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I. Introducción 
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El aprovechamiento de los recursos naturales data desde la existencia del hombre mismo. 

Han sido múltiples las observaciones y numerosas las experiencias acumuladas sobre este 

aspecto, éstas se encuentran enmarcadas dentro de ciertos limites geográficos, por la existencia y 

diversidad de los grupos étnicos y por la disponibilidad del recurso. 

México es un país vasto y diverso en recursos vegetales, ya que prácticamente todos los 

grandes tipos de vegetación existentes en el mundo se presentan en el país y su distribución a 

menudo es compleja, en función de la amplia variedad de topografia, climas, suelos y usos de la 

tierra [J]. Sin embargo, el conocimiento sobre la flora mexicana es muy deficiente y 

fragmentado, aún en sus aspectos básicos; basta mencionar que la descripción botánica de 

especies presentes en nuestro país, se encuentra en proceso. 

El conocimiento de la vegetación y sobre todo de sus interrelaciones ecológicas con los 

diferentes factores del medio ambiente, constituye hoy en día una base indispensable para el 

adecuado aprovechamiento y la debida conservación de la flora mexicana. 

En las últimas décadas, con el advenimiento de la revolución industrial y la producción 

masiva de bienes y servi~ios;. muchos recursos naturales han sido sobre explotados de manera tal 

.q\Je hacen. peiisrar no sólo la producción industrial, sino la existencia del mismo recurso y el 

éq~ílíbrio ecológico mundial. 

En este aspecto, los profesionales de la química tienen un papel central, ya que al ser esta 

ciencia la disciplina que estudia la estructura de la materia y sus transformaciones, resulta 

evid~~te que tales conocimientos son esenciales para analizar problemas complejos, ofrecer 

alÍem_átivas, y eventualmente, coadyuvar a la resolución de los mismos. 

·con base en lo anterior, el presente trabajo está enmarcado en el área de los productos 

naturales, específicamente en lo referente al estudio de plantas medicinales mexicanas, como 

Cirsium joru/le11se (cardo santo), la cual es originaria de San Rafael Tlalmanalco, Estado de 

México. 
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·El estudio de una planta medicinal, requiere de una metodología especifica para examinar 

las interacciones y relaciones entre los componentes biológicos, químicos y culturales del medio 

ambiente [2]. 

El empleo de las plantas medicinales forma parte de nuestra cultura y tradiciones. Sin 

embargo, el cardo santo, al igual que otras plantas utilizadas con fines curativos por los diversos 

grupos étnicos y sociales que habitan nuestro país, carecen de estudios botánicos, fitoquimicos, 

farmacológicos y de aplicación clínica. 

Asi mismo. las plantas superiores han servido de alimento para hombres y animales, ya 

que estas además acumulan cantidades considerables de sustancias orgánicas (metabolitos 

secundarios), las cuales pueden servir principalmente como productos farmacológicos de gran 

interés en el tratamiento de diversas enfermedades, además de jugar un papel muy importante en 

la naturaleza. 

Por otro lado, la investigación quimica y biológica en el área de productos naturales ha 

. mostrado un. gran desarrollo, gracias a los avances en técnicas instrumentales de análisis y al 

interés que se tiene sobre algunos metabolitos secundarios que presentan un reto a la química 

orgániea y son de gran interés para la medicina contemporánea. 

Por lo anterior, el presente proyecto tiene como finalidad describir el estudio quimicot y 

· 1.a evaluación biológica2 de Cirsi11mjon1/le11se, especie vegetal utilizada por los habitantes de San 

. Rafael Tlalmanalco, Edo. de México, en el tratamiento de enfermedades de las vias respiratorias 

y gastrointestinales3
. 

1 El estudio químico comprende el aislamicnlo y dctcnninación de la cstmctur.a molecular de los mctabolitos 
secundarios mayori1arios presentes en esta especie vegetal. 
: La c\'aluación biológica abarca la dclcnninación de la acli\'idad aruimicrobiana. tóxica y antiinílmnatoria de 
cx1rnc1os y sustancias pums. 
3 Comunicación personal con la M. en C. Abigail Aguilar. Herbario del Centro Médico Siglo XXI del Instituto 
Mexicano del Seguro Social. 



Estudio Químico y E\'aluación Biológica de C/rs/umjon1/lense 4 

II. Fundamentación teórica 



La importancia que tiene el conocimiento sobre la estructura química de las sustancias 

presentes en las plantas superiores, es de gran utilidad práctica, tanto para la investigación básica 

como para fines industriales, entre las cuales se pueden mencionar: la industria farmacéutica, de 

alimentos, agroquimicos y cosméticos, entre otras. Sin embargo, es importante reiterar que los 

aspectos utilitarios de los recursos naturales deben considerarse sólo después de un estudio 

integral de los mismos y sobre la viabilidad de su aprovechamiento racional. 

A pesar de la gran diversidad de aplicaciones, las mayores contribuciones de los estudios 

fitoquímicos se enfocan en la determinación de la estructura quimica, origen biosintético y modo 

dé acción de los productos naturales en el campo de la fisiologia vegetal. 

El proceso de estudio de una planta, es una actividad en la cual se requiere un amplio 

trabajo con una estrecha relación de diversas áreas como Biologia, Farmacología, 

Farmacognosia, Quimica y Toxicología [3]. Para ello, como trabajo de investigación en el área de 

la Quimica de Productos Naturales requiere de diversas técnicas. Es necesario primero realizar la 

selección, colección, clasificación y preparación del material a estudiar, para seguir con la 

extracción con disolventes de diferente polaridad y análisis preliminar. El extracto crudo 

obtenido, contiene sin embargo numerosas sustancias, que para lograr su aislamiento y 

purificación es necesario conformar una estrategia de separación que requerirá de técnicas de 

extracción, destilación, cristalización y cromatográficas. En la actualidad, una gran cantidad de 

laboratorios emplean técnicas de Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución (HPLC) para el 

seguimiento y control de la pureza final de sus productos aislados. 

Una vez obtenidas las sustancias puras, se determinan las propiedades fisicas y sus 

caracteristicas moleculares. Para ello, se utilizan métodos espectroscópicos como la absorción 

molecular en la región del ultravioleta y visible [3], la cual depende de la estructura electrónica 

de la molécula que se encuentra asociada con moléculas conjugadas. La conjugación aumenta la 

longitud de onda de la absorción al disminuir la diferencia energética entre el estado fundamental 

y el estado excitado. 



Estudio Qulmico y Evaluación Biológica de Cir.•iumjoru//ense 6 

La espectroscopia de infrarrojo, es uno de los métodos más utilizados, dado que permite 

identificar grupos funcionales presentes en una molécula, Los átomos que la forman oscilan o 

vibran constantemente alrededor de sus posiciones de equilibrio a temperatura ordinaria, la 

amplitud de estas oscilaciones es muy pequeña y su frecuencia de vibración es relativamente 

elevada. Esta frecuencia está asociada a la longitud de onda ubicada en la radiación infrarroja, por 

lo que existe una interacción de dicha radiación con las vibraciones atómicas de una molécula. 

Por lo tanto, al incidir una radiación infrarroja de frecuencia apropiada, ocurre una absorción de 

energia por las moléculas registrándose en un gráfico el porcentaje de la radiación absorbida 

(o transmitida) en función de la longitud de onda [4]. 

Uno de los métodos más sensibles es la espectrometria de masas (EM), la cual se basa en 

la ionización de la molécula a investigar y su ruptura en fragmentos iónicos mediante la 

aplicación sobre la muestra de un haz de electrones, con lo que se produce un catión molecular 

W, donde se obtiene el peso molecular de la sustancia problema, el cual es de gran valor en la 

determinación de su estructura. El estudio de fragmentación, proporciona mucha información 

que permite reconstruir la estructura total de los compuestos. Además, se han descubierto varias 

interfaces de la EM como el termospray (TSP)4, el flujo continuo FAB (CF-FAB) y el 

electrospray (ES)'. 

