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RESUMEN

En el presente trabajo se dan a conocer los resultados obtenidos del estudio quimico
y de las evaluaciones biologicas preliminares de Alaysia triphylla (cedrén) y Cirsium .

Jorullense (cardo santo), dos vegetales utilizados en la medicina tradicional de nuestro pais.

El estudio quimico de las partes aéreas de Aloysia triphylla, permitid la purificacion
y la caracterizacién de 5 sustancias: P-sitosterol, 4cido oleandlico, acide ursélico,
hispidulina, B-D-glucésido del B-sitosterol, asi como dos productos de hidrolisis: 5-
(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido y 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona. Con respecto a
la evaluacion biologica, se encontrd que el extracto cloroformico de las flores fue el mas
t0xico para Artemia salina, mientras que del extracto cloroférmico de las hojas y talios, las
fracciones que contenian los 4cidos ursélico y oleandlico, resultaron ser las mas activas. Se
observd que el aceite esencial de las hojas y tallos, los extractos hexanicos y cloroférmicos
y la mezcla de acidos triterpénicos tuvieron actividad frente a Mycobacterium smegmatis,
ademas, éstos ultimos mostraron una ligera actividad frente a Candida albicans. La
evaluacion antiinflamatoria de los extractos de esta planta no proporciond resultados

notables,

De las partes aéreas de Cirsium joruliense, se identificaron: hispidulina, eupatilina,
6,7,3',4"-tetrametoxi-5-hidroxiflavona y  3,6,7,3',7-pentametoxi-5-hidroxiflavona.  Se
encontrd que las aguas madres del extracto de acetato de etilo mostraron una mayor
toxicidad frente a Artemia salina. Por otro lado, el extracto de acetato de etilo de las hojas y
tallos, resulté con mayor actividad antiinflamatoria; sin embargo, las sustancias presentes
en este extracto, no mostraron una actividad antiinflamatoria notoria. Unicamente los
extractos etandlicos de hojas y tallo presentaron actividad inhibitoria frente a Sarcing Intea

y Pseudomonas aeruginosa,

Estos resultados pueden incorporarse a los ya informados en la literatura,
contribuyendo asi al conocimiento quimico y biolégico de estas dos especies vegetales

empleadas en la medicina tradicional.



ABSTRACT.

The present dissertation deals with the chemical study and the preliminary
biological evaluations of Afoysia triphylla (cedrn) and Cirsium jorullense (cardo santo),

two plants species used in Mexican traditional medicine.

The chemical study from the aerial parts of Aloysia triphylla allowed to isolate and
characterize five natural products: f-sitosterol, aleanolic acid, ursolic acid, hispidulin, B-
sitosteryi-B-D-glucopiranoside, as well as two hydrolysis products: 2-furancarboxaldehyde,
5-(hydroxymethyl) and 3-hydroxy-2-methyl-4H-pyran-4-one. Regarding the biological
evaluation, it was found that the chloroformic extract of the flowers displayed toxicity
toward Arientia salina, while from the chloroformic extract of the leaves and stems, the
fractions containing ursolic and oleanolic acids were the most active. It was observed that
the essential oil from the leaves y stems, the hexanic and chioroformic extracts and the
mixture of triterpenic acids showed activity toward Mycobacterium smegmatis. In addition,
these last substances showed marginal activity toward Candida albicans. The anti-

inflamatory evaluation of the extracts of this plan did not provide remarkable results,

From the aerial parts of Cirsium joruflense were identified: hispidulin, eupatilin,
6.7,3" 4"-tetramethoxy-5-hydroxyflavone v 3,6,7,3',7'-pentamethoxy-5-hydroxiyflavone. it
was found that the mother liquid from the ethyl acetate extract displayed toxicity toward
Artemia salina. On the other hand the ethyl acetate extract from the leaves and stems
resulted with major antiinflammatory activity. However, the substance present in this
extract, did not show antiinflammatory activity. Only the ethanolic extract from the leaves
and stems displayed inhibitory activity toward to Sarcima lutea and Psendomonas

daeruginosa.
These results can be incorporated to those already informed in the literature,
contributing to the chemical and biological knowledge of plant species used in traditional

medicine.

in
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I. INTRODUCCION.

En México, al igual que en otros paises, ha permanecido el uso de las plantas
medicinales a través de los siglos. El aprovechamiento de dichos recursos vegetales ha sido
de acuerdo con las miltiples observaciones y numerosas experiencias acumuladas, por
grupos étnicos y sociales que habitan nuestro pais, enmarcadas dentro de las facilidades y
circunstancias que otorga el ecosistema, el intercambio social, las enfermedades mas
comunes de la region y por la disponibilidad practica del recurso. De esta manera, ciertas

tradiciones han contribuido a la salud y bienestar de diferentes culturas."-?

Aunque no existen datos precisos que aseguren el valor y extension del uso de las
plantas medicinales, la Organizacion Mundial de la Salud ha calculade que
aproximadamente el 80% de la poblacion det mundo hace uso en alguna medida de éstas,
para resolver sus necesidades de atencion primaria de salud, ya sea como Gnico medio de
curaciéon o como un medio alternative; por lo que en los ultimos afios, se ha logrado
revalorar los recursos vegetales de nuestro pais, que debido a la diversidad climatica
permiten una gran riqueza floristica, donde se incluyen a las plantas con propiedades
medicinales, las cuales pertenecen a una gran variedad de familias, géneros y especies,
distribuidas en diferentes regiones. La investigacion de los constituyentes guimicos
aislados de éste tipo de plantas, representa solo un pequefic porcentaje (48 000) de las 250
000 especies existentes, mientras que la fraccion sometida a un rastreo biolégico o
farmacol6gico es aGn mas pequeia (15 000).* Cabe mencionar que el proceso gue
conduce a obtener de las plantas constituyentes puros y activos farmacologicamente es
muy largo y minucioso. Ademas requiere de una colaboracion muitidisciplinaria de

bot anicos, quimicos, farmacologos y toxicolgos.’

De esta manera, al conjuntar los resultados de las diversas investigaciones se
contribuye al conocimiento de nuevas alternativas de agentes terapeiticos mas eficaces,

los cuales pueden poseer estructuras conocidas (ej. triterpenos)’ o novedosas.



Cabe mencionar, que los productos bioactivos de las plantas pueden ser utilizados

. . I 2, 4 : .
como modelos para llevar a cabo su sintesis quimicas.™ ° Sin embargo, es pertinente
sefialar la alta aceptacion reciente de los fitofarmacos, a los cuales se les atribuyen

menores efectos secundarios.®

Asi, el presente trabajo esta constituido por dos partes principales: la referente a
Algysia triphyila (nombre comun; cedrén), el cual es utilizado para enfermedades
digestivas, respiratorias y bucales, y la comrespondiente a Cirsium jorullense (nombre
comin: cardo santo) empleado en la medicina tradicional para enfermedades respiratorias y
gastrointestinales, de los cuales se realizara un estudio quimico y biolégico, dado que en la
primera especie vegetal ain no se han realizado estudios biolégicos, mientras que de la
segunda planta no hay ningiin reporte de un andlisis quimico o evaluaciones biolgicas
que sustenten su uso popular. De esta manera Jos resultados obtenidos se incorporaran a los
ya informados en la literatura, con la finalidad de contribuir al conocimiento quimico y

biolégico de estas dos especies,
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1. OBJETIVOS.

A. OBJETIVO GENERAL,

Realizar el estudio quimico y biologico de las partes aéreas de Aloysia triphylla y
Cirsium jorullense con la finalidad de purificar e identificar los metabolitos secundarios y
evaluar su toxicidad frente a Artemia salina, sus propiedades antimicrobianas y

antiinflamatonias.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Preparar los diferentes extractos crudos de 4loysia triphyila y Cirsium jorullense, por

medio de una maceracién empleando disolventes de diferente polaridad.

¢ Evaluar la toxicidad de los extractos frente a Artemia salina, su actividad

antimicrobiana y antiinflamatoria.

¢ Separar, purificar y caracterizar los constituyentes mayoritarios presentes en los
extractos de mayor actividad biologica, aplicando para ello las diferentes técnicas de
separacién y purificacion convencional y las técnicas espectroscopicas y

espectrométricas.

e Evaluar biologicamente las sustancias presentes en los extractos analizados

quimicamente.



I77. ESTUDIO QUIMICO VY
BIOLOGICO DE Aloysia triplylla.
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1. ANTECEDENTES.

Las aportaciones del Profesor Cronquist comprenden aspectos relacionados no solo
con la jerarquizacion sino también con la determinacion. Asi, las dos grandes Clases de
Angiospermas (Magnoliophyta), son llamadas por dicho autor como Magnoliopsida y
Liliopsida, adcritas a la primera clase se incluyen 6 subclases: 1. Magnoliidae, 2.
Hamamelidae, 3. Caryophyllidae, 4. Dilleniidae, 5. Rosidae, 6. Asteridae; mientras que 5

subclases integran a la Liliopsida.”

La subclase Asteridae, consiste de 11 Ordenes (ver diagrama I}, 49 familias y
aproximadamente 60, 000 especies; es la subclase mas avanzada de las dicotiledoneas y

posiblemente la mas evalucionada,”®

En el presente trabajo se tratara el Orden de las Lamiales y las Asterales, en
particular, sus familias Verbenaceae y Asteraceae respectivamente, ya que dentro de éstas

se encuentran las especies vegetales objeto de estudio.

:
5. Plantaginales l 7. Campamulales

4. Calitrichales l—l 6. Scrophulariles
3. Lamiales| -
(3. Lamiaks] s
] l 1. Gentianales

10. Calycerales

Diagrama 1. Relaciones entre los Ordenes de Asteridae.




1.1. GENERALIDADES SOBRE LA FAMILIA VERBENACEAE.

El orden de las Lamiales consiste de 4 familias y alrededor de 7 800 especies, las
cuales se indican en la tabla I, enla cual se puede observar que la Lamiaceae, Verbenaceae
y Boraginaceae son las familias grandes, mientras que la Lennoaceae es un grupo pequefto.
Son principalmente herbaceas, algunas arbustivas y arbéreas. Frecuentemente producen
iridoides, alcaloides y aceites aromaticos. La Verbenaceac y Lamiaceae estan relacionadas,
varios autores estan de acuerdo que la Lamiaceae representa la realizacion y culminacion

hacia Ia direccion en que comienza la Verbenaceae.”

ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE
Lamiaceae 200 3200
Verbenaceae 100 2600
LAMIALES .
Boraginaceae 100 2 600
Lennoaceae 3 5

Tabla I. Diversidad biclogica del orden de las Lamiales.

La familia Verbenaceae abarca 100 géneros y 2600 especies, principalmente de
distribucién tropical y subtropical. Pueden ser hierbas, arbustos o arboles v a menudo
enredaderas. De hojas usualmente opuestas, enteras, verticiladas, raramente simples o
algunas veces pinnadas y palmadas, sin estipula. Inflorescencia de wvarios tipos
esencialmente racemosa, cimosa, axilares y terminales, la mayoria de las veces alargadas y
multiflorales. Flores por lo regular perfectas, hermafroditas, cigomorfas, sépalos unidos
para formar 5 I6bulos, 5 pétalos unidos, calix irregular; corola bilabiada, raras veces
campanulado; estambres 4, didinamos; ovario supero, 2-8 celdado, bicarpelar y bilobular,
cada celda con un évulo subbasal o lateral, anteras ovadas, erectas, tefraesporangios y
ditecales. Estigma bilobulado. Fruto en drupa, raramente con capsula o esquizocarpo y aun

abayado.”™




Pueden ser omamentales, algunos tiene valor econdmico y otras son apreciadas en

la medicina tradicional.

Entre los compuestos quimicos aislados de diferentes especies de la familia
Verbenaceae, se encuentran los lignanos, estirenos, triterpenos, saponinas, flavonas en su
forma libre o como glicdsido, quinonas, alcaloides, iridoides, taninos, aceites esenciales,

(]
entre otros. !

1.1.1. CONSTITUYENTES QUIMICOS DEL GENERO Lippia.

Dentro de la familia Verbenaceae, se encuentra el género Lippia, el cual esta
formado por aproximadamente 220 especies, botanicamente son arbustos o plantas
subarbustivas, aromaticas; con hojas alternas u opuestas, enteras, pecioladas o subsésites,
lisas o rugosas. Inflorescencia indeterminada, espigada o capitada, solitaria o fasciculada en
las axilas de las hojas o agregadas en paniculas terminales, muy densamente floridas.
Bracteas concavas, planas, otras veces formando un involucro y con frecuencia
decrescientes en tamafio lo largo de la espiga ¢ cabezuela. Flores pequefias, sésiles,
solitarias. Ciliz pequefio, membranose, ovoide-campanulado o comprimido, a veces
bilabiado, con borde 4 dentado. Corola infera, cigomorfa; limbo oblicuo, algo bilabiado o
4-partido. Estambre 4, didinamos; anteras ovadas de tecas paralelas. Ovario 2-celdado, cada
celda 1-ovulada Estilo a menudo corto. Estigma simple, algo engrosado o capitado. Fruto

pequeito, seco y ovoide. Semillas sin endosperma®

Entre los metabolitos secundarios caracterizados del género Lippia, se encuentran:
aceites esenciales (monoterpenos, sesquiterpenos, compuestos aromaticos, alcoholes y
cetonas), flavonas, iridoides glicosidicos, taninos y fenilpropanoides, como se enlista en la
tabla IL.

10



Tabla Il. Metabolitos secundarios aislados del género Lippia.

ACEITES ESENCIALES
Especie Partes Estructura Ref.
estudiadas
Hojas, tallo y flor 4y45 11
L. adaensis Flores y hojas 49 12y13
Flores 1,6,48, 49y 54 14
L. alba Braun — 2,4,5,10,11, 18, 19, 21, 23, 25, 15y 16
33, 36, 57,69, 78 y 83
L. alnifolia ———- 1,6,10,13, 21, 33,36, 38,41l y 16
42
L. aff Aristata - 2-4, 6, 8-10, 19, 21, 25, 26, 33, 16
36, 57y 69
L. aristata ———— 2,3,6,8,9,19,21,25, 26,32y 16
09
L. asperifolia Flores 12, 77y 82 17
Hojas-tallo 54 18
L. carviodora Flores y hojas 4y69 19
Hojas 4,45, 53y 69 20
i, 4-7,9, 14-20, 22-24, 27-30, 32,
L. dulcis Hojas-flor 35, 37, 44, 47-49, 56, 59-65, 69, 21-23
75, 80, 85, 88 y 39
L grata — 2,5,6,9,10, 13, 21, 23, 35, 36, 16
38,39,41-43y 88
L. helleri Hojas-tallo 38 24
L. integrifoiia Hojas 4, 21, 33, 34, 49, 54, 66, 71 y 85 25-29
Partes aéreas 50-52, 66, 67, 72-74, 81 y 84 29-33
L. junelliana — 3,6,48 y 54 15
L. Iycioides Hojas 4, 6,46, 54, 55 y 90 25v34
L. micromeria Flores 55 35
4-6, 9, 10, 21, 33, 35, 36, 38, 39,
Hojas-flores 42,43, 49, 53, 57, 68, 69, 76, 86- 36
L multifiora 89
Hojas-tallo 3-5, 8, 16, 18, 21, 25, 29, 31, 33, 37
36, 54, 57, 69, 79, 80 y 89
L. polistachia Hojas 4,6vy9 25
L. aff. sidoides - 3,5,6,9,10, 21, 36, 38, 40, 42, 16
49y 54
L. turbinata — 4,54y 70 15,34y 38
Monoterpenos Sesquiterpenos Aromiticos
No. | Nombre No. | Nombre No. | Nombre
1. Canfeno 17. 8-cadineno 36. | pcimeno
2. Careno 18.  fy-cadinenc 37. |A4r<curcumeno

11




Monoterpenos Sesquiterpenos Aromaticos
3. o-Fellandreno 19. Trons-cariofileno 38. [Cayvacrol
4. Limoneno 20. | B-cariofifeno 39. | Acetato de carvacrol
5. Mirceno 21. Isocariofileno 40. [ Metoxi timol
6. -pineno 22. | a-copaeno 4t. | Timol
7. B-pineno 23. | p-cubeneno 42. | Acetato de timol
8. Sabineno 24, | p-clemeno 43.  [Eugenol.
9. a-lujeno 25. y-elemeno
10.  ly-terpineno 26. | Eremofileno
11, | Ccimeno 77 | (E)p-fameseno
28. | (Z)p-farmeseno
Sesquiterpenus 29.  {Germacreno B Acidos y esteres
No. [ Nombre 30. ] Germacreno D No. |{Nombre
12.  [Alloaromadendreno 31. Cis-p-gunyeno 44, | Acetato de (E)-2-hexenilo
13. | Aromadendrenc 32. c-humuleno 45. | Acetato de linatilo
14. | B-bisaboleno 33. | a-himachaleno 46. | Acido isovalérico
15. | f-bourboneno 34, io-muuroleno
16. | Trans-a-bergamoteno 35. | y-muuroleno
Alcoholes, cetonas y sldehid
No. | Nomtre No. | Nombre No. | Nombre
47. | a-bisabolol 61. (E)-2-hexenal 76. 2-metil-6-metilen-7-octen-4-
ona
48. | Bormeol 62. {-}epihemapduleina 71. | Mircenona
49, | Camfor 63. | {+yhemanduicina 78. | Neral
0. |2p, 4B, 900-2,6,60-| 64 | (E)2-hexen-1-ol 79, | Nerol
tetrametiltricicle-{6,3,.0,0 -
undec-1(8)en-7,11-diona
51, [1B, 2o, 8B, 26,10,10-|65. |(+}4p-hidroxihernandulcn | 80. | (Z nerolidol
tetrametilbiciclo  [6,3,0]undec-
5-en-2-0l
52. lla, 7B, 9a-l-hidroxi-3,6,6,9-(66. |Humulendiona 81. | S{+)trams-nerolidol
’ tetrametilbiciclo-f5,4,0]Jundec-
3-en-8-ona
53. (+) Carvona 67. Integrifolian-1,5-diona 82. Ocimenoma
54, 1,8-cineol £68. Ipsenona 83. | I-piperitona
55. Citral 69, Linalool 84. 4,5-seco-african-d 5-diona
56. | Dihidroactinidiolido 70. | Lippiona 85. | Spatulenol
57. | Epdxido del cariofilena 71, |Lippifoli-1(6}en-5-ona 86, {(Etagetona
58. | Geranial 72 1,6-¢is-lippifolian-1c-ol-5-ona | 87. (Z ) tagetona
59.  |(E)-geranil acetona 73. | 1,6-rans-tippifolian-Ic-0l-5- [88. | Terpinen4-ol
ona
.60, Globulol 74, Lippifoli-1(6)-en-4p-ol-5-ona | 89. a-terpineol
75. G-metil-5-hepten-2-ona
Continuacion de la tabla 11
COMPUESTOS FENOLICOS
Especie Partes Compuesto {estructura) Ref.
estudiadas
Acido galico (90)
L. asperifolia Hojas-tallo Pirogalol (91) 18
Catecol (92)




FENILPROPANOIDES GLICOSIDICOS

Especie Partes Compuesto (estructura) Ref.
estudiadas
Actedsido (93)
L. multifiora Hojas Isoverbascasido (94) 39
Deramnosilverbascosido (95)
L. dulcis Hojas-flores Actedsido (93) 23
IRIDOIDES GLUCOSIDICOS
Especie Partes Compuesto (estructura) Ref.
estudiadas :
. . . . Thevésido-Na (96)
L. javanica Hojas-raiz Theviridosido (97)
L. turbinaia Hojas y raiz Thevésido-Na (96) 40
Theviridésido (97)
Acido carioptosidico (98)
Acido 6'-0-p-cumaroil
carioptosidico (99)
Acido 6'-O-cafeil carioptosidico
(100)
L. graveclens Hojas y tallo Loganino (101) 41
Secologanino (102)
Secoxiloganino (103)
Dimetil secologandsido (104)
Acido loganico (105)
Acido 8-epi-loganico (106)
Carioptosido (107)
FLAVONAS
Especie Partes Compuesto (estructura) Ref.
estudiadas
Nodiflorina A
Hojas Nodiflorina B 42
Nodifloretina (108)
Nepetina (109)
Jaceosidina (110)
L. nodiffora Hispidulina (111)
Partes aéreas 7-sulfato de hispidulina (112) 43

4’-suifato de hispidulina (113)

7-sulfato de nepetina (114)

7-sulfato de jaceosidina (115)
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7-sulfato-6-hidroxiluteolina (116)
6-~sulfato-6-hidroxiluteolina {117)
7-sulfato de nodifloretina (118)
L. nodiflora Partes aéreas |6, 7-disulfato-6-hidroxiluteolina (119 43
6,7-disulfato de nodifloretina (120)
3" 4 -disulfato de nepetina (121)
7,4 ~disulfato de jaceosidina (122)
7.4 -disulfato de hispidulina (123)

1.1.2. CONSTITUYENTES QUIMICOS DEL GENERO A/oys/a.

El género Aloysia esta comprendido por alrededor de 37 especies. Son arbustos
aromaticos nativos de las partes calientes de América. Hojas opuestas o verticiladas.
Infloresencias en espiga o racimos especiformes, multifloras, solitarias o agregadas, o en
paniculas terminales. Flores bracteadas, pequefias, brevemente pediceladas, solitarias o en
verticilios de 3 6 4 flores. Caliz pequefio, membraniceo, tubuloso, 4- dentada o 4-partido.
Corola 4-lobulada, algo cigomorfa. Estambres 4, didinamos, anteras ditecas, oblongas u
ovadas, con tecas paralelas y dehiscencia longitudinal. Ovario unicarpelar, bilocular, cada
16¢culo uniovulado; dvulos anatropos; estilo corto, filiforme; estigma simple, oblicuo lateral.
Fruto pequefio, esquizocirpio, compuesto de dos pirenos que se separan en Ja madurez,
formando dos mericarpios mas o menos cilindricos, de paredes delgadas. Semillas sin

endosperma y embrién recto.®

Dentro de las especies vegetales de éste género, se encuentra Aloysia triphylla
(L'Hér)) Britt, y cuya sinonitnia es Verbena friphylla L'Hér,, Aloysia citriodora Ont., Lippia
citriodora HBX., Lippia triphylla (L'Hér))® Dentro de la cultura popular es conocido

como té cedron.
Aloysia triphylla es un arbusto perenne, ramificado, aromdtico hasta de 3 m. de alto;

tallo estriado, més o menos rugoso o aspero. Hojas simples, en verticilios de 3 6 4,

lanceolada de 8 a 10 cm de largo, cara inferior con puntas glandulares, cara superior
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cubiertas de pelos simples, apice acuminado, entera o dentada, base atenuada con peciolo
corlo, muy arométicas. Inflorescencias: espiga verticilada y axilar o en panicula terminal,
" con muchas flores; flor bisexual; ciliz 4-dentado, verde, densamente puberulento, corola
tubutar; bilabiada, pequefia puberulenta; estambres 4; ovario supero, fruto 2 nuecesitas. ™!
" Planta nativa de América central y del Sur {(Argentina, Uruguay y Chile) y cultivada en

1 México y otros lugares.

En la tabla III se indican los metabolitos secundrios aislados del género Aloysia, en

la que se puede observar que los estudios quimicos en este género son muy escasos.

Tabla HI. Metabolitos secundarios del género Aloysia.

