 (Merck) y para detectar los constituyentes en la placa cromatogréfica, se
empled luz UV de onda corta (254 nm) y de onda larga (365nm), ademas de sulfato cérico

como agente cromdgeno.

1.2.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

La instrumentacion utilizada consistié en un cromatdgrafo marca Waters (Millipore
Corporation, Waters Cromatography Division Milford, MA, EEUU.) equipados con una
bomba modelo 600E y un detector de arreglo de diodos (modelo 996), adaptados a una
computadora (Optiplex, Dell). EI control de los equipos, la adquisicion de los datos, asi
como, el procesamiento y el manejo de la informacion cromatogréafica se realizaron con el
programa Empower 2 (Waters). La resolucién de las fracciones cromatograficas y/o de los
crudos de reaccion, asi como la purificacién de los compuestos, se efectuaron empleando
columnas de gel de silice en las escalas analitica (uporasil Waters 3.9 x 300 mm) y
preparativa (Waters 19 x 150mm).

2. Material vegetal.

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se utilizaron las partes aéreas de
una poblacién de Hyptis brevipes Lam. (Lamiaceae) colectadas en Noviembre de 1989 en el
Km. 16 de la carretera Jalapa-Veracruz, estado de Veracruz, México. Un ejemplar de esta
especie se depositd en el Herbario Nacional (Voucher H-1), Instituto de Biologia,

Universidad Nacional Auténoma de México.
3. Extraccion del material vegetal.

El material vegetal se dejo secar mediante exposicion al aire libre a temperatura
ambiente, se pulverizé en un molino de cuchillas modelo Wiley 4, obteniéndose 525 g de
material vegetal seco y molido. Se procedié a la extraccion a temperatura ambiente via
maceracion con n-hexano (2 L), en tres ocasiones durante 5 dias, filtrando el disolvente y

concentrandolo después de cada operacion. EI material vegetal residual se extrajo con una
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mezcla de diclorometano-metanol (1:1) siguiendo el mismo procedimiento, resultando 56.6

g de un extracto con una coloracion verdusca.
4. Fraccionamiento primario del extracto organico total.

El extracto diclorometano-metandlico se adsorbid en gel de silice (51.3 g) y se depositd
en una columna empacada con 450 g de la misma fase estacionaria para proceder a la
resolucion primaria del extracto. Se inicié con n-hexano y posteriormente se utilizé un
gradiente de n-hexano-diclorometano y diclorometano-metanol para finalizar con metanol,
eluyendo un total de 66 fracciones de 200 mL cada una, las cuales se analizaron mediante
CCF para reunir los eluatos tomando en cuenta la homogeneidad cromatogréfica (Rf) de sus
constituyentes. De esta forma, se obtuvieron 9 subfracciones combinadas (I-1X). El siguiente
cuadro resume el fraccionamiento primario del extracto diclorometano-metandlico, asi como
los sistemas de elucion empleados para la obtencion de las subfracciones combinadas. Estas

fracciones se sometieron a evaluacién de citotoxicidad sobre tres lineas celulares.

Cuadro 3. Fraccionamiento primario del extracto total de Hyptis brevipes.

Eluyente Proporcion Numero de Fracciones Clave
% Fraccion combinadas

n-Hexano 100 1-13 2-18 I

n-Hex-CH,Cl,  90:10 14-21 19-25 I
70:30 22-27

n-Hex-CH,Cl, 50:50 28-33 29-39 1
30:70 34-39

CH,CI, 100 40-46 40-47 v

CH.Cl,-MeOH  70:30 47-51 48 Vv
50:50 52-56 49-50 VI
30:70 57-61 51-54 VII

MeOH 100 62-66 55-60 VIII

60-66 IX
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5. Fraccionamiento secundario de la fraccion VI.