Otra técnica para la determinación de las características moleculares es la Resonancia 

Magnética Nuclear (RMN) [S], la cual da información sobre el entorno quimico, el número, tipo 

y relación de hidrógenos. La RMN-t 3c nos permite conocer el ambiente químico, tipo de 

hibridación y en algunos casos su orientación en las moléculas. 

Actualmente se tiene acceso a equipos mucho mas sofisticados que permiten desarrollar 

otras técnicas espectroscópicas, como el COSY, HETCOR. DEPT, HMBC, HMQC, NOESY, 

entre otras, con las cuales se posee mayor información en la elucidación estructural. 

4 El TSP pcnnite la ioni7.1ción de constituyentes modcradmneltle polares como poliíenoles o terpcnoides en un rango 
de 200 + nniclades de masa atómica (mna). 
> El CF::fAB o el ES son empicados genernlmenle para grandes moléculas polares (mayor a 800 mi.1) 
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La búsqueda química de sustancias de los extractos crudos de las plantas, ha permitido 

con el paso del tiempo, la localización de miles de ellas con diversas propiedades biológicas; sin 

embargo se ha tomado especial interés por el estudio de ciertas familias que han demostrado 

poseer peculiares e importantes características químicas, biológicas. taxonómicas, entre otras, 

como en el caso de la familia Compositae. 

A. Familia Compositae. 

Las Compuestas, es una de las familias más numerosas del grupo de las fanerógamas. Está 

integrada por alrededor de l. 000 géneros y unas 13, 000 especies (7). Se encuentra muy 

diversificada y mejor representada en el norte y centro de la República Mexicana, lo cual se debe, 

principalmente. a factores ecológicos, pues el clima húmedo y caliente es el menos favorable para 

este grupo de plantas que alcanzan su máxima representación en sitios secos y en lugares más 

frescos de las regiones montañosas. 

De la gran variedad de plantas que conforman el hábitat natural. la familia Compositae es 

la más vasta dentro de las fanerógamas y la que cuenta con una mayor distribución en el mundo. 

Se conocen 316 géneros en la familia Compositae, distribuidos en dos subfamilias y 13 tribus, las 

cuales son: He/ia11theae, He/e11ieae, Astereae, Eupatorieae, /1111/eae, Anthemideae, Cale11d11/eae, 

Mutisieae, Cichorieae, Se11ecio11eae, Verno11ieae11eae, Arctateae y Asteracea [8]. 

Mas allá del conocimiento de la herbolaria medicinal china. hindú y azteca, existe una 

gran variedad de remedios y paliativos para la preservación de la salud que incluyen plantas 

medicinales y/o combinaciones de éstas. Razón por la cual, el nuevo enfoque que se ha dado en la 

investigación de la química de los productos naturales aislado de plantas medicinales, ha sido por 

la necesidad de validar los conocimientos empíricos que se tienen sobre una especie vegetal 

determinada, conocer los mecanismos de acción y establecer con claridad la estructura molecular 

de los principios activos en las plantas. 
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Entre estas últimas, están comprendidas algunas que poseen actividad antitumoral o 

antibacteriana y otras que constituyen fuentes comerciales de látex. 

Químicamente la familia Composilae, como era de esperarse por su dimensión, contiene 

una amplia variedad de metabolitos secundarios, los cuales se han clasificado ~n los siguientes 

grupos: 1 ). Compuestos acetilénicos, 2) Terpenos, 3) Flavonoides y 4) Sustancias diversas. 

Los compuestos acetilénicos, están presentes en todas las tribus de la familia Composilae 

y la variación de la estructura de estos compuestos es extremadamente amplia. Las tribus 

A11themideae, Arctateae, Astereae, Hele11ieae, Helia11theae, /1111/eae y Cy11ereae son 

especialmente ricas en acetilenos (8]. Los ílavonoides y terpenos (aceites esenciales, lactonas 

sesquiterpénicas y triterpenos) están ampliamente distribuidos, a diferencia de los alcaloides, 

cumarinas y diversos constituyentes fenólicos que tienen una distribución limitada. 

l. Compuestos insaturados. 

El grupo de las olefinas, está formado por hidrocarburos de cadena abierta en los que 

existe un doble y/o triple enlace entre dos átomos de carbono. La fórmula general del grupo es 

C.H2n, donde 11 es el número de átomos de carbono, ejemplo de ello son el aplotaxeno (38) y 

Shikokiol C (54), metabolitos aislados del género Cirsium, el cual se encuentra enmarcado dentro 

de la tribu Cy11ereae. 

Los compuestos insaturados, constituyen uno de los principales metabolitos presentes en 

la familia Compositae. Son moléculas lineales en las cuales dos átomos de carbono comparten 

tres pares de electrones y están representados en términos generales por trienos conjugados cuya 

estructura base es el acetileno. 
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Al igual que los alcanos, los miembros más bajos son gases, los compuestos intennedios 

son líquidos y los más altos son sólidos. Los compuestos de los grupos de los alquenos son más 

reactivos quimicamente que los compuestos saturados. Reaccionan fácilmente con sustancias 

como los halógenos, adicionando átomos de halógeno a los dobles enlaces. 

2. Flavonoides. 

En las plantas, los ílavonoides se encuentran en gran abundancia, apareciendo en una 

amplia variedad de formas estructurales, que junto con los carotenos son los responsables de dar 

color a ílores y frutos. Los ílavonoidescontienen 15 átomos de carbono en su núcleo base y 

presentan un arreglo Co-C3-Co, en el cual dos núcleos bencénicos (A y 13) están unidos por un 

anillo cromano en posición 2, 3, o 4. Aparecen en las plantas como O-glucósidos, donde uno o 

más de los grupos -OH están enlazados a uno o varios azúcares por un enlace hemiacetal [9], Se 

clasifican de acuerdo a la posición del anillo B (figura 1) en: (a) 1,3-diarilpropanos, (b) 1,2-

diarilpropanos y (e) 1, 1-diarilpropanos [9-10]. 

a) 1,3-diarilpropanos b) 1,2-diarilpropanos e) l, 1-diarilpropanos 

Figura l. Esqueleto base de los diferentes diarilpropanos. 

1. 1.3-diarilpropanos. 

Son en su mayoría pigmentos responsables de la coloración de numerosas ílores y algunos 

frutos. El elemento común de estos compuestos está relacionado con un núcleo 

básico, el 2-fcnilcromano. El ténnino 1,3-diarilpropano se asocia a una gran diversidad de 

estructuras: 
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• 2-fcnilcromonas: ílavonas (1). ílavonoles (2), ílavanonas (3). 

• auronas (4). 

• 2-fcnilcromanos: 3-ílavanol (5) y 3,4-ílavandioles (6). 

• ílavilios: antocianas (7). 

• chalconas: ílavonas abiertas (8). 

~ o 
(1) R=H 
(2) R=OH 

(5) R=H 
(6)R=OH 

2. 1,2,-diarilpropanos. 

cx;rD 
o 
(3) 

(7) 

HO 

OH 

IO 

OH 

(4) 

011 

011 011 

(8) 

En los vegetales gran parte de los isoflavonoides correspondes a las fitoalexinas, es decir 

las sustancias producidas por una planta en respuesta a una infección por un agente patógeno. El 

término 1 ,2-diarilpropano se asocia a un importante grupo de estructuras, como son: 

isoílavonas (9), isoílavanonas (10), 3-arilcumarinas (11). 
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llO·Wu ... º .. 1 1 Oll ..... , 
1 1 

..... Oll 

. '~~·.·=.··.··.'··. º .... · ·.· .. º . · .. , 1 .\ 
... · ... · .. 1 ..... el 

(9) . (10). 