ACEITES ESENCIALES
Especie Partes Compuesto (Estructura) Ref.
' estudiadas
Hojas, raiz y tallo| (E)-geranil acetona (59}, neral 45
) (78) y verbenona (124)
A. triphylla Hojas, tallo y flor | Limoneno (4), 1,8-cineol (54), 46
citral (55), Geranial (58) y 6-
metii-5-hepten-2-ona (75).
FENILPROPANOIDES GLICOSIDICOS
Especie Partes Compuesto (Estructura) Ref.
estudiadas
A. triphylla Hojas-tallo Actedsido (93) 47
IRIDOIDES GLUCOSIDICOS
Especie Partes Compuesto (Estructura) Ref.
- estudiadas
A.. Chamaedrifolia Hojas Pulchelldsido (125) 40
A. riphylla Hojas-raiz Genoposidate de Na {126)
Raiz Genipdsido (127)
Musaendsido {128)
FLAVONAS
Especie Partes Compuesto (Estructura) Ref.
estudiadas
Salvigenina (129)
A. triphylla Hojas Eupatorina (130) 48y 49
Eupafolina (131)
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A. triphylla Hojas

Luteolina (132)

6-hidroxiluteolina (133)

7-O-p-glucosido de luteolina
{134)

Hispidulina (116)

Cirsimaritina (135)

Diosmetina (136)

Chrisoeriol (137)

Apigenina (138)

Circiliol (139)

Pectolinaringenina (140)

7-0-[B-D-glucuronosil-(1—2)- B-
D—glucurém’do] de luteolina (141)

48y 49

ACEITES ESENCIALES

Monoterpenos

1) (2)

(6) ™)
(8)

(3) 4 &)
®

(10)

Sesquiterpenos

(13)

e

(14)

(15)
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(i6) an (13) (19
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Aromaticos

> © T

(36) 37 (38) (39
OH
OCH,
T
OCH; OH 0&:}13
(40) (41) (42)
(43)

Acidos ¥ esteres

T
-CH3

% o-C
CH3-C H;
O\=\ /I\/(XI)H

T (46)

(44) (45)



Alcoholes, cetonas y aldehidos

(52) (53) (59

CHO

(55)

(58)

(61)
(39) (60)



(o}

=)+

(62) R (63) R=H
(65) R=OH

(76) an
OH
OH
CHO CH,CH

(78) (79) (80) (81)
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SN

82 (34)
(82) (83) @)
E ; (124)
(86) (87) (88) (89)
COMPUESTOS FENOLICOQS

OH OH OH
H o oH
(90) (92)

on
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FENILPROPANOIDES GLICOSIDICOS

AV

R.

212 5 0~ OLCH, OH
R; Rs R3

(93) Ramnosa Cafeoilo H
(94) Rammnosa H Cafeoilo

(95) H Cafecilo H
IRIDOIDES GLUCOSIDICOS
COOR, R COOCH;
Rz
R
o ’ \ 0
HOM,c H 308
CH,OH
Mgﬁ g
5 o)
(126) Ri=Na R=H (125) Ri=R;=R;=OH Rz=H
(127) Ri=CH; R=H (128) Ri=R=R;=H R,=OH
(9%6) Ri=Na Ry= OH

(97 R;=CH3 Ry=OH
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R CooH

O
O—Cho
_ 102) R=CHO
(98) R=H (
(103) R=COOH
(%9) R= -oo-m-cn—OOH (104) R= COOCH3
) OH
{100) R=—oo—cnwcu-<:}ou
QOOR COOH
Hi
O
0—Gu
(105) R=H

(101) R=CHj
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FLLAVONAS

OH
NaSQ,
OH
NaS0,
NaSO,
NaSO,
OH
NaS0,
NaSQ0,4
NaS0,
OH
NaSQ,
NaS0y,
MeO
MeO
OH
OH
OH
O-B-glucosidico
MeO
OH
OH
OH
MeO
OH
7-0-{B-D-
ghicuronosil-
(1-2)-B-D-
glucurénido]
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1.1.3. USOS MEDICINALES DEL GENERO Lippia y Aloysia.

El género Lippia es ampliamente cultivada y empleado en la medicina tradicional.

En (a tabla IV, se enlistan los usos de algunas especies de éste género.

ESPECIE USO MEDICINAL DE LA PLANTA REF,
L. adoensis Tos y fiebre. 12
L. asperifolia Fiebre. 18

Alteraciones ginecoldgicas, promueve
L. alba la concepcion, desordenes digestivos 50

como diarrea y dolor de estomago.

L. callicarpaefolia Dolor de estomago. 50

Vértigo, nduceas, flatulencia, dispepsia,
L. triphylla antiespasmédico, carminativo, 48-51
expectorante, fiebre, tranquilizante,

diarrea y enfermedades bucales.

L. dulcis Tos, catarro, bronquitis, asma, colico. 21

Bronquitis, tos, catarro, expectorante,

L. graveclens colicos estomacates, diarrea y para la 50
digestion.

L. hastulata Enfermedades del estomago. 52

L. imtegrifolia, Enfermedades del estomago, diurético. 30

L. multifiora Hipertension. 39

L. nodiflora Diurético, febrifugo. 42

Abortiva, transtomos de la
_ mestruacion, asma, gripa, tos,
L. palmeri . ) 50
bronquitis, ¢olices de los recién

nacidos y como digestivo.

L. turbinata Estimulante y diurético. 34

Fabla 1V. Usos medicinales de algunas especies del género Lippia.
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Muchas de las propiedades curativas no han sido comprobadas cientificamente,
debido a que la mayoria de los estudios realizados se han centrado principalmente, at

aislamiento, identificacion y elucidacién estructural de sus metabolitos secundarios,

Este género, ademas de ser empleado en la medicina tradicional, es utilizado como
una fuente de especias, saborizantes y fragancias. Asi por ejemplo, L. helleri (orégano) es
empleado como condimento y sus aceites son utilizados para lociones del cabelio, para
afeitar, jabones y posiblemente para licores,?* mientras que la (+)-hernandulcina obtenida

de L. dulcis, resultd tener 3 veces més poder edulcorante que ia sacarosa.”

Como se puede observar en la tabla I'V, una de las especies mas empleadas para
diversas enfermedades en la medicina tradicional es Lippia triphylla (cedrén), cuya
sinonimia es Aloysia triphylla® Como antiespasmédico se toma en cocimiento
generalmente en ayunas. En el mercado de Sonora se usa para quitar el dolor de estomago y
para beberlo como té. Se prefiere si es cortado antes de que florezca y ya florecido las
ramas sin flor.* Para el tratamiento de la diarrea, célico, vomito y gases se emplean las

hojas en cocimiento por via oral.

De los estudios biologicos realizados en los Gltimos afios a algunos de los
compuestos del género Aloysia y Lippia, se encontraron las siguientes propiedades
bioldgicas: Los aceites esenciales de L. muftiflora presentaron actividad antimalarica in
vitro en cultivos de Plasmodium falciparum,® el actedsido obtenido de L. triphylla mostro
un efecto analgésico en ratones”” y un aldehido C-9 (aceite esencial) de A. triphylia
presento actividad antidiarreica en ratones,” mientras que verbenona posee propiedades

cardioactivas y estimulante respiratorias. *
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1.2. INFLAMACION.

A pesar de los grandes avances en la medicina, las enfermedades caracterizadas por
un proceso inflamatorio, tales como artritis reumatoide, psoriasis, colitis ulcerativa,
‘lceraciones bucales, gingivitis, etc., siguen siendo una causa importante de morbilidad y
mortalidad en humanos, Con la excepcidn de algunas reacciones a toxinas, la inflamacién

ocurre como una defensa contra agentes extraiios.

Los sintomas de una inflamacién (rubor, dolor, calor, edema y perdida de funcién)

son resultado de un proceso patofisiolégico complejo que involucran un incremento en el

53 y 54

flujo sanguineo y permeabilidad vascular, activacion del mecanismo de defensa

humoral y celular. Estos procesos son mediados por una variedad de sefizles moleculares

55-57

producidas por neutr6filos,”>” monocitos,” macréfagos,” mastocitos,® linfocitos ® entre

otros. Los mediadores corresponden a diferentes clases quimicas, tales como sistema de
complemento,” sistema de coagulacion y fibrinolitico,* ¥ cininas,®* Y% histamina & ¥ ¢
prostanoides,” " leucotrienos,” 7% factor activador de plaquetas,”® citocinas,* ¥ ¥

anticuerpos,* ** ¥ ¥

etc. Estos mediadores inician, mantienen, agravan y modulan el curso
de un nimero de desordenes humanos. Los compuestos antiinflamatorios pueden actuar en

muchas etapas de los procesos patofisiologicos, estos compuestos se han clasificado en dos

28-106 60, 68, 80

grandes grupos: esteroides antiinflamatorios y antiinflamatorios no esteroidales
Sin embargo, ambos grupos presentan [a desventaja de tener diversos efectos adversos, que

pueden poner en peligro la vida del paciente.
1.2.1. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE TRITERPENOS
PENTACICLICOS.

Los triterpenoides son una clase de sustancias muy interesantes en cuanto a sus
efectos bioldgicos y baja toxicidad, por lo que se considera que estos compuestos proveen

un medio para el desarrolio de nuevos farmacos.
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Entre las propiedades bioldgicas de los triterpenos, se encuentra su capacidad como
agente antiinflamatorio, en las tablas Vy VI se enlistan algunos ejemplos de triterpenos
derivados de )a B-amirina y ci-amirina respectivamente, que presentan ésta actividad, en las
que ademés se puede observar su mecanismo de accion. %% Mientras que en las tablas Va

y Vla se dan a conocer las estructuras de estos compuestos.

Cabe mencionar que existen varios métodos para el rastreo y evaluacién de
compuestos antiinflamatorios, entre las sustancias mas frecuentemente utilizadas para

inducir el edema, se pueden citar a la carragenina, dextrano, la albumina de huevo, etc.!®

Tabla V. Accion de triterpenos pentaciclicos en la mediacion de sefiates.'®

1 2 3 4 5
Compuesto HLE | G,C | HYU Lo | co

B-amirina (142) X X

Eritrodiol (143)

Acido oleandlico (144

Hederagenina (145)

P {pd

et

a-hederina (146)

[Acido crategélico (147)
Acido X

18-a~gliciretinico
(148)

Acido X X X X X
18-B-glicirretinico (149)
Glicirrizina (150) X X

>
>
<
»

Carbenoxolona (151) X
1. Liberacién de histamina, HLE. Elastasa de Lencecito Humnans,
2. Enzimas hidroliticas. CiC. Cyconvertasa,
3. Citocinas. HYU. Hialuronidasa,
4, Mediadores derivados de lipidos. LO.  Lipooxigenasa.
5. Especies reactivas de oxigeno y CO. Ciclooxigenasa

peroxidacion lipidica.
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Compnesto Rl R; RJ R.4 Rg RL R7
B-amirina (142) HOQ H CH, | 2H g | cH, | ¢,
Eritrodiol (143) HO H CH, 2H BH |CH,OH| CH;
Acido oleandlico (144) HO H CH; 2H | pH | COOH| CH,
Hederagenina (145) HO H CH;OH| 2H pH | COOH| CH;
a-hederina (146) Rha-Ara-0 H CH,OH| 2H BH | COOH| CH,
Acido crategélico (147) HO HO CH; 0 BH | COOH| CH,
Acido HO H CH, 0 aH | CH; | COOH
18-g-glicirretinico (148)

Acido HO H CH; 0 BH CH; | COCH

18-B-glicimretinico (149)

Glicirrizina (150) GleA-GlcA-O H CH, 0 gH CH, | COOH

Carbenoxolona (151) SuccO H CH, 0 BH CH; | COOH

Tabla Va. Estructuras de triterpenos pentaciclicos (serie oleano).
Tabla VI, Accidn de triterpenos pentaciclicos en fa mediacion de sefiales.'®
Compuesto 1 2 3 4 5

HLE | GC | HYU LO co

a-amirina (152) X X

Uvaol (153) X

Acido ursélico (154) X X X X X

Acido acetil-11-ceto- X X

B-boswélico (155)

Acido  -B-boswelico X X X

{156)

Enzimas hidroliticas.
Citocina.

b e

peroxidacién lipidica

Liberacién de histamina.

Mediadores derivados de lipidos.
Especies reactivas de oxigenio y

29

HLE. Elastasa de Leucocito Humana.

C;C. Cjconvertasa.
HYYV. Hialuronidasa.
LO. Lipooxigenasa.

CO. Ciclooxigenasa,




Compuesto R, R, R, R,
a-aminna (152) pHO CH,; H CH;
Uvaol (153) BHO CH, 2H CH,OH
Acido ursolico (154) BHO CH, 2H COOH
Acido  acetil-11cetoB-| oAcO COOH [§) CH,
boswelico (155)

Acido -B-boswelico (156) o«HO COOH 2H CH,

Tabla VIa. Estructuras de triterpenos pentaciclicos (serie ursano).

Entre otros triterpenos que presentan actividad antiinflamatoria se encuentran el -

sitosterol,'"™""? y-taraxasterol, taraxasterol y cicloartenol.'*

Como se puede deducir de las tablas V y VI, el acido oleanélico y ursdlico son
algunos de los compuestos mas notables con respecto a dicha actividad, por lo que se

describiran a continuacion.

1.2.2. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL ACIDO OLEANOLICO Y
ACIDO URSOLICO.

E! icido oleandlico (icido 3(-hidroxi-olea-12-en-28-oico} y su isémero el acido
ursélico (4cido 3[-hidroxi-urs-12-en-28-0ico), son compuestos triterpénicos que existen
ampliamente en los alimentos vegetales, hierbas medicinales y otras plantas, en la forma de

.. . . s . 1
acido libre o como saponinas triterpenoides. '
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La actividad antiinflamatoria del icido ursdlico ha sido probada en diferentes

modelos, algunos de los cuales se muestran en las tablas VII.IX.!®

Tabla VII. Actividad topica antiinflamatoria contra el edema inducido con TPA.

Producto Dosis Edema Inhibicién del
{mg/oreja) (mg) media + SEM edema %
Control (TPA) 17.1£ 1.0
Acido ursélico (154) 0.5 45103 73.4
Indometacina (157) 0.5 09+02 94.7

Tabla VIII. Actividad oral antiinflamatoria contra el edema inducido con carragenina.

Dosis Edema (ml x 10-2) Inhibicién del edema %
Producto (mg/Kg) Media + SEM
1h 3h Sh. 1h. 3h. 5h.
Control 84107 12.140.7| 13.5¢0.9
{carragenina)

Acido ursélico 100 [93+03|78+07[92+06( 00 35.5 31.9
(154)

Fenilbutazona 100 |39%02}50+02|69+02[ 535 58.3 48.7
{158)

Indometacina (157) 7 67+1.1152+06{67+06] 202 57.0 50.3

Tabla IX. Actividad topica antiinflamatoria contra el edema inducido con EPP,

Producto Dosis (mg/oreja) Edema (mg) Inhibicion del
Media + SEM edema %
Control (EPP) 33103
Acido ursélico (154) 0.5 23106 30.3
Dexametasona (159) 0.5 1.3£0.2 60.6

En estas tablas, se visualiza que la actividad antiinflamatoria del acido ursalico fue

notable con respecto a la fenilbutazona, en el edema de la pata inducida con carragenina,

mientras que una similar actividad se observa con respecto a la indometacina, en el edema

de la oreja inducido con TPA y en el edema inducido con EPP.
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El efecto antiinflamatorio del acido oleandlico, fue informado por primera vez en

1960 y ha sido confirmado en estudios posteriores en una variedad de modelos ensayados,

como s¢ muestra en la tabla

x 113yu7

Tabla X. Accién antiinflamatoria aguda y cronica de acido oleandlico en grupos de 5 ratas.

Dosis Edema Edema* Edema Artritis Artritis
Producte | (mg/Kg)| carragenina | carragenina | dextrano |formaldehido | adyavantes
{ml) (ml) (ml) {ml) {ml)
Control 1.30 £0.08 147£009 {1.273006| 094+008 1.40+0.17
25 1.02+£0.04° {1.034009]| 072+004" | 1.12:£0.13
(31) {19) (23) (20)
50 1.051£ 005" | 0.80+£0.07° |0.95+0.08*| 0.66+0.06* | 0904011
Acido (19) (46) (25) (30) (36)
oleanélico 100 1.0£006° | 0624007 [0.78£0.07° 0.57+0.08° | 0.72+0.10°
(144) (23) (58) 39 (39 (49)
300 0.91 + 0.08°
(30)
Acido acetil| 100 088 £0.04° | 0.05+0.03" }0.75:0.10°| 0.62+0.09" | 0.92+0.08"
salicilico (32) (63) 1 (34) (34
(160)

* administracién intraperitoneal. El valor superior indica la media + s.e. El valor en parémtesis indica %
inhibicién. ¢ P<0.05, " P<0.02, <P<0.01, ¢ P<0.001.

CH,0, : CH:COOH
] CHa

(157)

0*3(0'12)3

(158)
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1.2.3. MECANISMO DE ACCION DEL ACIDO OLEANOLICO Y
ACIDO URSOLICO.

El mecanismo de los efectos antiinflamatorios del &cido oleanédlico y/o acido

ursolico ha sido atribuido a los siguientes aspectos:

1. Inhibicién de Ia liberacién de histamina desde las células mastocito inducida por el
compuesto 48/80 (poliamina) y concanavalina A o por adriamicina. Ei 4cido urslico a
concentraciones de 1000 pM o mayores, inhibe el compuesto 48/80 in vitro, mientras

que a 100 uM es solamente un inhibidor débil '8

2. Inhibicién de la actividad lipooxigenasa y ciclooxigenasa. La reduccién de algunos
factores inflamatorios producidos durante ta cascada de acido araquidénico, por ¢j. la
sintesis y liberacion de PGE; y LTB., son suprimidas por acido ofeandlico vy ursélico al

bloquear el metabolismo del araquidonato.® '

3. Inhibicién de Ia elastasa. Varios metabolitos triterpenoides pentaciclicos inhiben la
HLE; la elastasa es esencial para la fagocitosis y defensa contra infecciones por
invasion de microorganismos, juega un papel en la respuesta dei tejido inflamatorio, en

enfermedades reuméticas, efisemia pulmonar, bronquitis crénico, ete. ¥

Se ha demostrado, que ef sustrato para HLE (tetrapéptido: MeQ-Suc-Ala-Ala-Pro-
Val-pNa), esta enlazado en 5 subsitios dentro del amplio dominio de union, designados
8:-8s, El acido ursdlico interactia con el subsitio S (sitio critico para enlazarse a
HLE), como se ilustra en el esquema 1, pero no con'los subsitios Siy $2 Los
aminoécidos componentes de S; han sido identificados como Val-216 y Phe-192.!%5

El grupo carboxilo de la posicién 28 del anillo pentaciclico de fos triterpenos

contribuye a enlazarse a HLE, el reemplazamiento de este grupo por un hidroxilo

como ¢l uvaol (153) anlogo del écido ursélico (154), reduce la potencia de inhibicién.
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Estos resultados demuestran que las interacciones electrostéticas entre el grupo

carboxilo y un grupo cargado positivamente en |2 enzima contribuye a enlazarse, por lo que

la Arg-217 juega un papel critico en la contribucién de la energia de enlace de los

inhibidores cargados negativamente a HLE.'?* Y126

Arg217

S4

Esquema 1. Representacion de unién del 4cido ursélico con el sustrato HLE,

4. Inhibicién de la actividad del complemento. El icido oleandlico posee un efecto

inhibitorio en el modelo del complemento clasico, mientras que en €l modelo alterno no

presenta inhibicién, tal como se especifica en la tabla XI. El efecto del 4cido oleandlico

en la actividad del complemento clésico, se debe principaimente a la inhibicién de la

Cj-convertasa, una serina proteasa '

Tabla X1. Efecto del icido oleanélico en el modelo del complemento clasico y alterno.

Cldsico Alterno
Compuesto Absorcidn 2 % Absorcién a %
6 min. inhibicién 30 min. inhibicién
. Control 0.992 + 0.009 —— 0.959+0.012 ===
Acido oleanélico 0.145 + 0.002* 85.38 0.950+0.015 0.93
(144)
Ibuprofeno (161) 0.350 £ 0.0i3* 64.72 0.947+0.011 1.25

*P<0.001.

(161}
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1.2.4, RELACION ENTRE ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE
TRITERPENOS PENTACICLICOS.

A pesar de los diversos estudios publicados referentes a la actividad antiinflamatoria
del 4cido glicirretinico, acido ursélico, acido oleandlico, ete, solo pocos describen los

requerimentos estructurales para esta actividad.

Investigaciones recientes determinaron el efecto antiinflamatorio de 10 triterpenaos,
en diferentes modelos de inflamacién in vivo, para poder proponer una relacion estructura
actividad. Estos compuestos corresponden a fa serie del oleano: B-amirina (142), eritrodiol
(143}, é4cido cleandlico (144) hederagenina (145), a-icido glicirretinico y B-écido
glicirretinico (148 y 149 respectivamente); del ursano: c-amirina (152), uvaol (153} y
acido torméntico (162) y series del lupano: lupeol (163). Los resultados se muestran en la
tabla XII, observandose que el esqueleto base del triterpeno no tiene influencia en la
actividad antiinflamatoria, ya que todos los triterpenos que se probaron tienen actividad
antiinflamatoria dependiendo del método ensayado. Sin embargo, se encontraron algunos .

compuestos activos con los tres métodos ensayados (grafica 1.

Tabla XI1. Actividad antiinflamatoria.

Edema-carragenina Edema-TPA
Producto % de inhibicién % inhibicién
1h 3h Sh

B-amirina (142) i - i 64+
eritrodiol (143) 14 17 40** 93**
acido oleandlico (144) 1 25 22+ 8o*=*
hederagenina (145) 0 26 14 63**
a-acido glicirretinico (148) -3 27 28%* Q0+
B-acido glicirretinico (149) 31 34* 16 QO *
o-amirina (152) 20 26 J1** T2%
uvaol {153) 0 19 274 | 61*+
acido torméntico (162) 0 36%* 354+ B5*#
lupeol (163) 14 7 27%* 66%*
indometacina (I157) 20 57%% 50** 95%*
fenilbutazona (i58) 54% SO** 49* o

Los porcentajes de reduccion del edema son expresados por la media con SEM, *P< 0.05, **+p<0.01.
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H:C CH;

(162) (163) Ri=CH;s
(164) R;= COOH

! % Inhibicion

! —
{ |WEPP

{

B Carragenina

Compuestos

Grafica [. Comparacion de la actividad antiinflamatoria de ios triterpenos en

tres modelos ensayados.

Con respecto a la prueba de la carragenina, 1a presencia de un gnipo carboxilo en C-
28 0 C-30 incrementa la actividad, siendo los compuestos carboxilicos los mds activos a las
3h (ej. acido betulinico (164), acido glicirretinico (148) y torméntico (162)). En contraste
con ia actividad mencionada de los compuestos acidicos, el eritrodiol presentd un alto

porcentaje de inhibicion a las 5h con respecto & los demas compuestos (ver la tabla XII).
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Con respecto a la actividad contra el edema inducido con TPA, ésta fue
considerable para todos los productos er general, los triterpenoides acidos fueron los

compuestos més activos, aunque el eritrodiol sobrepasa nuevamente a todos los demas.

