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RESUMEN
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En el presente trabajo se dan a conocer los estudios quimicos y evaluacion bioldgica
preliminar de Cirsium jorullense, especie vegetal de origen mexicano, de la cual no existen
estudios quimicos y biolégicos previos que convaliden su uso popular.

El tratamiento quimico consistid en obtener extractos crudos tanto de parte aérea como de
flores de la planta, empleando para ello disolventes de diferente polaridad (n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo y etanol), y purificacion e identificacion de los sdlidos obienidos de
la extraccion con acetato de etilo y etanol de la parte aérea y de los solidos obtenidos del
extracto etanblico de flores, obteniéndose a la hispidulina (6-Metoxi-4", 5, 7-Trihidroxiflavona,
1), eupatulina ( 37, 47, 6-Trimetoxi-5, 7-dihidroxiflavona, IID) ¥ 3°, 4', 3, 6, 7-Penametoxi-5-
hidroxiflavona { IV ). Asi mismo se identificd a la 3°, 4°, 6, 7-Tetrametoxi-5-hidroxiflavona (I),
como resultado de 1a reaccion quimica de metilacion realizada a la eupatulina.

Se realizaron dos pruebas para la evaluacion biclogica de los extractos crudos obtenidos
tanto de parte aérea como de flores:

» Prueba de evaluacion de toxicidad letal media -CL so-, frente Artemia salina y

_»  Prueba de actividad antiinflamatoria en oreja de raton.

Los resultados obtenidos con A. safina no fueron reproducibles y los obtenidos de evaluar
ia actividad antiinflamatoria permitié determinar que los extractos' de acetato de etilo de parte
aérea ( 69.60 % ) y el extracte hexanico de flores ( 25.64 %), fueron los que presentaron mayor
porcentaje de inhibicion a la inflamacion.
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1. INTRODUCCION
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Meéxico ocupa un lugar privilegiado en el panorama mundial de la diversidad
biolégica. Con una superficie de apenas 1.5% del 4rea total de la masa continental, en su
territorio se encuentran casi todos los biomas que existen en ¢l planeta v en él viven cerca

del 10% de las especies de plantas y animales terrestres que se conocen actualmente.

Un aspecto muy importante que forma parte de fa gran riqueza bioldgica con la que
cuenta nuestro pais, es la del conocimiento intimo de estos recursos que alin conservan {a
mayor parte de los grupos indigenas. Basta mencionar que la herbolaria medicinal de
Meéxico es una de las dos o tres mds ricas del mundo, al igual que el uso de las plantas para
fines alimenticios.

A pesar de esta riqueza bioldgica y de este enmorme acervo cultural, existe
relativamente poca informacién cientifica acerca del empleo, composicién quimica,
ecologia, etnobiodiversidad y evaluaciones biologicas de la mayoria de las especies
empleadas en la medicina tradicional en México. El empleo de tales plantas es
eminentemente empirico y por lo tanto, existen wuchas variables que influyen en la
eficiencia de las prebaraciones que de ellas se hacen. Es importante sefialar que la mayoria
de los prototipos farmacéuticos son sustancias de origen natural, principalmente vegetal,
por lo que la investigacion, la bisqueda y caracterizacion de los constituyentes quitmicos
bicactivos de la flora medicinal, puede cristalizar en el descubrimiento de nuevos agentes
farmacéuticos que superen en eficiencia a los ya conocidos, respecto a su toxicidad,
resistencia ¢ mecanismo de accion. Este hecho justifica la importancia de generar
conocimientos — botanicos, etnobotanicos, quimicos, ecoldgicos, farmacologicos, entre
otros — sobre 1os recursos vegetales con que cuenta nuestro pais, ya que esto permitird

valorar y utilizar racionalmente dicho recurso vegetal.

Por otro lado, la situacién precaria en la economia del pais y el cambio en las
politicas han deteriorado, en poco mas de una década, la calidad de vida de la poblacion y

ha incrementado sus necesidades de salud. Simultaneamente, los servicios han recibido un
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menor financiamiento y apoyo, deteriorandose y disminuyendo su capacidad de respuesta a
‘ las demandas ciudadanas. Cabe sefialar que dicha situacion se agrava con la poblacion

indigena y rural, los cuales no pueden pagar servicios privados de salud.

Entre los grupos marginales de las ciudades y las zonas rurales, el sistema de la
medicina tradicional y casera junto con la automedicacion constituyen maneras visbles y

vigentes de proporcionar salud y bienestar.

Todos los pueblos del mundo han usado las plantas medicinales para atender sus
problemas de salud y una gran mayoria, desarrollados y en desarrollo, siguen haciendo uso
de ellas actualmente. En las Oltimas dos décadas se ha producido un enorme cambio en las
estrategias y politicas, tanto de los gobiernos, como de los ministerios y los organismos
multilaterales encargados de atender la salud. Los médicos tradicionales y sus plantas
medicinales han dejado de ser calificados negativamente y comienzan a establecerse
programas y proyectos para la investigacién, aplicacion e industrializacion de los
productos.

Los datos indican que la medicina tradicional y las plantas medicinales serin de mayor
importancia en los afios venideros y se realizaran esfuerzos inusitados a fin de siglo, para
lievar a cabo su complementacién y articulacion, dentro de los sistemas nacionales de
salud, en decenas de paises, Las plantas medicinales son el recurso material mas amplio y
valioso de la medicina tradicional indigena. Su estudio es un tema recurrente en la historia
de Meéxico, tarea muy compleja si se piensa en la enorme riqueza cultural y floristica del

pais.
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II. FUNDAMENTACION DEL TEMA
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IL.1 Generalidades de la familia Compositae

Las Compuestas es una de las familias mas numerosas del grupo de las
fanerogamas. Estd integrada por airededor de 1000 géneros y 20 000 especies; asi como
incontables variedades, formas y cultivares, muchas de las cuales son de gran importancia
desde el punto de vista alimenticio, farmaceéutico e industrial. Sistematicamente a ia familia
Compositae se le ha dividido en tres grupos: Lingulifloras, Labialifloras y Tubulifloras, las

cuales a su vez se han subdividido en aproximadamente 14 tribus [1].

La familia Compositae, 1a cual es la méas vasta dentro de las fanerégamas, se
encuentra més diversificada y mejor representada en el norte y centro de la Repiblica
Mexicana, esto se debe principalmente a factores ecologicos, pues el clima humedo y
caliente es el menos favorabie para este grupo de plantas, que alcanzan su maxima
representacion en sitios secos v en lugares mas frescos de las regiones montafiosas. La
familia de las Compuestas esta constituida por hierbas, arbustos y arboles, con las hojas
alternadas y opuestas, simples o divididas en forma diversa, sin estipulas. Las flores son
hermafroditas, unisexuales o estériles, actinomorfas o cigomorfas, con céliz ausente o
sustituido por el papus o vilano que sirve para la diseminacion de los frutos. Las flores se
encuentran agrupadas en cabezuelas o capitulos, éstas poseen un involucro formado de
bracteas, en recepticule plano, concavo, convexo o globoso sobre el que se encuentran
implantadas las flores, protegidas por bracteas, llamadas paleas. Las cabezuelas que tienen
flores del mismo sexo se liaman homdgamas, si son de sexo diferente se llaman
heterégamas [ 2- 4 ], algunos ejemplos de especies que pertenecen a esta familia se dan en
latabla 1.
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Tabla 1. Ejemplos representativos de la familia Compositae [ 1, 5-6 ]

Lactuga sativa lechuga alimenticio
Artemisia absinthium ajenjo inflamacién del higado y dolor
de estomago
Heterotheca imdoides arnica tratamiento de heridas e
inflamaciones internas y externas
Taraxacum officinale diente de ledn tratamiento de enfermedades
relacionadas con ef higado
Tagetes erecla cempoalxochiti tratamiento del susto o espanto
Tagetes fucida pericon tratamiento del susto o espanto
Maricaria recutita manzanilla tratamiento de la diarrea, dolor
de estomago vy empacho
Gnaphalium sp gordolobo se emplea para el tratamiente de
afecciones de las vias
respiratorias
Montanoa fomenlosa zoapatle _para favorecer el pario
Calea zacatechichi zacatechichi tratamiento de célicos
abdominales, apéndice
Helianthus annus girasol ornamento
Dahlia vriahilis dalia ornamento
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~1L2 Generalidades del género Cirsium

1L.2.1. Generalidades botinicas del género Cirsium

El género Cirsium pertenece a la tnbu Cynareae (Cindreas), las cuales son piantas
espinosas, bricteas involucradas terminadas en espinas, estilos provistos de una coronita de
pelos por debajo del punto de bifurcacion.

Cirsium joruliense es conocida comunmente como “cardo”, es una hierba erecta de
hojas oblongas, de 6-9 ¢m de largo, lobuladodentadas, espinosas en el margen con
caberelas agrupadas en el extremo de las ramas, las cuales llegan a medir unos 2 cm y
presentan flores violceas [ 2 ].

I1.2.2. Geperalidades quimicas_del género Cirsium

A partir del género Cirsium se han aislado diversos metabolitos secundarios como
puede apreciarse en la tabla 2 Entre ellos se encuentran los flavoncides, poliacetilenos,

poliolefinas y en menor grado alcaloides, sesquiterpenos y saponinas [ 7-19 ).

Tabla 2. Metabolitos secundarios aislados del género Cirsium

Cirsium chlorolepis 5-Hidroximetil-2-furancarboxal- 7
dehido (1)*

5-Metoximetil-2-furancarboxal-
dehido (2)

Cirsiumaldehido (3)
Cirsiumasido (5-hidroximetil-2-metoxi-

furilalcohol-O-B-D-pirano glucosido)
4)_

* ESTRUCTURA QUIMICA
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Cirsium hypoleucum

10

3.9, 10-Trihidroxi-heptadeca-1-en-
11, 13-diino (5}

Dihidroaplotaxano (6)
Aplotaxano (7)
Tetrahidroaplotaxano (8)
Hexahidroaplotaxano (9)
1-Pentadecenc (10)
Caryophyllena (11)
Thujopseno (12)

Cirmeol A (13)
Cirneol B (14)

Cis-8,9-epoxi-heptadeca-i-en-11,13-
diin-10-0l (15)

Cirineol C (16}
4’-Glucosido de la cirsimaritina (17)

7-Rutindsido de 1a acacetinz (18)

Epéxido del aplotaxano-ii,12-
epoxiheptadeca-1,8,14-triene (19)

Pentaineno (20)
1,11-ridecadien-3,5,7,9-tetraino (21)

Furanosesquiterpeno {22)

[8]

k|

[10]

(11}

2

Tabla 2. Continuacién
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Cirsium canum Acetato de Lupeo] (23)

Acetato de taraxasterilo amida (24)
Clrsium carolinlum Guayanolides (25)
Flavonas (26 a-¢)
Cirsium helenioides 8,9-Diacetoxi-heptadeca- [13]
L11,14-trieno (27)

8-Acetoxi-9-hidroxi-heptadeca-
1,11,14-trienoc (28)

9-Acetoxi-8-hidroxi-heptadeca-
1,11,14<rieno (29)
8,9-Dihidroxi-heptadaca-1, 11, 14-

trieno (30)

8,9-Epoxi-heptadeca-1, 11, 14-trieno
(31

Dihidroaplotaxano (32)
Tetrahidroapiotaxano (33)

Poliacetilenos (34 a~d)

Cirsium nipponicum (var.
Shikokianum)
9-Acetoxi-10-hidroxi-heptadeca-
1,11, 14-triena {35}

9-Acetoxi-8-hidroxi-heptadeca-
1, 11, l44rieno (36)

9,10-Dihidroxi-heptadeca-1, 11,14-
trieno (37)

Eschikokiol A (38) [14})

Tabla 2. Continuacion
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12

Cirslum lanceolatum

Cirsium arvense

Cirsiuns maritimum, C. gomurense
y C tanake

Clirsium brevicaule

Cirsium coloradense

Cirsium lineare

Eschikokiol B (39)

Eschikakiol C (40)

3-0-Glucésido del kaemferol (41)

3-0-Glucésido de 1a quercetina (42)

3-0-Galactdsido de la quercetina (43)

7-0-Diglucésido de la apigenina (44}

Acido caféico (45)

Acido p-hidroxibenzbico (46)

5-0-Glucosido de Ia tricina (47)

3-O-Digalactésido de la quercetina (48)

3-O-Galactosido del kaemferol (49)

3-0-Ramnoglucdsido de la quercetina
(30)

4°-0Q-Glucosido cirsimariting (51)

Cirsiumamide (52)

7-0-Rutindsido de acacetina (53)
4’, 5-Dihidroxi-6,7,3 -trimetoxi
flavona (Cirsilineol) (54)

37, 4, 5-Trihidréxi-6,7-
dimetoxiflavona (Cirsiliol} (55)

[15]

(18]

[17]

(18]

£19]

Tabla 2. Continuacion
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Estructuras quimicas de metabolitos secundarios aislados del género

Cirsium
\ H;(D\ﬂ\ CHO
CHO o

{1} 2)

w-m ' \ CHO 4 o
H 3
® )
cH @

T

5
R e W 8V Vo W e

(6)

b)) »

{1y

Esquema 1. Estructuras quimicas de metabolitos secundarios aislados del género Cirsium
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OH
‘ \/\NW_._\/
i
O -
]
Ve

(13)
(12
Ot H
'3
(14) (3
V\A%—‘V
(16)

CH; [Owa Cl CH=(H,
¥i)]

(i9)

Esquema 1. Continuacién
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CH;CH=~CH[Ow ], CH=CH; an

(22)

3

R=R'=H ()
R=H, R=OMe (b)
R=Ac R'=0OMe (¢)
(25) (26)
OAc OH
Qan (28)

Esguema 1. Continuacién
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Esquema 1. Continuacion
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11.2.3 Ejemplos del uso de diferentes especies de Cirsium para diversos

padecimientos en México.