La fraccion nimero VI (19.52 g) se adsorbid en gel de silice (50g) y se deposit6 en una
columna empacada con 500 g de la misma fase estacionaria para proceder a la resolucion
primaria del extracto. Se inicié con n-hexano y posteriormente se utiliz6 un gradiente de n-
hexano-acetato de etilo y acetato de etilo-metanol para finalizar con metanol, eluyendo un
total de 283 fracciones de 200 mL cada una, las cuales se analizaron mediante CCF para
reunir los eluatos tomando en cuenta la homogeneidad cromatografica (Rf) de sus
constituyentes. De esta forma, se obtuvieron 11 subfracciones combinadas (I"-XI"). El
siguiente cuadro resume el fraccionamiento secundario de la fraccion VI, asi como los

sistemas de elucion empleados para la obtencion de las subfracciones combinadas.

Cuadro 4. Fraccionamiento secundario de la fraccion VI de Hyptis brevipes.

Eluyente Proporcion  Numero de Fracciones Clave
% Fraccion combinadas
n-Hexano 100 1-25
n-Hex-AcOEt  99:1 26-35
n-Hex-AcOEt  98:2 36-50
n-Hex-AcOEt  97:3 51-62 1 r
n-Hex-AcOEt  94:6 63-73 50-70 r
n-Hex-AcOEt  92:8 74-98 71-100 1r
n-Hex-AcOEt  90:10 99-109 101-128 v’
n-Hex-AcOEt  88:12 110-154 129-139 A
n-Hex-AcOEt  86:14 155-229 140-159 vr
n-Hex-AcOEt  85:15 230-239 160-180 vIr
n-Hex-AcOEt  70:30 240-245 191-207 vir
AcOEt 100 246-256 208-238 X
AcOEt-MeOH  70:30 257-268 239-253 X’
AcOEt-MeOH  50:50 269-274 254-283 Xr
MeOH 100 275-283
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6. Aislamiento y purificacion de acido oleandlico y acido ursolico

La subfraccion VII’ (162 mg), eluida con n-hexano-acetato de etilo (85:15) a partir de
la fraccién primaria VI, presentd un precipitado blanco que al ser sometido a analisis
cromatografico y el registro de RMN *H y *C, permiti la identificacion de dos triterpenos
conocidos y ampliamente distribuidos en la familia Lamiaceae: el &cido oleandlico y el &cido
ursolico (Pereda-Miranda, 1988).

7. Andlisis por cromatografia de gases de las fracciones 3-5y 7-9

Se realiz6 un anélisis por cromatografia de gases y espectrometria de masas de las
fracciones 3a 5y 7 a9, realizando una comparacion de los constituyentes principales con la

biblioteca del equipo.

8. Ensayo de citotoxicidad

Los procedimientos para el establecimiento de los cultivos celulares de las lineas
cancerosas se fundamentaron en los protocolos previamente descritos en la literatura
(Likhitwitayawuid, 1993; Pezzuto, 1997). Se utilizaron tres lineas celulares cancerosas
humanas: KB, carcinoma nasofaringeo; Hep-2, carcinoma de laringe humano; Hela:
carcinoma de cérvix humano. Estas lineas se mantuvieron en medio RMPI 1640 (10X),
suplementado con 10 % de suero bovino fetal. Todas las lineas se cultivaron a 37 °C bajo
atmosfera de CO; al 5% en aire y 100 % de humedad relativa y se utilizaron para el ensayo
cuando se encontraban en la fase logaritmica de crecimiento.