011 

(11) 

J. 1.1.-diarilpropanos. 

La diversidad estructural de estos compuestos es ilimitada, donde las 4-arilcumarinas 

(12), dalbcgionas (13), neoflavenos (14) y 4-arilcromanos (15) son ejemplos característicos de 

estos compuestos. 

OH 
HO 

OH OH 

(12) (13) (14) (15) 

Un gran número de flavonas y flavonoles sustituidos se han identificado en la familia 

Compositae; aunque también se han idenrifícado en pocas tribus, diversas chalconas y auronas. 
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.·Por ejemplo: la .pectolinaringenina (16) se ha separado de ocho especies de Cirsi11m 

(microspicat11m, otaye, :yoshl:awae, japo11ic11m, kagamo11ta1111m, 11ippo11ic11m, immdatmn y 

~lerac~1~m) [IJ{¿Ika~ferol (17) y la quercetina (18) se encuentran en 21 especies de esta - . 
familia; las allt<Ícianinas han sido idenlifieadas en 11 géneros, siendo la cianidina {19) la más 

representaiiva de este grupo de compuestos. 

011 

110 

(17) 

011 

110 

(18) (19) 

b. Propiedades biológicas. 

La función de los flavonoides como atrayentes de insectos para la realización de la 

polinización es muy importante. 01ras funciones son atribuidas como agentes protectores contra 

la luz UV y contra diversos organismos fitopatogénicos [9]. 

La actividad biológica de los flavonoides fue primeramente sugerida por Szent-Gyorgyi 

[ I ], quién informó que la cáscara del limón es efectiva para prevenir la caída del cabello y la 

fragilidad del mismo asociada con el escorbuto. 
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Este grupo de sustancias presenta un amplio espectro de propiedades, entre las que se 

encuentran: antiinflamatorias, antitumorales, antihcpatotóxicas, efectos en el sistema vascular, 

antimicrobiana, antiviral, antialergénica, hipoglucémico, anticoagulante, además inhiben '1a 

actividad de diferentes enzimas (reductasa aldosa, oxidasa xantina, AMPc, Bomba ATPasa-2•ca, 

protcincinasa tirosina, f3-glucoronidasa, aromatasa, etc.) mientras que otros tienen activi.dad 

antioxidante [ 12). 

Dada la diversidad de las actividades biológicas que presentan Jos flavonoidcs y para los 

fines del presente trabajo, se discutirán detalladamente esta clase de compuestos en términos de 

su capacidad para afectar Ja respuesta inflamatoria. 

1. Actividad antiinflamatoria. 

El interés de los flavonoides como agentes antiinflamatorios naturales, se debe a que 

presentan ciertas ventajas frente a Jos fármacos antiinflamatorios no esteroidalcs (F AINE) 

clásicos, debido a que tienen un amplio margen de seguridad y minima ulcerogenicidad, además 

de su baja toxicidad cuando son empicados en un tratamiento prolongado [13]. 

c. Biosíntesis. 

Diversos experimentos, con precursores radioactivos, han revelado que el esqueleto de 

carbono del flavonoide es derivado de tres unidades de acetato y de Ja fenilalanina [11). Los 

pasos de la reacción encaminada a la formación de los precursores de Jos flavonoides se ilustran 

en el esquema l. 

El anillo A es formado a partir de tres unidades de acetato, proporcionadas por la malonil-

CoA, la cual se obtiene a partir de la condensación de acctilcoenzima A (acetil-CoA) con dióxido 

~:decc~rb.o~oy, cuya reacción es catalizada por la acetil-CoA carboxilasa (a); mientras que el 

. ~riill~:B.y C-z', C-3 y C-4, del anillo heterociclico, provienen del éster de ácido hidroxicinámico, 

,· . (el ·~"b~ri;~r~Íl-CoA). 
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Glucólisis. 
CARDOHIDRATOS -----------. 

Siquimalo 

+ co, 
Arogcnalo Metabolismo general de los fenilpropanoides. 

+ 
D .O Dº" Ñ"' 

.~ ... ~ --!!. .J ~ -4 .J ~ --!!. c.A•yl 
Fcnilalanina Cinamato 4-Cumarato 4-Cumaroil-CoA 

Acctil-CoA. 
a 

~MalonilCo-A 

a~a.p_ rª' 
~:~ :.~''. . . 

2 ',4 ',6 ',4-tctrahidroxichalcona 

;!2 
. ·v··· ""=Off 5 ¡· --

1 ~ 
ffQw· . º - ¿; 3+4 

""'- ~ 
Off O 

Naringcnina 

Vía de los flaK>noides. 

Flavonas, 

lsoflavonoidcs, 

Flavonolcs, 

Enzimas: (n) Aceti/-CoA carboxilasa, (b) Fe11i/a/a11i11a a111011ialiasa, (e) Ci11a111ato-./-hidroxi/asa, 
(d) ./-cumarato ligasa, (1) Cha/cona sil/lasa, (2) Cha/cona isomerasa, (3) 2-hidroxiisoflam11011a 
si11tasa, (4) 2-hidroxiisoflavanona dehidratasa, (5) J-1al'011a simasa I y //, (6) F/al'o11011a-./
red11ctasa, (7) Flamnona-3-hidroxilasa, (8) F/al'0110/ si11tasa. 

Esquema 1. Mecanismo general de la biosíntesis de los flavonoides. 
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El 4-cumaroil-CoA se produce en el primer . paso del melabolismo general del 

fcnilpropanoide, el cual inicia con la síntesis de la fenilalanina a través de la vía del 

siquimato/arogenato. 

La reacción clave es la deaminación de la fenilalanina, catalizada por la fenilalanina

amonialiasa (b), la cual une el metabolismo primario con la via del fenilpropanoide. El producto 

de la reacción, el /ra11s-cinamato, es hidroxilado a 4-cumarato por la cinamato-4-hidroxilasa 

(e). La activación del 4-cumarato con la formación del ester CoA, el 4-cumaroil-CoA. es 

catalizada por la 4-cumarato ligasa (d). 

La enzima clave en la formación del esqueleto del tlavonoide es la chalcona sintasa (1), la 

cual cataliza la condensación de tres unidades de malonil-CoA con el 4-cumaroil-CoA, para la 

obtención del intermediario de 15 carbonos, la 2',4',6',4-tetrahidroxichalcona. (esquema 2). 

La segunda reacción clave, es la cictización estereoespecifica de la chalcona, que es 

catafüo:ada por la chalcona isomerasa (2) formando una (2S)-ílavanona con el esqueleto del 

tlavonoide típico (esquema 1 ). 

Las tlavanonas son los precursores directos de una gran clase de navonoides. Los 

isoílavonoides, los cuales están involucrados en la síntesis de litoalexinas6 (ej. pterocarptano) y 

en la formación de dos intermediarios de flavonoides, los flavan-4-ol y los dihidroflavonoles. Las 

flavonas (ej. apigenina) que son obtenidas a partir de la introducción de un doble enlace entre el 

C-2 y C-3 por dos tipos de enzimas la Flavona sintasa 1 y 11 (5). La reducción del grupo carbonilo 

produce los flavan-4-ol (ej. apiforol), reacción catalizada por la Flavanona-4-reductasa (6). 

Finalmente, las flavanonas pueden ser hidroxiladas en la posición 3 por la flavanona-3-

hidroxilasa (7) para producir los dihidroflavonoles (ej. dihidrokaemferol), los cuales son 

intermediarios en la formación de flavonoles, catequinas, proantocianidinas y antocianidinas. 

• Metabolitos que juegan un rol principal en la inhibición del crecimiento de hongos p.1t6gcnos in i•il>o 191. 
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ncll 
CbAy ~. 

o 

4-counmroil·CoA 

~~ 
co,.CoASJI ~ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN· 

CO., 1 

1 

o 
Benzalacetona 

16 

Oll 

~0~at ºy 
CoASll 

[~~-] 
CoASH 

~º~ 
cn,,CoASll ~ 

1120 CoASll 

º" 

Oll 

Dihidropirona 

Estirilpirona 

2' ,4' ,6' ,4-tetrahidroxichalcona 

Esquema 2 •. Mecanismo de acción propuesto para la chalcona sintasa en la síntesis de los 
tla\'onoides. 
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3. Terpenos. 