20

En nuestro pais se han identificado diferentes especies de Cirsium empleadas en el

tratamiento de diversos padecimientos como se puede apreciar en la tabla 3.

Particularmente C. jorullense es empleada para el tratamiento de enfermedades de las

vias respiratorias por los habitantes de San Rafael Tlalmanalco, Estado de México.

Tabla 3. Usos de las diferentes especies de Cirsium que forman parte de la medicina
tradicional mexicana [ 20 ]

twg ko T

i

cocimiedo

dolor de corazbn y flor onai
Conspicum Pue. pulmén.
Cardo santo Tuzamapan de tosferina s sfi s
(Galeana, Pue.
Cirsium Cardo santo | Sta.Catarina del calentura flor infusién oral
mexicanion Monte,
Edo.deMex
Cardo santo Misantla, Ver. diabetes raiz cocimiento oral
Cirsinm. Cardo santo Tlaxcala desinflamacidén de sh infusién local
cf. pinetorum. heridas cutineas
Gresnm
Clrsium Cardo santo Huitil, Hgo. diabetes, rifion fior infusién oral
rhaphilepsis
Cirsinm, | Cardo santo {Benito Judres, 105 boton blanco] & P
w
Cardo santo ] Nauzomily, Pye. 105 flor cocimitnio oral
Cirsinm sp. | Cardo santo | Quimixtla, Pue. dolor de pulmén flor hervir oral

s/i= sin informacién
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I1.3 Caracteristicas de los flavonoides

11.3.1 Generalidades de los flavonoides

Los flavonoides, compuestos fendlicos, son en su mayoria pigmentos reponsables
de la coloracion de numerosas flores y de algunos frutos. Ampliamente distribuidos en el
reino vegetal —briofitas— generalmente en la forma soluble de heterosidos, estan ausentes

en las algas.

Sintetizados a nivel de los plastidios citoplasmaticos, los flavonoides se acumulan
en el jugo vacuolar. Se encuentran en el mesofilo y la epidermis de las hojas, en la cuticula

epidérmica de los frutos y en otros organos, principalmente jovenes | 21 .

Los flavenoides glicosilados ( équellos que tienen en su estructura molécula (s) de
azjcares) pueden encontrarse en diversas formas estructurales, conteniendo quince tomos
de carbono como nicleo base Cs-C3-Cs | en los cuales dos nicleos bencénicos estan unidos
por tres carbonos que pueden o no formar un tercer anillo. Por conveniencia los anillos son

llamados A, B y C, como puede apreciarse en la figura 1 [ 22 ],

Fig. 1. Estructura quimica base de los flavonoides

El anillo A casi siempre es fluoroglucinol {derivado trihidroxilado) vy sélo en
algunos casos de resorcinol (derivados dihidroxilado), mientras que e! anillo B puede

presentar diversas modificaciones [ 23 ].
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Las variantes en los tipos de flavonoides se relacionan con una biosintesis comun
que incorpora precursores del acido siquimico y del acetato malonato como se jiustra en el

esquema 2 [22]

La biosintesis de los flavonoides se inicia con el p-cumaroil Co A [ 21 ], el cual
puede seguir dos caminos, como se muestra en el esquema 2, uno de ellos puede ser la
formacion de la chalcona — intermediario comin de los flavonoides—, la cual da lugar a
los diferentes flavoneides y 1a modificacién del esqueleto base puede ocurrir a través de
reacciones de hidroxilacion, metilacién de grupos hidroxilo presentes en el flavonoide,
dimerizacion ( para producir biflavonoides j y glicosilacion de grupos hidroxilo ( para
producir flavonoides O-glicosilados) o glicosilacion del nicleo flavonoide ¢ para producir

flavonoides C-glicosilados j [ 22 ]

Por lo tanto, las diferencias entre Jos distintos grupos de flavonoides s¢ presentan en
la estructura basica —tipo de compuesto, grado de hidroxilacion, metilacion y/o isopentenil
sustitucién, el grado de polimerizacion (monomero, dimero y oligomero)— y el tipo de

conjugacion —glucosidos, ésteres malonicos, suifato de ésteres— [ 23 ].

El término flavenoide se aplica a estructuras muy diversas, como se puede observar

en ef esquema 3 :

- 2-fenil-cromonas: flavonas, flavonoles, flavanonas y dimeros como
biflavonoides.

- 2-fenil- cromanos (flavanos): 3-flavanol (catecoles) y 3,4-flavandioles.

- Flavilios: antocianos

- Chalconas: formas isoméricas shiertas de las flavanonas

- Auronas, homdlogos de las flavonas con heterociclo pentagonal ( 2-

bencilideno cumaranonas) { 21 ].
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Esquema 2. Biosintesis de los flavonoides
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¢ o
4
FLAVONA
FLAVONOL Fl:glﬂ) FLAVANONA
FLAYTLIUM
CARTOCIAND) CHALCONA

FLAVANOL [R=H)
FLAVAHDIOL, (R=0H}

ARONA,

Esquema 3. Estructuras quimicas de flavonoides

M4

Los O-glicosiflavonoides, son compuestos en los cuales uno 0 mas grupos hidroxilo

de un flavonoide se encuentra unido a un azicar o aziicares por un enlace hemiacetalico,

mientras que los C-glicosiflavonoides son sustancias que presentan un aziicar ¢ azicares

unidos directamente 2 los anillos bencénicos a través de un enlace C-C. Hasta ahora se han

encontrado exclusivamente C-giicosiflavonoides que presentan el azicar unido en las

posiciones 6 y 8 del nucleo flavonoide, los cuales son muy restringidos y ocasionalmente

en la literatura se informa de su aislamiento y caracterizacién en forma de isoflavonas,

flavanonas y flavonas. En las tablas 4 y 5 se muestran algunos ejemplos de Q-

glicosiflavonoides y C-glicosiflavonoides [ 24 T:
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Fig. 2 . Posiciones de Ry, R; y Ry

Tabla 4. Ejemplos de O-glicosiflavonoides

R, Rz Ra
Prunina H OH 0OGle
Naringenina H OH OGle(1-2)Rha
Neohespiridina H OMe OGle(1-2)Rha
Hespiridina OH OMe OGlc(1-6)Rha

Tabla 5. Ejemplos de C-glicosiflavonoides

NOMBRE AGLICONA ESQUELETO C-6 C-8
TRIVIAL

- Vicenina-1 Apigenina Flavona Xilosa Glucosa
. Vicenina-3 - Apigenina Flavona Glucosa Xilosz
. Violantina . Apigenina Flavona Glucosa Ramnosa
Isocrienting Luteolina Flavona Glucosa -
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IL3.2. Propiedades quimicas de los flavonoides

Los C y O-glicosiflavonoides son muy solubles en agua, en general, son solubles en
alcoholes de bajo peso molecular como metanol, etanol y poco solubles en la mayoria de
los demas disolventes organicos. La posicién ocupada por la porcion de azicar influye en la
solubilidad de la molécula. Estos flavonoides son solidos cristalinos color amarillo
principaimente,

Los grupos fendlicos influyen en las propiedades de los flavenoides, asi conto en las
geninas que son solubles en NaOH y con clorure férmico dan colores violdceos
generalmente.

Debido al sistema de dobles enlaces conjugados, tanto las flavonas como los
ftavonoles son de color amarillo, mientras que las flavanonas (hidroflavonas) son incoloras
[25]

Su extraccion se realiza con solventes muy polares (EtOH, MeOH) y los diferentes
tipos de flavonoides se pueden identificar mediante su solubilidad y reacciones quimicas
especificas [ 26 ], como por ejemplo, el FeCly acuoso o etanélico forma con la mayoria de
los compuestos fenélicos productos coloridos, lo cual permite utilizarlo como un revelador

especifico de dichas compuestos.!

I1.3.3. Propiedades biolégicas de los flavonoides

La propiedad biologica més importante atribuida a los flavonoides es Ia vitaminica
P, que se le denomina también factor vitaminico P 6 factor P que es capaz de disminuir la
permeabilidad de los capilares y reforzar su resistencia. Las propiedades de dicho factor se

atribuyen g polifenoles: flavonoides, antociandsidos y oligdmeros flavanicos. La nocién de

! Una coloracién verde sugiere derivados del catecol, un color azwl, derivados del pirogalol
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factor P se debe a la observacién de que ciertas manifestaciones hemorragicas del
~
escorbuto, curadas administrando jugo de limén, no ceden administrando dnicamente acido

ascorbico, el cual no puede actuar mas que en presencia de un factor *P” 0 “C2”, la citrina.

Entre otras funciones biologicas se encuentran; accion diurética, antiespasmodica,
antiedematosa, proteccion hipocolesteromiante, inhibicion de la aldosa reductasa (de la cual
se conoce su papel en la etiologia de las cataratas en diabéiicos —accion enzimética—

efecto antioxidante y protector frente a radiaciones solares [ 21 ].

La accion de los flavonoides podria ser explicada por numerosas actividades demostradas

in vitro;

. Accidn sobre la reduccion del acido dehidroascorbico via glutation [ 27 | frente ai
cual se comportarian como dadores de hidrogeno. El ahorro de vitamina C es tanto
mayor conforme a la capacidad reductora del flavonoide. De manera mas general, estos
o-difenoles protegen al organismo contra las oxidaciones, ya que captan los radicales
libres originados por la inflamacién, las irradiaciones, entre otros. Se sabe que estos
redicales, principalmente el radical superoxido O y el radical hidroxilo OH, son el
origen de fendmetnios peroxidativos sebre los fosfolipidos, que ocasionan, entre otras

cosas alteracion de las membranas

'] Inhibicion de la catecol O-metil transferasa (COMT): esta accion no es especifica;
numerosas sustancias que pueden ser metiladas por fa COMT provocan una elevacion
transitoria de la resistencia capilar. La duracién de la accion de las catecolaminas en la
contraccion de las fibras de los vasos, elevacion de la resistencia vascular, entre otros, se

encuentra prolongada.

*Glutatiém (GSH): Tripéptido que contiene 4cido L-giutimico, L-cisteina v glicina. Una de sus funciones s la
de actuar come reductor de los perdxidos 16xicos por accién de 1a peroxidasa del ghutation. También actia
como cofactor en unas pocas reacciones enzimdticas, pero no se le considera una coenzima, se ha postulado la
intervencidn de Ia glutation en el transporte de los aminodcidos a través de 1a membrana celular,
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L]

Accion a nivel del coligeno: determinados polifenoles, estimulan a la prolina
hidroxilasa, favoreciendo el establecimiento de puentes entre las fibras de colageno
reforzando asi su solidez, su estabilidad y oponiéndose a su desnaturalizacidn. Existe
también una accidn anti-elastasa, quiza consecutiva a la accion sobre el metabolismo de
las prostaglandinas [ 21 ).