El bioensayo se realizd en microplacas de plastico con 96 cavidades (250 pL) de
acuerdo con los procedimientos descritos por Skehan, et al. (1990) y Fragoso-Serrano
(2000). Se depositaron en cada una de las cavidades de la placa 190 pL de las suspensiones
celulares y se adicionaron 10 pL de la solucién conteniendo la muestra de prueba, las cuales
se evaluaron en las concentraciones de prueba correspondientes a 20.0, 4.0, 0.8, 0.16 y 0.032

pg/mL, por triplicado. Paralelamente, se prepararon ensayos de control, utilizando 190 pL
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de la suspension celular a evaluar y 10 pL de DMSO al 10 %. Por otro lado, se depositaron
190 uL de la suspension celular en una placa adicional y se determind su densidad oOptica
inicial. Las placas que contenian las muestras de prueba y los controles se incubaron a 37 °C
durante 72 horas, en tanto que las placas etiquetadas como iniciales se incubaron a 37 °C
durante 30 min. Al concluir el periodo de incubacion, las monocapas celulares se sometieron
a un proceso de fijacion adicionando 50 pL de acido tricloroacético al 50 % en cada una de
las réplicas del bioensayo y se incubaron a 4 °C durante 30 min. Todas las placas se lavaron
con agua de hielo por cuatro ocasiones, se tifieron con 100 puL de una solucion de
sulforodamida B (0.4 %) en &cido acético (1 %) durante 30 min. Se elimino el exceso de
tincion lavando con éacido acético al 1 % por cuatro ocasiones y Se secaron con una corriente
de aire. Posteriormente, el colorante unido a las proteinas se solubilizé agitando
moderadamente con 200 pL de Tris base 10 mM (tris-hidroximetil-aminometano) a un pH
de 10 durante 5 min. Se registro la densidad éptica en un espectrofotdmetro a una longitud
de onda de 564 nm. EIl porcentaje de sobrevivencia celular se determin6 mediante la férmula
(T-Co/C-Co) x 100, donde T representa el promedio de la densidad Optica de las
concentraciones de prueba, C es el promedio de la densidad dptica en los ensayos control y
Co es el promedio de la densidad dptica inicial. A través de un andlisis de regresion lineal de
los gréficos semilogaritmicos obtenidos entre la dosis y el porcentaje de crecimiento celular,
se determind la concentracion efectiva del compuesto de prueba necesaria para inhibir el
crecimiento celular en un 50 % (CEso pg/mL). Se utilizaron como controles positivos
vinblastina y colchicina.

9. Obtencidén de derivados
9.1. Sintesis de la difenilditiocetal de la L-ramnosa

Una mezcla de 500 mg de L-ramnosa, 1.5 mL de bencenotiol y 5 mL de acido
trifluoroacético al 90 % se sometié a reflujo en un bafio de agua a 55 °C durante 1 h
(Funabashi et al., 1999). La mezcla de reaccidon se llevd a sequedad con corriente de

nitrogeno y, se purificd mediante CC en gel de silice (100 g). Se colectaron fracciones de 10
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mL con un gradiente de CH,Cl,-MeOH, iniciando con una relacion 98:2 para la mezcla de
disolventes hasta alcanzar la polaridad proporcionada por la mezcla 90:10. Las fracciones 1-

7 proporcionaron 719.8mg (71.5 %) del difenilditioacetal de la L-ramnosa (3).

Compuesto 3. Sélido blanco; p.f. 124-126 °C; DOR (c 2.9, MeOH) [a]ssy +49, [a]s7s +52,
[a]s46 +60, []azs +119, [0]ses +229; RMN *H (300 MHz, CsDsN, TMS): & 6.04 (sa, H-1),
5.07 (d, J =9.3 Hz, H-2), 5.27 (d, J = 9.3 Hz, H-3), 4.55 (m, H-4 y H-5), 1.70 (d, J = 6.1 Hz,
H-6), 7.81-7.78, 7.56-5.54, 7.22-7.09 (m, C¢Hs); RMN **C (75.5 MHz, CsDsN, TMS): 5
61.5 (C-1), 72.3 (C-2), 69.4 (C-3), 73.3 (C-4), 66.4 (C-5), 21.0 (C-6), 136.1, 135.6 130.0,
130.0, 129.6, 129.6, 129.0, 129.0, 128.9, 128.9, 126.5, 126.4 (2 C¢Hs); EM-IE (20 eV) m/z
(% de int. rel.) [M]* 366 (0.7), [M — CsHsS]* 257 (44.6), [M — CsHsS]* 256 (60.4), [M —
CeHsS — CsHsS]" 147 (100); EM-IE alta resolucion (70 eV) m/z [M]" 366.0960 (calculado
para C1gH220,4S,, 366.0960).