Un gran número de sustancias están agrupadas a la palabra "terpeno", término que indica 

que todas ellas tienen un origen sintético común. Los terpenos están constituidos por varias 

unidades de isopreno (20) y se clasifican de acuerdo al número de unidades que los conforman 

tabla 1 

(20) 

Tabla l. Clasificación de los terpenos de acuerdo a las unidades de isopreno [ 16]. 

Número de Número Nombre o Algunos tipos e incidencia. 
unidades de de carbonos clase 
iso reno 

Cs isopreno detectado en las hojas de Ha111amelisjapo11ica 

2 C10 monoterpeno monoterpenos en aceites esenciales (ej. mentol) 
lactonas monoterpénicas (ej. nepetalactona) 

3 C1s sesquiterpeno sesquiterpenos en aceites esenciales 
lactonas sesquiterpénicas (especialmente en la 
familia Composilae) 
abscisinas (ej. ácido abscisico) 

4 C20 diterpeno ácidos diterpénicos en las resinas de las plantas 
giberelinas (ej. ácido gibcrélico) 

6 C30 tri terpeno esteroles (ej. 13-sitosterol) 
triterpenos (ej. 13-amirina) 
saponinas (ej. yamogenina) 
glicósidos cardiacos 

8 C40 tetraterpeno carotenoides (ej. 13-carotenos) 

11 c. polisopreno caucho (ej. en Hewa brasi/e11sis) 

Dentro de los terpenos encontramos a: aceites esenciales, lactosas sesquiterpénicas, entre 

otros. 
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a. Aceites esenciales. 

Son metabolitos secundarios presentes en los diversos órganos de las plantas. Se les puede 

encontrar en hojas, flores, frutos, entre otros. Son una mezcla de terpenos (monoterpenos y 

sesquiterpenos) y menos frecuentemente compuestos arénicos derivados del fenilpropano, los 

cuales son responsables del olor característico de los vegetales. 

Los aceites esenciales son comercialmente importantes como bases para perfumes y en la 

industria alimenticia se emplean como especias y saborizantes, además de tener funciones 

biológicas bien definidas como la polinización, medio de defensa. entre otras [ 17), La familia 

Compositae ·particularmente es rica en aceites esenciales. Ejemplo de estos compuestos son: 

linalol (21), limoneno (22), alcanfor (23) y ácido abscísíco (24). 

~ 
o~H-- 6a;zH 

(21) (22) (23) (24) 

b. Lactonas sesquiterpénicas. 

Entre los sesquiterpenos destacan las lactonas sesquiterpénicas, por sus interesantes 

propiedades quimicas y biológicas7
. Son derivadas del pirofosfato de farnesilo (25) y se han 

encontrado en diversas tribus de esta familia. 

(25) 

7 Dcn1ro de las que dcsrm:nn Ja muihehninlica de la santonina e inhibidor;1 de lurnorcs cancerosos que posee la 
,·cmolcpina l 1111 
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Las lactonas sesquiterpénicas pueden presentar como esqueleto base, a las del tipo: 

eudesmanólidas - biciclo 6/6 - (26). germacranólidas - anillo de 10 miembros - (27) y 

guayanólidas- biciclo 5/7 - (28). Algunos de ellos poseen actividad citotóxica. 

(26) Eudesmanólidas (27) Germacranólidas 

(28) Guayanólidas 

Una característica muy importante y común en todas ellas, es la presencia de un 

anillo y-lactona, que se da por el cierre hacia los carbonos 6 o 8, y el cual en muchos casos 

presenta un grupo a-metileno conjugado con el grupo carbonílo. 

4. Sustancias diversas 

Además de las sustancias ya mencionadas, se han aislado, aunque en menor proporción: 

a) Cumurinas 

~ 
Vl-.oAo 

(29) Cumarina 

Á~i 
lJloÁo 
(30) Gerberocumarina 

~ 
uº~º·,, 

(31) Isogerberocumarina 
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b) Alct1foiclcs. 

(32) Feromona 

e) Compuestos Fendlicos 

~ 
OH 

(35) p-hidroxifenol 

(33) Senecionina 

.<J 
0-Glu 

(36) Arbutina 

~ 
UÑJ 

1 

(34) Echinorina 

o 

~0-GW 
(37) Piceina 

20 

Por último la familia Composilae cuenta con marcadores quimiotaxonómicos de tipo benzopirano 

y bcnzofurano, sin descartar a las tiarubinas, tertiofenos y polienos por sus interesantes 

propiedades biológicas, entre las que destacan citotóxica, antimicrobiana y antiviral [9). Entre los 

miembros de la familia Compositae utilizados como medicinales hay que recordar la raíz de 

diente de león (Taraxac11111 afficilae), el lactucari o "opio de lechuga" (Lact11ca virosa) y las 

orejas de ratón o pelosilla (Hicraci11111 pilosel/a) que poseen actividad antibiótica y han sido 

utilizados para el tratamiento de la liebre de Malta [ 1 O]. 
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B. Género Cirsium. 

El género Cirsium pertenece a la familia de las Compuestas y su descripción se encuentra muy 

bien detallada en la literatura [ 17-18], además se localiza ampliamente distribuido en las regiones 

secas y en los lugares más frescos de las regiones montañosas. Se clasifica dentro de la tribu 

Asteraceae (Cy11areae), la cual comprende entre 2500 y 2900 especies en 80 géneros. Sólo cerca 

de 300 de estas especies de alrededor de 25 géneros han sido investigadas químicamente [8]. 

1. Usos Medicinales del Género Cirsium. 

En México, se encuentran diversas especies de Cirsium empleadas en la Medicina Tradicional para 

el tratamiento de diferentes padecimientos, que se muestran en la tabla 2. Entre ellas se encuentra 

Cirsium jontlle11se, especie vegetal utilizada por los habitantes de San Rafael Tlalmanalco, Estado 

de México, para el tratamiento de enfennedades gastrointestinales y de las vías respiratorias 

Cirsium jontlle11se 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 aproximadamente 

2 cm, con flores violáceas que florecen en los meses de julio a septiembre [2]. 
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Tabla 2. Usos medicinales de algunas especies del género Cirsium. 

C. anartiolepis 
Cardosw1to 

C. com7Jic11m 
Cardosa11to 

C. erenbergi 
Cardo 

C. chlorolepis 

C. jor11/le11se 
Cardoswllo 

C.japo11ic11111 DC. Var. 
11ss11rie11se 

C. japo11ic11111 

C. 11/l!XÍCOl/llm 

Cardosa1110 

C. cf. pi11et1ont111. 
Gree11111 

Cardoswllo 
C. rhaphilepsis 

Cardosai1to 

C. s11hcor«!ace11111 
Cardosa1110 

Michoacán 

Quimixtlan y Puebla 

Centro del País 

Estado de México 

Estado de México 

Mizántla, Veracruz 

Tlaxcala 

Hutil. Hidalgo 

Puebla 

Michoacán 

Puebla y Oaxaca 

Prc11aración: (1) Cocimiento. (2) lnfu.\"ión. 

Granos, heridas y 
asma. 

Dolor de corazón 
y pulmón 

Vías respiratorias, 
flujo vaginal, 

presión arterial, 
ojos, 

antiinflamatorio 
Fractura y 
hematuria 

vías respiratorias, 
gastrointestinales 

Antiinflamatorio 

Artritis 
reumatoide, 

hematemesis y 
hematuria 

Calentura y 
ºmal de orin"' 

Diabetes 

Antiinflamatorio 
en heridas cutáneas 

Diabetes y riñon 

Reumas 

Dolor de corazón 

Tos 

Raíz 

Flor2 

Flor2 

Raíz 

Flor2 

Flor2 
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(19] 

(20] 

(19] 

(59] 

[19] 

,· (20], 

[20] 

(20] 

(20] 

(19] 

[19] 

(20] 
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2. Química del género Cirsium. 