11.4 Prueba de toxicidad frente Artemia salina, para calcular -CLsy-

Los compuestos bioactivos son generalmente tdxicos en altas dosis. La letalidad de
dichos compuestos puede ser monitoreada en organismos vivos simples como la
Artemia salina, la cual es una larva de camardn, cuyos huevecillos pueden durar un
largo tiempo (hasta afios) en estado seco y son de bajo costo, por lo que la realizacién
de la prueba de toxicidad para determinar 1a ~CLso- resulta facil y practica en su manejo
por tratarse ademas de un organismo de faci) manipulacion, asi mismo, un gran nimero
de compuestos bioactivos conocidos han sido probados con éste método y los resultados
obtenidos demuestran la utilidad dei bioensayo con compuestos quimicos de estructuras

muy diversas.

La prueba de A. salina es un método de evaluacion muy simple, los extractos
crudos, eluatos o compiiestos quimicos puros son evaluados en concentraciones de 10,

100 y 1000 ppm (pg / mi).

Después de las 24 horas, se procede a determinar el nimero de larvas vivas, los
resultados obtenidos se les procesa mediante el programa Finney para cada dosis y se
caicula la —CLs¢- mediante un programa de computo que utiliza el andlisis de probitas

de Finney [ 28 ].




Estudio quimico v evaluacion biologica de Cirsium jorutlense { TESIS 29

IL.5 Inflamacién o respuesta inflamatoria

La inflamacion o respuesta inflamatoria es una reaccion del organismo frente a

microorganismos, agentes fisicos o quimicos cuando lesionan a las células.

La respuesta inflamatoria estd muy relacionada con el proceso de reparacion, ya
que es 0til para destruir, diluir y localizar al agente patogeno y, al mismo tiempo, inicia
una cadena de acontecimientos que, dentro de lo posible, curan y reconstruyen el tejido

jesionado.

La respuesta inflamatoria tiene lugar en el tejido conjuntive vascularizado e implica
a los constituyentes celulares y extraceluiares det mismo, incluyendo el plasma, las células
circulantes (neutrdfilos, monocitos, eosindfilos, linfocitos y plaquetas) y los vasos
sanguineos. Las células del tejido conjuntivo son las céfulas cebadas, que se situan
alrededor de los vasos sanguineos, los fibroblastos formadores del propio tejido conjuntivo

y ocasionales macrdfagos v linfocitos residentes.

El tejido conjuntivo extracelular estd constituido por las proteinas fibrilares
estructurales (coldgeno, elasting), glucoproteinas adhesivas ( fibronectina, laminina,
coldgeno no fibrilar, entactina, tenascina), asi como también por la membrana basal,

constituida 2 su vez por glucoproteinas adhesivas y proteoglicanos.

La respuesta vascular y celular de la inflamacioén estd mediada por factores
quimicos procedentes del plasma o de las células, los cuales son activados por el propio
estimulo inflamatorio. La inflamacién termina cuando se elimina el estimulo lesivo y
desaparecen o quedan inhibidos los mediadores de la misma. Dentro de estos mediadores

quimicos se encuentran;
La histamina : Dilata los vasos sanguineos y aumenta su permeabilidad.

La serotonina : Cuyo efecto es similar a la histamina.




Estudio quimico y evaluacion biolgica de Cirsium jorullense ! TESIS 30

Las quininas: Pequefios péptidos basicos que alteran el tono vascular, aumentan la
permeabilidad e inician o potencian [a liberacién de otros mediadores desde los leucocitos.

La mejor conocida es la bradiquinina.

Otra clase de mediadores actuan sobre la motilidad y el metabolismo de los
leucocitos: los leucotrienos y las prostaglandinas, éstos junto con fosfolipidos también
causan la agregacion de las plaquetas de la sangre, paso importante en la detencion de las
hemorragias [ 29, 30].

La inflamacion se caracteriza por cuatro sintomas fundamentales: enrojecimiento,
dolor, calor ¢ hinchazon. Uno més seria la pérdida de funcion del area lesionada, cuyo

surgimiento depende del sitic y la magnitud de 1a lesion,
I1.5.1 Etapas bisicas de la respuesta inflamatoria
Las etapas bésicas de la respuesta inflamatoria son:
I1.5.1.1 Vasodilatacion y aumento en la permeabilidad de los vasos sanguineos:

La vasodilatacion es el aumento en el diametro ¢ calibre de los vasos sanguineos,
mientras que el aumento en la permeabilidad significa que pueden atravesar la pared de
los vasos sanguineos las sustancias gue normaimente se retienen en la sangre. La
vasadilatacion permite un mayor flujo de sangre al 4rea de la iesion, mientras que el
aumento en la permeabilidad posibilita el paso de sustancias defensivas presentes en la
sangre al drea lesionada, entre estas sustancias se incluyen los leucocitos y los factores
quimicos que forman el codgulo. El aumento en el riego sanguineo también sirve para
eliminar los productos toxicos y células muertas, con lo que se evita Ja complicacion de la

lesion.

La vasodilatacion y aumento en la permeabilidad son el resuitado de la liberacion de
los mediadores quimicos.
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El cuerpo también suele responder mediante aumento en el metabolismo y aceleracion
de la frecuencia cardiaca, de modo que circule mas sangre cada minuto al rea lesionada,
ademas de las respuestas locales. La aceleracion del metabolismo y fa circulacién, y de
manera especial, la vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad de los capilares,

originan calor, enrojecimiento e hinchazén.

El calor es resultado del elevado volumen de sangre caliente que se acumula en el area
¥, en cierta medida, de la energia térmica que producen las reacciones metabolicas. El gran

volumen de sangre del area lesionada es otra causa del enrojecimiento de la misma.

El dolor, es un sintoma cardinal de la inflamacion que puede resultar de lesiones de
fibras nerviosas o de la irritacién causada por la liberacion de sustancias toxicas de

microorganismos.

11.5.1.2 Migracion de fagocitos:

Por lo general, en la hora subsecuente al inicio de la inflamacién, los fagocitos Iegan
al drea de la lesion. Al disminuir el flujo de sangre, los neutréfilos empiezan a adherirse a
la superficie interna del endotelio que reviste a los vasos sanguineos. Después, los
neutréfilos atraviesan la pared del vaso para llegar al 4rea de la lesion y destruir los
microorganismos invasores por fagocitosis, ademas de contener sustancias quimicas con

actividad antibidtica.
H.5.1.3 Liberacién de nutrimentos:
Los nutrimentos almacenados en todo el cuerpo se emplean para apoyar a las células

defensivas y también en Ias reacciones metabolicas aceleradas de las células atacadas por
los microorganismos.
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11.5.1.4 Formacion de la fibrina:

El aumento en la permeabilidad de los capilares hace que el fibrindgeno pase a los
tejidos donde se convierte en fibrina, cuya funcion es interceptar microorganismos
invasores y formar el coagulo.

11.5.1.5 Formacion de pus:

En todas las inflamacienes, excepto las muy leves, tiene lugar la formacién de pus, la
cual es una sustancia semiliquida que contiene leucocitos vivos y muertos, asi como

desechos de otros tejidos necroticos [ 31 ].

11.5.2 Evaluacién de Ias propiedades antiinflamatorias de metabolitos
secundarios aislados de la familia de las Compuestas

En relacién a estudios fitoquimicos y farmacologicos realizados a varias especies
de la familia Compositae, se han aislado metabolitos secundarios con actividad
antiinflamatoria de probada eficacia, tal es el caso los triterpenos como el @-taraxastero! y
taraxasterd)l de las flores de Carthamus tinctorius, Chrysanthemum morifolium y
Helianthus annuus, 1os cuales mostraron considerable actividad antiinflamatoria frente al
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) probado en orejas de raton, a una dosis de 1
ug del TPA y 0.1 a 0.8 mg del triterpeno por oreja. De la misma manera, se han probado
otros triterpenos como el helianol, a-amirinz, B-amirina, lupeol, teraxerol, cicloartenol,
24-metil-enecicloartanol, tirucalia-7,24-dienol y dammaradienol, todos ellos con actividad
antiinflamatoria, obtenidos de diferentes especies de compuestas.

El helianol, - un alcohol seco-iriterpénico, constituye €l componente mas
predominante (29-86%) de las flores de Calendula officinalis, Carthamus tinctorius,
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Cosmos  bipinnatus, Chrysanthemum morifolium, Helianthus annus 'y Matricaria
matricarioides. Este compuesto probado frente al tratamiento con TPA (con 0.1 mg del
triterpenc), ha mostrado un efecto antiinflamatorio similar al efecto producido por

farmacos comerciales como la indometacina y la hidrocoriisona.

La metodologia empleada en ésta investigacion empleando TPA, consistié en
disolver 1 pg del 12-O-tetradecancilforbol-13-acetato (TPA) en 20 pl de Me,CO
aplicando en la oreja derecha de raton con una micropipeta. La muestra del triterpeno
disuelto en MeOH-CHC; (1:1, 20 ply fue aplicado topicamente 30 minutos antes de cada
tratamiento con TPA. La aplicacion del triterpeno inhibié el efecto inflamatorio que
provoca el TPA[32]

En otro estudio realizado a Diospyros leucomelas, se aislaron tres triterpenos que
fueron identificados como betulina, 4cido betulinico y acido ursélico, los cuales mostraron
actividad antiinflamatoria en pruebas realizadas frente al TPA y carrageenina, siendo el
acido betulinico el de mayor actividad antiinflamatoria (86.2% de inhibicion). Cuando
estos compuestos fueron admimistrados oralmente a 100 mg/Kg frente a la prueba con
carrageenina, ei dcido betulinico mostro el mayor efecto aptiinflamatorio (45.6% de

inhibicion ), 1a betulina y el acido ursélico mostraron el 35.5% de inhibicién.

La actividad antiinflamatoria de estos compuestos fue similar al efecto producido
por la fenilbutazona en la prueba con carrageenina y similar a la indometacina en la prueba
con TPA.

El extracto con CH;Cl; y MeOH de Ia pianta fueron evaluados en ratones en los dos
modelos de inflamacion arriba mencionados, a una dosis de 0.5 mgforeja (administracion
topica) para el TPA y 100 mg/ Kg para la prueba con carrageenina en pata de ratén
(administracion oral), dando como resultado que el extracto con CH;Cl; indujo un 90% de
reduccidén de 1a inflamacion frente al TPA y 46.3% de reduccion a las tres horas frente a la
carrageenina . Del extracto con MeOH sole se obtuvo €l 71% de inhibicién frente al TPA,
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La metodologia de la prueba con TPA consitio en inducir un edema en la oreja
derecha de raton por aplicacion tdpica de 2.5 ug/oreja de TPA en acetona. La oreja
izquierda fue tomada como control aplicandole acetona o EtOH al 70%. Los triterpenos
suspendidos en EtOH al 70% fueron aplicados topicamente (0.5 mg/oreja)
simultaneamente con el TPA. El efecto antiinflamatorio fue medido a la 1, 3 y 5 hrs.

después de la aplicacion.

En la prueba con carrageenina, se indujo un edema en la planta de la pata del ratén,
inyectando 0.05 ml de solucion al 3% de carrageenina en solucion salina al 0.9%. La
medicion del efecto inflamatorio fue medido a la 1, 3 y 5 hrs. después de la induccién con
un pletismometro y el edema fue expresado como un aumento en el volumen de la pata
debido a la carrageenina. Dos grupos de referencia foeron tratados con indometacina (7
mg/Kg) y fenilbutazona (100 mg/Kg) respectivamente. Los triterpenos fueron disueltos en
EtOH/ Tween 80/ Hz0 (2:2:20) y fueron administrados oralmente a 100 mg/Kg ( 0.50 ml)
1 hr antes de la inyeccién de carrageenina. Un grupo control recibié anicamente el
vehiculo [ 33 ].