9.2. Acetilacion total del difenilditioacetal de la L-ramnosa

Se adicion6 1 mL de AcCl a 200 mg del compuesto anterior y la mezcla de reaccién
se mantuvo con agitacion continua durante 2 h a temperatura ambiente. Al cabo de este
tiempo, la reaccion se llevo a sequedad y se adicion6 un exceso de CHCI3 para evaporar
mediante una corriente de nitrégeno y eliminar residuos de AcCI, repitiendo por dos
ocasiones méas. La mezcla de reaccién se purificd por CC en gel de silice (30 g), utilizando
como fase mdvil un gradiente de polaridad creciente de n-hexano-AcOEt. La elucion se
inicidé con una relacién 9:1 para la mezcla de disolventes hasta alcanzar la polaridad de la
mezcla correspondiente a una proporcion 4:1. Se colectaron fracciones de 15 mL. Las
fracciones 67-77 proporcionaron 100.4 mg (32.2 %, Rf = 0.46) del derivado peracetilado (4),
ademés de los subproductos de reaccion fenil-3,4-di-O-acetil-2-S-fenil-1,2-ditio-p-L-
quinopiranosido (5) (fracciones 43-50, 33 mg, 12.9 %, Rf = 0.53) y 3,4-di-O-acetil-2,5-
anhidro-L-quinovosa difenilditioacetal (6) (fracciones 54-57, 12.5 mg, 4.6 %, Rf = 0.49, n-
hexano-AcOEt 7:3).

Compuesto 4. Aceite, DOR (C 1.7, CHC|3) [a]sgg 120, [a]s7s +21, [a]s4 126, [a]azs +54,
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[a]s65 +104; RMN *H (300 MHz, CDCl;, TMS): & 4.38 (d, J = 3.0 Hz, H-1), 5.34 (dd, J =
8.5, 3.0 Hz, H-2), 5.88 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, H-3), 5.21 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, H-4), 4.85 (dc, J
= 8.5, 6.5 Hz, H-5), 1.17 (d, J = 6.5 Hz, H-6), 7.58-7.56 y 7.35-7.26 (m, 2 CgHs), 2.06 s,
2.01s,1.98 s (x2) (4 OAc); RMN C (75.5 MHz, CsDsN, TMS): § 61.4 (C-1), 71.3 (C-2),
68.8 (C-3), 71.2 (C-4), 67.2 (C-5), 16.4 (C-6), 134.0, 133.7, 133.2 (x4), 129.0 (x4), 128.2
(x2) (2 CgHs), 21.1, 20.7, 20.6, 20.5, 170.2, 170.0, 169.6, 169.4; EM-IE (20 eV) m/z (% de
int. rel.) [M]" 534 (0.9), [M — CgHsS]" 425 (77.3), [M — CeHsS — C,H40,]" 365 (26.0), [M —
CeHsS — H,0 — C,H40 1 85 (95.9), [M — CeHsS — H20 — CoH,0 — CHa]* 71 (100).