Pocos han sido los estudios realizados al género de donde se ha aislado una serie de 

metabolitos secundarios novedosos e interesantes, tales como poliacetilenos, flavonoides, 

terpenos, ácidos orgánicos, entre otros. Los cuales se enlistan en la tabla 3 y se muestran en la 

figura 2. Siendo los poliacetilenos y flavonoides dos grupos de metabolitos de gran interés por la 

variedad de sustancias aisladas y por la valiosa actividad biológica que presentan. 

Tabla 3. Constituyentes químicos del género Cirsium. 

Especie Constituyente 

Cjapanicum Aplotaxeno 

Epóxido del aplotaxeno ( 1 l, 12-epóxi
heptadeca-1,8, 14-trieno) 
Dihidroaplotaxeno 

Tetrahidroaplotaxeno 

l lexahidroaplotaxeno 

Heptadeca- l-en-11, 13-diin-8,9, 10-triol 

cis-8, 9-epóxiheptadeca-1-en- I 1, 13-diin-
10-ol 
Acetónido del heptadeca-1-en-11,13-
diin-8,9,I O-trio! 
cis-8, 9-epóxiheptadeca- I 0-ol 

Cirineo( A 

Cirineo( B 

Cirineo! C 

1-pentadeceno 

Estructura Referericiils · 

38 [21-23] 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

TESIS CON 
F'.ALLA DE ORIGFN 
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Tabla 3. Continuación. 

;.: ;~::::~~~~~t· v:;;;\'.2·1~t'::~:.'NQ~~~ff ~r~~·~i;.:··· · ·· ···· .. · ::,,·;~.~~,~f~m>; 1;~~r~t~~~~~1t 
C niponnicum Shikokiol A 51 (24] 
1•11r. 

sfiikokitl1111m 

e ltclc110itles 

e an•c11sc 

Acetónido del shikokiol A 

Shikokiol B 

Shikokiol C 

9-acctoxi-8-hidroxihcptadeca-1, I l, 14-
trieno 
8-acetoxi-9-hidroxihcptadeca-1, l l, 14-
tricno 
Aplotaxeno 

Epóxido del aplotaxeno 

Dihidroaplotaxeno 

Tetrahiroaplotaxeno 

8,9-diacetoxihcptadcca-1, l l, l 4-trieno 

8-acetoxi-9-hidroxihcptadeca- l, I l, 14-
trieno 
9-acetoxi-8-hidroxihcptadeca-1, I l, 14-
tricno 
8,9-dihidroxiheptadcca-l, l l, l 4-trieno 

8,9-epóxihcptadeca- I, 1 1, 14-tricno 

1,3-dicn-5, 7,9, l l -tridccatetraino 

1-epoxi-11-cn-3,5, 7,9-tridecatctraino 

5, 7-dien-9, l l, 13-pcntadecatricnol 

1,3,5-trien-7,9, l l-tridccatrieno 

Acetato del 3-cn-9-fcnil-5, 7-nonino 

C 1/ipsaco/cpis Aplotaxeno 

Dihidroaplotaxcno 

Tctrahidroaplotaxcno 

Hexahidroaplotaxcno 

52 

53 

54 

55 

56 

38 

39 

40 

41 

57 

56 

55 

51 

58 

59 

60 

61 

62 

63 

38 

39 

40 

41 

(25] 

(26] 

(27] 
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Tabla 3. Continuación. 

e tlip.mcolepis 7-octcnal 

(2E)-2,8-nonadicnal 

(2E)-2, 9-dccadicnal 

(2E)-2, 10-undccadicnal 

(2E,4E)-2,4, I 0-undccatricnal 

(2E,4E)-2,4, l l-dodecatricnal 

(2Z,4Z)-2,4, 11-dodccatricnal 

(2E,4Z)-2,4, 11-dodccatricnal 

n-dodccano 

n-tridecano 

n-tctradecano 

n-pentadccano 

n-hcxadccano 

n-heptadccano 

n-octadccano 

n-nonadccano 

n-cicosano 

2-rnctildodccano 

2-rnctiltctradccano 

2-rnetilhcxadccano 

3-rnctiltridecano 

3-rnetilpentadccano 

1-dodeccno 

1-tctradcceno 

1-pcntadcceno 

1-hcxadcceno 

1-hcptadcccno 

1 octadeceno 

25 

64 [27) 

65 

66 

67 

68 

69 

70 

71 

72 

73 

74 

75 

76 

77 

78 

79 

80 

81 

82 

83 

84 

85 

86 

87 

88 

89 

90 

91 



Estudio Quhnico y fa'llluación Biológica de Cirs/umjorullense. 26 

Tabla 3. Continuación. 

~l~~~~~~J~tc , ... , .. ··.·· .: .··iá:i.~~~~M~!~~t~ifÍ~Ii:~t!!~·{·:?:f:·~~t~~.'~9':;;~:~~r~.~~m~i'*J 
C hypo/cucum, Aplotaxeno 38 [27] 
e c11n11111, 

C C{lrtJfillÍ<llllllll 
Epóxido del aplotaxeno 39 

Enetctraineno 92 

Pcntaincno 93 

C o/crC{ICClllll, Tctracosano 94 [30-32] 
e t1n•c11sc 

Hexacosano 95 

Hcptacosano 96 

Octacosano 97 

Nonacosano 98 

e .text1num, Escualeno 99 [29-33] 
e olcrcacc11111, 
e t1n•e1u·e, 
e sc¡:ctum 

Taraxasterol 100 

Acetato de taraxasterilo 101 

Estigmasterol 102 

P-amirina 103 

Lupcol 104 

Acetato de lupeilo 105 

e cc/1i1111s, P-sitosterol 106 [34-35] 
C syrit1Clllll 

Glucósido del P-sitosterol 107 

e 1/ipst1colcpis Cipercno 108 [36] 

Cipcrcnol 109 

Acetato de cipercnilo 110 

Cipcrenal 111 

Ácido ciperénico 112 
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Tabla 3. ContinuaciórL 

e japcmnicum 

e corolitiianum 

e /anceo/atlllll 

e inumclatum, 
e japan11icu111, 
e 
kagt1111ontan11111, 
e microspicatum, 
e 11ippcmicu111, 
e o/ereaceum, 
e otaye, 
e yo.\·/1izawae 

e ari.w111e11se, 
e co/orcule11se, 
Cferum, 
e 
kamtsc/raticum, 
e pectille11u111, 
e r/1i11oceros 

Tujopscno 

Cariofilcno 

a-himachalcno 

Lactona 

Escutclarcina 

5, 7 ,4 '-trihidroxi-6-metoxinavona 

5,6, 7,4 '-tctrametoxiflavona 

3-0-glucósido del kamferol 

3-0-glucósido de la quercetina 

3-0-galactósido de la quercetina 

7-0-diglucósido de la apigenina 

Pectolinarigenina 

Pectolinarina 

113 [21] 

114 

115 

116 [28] 

117 

118 

119 

120 [37] 

121 

122 

123 

16 [9] 

124 [38-47, 50]. 