Con respecto al género Cirsium, de C. subcoriaceum, se ha aislado a la
pectolinarina ~ flavonoide glicosilado mayoritario de la planta- y se ha evaluado su efecto
sntiinflamatorio. Este estudio fue realizado con {a carrageenina como inductor de la
inflamacién. La dosis de pectolinarina empleada fue de 25, 10 y 50 mg/Kg vy la
indometacina usada como referencia fue con 1, 2.5, 5y 7.5 mg/Kg..

Los animaies de control recibieron solucion salina al 0.9% o el vehiculo usado en
las mismas condiciones experimentales. Sesenta minutos después de la inyeccién de la
pectolinarina y la indometacina, en grupos de ratas por separado, cada una de éstas, recibio
en {a planta de la pata, una inyeccion de 0.1 ml de una suspension de carrageenina al 1%,
La variacion en el volumen de la planta de la pata fue calculada de 3 a 4 mediciones 1, 2,
3, 4y 5 hrs. después de la inyeccion del agente antiinflamatorio.

Los resultados obtenidos mostraron una actividad antiinflamatoria por debajo de 1a

efectividad de la indometacina, ya que a las tres horas se observd una variacién en el
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volumen del edema de 18.3 ml para la pectolinarina y 14.8 ml para la indometacina con

una dosis de 2.5 mg/Kg para ambos compuestos [ 34 ].

Con estos antecedentes se puede observar, que las compuestas, son una familia que
posee metabolitos secundarios con una efectiva actividad antiinflamatoria, asi mismo, se
han encontrado las mismas propiedades en el género Cirsium, por lo que se le realizaron

pruebas de actividad antiinflamatoria a C. jorullense.
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Meéxico es un pais con gran diversidad bioldgica, tanto vegetal como animal. Su
riqueza en flora hace y ha hecho de €l un pais con una gran tradicion herbolaria desde
épocas precolombinas; sin embargo, ¢l estudio quimico de las plantas medicinales es aun
muy deficiente y fragmentado, ain en sus aspectos basicos — descripcion botanica, estudios

quimicos, toxicoldgicos, farmacoldgicos, entre otros —.

El conocimiento quimico de las plantas medicinales puede aportar mayor
informacion sobre sustancias con actividad terapéutica en la cura de diversas enfermedades
o mejorar las ya establecidas, es por eso, que los estudios quimicos son de gran valor en el
conocimiento de dichas especies vegetales; ademas, los productos naturales pueden servir

como prototipos en el disefio de nuevos firmacos.

Dentro de la rica y variada flora mexicana se encuentra Cirsinm jorullense, la cual
es una planta medicinal muy empleada en el tratamiento de enfermedades a nivel del
aparato circulatorio y respiratorio, entre otras, de la cual no se cuenta con ningun estudio
quimico informado previamente en la literatura especializada. Sin embargo, a partir  del
género Cirsium se han aislado diversos metabolitos secundarios como flavonoides,
poliacetilenos, poliolefinas, alcaloides, sesquiterpenos y saponinas. Entonces, en el presente
proyecto, se propone ¢l estudio quimico de los extractos con acetato de etilo y etanol de las
partes aéreas y extracto etandlico de flores de Cirsium jorullense, con la finalidad de aislar,
purificar, caracterizar ¢ identificar sus constituyentes quimicos mayoritarios, y evaluar su

actividad citotoxica frente a Artemia salina, asi como sus propiedades antiinflamatorias.
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IV.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio quimico y evaluacion citotoxica frente a A. salina, asi como la
evaluacion antiinflamatoria de Cirsium jorullense, 1a cual es empleada frecuentemente en
la medicina tradicional, con la finalidad de caracterizar e identificar los metabolitos
mayoritarios presentes en el extracto con acetato de etito y etanol de las partes aéreas y
extracto etanolico de flores.

IV.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Realizar la investigacion bibliografica de 1980-1996, sobre los estudios quimicos y
farmacologicos de la familia Compositae y del género Cirsium.

2. Participar en la recoleccion e identificacion del material vegetal,

3. Preparar los extractos con disolventes de diferente polaridad: n-hexano, cloroformo,
etanol y acetato de etilo.

4. Determinar la -CLso- de los diferentes extractos obtenidos frente Artemia salina.

5. Separar y purificar los diferentes metabolitos que constituyen los extractos con acetato
de etilo y etanol de las partes aéreas y extracto etandlico de flores.

6. Identificar y caracterizar las sustancias puras aisladas de los diferentes extractos.

7. Determinar las propiedades antiinflamatorias de los extractos crudos obtenidos.
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El estudio quimice de las plantas medicinales puede aportar informacion sobre
sustancias con actividad terapéutica y menor toxicidad en el tratamiento de diversas
enferinedades. En relacion al género Cirsium, estudios quimicos previos informan que se
han aislado flavonoides, poliacetilenos, poliolefinas, alcaloides, sesquiterpenos y saponinas
como metabolitos secundarios caracteristicos de dicho género. Entonces, por medio de la
aplicacion de las técnicas de aislamiento y purificacion; asi como de las técnicas que
ayuden g su caracterizacion e identificacion, se podra determinar la naturaleza quimica de
los metabolitos mayoritarios presentes en los extractos con acetato de etilo y etanol de las
partes aéreas y del extracto etanolico de flores de Cirsium jorullenses. Ademas de poder
determinar su —-CLso- frente a A. salina y propiedades antiinflamatorias de los extractos
crudos obtenidos.

Es importante sedialar, que Cirsium joruflense es una planta originaria de México, de
la cual no se concce ningin estudio quimico o biologico de dicha especie. Por lo cual, los
resultados que se deriven del presente proyecto, aunados con los descritos en la literatura

quimica, coadyuvarn a un conocimiento mas cientifico de dicho género.
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A) Material vegetal:

Cirsium jorullense ( partes aéreas y flores ), fue colectada en un bosque de pinos a

2740 m snm., a 3 Km al NO del poblado de San Rafael Tlalmanalco, Estado de México.

B) Material para la extraccién, aislamiento, purificacién, caracterizacién

¢ identificacion de los metabolitos secundarios.

Material de vidrio:

ml.

Equipo para destilacion simple y fraccionada

Matraz balon junta esmerilada 24/40 con capacidad para 100, 250, 1 000 y 2 000

Matraz con junta esmerilada esférica para rotavapor con capacidad para 1 000 ml.
Extractor Soxhlet con junta esmerilada

Refrigerantes de vidrio junta esmerilada 24/40

Matraz Erlenmeyer con capacidad para 25, 50, 100, 250, 500 y 1 000 ml.

Matraz Kitazato con capacidad para 125, 250, 500 y 1 000 rml.

Columnas de vidrio para cromatografia.

Pipetas Pasteur.

Pipeta graduadade 1,2, 5y 10 ml

Camara de elucion para cromatofolios con capacidad para 100, 200 y 400 ml de

volumen total.

Placa de toque de vidrio.

Embudo de separacién de 60 y 250 ml
Embudo de vidrio de tallo corto y largo.
Probeta de vidrio de 10 y 250 ml.
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¢ Frascos viales para muestreo cromatografico cilindricos con capacidad para 2 ml.

Equipo:

¢ Balanza analitica Ainsworth DE Series Mod. 100 A,

+ Balanza semianalitica OHAUS Mod. E400.

e Balanza granataria OHAUS Triple Beam 800 series

*  Aparato Fisher Johns

s Parrilla de calentamiento con agitacion magnética

e Lampara de luz U.V. mineralight modelo UVGL-25 UV 254/366 nm

» Rotavapor Bichi

» Mantilla eléctrica ADRY para matraz balon con capacidad de 100 y 250 ml.

Sustancias quimicas:

Sélidos:

* Tricloruro férrico

+ Nitrato de plata

¢ Vainillina

s  Celite 545.

+ Cromatofolios recubiertos con silica get Merck Si-Gel 60Fas,

+ Silica gel para capa fina 60 G

44
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s Silica gel para cromatografia en columna
¢ D-Galactosa (CsH120s), cristales

s L-Rhamnosa (CsH,20s), cristales

s D-Fructosa (CsHi20;), cristales

s D-Xylosa (CsH;0s), cristales

» D-Glucosa (CsH,204), cristales

Liquidos:

e n-Hexano (CsH,4), grado técnico

¢ Cloroformo (CHCH), reactivo analitico

¢ Etancl (CH;CH:OH), grado técnico

e Acetato de etilo (CH;COOCH;CH;3), grado técnico
¢ Metanol absoluto (CH;0H), reactivo analitico
s Acetona, grado técnico

s Diclorometano (CH;Cl;), grado técnico

+ Acido clorhidrico concentrado (HCI), reactivo
e n-Propanol (CH,;CH:CH,0H)

¢ Acido acético glacial (CH;COOH)

+ Anhidndo acético (CH5CO0);0

¢ Dimetilformamida (DMF)

+ Dimetilsulfoxido (DMSO)

s Agua desionizada
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C) Material para pruebas biologicas:

PRUEBA DE Artemia salina

* Huevecillos deshidratados de Artemia salina

* Szl marina

* Pecera de 12x12x20 cm

e Pecera especial para prueba de 4. safina segin indicaciones de la bibliografia [ 28 |
e Viales de vidrio de capacidad de 10 ml

o Jeringas de vidrio de 25 y 100 pi

PRUEBA ANTIINFLAMATORIA

¢ Ratones albinosde 28a30g

» Solucion aceténica deTPA ( 12-O-tetradecanoilforbol acetato )
+ Jeringas de vidrio de 25 i

+ Sacabocado
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METODOLOGIA GENERAL

1. DIAGRAMA GENERAL

CION DEL MATERIAL VEGETAL DE Cirsivas jorullense EN SAN RAFARL, -
mmmmmmmmco,m.xm&:smm

Filtracién a vacio®* Filtracién ** Filtracién **

TEMFP.AMB. *

NOTA: Los solidos A, B y C son una mezcla
de diferentes constituyentes
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Esquema 4

Metabolitos secundarios aislados de las partes aéreas y de flores de
Cirsium joruliense

Estructura base de los flavonoides
OCH;
OCHy
CHO
OH Q
3, 4, 8, 7-Tetrametoxi-S-hidroxiflavona (1) 6-Metoxi-4°, 5, 7-trihidroxiftavona

Hispidulina (It}

OO
N ©
|
QL.
OH Q

CHO

3" 4", 6-Trimetox-5,7-dihidroxiflavona 3',4°,3,6,7 -Pentametox-5-hidroxifiavona m
Eupatulina (i)
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DIAGRAMA 2.

Tratamiento de la mezcla ( s6lido A), obtenido por extraccién con
AcOEt de las hojas y tallos de
Cirsium jorullense.

' ! ' ' !

n-HEXANO - ETER ETILICO BENCENO ACETONA METANOL
(0.0043g) (0.0116g) (0.0045g) (0.0165g) (0.084g)

I
|

* La identificacién de la hispidulina y eupatulina se ltevd a cabo mediante CCF empleando
como revelador una solucion de FeCly en EtOH al 1%, empleando diferentes sistemas de
elucion y comparando contra estandares puros.
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DIAGRAMA 3.

Tratamiento de la mezcla (sélido B), obtenido por extraccién con EtOH

de las hojas y tallo de
Cirsium jorullense

MEZCLA EVALUACIONDE
(SOLIDOB) ACTIVIDAD
EtOH
(28)
EXT.S-L
A
l v l l
n-HEXANO ETER ETILICO BENCENQ ACETONA METANOL
(0.0017g } (0029 ¢g) (00043 g ) (01250 2) 03278 g)
SOLIDO o
pf 260°C

* idem
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DIAGRAMA 4.

Tratamiento de la mezcla ( sélido C ), obtenido por extraccién con ECOH
de las flores de
Cirsium jorullense

n-ll“i\ﬂo EI'ERlETlLlCO BE&ENO ACI’Z ;'ONA MEiANOL

(001168 ) (0019 ¢ ) (0.0081 g) (0.0616 g) (0.0797g)

|
l

¥ idem



Estudio quimico y evaluacién biologica de Cirsitm jorullense / TESIS 53

DIAGRAMA 5.