Compuesto 5. Sélido blanco; p.f. 97-99 °C; DOR (c 3.8, CHCI3) [a]ssy +6, [a]s4s +6, [a]s7s
+8, []azs +17, [a]aes +36; RMN *H (500 MHz, CDCls, TMS): § 4.45 (d, J = 11.0 Hz, H-1),
3.05 (dd, J = 11.0, 11.0 Hz, H-2), 5.16 (dd, J = 11.0, 9.5 Hz, H-3), 4.70 (dd, J = 9.5, 9.5 Hz,
H-4), 3.43 (dc, J = 9.5, 6.0 Hz, H-5), 1.19 (d, J = 6.0 Hz, H-6), 7.53-7.51, 7.48-7.45 y 7.29-
7.26 (M, 2 CgHs), 2.01 s, 1.94 s; RMN °C (125.7 MHz, CDCls, TMS): & 86.3 (C-1), 52.3
(C-2), 74.2 (C-3), 74.5 (C-4), 73.8 (C-5), 17.5 (C-6), 134. (x2), 133.3 (x2), 131.7, 131.5,
129.0 (x2), 128.8 (x2), 128.3, 128.0 (2 CgHs), 170.1, 169.9, 20.7, 20.6; EM-IE (20 eV) m/z
(% de int. rel.) [M]" 432 (1.1), [M — C¢HsS]™ 323 (1), [323 — C,H40,]" 263 (9), [263 —
C2H40,]" 203 (100), [C,H30]" 43 (31); EM-FAB™ m/z (rel inten.) [M + Na]* 455 (4), [M +
H]* 433 (4), [M]" 432 (11), [M — SC¢Hs]™ 323 (37), [323 - C,H40,]" 263 (22), [263 —
C,H40,]" 203 (100); Anélisis elemental: Calcd para CoyH205S,: C, 61.09; H, 5.59; S,
14.82. Encontrado: C,61.06; H, 5.47; S, 14.78.

Compuesto 6. Aceite; DOR (c 2.4, CHCI3) [a]ssg +7, [a]s7s +8, [0]s46 +10, [a]a3s +24, [0]365
+55; RMN *H (500 MHz, CDCl;, TMS): & 4.84 (d, J = 4.0 Hz, H-1), 4.03 (dd, J = 4.5, 4.0
Hz, H-2), 5.39 (dd, J = 4.5, 1.1 Hz, H-3), 5.14 (dd, J = 4.0, 1.0 Hz, H-4), 4.16 (dc, J = 6.0,
4.0 Hz, H-5), 1.25 (d, J = 6..05 Hz, H-6), 7.51-7.48, 7.38-7.35 y 7.31-7.22 (m, 2 CgHs), 2.11
s, 2.05 s; RMN °C (125.7 MHz, CDCl3, TMS): § 60.8 (C-1), 85.1 (C-2), 80.8 (C-3), 78.8
(C-4), 77.4 (C-5), 13.6 (C-6), 134.3, 134.2, 132.9 (x2), 132.7 (x2), 129.0 (x2), 128.9 (x2),
127.9, 127.8 (2 CgHs), 20.8 (x2), 170.2, 170.0; EM-IE (20 eV) m/z (rel inten.) [M]* 432 (5),
[M — SCgHs]* 323 (10), [323 — C,H40,]" 263 (100), [263 — C,H40;]" 203 (14), [C2H:0]" 43
(55); EM-FAB* m/z (rel inten.) [M + Na]* 455 (1), [M + H]" 433 (11), [M]* 432 (14), [M -
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Parte experimental

SCeHs]" 323 (21), [323 — C,H40,]" 263 (100), [263 — C,H40,]" 203 (23); EM-IE-AR (70
eV) m/z [M]" 432.1060 (calcd para CxH240sS, 432.1065).

9.3. Acetilacion parcial del difenilditioacetal de la L-ramnosa

El compuesto 1 (49.4 mg) se disolvié en una mezcla de anhidrido acético (7.5 pL) y
piridina (250 pL) y se mantuvo con agitacion magnética a —10 °C durante 1 h. Al cabo de
este tiempo se adiciond una cantidad igual de la mezcla Ac,0-CgHsN, dejando con agitacion
continua, a la misma temperatura, hasta completar 3 h. La mezcla de reaccion se diluy6 con
agua y se extrajo con AcOEt, se lavo con una solucion saturada de NaHCOg3, se secd con
Na,SO, y se concentrd a sequedad, procediendo a purificar por CC en gel de silice (30 g),
utilizando como fase mdvil un gradiente de polaridad creciente de n-hexano-AcOEt. La
elucion se inici6 con una relacion 9:1 para la mezcla de disolventes hasta alcanzar la
polaridad de la mezcla correspondiente a una proporcion 4:1. Se colectaron fracciones de 15
mL. Se realizé una comparacién del perfil cromatografico en capa fina con los compuestos