A diferencia de lo que se vio anteriormente, la actividad contra el edema inducido
con EPP fue escasa y no mostré alguna relacién con la presencia de un grupo carboxilo. Sin
embargo, parece que un grupo CH,OH en C-17 es positivo en la serie oleano, mientras que

el 3-hidroxilo del acido ursolico es un factor esencial para la actividad antiinflamatoria.'*’

Por otro lado, en la tabla XII se dan a conocer los resultados de otros estudios
realizados, en varios derivados 4,4-dimetilcolestano, de estructura similar al acido ursélico,
que se obtuvieron durante un estudio sintético de los derivados del colesterol. El 4,4-
dimetilcolestan-3a, Sa-diol (168) fue el inhibidor mas potente entre los 4,4-
dimetilcolestanos probados, esta actividad inhibitoria fiue comparable al acido ursélico y
acido glicirretinico. Aunque los compuestos a probar fueron limitados, los resultados
sugieren que la oxidacion del 3-hidroxilo (166) al grupo 3-oxo (167) incrementa la
actividad inhibitoria, mientras que la epoxidacién del doble enlace disminuye la
actividad.'?®

Ry
RY Ry
(165)R1=B-OH, Re=Rz=H

(166) R1=B-OH, Ry=Rr=CH3
(}67)R1=0, Rz=Ry=CH3

(168) {169 R3= 0
(170) R3= p-OH
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Tabla XII Actividad inhibitoria en la inflamacién de la

orgja del raton, inducido con

HHPA,
Aplicacion de 200 pg Aplicacién de 50 pg
Compuesto % de D + SE (n}' Yo de D + SE (n)*
inhibicién inbibicién

Acido ursdlico (154) 49 33107 (4)* 33 22105 (4)*
Acido glicimretinico 30 22+ 1.1(4) 21 1.4 £0.3 (4)
Colesterol (165) 38 2.5+ 0.8 (5) -25 -1.7 0.6 (4)
4,4-dimetil-colesterol 15 1.6+ 0.6(5) -15 -1.0+0.9(6)
(166)
4,4-dimetil-5-colesten-3- 34 [ 231056 -2 -0.1+0.8(4)
ona (167)
4,4-dimetilcolestan- 52 3.5+1.0(7)** 21 14+0.7(6)
3a,5a-diol (168)
4 4-dimetil-5,6-0t- 22 1.5+0.7 (5) -2 -0.1£07(6)
epoxicolestan-3-ona
(169)
4,4-dimetil-5,6-¢- 2 0.1£0.6 (9) -24 =1.6+£03 (4)*
epoxicolestan-3p-ol (170)

a.  Elnmlimero de experimentos se muestra en parentesis. D= media de la diferencia entre ¢l disco de la
oreja tratado con HHPA (2ug) y de! compuesto probado

* p<0.05 y **p<0.0]

Algunos de los derivados del acido glicirretinico, como los compuestos
dihemiftalato: sal disodica de 18B-olean-12-en-3p, 30-diol-di-O-hemiftalato (171}, 18B-
olean-9(11), 12-dien-3B, 30-diol-di-O-hemiftalato (172) y olean-11, 13 (18)-dien-3j3,30-

diol-di-O-hemiftalate (173), inhiben la actividad ciclooxigenasa y lipooxigenasa; asi

mismo, se encontrd que estos compuestos inhiben el edema de la oreja en ratones inducida

con acido araquidénico por supresion de la produccion de LTBy y PGE; '3 Bl 4cido

glicirretinico hemiftalato (174) y deoxoglicirretol 3-O-monohemiftatato (175) tiene poco

efecto. Estos resultados sugieren que la substitucién dihemiftalato en el esqueleto oleano de

estos compuestos es esencial para el efecto inhibitorio potente en el edema de la oreja

inducido con TPA,132¥ 133
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(71 R=R'= @ (172) R= '=_OIOj

OC.
(175) R= chj:oj

R=H

R 4 (174)R= :@
* - N2OOC
(173) R=R'= W:@ R'=Na
Na00C'
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1.3. PRUEBAS ANTIMICROBIANAS.

A pesar de la diversidad tan amplia de antibidtices que se usan clinicamente y sus
analogos semisintéticos, aun contimian los estudios para el desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos, ya que la conbinacién genética de varios microorganismos y los usos
excesivos de antibi6ticos, conduce a un incremento en la resistencia de microorganismos

previamente sensibles y al surgimiento de nuevas infecciones.

Una de las posibles estrategias para encontrar nuevos farmacos antimicrobianos,
involucra al estudio de compuestos con diferentes estructuras a los de uso actual. Estos
compuestos deberan ser extraidos de origenes que han sido explorados considerablemente
menos que los microorganismos tradicionales, como pueden ser las plantas superiores.**
Las plantas han sido usadas por siglos como remedio para enfermedades humanas. Esto
tiende a fomentar a los cientificos a un rastreo de plantas que poseen varias actividades
biologicas incluyendo efectos antibacteriales y antifingicos, dado que su uso no esta

soportado por algin estudio cientifico.”

Dado la complejidad de los extractos de las plantas, existen trabajos relativamente
limitados que conducen al aislamiento de sus agentes antibacteriales. El principal problema
ha sido la interferencia en ensayos in vitro por la diversidad estructural o algunas veces
compuestos altamente coloreados, las propiedades lipofilicas de algunas muestras, la
insolubilidad en agua de aceites esenciales y extractos no polares hace que sean muy
dificiles para usarlos en un medio acuoso para ¢l estudio de actividad antimicrobiana. Por
otro lado, los resultados obtenidos son profundamente determinados por ¢ microorganismo
empleado, el volumen del indculo, fa composicion del medio de cultivo, el pH y Ia

temperatura de incubacion. '*¢¥ %7

Existen diversos métodos para detectar la actividad antimicrobiana, y pueden ser
clasificados en tres grupos: dilucidn, difusion y bioautografia; los cuales difieren en su

sensibilidad.
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Método de dilucion.

La técnica de dilucion incluye un medio liquido y un medio solido, ambos métodos
se basan en la dispersion homogénea de la muestra en un medio de cultivo. Estos métodos
son los mejores, cuando es necesario ensayar muestras solubles en agua o muestras
lipofilicas {aceites esenciales), suspensiones de soélidos o emulsiones y sustancias
antimicrobianas que no difunden a través del medio de agar y que pueden ser incorporados

directamente dentro del agar.'?’

El método de dilucién en medio liquido, es el mas complicado pero también la
técnica mas precisa."*® Este método es el mas recomendado para la determinacion de la
Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) de una muestra pura y la Concentracion Minima
Bactericida (MBC). En este métedo la turbidez es tomada como una indicacion de la

densidad bacterial. 1

En el método de dilucion en agar, se mezcla una cantidad de la muestra con el agar
nutritivo. La ventaja de este método es su simplicidad, la posibilidad de usarlo con muestras
solubles o insolubles en agua y de que 6 microorganismos pueden ser usados en una caja de

Petri.

Método de difusién.

En este método se emplea un disco, un cilindro o un hoyo en el agar como
reservorio y se basa en medir el didmetro de la zona de inhibicion. Este método no es
aceptable cuando las muestras no son altamente solubles en agua como en el caso de aceites
esenciales o extractos no polares. Una de las ventajas es que se pueden usar 5 o 6

compuestos por caja contra un simple microorganismo.'”’

El método de hoyo, se usa para suspensiones acuosas de extractos de plantas. La
precipitacion de sustancias insolubles en agua en el cilindro o el disco previene alguna
difusion de la substancia antimicroniana dentro del agar. Ef método de disco en papel filtro

es satisfactorio y aceptable para ensayar antibidticos solubles en agua. '*
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Método bicautogrifico.

Es un método para localizar la actividad antibacteriana en un cromatograma, Casi
todos los procedimientos se basan en la técnica de difusion en agar, en el cual los
compuestos antibacteriales son transferidos desde la capa cromatografica a una caja de agar
inoculado, seguido de un procese de difusion del compuesto, las zonas de inhibicion son
después vizualizadas; otra técnica consiste en realizar una suspencion del microorganismo

en un caldo, para posteriormente ser aplicado a la cromatografia en capa fina (TLC)

136

desarrollada ™. La incubaciéon en una atmasfera himeda permite el crecimiento de la

bacteria, las zonas de inhibicion son después visualizadas con un reactivo de deteccion-
actividad-deshidrogenasa, €j. sales tetrazolio (TTC) en el que las bacterias metabélicamente

activas, convierten la sal tetrazolio en el correspondiente formazano intensamente

coloreado™!

, otros indicadores redox tales como 2 6-diclorofenol-indofenol también
pueden ser empleados; el uso de p-iodonitrotetrazolio violeta (INT) es uno de los mas
sensibles. Buenos resultados se han cbtenido, con el método que se basa en la capacidad del

organismo para hidrolizar la aesculina.'*?

En comparacion con lz cromatografia en papel (PC), la técnica de TLC tiene un
gran poder resolutivo y es ¢l mas rapido de las dos técnicas, ya que el lento desarrollo de la

. . . . 13144
cromatografia en papel no da una separacion satisfactoria de los diversos compuestos.'*

Sin embargo, en las ditimas décadas un amplio programa de rastreo de extractos de
plantas se han realizado, no solo para determinar la actividad antibacterial y antifingica,'*>
1% sino también para la actividad antiviral, antiparasitaria y otras actividades biologicas. En
la literatura se ha informado que los agentes antimicrobianos responsables de estas
actividades en las plantas son: los palifenoles, taninos, saponinas esteroidales, saponinas
triterpénicas, acidos monoterpénicos y alccholes sesquiterpénicos, esteres diterpenos e
iridoides.'*® Considerando €l nimero enorme y la sorprendente diversidad estructural de los
constituyentes de las plantas con actividad antimicrobiana, hace pensar que los agentes
antimicrobianos prometedores que actuan localmente y/o sistémicamente, pueden ser

descubiertas en ¢l reino de las plantas.
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2. METODOLOGIA.
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2. METODOLOGIA

2.1. ESTUDIO QuiMIcoO.

Se adquirid el cedron (dloysia triphylla, colectado en el Estado de Puebla, San

Andrés Jalpan) fresco en el mercado de Sonora, ubicado en la Delegacién Venustiano

Carranza, México, D.F., el 29 de Septiembre de 1996, fue identificada y clasificada por la

M. en C. Abigail Aguilar, con niimero de registro 11875 y 11877 en ¢l Herbario del Centro
Meédico Siglo X1 (IMSSM),

La planta fue separada en flores, flores-hojas y hojas-tallos; posteriormente, se dejé

secar a temperatura ambiente. A cada parte se le adicioné disolvente de diferente polaridad,

para obtener mediante maceracion los extractos hexanicos, cloroformicos y metandlicos, y

finalmente se procedi6 a realizar la hidrolisis de la planta en medio acido, como se indica

en la tabla XIV.

Partes de Ia planta Extracto (peso en 2.)
(peso inicial en g.) Hexdnico Cloroférmico Metandélico Hidrélisis en
HCl al 5%
Hojas-tallos 553 98.8 345.2 0.8184
(3504.7)
Flores-hojas 10.42 12.6 42.80 0.3050
(350.0)
Flores 9.17 14.9 350 0.3663
(380.5)

Tabla XIV. Pesos de los extractos obtenidos.

Los extractos fueron evaluados frente a Arfemia salina, para determinar su LCs,

—tabla XV, pp 62— asi mismo, se determiné su actividad antimicrobiana y antiinflamatoria,

los resultados se muestran en las tablas XVI, XVIa y XVII respectivamente (pp 63-65).



2.1.1. EXTRACTO METANOLICO DE HOJAS-TALLOS.

La separacion de los metabolitos secundarios mayoritarios, se realizé mediante la
1écnica de cromatografia en columna a vacio (CCV), Para lo cual se tomaron 295.4 g del
extracto metanolico de hojas-tallo y se adsorbieron en 345.4 g de celita, los cuales fueron
apficados en una columna previamente empacada con silica gel para CCF -1382.8 g,
13.5 cm de altura y 16.4 ¢m de didmetro— de donde se obtuvieron 489 fracciones de

500 ml cada una.

Hispidulina (111).
L ‘De las fracciones 8-24, obtenidas al eluir la columna con una polaridad de
Hex-AcOEt (1:1), se purificaron mediante una serie de recristalizaciones por par de
qlisgiventes {(MeOH-AcOEY), 74.5 mg (0.0252%) de un sélido amorfo de color amarillo
claro, pf 253.5-256°C, soluble en MeOH-AcOEt caliente y DMSO e insoluble en hexano,
AcOEt y CHCl, el cual da prueba positiva al revelar con FeCl; en etanol al 1%, dicha
sustancia fue identificada como hispidulina, con base a los datos espectroscopicos de IR,

RMN-'H y RMN-"2C (los datos se encuentran en la pp 58).

B-p-glucésido del B-sitosterol (176).

De las fracciones 121-210, colectadas al eluir la columna con una polaridad de
Hex-AcOEt (de 4:6 a 2:8), se obtuvieron 257.9 mg (0.0873 %) de un sélido ameorfo de
color blanco, soluble en propanol caliente y en una mezcla de MeQH-CHCI; caliente e
insoluble en hexano, MeOH, EtOH y propancl a temperatura ambiente. El espectro de IR
(espectro 4) muestra una banda muy intensa a 3381.1 cm®, lo que permitid suponer que la
molécula tiene varios grupos hidroxilos, por lo que se realizé una reaccion de acetilacién

para obtener el derivado per-acetilado de dicho compuesto.
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Obtencitn del acetilado del B-D-glucédsido del B-sitosterol (176a).

A 93.0 mg det sélido obtenido de las fracciones 121-184 fueron suspendidos en 7
ml de CHCl; y se hicieron a reaccionar con 1 ml de anhidrido acético, 0.5 ml de piridina y
6 gotas de acido acético por 2.17 h. Una vez concluida la reaccion, fueron agregados 7 mi
de agua. La recuperacion del producto se logré mediante extracciones con cloroformo (6 x
5 ml), la fase cloroférmica obtenida fue lavada con HCl al 10%, posteriormente se tratd con
una solucion de NaHCO; al 10% y finalmente se realizaron lavados con agua y se secd
sobre Na;SO, anhidro. El producto fiue purificado por recristalizaciones por par de
disolventes (CHCl-Propanol), de donde se obtuvieron 71.2 mg (76.6%) de unos cristales en
forma de agujas, solubles en hexano, CHC} e insolubles en propanol, el cual presentd un
pf. 166-168.5°C. La identificacidén y caracterizacion se hizo mediante sus propiedades
fisicas y espectroscopicas (pp 58 y 59), las que permitieron concluir que se trataba del per-

acetil-glucésido del B-sitosterol, como se ilustra en el esquema 2.

Esquema 2. Reaccitn de acetilacion del B-D-glucdsido del B-sitosterol.

2.1.2, EXTRACTO CLOROFORMICO DE HOJAS-TALLOS.

Se adsorbieron 93.7 g de extracto cloroformico de hojas-tallos en 113.15 g de celita,
y su diferenciacién cromatografica se llevé a cabo por CCV utilizando mezclas de
disolventes de distinta polaridad creciente (Hex-AcOEt-Acetona-EtQOH) colectindose 506

fracciones de 300 ml cada una.
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Se realizé ¢l seguimiento biodirigido del fraccionamiento de la columna frente a
Artemia salina (tabla XVIIL, pp 66).

B-sitosterol (177).

De las fraciones 101-113, eluidas con un sistema de Hex-AcOEt (97:3), se
obtuvieron 105.5 mg (0.1128%) de un sélido amorfo de color blanco, soluble en AcOEt,
acetona y metanol, con pf. 127-129°C; la identificacién de esta sustancia se logré por
medio de los datos obtenidos de sus anilisis espectroscopicos de IR, RMN-'H, y
espectrométrico (los datos se localizan en la pp 59), lo que permitié concluir que se trataba

del B-sitosterol

Acido oleanélico y dcido ursélico (144 y 154),

De las fracciones 204-293, colectadas al eluir la columna con un sistema de Hex-
AcOEt {9:1 - 7:3), se purificaron 170 mg (0.1814%) de un sélido blanco amorfo con
pf. 70-72¢C, soluble en acetona y AcOEt caliente e insoluble en AcOEt, acetona y MeOH a
temperatura ambiente. En CCF se observd una mancha caracteristica de un acido al revelar
con sulfato ¢érico amoniacal, ademdas en su espectro de IR (espectro 10) se observa la
presencia del grupo carboxilico e hidroxilo, por lo que se procedid a la obtencién del

correspondiente derivado acetilado.

Acido 3B-acetil oleandlico y Acido 3B-acetil ursélico (144a y 155a).

A 297.7 mg del solido (sustancias 144 y 145) obtenido de las fracciones 204-293, se
le adicionaron 2 ml de anhidrido acético y 0.5 ml de piridina seca. La reaccion se llevo a
cabo a temperatura ambiente durante 3.30 b, siguiéndose el curso de la misma por CCF. Una
vez terminada la reaccién, se adicionaront 5 ml de agua, para posteriormente proceder de
manera convencional a la recuperacion del producto de interés, de donde se obtuvieron 290
mg (97.4%) de un producto cristalino de color beige con p.f. 158-161; en CCF se observo

una mezcla de substancias, las cuales fueron identificadas como 4cido 3f-acetil ursolico y
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acido 3f-acetil oleandlico.por medio de un anilisis espectroscopico (IR, RMN-IH) y

espectrométrico (EM/IE), éstos datos se indican en la pp 60.

Ac;O/ Py
330h. T. anb.

(144) R1=H, R>=R3=CH3 (144a) R|=H,Ry=R3=CH3
(154) R1=CHs, R2=H, R3=CH3 {1542) R1= CH3, Ra= H, R3=CHj3

Esquema 3. Reaccidn de acetilacion del acido oleandlico y ursélico.

Hispidulina (111).
En los eluatos 271-348, recogidos con Hex-AcOEt (75:25 - 4:6) se determind por

medio de CCF la presencia de la hispidulina, sustancia previamente aislada del extracto

metandlico de la especie vegetal objeto de estudio.

B-D-glucdsido del B-sitosterol (176).

De las fracciones 352-384, colectadas con una polaridad de Hex-AcQEt (3:7) hasta
AcOEt-Acetona (7:3), se aislo una sustancia, que fue recristalizada por par de disolventes
[AcOEt-MeOH caliente], de donde s¢ obtuvieron 244.4mg (0.2608%) del B-D-glucésido

del P-sitosterol solido blanco amorfo que es inscluble en acetona, cloroformo y AcOEt

caliente.
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2.1.3. EXTRACTO CLOROFORMICO DE FLORES.

Se pesaron 7.83 g de extracto, los cuales fueron adsorbidos en 14 g de celita, a
continuacién se aplicaron en una columna empacada con 77.9 g de silica gel para CCF
(6 cm de diametro y 14 cm de altura), el fraccionamiento de la columna se realizo con

hexano y mezclas de polaridad creciente, obteniéndose 844 fracciones de 50 ml cada una.

p-sitosterol (177).
De los eluatos 130-164, obtenidos con una polaridad de Hex-AcOEt (97:3), se
detectd por CCF la presencia del B-sitosterol empleando como referencia una muestra

auténtica.

Hispidulina (111).
En las fracciones 380-415, colectadas con una mezcla de Hex-AcOEt (87:13 -
84:15), se identifico la presencia de la hispidulina al ser comparada con una referencia de

hispidulina.

Acido oleandlico y dcido ursélico (144 y 145).
De las fracciones 362-511, obtenidas con una mezcla de Hex-AcOEt (9:1 - 65:35),
se identifico por medio de CCF la mezcla de 4cido oleandlico y ursélico, al ser comparada

conh una muestra auténtica.

B-D-glucésido del B-sitosterof (176).
Al colectar las fracciones 561-651 con una mezcla Hex:AcOEt (6:4 - 4:6), se

detectd en CCF la presencia al $-D-glucdsido del B-sitosterol.
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2.1.4. HIDROLISIS DE FLORES, FLORES-HOJAS Y TALLOS-HOJAS.

Después de realizar el extracto metanélico de flores y hojas, ef vegetal fue colocado
a reflujo con HCI al 5% por 13.30 h, posteriormente se neutralizé con NH4OH al 70%, a la

fase acuosa resultante se le realizd una extraccion lig.-lig. con CHCl; por 38.7 h.

De igual manera, las hojas-tallo que fueron empleadas para obtener el extracto
metandlico se pusieron a reflujo con HCI al 5% por 12.23 h, 2 continuacion se neutralizo
con una solucion de NH4OH, finalmente se filtsé el precipitado formado y la fase acuosa
fue extraida con CHCl3 por 22 h.

De acuerdo a la CCF, los dos extractos obtenidos fueron reunidos para separar los
metaboiitos secundarios mayoritarios, por medio de una serie de recromatografias en
columna abierta, de donde se obtuvo un residuo de aspecto aceitoso de color anaranjado,
que en CCF muestra una mezcla de substancias con igual Ry, las cuales fieron separadas y
caracterizadas por medio de una Cromatografia de Gases acoplada a Masas y que
comresponden a: 5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido (178) y 3-hidroxi-2-metil-4H-
piran-4-ona (179), sus datos espectrométricos se indican en la pp 61. Ademas, se determind

1a toxicidad de estos dos extractos frente a Arfemia salina, como se muestra en la tabla XV
(pp 62).

Una vez realizado el extracto metandlico de flores, éste se sometid a una hidrélisis
en medio icido, como ya se indicé anteriormente, para posteriormente realizar los
bioensayos con Artemia salina, las pruebas microbiologicas y las pruebas antiinflamatorias,

los resultados se indican en la pp 62-65.

2.1.5. DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR.

A 1232 Kg de hojas-tallo de planta fresca se le adicioné una solucién de NaCl al
10%, para posteriormente realizar una destilacién por arrastre de vapor, de donde se

abtuvieron 3.0277 g de aceite esencial.

50



De igual manera 750 g de flores, se agregaron a una solucion de NaCi al 16% para

obtener 500 mg de aceite esencial.

El aceite esencial de las hojas-tallo y flores fueron evaluados microbiolégicamente,

los resultados de muestran en la XVI y XVIa (pp 63 y 64).

2. 1. 6. ESTUDIO QUIMICO Y BIOLOGICO PRELIMINAR DE Aloysia
triphylla.

En un estudio preliminar realizado a las hojas de Aloysia triphylla, los extractos
hexanico, acetonico y metandlico obtenidos mediante maceracion fueron evaluados frente
a Artemia salina, ademas se determiné su actividad antimicrobiana y antiinflamatoria,

como se muestra en la tabla XV-3VII, pp 62-65.

Por otra parte, se realizd la hidrolisis de las hojas de 1a siguiente manera: se coloco a
reflujo con CH;COOH al 10% por 12.45 h., posteriormente se alcalinizé con KOH al 10%
v finalmente se realizaron extracciones liq.-liq. Con CHCI; por 14.15 h. A continuacién se
ralizaron a cada extracto pruebas cualitativas'*® para la deteccion de alcaloides, como se

describe a continuacién:

160 mg de cada extracto fueron disueltos en una pequefia cantidad de disolvente y
aforados a 50 ml, posteriomente se tomaron alicuotas de 2 ml colocandolas en viales de

10 mi, para obtener una concentracion de 4 mg, finalmente se dejé evaporar €l disolvente,

A la par se realizo un control positivo, con el extracto etanélico de Ias semillas del
colorin macho (Erypfrina americana) y colorin hembra (Erytrina americana), pesando 50
mg de cada extracto y aforando a 50 mi, para obtener finalmente 3 mg al tomar alicuotas de
Iml

Por ultimo a cada vial se le adicionaron lentamente 25 gotas de cada reactivo, los

resultados se muestran en la tabla XIX (pp 67).
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2.2. ESTUDIO BIOLOGICO.
2.2.1. BIOENSAYOS CON Arfemia salina'”'

Preparacion de las muestras.
Se pesaron 20 mg de cada extracto o fracciones, fos cuales se disolvieron en 2 ml de
disolvente, a continuacion se tomaron por triplicado 5, 50 y 500 pi, colecindolos ¢n viales

de 20 ml. El disolvente se dejo evaporar para poder ser utilizados en el bioensayo.

Incubacién de las Artemias:

Se incubaron 50 mg de huevecillos de Artemia salina en agua de mar artificial a una
temperatura de 27-28°C, con un sistema de aereacion continuo y bajo una limpara eléctrica
por 48 h. Después de este tiempo, las larvas fototroficas fueron colectadas con una pipeta

Pasteur para ser empleadas en el bioensayo.

Bioensayo.

A cada vial con muestra, se le adicionaron 200 pl de DMSO™ y 2 ml de agua de
mar artificial, enseguida se colocaron 10 Arfemias por vial, aforando posteriormente a 5 ml
con agua de mar artificial, para tener finalmente las concentraciones de 10, 100 y 1000

ppm. A la par se realizo un blanco bajo las mismas condiciones.

Los viales fueron colocados bajo iluminacién por 24 h, después de este lapso de
tiempo, se contaron las larvas muertas™ y se calculd la LCsp mediante un programa de

computo que utiliza el analisis de probitas, descrito por Finney.

' En el caso donde en ef bianco hubo muertes, el dato fue corregido usando la formula de Abbott's:
% muertes= [ (prueba controlY/control] x 100
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2.2.2. PRUEBAS ANTIMICROBIANAS.