Reacciones quimicas de 1a mezcla ( sélido B ), obtenido de las hojas y

tallos de
Cirsium jorullense.
CH:N./ ETER ETILICO / 0°C > SOLIDO 1B »
AciO /Py SOLIDO 2B *
TEMP. AMBIENTE ( 0.5961g)
solido blanco 2B,, pf. 250°C
y solido amarillo 2B,, pf. >300°C
HCI{20%)/ MeOH : H,0 (1:1)/ A SOLIDO 3B

»  (0.0363g)

cCcv
CCF

Hispidulina (I} y Eupatulina (IT])

*MEZCLAS DE FLAVONOIDES GLICOSILADOS
** VER PAG. 68, TABLA 6



Estudio quimico y evaluacién bioldgica de Cirsium jorullense / TESIS 54

DIAGRAMA 6.
Reacciones quimicas de la mezcla (sélido C), obtenido de las flores de
Cirsium jorullense
—» SOLIDO 1C
(008g)
pf. 193.195°C
IR (Espectro 16)
CH;N; / ETER ETILICO / 0°C | 3 SOLIDO 2C
vt e i (0.0242g)
-9 SOLIDO 3C
(0.0055g )
Ae0 [Py » SOLIDO4C
TEMP. AMBIENTE {0.1458g)
HC1(20%)/ MeOH: H20(1:iyA  SOLIDO 5C*

o

Hispidulina y Eupatulina

* VER PAG. 61
**VER PAG. 68, TABLA 7
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Cirsium jorullense® (Compositae) fue colectada en un bosque de pinos a 2740 m
shm. Se colecto entre las 10 y 14 horas del dia 3 de septiembre de 1996 por el QFB José
Luis Balderas y el M. en C. Arturo Cano Flores, a 3 kilémetros al NO del poblado de San
Rafael Tlalmanalco, Estado de México. Fue identificada y clasificada por el B. Osvaldo
Téllez del Instituto de Biologia, de la UNAM.

Las partes aéreas y flores se separaron v se dejaron secar a temperatira
ambiente.

VIL1 Obtencién de los extractos hexdnico, de acetato de etilo y etanélico
de parte aérea de Cirsium jorullense

Una vez secas las partes aéreas de Cirsium jorullense, 1280 g de material vegetal
molido de parte aérea (hojas y tallo), se sometié a una extraccion sélido-liquido como se

describe a continuacién:
a) EXTRACTO HEXANICO

El material vegetal se dejo macerar a temperatura ambiente con n-hexano
concentrando el solvente en equipo de destilacion stimple cada 24 hrs., finalmente se obtuvo
21.739 g de extracto hexanico, el residuo vegetal obtenido se dejo secar a temperatura

ambiente.
b) EXTRACTO CON ACETATO DE ETILO

En una columna de vidrio de 70 cm de largo por 9 cm de diametro, se deposito la
planta molida una vez seca, a través de la cual se paso acetato de etilo (AcOE?) caliente en
repetidas ocasiones, el disolvente fue eliminado por destilacion a baja presion,

depositandose un sélido de color verde-amarillento el cual fue separado por filtracion a

3« ....originanis de México, habita en clima calido, semicalido y templado entre los 2000 y 3900 metros som. Crece a

orillas de caminos asociada a vegetacion perturbada de bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio, subperinifolio y
peninifolio; bosques de encino, de pino y mixto de pino encino.....”. Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexi-
cana. Vol 1. INI (1994} 334.
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vacio. La cantidad de sélido obtenido fue de 876 mg de solidos (SOLIDO A) y 6.77 g de

extracto (aguas madres).

El material vegetal se dejo secar a temperatura ambiente. Para Ia separacién de los
metabolitos secundarios mayoritarios se emplearon 4 g de extracto (aguas madres), los
cuales fueron absorbidos en 6.33 g de celita y aplicados posteriormente a una columna de
vidrio para cromatografia de 6.5 ¢cm de largo y 10 ¢m de didmetro, previamente empacada

con 240 g de silica gel para capa fina por via seca con ayuda de vacio [35].

¢) EXTRACTO ETANOQLICO

Una vez seco el material vegetal se procedid de la manera descrita anteriormente
para la obtencion del extracto con acetato de etilo. Después de concentrar, se obtuvieron
71.11 g de una mezcla de s6lidos de color amarillo-verdoso (SOLIDO B) y 27.6832 g de

residuo que corresponde a las aguas madres del extracto etanélico.

VI1.2 Obtencién de los extractos hexanico, cloroférmico y etanélico de

flores de Cirsium jorullense
a) EXTRACTO HEXANICO

Se colocaron 1470 g de material vegetal seco y molido a maceracion con n-hexano,
la eliminacién del disolvente se hizo por destilacion simple cada 24 hrs. Después de una
serie de repeticiones de dicha operacion, se obtuvieron 45.467 g de extracto crudo.

b) EXTRACTO CLOROFORMICO
Una vez seco el material vegetal del disolvente anterior, se procedié de manera

similar a la obtencién del extracto hexénico, hasta obtener finalmente 8.8658 g de extracto

cloroférmico crudo.
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¢) EXTRACTO ETANGLICO

Al material vegetal seco se le adiciond etanol a temperatura ambiente, después de
concentrar se obtuvo un solido amarillo-verdoso; el cual se filtrd a vacio, obteniéndose 9.66
g de sdlidos (SOLIDO C} y 26.1 g de residuo (aguas madres).

VIL.3 Purificacién de la mezcla de solidos obtenidos por extracciéon con
acetato de etilo de parte aérea
(SOLIDO A)

Para la purificacién de la mezcla de sélidos obtenidos a partir del extracto con
acetato de etilo (SOLIDO A), se procedié de la siguiente manera:

Se colocaron 547 mg de solido impuro en un equipo de extraccion Soxhlet
empleando n-hexano como disolvente durante 4 hrs. Finalizada la extraccién se concentrd
el disolvente obteniéndose 0.0043 g de extracto hexdnico. Posteriormente se extrajo con
éter etilico (0.0116 g), benceno (0.0045 g), acetona (0.0165 g) y metanol (0.084 g).

De Iz extraccion con éter etilico, benceno y acetona se comprobé la presencia de la

hispidulina y eupatulina, por medio de CCF comparande con estandares.

VI1.4 Purificaciéon de Ia mezcla de sélidds obtenidos por extracciéon con
etanol de parte aérea (SOLIDO B)

Para purificar el solido B impuro obtenido de la extraccién sélido-liquido con
etanol de parte aérea, se montd un sistema de extraccién con un equipo soxhlet de la

misma manera que para el solido A.

Se colocaron 2 g del solido y se inicié la extraccion con n-hexano como disolvente
por 4 hrs., prosiguiéndose con éter etilico, benceno y acetona sucesivamente. Los

rendimientos obtenidos en cada uno de los extractos se muestra en ¢l diagrama 3 (pp.51).
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De la extraccion con éter, benceno y acetona se pudo determinar la presencia de

hispidulina y eupatulina por medio de CCF en comparacion con estandares de referencia.

Vll.IS Reaccion de acetilacién de la mezcla de sélidos obtenidos de la
extraccion con EtOH tanto de parte aérea como de flores
(SOLIDOSBY ()

La reaccion de acetilacion del solido B impuro (mezcla), se realizo de la siguiente
manera: En un matraz Erlenmeyer se colocaron 5.0785 g de solidos impuros con 7 ml de
anhidrido acético y 2.5 ml de piridina a temperatura ambiente con agitacion magnética. El
desarrollo de la reaccién se siguié por CCF y después de 27 hrs. se di6 por concluida
agregando 5 g de hielo.

Posteriormente se procedi6 a la extraccion del compuesto acetilado, para lo cual se
hicieron dos extracciones con cloroformo (2x5 ml). Antes de proceder a los lavados
subsecuentes, se separ6 por filtracién a vacio un sélido amarilio (m= 0.5961 g, 11.74%) de
pf> 300°C soluble en dimetilformamida ( SOLIDO 2B ).

La fase clorofdrmica se traté con una solucion de acido clorhidrico (3x5 ml) al 10%
v/v y con una solucién saturada de bicarbonato de sodio (3x5 ml), se seco con sulfato de
sodio anhidro.

La mezcla de producto de reaccion se conéentro, obteniéndose 3.93 g {11.74%)).
Posteriormente se monté una columna cromatogréfica (36 cm de largo y 5 cm de didmetro)
empacada con 94 g de gel de silice, absorbiendo ¢t producto en 3.93 g de celita para separar
los diferentes constituyentes presentes en la misma. El resultado de esta diferenciacion

cromatografica no fueron satisfactorios debido a Ia cantidad de producto obtenido.

Para llevar a cabo la reaccion de acetilacion del solido C impuro, se colocaron
0.1520 g de la mezcla de solidos los cuales se hicieron reaccionar con 1 ml de anhidrido
acético y 1 ml de piridina a temperatura ambiente mediante agitacion magnética, la
reaccion fue seguida por CCF y después de 24 hrs de reaccion , ésta se detuvo agregando 3 g

de hielo al matraz de reaccion.
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Para la recuperacion del producto acetilado, se sigui¢ la misma metodologia descrita
en el presente trabajo para el producto 2B. El producto de reaccién obtenido (0.1458 g,
96%), se absorbié en 0.1500 g de celita y aplico a una columna cromatografica de 32 cm
de largo por 1.4 cm de didmetro empacada con 15 g de gel de silice para lograr la

separacion de los constituyentes presentes en la mezcla de productos de dicha reaccion.

VIL6 Reaccién de metilacion de la mezcla de sélidos (SOLIDO C),
obtenide por extraccién con EtOH de flores

Del solido obtenido de Ia extraccion con etanol de las Mores de C. jorullense, se
tomaron 228.8 mg del solido impuro, los cuales fueron disueltos en 5 ml de EtOH absoluto
a temperatura.ambiente, posteriormente se agregé lentamente diazometano disuelto en éter
etilico a baja temperatura (0°C). Una vez terminada la reaccion se eliminé el exceso de éter
etilico y se filtrd a vacio, obteniéndose un solido amarillo (m=0.08 g, 34.96%), de pf 193-
195°C, el cual es parcialmente soluble en una mezcla de MeQH/H,0 y soluble en DMF
{ SOLIDO 1C).

Por otro lado, se obtuvieron de la misma reaccion 24.2 mg (10.58%) de un sdlido
cristalino blanco ( SOLIDO 2C ).

Asi mismo, al agregar MeOH al matraz de donde se obtuvo el solido 1C se separd
un sélido blanco (5.5 mg, 2.40%) de aspecto algodonoso ( SOLIDO 3C).

PREPARACION DEL DIAZOMETANO:

El CH:N; se prepard en un equipo ex profeso para el caso. Se pesaron 11 g de
diazald (N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida) disolviéndose en 100 mil de éter etilico
anhidro en un matraz Erlenmeyer, posteriormente se coloc6 esta solucién en un embudo de
adicién y se agregé lentamente a un matraz balon que contenia una mezcla compuesta por 5
g de KOH, éter etilico, agua y etanol (10:10:30), sumergido en bafio Maria (56°C).
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El CH:N; generado de la reaccidn se recogio en un volumen de 75 ml de éter etilico
a 0°C (baflo de hielo).

CHaNo/ETER ETILICO! 0°C
e

Esquema 5. Reaccion de metilacién de la eupatulina con CHaN; en éter etilico a 0°C

VIL.7 Reaccién de hidrélisis dcida de la mezcla de sélidos obtenidos de Ia
extraccién etanélica de parte aérea y flores (SOLIDO By C)

Se colocaron 0.1304 g del solido B impuro en un matraz balon de 100 ml al que se
le adicionaron 20 ml de acido clorhidrico (20% v/v) y 20 ml de una solucion MeOH:H;0
(1:1). La reaccién se dejo con agitacion reflujo- durante 24 hrs. y se dej6 enfriar a
temperatura ambiente.

Se separo por filtracion a vacio 0.0363 g (5.44%) de un solido verde amarillento
soluble en acetona, metanol, DMF y DMSO cuya CCF revelé una mancha café con FeCl; en
etanol al 1%. SOLIDO 3B.