purificados en la acetilacion con AcCl y se encontraron los mismos constituyentes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El fraccionamiento primario del extracto organico de H. brevipes permitié la
obtencion de nueve fracciones que se sometieron a evaluacion de citotoxicidad para
monitorear la presencia de constituyentes activos (tabla 1). Tanto el extracto organico como
las fracciones no resultaron activas contra las lineas celulares evaluadas sin embargo, se
continué con el analisis cromatografico de las fracciones 3 y 6, debido a que por

cromatografia en capa fina se observaron en estas componentes en mayor concentracion.

Tabla 1. Citotoxicidad de las fracciones primarias del extracto diclorometano-metandlico
de Hyptis brevipes.?

Linea celular, Clsp (ng/mL)?

Compuesto KB Hep-2 HeLa
Extracto >20 >20 >20
F-11 >20 >20 >20
F-111 >20 >20 >20
F-1V >20 >20 >20
F-V >20 >20 >20
F-VI >20 >20 >20
F-VII >20 >20 >20
F-VII >20 >20 >20
F-IX >20 >20 >20
Mezcla triterpenos 15.7 17.7 13.6
Vinblastina 0.0047 0.0057 0.0066
Colchicina 0.0097 0.0014 0.0036

®Abreviaciones: KB, carcinoma nasofaringeo; Hep-2, carcinoma de laringe humano; Hela:
carcinoma de cérvix humano.

La fraccion 3 se volvié a fraccionar subsecuentemente por cromatografia en
columna y los constituyentes principales se inyectaron por HPLC y se analizaron por
cromatografia de gases-espectrometria de masas y RMN *H, encontrandose que Ginicamente

se trataba de &cidos grasos de bajo peso molecular.
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La fraccion 6 se sometié a un segundo fraccionamiento por cromatografia en
columna y se logré la identificacion de los &cidos ursolico (1) y oleanolico (2), por
comparacion con los datos registrados en la literatura. En la figura 3 se ilustra el
procedimiento general que permitid el aislamiento de estos triterpenos y en las tablas 2 y 3
se indican sus constantes de RMN *H y **C. En las figuras 4 a 7 se presentan los espectros
correspondientes.

Extraccion
Partes aéreas (525.87 g) CH,Cl,-MeOH > Extracto total 56.6225 ¢
Fraccion VI (19.5164 g) Particion preliminar CC (SiOz-gel)

CC (SiO,-gel) CH,Cl,-MeOH n-hexano-CH,Cl,-MeOH

CC (SiO,-gel)

n-hex-AcOEt 86:14

HO HO

V/, V/,
%, %,
7, 7,
7 7

Ac. oleandlico Ac. ursélico

Figura 3. Metodologia general para el aislamiento de los constituyentes principales del
extracto diclorometano-metanolico de H. brevipes.
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos en la RMN *H del &cido ursélico (1) y &cido

oleandlico (2) (300 MHz)?

1 2
Posicion ~ §H" SH® SH® SH®
3 3.20m 3.48 dd 3.20m 3.48 dd
(4.2, 3.6) (4.2, 3.6)
12 5.26 m 552m 526 m 552m
18 2.19d 2.66 d 2.82d 3.34 dd
(10.8,) (8.7) (13.5,5.1) (10.3,3.1)
23 1.14 s 1.27s 1.09s 1.255s
24 0.93s 1.05s 0.92s 1.03s
25 0.78 s 0.91s 0.77 s 0.97s
26 0.95s 1.08s 091s 1.05s
27 0.98 s 1.27s 0.98 s 1.31s
28 --- --- --- ---
29 0.87s 1.05s 0.91s 0.98s
30 0.85s 0.97 s 0.81s 1.03s

®Desplazamientos quimicos (8) en ppm en relacion a TMS. Las constantes de
aclopamiento (J) entre paréntesis en Hz. "Datos registrados en CDCls.