Método de Mitscher.'>?

Preparacion de los microorganismos.
Los microorganismos mantenidos en el agar nutritivo, fueron inoculados al medio
de cultivo (CST) en tubos de ensayo, dejandolos incubar a 37°C por 24-48 h, para ser

utilizados posteriormente en el bioensayo.

Preparacion de las muestras para la prueba.

40 mg de muestra, se disolvieron en 0.5 ml de Tween-80 y 1.5 ml de solucidn salina
al 0.8% en un vial de 10 ml, una vez solubilizado se adiciond la mezcla a un matraz
Erlenmeyer que contenia 38 m! del medio AST a una temperatura de 50°C, se mezcl6 y se
vertié por partes iguales en 2 cajas Petri. Una vez solidificado el agar, se incubé a 37°C

durante 24 h. para realizar la prueba de esterilidad.

Prueba microbiologica.

Las dos cajas con el extracto®, fueron divididas en 8 sectores cada una,
procediéndose a realizar la siembra por ta téenica de estria, como se indica en el esquema 4.
Finalmente se dejaron incubar las muestras a 37°C por 24 h. y se procedid a observar la
inhibicién o crecimiento del microorganismo en las cajas Petri. A Ia par fue realizado un

blanco y un control positivo con sulfato de estreptomicina

@ De acuerdo con la prucba de esterilidad, se procedié a realizar el bioensayo.
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Esquema 4. Forma del sembrado de los diferentes

mMicroorganismos por caja.

1. Staphylococcous aureus ATCC 6538

2. Streptococcus muians ATCC 25175

3. Escherichia coli ATCC 8739

&, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9037

5 Candida albicans ATCC 10231

6. Sarcina lutea Patdgena

7. Mycobacterium smegmatis DM-93-10

8. No se¢ sembrd ninguna cepa

Método de difusion en discos de papel filtro.**

Preparacion de los microorganismos.

Los microorganismos, se prepararon de igual manera como se indicé en el

procedimiento anterior.

Preparacion de las muestras para la prueba.
Se pesaron 5 mg de muestra, se disolvieron en 0.5 ml de Tween vy 4.5 ml de

solucién salina al 0.8% en viales de 10 ml.

A la par fue preparado un blanco y un control positivo con sulfato de

estreptomicina.

Prueba microbiclogica:
A diez cajas Petri {10 x 3) se les adicionaron 20 m! del medio AST a cada ungz, se

dejaron solidificar y se sometieron a prueba de esterilidad por 24 h a 37°C.
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Posteriormente, se sembraron masivemente cada caja con cada uno de los
microorganismos™, Los discos de papel filiro (0.65 ¢cm de didmetro) fueron humedecidos
con las muestras previamente preparadas y colocados en las cajas Petri, por cada
microorganismo se emplearon 3 cajas Petri, como se indica en el esquema 5. Se dejaron
incubar por 24 h a 37°C y s¢ observd la inhibicidén o crecimiento del microorganismo al

cabo de este tiempo.

Esquema 5. Posicidn de los discos de papel filtro en la caja Petri.

1. Extracto hexénico de hojas. 11. Extracto metanélico de hojas-tallo.

2. Extracto aceténico de hojas. 12. Extracto metandlico de hojas-flor.

3. Extracto metandlico de hojas. 13. Hidrélisis de flores en medio Acido.

4. Exiracio hexdnico de flor. 14, Mezcla de scido ursdlice y dcide oleandlico.

5. Extracto hexdnico de hojas-tallo, 15. Hidrdlisis de hojas-tallo-flor en medio cido.
6. Extracte hexdnico de hojas-flor. 16. Aceites esenciales de fior,

7. Extracto cloroférmico de flor. 17. Aceites esenciales de hojas-tallo.

8. Extracto cloroformico de hojas-tallo. 18. Blanco.

9. Extracto clorofdrmico de hojas-flor. 19, Control positivo con sulfato de estreptomicina.

10. Extracto metandlico de flor.

) Microorganismo empleado en cada caja Petri ;

a. Staphylococcus aureus ATCC 6538, b. Streprococcus mutans ATCC 25175, c. Escherichia coli ATCC
8739, d. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, e. Candida albicans ATCC 10231, [. Sarcina lutea
Patbgena, g Mycobacterium smegmatis DM-93-10, h. Lactobacillus acidephyllus ATCC 4353, .
Streptococeus faecalis ATCC 29212, j. Salmonelia iphymurium ATCC CDC-10.
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2.2.3. PRUEBAS ANTIINFLAMATORIAS.*

Se emplearon 3 ratones albinos por muestra, cuyo peso oscild de 28 a 30 g Los
animales fueron anestesiados y posteriormente se les aplicé una solucién aceténica de TPA

(2.5 pg en un volumen de 10 ml) en la parte interna de cada oreja.

Los compuestos de prueba asi como los farmacos se disolvieron en vehiculos
apropiados y fueron aplicados a la dosis de 0.01 0 1.0 mg en la oreja derecha, mientras que

en la oreja izquierda se aplicé el vehiculo (oreja control).

La inflamacion se desarrollé por espacio de 4 h y al finalizar este lapso de tiempo,
los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se tomo de la porcidn central de cada

oreja un tap6n de 6 mm de didmetro con la ayuda de un sacabocado.

La diferencia de peso entre la oreja tratada con el compuesto de prueba y del peso
de la oreja que solamente recibe el vehiculo, se tomé como medida de Ia respuesta

antiedematosa.

“? Estas pracbas fueron realizadas en el Instituto de Quimica de fa UNAM por 1a M. en C. Teresa O. Ramirez
Apan,
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3. RESULTADOS.
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3. RESULTADOS.

3.1. PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS DE LAS SUSTANCIAS
AISLADAS DE LOS EXTRACTOS.

+ Hispidulina (111).

IR Umi, cm” (nmjol), espectro 1: 3368, 1660, 1610, 1571, 1463, 1378, 1166,
1094.

RMN-'H (300 MHz, CDCl; + DMSO, TMS), espectro 2: & 3.92 (s, 3H, OCH3), &
6.50 (s, 1H, H-3), § 6.54 (s, 1H, H-8), § 6.96 (dd, J= 7.05Hz y 1.95 Hz, 2H, H-3' y
5, 8 7.75 (dd, J= 6.75 Hy 1.95z, 2H, H-2' y 6), & 9.68 (amplia, 1H, OH-7), §
13.01 (s, 1H, OH-5).

RMN-"C (75 MHz, CDCk + DMSO}, espectro 3; & 182.12 (C-4), § 163.85 (C-2),
8 160.66 (C-4"), 156.38 (C-7), 8 152.51 (C-5 y C-9), & 130.95 (C-6), & 127.53 (C-2'
y C-6, & 121.50 (C-1), & 115.66 (C-3' y C-5), & 104.47 {(C-10), & 102.34 (C-3),
93.73 (C-8) y § 60.84 (OCH;).

+ B-D-glucdsido del B sitosterol (176).
IR Umiy (CHClL;) em™, espectro 4: 3381, 2725, 1259, 1165, 1110, 1066

+ per-acetil-glucésido del f sitosterol (176a).
IR Umi, (nujol} em’, espectro S: 2958, 2870, 1754, 1371, 1039,

RMN-'H (300 MHz, CDCl, TMS), espectro 6: § 5.35 (d, J= 5.4 Hz, 1H, HC-6), §
2.00-2.08 [4s, 12H, 4(CH,COO-)], 5 4.58 (&, J= 8.1 Hz, 1H, HC-1"), § 4.95 (dd,
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J=93y8.1 Hz, 1H, HC-2),  5.20 {1, J= 9.45 Hz, 1H, HC-3), § 5.07 (1, J= 9.6 Hz,
1H, HC-4"), § 3.68 (dddd, J= 10.5 y 2 Hz, 1H, HC-5'), 5 4.26 (dd, J=.12.45 y 5.0
Hz, H,C-6'), 8 4.11 (dd, J= 12,45y 2.6 Hz, 1H, H,C-6"), & 3.45 (ddd, J= 10y 5 Hz,
1H, HC-3), 8 0.68 (5, 3H, CHs-18), § 0.99 (s, 3H, CH,-19),  0.84 (4, J= 63 Hz,
6H, CH3-26 y CH;-27), 0.93 (d, J= 7 Hz, 3H, CH;-21).

RMN-"C (75 MHz, CDCly), espectro 7: 170.66-169.27 (4 AcO-), $140.36 (C-5)
8 122.15 (C-6), 3 99.65 (C-1", 5 80.08 (C-3'). & 72.71 (C-5Y, & 71.71 (C-3), 6 71.53
(C-2), 8 68.60 (C-4), § 62,13 (C-6", 5 56.78 (C-14), & 56.08 (C-17), § 50.20 (C-9),
§ 45.87 (C-24), § 42.34 (C-13), § 39.75 (C-12), & 38.93 (C-4), & 37.21 (C-1), &
36.73 (C-10), § 36.12 (C-20), 5 33.97 (C-22), § 31.95 (C-7), 5 31.88 (C-25), & 29.46
(C-8), § 29.20 (C-2), § 28.23 (C-23), § 26.12 (C-16), & 24.29 (C-28), & 23.09 (C-
15), 8 21.06 (C-11), § 20.70 (C-19), § 20.61 (C-26), § 19.79 (C-21), § 19.34 (C-27),
5 19.04 (C-29), & 18.78 (C-18).

E.M. (LE.) m/z: 396 [M'-348, 100%], 331 (18%), 169 (44%), 145 (15%), 127
(13%), 109 (38%), 95 (15%), 81 (19%) y 43 (58%).

4 B-sitosterol (177).

IR Upyy (CHCL) cm™, espectro 8: 3625, 2925, 2859, 1602, 1044, 1379, 1261,
1193, 1054 y 1018,

RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS), espectro 9: § 0.68 (s, 3H, CHy-18), § 0.92 (d,
J= 7 Hz, 3H, CH;-21)3 1.01 (5, 3H, CH;-19), & 0.83 {1, I= 4.1Hz, 3H, CH;-29), &
0.84 (d, J=4.26 Hz, CH,-26 y CH3-27), § 5.35 (d, J= 7.23 Hz, 1H, CH- 6), & 3.50
(dddd, J= 11y 6 Hz, 1H, CH-3) y § 1.47 (s. amplia, 1 H, H-C;-OH).

EM. (LE.) m/z: 414 [M", 43.21%), 329 (27.16%), 303 (22.22%), 273 (20.98%),
255 (23.46%), 213 (32.10%), 163 (22.22%), 161 (24.69%), 159 (27.16%), 145
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(37.04%), 107 (50.62%), 105 (51.85%), 97 (34.57%), 95 (51.85%), 93 (43.21%), 91
(541.85%), 81 (50.62%), 79 (33.33%), 71 (39.51%), 69 (49.38%), 67 (34.57%), 57
(66.66%), 55 (86.42%), 43 (100%), 41 (51.85%) y 40 (32.10%).

¢ Acido oleanélico (144) y scido ursélico {154).
IR Umix (CHCl3) em™, espectro 10: 3369, 2928, 2857, 1733, 1638, 1462, 1373,
1321, 1119, 1027,

RMN-'H (300 MHz, CDC},, TMS), espectro 11: § 0.7 - 1.2 (sefiales multiples), &
220 (d,J=11.23 He, 1H, H-18), 3 2.84 (dd, J= 13.8 y 4.3 Hz, 1H, H-18), § 3.21
(dd, =102y 54 Hz, 1H,H-3),8 527 (1, ]= 11.55y 3.75 Hz, 1H, H-12).

E.M. (LE.) m/z: 456 [M", 3.41%), 438 (3.84%), 248 (100%), 236 (5.12%), 203
(39.31%), 189 (12.82%), 175 (6.83%), 133 (23.07%), 119 (9.40%), 95 (10.25%), 69
(15.38%), 55 (15.38%), 43 (14.52%).

+ Acido 3P-acetil-oleanélico (144) y dcido 3B-acetil ursélico (154).
IR oo (CHCh) cm'l, espectro 12: 2973, 2925, 2873, 1691, 1736, 1459, 1314,
1386, 1369, 1250, 1214,

EM. (LE) m/z: 498 [M’, 1.66%], 438 (4.16%), 300 (3.33%), 248 (100%), 219
(7.5%), 203 (35.83%), 190 (26.66%), 147 (6.66%), 133 (26.66%), 119 (9.16%), 69
(8.33%), 43 (8.33%).

Acido 3B-acetil ursélico (154).

RMN-'H (300 MHz, CDCls, TMS), espectro 13: § 5.24 (1, J= 3.9 Hz, 1H, CH-12),
8 4.50 (1, J= 8.1, IH, H-C-OAc), 6 2.19 (d, J= 10.2 Hz, 1H, CH-1B), § 2.05 (s, 3H,
CH;-COO0-}, & 1.20 (s, 3H, CH3-27), 5 1.08 (5, 3H, CH;-25), & 0.98 (s, 3H, CH;-24),
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§0.94 (s, 3H, CH;-23), & 0.92 (s, 3H, CH;-29), 8 0.85 (s, 3H, CH;-30), § 0.79 (s,
3H, CH;-26).

+ 2-furancarboxaldehido (178).
RT (min), espectro 14: 13.61. GC-MS
E.M. (LE.) mfz, espectro 14a: 126 [M' 79.57 %), 97 (100%), 69 (21.05%), 41
{48.59%), 39(23.23%).

+ 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona (179).
RT (min), espectro 14: 15.78, GC-MS
E.M., (LE.) m/z, espectro 14b: 126 [M" 76.76 %), 109 (84.50%), 81 (16.19%), 71
(100%), 53 (14.08%), 43 (27.46%), 41 (5.85%).
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3.2. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOLOGICAS.

Tabla XV. Bicensayos de toxicidad de los extractos frente a Arfemia salina.

EXTRACTO LCs (ppm) LSC LIC
HOJAS

Hexénico 238.60 31044 - 18488

Aceténico 597.56 824,07 - 451.84

Metanoélico 568.70 T78.44 - 431.23

FLOR

Hexanico 496.64 66228 - 382 46
Cloroférmico 39.65 6868 - 19.71

Metanolico > 1000 ———

Hidrolisis 72,25 96.12 - 5341
HOJAS-FLOR

Hexanico > 1000 —-
Cloroférmico 310.02 451.91 - 221.52

Metanoélico > 1000 S
HOJAS-TALLO

Hexanico > 1000 —
Cloroformico 249.59 547.84 - 136.66

Metandlico > 1000 —

HOJAS-TALLO-FLOR
Hidrolisis 236.74 371.76 - 159.38
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Tabla XVI. Evaluacién microbiologica de los extractos obtenidos (1 mg/ml) por el
método de Mitscher.

EXTRACTO MICROORGANISMO

1 2 3 4 5 6

-3

HOJAS

Hexinico - - - - + -

Acetdnico - - - - - -

H |+ [+

Metanélico - - - - - -

FLOR

Hexanico - ~ - - - - -

Cloroférmico - - - - - -

Metandlico - - - - - - -

Hidroélisis - - - - - - -

HOJAS-FLOR

Hexanico - - - - - -

H [H

Cloroférmico - - - - - -

Metandlico - - - - - - -

HOQJAS-TALLO

Hexanico - - - - - -

|4

Cloroformico - - - - - _ +

Metanolico - - - - - - -

HOJAS-TALLO-FLOR

Hidrélisis - - - - - - -

ACEITES ESENCIALES

Hojas-tallo - - - - + - +

Flor - - - - - - +

MEZCLA DE ACIDOS
URSOLICO Y - - . - + - +
OLEANOLICO

- = 1o hay inhibicion + = crecimiento ligero + = inhibicion

. Staphylococcus aureus. 5. Candida albicans.

2. Streptococcus mutans, 6. Sarcina lutea.

3. Escherichia coli. 1. Mycobacterium smegmatis.
4. Pseudomonas aeruginosa,
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Tabla XV1a. Evaluacion microbioldgica de los extractos obtenidos (1 mg/ml) por el
método de difuision en disco.

EXTRACTO

MICROORGANISMO

2 3

4

5|16 7 8 9

10

HOJAS

Hexdinico

Acetdnico

Metanélico

FLOR

Hexanico

Cloroférmico

Metantlico

Hidrélisis

HOJAS-FLOR

Hexanico

Cloroférmico

Metanolico

HOJAS-TALLO

Hexinico

Cloroformico

Metandlico

HOJAS-TALLO-FLOR

Hidrolisis

ACEITES ESENCIALES

Hojas-tallo

Flor

MEZCLA DE ACIDOS
URSOLICO Y
OLEANOLICO

- =no hay inhibicion

1. Staphylococcus aureus.
2. Srreptococcus mutans.

3. Escherichia coli.

+ = crecimiento ligero

4. Pseudomonas aeruginosa.

5. Candida albicans

+ = jnhibicién

6. Sarcina lutea.

7. Mycobacterium smegmatis.
8. Lactobacillus acidophylius.

9. Streptococcus faecalis.
10. Salmonella typhimurium




Tabla XVII. Actividad antiinflamatoria de los extractos en el edema
inducido con TPA. en {a oreja del raton.

EXTRACTO DOSIS (mg) | % DE INHIBICION
DEL EDEMA
HOJAS
Hexanico 0.5 16.90
Acetonico 0.5 12.30
Metandlico 0.5 2.0
FLOR
Hexanico 0.5 26.32
Cloroférmico 0.5 12,25
Metanblico 0.5 21.80
Hidrolisis 0.5 3.13
HOJAS-FLOR
Hexanico 0.5 34,67
Cloroformico 0.5 13.90
Metandlico 0.5 15.13
HOJAS-TALLO
Hexanico 0.5 18.55
Cloroformico 0.5 17.14
Metanodlico 0.5 22.66
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Tabla XVIII. Bioensayos de toxicidad del fraccionamiento del extracto
cloroformico frente a Artemia salina.

FRACCION LCso (ppm) LSC LIC
1-3 50.28 69.83 - 3535
37-70 > 1000
71-79 295.48 540.32 - 182.32
81-91 141.43 187.73 - 106.76
131-171 100,14 174.78 - 57.36
172-181 575.43 820.85 - 421.13
204 - 217 0.0121 0.51 - 0.00
304-312 > 1000 —
352.367 > 1000
382417 > 1000 —
418-437 > 1000
494-503 505.07 1204.33 - 278.51
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4. DISCUSION DE RESULTADOS.
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4, DISCUSION DE RESULTADOS.

4.1. ANALISIS QUIMICO.
Hispidulina (111, extracto metandlico de hojas-tallos).

De las fracciones 8-24 obtenidas con una polaridad de Hex-AcOEt (1:1), se obtuvo
un solido amorfe de color amarillo claro con pf. 253.5-256°C y que en CCF da prueba
posttiva al emplear como revelador quimico FeCl; en etanol al 1%. En el espectro de IR
{espectro 1) se observan las bandas en 1660 y 1610 em™ que pueden corresponder a un
grupo carbonilo que forma un quelato con un hidrogeno de un grupo hidroxilo (3368
cm™). Ademds, en 1378 cm™ se visualiza una banda correspondiente a un hidrégeno

vinilico. Esto hace suponer que se trata de un flavonoide.

Lo anterior se comprueba en su espectro de RMN-'H (espectro 2), donde a campo
bajo se detecta una sefial simple en 8 13.01 que corresponde a un grupo hidroxilo quelatado
con un grupo carbonilo (Cs-OH). Por otro lado en 9.68 ppm se observan una sefial simple
que integran para dos hidrégenos correspondientes a dos hidroxilos. Ademas, a campo alto
se detecta una sefial simple que integra para tres hidrogenos con & 3.92, asignada a un

metoxilo. Esto indica que ta molécula tiene tres hidroxilos y un metoxilo.

El metoxilo fue asignado a C-6, mientras que la sefial con & 6.54 (s, 1H)
comresponde a H-8. Estas asignaciones fueron corroboradas con el espectro de RMN->C
(espectro 3), donde la sefial con & 93.73 es caracteristica de un C-8 no sustituido y la sefial
cuaternaria con & 130.95 pertenece a C-6 cuando se encuentra sustituido por un grupo

-OMe. Esto genera la formula parciai A
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Formula parcial A

Por otro lado en 6.50 ppm se observa una sefial simple que integra para un
hidrogeno y que pertenece a un hidrogeno vinilico, lo que sugiere que el anillo C presenta

un doble enlace, lo cval indica que el esqueleto base es el de una flavona.

El anillo B muestra un sistema AA'BB' (anillo aromatico disustituido en las
posiciones 1, 4%, de ahi que las sefiales en & 7.75 {J= 6.75 y 1.95 Hz) corresponden a los
hidrogenos H-2' y H-6', mientras que en 8 6.96 (J= 7.05 y 1.95 Hz) aparecen las sedales de
los H-3' y H-5'. Estos datos se complementan con los datos de RMN-"C (pp 58) y con la
técnica de APT (espectro 3a, pp 157).

Con base en lo anterior y al comparar las propiedades espectroscopicas obtenidas

con los ya informados en la literatura,'>*"'%!

permitieron concluir que la sustancia analizada
comresponde a la hispidulina. Cabe mencionar que la hispidulina fue purificada y
caracterizada por primera vez de las hojas del extracto de Ambrosia hispida'®® y més tarde

fue detectada en otras especies.'®®
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B-D-glucasido del P-sitosterol (176, extracto metandlico de hojas-tatlo).

A partir de la fraccion 121-210 [Hex-AcOEt (6:4- 2:8)] se purifico un solido amorfo
de color blanco. En su espectro de IR (espectro 4) a 3381 cm™ se visualiza una banda muy
intensa que corresponde a la v (O-H) y debido a su solubilidad en disolventes polares, se
pudo deducir que se trataba de una sustancia muy hidroxilada, lo cual ocasiona que sea
poco manejable para el analisis espectroscopico, por 1o que se procedio a realizar el

derivado acetilado.

Del producto de reaccion de acetilacién, se obtuvo un solido cristalino, con pf. 166-
16%.5°C, soluble en CHCL;. Su espectro de masas por impacto electrénico presenta un ion
molecular en m/z 396 [M*-348, 100%]. El espectro de IR (espectro 5) muestra una banda en
1754 cm™, corespondiente a la v (C=0) de los grupos acetatos adicionados a la molécula
original, el cual fue comoborado con el espectro de RMN-PC (espectro 7), donde se
observan cuatro sefiales entre 169-170.66 ppm de grupos carbonilos. Estos datos
permitieron proponer como hipotesis estructural a un triterpeno derivado del B-sitosterol, al

que le corresponde una formula molecular C43Hzo Oso.

El espectro de RMN-"H (espectro 6) del producto de acetilacion, presenta miltiples
sefiales a campo alto asignados de la siguiente manera: § ¢.68 (s, 3H, CH;-18), 3 0.84 {4, I=
6.3 Hz, 6H, CH;-26 y CHy-27), 8 0.99 (s, 3H, CH;-19), § 0.93 (d, J= 7 Hz, 3H, CH;-21). A
campo mas bajo se observa una sefial doble, con un 3 5.35 (J= 5.4 Hz), la cual integra para
1H y es asignado a un hidrégeno vinilico del C-6. Por otro lado en el espectro de RMN-"C,
al emplear la técnica de APT (espectro 7a} se observan 6 seiiales cerca de 20 ppm

" correspondientes a los metilos del tniterpeno.

Los desplazamientes quimicos, asignados a los hidrégenos de {a parte glucosidica
son los siguientes: § 4.58 (d, J= 8.1 Hz, IH, CH-1'), § 4.95 correspondiente al CH-2' (dd,
J=93 y 81Hz 1H), § 520 (1, }= 945, I1H, CH-3), & 507 (¢, J= 9.6 Hz, TH, CH-4),
mientras que para CH-5' se asign6 el 3 3.68 (dddd, I= 10.5 Hz, 1H), y para H,C-6' y HyC-6'
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los 8 4.26 y 8 4.11, los cuales se visualizan como &4 Entre 2.00 y 2.08 ppm (4s, 12H) se
localizan cuatro sefiales correspondientes a los cuatro metilos de los acetatos adicionados a

la molécula original.