El residuo se traté con una solucion saturada de bicarbonato de sodio (3x5 ml),
seguido de tres lavados con agua (5 ml), finalmente se seco con sulfato de sodio anhidro y

se concentro.

Para el sélido C, se siguio el procedimiento que se describe en el diagrama 7:
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DIAGRAMA 7. Tratamiento quimico realizado al sélide C

20 ml soln. HCE (2N / EOH)
42hrs.

AGUAS MADRES

Ext. CHCly

*SOLIDO NO TRATADO
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3'4’, 6, 7-Tetrametoxi-5-hidroxiflavona (I)

El sélido separado por filtracién de la hidrélisis 4cida del sélido. C se sometié a una
reaccion de metilacion con CHyN; en éter etilico a 0°C, dando como resultado la 3°,4°, 6, 7-
tetrametoxi-S-hidroxiflavona (I), cuyas carateristicas espectroscépicas y espectrométricas

se enlistan a continuacion:

Espectro 1 IR vaur (CHCY) em™ © 2939, 2842, 1656, 1614, 1591, 1515, 1496, 1460,
1330, 1268, 1174, 1126.

Espectro 2 RMN-'H ( 300 MHz, CDCh, TMS), 5 (ppm): 512.76 ( 5, IH,Cs—OH), &
7.53 (dd, J=8.4 Hz, 1H, H-6"), § 734 ( d, J= 2.1 Hz, 1H, H-2"), § 3.995-3.934 (s, 4
OCH).

Espectro 3 RMN-"C (75 MHz, CDCl, TMS), 5 (ppm): 5 164.01 (C-2), § 104.55 (C-3),
5 182.63 (C-4), 5 158.81 (C-7), § 90.64 (C-8), 5 123.95 (C-17), & 111.36 (C-2), & 152.47
(C-3"), § 153.18 (C-4"), 5 109.10(C-5"),  120.12 (C-6").

La cromatografia en columna de la fase organica del extracto cloroformico de las
aguas madres provenientes de la hidrolisis acida del sélido C, permitié determinar la
presencia de: hispidulina (II), eupatulina (3 ',4‘,6Qtrimetoxi-5,7—dihidroxiﬂavona () y
3',4',3,6,7-pentametoxi-5-hidroxiflavona (IV), cuyas Acaracten’sticas espectroscopicas y

espectrométricas son las siguientes:
Hispidulina (II)
( 6-Metoxi-4", 5, 7~-Trihidroxiflavona )

Espectro 4 IR vy, (Nujol) cm™ : 3480, 3368, 1660, 1610, 1571, 1463, 1378, 1166, 1094,
822.
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Espectro 5 RMN-'H ( 300 MHz, CDCl;+DMSO, TMS), 5 (ppm): & 13 ( 5, 1H, Cs—OH),
9.7 (s, IH, C;-OH), 5 7.75 (s.c, }=8.7,2.1 Hz, 2H, H-2 y H-6), $ 6.96 ( 5.0, J=9 y
2.1Hz, 2H, H-3'y H-5"), & 6.54 ( s, 1H, H-8), 5 6.49 ( s, 1H, H-3), & 3.974-3.921 (s, 1
OCHy).

Espectro 6 RMN-BC (75 MHz, CDC}; + DMSO, TMS), 6 (ppm): & 163.85 (C-2), &
102.34 (C-3), § 182.12 (C-4), § 160.65 (C-5), & 163.85 (C-7), & 93.73 (C-8), & 119.90 (C-
10), & 121.50 (C-1"), § 127.53 (C-2"), § 115.70 (C-3"), & 156.38 (C-4"), & 115.70 {C-5"), &
127.53 (C-6").

Eupatulina (HT)
{ ¥, 4', 6-trimetoxi-5, 7-dihidroxiflavona )

Espectro 7. TR v, (Nujol) em ~': 3183, 1655, 1620, 1580, 1510, 1425, 1336, 1264, 1149,
1027.

Espectro 8 EM (IE) m/z (% de abundancia relativa): 344 [ M+, 100% }, 329 (64.84),
327 (58.59), 301 (40.62), 298 (9.37), 285 (2.34), 243 (3.12), 163 (18.75), 139 (7.81), 129
(4.68), 120 (3.12), 69(17.18). '

Espectro 9 RMN-'H (300 Hz, CDC; + DMSO, TMS), 5 (ppm): § 12.99 ( s, IH, Cs —
OH), 5 7.60 (dd, J=8.6 y 2.1 Hz, 1H, H-6"), 7.47 ( d, J= 2.1 Hz, 1H, H-2), § 7.06 ( d, J=
8.7 Hz, 1H, H-5"), 8 6.76 (s, 1H, H-8), 5 6.56 5, 1H, H-3), 5 3.94-3.83 (s, 3 OCH).

Egpectre 10 RMN-C (75 MHz, CDCI3 + DMSO. TMS), § (ppm): & 163.11 (C-2), &
103.20 (C-3), & 181.90 (C-4), § 152.59 (C-5), & 131.04 (C-6), § 156.88 (C-7), § 93.93 (C-

8), § 123.05 (C-1), 5 111.09 (C-2), § 148.73 (C-3"), 5 151.74 (C-4"), § 108.95 (C-5"), &
119.62 (C-6").
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3, 4°, 3, 6, 7- Pentametoxi- 5-hidroxiflavona av)

Espectro 11 IR vuu: (CHCL) cm™: 3597, 3531, 2935, 2856, 1768, 1637, 1593, 1510,
1462, 1431, 1365, 1327, 1132,

Espectro 12 EM (IE) m/z (% de abundancia relativa): 388 [ M+, 100%), 373 (70.31),
345 (11.71), 327 (7.03), 315 (3.12), 299 (3.12), 287 (3.12), 245 (2.34), 194 (6.25), 178
(7.03), 165 (13.6), 149 (6.4), 135 (3.12), 83 ( 3.12), 69 (6.25), 57 (6.25), 43 (6.25).

Espectro 13 RMN-'H (300 MHz, CDCL, TMS), § (ppm): & 12,61 (s, 1H, Cs-OH),
7.73 (s.c,J=9 y2.1Hz, 1H, H-6"), 5 7.69 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-2'), § 6.99 (d, J- 8.4 Hz,
1H, H-5"), § 6.51 (s, 1H, H-8), § 3.97-3.87 (5, 5 OCHj).

Espectrg 14 RMN-'C (75 MHz, CDCh, TMS), § (ppm): § 158.80 (C-2), § 138.85 (C-
3), 8 178.92 (C-4), 8 152812 (C-5), § 13236 (C-6), & 158.78 (C-7), § 90.35 (C-8), &
155.857 (C-9), 8 122.15 (C-10), 122.98 (C-1"), § 111.39 (C-2"), & 148.85 (C-3"), 5 151.46
(C-4), 8 110,92 (C-5"), § 122.15 (C-6").
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VIL.8 Prueba biolégica de toxicidad de los extractos crudos frente

Artemia salina

La pryeba para evaluar la ~CLsp- para cada uno de los extractos obtenidos de

Cirsium jorullense frente a 4. salina se realizo como se muestra a continuacion:

DIAGRAMA 8. Evaluacién biolégica frente 4. salina

Se pesan 20 mg de extracto y sc disuelven en 2 ml de disolvente

Se colocan 5, 50 y 500 4 de 1a solucidn en viales limpios y etiquetados por triplicado con su
blanco respectivo. Se deja evaporar el disolvente.

Una vez evaporado €l disolvente se adiciona DMSQ para disolver el extracto

Seagreganzlnldcsoluciénsalim(383dcsalma:inﬁporli&odeagm)amhvialysc
colocan 10 anemias vivas previamente incubadas por 48 hus. aforando a2 5 .

Alas24hts.secmmanlasartemiasvivasy/omnenasdewdavial.

| Se realiza el cdlculo de —CLsg- con ayuda del programa de andlisis de probitas Finney de compwtadora. I
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VILY Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos crudos
de las partes aéreas y flores de Cirsium jorullense,

EDEMA INDUCIDO CON ACETATO DE 12 MIRISTATO DE FORBOL (TPA )
EN LA OREJA DEL RATON:

Se emplean ratones albinos cuyo peso oscila entre 28 a 30 g. Los animales son
anestesiados y se les aplica una solucion acetonica de TPA ( 2.5 pug ), en un volumen de 10
pl en la parte interna y externa de cada oreja .

Los compuestos de prueba asi como los farmacos prototipos se disuelven en
vehiculos apropiades y se aplican en dosis de 0.01 6 1.0 mg en la oreja derecha, mientras

que en la oreja izquierda se aplica solamentre el vehiculo { oreja control ).

La inflamacién se desarrolla por espacio de 4 hrs. y al finalizar dicho periodo, los
animales se sacrifican por dislocacion cervical, se toma de la porcién central de cada oreja

un tapén de 6 mm de didmetro con la ayuda de un sacabocado,

La diferencia en masa entre la oreja tratada con el compuesto de prueba y el peso de
la oreja que solamente recibe el vehiculo, se tomardi como medida de la respuesta
antiedematosa.
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VIIL.1 Resultados de reacciones quimicas realizadas a la mezcla
(SOLIDO B), obtenido de la extraccién con EtOH de parte aérea

1B
2B (ayb) |a)Coloramarillo | Soluble en agua ,

pélido :
b)Color blanco lisﬂtlg%lt&;oluble b) >300

3B Color verde MeOH y DMF No
olivo _ determinado

Tabla 6 . Propiedades fisicas de los solidos obtenidos a partir de las transformaciones
quimicas realizadas al sélido B.

VIIL2 Resuftados de reacciones quimicas realizadas a la mezcla
(SOLIDO C), obtenido de la extraccién con EtOH de flores

193-195

Tabla 7. Propiedades fisicas de los solidos obtenidos a partir de las transformaciones
quimicas realizadas al solido C.

*Por metilacion de la mezcta del solido 5C se obtuvoia 37, 4°, 6, 7-Tetrametoxi-5-
hidroxiflavona (I).
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VIIL 3 Resultados de la prueba bioléogica con Artemia salina -CL < -

PARTE AEREA

328.1359 383.7108 96.3253

333. 8700 140.0183

4080.089 129.5248

Tabla 8. Resultados de la prueba biologica realizada con 4. salina a los extractos crudos
de parte aérea de Cirsium jorullense.

FLORES

737.8801 122 4278 . 681.5474

790.9776 107.4433 307.7322 614.0551

520.2244 47.7575 176.6796

Tabla 9. Resultados de la prueba bioldgica realizada con A. salina a los extractos crudos
de flores de Cirsium jorullense.

NOTA: Mc Laughlin, J.L. , considera que una sustancia o un extracto es activo frente 4. saling , si el valor de
—CL - es menor a 1000 ppm. [ 28 ).
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VIIL. 4 Resultados de los extractos de Cirsium jorullense a Ia dosis de 0.5
mg/oreja en el modelo de edema inducido con TPA en oreja de ratén:

metanol 13.33 +0.29

Ext. Hex. (flores) 114 +116 25.64

Ext. AcOEt (parte aérea) 466 +2.1 69.60

Ext. Hex, (parte aérea) 12.63 +0.33 17.61
Acetonitrilo 14.86 + 0.24 -

Ext. EtOH (parte aérea) 1333 +0.44 10.29

Ext. EtOH (flores) 12.80 + 0.84 13.86

Tabla 10. Por ciento (%) de inhibicion de la evaluacién antiinflamatoria de los extractos
crudos de parte aérea y flores de C. jorullense

* Inhibicién = 100 — ( X tratado / X control ) x 100 ; X promedio del tejido de tres animales
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

7
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IX.1 Purificacién de los sélidos A, B y C obtenidos de extraccién con
AcOEt Y EtOH mediante el sistema de extraccion c¢on soxhlet,

La purificacion de los diferentes sélidos obtenidos durante 1a preparacién de los
extractos crudos, se basd considerando que las sustancias presentes tenian diferentes
solubilidades, para lo cual se realizd una extraccién sélido-liquido en equipo Soxhlet, para
eliminar aquellas sustancias que en un momento dado podrian considerarse como

impurezas y las cuales se fileron eliminando con disolventes de polaridad similar,

El s6lido B obtenido de la extraccion con EtOH de parte aérea, diagrama 3 (pp. 51),
se tratd en un equipo Soxhlet con MeQH, de donde se separd un solido { o ) de pf. 260°C.
En CCF se infirid que dicha sustancia podria presentar como esqueleto base el de un

flavonoide, ya que da prueba positiva con FeCly al 1% en etanol .