TESIS CON-1 
FALLA DE ORIG ~ :1! 
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Tabla 3. Continuación. 

e albescens, Linarina 
e lwsogama, 
C jflpm1ic11111, Var. 
australe y var. 
ussuriensc, 
e kawakflmii, 
e p11rp11r11t11111, 
e l1t1rie1rgat11111, 

e xantlwc11nt/111m, 7-0-glucósido de la Linarina 
C sefOSllllL 

C an•ense, Luteolina 
e ec/1in11s, 
e /1osog11111a, 

e olereace11 "'· 
e r/1i1wceros 

e /1eterop/1yll11111, 7-0-glucósido de la luteolina 
e kaga111011tan11111, 
e kt1waka111ii, 
e 111ats1111111rae, 
e ¡111/11stre 

e lleterop/1yl/11111 3.4'-0-diglucósido de la luteolina 

e an•ense 7-J3-glucuronidopiranósido de la 
apigenina 

7-0-rutinósido de la apigenina 

Tricina 

S-0-glucósido de la tricina 

3-0-galactósido del kamferol 

7-0-glucósido de la apigenina 

3-metoxikamfcrol 

. e ofereace11111 Quercctina 

3-mctoxiqucrcetina 

3-0-digalactósido de la qucrcctina 

3-0-rutinósido de la quercetina 

12S 

127 

128 

129 

130 

131 

132 

133 

134 

13S 

136 

137 

138 

139 

140 

141 

(38, 43, 47-SO, 
S6]. 

[SO) 

[3S, 46, 49, S2-
S4) 

[39, so. S4-SS) 

[S2, S4] 

[S6] 

[37, S4] 

28 
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Tabla 3. Continuación. 

e rhinoceros 

e .<etosum 

e ec/1inu.< 

e aomurense 
e n1aritÍl1111111, 
e t111111ke, 
Cjt1p011ic11111 DC. 
Var. ussuriense 
e linereae 

e n1t1ritin111111, 
Cpendu/11111 

e bre••isty/11111 

e ellnum 

e c/1/orolepis 

e bret•icau/e 

e steigr111n 

e /anceolat11111 

e t1risa11e11se, 
Cfer11111, 
e kml'llkm11ii, 
e ll'ollichii 

Apigcnina 

Acacctina 

Rutina 

4 '-O-glucósido de la cirsimaritina 

5,4' -dihidroxi-6, 7,3 '-trimetoxiflavona 
(Cirsilineol) 

5,3 ',4 '-trihidroxi-6, 7-dimctoxiflavona 
(Cirsileol) 

Cirsimaritina 

4 '-0-rutinósido de la cirsimaritina 

Furanosesquiterpeno 

5-hidroximctil-2-furancarboxaldehído 

5-metoximetil-2-furancarboxaldehído 

Cirsiumaldchído 

Cirsiumósido 

Cirsiumamida 

0-acetiljacolina. 

Ácido caféico 

Ácido p-hidroxibenzóico 

Ácido p-cumárico 

Ácido fcrúlico 

Ácido protocatccuico 

Ácido vainillico 

Ácido fumárico 

142 

143 

144 

145 

146 

147 

148 

149 

150 

151 

152 

153 

154 

155 

156 

157 

158 

159 

160 

161 

162 

163 

[45] 

[59] 

[35, 50] 

[50, 57] 

[50] 

[57-58] 

[59] 

[60] 

[61] 

[37] 

[ 42-43, 46, 52, 
61] 

29 
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(38) (39) 

(42) 

(44) 

(46) 

(43) 

(45) 

(47) R=OAc 
(48) R=OCH3 

(49) R= CI 

Figura 2. Estructuras de hidrocarburos insaturados aislados del género Cirsi11111 
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(50) 

(53) 

(59) 

OH 

(61) 

(63) 

(51) R1= OH, R, =OH 
(52) R1=R2= Acctónido 
(55) R1= OH, R, = OAc 
(56) R1= OAc, R, = OH 
(57) R1=R2=0Ac 
(58) R1=R2 = -0-

(54) 

(60) 

~ 
(62) 

Qll.c 

31 

, ~ 

Q-1 

<f 
~ ~ 

~(n)~ . ~00 
~CHO -=-.......0-0 ~ 

(64) 

Figura 2.Continuación. 

(65) n = !' 
(66) n = 2 
(67) n = 3 

(68) 
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(69) 

(71) 

~(n)~ 

(86)n= 1 
(87) n = 2 
(88) n = 3 

(81) n = 1 
(82)n =3 
(83)n=5 

(89) n = 4 
(90)n =5 
(91)n=6 

a-o 

(70) 

(72) n = 1 
(73)n=2 
(74) n = 3 
(75) n = 4 
(76) n = 5 

(77) n = 6 
(78)n=7 
(79) n = 8 
(80)n=9 

~(n)~ 

(84) n = 2 
(85)n=4 

(92) 

~ ~(n)~ 
(93) (94) n = 14 (97) n = 18 

(95) n = 16 (98) n = 19 
(9G)n= 17 

Figurn 2.Continuación. 
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(99) 

(102) 

(104) R= OH 
(105) R=OAc 

Terpenos 

Figura 2. Estructuras de terpenos aislados del género Cir.\·i11111 

(lOO)R=OH 
(101)R=0Ac 

(106) R =OH 
(107) R=OAc 

(103) 

- 33 
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(108) R = CH3 (111) R= CHO 
(109) R = CH20H (112) R = _COOH 
(110) R=OAc 

(115) 

Compuesto CJ Cs 

117 H OH 

118 H OH 

119 H OCH, 

Figuru 2. Continuación. 

(113) 

Flavonoides 

o 
C6 

OH 

OCH, 

OCH, 

- 34 

H3C OH 

HJC"'" " 
,,,CH3 

. 

(114) 

(116) 

e, C3· C4· Cs• 

OH H OH H 

OH H OH H 

OCH3 H OCH, H 



Compuesto 

120 

121 

122 

123 

16 

124 

125 

126 

127 

128 

129 

130 

131 

132 

133 

134 

135 

136 

140 

0-0lu 

0-0lu 

0-0al 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

0-0lu 

H 

H 

H 

H 

0-0al 

H 

OCH, 

OH 

OCH, 

0-0al-Oal 

0-Ram-Glu 

e~ 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH' 

OH 

OH 

OH 

OH 

H 

0-0lu 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

H 

H 

H 

H 

OCH, 

OCH, 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

OH 

OH 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

e, 
OH 

OH 

OH 

0-0lu-Olu 

OH 

0-Ram-Olu 

0-Ram-Olu 

0-0lu 

OH 

H 

OH 

OH 

H 

H 

H 

H 

H 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OCH3 

OCH3 

OCH, 

OCH, 

OH 

OH OH 

:,OH/ 

Gluc~r6níd~< > :' H' ,,, bH ' 
"Q'-OÍ:~":~a'~;t~:_ ,::;~':Ji.,:\:f: <,-.~i,+QH :,~e:, 

OCH, et /oc~j' ,,~: ci~ !,' 
. ocH, · ···. ·c;~~i ,;_: ak ,~t 

OH 0-0lu 

-···: ·-, 

.OH H' 

0-0lu 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

H 

H 

OH 

OH 

OH 

OH 

'· OH,,,, 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

Figura 2. Estructuras de ílavonoides aislados del género Cirsi11111 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

35 

.H 

OCH, 

OCH3 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

H 



Estudio Qui mico y E\'aluación Biológic;; de Clrslumjnrullénse 36 

7 
....,,,,, 

·' # 

Compuesto C3 Cs e, C1 C3· C4· Cs· 

141 H OH H OH H OH H 

142 H OH H OH H OCH, H 

143 O·Ram-Glu OH OH OH OH OH H 

144 H OH OCH, OCH, H 0-Glu H 

145 H OH OCH3 OCH3 OCH3 OH H 

146 H OH OCH, OCH3 OH OH H 

147 H OH OCH3 OCH3 H OH H 

148 H OH OCH3 OCl-13 H 0-Ram-Glu H 

Sustancias Diversas. 

o 
(149) (ISO) 

HOC~»CHO 
o 

(151) (152) 

Figura 2. Conliuuación. 
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HO ·.J F\.. · .... ·· \. • •.··. · .... ·· ...... ···· OGlu 

~o/"( 

OCHa 

(153) 

(155) 

(158) 

NCOOH 

HO~ 
OCH3 

(161) 

(156) 

(159) 

(154) 

~COOH 

HO~ 
(157) 

NCOOH 

HO~ 
OH 

(160) 

HOOC~ 

COOH 
(162) 

Figura 2. Estructuras de sustancias diversas aisladas del género Cirsium 
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a. Compuestos insaturados aislados del género Cirsium. 