Por otro lado, en el espectro de RMN-""C a § 122.15 y & 140.36 se vizualizan dos
sefiales, que fueron asignadas a los carbonos vinilicos de la posicion 6 y 5 respectivamente,
a 8 99.65 se observa una seifial asignada al C-1, las sefiales de los carbonos restantes de la

parte glucosidica se encuentran entre 80.08-62.13 ppm.

Con base en la comparacion de sus propiedades fisicas y constantes
espectroscopicas, con los informades en la literatura, se pudo concluir que la sustancia
analizada es el per-acetil glucosido del PB-sitosterol, por lo que la sustancia original es el

glucosido del B-sitostero}.'** 143

Hz H ;H
¥ [-O O
(176)R= 5 \, ] X (176a)R= A &
g O g OAc
H H H H

B-sitosterol (177, extracto cloroférmico de hojas-tallos).

De las fracciones 101-113 [Hex-AcOEt (97:3)], se aislé un sélido blance con pf.
127-129°C. El espectro de masas por impacto electronico, muestra un jon molecular de m/z
414, ademas se visuatizan los fragmentos de m/z 329 y 303 caracteristico de los esteroles

que presentan una insaturacion entre los carbonos 5 y 6. El espectro de IR (espectro 8),

72



muestra la presencia de un grupo hidroxilo, debido a las bandas de absorcion en 3625 em
v (O-H), 1379 em™ v (C-0) y 1044 cm v (O-H). En su espectro de RMN-'H (espectro 9),
a campo alto se visualizan multiples sefiales, las cuales fueron asignadas de la siguiente
manera: en & 1.01 se observa una sefial simple correspondiente al CH;-19, una sefial doble
a & 0.92 perteneciente a CHj-21 (J= 7Hz, 3H), la sefial en § 0.83 (7, J= 4.1Hz, 3H) fue
asignada al CH,-29, mientras que para los CH3-26 y CH;-27 les pertenece la sefial en & 0.84
{(d, J=4.26 Hz, 6H), y la seiial simple a  0.68 que integra para tres hidrogenos fue asignada
al CH;-18.

En & 147 se observa una sefial amplia, que integra para un hidrogeno que
corresponde al hidrégeno del grupo hidroxilo. El § 3.5 (dddd, J= 11 y 6 Hz, 1H) fue
asignado a! hidrégeno del C-3, base del grupo hidroxilo y la sefial en & 5.35 (d, J=7.23 Hz,

1H) corresponde al hidrogeno vinilico del C-6.

Los datos anteriores permitieron deducir la formula molecular CaHsgO (€= 5), al
comparar sus constantes espectroscopicas y propiedades fisicas con las informadas en la
literatura para los fitosteroles se confirmd que la sustancia aislada es ¢l P-sitosterol,

sustancia ampliamente distribuida en la naturaleza,'®*Y 166

(177

Acido oleanélico (144) y dcido ursélico (154).

De las fracciones 204-293 colectadas al eluir la columna con una polaridad de

Hex-AcOEt (9:1-7:3), se aislé un sdlido de color crema. En el espectro de IR (espectro 10),
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se observa una banda de absorcién en 3369 cm” y otras en 1733 y 1638 cm?,
correspondientes a acidos carboxilicos. Asi mismo, se observa la presencia de una banda en
2928 cm” perteneciente a la vibracion (Csp*-H), ademas de las bandas en 2857 cm™ y 1462

e’ de la vibracién (C-H) y (C-C) respectivamente con una hibridacién sp’.

En ¢l espectro de masas, se observa un ion molecular de m/z 456 al que se le puede
asoctar una formula molecular C3sHss05 con seis grados de insaturacion, la presencia de un
pico base de m/z 248, permite suponer que se trata de un triterpeno pentaciclico con un
grupo carboxilo en el anillo D 0 E y un doble enlace en C-12, correspondientes al esqueleto

. 167 y 16
de la serie oleano y ursano,'®”” '*

en ¢l esquema 6 se indica el patron de fragmentacion
caracteristico para este tipo de sustancias. En este esquema se observa que la fragmentacién
principal para el ion molecular m/z 456 sigue un mecanismo via Retro Diels-Alder para
producir el fragmento »/z 208 y m/z 248, el cual comresponde al pico base del espectro,
mientras la pérdida del grupe COOH produce un pico de m/z 203, ademas la pérdida de 70
uma (CsHig) produce el fragmento m/z 133 y la pérdida de 14 uma (CH;) genéra un

fragmento m/z 189.'%17!

Por otra parte en el espectro de RMN-'H (espectro 11) de esta mezcla, se observa un
triplete a 8 5.27 (1, I= 11.55 y 3.75 Hz) que integra para un hidrégeno vinilico, asignado al
H-12, La sefial doble de doble (dd) centrada en & 3.20 (J=10.2 y 5.4 Hz), se atribuye al
hidrégeno geminal al grupo hidroxilo en C-3 que por su multiplicidad debe estar vecino a
dos protones, el valor de la constante confirma la orientacién B de este grupo funcional. La
sefial dd que integra para un proton situado en § 2.84 (J= 13.8 y 4.3 Hz) corresponde al
hidrogeno del C-18 y la multiplicidad de esta sefial permite proponer que la sustancia en
discusién tiene una estructura base de la serie oleano. En & 2.20 aparece un doblete (d, J=
11.23 Hz, 1H) que corresponde al H-18 de la estructura base del grupo del ursano.'™
Ademis, a campo aito se visualizan multiples sefiales entre 2-1 ppm, lo que hace suponer

que se trata de la mezcla de los compuestos oleano y ursano.

74



Esqueleto base del oleano.

+
CoOH
R=H mk 208 m/z 248
% R- OAc mk
] 230 002
R=H miz 456
R= OAc m/z 498 C
‘-..___‘_
miz 133
mé 203
@
miz 189

Esqueleto base del mrsano.

R-H miz 456
R-0QAc m/z 498

miz 203

m'z 189

Esquema 6. Modelo de fragmentacion del esqueleto base de la serie oleano y ursano,
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Acido 3f-acetil oleandlico (144a) y dcido 3B-acetil ursélico (154a).

En el espectro de IR del derivado acetilado (espectro 12) se observan dos bandas en
1756 cm™ y 1691 cm™', correspondientes a un carbonilo de un ester, el cual se confirma con
la banda de absorcién en 1250 ¢m”, para una v (C-O) de un ester. Ensu espectro de masas
por impacto electronico se observa un ion molecular m/z 498 y un pico base en m/z 248,
caracteristico de los triterpenos con A'’-insaturacién, obtenido por medio de un Retro
Diels-Alder del anillo C.'*” También se observa un pico en m/z 438 debido a la pérdida de
una moélecula de dcido acético, ver esquema 6. Con estos datos nuevamente se confirma

que las sustancias presentan el esqueleto de la serie oleano y ursano,

En el espectro de RMN-"H (espectro 13), a campo bajo s¢ observz una sefial § 5.24
(1, J=3.9, 1H) asignada al proton vinilico H-12, en 8 4.5 (J= 8.1, 1H) se visualiza un triplete
correspondiente a H-3, mientras que la sefial doble en 8 2.19 (J= 10.2, 1H) corresponde a
H-18, sefial caracteristica del grupo ursano.'™ A los hidrogenos del grupo CH;COO-, se le
asigné la seiial en 2.05 ppm, la cual integra para los tres hidrogenos. Para los grupos
metilos les corresponde las siguientes sefiales; & 1.2 (s, 3H) corresponde al metilo del C-27,
el singulete que integra para tres hidrogenos en & 1.08 corresponde al C-25, mientras que
las sefiales simples de & 0.98, 6 0.94, § 0.92, § 0.85 y 8 0.79, correspondientes a los metilos
unidos a C-24, C-23, C-29, C-30 y C-26, respectivamente.

Los datos anteriores permitieron deducir la formula molecular C3;04Hso, y al
comparar sus ¢onstantes espectroscopicas con las informadas en la literatura, confirmaron
que la sustancia es el acido 3B-acetil ursélico, por lo que la otra sustancia corresponde al

acido 3pB-acetil oleandlico
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(144a) R= H Ri=CH
(154a) R=CHs Ri=H

S-(hidroximetil}-2-furancarboxatdehido (178) y 3-hidroxi-2-metil-4H-pyran-4-
ona (179).

Del producto de hidrélisis de las partes aéreas de la planta que fue sometida a un
andlisis de eromatografia de gases acoplado a masas (IE) se detectaron dos sustancias
identificadas como: 5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido (178) y 3-hidroxi-2-metil-4H-
piran-4-ona (179), los datos espectrométricos se localizan en la pp 58. La primera sustancia
presenta un tiempo de retencion de 13.61 min, en el espectro de masas se observa un ion
molecular en m/z 126, con un pico base en m/z 97, al que le corresponde una formula

molecular CsO3Hs con cuatro grados de insaturacidn,

Mientras que la 3-hidroxi-2-metil-4H-pyran-4-ona (179) tuvo un tiempo de
retencion de 15.78 min, en su espectro de masas presenta un ion molecular en m/z de 126 y

un pico base m/z de 71, con una férmula molecular C40,H; y cuatro grados de insaturacion,

De estas dos sustancias no fue posible obtener otros datos espectroscopicos que
contribuyeran a comprobar su estructura, tampoce se pudo obtener de la literatura los datos
espectrométricos, de estas dos sustancias, para poder hacer una comparacion entre los

resultados obtenidos experimentalmente y los de la literatura.

OH

(178) (179)
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Pruebas cualitat‘i\'?aik}‘ﬁara la deteccién de alcaloides.

Del estudio preliminar realizado para la deteccion de alcaloides (tabla XVIII, pp 64)
se encontro la ausencia de alcaloides en la planta, dado que dnicamente dieron positiva una
o dos pruebas, por lo que se considera que estos resultados no son muy contundentes para
afirmar la presencia de estas sustancias. Cabe mencionar que los reactivos empleados
tienen una alta sensibilidad, ya que detectan del 0.1-0.001 % de solucién del afcaloide,'*
ademés en el método no interfieren la presencia de pigmentos y resinas de Ia planta, que
pudieran disminuir la sensibilidad de la reaccién, como en el caso de otros métodos
(Método de Lander, Clarkee-Williams).

Por otra parte, se consideraron como control positivo a los extractos colorin macho
y colerin hembra los cuales tienen un alto contenide de alcaloides, de a cuerdo a o

informado en la literatura y que dieron positiva 5 pruebas cualitativas, como se indica en la
tabla XIX.

4.2. ESTUDIO BIOLOGICO.
A. BIOENSAYOS FRENTE A Artemia salina.

Como se puede observar en la tabla XV (pp 63), de todos los extractos evaluados, el
extracto cloroformice de flores, resultd ser el mas toxico para A. salina con una LCsy=
39.65 ppm. Al evaluar la toxicidad de los extractos de hojas-flores y hojas-tallos, los inicos
que tuvieron actividad fueron los extractos cloroformicos (LCsg=310.02 y 249.59 ppm
respectivamente). Mientras que de los extractos de las hojas todos fueron téxicos para A.
salina, siendo el extracto hexinico el mas activo (L.Cso= 238.60 ppm), pero en mucho
menor grado que el cloroférmico de flores. En lo que respecta a la hidrdlisis realizada de

flores y de hojas-tallo-flores, el mas tetal fue el primero con una LCso= 72.25 ppm.
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De estos resultados se visualiza que el extracto clo dnglores es el que
presenta una mayor concentracién de sustancias activas o bien contiene las sustancias que
poseen la toxicidad. Sin embargo, cuando se juntan las flores con las hojas y al realizar los
extractos y al ser evaluados con Artemia salina, su extracto cloroférmico presentd una
LCs=310.02 ppm, visualizindose asi una disminucién notoria de la toxicidad de las flores,
pero aumentando la de hojas (en el caso de los extractos cloroférmicos), con lo que se
reafirma que las flores, son las que poseen las sustancias activas o bien Ia tiene en una
mayor concentracion. Esto se apoya en el andlisis quimico realizado en ¢l que se encoutrd
una gran cantidad de acido ursdlico y oleandlico en el extracto cloroformico de flores, asi
como de otras sustancias que se encuentran en menor cantidad y que no fueron posibles de

purificat dado su cantidad.

Algo similar sucede con el extracto hexénico de hojas y flores, ya que al esiar
separadas resultan ser letales para el crusticeo {flores, LCso= 496.64 y hojas, LCs= 238.60
ppm), mientras que cuando se evalua el extracto hexanico de hojas-flores resulta no tener
toxicidad, por lo que se considera que posiblemente exista un antagonismo entre las

sustancias de ambos extractos.

Mientras que los extractos metandlicos de flores, hojas-talles y hojas-flores,
ninguno fue letal, ya que su LCs; foe mayor de 1000 ppm, considerandose que no poseen
sustancias toxicas o bien las tiene pero en muy baja concentracion, como lo son las
saponinas, dado que en la literatura se informa que éstos metabolitos secundarios'™
presentan toxicidad frente a Artemia salina, lo anterior se apoya en la CCF de los extractos
metandlicos de Aloysia triphylla del presente estudio, que dieron prueba positiva para

saponinas con ¢l revelador quimice SbCl; y vainillina~acido fosférico.

Al realizar las evaluaciones de citotoxicidad del fraccionamiento del extracto
cloroférmico de hojas-tallo frente a Arfemia salina (tabla XVIII, pp 66), se encontré que
casi todas las fracciones obtenidas con una baja y medina polaridad resultaron ser letales
para este crusticeo, mientras que la mayor parte de las fracciones colectadas con una mayor

polaridad fueron inactivas. De las fracciones que fueron letales, se observd que las
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fracciones con una mayor toxicidad fueron las fracciones 204-217 que presentaron una
LCso= 0.0121 ppm, de acuerdo al anilisis quimico de estas fracciones, se purifico y
caracterizo unicamente a la mezcla de 4cido ursélico y acido oleanélico, al comparar este
valor con el reportado en la literatura, se observa que al encontrarse como mezcla, es
mucho més activo que cuando estan separados, siendo que en la literatura'™ se da un valor
de la LCso= 7.2 ppm para el acido ursélico. Asi mismo, se ha informado en a literatura que
cuando el 4cido oleantlico se encuentra como saponina presenta toxicidad cuando €l grupo

-COOH del acido glucordnido se encuentra libre! ™.

Las fracciones 1-3 (LCso= 50.28 ppm) también tuvieron toxicidad notoria en
comparacion con las fracciones restantes, sin embargo, no fue posible purificar y
caracterizar la mezcla de sustancias presentes en estas fracciones, dado la poca cantidad que
se obtuvo de estas fracciones, pero que por su polaridad y aroma sean posiblemente
monoterpenos o sesquiterpenos de baja polaridad, los cuales presentan diversas actividades

biologicas.

B. PRUEBAS ANTIMICROBIANAS.

a. Método de Mitscher.

Como se puede apreciar en la tabla XVI, pp 63, los aceites esenciales de hojas-
tallo tuvieron actividad inhibitoria contra Mycobacterium smegmatis, asi mismo, la mayor
parte de Jos extractos (de baja ¥ mediana polaridad a excepcion del extracto hexanico de
flores), presentaron una ligera actividad frente a dicho microorganismo a una
concentracion de Img/ml, de acuerdo a las especificaciones del método de Mitscher. Sin
embargo, el hecho de que la mayoria de los extractos resultaron no tener actividad
antimicrobiana, estas muestras pudieran tener actividad, pero debido a la baja
concentracion en que se encuentran las sustancias, no se logre ver el efecto que tiene los

extractos hacia los microorganismos, o bien al estar la mezcla de las sustancias impuras
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impidan que se visualice la inhibicion de las mismas que al estar ya puras, ya que s¢ ha

reportado en la literatura que los triterpenos (P-sitosterol, acido ursdlico, 4cido

115, 175 176, 177

oleandlico), saponinas y flavonoides'’ poseen actividad antimicrobiana, de
acuerdo al analisis quimico realizado a Aloysia triphylia, éstas son las sustancias presentes
en los extractos. Por ejemplo, al evaluar la actividad antimicrobiana de la mezcla de acidos,
estos presentaron una ligera inhibicién frente a Candida albicans y M. smegmatis, mientras
que en la literatura se informa que el acido ursolico tiene actividad contra S. qureus y
Microsporium lenosum, '™ por otra parte, el 4cido oleandlico tipo saponina exhibe un
amplio espectro de actividad antifiingica, especialmente contra cepas de Candida glabrata,

el 4cido oleandlico y ursélico inhiben S. mutans.'"

Alpo similar sucede con los aceites esenciales, ya que en la literatura se ha
informado, de una actividad bactericida frente E. coli, M. tuberculosis, Staphylococcus
aureus, Tetranychus telarius y Aphis gossypii, sin embargo, en este trabajo no mostraron un
amplic espectro, dado a que unicamente presentaron actividad antimicrobiana frente a AL
smegmatis. De acuerdo, a lo reportado en la literatura existen varios factores que pueden
modificar los resultados, como son: la técnica utilizada, el microorganismo, el medio de
cultivo™ *®, los aceites esenciales'™ (origen botanico, e tiempo de cosecha, si el material
esta seco o fresco y la técnica de aislamiento de los aceites esenciales), por lo que resulia
dificil hacer una comparacion de los resultados obtenidos en el presente trabajo con los ya

informados en la literatura.

b. Método de difusién en disco.

Como se puede visualizar en la tabla XVIa, ninguna muestra tuvo actividad
antimicrobiana, con las cepas ensayadas, como se observa estos resultados difieren de los
del método anterior; debido posiblemente, a que las sustancias y/o extractos poseen poco 0
nulo poder de difusion, lo cual es imprescindible para observar los halos de inhibicion.

95, 98

Ademis, de acuerdo a la literatura este método no es aceptable cuando la muestra no

es soluble en agua, como en el caso de los aceites esenciales o extractos no polares.
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Al comparar ambos métodos, se observa que el método mis sensible es el de
difusidn en agar (Mitscher), dado que las muestras estan en contacto directo con el

microorganismo.

C. PRUEBAS ANTIINFLAMATORIAS.

En la tabla XVII, pp 65, se visualiza que los extractos con un menor porcentaje de
inhibicion del edema, son los cloroférmicos de flores, hojas-tallo y hojas-flores (12.25,
17.14, 13.90 % de inhibicién respectivamente), esperandose que estos extractos tuvieran un
alto porcentaje de inhibicion por su alto contenido de acido ursélico y el acido oleandlico,
ya que en la literatura se informa que el icido oleandlico y ursélico poseen un alto
porcentaje de efecto antitinflamatorio pero al ser evaluados de manera individual '**!"7 y
en los extractos se encuentra como mezcla, por lo que se considera que al encontrarse otros
metabolitos secundarios en los extractos pudieran interferir con los resultados obtenidos, asi

como también los pigmentos o recinas del extracto.
Mientras que los extractos con un mayor % de inhibicion del edema, fueron los

extractos hexanicos de flores, hojas-flor y hojas (26.32 %, 34.67 %, 1690 %

respectivamente). Sin embargo, estos resuitados no fueron muy notorios.
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I'V. ESTUDIO QUIMICO Y
BIOLOGICO DE Cirsium jorullense.
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5. ANTECEDENTES.
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5. ANTECEDENTES.

5.1. GENERALIDADES SOBRE LA FAMILIA ASTERACEAE.

El orden Asterales (ver digrama I, pp 8) consiste de una simple familia llamada
Asteraceae {Compaositae), de distribucién cosmopolitan comprendida por 1535 géneros y
23 000 especies, considerandose como una de las mas grandes familas de las dicotiledoneas

(Clase Magnoliopsida). La clasificacion subfamiliar se da a conocer en la tabla X3¢ '*'

La familia Asteraceae es de gran importancia desde el punto de vista alimenticio,
farmacéutico e industrial; asi mismo, muchas especies constituyen la base de la floricultura.
Son hierbas anuales o perenes, algunas especies son arbustos, raras veces son arboles
pequefios. Hojas principalmente alternas, pero a menudo también opuestas o verticiladas,
simples o compuestas, extraordinariamente variadas en forma, tamafio y disposicion,
incluso superpuestas. Inflorescencia: flores en densas cabezuelas, en secuencia racemosa,
cimosas, ¢l receptaculo es convexo, conico o algunas veces cilindrico. Flores simpetalos
perfectas o algunas veces cabezas radiadas, discoides, disciformes o liogulada acorde al
tipo y arreglo de las flores, actinomorfa o cigomorfa, bilabiadas y pseudobiiabiadas,
unisexual o esteril; caliz ansenie o transformado en vilano de escamitas o cerdas rigidas o
flexibles, escasas 0 nimerosas; los estambres tienen anteras connadas. Los estilos varian
con respecto al grado de bifurcacidon, area estigmaética, entre otros aspectos. Corola
simpetala, tubulosa; ovario infero, bicarpelar unilocular, dvulo solitario, anteras connadas;
la capitula son usualmente solitarias o amegladas en corimbosa y algunas veces
paniculadas sinflorescencia, son descritas como radial, disciforme o discoide, homégamo,
heterogamo. Las bracteas pueden ser arregladas en varias paleas, pocas y simples paleas;

. T7,181,1
fruto en aquenio.” '*- 1%

Como se puede observar en la tabla XXX, la subfamilia Cichorioideae comprende 6

tribus. Es parafilética, sin embargo, tendria que ser reclasificada dentro de una pequefia
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subfamilia monofilética. Cabe mencionar, que las interrelaciones de las tribus no estan
completamente resueltos, asi la reclasificacion es ain prematura. Una de las tribus que se
localiza dentro de esta subfamilia es la Cardueae, en la cual existen grandes géneros

(Centaurea, Cirsium, Cousinia, Jurinea y Saussurea) con cientos de especie,

FAMILIA SUBFAMILIA TRIBUS SUBTRIBU | GENERO | ESPECIE
Barnadesioideae | Bamadesieae o 9 92
Mutisieae 2 76 970
Cardueae 4 83 2,500
Cichorioideae Lactucfaae 1 o8 1, 350
Vernonieae 6 98 1, 300
Liabeae —_ 14 160
Arctoteae 2 16 200
Inuleae -— 18 480
ASTERACEAE Plucheeac 28 220
Gnaphalieae 5 181 2,000
Calenduleae - 8 110
Asteroideae Astereae 3 174 2,800
Anthemideae 12 109 1, 740
Senecioneae 3 120 3,200
Helenieae 8 110 830
Heliantheae 10 189 2,500
Eupatorieae 16 170 2, 400

Tabla XX. Clasificacién de la Asteraceae, con nimero de subtribu, género y especte.

Cardueae es una tribu monofilética bien circunserita, aunque existen pocos géneros
de posicion incierta, es un grupo con 83 géneros y 2 500 especies. Es dividida en 4
subtribus, representadas por tres grupos monofiléticos bien soportados: Echinopsidinae,
Carlininae y Carduinae + Centaureinae. Este (ltimo par de subtribus es un caso clasico de
un grupo parafilético {Carduinae) con su contraparte monofilética (Centaureinae). Existen
géneros grandes, cada uno con varios cientos de especies, lamadas Centaurea, Cirsium,
Cousinia, Jurinea y Saussurea, en el diagrama II se indica la posicion de cada uno de estos
géneros dentro de las subtribus de la Cardueae. La distribucion es predominantemente del
Viejo Mundo en el Norte de Africa, pocos géneros extienden su distribucién a América del

Norte, Africa tropical y dentro del Hemisferio Sur en Australia y en América del Sur.!*!



—— Echinops ECHINOPSIDINAE

Xeranthemum
Staehelina

Atractylis
Carlina

Saussurea

Jurinea

Cousinia

Onopordium

Galactites CARDUINAE
Cirsium

Carduus

Prilostemon
—Cynara

Carthamus

Serratula

Stemmacantha CENTAUREINAE
Centaurea

Voluntaria

Diagrama II. Arbol obtenido de un estricto consenso de 5 cladogramas de la Cardueae.