Por otro lado, del solido C obtenido a partir de las flores de Cirsium jorullense,
diagrama 4 (pp. 52} tratado de forma similar a los descritos anteriormente, se separd un
solido amarillo de pf. >300°C.

La alta polaridad de estos solidos confirman su naturaleza glicosidica, ya que la
presencia de un gran nitmero de grupos hidroxilo lé confiere a cualquier molécula una alta
polaridad, lo cual esta de acuerdo con los datos descritos en la literatura, donde se dan a
conocer la descripcion de los metabolitos secundarios pertenecientes a otras especies de
dicho género (ver tabla 2). '

Por medio de CCF y comparacion con estanderes, se pudo establecer la presencia de
hispidulina {II) y eupatulina (III} en los extractos etéreos, bencénicos y aceténicos del

tratamiento realizado a dichos solidos.
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IX.2 Reaccién de acetilacién de los sélidos impures By C (mezclas),
obtenidos de la extraccién con EtOH de parte aérea y flores

En la reaccion de acetilacion del solido B, se obtuvo un sélido amarillo (SOLIDO
2B) que en CCF muestra estar constituido por dos sustancias, la sustancia menos polar
revelo con luz ultravioleta, sulfato cérico de amonio y dié prueba positiva con FeCl, al 1%
en etanol, lo cual indica que presenta como esqueleto base el de un flavonoide.

Para separar dichos compuestos se tomd como base su grado de solubilidad en
MeOH. La parte soluble en MeOH cristalizd como un sélido blanco (SOLIDO 2B,) de
pf>300°C, mientras que el sélido insoluble en MeOH (SOLIDO 2By) , de color amarillo,
presentd un pf. 250°C. Ambos sélidos se solubilizan parcialmente en DMF y su solubilidad
completa se logra al agregar unas gotas de agua.

La mezcla de los productos de reaccion de acetilacion se aplicaron a una columna
cromatografica para la separacion de los diferentes constituyentes, obteniéndose fracciones
en cantidades muy pequeiias que no permitieron realizar estudios espectroscopicos.

En la reaccion de acetilacion del sélido C, se obtuvo un residuo, el cual fue separado
en CCV con una mezcla de hexano-AcOEt (7.3). En la fraccién 58-77 se obtuvo un solido
amarillo (SOLIDO 4C), que revelé con FeCl, al 1% en etanol, sugiriendo la formacion del
quelato entre el C4 del anillo del flavonoide y el grupo hidroxilo del Cs del anillo A.

Por las caracteristicas que presentaron, todos estos compuestos obtenidos son

mezclas de flavonoides glicosilados.

IX.3 Reaccién de hidrolisis acida de los solidos impuros By C (mezclas),

obtenidos de Ia extraccién con EtOH de parte aérea y flores

Debido a que la hipdtesis estructural de las sustancias mayoritarias aisladas del

extracto etanélico de las partes aéreas era la de un glicosiflavonoide, se procedio a realizar
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la reaccién de hidrolisis acida del solido B , asi se obtendria el aziicar (fase acuosa) y la
aglicona (fase organica), éste ltimo es un sélido de color verde olivo que revela con FeCl,
al 1% en etanol (SOLIDO 3B).

La fase acuosa de la reaccion se cromatografié en papel empleando como revelador
quimico fialato de anilinio y como muestras estandares D-fructuosa, D-xilosa, L-ramnosa y
D-galactosa. Los resultados de dichos analisis mostrd una coloracion caracteristica de las
pentosas, color rosado, empleando el revelador mencionado, lo cual presumiblemente

podria tratarse de una sustancia con estructura quimica similar.

De la reaccion de hidrdlisis 4cida del solido C, se obtuvo un sélido verde olivo
(SOLIDO 5C), con Ry similar al producto de hidrolisis de B . En la fase acuosa aparecen
cristales blancos que parece ser el azicar separado de la aglicona por la hidrélisis del sblido
obtenido del extracto EtOH de parte aérea, en cromatografia en papel revela de color café,
esto podria sﬁgerir que s¢ trata de un azocar diferente al obtenido a partir del solido B.

La separacién por cromatografia en columna de la fase organica, permitid
determinar [a presencia de hispidulina (6-Metoxi-4", 5, 7-trihidroxiflavona (II), eupatulina
{ 3, 4, 6-trimetoxi-5, 7-dihidroxiflavona (III) y 37, 4°, 3, 6, 7-pentametoxi-5-
hidroxifiavona (IV).

Después de obtener el sélido amarillo, se filtro.a vacio y se secd ( ver diagrama 7,
pp. 61). Posteriormente se tratd con CH,N; obteniéndose como producto de reaccién la
3’,4’,6,7-tetrametoxi-S-hidroxiflavona (I). )

. IX.4 Obtencion de la Eupatulina
(3°,4",6—Trimetoxi—5,7-dihidroxiflavona (II1)

Del sélido obtenido del extracto etandlico de las hejas v tallo, y el solido obtenido

de la extraccion con etanol de flores (diagrama 1, pp. 48) que fueron sometidos a hidrélisis
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con HC! , como se indica en los diagramas 5-7 (pp 53, 54 y 61), se obtuvo un solido
amarillo, pf. 237-238°C, ¢l cual muestra en su espectro de masas por impacto electrénico
un id6n molecular de m/z 344, al que se le puede asociar una formula molecular CijgH 507

(© =11), y da prueba positiva con cloruro férrico al 1% en etanol.

En su espectra de IR (espectro 7) se observa una banda en 1655 y 1620 cm ', ¢l
desplazamiento de la banda de absorcion hacia un numero de onda mas bajo con respecto
al desplazamiento informado en Ia literatura (1715 cm ™ ) [ 36 ], se debe a Ia formacion de
un puente de hidrégeno con un grupo hidroxilo existente en la molécula, lo cual explica la
coloracion café con cloruro férrico. Por lo anterior, se propuso la formula parcial A (fig. 3),
la cual explica dos grados de insaturacion.

Fig. 3. Formula parcial A

Adicionalmete, la formacion del puente de hidrogeno fue corroborada al analizar su
espectro de RMN.'H (espectro 9), donde se observa una sefial simple a campo bajo en
5 12.99. Las sefiales simples que aparecen: 8 3.94, § 3.91 y § 3.83 que integran para 9
hidrogenos, corresponden a 3 grupos metoxilos unidos a anillos aromaticos, formula parcial

B (fig. 4), lo cual permite justificar 4 grados de insaturacion mas en la molécula.

OCH,

Fig. 4. Formula parcial B
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En & 6.56 se observa una sefial simple que corresponde a un hidrogeno vinilico,
debide a la simplicidad de sefiales observadas en el espectro para otro tipo de flavonoides,
como se muestra en la tabla 11 [ 24 ). Basandose en la discusion anterior, se propuso

como esqueleto base el de una flavona.

H2 | 65553 dd [H3 | 563 s [H2] 852 | po

H3%| 82928 | dd H3 | 842 | au —

H-3"*| 83.130 | 4d —

Tabla 11 . Desplazamientos quimicos para los H-2 & H-3 en los flavonoides.

En la region de Jos arométicos se observan tres sefiales que integran para 3
hidrégenos, por lo cual el anillo B se encuentra trisustituido, la ubicacién de los grupos
metoxilo se puede determinar por la constante de acoplamiento. Los posibles patrones de

sustitucion de los grupos metoxilo en el anillo B, se muestran en el esquema 6.
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Esquema 6. Formulas posibles de patrones de sustitucion de los grupos metoxilo
H-3
ChH OCH,
He 5
H-6
-3
CHy H-4
He 5"
OCHy

C) Jze =meta,J o5 = parayJ si¢= orto
D) Jas =orto, Ja¢ =meta yJ 56=orto
E) Jys =meta,] 3¢ =parayJ s¢=orto
F): J24,26yas=meta
G) Jzs=meta, o5 =parayJ45-=oro
H): J35-=meta,J 34y 45 = orto

Y orto =69 Hz

T mera=1-3 Hz J parg=0-1Hz [ 37 ]
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Dentro de las posibles asignaciones mencionadas, la estructura parcisl D queda
descartada, ya que al ubicar a los grupos metoxilo en las posiciones 2” y 3° se observarian
dos grupos de sefiales con la siguiente multiplicidad: H-4'(dd, J= orto y meta) , H-5" ( t, J=
orto) y H-6°( dd, J= orto, meta), resultando once sefiales, lo cual no esta de acuerdo con lo
observado en el espectro correspondiente. Igual razonamiento permite eliminar la estructura

parcial E, dicho patrén de sustitucién generaria diez sefiales como se ilustra en el esquema
7.

Esquema 7. Ubicacion de los grupos metoxilo en las posiciones 2’y 4.

Con respecto a la férmula parcial F se puede mencionar que en |2 zona del espectro
correspondiente a los arométicos, se esperarian observar 4 sefiales que s¢ asignarian al
acoplamiento de H-2° con H-4" y visceversa. La multiplicidad observada y el
desplazamiento quimico de H-6"debera de ser igual al de H-2', debido al plano de simetria
existente en el anillo B, la presencia de dicho elemento de simetria genera un patrén de
acoplamiento del tipo A;B, el cual deberd mostrar un triplete para H-2'y H-6" y para H-
4’como un doblete, todas las constantes de acoplamiento son del tipe meta, lo cual no es

congruente con las J o, observadas en el espectro de la molécula.

La formula parcial G tebricamente debera de mostrar ocho sefiales, lo cual estaria de

acuerdo con el espectro de la sustancia en discusion, ya que se observarian: H-2'(d, J= ono),
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H-4'(dd, J= o0 ¥ meta) ¥ H-5'(d, J= oy }; sin embargo, el desplazamiento quimico para los

hidrogenos no corresponderia a los mostrados en el espectro 9.

La formula parcial H, muestra una multiplicidad como se ilustra en el esquema 8,
que corresponde a un tipo de sustitucion ApB, el plano de simetria que presenta el anillo B
indica que los hidrogenos H-3'y H-5'son magnética y quimicamente equivalentes, lo cual

simplificaria el mimero de seitales a siete y por lo tanto no concuerdz con el espectro 9.

H-3° H4' h-5"
Joro Jomo H-4 oo
H" H-3 h—
etn) [Jmeta H-3" [umeai fJmet
HS'|—[{— doto [ Jorio
H-%°

Esquema 8. Ubicacion de los grupos metoxilo en las posiciones 2y 6°.

La formula parcial C, muestra un patron de sustitucion acorde con el espectro de
resonancia para la sustancia en discusion. Al H-6'se le asigno la sefial en 8 7.60 ( dd, J =
8.6 y 2.1), la cual se acopla con H-2'y H-5, de acuerdo con su espectro COSY ( ver
esqguema 9). Al H-2' se le asigné la sefial de § 7.47 { J= 2.1 Hz), mientras que al H-5" el
doble (d)en & 7.06 (J=8.7 Hz).

Los desplazamientos quimicos asignados a H-2'y H-6 estan de acuerde con las
formas resonantes que se muestran en el esquema 10, donde se observa en las formas
resonantes 11 y IV una deficiencia electronica para dichos hidrégenos, la diferencia en
desplazamiento quimico de H-2"con respecto a H-6'se debe al efecto electrodonador del
grupo metoxilo de la posicidn 3°, mientras que el H-5"se encuentra mas protegido como se
puede justificar al observar las formas resonantes descritas en dicho esquema.
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Esquema 9. Espectro COSY que muestra Jos acoplamientos de H-6'con H-2' y H-5"dela

estructura quimica de la Eupatulina.

H-r
Hs

twn!;:
BEBE ~
— - =) ¢
6.9
7.0 4
7 N Ty

T
3 ’.53 )
3 7.63 3 @
7.7
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Esquema 10. Estructuras resonantes que estdn de acuerdo a los desplazamientos guimicos

de la fdrmula parcial C.