“Datos registrados en CsDsN.

Tabla 3. Desplazamientos quimicos en la RMN *C del 4cido ursélico (1) y &cido
oleandlico (2) (75 MHz).

1 2
Posicion 5C? SCP §C? SCP
3 78.7 78.5 78.7 78.5
12 125.4 126.0 122.1 122.9
13 138.0 139.7 143.7 145.2
18 52.7 53.9 41.1 42.4
23 23.3 28.5 23.2 29.2
24 23.3 16.9 23.1 16.9
25 15.2 16.1 15.4 15.9
26 24.9 17.8 25.7 17.9
27 21.0 24.1 22.9 26.5
28 180.5 180.3 180.7 180.5
29 16.6 17.8 30.5 33.6
30 15.1 21.8 22.9 24.1

*Datos registrados en CDCls. "Datos registrados en CsDsN.
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Figura 4. Espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) de la mezcla de 4cido ursélico y &cido
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Figura 5. Espectro de RMN *C (CDCls, 75 MHz) de la mezcla de acido ursélico y acido
oleandlico.
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oleandlico.

e 145.215
——78.490

| ‘ '
wuw M,Lu it w”w o

TITTITTTTOITT T T TTTTTIIT T
180.9 ppm ppm  ppm ppm  ppm

Figura 7. Espectro de RMN *C (CsDsN, 75 MHz) de la mezcla de 4cido ursélico y acido
oleandlico.
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El andlisis por IR y EM-CG del resto de las fracciones no indic6 la presencia de 5,6-
dihidro-a-pironas como se esperaba encontrar. Unicamente se logré la identificacion de

constituyentes de bajo peso molecular (hasta 300) que correspondian a acidos hexanoico y
dodecanoico, tanto en su forma libre como esterificada.

Debido a que no se logrd la obtencion de mas constituyentes con posible actividad
citotoxica, se decidio buscar las condiciones de acetilacion parcial del difenilditioacetal de
la L-ramnosa para contar con un sinton quiral de utilidad para la sintesis total de 5,6-

dihidro-alfa-pironas citotoxicas, como las que se ilutran en la figura 8.

@)

OAc OAc
OAc OAc gAc OAc
= H = H
OAc OAc O OAc OAc O
OAc QAc OAc QAc
2 _A_ _SCqHs A _A_ _SCqHs
OAc OAc SCgHs OAc OAc SCeHs
HsC,,, O +OH
HO” "~ "OH
OH

Figura 8. Secuencia retrosintética para la obtencion de 5,6-dihidro-o-pironas a partir de L-
ramnosa.
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El compuesto 3 se preparé usando la metodologia de Funabashi y colaboradores
(1999), usando &cido trifluoroacético al 90% para condensar azUcares libres con tioles. Con
este método se obtuvo como principal producto el difenilditioacetal de la L-ramnosa (3,
Figuras. 9 y 10), posteriormente se purificd por cromatografia en columna y fue
caracterizada por sus constantes espectroscopicas. El compuesto 3 se acetild bajo
condiciones &cidas y baésicas, obteniendo como producto mayoritario el derivado
peracetilado, difenilditioacetal de la 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L-ramnosa (4, Figura. 11y 12), y
dos constituyentes minoritarios acetilados parcialmente. Al analizar los espectros de RMN
'H de estos compuestos (figura 13 y 15) se pudo determinar que correspondieron al 3,4-di-
O-acetil-2-S-fenil-1,2-ditio-B-L-quinopiranosido (5, Figura. 13 y 14) y la 3,4-di-O-acetil-
2,5-anhidro-L-quinovosa difenilditioacetal (6, Figura 15 y 16), compuestos identificados
previamente (Fragoso-Serrano et al., 2003). Se probaron diferentes condiciones de
acetilacion pero no se logré la obtencion de los sintones quirales en forma abierta, que
permitieran la obtencion de los aldehidos correspondientes para la sintesis de 5,6-dihidro-