5.1.1. GENERALIDADES SOBRE EL GENERO Cirsium.

Como se observa en el diagrama II, uno de los géneros pertenecientes a Ia subtribu

Carduinae es el Cirsium con 250-300 especies.'®

El género Cirsium presenta cabezuelas homdgamas, discoideas, solitarias o
agrupadas en corto nimero, cabizbajas. Flores rojas, purpiireas, rosas, blancas o
amarillentas, tubulosas, hermafroditas o dioicas, estambres de filamentos frecuentemente

pilosos, anteras mas o menos sagitadas en la base; estilo con las ramas lineares, pegadas o
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apenas libres en el apice, con una coronita de pelos por debajo de la bifurcacion, capitula
solitaria, corimbosa o agrupadas; bracteas involucrales; corola cigomérfica con un 1ébulo
separado por una profunda division. Aquenios oblongos, glabros, con el vilano formado de
numerosos pelos plumosos. Hierbas anuales o perennes, con las hojas decurrentes y

espinosas.’®'
A partir del género Cirsium se han aislado diversos metabolitos secundarios como

son: flavonoides, poliacetilenos, poliolefinas, sesquiterpenos, triterpenos pentaciclicos y

alcaloides, los cuales se aprecian en la tabla XX1.

Tabla XXI. Constituyentes quimicos del género Cirsium.

POLIACETILENOS

Especie Partes Compuesto (estructura) Ref.
estudiadas

e Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
C. acaule (180) _ 183
— Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

—_— Tndeca-1,11-dien-3,5,7 9-tetraino

C. arcense (180) 183
(C. incanum) — Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

-— Trdeca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
C. candollearnum (180 183
——— Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino

(181)

- Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
C. camm (180) 183
— Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

- Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
{180) 183

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

C. carniolicum

— Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
(C. polonicum) —— Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)
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C. eriophorum (C.
vandasii)

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
{130)

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

i83

C. crisithales

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
(180)

Trideca-1-en-3,5,7,9,1 1-pentaino
(181)

183

C. ferox

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
(180)

Trideca-1-en-3,5,7.9,1 1-pentaino
(181)

183

C. heterophyllum
(C. helenoides)

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
(180)

183

Raices

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

183

Tetradeca-4,6-dien-8,10,12-triinol
(182)

Trideca-1,3-dien-5,7,2,11-tetraino
{183)

Trideca-1,3,5-trien-7,9,11-triino
(184)

184

C. lypoleucum

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
{180)

Trideca-1-en-3,5,7,9,1 1-pentaino
(181)

183

C. japonicum

Raices

Cis-8 9-epoxiheptadeca-1-en-11,13-

diin-10-ol (185)

183, 185,
186, 187

Heptadeca-1-en-11,13-diino-8,9,10-

triol (186)

186,187

Cirineol A (187)

Cirineol B (188)

Cirineol C (189)

186

Cirineol D (190)

Cirineol E (191)

187

C. lmnceolatum

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
(180)

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

Tetradeca-4,6-dien-8,10,12-1riinol
(182)

183

C. montarum (C.
tricephalodes)

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
(180)

Trideca-1-en-3,5,7,9,1 I-pentaino
(181)

183
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C. montanum (C.
tricephalodes)

Tetradeca-4,6-dien-8,10, 1 2-triinol
(182)

183

C. occidentalis

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
(180)

Trideca-1-en-3,5,7.9,11-pentaino
(181)

183

C. oleraceum

Trideca-1,11-dien-3,5,7 9-tetraino
(180}

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

Tetradeca-4,6-dien-8,10,12-triinol
(182)

183

C. palustre

Trideca-1,11-dien-3,5,7 9-tetraino
(180)

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(131)

Tetradeca-4,6-dien-8,10,12-triinol
(182)

183

C. pannonicum

Trideca-1,11-dien-3,5,7, 9-tetraino
(180)

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

183

C. spinosissimum

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
(180)

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino

(181)

183

C. syriacum

Trideca-1,11-dien-3,5,7,9-tetraino
(180}

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

183

C. tuberosum

Trideca-1,11-dien-3,5,7 9-tetraino
(180)

Trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentaino
(181)

Tetradeca-4,6-dien-8,10,12-triinol
(182)

183

POLIOLEFINAS

Especie

Partes
estudiadas

Compuesto (estructura)

Ref,

C. arvense

Raices

Aplotaxeno (192)

Raices

8,9-epoxiheptadeca-1,11,14-trieno
{193)
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C. arvense

Raices

8,9-dihidroheptadeca-1,11,14-trieno
(194)

Heptadeca-1,8,11-trieno (195)

Heptadeca-1,8-dieno (196)

1-Heptadeceno
(hexahidroaplotaxeno, 197)

188

C. canum

Aplotaxeno (192)

183

C. dipsacolepis

Raices

Aplotaxeno (192)

Heptadeca-1,8,11-trieno (195)

Heptadeca-1,8-dieno (196)

1-Heptadeceno
(hexahidroaplotaxeno, 197)

(2E, 4E) 2,4,10-undecatrienal (198)

(2E, 4E) 2,4 11-dodecatrienal (199)

(2E, 4Z) 2,4, 11-dodecatrienal (200)

(2Z, 4E) 2,4,11-dodecatrienal (201)

{2Z, 4Z) 2,4,11-dodecatrienal (202)

(2E) 2.8-nonadienal (203)

(2E) 2,9-decadienal (204)

(2E) 2,10-undecadienal (205)

Dihidroaplotaxeno (206)

Tetrahidroaplotaxeno (207)

1-Dodeceno (208)

1-Tetradeceno (209)

1-Pentadeceno {210)

1-Hexadeceno (211)

1-Octadeceno (212)

189

C. helenoides

Raices

Aplotaxeno (192)

8,9-epoxiheptadeca-1,11,14-trieno
(193)

8,9-hidroxiheptadeca-1,11,14-trieno
(194)

Dihidroaplotaxeno (206)

Tetrahidroaplotaxeno (207)

8,9-diacetoxi heptadeca-1,11,14-
trieno (213)

184

C. helenoides

Raices

8-acetoxi-9-hidroxiheptadeca-
1,11, 14-trieno (214)

9-acetoxi-8-hidroxi heptadeca-
1,11,14-trieno (215)

184

C. hypoleucum

Raices y partes
aéreas

Aplotaxeno (192)

183, 190

Epéxido de aplotaxeno (216)

184,190

C. japonicum

Raices

Aplotaxeno {192}

183, 191,
192
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C. japonicum

Raices

Heptadeca-1.8.11-trieno (195)

188

Heptadeca-1,8-dienc (196)

188

1-Heptadeceno
{Hexahidroaplotaxeno, 197)

Dihidroaplotaxeno (206)

Tetrahidroaplotaxeno (207)

183, 191
162

¥

1-Pentadeceno (210)

183, 191

C. nipponicum

Raices

Shikokiol A (217)

Shikokiol B (218)

Shikokiol C (219}

193

HIDROCARBUROS SATURADOS

Especie

Partes
estudiadas

Compuesto {(estructura)

Ref.

C. dipsacolepis

Raices

n-Dodecano (220)

2-metildodecano (221)

n-tridecano (222)

3-metiltridecano (223)

n-tetradecano (224)

2-metiltetradecano (225)

n-pentadecano {226)

3-metilpentadecano (227)

n-hexadecano (228)

2-metilhexadecano (229)

n-heptadecano (230)

n-octadecano (231)

n-nonadecano (232)

n-eicosano (233)

189

SES

UITERPENOS

Especie

Partes
estndiadas

- Compuesto (estructura)

Ref.

C. hypoleacum

Raices

Furanosesquiterpeno (234)

190

C. japonicum

Raices

Cariofileno (20)

a-himachaleno (33)

Thujopseno (235)

192

C. dipsacolepis

Raices

Ciperenal (236)

Acetato de ciperenilo (237)

194

TRITERPENOS

Especie

Partes
estudiadas

Compuesto (estructura)

Ref.

C. arvense

B-amirina (142)

195
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Taraxasterol {Z38) 195, 196
C. arvense ——— Acetato de taraxasterilo (239) 195, 196
Stigmasterol (240} 196
Acetato de stigmasterilo (241) 196
C. arvense var Raices, hojas y B-sitosterol (177) 197
selosum flores
Taraxasterol (238)
C. canum Raices y partes Acetato de taraxasterilo (239) 190
aéreas Lupeol (163)
Acetato de Jupeilo (242)
" . Acetato de lupeilo {242)
C. caroliniarmm | Raices y partes ™ 4ceyu0 de taraxasterilo (239) 190
acreas Acetato de B-amirina (243)
C. echinus Partes afreas B-sitosterol {177) 198
Lupeo! (163)
Acetato de lupeilo (242)
C. hypoleucum Partes aéreas B-amirina (142) 190
Acetato de p-amirina (243)
Acetato de taraxasterilo (239)
Taraxasterol (238)
C. segetum Partes aéreas Acetato de taraxasterilo (239) 199
B-sitosterol (177)
Stigmasterol (240)
) , B-sitosterol (177)
C. yriacum Partes aéreas |3 1 chsido del p-sitosterol (176) | 200
Taraxasterol (238)
C. olearaceum o~ f-sitosterol (177) 201
Stigmasterol (240)
. taraxasterol (238)
C. texanum Raices y partes Acetato de taraxasterilo (239) 202
aéreas
LACTONAS
Especie Partes Compuesto {estructura) Ref.
estudiadas
C. caroliniacum . Dehidrocostus lactona (244)
(Walt) Partes acreas | "Dyipidrodehidrocostus lactona (245) 190
ALCALOIDES
Especie Partes Compuesto (estructura) Ref.
estudiadas
C. wallichii Raices -acetiljacolina (246) 203
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FLAVONOIDES

. Especie Partes Compuesto (estructura) Ref.
estudiadas
Apigenina (138)
Luteolina (132) 204
T-ramnoglucosido de apigenina (247)
7B-glucasido de apigenina (248) 204, 205
C. arvense —_— 7B-D-glucédsido de acacetina (249) 205
5-O-glucésido de tricina (250)
3-O-digalactosido de quercetina
(251) 206
3-O-ramnoglucésido de quercetina
(252)
C. arvense var. ~ -— Rutina (3-O-ramnoglucasido de 207
setosum quercetina, 252)
. . Pectolinarina (253) 208
C. arisanense Hojas Glicosido de linarina (254) 209
C. aomorense P 4'-glucdsido cirsimaritina (255) 210
C. amplexifolium — 7B-O-glucosido de luteolina (256) 206
C. albescens Hojas Linarina (257} 211
C. babanum Var. Lo Pectolinarina {253) 206
olayae
C. bitchuense — Rhoifolina (7-ramnoglucdsido de 206
apigenina, 247)
C. brevicaule — Pectolinarina (253) 206
C. brevistilum Hojas 4'-O-rutindsido de cirsimaritina (258) 210
C. buergeri o 7B-O-glucdsido de luteolina (256) 206
C. cariolinianum Partes aéreas Hispidulina (111) 190
C. carioliniarmm Partes aéreas Scutelareina (259) 190
C. coloradense Hojas Pe];:;;::r?rl(: 23;3) 212
C. dipsacolepis o Pectolinarina (253) 206
. Luteolina (132)
C. echinus Partes aéreas Rutina (252) 198
C. ferum Hojas Pectolinarina (253) 209
C. gyojanum 7p-O-glucosido de luteolina (256) 206
7B-0-glucésido de luteclina (256)
C. heterophyllum — 4-0-B-glucbsido de luteotina (260) | 213
Luteolina (132)
C. hosogawa Hojas 78-0-glucésido de luteolina (256) 211
Linaring (257)
C. inundatum Hojas Pectolinarina (253) 206, 214
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Hojas Pectolinarina (253) 206,215
Linarina (257) 211
C. japonicum 7-neohesperidésido de hispidulina
(261) 216
4'-glucosido de cirsimaritina (255
7-rutindsido de acacetina (257)
C. kagamuntanum Hojas Pectolinarina (253) 206,214
) Pectolinarina (253)
C. kamischaticum -—- Linarina (257) 206
B — 78-0-glucdsido de luteolina (256) 217
C. kawakamii Hojas ; Linarina (257) 211
C. lucens - 7B-O-glucdsido de futeclina (256) 206
. 4'-glucésido de cirsilineol (262)
C. limeare 4-glucosido de cirsiliol (263) 206
3-O-glucésido de kaemferol (264}
3-O-glucdsido de quercetina (265)
C. fanceolatum Flores 3-O-galactosido de quercetina (266) 218
7-O-diglucosido de apigenina (267)
4'-0-glucodsido de genkwanina (268)
_ . 206, 210
C. maritimum Hojas Cirsimarina {269} 219
C. matsumurae Hojas 7B-O-glucosido de luteolina (256) | 206, 214
C. microspicatum Hgjas Pectolinarina (253) 206,215
C. microspicatum o Pectolinarina (253) 206
7-O-a-L-ramnopiranosil-(1—56)- B- 220
C. nipponicum Partes aéreas D-glucopirandsido de
pectolinarigenina (271)
C. nipponicum Partes aéreas Pectolinarina (253) 220
C. nipponicum —— 73-0O-glucasido de luteclina (256) 206
7-B-O-glucodsido de luteolina {256)
7-B-glucésido de apigenina (248)
-—- 7-rutindsido de acacetina (257) 221
7-rutindsido de pectolinarigenina
(270)
3-0-metil kaemferol (271)
C. oleraceum Apigenina (138) 222
Luteolina (132}
Flores Linarina (257)
Pectolinarina (253)
Quercetin (272) 223
3-O-metilquercetina {273)
Hojas Pectolinarina (253) 224
Linarina (257)
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4-0-B-D-glucdsido de hispidutina

{(274)
C. oleraceum Hojas 4 -O-B-D-gluc(zg;lsd)o de nepetina 225
7,4'-diglicésido de hispidulina
(276)
2-Vicenina (277)
C. otayae Hojas Pectolinarina (253) 215
C. paiustre o 7-B-O-glucdsido de luteclina (256) 226
. Pectolinarina (253)
C. pectinellum R Linarina (257) 206
C. pendulum — Cirsimarina (269) 227
C. purpuratum — Linarina (257) 206
Hojas 7-Rutindsido de acacetina (257) 215
Apigenina (138)
Luteolina (132)
7-O-B-glucopiranésido
pectolinarigenina (278)
C. rhinocevos Partes aéreas Linarina (257) 228
Pectolinarina (253)
7-0-o-L-ramnopiranosil-(1—2)- B-
D-glucopirandsido de hispidulina
(279)
. Acacetina (280 229
C. setosum Hojas Glucésido de |ingn'_m) (254) 230
C. sieboldi e 7B-O-glucoside de luteolina (256) 206
C. syriacum Partes aéreas ﬁign?;':,’ ((2': f )) 200
Luteolina (132)
Partes aéreas 7-0-glucdsido de apigenina (248)
. 7-O-diglucdsido de apigenina (267)
C. syrigcum Apigenina (138) 200
Fruto Luteolina (132)
7-O-glucésido de apigenina (248)
C. spinosum — Linarina (257) 206
C. suffultum o 7p-O-glucdsido de luteolina (256) 206
C. tanakae ssp -—-- Cirsimarina (269) 206
aomorense
C. tanakae -— 4'-0O-glucésido de cirsimaritina (255) 210
C. wallichii —-- 78-O-gluchsido de luteolina (256) 217
C. xanthocanthum Raices Linarina (257) 231
C. yakusimense -——- 7B-O-glucésido de luteolina (256) 206
C. yezoense — Pectolinarina (253) 206
C. yoshizawae Hojas Pectolinarina (253) 215




AMIDAS

Especie Partes Compuestos (estructura) Ref.
estudiadas
C. brevicaule —— Cirsiumarnida (282) 232
FURANOS
Especie Partes Compuesto (estructura) Ref.
estudiadas
5-hidroximetil-2-
furancarboxaldehido (283)
C. chlorolepis Raices S-metoximetil-2-furancarboxaldehido| 233
(284)
Cirsiumaldehido (285)
Cirsiumosido (286)
ACIDOS
Especie Partes Compuesto (estructura) Ref.
estudiadas
Acido p-coumarico (287)
Acido caféico (288)
C. lanceolatum Flores Acido feralico (289) 218
Acido p-hidroxibenzédico (290)
Acido vanilico (291)
C. arisanense Hojas Acido fumérico (292) 208
C. ferum Hojas Acido fumérico (292) 209
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POLIACETILENOS

CH3CH=CH(Cs C);CH=CH, CH3(C=C)sCH=CH CH3(C= C)3(CH=CH) 2(CH2)7CH20H
(180) (181) (182)

Y .
CH3(C=C)o(CH=CH)zH CH3(C=C)3(CH=CH)3sH CHay(CHpHC= CrCH-C—CH-(CH2)sCH=CH3

(183) (184) H
(185)

CH 2=CH-(CH2)5-|CH-lCHi-CH—(0= C)2 (CH2)2CH,

Ry Ry Ry
186) R1=Rs=R3= OH 189) Ri=Cl, Ra=R3= OH
187) R1=OAc R2=R1=OH 190) Ri=Ry=0Ac, R3=0OH
188) R=0CH3;, R;=R3=OH 191) R1=R3=OAc, R=0OH
POLIOLEFINAS

z N\
CH3CH2(CH=CHCH 2)3(CH 2)4CH=CH> CH;CH QCHZ=CHCH 2CH~- CHCH»CH=CH(CH 2)sCH=CH32

(192) (193)
CH3(CH2}3CH=CH(CH 2);CH=CH(CH 7)sCH=CH CH3(CH2)7CH=CH(CH )5 CH=CH
(195) (196)

CH3(CH2)14CH=CH,

(197) CH3CH2CH£CHCH2CH=CHCH;ICH-ICH(CH 2)sCH=CH;

R R
(198) 2E,4E n=4 (213) Rj=Ra= OAc
(199) 2E,4E n=5 (214) Ri=0H, Ry=0Ac
gzooi 2, 4Z n=5 (215) Rj=0A¢, Ry=0OH

201) 27, 4E n=5 216) R{=Ry= —
202) 2Z 4Z =3 (216) Re=Ry= —0-

98



E
CH»~CH(CH2)nCH=CHCHO CH3(CH;_)4(CH-‘ECHCH 2)2(CH2)4CH=CH,

(203) =4
5204; =5 (206)
205) n=6
CH3(CH)nCH=CH3
CH3(CH2)7CH=CHCH (CH2); CH=CH, 208) n=9
209) n=11
(207) 210) =12
211) n=13
7 it
GHor -
CH2=CH(CH2)sCH-CHCH 3(CH=CHCH);CH3
(217)

E z
CHa=CH(CH2)sCH-CH=CH(CH=CHCH 2),CH3
(218)

z z E
CH=CH(CH2)sCH=CHCH ;CH=CHCH=CHCHCH ,CH;
(219)

HIDROCARBUROS SATURADOS

s ol

CH3(CHInCH3 CH3CH(CH2)oCH3 CH;CH;CH(CH 2o CH;
(221) (223)

(220) n=10

(222) n=11

(224) =12 a, o,

_ t

(226) =13 CH3CH(CH ) CH3 CH3CHCH(CH) CHy

(227) =14

(230) n=15 (225) (227)

(231) =16

(232) =17 o

(233) =18 CH3CH(CH3))3CH3

(229)
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SESQUITERPENOS

_“lll

O CHZ0A:
(234) (235) (236) (237

TRITERPENOS

(238) R=0H (240) R=0H
(239) R=QAc (241) R=0Ac

{242)



LACTONAS

ALCALOIDES

OH OH (|:H3 OCOOCH;
H—-(II—-C—C]-h—CH—-C—CHg
CH; ¢o

6  CH-O

(246)
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FLAVONAS

Ry Rz R; R4

(247) H Ramnoglucosido H CH
(248) H B-Glucésido H OH
(249) H B-Glucdsido H OMe
(253) OMe O-Rutinbsido H OMe
(254) H O-Glicosido H OMe
(255) OMe OMe H Glucésido
(256) H 0-8-Glucosido OH OH
(257) H O-Rutindsido H OMe
(258) OMe OMe H O-Rutindsido
(259) OH OH H OH
(260) H CH OH O-B-Glucésido
(261) OMe Neohesperiddsido H OH
(262) OMe OMe OMe 0-Glucésido
(263) OMe OMe OH O-Glucdsido
(267) H O-Diglucésido H OH
(268) H OMe H OH
(269) OMe OMe H O-Glucésido
(270) OMe O-a-L- H OMe

Ramnopiranosii-

(1-6)-B-D-

Glucopiranésido
(274) OMe OH H  0-B-D-Glucosido
{275) OMe OH OH  O-B-D-Glucdsido
(276) OMe Glicosido H Glicosido
(278) OMe O-B-Glucosido H OMe
(279)  OMe O-a-L- H OH

Ramnopiranosil-

(152)-B-D-

Glucopiranésido
(280) H OH H OMe
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FLAVONOLES

Rs

R4
O
R R
OH O
R Ry Rz R

(251)  O-digalactésido H OH OH
(252} O-rutinosido H OH OH
(265)  O-glucésido H OH OH
(266) (O-galactosido H OH OH
(271 OMe H OH H
(272) OH H OH OH
273) OMe H OH OH
(281) OH H OH H
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AMIDAS

(285) Ri=CH3  Rp=CHO

@ss) Ri=, A\

(284) Ri=H Ro= CHO (287) Ri=H Rp= YOG"
OCH,

an-
R2= CHO
ACIDOS
R OOOH
Ry HOOC
R 0o0H
CH=CHCOOH OH 293)
(288) R=OH R|=H (291)R=H
(289) R=Ri1=CH (292) R= OCH3
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5.1.2. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ALGUNAS SUSTANCIAS

AISLADAS DEL GENERO Cirsium.

En la tabla XXII se dan a conocer los estudios bioldgicos realizados a algunas

sustancias aisladas del género Cirsfunz, en la cual se puede observar que los constituyentes

mas estudiados son los acetilenos y poliolefinas, ya que se ha informado que estos poseen

toxicidad en un amplio rango de organismos, tales como: hongos, bacterias, nematodos,

insectos y células de mamiferos.

SUSTANCIA ACTIVIDAD BIOLOGIC REF.
Cirineol A (187) | Actividad antitumorigena, inhiben el crecimiento de} 192, 185,
Cirineol B {188) células KB 186
Cirineol C (189)

Cirsiumamida (284) | Antioxidativo y antimicrobiano (8. thyphimorium, 231
P. aeruginosa v P. vulgaris)
8,9- Potente inhibidor de ia actividad 5-Lipooxigenasa in
hidroxiheptadeca- Vilro 183
1,11,14-trieno (194)
Trideca-1,11-dien-
3,5,7,9-tetraino (180)
Trideca-1-en- Actividad antimicdtica y antibacteriana 182
3,5,7,9,11-pentaino
(181)
Pectolinarina (253) Antihemorragico 234
o Potente inhibidor de la actividad S-lipooxigenasa in
Shikokiol A (217) | yitro en Ia contracion traqueal de coni;’;)illorfg de india. 192
Inhiben el crecimiento de células del sarcoma 180
Paliacetilenos C-17 de leucemia murina in vitro, también inhiben la 183
sintesis de DN A, RNA y sintesis de proteinas en
células sarcoma 180 ascitico murina.

" Tabla XX11. Actividad bioldgica de algunos metabolitos secundarios aislados de! género

Cirsium.
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5.1.3. USOS MEDICINALES DEL GENERO Cirsium.

En el pais existen diferentes especies del género Cirsium que son empleadas en el
tratamiento de diversos padecimientos, y se muestran en la tabla XXIII, entre las que se
encuentra C. jorullense, la cual es empleada para el tratamiento de enfermedades de fas vias

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

Cirsium jorullense es una hierba erecta de hojas oblongas, de 6-9 cm de largo,
lobulado-dentadas, espinosas en el margen; cabezuelas agrupadas en el extremo de las

ramas, miden unos 2 cmy; flores violeaceas; florece los meses de julio y agosto.”