Finalmente, la sefial en & 6.76 corresponde al hidrdgeno de la posicion 8. El
desplazamiento quimico a campo alto de este hidrogeno bencilico se debe a Ia alta densidad

electrénica que genera los sustituyentes del anillo A.
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Con base en lo anterior, se llegd a la conclusion que la sustancia de C. jorullense era
la eupatulina ( 3, 4, 6 — Trimetoxi — 5,7 -dihidroxiflavona ( III ), fig. 5, previamente

aislada en otras especies de la familia Compositae.

Fig 5. Estructura quimica de la Eupatulina ( 3", 4', 6-Trimetoxi-5,7-dihidroxiflavona (I1T)

IX.5 Obtencién dela 3", 4", 6, 7 - Tetrametoxi -5- hidroxiflavona (I)

El tratamiento de la eupatulina ( 3°, 4', 6- Trimetoxi - 5, 7— dihidroxiflavona (IIT)
con CH;N; en éter etilico a 0° C permiti6 el aislamiento de un sélido amarillo de pf. 183-
186°C. En su espectro de RMN.'H (espectro 2), se observa una sefia! simple adicional en la
region de los metoxilos aromaticos; lo cual indica que se llevd a cabo la metilacién del
grupo hidroxilo de la posicion mimero siete. La dificultad de poder metilar la posicion 3, se
debe 2 la quelacion del hidrégeno con el grupo carbonilo del C-4, esto se comprueba por la
sefial simple que aparece en & = 12.76, por lo anterior se llegd a la conclusién que el
producto obtenido de la reaccion era el 37, 4°, 6, 7 — Tetrametoxi — 5 — hidroxiflavona (I)

(Fig. 6).
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Fig. 6 Estructura quimica de la 3", 4°, 6, 7-Tetrametoxi-5-hidroxiflavona (I).

IX.6 Obtencién de la 3°,4°,3 ,6 ,7-Pentametoxi-S-hidroxiflavona (1V)

Del tratamiento del solido descrito en el diagrama 7 { pp. 61) que fue sometido a
hidrélisis con HCI en EtOH, se obtuve un sdlido amarillo que muestra en su espectro de

masas por impacto electrénico un ion molecular de m/z 388, al que se le puede asociar una
formula molecular CagHz200s (£2=11), y que da prueba positiva con cloruro férrico al 1%

en etanol.

En su espectro de IR {espectro 11), se observan en 1768 cm’”! y 1637 cm Tha

v(C=0), a 3597 cm’’ y 3531 cm”' se observan la v (O-H) y en 1593 cm la v (C=C), éstas
longitudes de onda sugieren la presencia de un grupo hidroxilo que forma un puente de
hidrégeno con el grupo carbonilo de la posicion 4, por lo gue la coloracion café que resuita

al revelar con cloruro férrico en la CCF indica claramente que se trata de un flavonoide.

En su espectro de RMN.'H ( espectro 13) se observan las sefiales caracteristicas
para dicho esqueleto. En 8 12.61 (Cs-OH) y entre 8 3.87 - 3.97, se observan cinco sefiales

simples, que por su desplazamiento quimico corresponden a metilos que forman parte de un

fenii- metil -éter. En la region de los aromaticos se observa un patrén de sustitucion para el
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anillo B, el cual se encuentra trisustituido, en 8 6.99 se observa una sefial doble (}=84
Hz) que corresponde al H-5', en & 7.73 aparece una sefial doble de doble (dd) que
corresponde al H- 6'con Jpo = 9 Hz y J pyerg = 2.1 Hz, y finalmente la sefial doble en &
7.69 (J= 1.8 Hz) corresponde al H-2' del anillo B, dichos acoplamientos pueden ser

corroborados en su espectro COSY el cual se ilustra en el esquema 11.

Esquema 11. Espectro COSY dela 3, 4°, 3, 6, 7-Pentametoxi-5-hidroxiflavona (IV), que

muestra los acoplamientos del H-2'y H-6",

H-6 H-2
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) F2 ]
- ‘Pﬂm):
. _2_‘
2
ﬁ ‘_': A l‘..__.

5 l
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En su espectro de masas (espectro 12) se observa un fragmento de m/z 373, el cual
es caracteristico del anillo A metoxilado en la posicion 6. Esto sugiere como tnica
posibilidad, que la seiial en & 6.51 corresponde al H-8. Por lo tanto, el grupo metoxilo
restante puede localizarse en la posicion 3, lo cual estd de acuerdo con su espectro de

resonancia, ya que no se cbserva ninguna sefial para este hidrogeno vinilico.

Con base en o anterior, se llego a ia conclusion de que la sustancia aislada es 1a 3°,
4', 3, 6, 7-Pentametoxi-5-hidroxiflavona (IV). Fig. 7

“Fig. 7. Estructura quimica de la3’, 4°, 3, 6, 7-Pentametoxi-5-hidroxiflavona (IV)

IX.7 Obtencion de la Hispidulina ( 6-Metoxi-4°, 5, 7-trihidroxiflavona (II)

Al igual que las sustancias descritas anteriormente, en su espectro de IR (espectro
4), se observan las bandas (1660 cm’” y 1610 cm “1) correspondientes al grupo carbonilo
del C-4, el cual interacciona con el hidrogeno det grupo hidroxilo del C-5. Ademas a 3368

cm’' se observa la presencia de un grupo hidroxilo v (OH).
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Lo anterior se comprueba en su espectro de RMN.'H ( espectro 5) donde se
observan 2 sefiales simples en aproximadamente 13 y 9.7 ppm. que corresponden a los

hidrogenos del grupo hidroxilo det Cs-OH y C5-OH respectivamente.

La presencia de un grupo metoxilo en el anillo A (8= 3.97) fue corroborado por el
fragmento de m/z 271, que corresponde a la pérdida de un grupo metilo (15 uma). De ahi
que la sefial §= 6.54 corresponde al hidrdgeno del C-8, para generar la férmula parcial que

se ilustra en la fig 3.

CH;0
OH O

Fig. 8. Formula parcial del anillo A

La sefial simple que aparece en 8 6.49, se asign6 al hidrogeno vinilico del C-3, lo
cual indica que el esqueleto base es el de una flavona. Donde el anillo B, muéstra un patron
de sustitucion diferente a los otros flavenoides aislados de C. jorullense, ya que en ia region
de los hidrégenos aromaticos se observa una multiplicidad diferente. Para la sustasncia en
cuestion se observa que éstas sefiales son simétricas, lo cual indica que los hidrégenos son
quimica y magnéticamente no equivalentes, formando un sistema del tipo AA BB '[AB]

[ 38 ]. De ahi que las sefiales en & 7.75 ( }=8.7 y 2.1 Hz) correspondan a los hidrogenos H-
2’y H-6", mientras que en § 6.96 (J=9 y 2.1 Hz) aparecen las sefiales de los H-3'y H-5".

Con base en lo anterior se llegd a la conclusion que la sustancia aislada es la
hispidulina (6-Metoxi-4 ", 5, 7-trihidroxiflavona (II) (Fig.9).
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Fig. 9. Estructura quimica de la Hispidulina ( 6-Metoxi-4°, 5, 7-Trihidroxiflavona (II).

IX.8 Reaccién de metilacién de la mezela ( SOLIDO C ), obtenido de la
extraccion con EtOH de flores

En la‘reaccién de metilacién del solido C impuro, se separd un solido amarillo de pf.
193-195 °C { 1C ), el cual revelé amarillo con sulfato cérico de amonio. El sélido 2C fueron
cristales blancos en forma ramificada, los cuales dan prueba positiva con nitrato de plata (se
observa precipitacion) y finalmente el solido 3C presentd un aspecto algodonoso. Las dos
Ultimas sustancias presentaron alta polaridad debido a su solubilidad en agua.

I1X.9 Prueba de toxicidad de los extractos obtenidos frente

Artemia salina

La prueba de toxicidad frente a 4. salina fue realizada con cada uno de los
extractos obtenidos de parte aérea y flores de Cirsium jorullense, pero dicha prueba muestra

datos no reproducibles.
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La falta de reproducibilidad en estos resultados es causada principalmente pot la
dificultad en la solubilidad de los diferentes extractos en los disolventes empleados en esta

evaluacidn.

Por lo anterior, no pueden darse resultados del grado de toxicidad que pudieran

presentar los extractos crudos de la planta en estudio.

IX.10 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos crudos

obtenidos.

Los extractos que presentaron mayor porciento de inhibicion a la inflamacion
fueron, los extractos de acetato de etilo de parte aérea (69.60%) y el extracto hexanico de
flores (25.64%). El extracto etanodlico de flores fue el que presento el menor porcentaje de
inhibicién (10.29%). Lo anterior indica que la planta tiene un cierto grado de actividad
antiinflamatoria, y esto puede inferirse también por el hecho de haberse encontrado en ella
flavonoides como metabolitos secundarios, ya que algunos de estos compuestos presentan

actividad antiinflamatorias como se describe en la literatura [ 32-34 ].
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¢ Se realizd la busqueda bibliografica sobre estudios quimicos vy
farmacolédgicos del género Cirsium no encontrandose informados estudios

relacionados con Cirsitm jorullense.

¢ Se obtuvieron los extractos con n-hexano, acetato de etilo y etanol de las
partes aéreas; asi como también el extracto hexanico, cloroférmico y
etanolico de las flores de Cirsium jorullense, los cuales fiueron evaluados
frente & Artemia salina obteniéndose resultados no reproducibles y por lo

tanto no concluyentes,

¢ De las pruebas antiinflamatorias, los extractos de mayor porcentaje de
efectividad en la inhibicion a la inflamacion fueron los de acetato de etilo de

parte aérea ( 69.60% ) y el extracto hexanico de flores ( 25.64 %).

e Los sélidos obtenidos de la extraccion con acetato de etilo (SOLIDO A) de
las partes aéreas de la planta; asi como los obtenidos con etanol tanto de
partes aéreas (SOLIDO B) como de ﬂores (SOLIDO C), se sometieron a una
serie de procedimientos de purificacion de donde se aislaron e identificaron
la 3°, 4°, 6, 7-Tetrametoxi-5-hidroxiflavona (I) (como preducto de reaccién
de metilacion), hispidulina ( 6-Metoxi-4°,5 7-trihidroxiflavona  (IT), ‘
eupatulina { 3°, 4°, 6-Trimetoxi-5, 7-dihidroxiflavona (IIl) y a la 3°,4°, 3, 6,
7-pentametoxi-5-hidroxiflavona (IV).

» Por las caracteristicas fisicas gue presentaron el resto de los compuestos
aislados, se determind que se trata de glicosiflavonoides, sustancias que
presentan una alta polaridad debido a los diferentes azicares unidos a la

aglicona, los cuales quedaron en proceso e estudio.
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XI. ANEXO.
ESPECTROS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS -

91



Estudio quimico v evaluacion bioldgica de Cirsium joruilense / TESIS

92
-1
———— . .y
P 1 5
H L
— — ! i
I i Ly
) - . | R
e B -
= T . A
===t —1
= — H !
— !
— -
- - 1
- -
o~ L
g L
> - i
“ =
= i
u 2
=]
S ~ 1
= !
< i
L)
- - .
* -
o -
ik
u -
E -
% -1
= .
r.. =
N-3 — 1
- - -
o [
= -1
3 = :
- o |
g "_-l
—~
- -
Q L
. -1
1 i
e
> — B
&= [
b -
e -1
b
L
&, -
-] -
N aaadtadd taad ML aas s b L e oy AR MMM A ARAT R et
t & & = ¢ @ r ® % © 3 W% 0 3 £t v 5 9 0

EenecnE -—wacwe

Wavenumbers (cm-1}



Estudio quimico v evaluacion biologica de Cirsium joruilense  TESIS

93

Espectro 2 RMN-'H (300 MHz, CDCly, TMS), & (ppm) de la 3" 4',6,7-Tetrametoxi-5-hidroxiflavona (1)
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Espectro 4 1R vug (Nujol) em™ de la Hispidulina ( 11 )
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Espectro 10 RMN-C (75 MHz, CDCl; +DMSO, TMS), 5 (ppm) de la Eupatulina
(3, 4°, 6-Trimetoxi-5,7-dihidroxiflavona) (I11)
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