o-pironas.
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Figura 9. Espectro de RMN *H del difenilditioacetal de la L-ramnosa (3) (300 MHz,
CsDsN).
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Figura 10. Espectro de RMN *3C del difenilditioacetal de la L-ramnosa (3) (300 MHz,
CsDsN).
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Figura 11. Espectro de RMN 'H del difenilditioacetal de la 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L-
ramnosa (4) (500 MHz, CDCls).
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Figura 12. Espectro de RMN C del difenilditioacetal de la 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L-
ramnosa(4) (500 MHz, CDCl3).
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Figura 13. Espectro de RMN 'H del fenil 3,4-di-O-acetil-2-S-fenil-1,2-ditio-B-L-
quinopiranosido (5) (500 MHz, CDCls).
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Figura 14. Espectro de RMN *3C del fenil 3,4-di-O-acetil-2-S-fenil-1,2-ditio-p-L-
quinopiranosido (5) (125 MHz, CDCly).
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Figura 15. Espectro de RMN *H del difenilditioacetal de la 3,4-di-O-acetil-2,5-anhidro-L-
quinovosa difenilditioacetal (6) (500 MHz, CDCl5).
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Figura 16. Espectro de RMN *3C del difenilditioacetal de la 3,4-di-O-acetil-2,5-anhidro-L-
quinovosa difenilditioacetal (6) (125 MHz, CDCl5).
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RESUMEN Y CONCLUSIONES.

El presente trabajo pretendié ampliar el estudio sobre el género Hyptis, cuyas especies
son importantes para la medicina tradicional mexicana por sus propiedades para el
tratamiento de enfermedades gastrointestinales y contra infecciones de la piel. De esta
forma, el estudio fitoquimico biodirigido de H. brevipes, permitiria el asilamiento de
principios citotdxicos. Sin embargo, no se detecto actividad citotoxica en el extracto total
y en las fracciones primarias, por lo cual, unicamente se identificaron los triterpenos
mayoritarios, el acido ursolico (1) y acido oleandlico (2), que al ser sometidos a ensayos
de citotoxicidad, se observo una ligera actividad contra las lineas celulares cancerosas
evaluadas. Es importante sefialar que estos compuestos tienen actividad anti-HIV, accién
antiinflamatoria, hipolipemiante (reduce niveles de colesterol y triglicéridos),
antihipertensivo, entre otras (Kashiwada et al., 1998; Palsson y Jaenson, 1999; Fumiko-
Abe, 2002).

Se corroboro que la especie Hyptis brevipes no contiene 5,6-dihidro-a-pironas como
parte de su metabolismo secundario, al no pertenecer a la seccion Mesosphaeria.

De forma complementaria, se trabajo con la obtencion de derivados de la L-ramnosa, con
el fin de encontrar las condiciones adecuadas de acetilacion parcial para sintetizar
sintones quirales que permitieran la preparacion de 5,6-dihidro-a-pironas, compuestos
de suma importancia por su actividad biologica. Sin embargo, después de varios intentos
en diferentes condiciones de acetilacion del difenilditioacetal de la L-ramnosa, se
identificaron  dos  compuestos  ciclicos,  3,4-di-O-acetil-2-S-fenil-1,2-ditio-p-L-
quinopiranosido (5) y 3,4-di-O-acetil-2,5-anhidro-L-quinovosa difenilditioacetal (6),

ademas del derivado peracetilado, 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L-ramnosa (4).
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