Tabla XXII1. Usos medicinales de algunas especies del género Cirsium.
Nombre Nombre | Localidad | Padecimiento y uso| Parte |Preparacién| Ref.

cientifico popular utilizada

C. Cardo Para curar granos, 235
anartiolepis | santo | Michoacin heridas y para - -
tratar el asma

C. Cardo | Quimixtidn | Dolor de corazdn Flor | Cocimiento| 236
conspicuum | santo y Puebla y pulmdn
Problemas
respiratorios,

detener el flujo
vaginal, regular la
C. chrenbergi | Cardo | Centrodel | presién arterial, — — 235
Pais irritacién de los
ojos, desinflamar
heridas y para el
reumatismo

C. chlorolepis| —— —— Fractura y Raices —_ 233
hematuna

Enfermedades de

C. jorullense | Cardo | Edo. Méx. I‘_’s vias Flor Infusion | 236
respiratorias y

gastrointestinales.




Continuacion:

C. japonicum

DC. Var — - Inflamacién — ———— 216
ussuriense
Para el tratamiento
de artritis 186,
C. japonicum | - -—-- reumatoide, — - 216
hematemesis y
hematuria
Edo. de |Calenturay parael{ Flor Infusitn
C. mexicanum| Cardo Meéxico "mal de orin". 236
santo Misantla, Diabetes Raiz | Cocimiento
Ver.
C. ef Cardo | Tlaxcala |Desinflamaciénde| ---- Infusion | 236
Pinetorum. santo heridas cutaneas
Greenm
C. Cardo | Huitil, Hgo. | Diabetes, nfién Flor Infusion 236
rhaphilepsis | santo
Puebla Reumas - m—— 235
C Cardo { Michioacin | Dolor del corazén — - 235
subcoreaceum| santo Benito Tos Flor a— 236
Juarez,
Puebla y
Qaxaca
Antiflogistico, 200
Otras especies tonico, diurético y
antidiarréico
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5.2. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE FLAVONOIDES.

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en el reino de las plantas y se
pueden encontrar libres o glicosilados. Existe una gran variedad de aplicaciones de los
flavonaoides, por ejemplo son empleados para e! curtimiento de pieles, fermentacion,
condimentc o aderezo de comestibles, mientras que otros tienen propiedades

farmacoldgicas 2

En lo que respecta a las actividades biologicas, este grupo de sustancias presenta un
amplio espectro, entre las que se encuentran: antiinflamatorias, antitumorigenas,
antihepatotdxica, efectos en el sistema vascular, antimicrobiana, antiviral, antialergénica,
desordenes gastrointestinales, antiulcérica, analgésica, antimalarica, hipoglicémico,
anticoagulante, ademas inhiben la actividad de diferentes enzimas (reductasa aldosa,
xantina oxidasa, cAMP, ATPasa-Ca, proteincinasa tirosina, B-glucoronidasa, aromatasa}

mientras que otros tienen actividad antioxidante ™’

Dada la diversidad de las actividades bioldgicas que presentan los flavonoides y por
los fines del presente trabajo, se discutirdn desalladamente esta clase de compuestos en

términos de su capacidad para afectar las respuestas inflamatorias.

5.2.1. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE FLAVONOIDES.

El interés de los flavonoides como agentes antiinflamatorios naturales, se debe a que
presentan ciertas ventajas sobre los farmacos antinflamatorios no esteroidales (NSAID),
entre las que se encuentran un alto margen de seguridad y minima ulcerogenicidad, ademas

de su baja toxicidad cuando son empleados en un tratamiento prolongado.™
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Los flavonoides pueden inhibir varios estados de la inflamacion, incluyendo
formacion de tejido de granulacion, artritis cronica y el incremento en la permeabilidad
capilar. Algunos efectos de los flavonoides en los procesos inflamatorios se muestran en la
tabla X04V.

5.2.2. MECANISMO DE ACCION DE FLAVONOIDES.

El mecanismo de accién de los flavonoides, se atribuye a los siguientes aspectos:

- Inhibicién de la liberacién de histamina. La degranulacion de los mastocitos y la
liberacion de histamina se lleva a cabo por una variedad de agentes, tales como:
concanavalina A, antigeno, lectinas, dextranos de alto peso molecular, ATP y el
ionoforo carboxilato A23187, los cuales son dependientes de la presencia de calcio

243, 257
extracelular 2%

Ciertas flavonas (notablemente la quercetina, 272) incrementan la
eficiencia de la bomba de iones dependientes de ATP, inhibiendo la ATPasa-Na/K' y la
ATPasa-Ca®* mitocondrial, siendo esta ultima la responsable para el mantenimiento de
bajos niveles de calcio intracelular, inhibiendo la secrecién de histamina que es
dependiente de un incremento de calcio libre intracelular. También se considera que los

flavonoides previenen la activacion del receptor Igk. 4%

- Efectos en leucocitos. Algunos reportes indican que los flavonoides suprimen la
produccion de oxido nitrico (NO) en fagocitos. >
Ademas, la quercetina es un inhibidor potente de la quimiotaxis, desgranulacion de
neutréfilos, produccion de superdxidos, también bloquea varias C-cinasas que son
necesarias para la activacién de neutrofilos. Asi mismo inhibe la reaccionm de
fosforilacion dependiente de calmodulina importante para la activacién de neutrofilos,

mastocitos y basofilos. 2
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- Metabolismo del dcido araquidénico. Se ha demostrade que los flavonoides
interfieren con la enzima del metabolismo de acido araquidonico (fosfolipasa Az)

inhibiendo la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos y del FAP 2 2%¢2%

De esta manera los flavonoides inhiben las propiedades de las enzimas CQ-1 y CO-2
necesarias para la biosintesis de prostaglandinas y/o la 5-LO, en diferentes potencias y
selectividades; cabe mencionar, que algunos compuestos son inhibidores selectivos de CO

y LO, mientras que otros tienen una inhibicion duaj 224250233 y 258

El mecanismo de interaccion de los flavonoides con la PG sintetasa, aln no esta bien
definido, pero se ha propuesto que el compuesto que posee propiedades antioxidantes o de

radicales libres se une a Iz enzima, interfiriendo con su actividad. Las propiedades
259

ntioxidantes de favoncides s deben al hidroxilo fendlico y al grupo 4 ceto.

En lo que respecta al mecanismo de accion en la lipooxigenasa, se ha sugerido que los
hidroxilos 3'4' permiten la formacién de quelatos con Cu®* y otros iones divalentes
conocidos para catalizar muchos procesos que conducen a la aparicidn de radicales libres.
Estas propiedades antioxidantes de los flavonoides determinada por su estructura

polihidroxilada, esta relacionada con !a actividad inhibitoria de la lipooxigenasa

5.2.3. RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD DE FLAVONOIDES.

El gran interés de los flavonoides con propiedades antiinflamatorias, permite que se
continie trabajando por encontrar nuevas moléculas y poder establecer una relacion

estructura actividad y obtener compuestos con mayor actividad.

En cuanto a las relaciones estructurales necesarias para la inhibicion de la CO, se

establecié la presencia del grupo pirocatecol, incrementando el efecto inhibitorio con el
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grado de hidroxilacion en el anillo A y B. En flavonoles la hidroxilacion en la posicion 3 es
suficiente, especialmente si el compuesto posee otro hidroxilo en la posicién 5. Ademas el
doble enlace 2,3 aumenta la actividad.” La glicosilacién disminuye la actividad de los

3

compuestos,”’ mientras un pequefio sustituyente apolar en el anillo A, parece ser

favorable.

Por otro lado en las flavonas y flavanonas los grupos esenciales para la inhibicion
de la 5-LO son el grupo carbonilo en la posicién 4, los hidroxilos en 3,5,7,4' y el doble
enlace 2,3, ademéas un hidroxilo o un metoxilo en la posicién 6 pueden incrementar la
actividad °

El efecto inhibitorio de la enzima 5-LO se ilustra en la tabla XXV, en la que se
puede observar que la formacion de 5-HETE fue inhibida por varios flavoncides, el valor
de ICso para la 5-lipooxigenasa fue en el orden siguiente: baicaleina (295) > 2'5,5'7-
tetrahidroxi-6',8-dimetoxiflavona (310) > skulcapflavona H (311) > baicalina (296) >
wogonina (297), de estos resultados se puede suponer que la correlacion entre la estructura
de estos flavonoides y su efecto inhibitorio se debe a dos grupos hidroxilos fendlicos en la
posicidn C-5 y C-6 del anillo A, ademas de un grupo hidroxilo en la posicion C-2' del
anillo B del esqueleto de la flavona. Mientras que para la inhibicién de la formacion de
HHT, el valor ICs tiene el siguiente orden (25), 2',5,6',7-tetrahidroxiflavanona (365)
>wogonina (297) > 25,5, 7-tetrahidroxi-6',8-dimetoxiflavona (310) > skulcapflavona II
(311) = (2R, 3R), 2'3,5,6', 7-pentahidroxiflavanona (366) > baicaleina (295) >crisina (303),
estos resultados sugieren que un nimero de grupos metoxilo en el esqueleto de la flavona

son esenciales para la inhibicion de la formacién de HHT ¥

OH ©

(365) R=H
(366) R=0OH
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1Cso (nM)

COMPUESTO 5-HETE HHT
{producto 1L.O) (producto CO
Baicaleina (295) 7.13 £0.767 5530+ 1690
Baicalina (296) 180.00 £ 17.80 No hay efecto
Wogonina (297) > 1000 14.60 + 351
Skulcapflavona (311) 7270+ 11.70 44.00 £ 3.01
2',5,5' T-tetrahidroxi-6',8-dimetoxiflavona 2580+413 41,30 £ 1.67

(310)

Cnisina (303) No hay efecto 640.00 £ 62.40
(28),2',5,6',7-tetrahidroxiflavanona (365) 670.00 £85.00 5631127
(ZR,3R),2',3,5,6', 7-pentahidroxiflavanona No hay efecto 50,00 +4.04

(366)

Tabla XXV. Efectos de varios flavonoides en la formacién de 5-HETE y
HHT en leucocitos polimorfonucleares de ratas

Por otro lado, en la tabla XXVI se aprecia que las flavonas sin sustituir presentan
una actividad muy débil, asi mismo, los compuestos F-77 (371, Rs= H, Rg= OH), F-79
(372, Rs= OH, Rs= OCH,) y F-75 (373, Rs=R¢g= OCHj) fueron mucho menos activos,
mientras que el cirsiliol y pedalitina son més activos, estos compuestos tienen la estructura
catecol en el anillo B que es necesaria para inhibir la 5-LO. Ademas, la modificacion del
grupo S-hidroxilo del cirsiliol disminuye el efecto inhibitorio como en F-81 (308, R)=
OCH,). Pedalitina (306, F= 27) con un 6-hidroxilo fue activo como el cirsiliol. La

desmetilacion de la posicion 7 reduce el efecto inhibitorio como se observa en F=28.3%

121



SUSTITUCION ACTIVIDAD DE
COMPUESTO LA ENZIMA (%)
Ry R; R; R, Rs Rs 1pm 10pm
" F-0 (Flavona) H H H H H H o1 77
F-26 (cirsitiol, 263)| OH | OCH; { OCH;| H OH | OH 3 0
F-77 (367) OH |OCH, |OCH:| H H OH 92 36
F-79 (368) OH |OCH;|OCH:| H OH |OCH;| 89 78
F-75 (369) OH [OoCH,|oCH,] H [ocH,|ocH,| 98 92
‘F-27 (pedalitina, | OH | OH |[OCH;] H OH | oH 9 0
306)
F-28 (370) OH ] OH | OH | H OH | OH 50 9
F-81 (308) OCH; {OCH; | OCH, | H OH | OH 33 6
F-2 (301) OH |OCH;|ocH;JOCH;| OH | OH 17 0
F-8 (quercetina, OH H oH H OH | OH 70 15
271)

Tabla XXVI. Efecto de varios flavonoides en [a 5-lipooxigenasa.
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6. METODOLOGIA.
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6. METODOLOGIA.

6.1. ESTUD!O QUIMICO.

Cirsium jorullense fue colectada en un bosque de pinos a 2740 m snm, entre {as 10
y 14 horas del 3 de septiembre de 1996 por el M. en C. Arturo E. Cano Flores a 3 Km al
NO de San Rafael Tlalmanalco, Estado de México. Se deposito en el Herbario MEXU del
Instituto de Biclogia de la UNAM. Fue identificada y clasificada por el Dr. Osvaldo Téllez

(el nimero de registro del Herbario se encuentra en proceso de obtencion).

Las partes aéreas de la planta fueron separadas en hojas-talle y flores,
posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente y se procedié a realizar los
extractos de baja, mediana y alta polaridad como se describe a continuacién, ver la tabla
XXV

Hojas-tallos.

1280 g de hojas-tallo se sometieron a extracciones solido-liquido con n-hexano, de

donde se obtuvieron 21.739 g. de extracto hexanico,

Posteriormente ef residuo vegetal se dejé secar a tamperatura ambiente, y a
continuacion se realizaron extracciones sélido-liquido (percolacién) con acetato de etilo
caliente, para lo cual se empleé una columna de vidrio (70 cm de largo por 9 cm de
didmetro) empacada con la planta molida, a través de la cual se hizo pasar el disolvente
caliente en repetidas ocasiones y de donde se obtuvieron 6.77 g del extracto de acetato de
etilo. Cabe mencionar que durante la eliminacidn del disolvente para la obtencion del
extracto fue separado por filtracién a vacio 876 mg de un solido de color verde-amarillento,
solido A
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Una vez seco el material vegetal se procedio a obtener el extracto eiandlico de ia
misma manera descrita para la obtencion del extracto de acetato de etilo. Después de
concentrar ¢l disolvente, se obtuvieron 71.11 g de un sélido amarillo-verdoso (sélido B)
que fue separado por filiracion a vacio y 27.6832 g de residuo que comresponde a las aguas

madres del extracto etandlico.

Flores.

8¢ colocaron 1470 g de flores a extracciones mediante maceracién, para obtener los
extractos hexénico, cloroformico y etanélico, de este Gltimo extracto se obtuvo 9.66 gdeun
solido amarillo verdoso (sélido C).

Pese del extracto (g.)
Partes de la planta |- T Acetato de efilo | Cloroformice Etanélico
(peso inicial en g.) exinico ¢ rmic
Solido | Aguas Sélido | Aguas
madres madres
Hojas-tallos 21.739 0.876 6.77 —- 71.11 | 27.687
(1280) (Aa) B)
Flores 45467 —— —— B.866 966 261
(1470) ©)

Tabla XXVII. Peso (g) de los diferentes extractos obtenidos.

A cada uno de los extractos se les determind la toxicidad en Artemia salina, asi
cOmo su actividad antimicrobiana y antiinflamatoria, los resultados se indican en las tablas
XXVIII-XXX, respectivamente.
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6.1.1. EXTRACTO CON ACETATO DE ETILO DE HOJAS-TALLOS
(SOLIDO A).

Hispidulina (111) y eupatilina (313).

Para la purificacién del solido obtenido a partir del extracto con acetato de etilo de

hojas-tallo (salido A), se procedid de la sigutente manera:

Se colocaron 547 mg del sélido impurc en un equipe de extraccion Soxhiet,
empleando »-hexanc como disolvente durante 4 h, Finalizada Ja extracion se concentro el
digolvente, obteniéndose 0 0043 g de extracto hexanico. Posteriomente se extrajo con éter

etilico {0.0116 g), benceno (0.0045 g), acetona (0.0165 g) y metanol (0.084 g).

De las extracciones con éter etilico, benceno y acetona, se obtuvieron dos
sustancias, las cuales fueron identificadas como hispidulina y eupatilina, al ser comparadas
en CCF con muestras auténticas, sus propiedades espectroscopicas y espectrométricas se
indican en las tablas X3O0-XXXIV, pp 137-139.

A las sustancias presentes en estas extracciomes se les realizaron pruebas

antiinflamatorias, los resultados se dan a conocer en la tabla XXX, ppl36.

6.1.2. EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS-TALLOS (SOLIDO B).

Hispidulina (111) y eupatilina (313).

Para purificar el solido B impuro obtenido de la extraccién sélido-liquide con etanol
de hojas-talfo, de igual manera se montd un sistema de extraccién con un equipo Soxhlet,

para lo cual se colocaron 2 g del sélido, la extraccion se inicid con #-hexano por 4 h, de
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donde se obtuvieron 0.0017 g, prosiguiéndo las extracciones con éter etilico (0.0296 g),
benceno (0.0043 g) y acetona (0.1250 g), sucesivamente.

De la extraccion con éter, benceno y acetona se determind la presencia de dos
sustancias, que dan prueba positiva en CCF al emplear como revelador quimico FeCly en
etanol al 1% y que corresponden a la hispidulina y eupatilina, al ser comparadas en CCF

con estandares,

A. HIDROLISIS ACIDA DEL SOLIDO B.

Hispidulina (111) y eupatilina (313),

Se colocaron 0.1804 g del solido B en un matraz balén de 100 ml al que se
adicioparon 20 ml de acido clorhidrico (20 % v/v) y 20 mi de una solucion MeOH-H,0
(1:1). La reaccion se dejé con agitacion y calentamiento durante 24 h. Después de este
lapso de tiempo, se separd por filtracion a vacio 0.0363 g (5.44 %) de un sélido verde-
amariliento soluble en acetona, metanol, DMF y DMSQ. En CCF revelaron dos manchas
que corresponden a la hispidulina y eupatilina, las cuales fueron comparadas en CCF con
referencias. El residuo se trato con una solucién saturada de NaHCO; (3 x 5 mi), seguido de
tres lavados con agua (5 ml), finalmente se secd con Na;SO, anhidro y se concentrd por

medio del rotavapor.

B. REACCION DE ACETILACION DEL SOLIDO B.

Flavonoides glicosilados.

Se colocaron 5.0785 g de sotido impuro con 7 ml de anhidrido acético y 2.5 mi de

piridina a temperatura ambicnte. El desarrollo de la reaccién se sigui¢ por CCF y después
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de 27 h se dio por concluida la reaccion agregando 5 g de hielo. Para la recuperacién del
compuesto acetilado se realizaron extracciones con cloroformo (2 x 5 ml). Antes de
proceder a los lavados subsecuentes, se separd por filtracién a vacio un sélido amarillo (m=
0.5961 g, 11.74 %, pf> 300°C, soluble en DMF). La fase cloroférmica se tratd con una
solucion de HC1 (3 x 5 ml) al 10%, posteriormente con una solucién saturada de
bicarbonato de sodio (3 x 5 ml) y lavados con agua, finalmente se seco con sulfato de sodio

anhidro.

La mezcla del producto de reaccién se concentrd, obteniéndose 3.93 g de una
mezcla compleja de derivados acetilados que no se logrd resolver por las técnicas
cromatogrificas convencionales. Sin embargo, se supone que se trata de flavonoides
glicosilados, ya son de alta polaridad y dan prueba positiva al emplear como revelador

quimico FeCl; ai | % en etanol,

6.1.3. EXTRACTO ETANOLICO DE FLORES (SOLIDO C).

Hispidulina (111), eupatilina (313).

Para purificar el sélido C obtenido de la extraccién sélido-liquido con etanol de
flores, se montd de igual manera que en el caso del sélido A y B, un sistema de extraccion
con un equipo Soxhlet, para lo cual se empled 1g del sélido, obieniendo sucesivamente el
extracto hexanico (0.0116 g ), éter etilico (0.0196 g), bencénico (0.0081 g), acetonico
(0.0616 g) y metandlico (0.0797 g).

Al realizar las extracciones con éter, benceno y acetona, en CCF se detectd la

presencia de dos sustancias y que comresponden a la hispidulina y eupatilina al ser

comparadas con estandares,
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A. HIDROLISIS ACIDA DEL SOLIDO C.

Hispidulina (111), eupatilina (313), 3',4',6,7-tetrametoxi-5-hidroxiflavona(313a) y
3',4',3,6,7-pentametoxi-5-bidroxiflavona (371).

Se tomaron 200 mg del solido y se sometieron a una hidrolisis acida por 42 h_/como
se muestra en el diagrama TII. Concluida la reaccién se separé por filtracion a vacio un
solido amarillo al que se le realizd una reaccién de metilacion con CH;N; en éter etilico a
0°C, obteniéndose 7.3 mg de un sélido amorfo de color amarillo, con pf. 183-186°C,
soluble en AcOEt y CHCL,, la cual corresponde a la 3',4',6), 7-tetrametoxi-5-hidroxiflavona
(esquema 7), cuyas propiedades espectroscopicas se indican en las tablas XXXI, XXXIII,
XXIV, pp 137-139. Al derivado metilado obtenido se le realizaron pruebas

antiinflamatorias, el resultado se indican en Ja tabla XXX, pp 136.

OCH;
Gighyf
Eter etilico/ H;0

0°C

CH3

Esquema 7: Metilacion de la eupatilina con diazometano.

Las aguas madres obtenidas de la filtracién, se sometieron a una extraccion lig.-lig.
con CHCL, La fase organica resulianie se concentré y los productos mayoritarios se
separaron mediante una cromatografia en columna a vacio, de donde se identificaron y
caracterizaron las siguientes sustancias; hispidulina (Hex-AcOEt 8:2), eupatilina (Hex-
AcOEt, 8:2) y 3.4'3,6 7-pentametoxi-5-hidroxiflavona (Hex-AcOEt 8:2-7:3). Las dos
primeras fueron identificadas en CCF zl utilizar como referencia muestras auténticas. Las

propiedades espectroscopicas de la Gltima sustancia se indican en la pp 137-139.
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del extracto etandlico de flores

200 mg del solido obtenido I

20 mi soin. HO (2 Nf FIOH)
42h.

filt racion a vacio

Solido Aguas
madres

Ext. CHQl §
Gx5m)
Fase MeOH Solido i
verdoso
(HaNy/éter L W ‘
etilico a (°C Fase Fase
| organica I acuosa
n L
3',4',6,7-tetrametoxi- v
5-hidroxiflavona CCF
7.3 mg, pf 183-186°C

Hispidulina, 5.42 mg, pf. 253.5-256° (]
Eupatilina, 17.8 mg, 237-238° C
3',4'.3,6,7-pentametoxi-
5-hidroxiflavona, 8.4 mg,

Diagrama I11. Hidrolisis del solido obtenido de flores (C).

B. REACCION DE ACETILACION DEL SOLIDO C.

Flavonoides glicosilados.

Para llevar a cabo la reaccidn de acetilacidon det soélido C impuro, se hicieron
reaccionar 0.1520 g con 1 ml de anhidrido acético y 1 ml de piridinz a temperatura
ambiente por 24 h, la reaccion se detuvo agregando 3 g de hielo, la recuperacion del

derivado acetilado se realizd de manera convencienal. De igual manera, se obtuvo una
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mezcla compleja de productos, la cual fue dificil de caracterizar y purificar, por la cantidad

obtenida.

C. REACCION DE METILACION DEL SOLIDO C.

Flavonoides glicosilados.

Se tomaron 228.8 mg del sélido impuro obtenido de la extraccidén con etanol de
flores, los cuales fueron disueltos en 5 ml de EtOH absoluto a temperatura ambiente, la
solucion resultante se enfrio (0-5°C), y posteriomente se agregd lentamente diazometano
disuelto en éter etilico. Una vez terminada la reaccion, se eliminé el exceso de éter etilico y
se filtrd a vacid un solido amarillo (0.08 g, 34.96 %) de pf 193-195°C, parcialmente soluble
en una mezcla de MeOH-H;O y soluble en DMF. Asi mismo, se obtuvo un sélido blanco
(5.5 mg, 2.40'%) de aspecto algodonoso. Por otro lado, se obtuvieron de la misma reaccién
24.2 mg (10.58 %) de un sélido blanco.

De estos solidos obtenidos no fue posibie purificar los constituyentes presentes,

dada la complejidad de la mezcla de los derivados metilados glicosilados

6.2. ESTUDIO BIOLOGICO.

6.2.1. BIOENSAYO0S EN Artemia salina.

La metodologia se indica en la pp 49.
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6.2.2. PRUEBAS ANTIMICROBIANAS.