Los compuestos acctilénicos constituyen uno de los principales mctabolitos secundarios del 

género Cirsium. Dentro de Jos más abundantes e importantes se encuentran los hidrocarburos 

insaturados de 1 7 carbonos. De las raices de cinco especies de Cirsium se han aislado uno de los 

más importantes: el aplotaxeno (38) y sus derivados dihidro-, tetrahidro-, y hexahidroaplotaxeno 

(40-42). Las raiccs de C. heleuoides y C. hypole11c11111 contienen el epóxido del aplotaxano (39). 

Estos compuestos son importantes intermediarios en la síntesis de políacetilenos de 17 carbonos a 

partir del ácido oléico [21 ], además de ser importantes marcadores quimiotaxónomícos de este 

género [25]. 

De las raíces de C. 11ipc111ic11111 var. Shikokianum se han separado cuatro nuevos derivados 

del aplotaxeno (51-54), Jos cuales son políolefinas de 17 carbonos, siendo el shikokiol A (51) el 

más importante, ya que es un potente ínhibídor in vitro de la actividad de la 5-lipoxigenasa [24], 

enzima clave en el metabolismo del ácido araquídónico para la formación de prostanglandínas, las 

cuales actúan como mediador en algunos procesos inflamatorios y juegan un rol importante en la 

génesis del dolor y reumatismos [62]. 

De las raíces de C. helenoides se aislaron los compuestos (51 y 55-58) que son 

probablemente biosintctizados por la planta a partir del epóxido del aplotaxcno en presencia de 

agua, el cual a su vez es sintetizado por oxidación !!. •·• del aplotaxeno y los cuales solamente 

habían sido separados de C. 11ipo11ic11111 var. Shikokianum y C. hypole11c11m (25]. 

De los aceites de Ja raíces de C. japo11ic11m se aisló el heptadeca-l-en-11,13-diin-8,9, 10-

triol (43), el cis-8,9-cpóxi-heptadeca-J-en-11,13-diin-10-ol (44) y por reacción de éstos con: a) 

una hidrogenación catalitica el cis-8,9-epóxiheptadeca-10-ol (46) [22]; y b) una mezcla de 2,2-

dimetóxipropano y ácido sulforcamfónico el acetónido correspondiente (45), el cual protege Jos 

hidroxilos adyacentes confiriendo propiedades químicas y fisicas diferentes muy importantes para 

.su identificación y caracterización [23]. 
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Además han sido separados tres novedosos acetilenos: el Cirineo) A (47), B (48) y C (49), 

los cuales son los derivados acetilado, metilado y halogenado del compuesto (43) en el carbono 

C-8, respectivamente. Estos acetilenos inhiben: el crecimiento /11 vitro de las células KB (23), el 

crecimiento /11 vitro de A111ri11a leukemia y la síntesis de proteínas, DNA y RNA /11 vitro de 

M11ri11a ascítica (células tumorales del sarcoma 180) (24). 

b. Terpenos aislados del género Cirsium. 

Los triterpenos son un grupo muy importante de metabolitos aislados de la familia 

Composilae y en particular del género Cirsium. Son compuestos con un esqueleto de carbono 

basado en seis unidades de isopreno y los cuales son derivados biosintéticos del hidrocarburo de 

C30, escualeno. 

De las partes aéreas de C, hypo/e11c11m se obtuvo el escualeno (99), el taraxasterol (100), 

la 13-amirina (I03) y lupeol (104). Las raíces de C. ca1111m contienen al lupeol y taraxasterol, que 

también han sido obtenidos de las partes aéreas de C. arl'lmse junto con el estigmasterol (98). 

Se ha observado que el taraxasterol y sus derivados están ampliamente distribuidos en 

especies pertenecientes a las Compuestas, algunos estudios químicos citas su separación a partir 

de otras familias con una menor frecuencia, lo cual indica que esta familia de plantas contienen 

sistemas enzimáticos específicos, los cuales son responsables de la elaboración de estos 

compuestos (29). 

La actividad biológica de los triterpenos es muy importante, sobretodo en el proceso 

antiinílamatorio. Por ejemplo, tres triterpenos separados de /Jiopyros leucomeleas (betulina, ácido 

betulínico y ácido ursólico) muestran inhibición de la inflamación sobre edemas en pata de ratón 

inducidos con carrigenina y serotonina (63). Estos compuestos poseen características similares a 

los aislados del género Cirsium, los resultados obtenidos de diversos experimentos indican que el 

esqueleto base no tiene influencia sobre la actividad, pero la presencia de un grupo earboxilico en 

C28 ó C30 y un gru¡Ío hidroxilo en C2s incrementan la actividad antiinllamatoria (64). 
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El acetato de taraxasterilo (101), obtenido de C. an•ense, posee gran aétividad preventiva 

contra el daño hepático, sin embargo la hidrólisis y la modificación de los enlaces olefinicos la 

disminuye de manera considerable [64]. 

c. Flavonoides aislados del género Cirsium. 

Los llavonoides pueden inhibir varios estados de la inflamación, incluyendo formación de 

tejidos de granulación, artritis crónica y el incremento en la permeabilidad capilar. 

Han sido realizadas diversas investigaciones para determinar la actividad antiinllamatoria y 

en recientes años se ha informado de una gran cantidad de llavonoides que presentan actividad 

antiinllamatoria, por ejemplo algunos derivados semisintéticos como hesperidina, metilchalcona y 

los 0-(13-hidroxietil)-rutinósidos ... : . · 

La apigenina {141) :JluteoliL n'27), dos llavonoides representativos de la familia 
. - - ·-;--- -. 

Composilae y del género Cir~f¡;m;}ph~bf~jaJ,nllaniación inducida por indometacina, cuyo efecto 

está relacionado probablemente a'las' pr~piedades antihistaminicos y antiserotonina que poseen 

[15). 

El mecanismo de acción, delos ll~~onoides en el proceso antiinllamatorio, se atribuye a los 

siguientes pasos: 

Inhibición de la liberación de histamina: La degranulación de los mastocitos y la liberación de 

histamina se lleva acabo por una gran 'variedad de agentes, tales comci: concanavalina A, antigeno, 

lecitinas, dextranos de alto peso moÍecular, A TP y el ionoforo earb~xilatoA23 187, los cuales son 

dependientes de la presencia de calcio extracel~lár[65~66]/: ,,·· ;~;, \di\:: . ' 
. . •·¿ ,~·;. ~~ri:>};ú~?.'}l~·;':~; ';;~E{·~~;·;.;·,/''.··.'! .· ... · 

Ciertas llavonas, notableinente la qúercetina (137) separada de C. o/ereaceúm, incrementa 

la eficiencia de la bomba dependiente d~ ATP,'¡'~hibi~mlo Ía ATP~-Na•n« y la ATPasa-Ca2
• 

mitocondrial, siendo estas últimas la res~~~~;¡;;~:;:r~ el !llantenimlento de bajos niveles d~ c~lcio 
intracelular, inhibiendo la secreción de hista.mina que es dependiente de un incrementi;> de calcio 

libre intracelular [67]. 
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También se considera que la ATPasa-Ca2 ' puede ser responsabl~ de l~.e~Ír~da de' calcio de 

Jos mastocitos inducida por antigenos, promoviendo la degranulació~,d~p~~di~nÍe de c~lcia' y la 

secreción de histamina. El orden relativo de varios flavonoides coní~ inhibido;es de la secreción de 

histamina en mastocitos es: fisetina>miricetina>kamferol>morin~='ni:ti~~[67-6S]. · 

Esto sugiere que la ruta de acción de los flavonoides es prevenir la operación de la 

activación del receptor de la Inmunoglobulina E (JgE). Por lo taííto, la inducción de la secreción 

por estos canales o sistemas transportadores de calcio no se bloqu.ee por el llavonoide, sino que 

inhiben la secreción de histamina inducida por la unión. a JgE y A23 l 87. 