Para la realizacion de las pruebas microbiologicas, se siguid el método de Mitscher,

descrito en la pp 50.

6.2.3. PRUEBAS ANTIINFLAMATORIAS.

Para evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos de las partes aéreas se

empleo la metodologiz de 1a pp 50.

El método para determinar la actividad antiinflamatoria de las sustancias puras, se

ilevo a cabo por via intraperitoneal y se describe a continuacién®™

Se emplearon 3 ratones albino macho cuyo peso oscilo entre ZZ a 25 g para cada
muestra. Antes de aplicar cualquier sustancia, los animales se anestesiaron con ketamina
con €l fin de asegurar que la aplicacion del agente de prueba como el TPA fuera lo mas
homogénea. Los ratones fueron pretratados via intraperitoneal con la sustancia de prueba
30 min. antes de la aplicacion del agente inflamatorio (TPA). Transcusrido el periodo de
pretratamiento, sc aplicaron en la oreja derecha con una jeringa Hamilton, 10 pl de solucidn
de TPA cuya concentracién final fue de 2.5 plf 10 pl, adicionalmente en la oreja izquierda
del animal recibio etancl (10pul). Los agentes de prueba se probaron a la dosis de 10 mg/Kg.
La inflamacién se desarrollo por espacio de 4 hr, y al finalizar dicho periodo, los animales
se sacrificaron por dislocacion cervical y se tomé de la porcion central de cada oreja un

pedazo de tejido de 9 mm de diamétro con la ayuda del sacabocado.

La diferencia del peso entre la oreja tratada con TPA y el peso de la oreja tratada

con etanol se tomod como media de la respuesta antiinflamatoria.

®) Estas prucbas se realizaron en el Instituto de Quimica de la UNAM por 1a M. en C. Teresa O, Ramirez
Apan.
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7- RESULTADOS.
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7. RESULTADOS.

7.1. ESTUDIO BIGLOGICO.

Tabla XXVIIL. Bioensayos de toxicidad de los extractos frente a Arfemia salina.

EXTRACTO 1.Cxy LSC LIC
HOJAS-TALLO .

Hex4nico >1000 _—
Acetato de etilo 59.88 82.89 42 49
(aguas madres)

Etandlico 556.55 24447600 243.3069
{aguas madres)

FLORES

Hexanico 243.46 656.583 118.18

Cloroférmico >1000 ===

Etanolico >1000 —

(solido)

Etandlico >10G0 -
(aguas madres)
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Tabla XXIX. Evaluacion microbiologica de los extractos obtenidos (1 mg/ml) por el
método de Mitscher.

MICRQORGANISMO

EXTRACTO 1 2 3 4 5 6 7

HOJAS-TALLO

Hexanico - - - - - - -

Acetato de etilo - - - - - - -

Etanolico (aguas madres) - - - - - + -

Etandlico (sélido) - - - - - - -

Etandlico (extraccion del
solido con acetona, - - - + - - -
mediante el Soxhlet)

FLOR "

Hexénico - - - - - - -

Cloroférmico - - - - - - .

Etandlico (aguas madres) - - - - - - -

Etandlice (solido) - - - - - - -

- = o hay inhibicién + = ligero crecimiento + = inhibicién

\. Sraphviococcus aureus. 5. Candida albicans.

2. Streptococcus mutans. 6. Sarcina lutea.

3. Escherichia coli. 7. Mycabacterium smegmatis.
4. Pseudomonas aeruginosa,
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Tabla XXX. Actividad antiinflamatoria de los extractos* y de las

sustancias** de Cirsium jorullense.

EXTRACTO % de inhibicién X (mg) + ES
HOJAS-TALLO*
Hexanico 17.61 12.63 +0.83
Acetato de etilo 69. 466+21
Etandlico 10.29 1333+ 044
FLORES*
Hexanico 25.64 1533 +£0.29
Etandlico 13.86 12,804+ 0.84
SUSTANCIAS**
Hispidulina 25.20 e
Eupatilina 23.65 -=--
3'.4'.6,7-tetrametoxi-5- 34.94
hidroxiflavona
Indometacina 29.58 e

% de inhibicion= 100 - (X tratado/ X control) x 100;

promedio del tejido de 3 animales.
* Dosis 0.5 mg/oreja en el modeto del edema inducido con TPA en la oreja del raton.
** Dosis 10 mg/Kg, por via intraperitoneal
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Tabla XXXI1I. Datos de RMN-'H de {as flavonas aisladas de Cirsium 1 jorullense.

SUSTANCIAS
H 3.4'.6,7- 3',4',3,6,7-
Hispidulina* | Eupatilina* tetrametoxi-5- | pentametoxi-5-
hidroxiflavona** | hidroxiflavona*
H-3 6.50 5 6565 6.559 s —
Cs-OH 13.00 s 12.99 & 1276 s 12615
H-8 6545 _676s 6.603 s 6.5] &
C+-OH 9.68sa ———- i ———-
C4-OH 9.68s.a -— ——— i
C+~OCH, — -—
Cs-OCHs 3925
C;-OCH; — 04-383 5 | 29973935 | 349 a3,
Cs-OCH; —
C3-OCH, —— —= o
H-2' 7.75dd 747d 7.344d 7.6%d
(6.75 y 1.95) 2.1 2.1) (1.8)
H-5 6.96 dd 7.06 4 6.98 d 6.994
(7.05 y 1.95) {(8.7) (1.7 (8.4)
H-¢ 7.75 dd 7.60 dd 7.53dd 7.73 dd
(6.75y 1.95) (86y21) 8.4) Syl
H-3' 6.96 dd —— —— —
(7.05y 1.95)
300 MHz, TMS Espectrofetémetro de RMN Varian FT8A y VXR-3005

* CD(Cl; + DMSO.
** CDCl,.
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Tabla XXXIV. Datos de RMN-"C de las flavonas aisladas de Cirsium jorullense.

SUSTANCIAS
C 3'.4'.6,7- 3'.4'3,6,7-
Hispidulina Eupatilina tetrametoxi-5- | pentametoxi-5-
hidroxiflavona | hidroxiflavona
C-2 163.85 163.11 164.01 158.80
C-3 102.34 104.13 104,55 138.85
C-4 182.12 181.90 182.63 178.92
C-5 152.51 156.88 158.8] 152.81
C-6 130.95 108.95 120.12 132.36
C-7 156.38 163.11 158.81 158.78
C-8 93.73 93.93 90.64 90.35
C-9 152.51 156.88 152.47 155.857
C-10 104.47 103.20 106.25 106.65
c-r 121,50 119.62 123.95 122.98
C-2 127,53 119.61 105.10 111.39
C-3 115.66 151.74 152.47 148.85
c4 160.66 152.59 153.18 151 46
C-5 115.66 111.08 111.36 110.92
C-6 127.53 123.05 123.95 122.15
C6-OCH, 60.84 59.69 60.84 60.88
C-3'-OCH; e 55.62 56.34 60.21
C-4-OCH;, — 55.45 56.21 56.33
C-7-OCH, — 56.16 56.12
C-3-OCH, - - 56.03

Espectros de 75 MHz, TMS,  Espectrofotometro de RMN Varian FTSA y VXR-3005
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8. DISCUSION DE RESULTADOS.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS.

8.1. ANALISIS QUIMICO.

Purificacién de los sélidos A, B y C obtenides del extracto con AcOEt y EtOH.

La purificacion de los diferentes solidos obtenidos durante la preparacion de lfos
extractos crudos, se basé considerando que las sustancias presentes tenian diferentes
solubilidades, para lo cual se realizd una extraccion sdlido-liquido en un equipo Soxhiet,
para eliminar aquellas sustancias que podrian considerarse como impurezas, y las cuales se

fueron eliminando con disolventes de polaridad similar.

Por medio de CCF se pudo establecer la presencia de hispidulina y eupatilina en los

extractos ctéreos, bencénicos y aceténicos del tratamiento realizado a los sélidos A, By C.

Reaccion de acetilacion de los sélidos impuros By C.

En la reaccion de acetilacion del sdlido B, se obtuvo un sélido amarillo que en CCF
muestra una mezcla de sustancias que dan prueba positiva con FeCly al 1% en etanol, lo
cual indica que presenta como esqueleto base el de un flavonoide. Se solubiliza
parcialmente en DMF y su solubilidad completa se logra al agregar unas gotas de agua. La
mezela de los productos de reaccion de acetilacion se aplicaron a uma columna
cromatografica para la separacién de los diferentes constituyentes, obteniéndose fracciones

en cantidades muy pequefias que no permitieron realizar estudios espectroscopicos.

Algo similar ocurrié con el residuo de la reaccion de acetilacion del solido C. Por
las caracteristicas que presentarcn, todos estos compuestos obtenidos son mezclas de

flavonoides glicasilados.
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Reaccion de hidrolisis dcida de los sdlidos By C.

Debido a que la hipétesis estructural de las sustancias mayoritarias aisladas del
extracto etandlico de las partes aéreas era la de un glicosiflavonoide, se procedio a realizar
la reaccion de hidrélisis acida del sélido B. Asi se obtendria el azicar (fase acuosa) y la
aglicona (fase orgénica), de ésta dltima se obtuvo un sélido verde ofivo que revela en CCF

con FeCls &l 1% en etanol.

De la reaccion de hidrolisis 4cida del solido C, se abtuvo un sélido verde olive, con
Rf similar al producto de hidrélisis de B. Las aguas madres que fueron sometidas a una
separacion cromatogrfica en columna la cual! permitio determinar la presencia de
hispidulina, eupatilina (3' 4',6-trimetoxi-5, 7-dihidroxiflavona) y 3'.4',3,6,7-pentametoxi-5-
hidroxiftavona. Por otro lado, ) solide obtenido de la fiiracién (ver diagrama 111, pp 130)
fue tratado con CHzN; obteniéndose como produéto de reaccion la 3',4',6,7-tetrametoxi-5-

hidroxiflavona.

Eupatilina (3',4',6-trimetoxi-5,7-dihidrexiflavona, 313).

Del solido obtenido del extracto etandlico de hojas-tallo, y del solido obtenido de la
extraccidn con etanol de flores que fueron sometidos a hidrolisis acida, se obtuvo unos
cristales amarillos, pf 237-238°C, el cual mtuestra en su espectro de masas por impacto
electrénico un ion molecular de m/z 344, al que se le puede asociar una formula molecular

C1sH) 507 (£2= 11), y que da prueba paositiva con FeCl; al 1 % en etanol.

En su espectro de IR {espectro 15) se observa una banda en 1655 y 1620 em’ el
desplazamiento de la banda de absorcién hacia un nimero de onda més bajo con respecto al

268 se debe a la formacién de un

desplazamiento informado en la literatura (1715 em™),
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 B, lo cual

explica dos grados de insaturacion.
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0,0

Formula parcial B

Adicionalmente, la formacién del puente de hidrégeno fue corroborada al analizar
su espectro de RMN-"H {espectro 16), donde se observa una seiial simple a campo bajo en
5 12.99, Las senales simples que aparecen: & 3.94,  3.91 y & 3.83 que integran para 9
hidrégenos, corresponden a 3 grupos metoxilo unidos a anillos arométicos, formula parcial

C, lo cual permite justificar 4 grados de insaturacion mas en la molécula.

DL
gu-_u_‘

Férmula parcial C

En & 6.56 se observa una sefial simple que corresponde a un hidrégeno vinilico, por
lo que se propuso como esqueleto base el de una flavona, considerando ademais la
simplicidad de seftales observadas en el espectro para ofro tipo de flavonoides, como s¢

muestra en la tabla Xo(XV. 2

FLAVANONA DIHIDROFLAVONOL FLAVONOL
HO. : ol @
H"Hax
cC
0.0
H-1 | 85553 dd - - —_ H-2 8352 fax H-2 -

H-3ec| 82928 | dd | H-3 863 N H-3 54.2 cax | H-3 —_

H-3ax| 53.1-3.0 | 44 —_ - - — — — — .

Tabla XXXV. Desplazamientas quimicos para los H-2 y H-3 en los flavonoides.
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En la region de los aromdticos se observan tres sefiales que integran para 3
hidrogenos, por lo cual ¢l anillo B se¢ encuentra trisustituido, la ubicacién de los grupos
metoxilos se pudo determinar por la constante de acoplamiento. Al H-6' se le asigné la
sefial en 3 7.60 (dd, J= 8.6 y 2.1 Hz), la cual se acopla con H-2' y H-§', de acuerdo con su
espectro COSY (esquema B), Al H-2' se le asignd la sefial de § 7.47 (J= 2.1 Hz), mientras
que al H-5'" el doble (¢} en 3 7.06 (J= 8.7 Hz).

0y

HY

—
, 8.
6.
7.
2 1B — @
7.3 !
7.3§ [

Esquema 8. Espectro COSY que muestra los acoplamientos de H-6' con H-2' y H-5',
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Los desplazamientos quimicos asignados a H-2' y H-6' estan de acuerdo con las
formas resonantes que se muestran en el esquema 9, donde se¢ obscrva en las formas
resonantes If y IV una deficiencia electronica para dichos hidrogenos, la diferencia en el
desplazamiento quinico de H-2' con respecto a H-6' se debe al efecto electrodonador del
grupo metoxilo de la posicion 3', mientras que €l H-5' se encuentra mas protegido como se

puede justificar al observar las formas resonantes descritas en dicho esquema.

OCHh

OCH, OCH,
OCH, OCH, ocH,
0. o,
- >/ -—
18 0 1
I
ocH,
OCH; OCH, OCH,
e} G, r 0,
Iy - -—
v
v

Esquema 9. Estructuras resonantes que estan de acuerdo a los desplazamientos quimicos.

Finalmente, la sefial en & 6.76 corresponde al hidrogeno de la posicién 8. E!
desplazamiento quimico a campo alto de este hidrégeno bencilico se debe a Iz alta densidad

electronica que genera los sustituyentes del anillo A.
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El espectro de RMN-"C (espectro 17), muestra en desacoplamiento total 18 atomos
de carbono. La asignacidon de los carbonos presentes se hizo considerando los

desplazamientos quimicos descritos en la literatura para la luteolina y cromona 77°¥?"!

Con base en lo anterior, se llegd a la conclusidn que la sustancia de C, Jorullense era
Ia cupatilina (3',4,6-trimetoxi-5,7-dihidroxiflavona), previamente aislada de otras especies

de la familia Compositae.

Eupatilina {3',4' 6-trimetoxi-5,7-dihidroxiflavona).

3'.4',6,7-tetrametoxi-S-hidroxiflavona (313a).

El tratamiento de la 3',4",6-trimetoxi-5,7-dihidroxiflavona con CH;N; en éter etilico
a 0°C permitio el aislamiento de un solido amariito de pf 183-186°C. En su especiro de
RMN-'H (espectro 19), se observa una sefial simple adicional en al regién de los metoxilos
aromaticos; lo cual indica que se llevd a cabo la metilacion del hidroxilo en C-7. El

producto obtenido de Ia reaccién era 3',4',6,7-tetrametoxi-5-hidroxiflavona (313a).

OH O

3'.4',6,7-tetrametoxi-5-hidroxiflavona.
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3',4",3,6,7-pentametoxi-5-hidroxiflavena (371).

Del tratamiento del sélido descrito en el diagrama 1H (pp 30) que fue sometido a
hidrolisis con HCl en EtOH, se obtuvo un sélido amarillo que muestra en su espectro de
masas por impacto electrontco un ion molecular de m/z 388, al que se le puede asociar una

formula molecular CagHzp03 (2= 11), y que da prueba positiva con FeCls; al 1% en etanol.

En su espectro de IR (espectro 21), se observan en 1768 cm™ y 1637 cm™ la v
(C=0), a 3597 em’' se visualiza Ja 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 hidrogeno con el
grupo carbonilo de fa posicion 4, por lo que la coloracion café que resulta al revelar con

FeCls en Ja CCF indica claramente que se trata de un flavonoide.

En su espectro de RMN-'H (espectro 22) se observan las sefiales caracteristicas para
dicho esqueleto. En 8 12.6] se visualiza la sefial {s) del Cs-OH, y entre § 3.87-3.97 se
observan cinco sefiales simples, que por su desplazamiento quimico cormresponden a metilos
quc forman parte de un fenil-metil-éter. En la region de los aromaticos se observa un patrén
de sustitucion para el anillo B, ¢l cual se encuentra trisustituido, en & 6.99 se observa una
sefial doble (J= 8.4Hz) que corresponde al H-5', en & 7.73 aparece una sefial doble de doble
(ddy que corresponde al H-6' con Jorto= 9 Hz y Jmeta= 2.1 Hz, y finalmente la sefial doble
en B 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 10.

En su espectro de masas se observa un fragmento de m/z 373, e cual es
caracteristico del anillo A metoxilado en la posicién 6. Esto sugiere como (nica
posibilidad, que la sefial 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

RMN-'H (espectro 22), ya que no se observa ninguna sefial para este hidrégeno vinilico.
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Esquema 10. Espectro COSY que muestra fos acoplamientos del H-2' y H-6'.

Por lo anterior, la sustancia aislada es 3'4',3,6 7-pentametoxi-5-hidroxiflavona
(371).

CH ©

3',4'.3,6,7-pentametoxi-5-hidroxiflavona.
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Hispidulina (6-metoxi-4',5,7-trihidroxiflavona, 111).

La discusién de la sustancia se encuentra ¢n la pp 69.

Hispidulina.

8.2. ESTUDIO BIOLOGICO.

De las pruebas de citotoxicidad se encontrd que las aguas madres del extracto con
acetato de etilo de hojas-tallo presentaron una toxicidad marcada (ICse= 59.88 ppm),
mientras que de las aguas madres del extracto eténélico de hojas-talle y e! extracto
hexdnico de flores tuvieron una menor toxicidad para Arfemtia salina (LCsp= 556.55 y
243.46 ppm respectivamente), tal como se indica en la tabla XXX. Se considera que estas
variaciones de los resultados estan influenciada por el tipo de constituyente y la

concentracidn en la que se encuentran en cada uno de los extractos.

Con respecto a las pruebas antiinflamatorias de los extractos evaluados (tabla
XOXXH), el solido € obtenido del extracto de acetato de etilo fue el que tuvo un mayor
porcentaje de inhibicion en el edema de la oreja de la rata (69.60%), sin embargo, al
evaluar algunas sustancias presentes en ef sélido tales como la eupatilina e hispidulina,
éstas muestran un bajo porcentaje de inhibicion (23,65 y 25.20% respectivamente), cabe
mencionar que estas sustancias fueron evaluadas per un método distinto con el que fue

evaluado el extracto, debido a problemas de solubilidad de las mismas, lo cual pudo
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repercutir con los resultados. Por otro en la literatura se informa que la eupatilina presenta

actividad antiinflamatoria a! inhibir la 5-lipooxigenasa. **’

De aqui que no se puede
considerar que las sustancias evaluadas no presenten efecto antiinflamatorio. Asi mismo,
esta actividad pudo estar influenciado por la presencia de otras sustancias, tales como los

flavonoides glicosilados, presentes en los extractos y que no fue posible de purificar.

En las evaluaciones microbioldgicas se encontrd que inicamente de la extraceion
con acetona fealizada al sdlido del extracto etandlico de hojas-tallo tuvo actividad
antimicrobiana frente a Psendomonas aeruginosa, mientras que de las aguas madres del
extracto etandlico de flores tuvo actividad frente a Sarcina Iutea. Ambos extractos, a pesar
de ser obtenidos con etanol, presentaron actividad frente a diferentes microorganismos, lo
cual se debe a que las sustancias de uno y otro extracto son diferentes, ya que del primero
se identifico a la hispidulina y eupatilina, mientras que del segundo a pesar de no ser
estudiado quimicamente se supone que los constituyentes quimicos son similares al sélido
del extracto etanélico en el que se encontr6 flavonas glicosiladas; cabe mencionar que en la
literatura se ha encontrado que los flavonoides libres y glicosilados poseen diferentes
actividades biologicas entre ellas la microbiologica, en el que las flavonas libres presentan

un amplio espectro’ 27 7,

, mientras que cuando esta glicosilado tienen un menor espectro
m por lo que se considera que las flavonas son los constituyentes responsables de la

actividad antimicrobiana.
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V. CONCLUSIONES GENERALES.

En el presente trabajo se logrd la purificacion y caracterizacion estructural de 5
sustancias, contenidas en las partes aéreas de Aloysia triphylla, las cuales fueron: -
sitosterol {177), 4cido oleanolico (144). acido ursélico (154), hispidulina (116) y B-D-
glucésido del B-sitosterol (176). Adicionalmente, se obtuvieron dos productos de la
extraccién selectiva de la hidrolisis con HCI (5 %) a partir del material vegetal: S-
(hidroximetil)-2-furancarboxaldehido (178) y 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona (179).

De las evaluaciones biolagicas, se encontrd que el extracto cloroformico de flores
fue el mas letal frente a Artemia salina, mientras que del fraccionamiento del extracto
cloroférmico de hojas-tallo, las fracciones gue contenian a la mezcla de dcido ursdlico y
oleanélico, fueron las mas toxicas para este crustaceo. Por otro lado, de las evaluaciones
antimicrobianas se observd que los aceites esenciales de hojas-tallo tuvieron actividad
inhibitoria frente a M. smegmatis, mientras que la mayoria de los extractos hexanicos
presentaron una ligera actividad frente a dicho microorganismo. Al evaluar la mezcla de
acidos, estos tuvieron una ligera actividad frente a M. smegmatis y Candida albicans. Los
resultados de los ensayos antiinflamatorios de los extractos solo mostraron un ligero

porcentaje de inhibicion.

De Cirsium jorullense, se identificaron dos flavonas: eupatilina (313), hispidulina
(111), y cuatro flavonas como productos de reaccién de hidrélisis en medio acido y de
metilacion: eupatilina (313), hispidulina (111), 6,7,3',4'-tetrametoxi-5-hidroxiflavona
(313a), 3,6,7,3',4'-pentametoxi-5-hidroxiflavona (371).

Las aguas madres del extracto de acetato de etilo mostraron toxicidad para Ariemia
salina. Por otro lado, en relacién a las pruebas antiinflamatorias, el extracto que presenté un
alto porcentaje de inhibicién del edema fue el de acetato de etilo de hojas-tallo. Sin

embargo, al evaluar algunas de las sustancias presentes en este extracto, estas no mostraron
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una actividad antiinflamatoria notoria, por otra parte, Gnicamente los extractos etandlicos
de hojas-tallo presentaron actividad inhibitoria frente a Sarcima lutea y Pseudomonas

aeruginosa.

De esta manera, los resultados del presente estudio se pueden incorporar a los ya
informados en la literatura, contribuyendo asi al conocimiento quimico y biclogico de estas
dos especies vegetales, ya que los triterpenos pentaciclicos (4cido oleanélico y ursélico) y
los esteroles (B-sitosterol y B-D-glucésido del B-sitosterol) no habian sido informados como
constituyentes quimicos del genero 4loysia (Lippia). Cabe mencionar que en la literatura se
ha informado la presencia de las mismas en diversas familias (Compositae, Labiatae,
Rosaceae, Myrtaceae, entre otras). Ademas, de que es )a primera vez que se hace un estudio
quimico y biologico de Cirsium jorullense. Sin embargo, los resultados del presente trabajo
no correlacionan directamente con el uso popular de las plantas objetos de estudio, debido a
la ausencia de alguna actividad bioldgica notable en los bioensayos realizados. Cabe
mencionar, que existen diversas posibilidades de evaluar las propiedades biologicas de las
plantas de aqui que tengan que ensayarse otros métodos que permitan establecer una

coorrelacion.
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ESPECTRO 20. RMN-"C (75 M1z, CDChL, TMS) DE LA 6,7,3' 4-TETRAMETOXI-5-HIDROXIFLAVONA, 313a),
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ESPECTRQ 23. RMN-"'C (73 MHz, CDChy + DMSG, TMS) DE LA 3,6,7,3 4'-PENTAMETOXI1-5-HIDROXIFLAVONA, 171),
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