Además se considera que altas concentraciones , de llavonoides pueden prevenir la 

fosforilación oxidativa, impidiendo la secreción c~usada pi); los estímulos [68]. 

La activación por ciertas proteinéinl15as;" incluyendo una cinasa dependiente de 

fosfolípidas/calcio (C-cinasa) se considerá :·como' un . aspecto importante en el proceso de 
. . ,·._ - -~:/.': __ ;.- ; ~(-:;"' .--:.,''. '·, . ~: .. . : 

transducción de señales y en la mediación de la lfüeración de histamina [70]. 

Por otro lado, el orden. de• activación'• cÍ~· una .,serie de llavonoides como inhibidores de 

la secreción de hisÍámina ~ de ·. basÓfilos humanos es la siguiente: 

quercetina>miricetina>ficetina>katnferbí;:.~~Ji~a';:'~tina. En basófilos al incrementar Ja 

concentración de calcio exuacélul~~.Y. la.'~res~n~ia. de cobre, cobalto o iones magnesio disminuyen 

el efecto de la quercetina y otros IÍavoÜbicles [69]. 

~- ;, -~:)~· .. '.· 

Cuando los macrófagos s~ actl~án; producen grandes cantidades de importantes moléculas 

afectaras que inician la inllam~cié>~'eht~e 'ji)~ que se encuentran el óxido nítrico (NO). Algunos 

artículos indican que los llavi>noi.des~up;iinen. la producción de NO en fagocitos [71]. La 

quercetína es un inhibidor importante en la qulmiotaxis, degranulación de neutrófilos, también 

inhiben la activación de varias C-cinllsas que son necesarias para la activación de neutrófilos". 

• Los neulrofilos producen potentes metabolitos oxigenados que juegan un papel esencial en una multitud de 
defensas, pero que también contribuye a la destrucción de tejidos en un número de desordenes inflamatorios agudos 
y crónicos. 
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Además inhiben la reacCión de fos~orilaci¿n dependiente de calmÓdulina im~ortante para la 

activación de ncutrófllos, mastocitcis~ ~asófilos (?2, 75). 

:,' 

Por otra parte, el amplio interés de esta él ase de productos naturales ha conducido a obtener 

grandes evidencias en las re~ientes investigaciones s~bre la': ¡~fluencia éle los flavonoides en el 

metabolismo del ácido araquidónico. 

Esto contribuye a una mejor comprensión de las propiedades farmacológicas y bioquímicas 

de los flavonoides. La interacción de éstos con la enzima del metabolismo del ácido araquidónico 

puede empicarse como una herramienta útil para dilucidar las funciones de los derivados del ácido 

araquidónico en la regulación de los sistemas fisiológicos, asi como, en los procesos que son la 

base de ciertas condiciones patológicas [73). 

De esta manera los flavonoidcs acacetina (142) y pectolinarina (124), obtenidos 

de C. setosum, inhiben las propiedades de las enzimas ciclooxigenasa"I (COX~I)' Y: 

ciclooxigenasa-2 (COX-2) necesarias para la biosíntesis de las prostanglandinas y/o la 5-LO o bien 

puede tener ambas propiedades (qucrcctina, baicaleina) [65, 73-78], 

C. Generalidades de los ensayos biológicos. 

El reino vegetal representa una extraordinaria reserva de moléculas, se ha estimado que de 

250,000 a 500,000 especies de plantas alrededor del mundo, sólo un pequeño porcentaje ha sido 

investigado fitoquímicamente y la fracción sujeta a ensayos biológicos o farmacológicos es todavía 

más baja. 
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La parte crucial de una investigación de plantas con actividades biológicas y la 

disponibilidad de bioensayos para el monitoreo biodirigido9 [89] se encuentra en la capacidad de 

manejar una gran cantidad de muestras con sistemas de prueba que deben ser idealmente simples, 

rápidos, reproducibles y baratos. Si los principios activos están sólo presentes en bajas 

concentraciones en el extracto crudo, el ensayo debe tener alta sensibilidad para su detección. Al 

mismo tiempo, el número de falsos positivos tienen que ser minimizados. 

Otro factor de especial relevancia para los extractos de plantas, es la solubilidad de la 

muestra - para lo cual, se debe emplear un disolvente que no interfiera en los resultado&-. 

Cuando se decide realizar un ensayo biológico en la investigación de los constituyentes de 

, una planta; el primer paso es escoger el organismo blanco. Ellos pueden ser inferiores 

· (microorganismos, insectos, crustáceos o moluscos), sistemas subcelulares (enzimas, receptores u 

organelos), cultivos de células de origen humano o animal, organismos aislados de vertebrados o 

animales íntegros [88]. La complejidad de los bioensayos está en función de las facilidades, fuentes 

y personal disponible, la mayoría de los laboratorios fitoquímicos encargados de la investigación 

de ·plantas medicinales bioactivas, no tienen las facilidades para utilizar animales especiales (ratas, 

conejos, cobayos, etc.); consecuentemente, se han hecho esfuerzos para introducir bioensayos 

simples y baratos para el monitoreo de extractos de plantas y fracciones. 

Una selección de estos bioensayos se muestra en la tabla 4, la lista cubre una gran variedad 

de blancos que van desde la prueba de toxicidad general con Anemia salina L., hasta la actividad 

moluscocida con Bromphalaria glabra/a; de esta manera diferentes propiedades y tipos de 

enfcm1edades, incluyendo afecciones microbianas y enfermedades parasitarias pueden ser 

investigadas [87). 

9 Un estudio biodirigido tiene como finalidad seguir Ja actividad biológica dumnte et ímccionamiento de Jos 
ei.1mctos. La actividad biológica a tmvés de un ensayo pcmtile conocer la naturalCl.a. constitución o potencia de un 

. ntaterial o sustancia a tmvés de ta ,dosis empicada. 
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Los bioensayos en las primeras etapas de una investigación biodirigida no son específicos, 

sólo nos refieren toxicidad o inhibición de microorganismos. El bioensayo de toxicidad 

sobre A. salina L. de Meyer (89] y el ensayo antimicrobiano de Mitscher [90], que son los 

utilizados en el presente trabajo se describirán a continuación de manera sucinta. 

Tabla 4. Tipos de ensayos biológicos utilizados en una investigación biodirigida [88]. 

TIPOS DE ENSAYOS DIOLOGJCOS 

ACTIVIDAD 

Antibacterial. 

Antifúngica. 

Toxicidad frente al camarón hada 

BLANCO 

Bacterias patógenas (Sthaphy/ococc11s a11rc11s, 
E.1·cherichla co/i, ErK"inia spp., etc.). 

Hongos y levaduras patógenas (Ca11dida 
afbica11s, Aspergiffus spp.. Cfadosporium spp., 
etc.) 

Artcmia salina L. 

Inhibición del desarrollo de tumores Células de papa (Sofanum 111beros11111), tubérculo 
(ensayos de discos de papa). transformado por Agrobacteri11111 t11mcifasclens. 

Actividad antimitótica 

Actividad insecticida 

Acthidad larvicida 

Actividad moluscocida 

Erizo de mar (Strongvfocenliotus spp.) 
hucvccillos. 

Gusano africano (Spodoptcra spp.), Escarabajo 
de hama mexicano (Epilachna varivestls). 

Mosquito vector de la fiebre amarilla (Aedes 
aegyptl). 

Caracol transmisor de la csquistosomiasis 
(Bromphafaria gfabrota). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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a. Bioensayo de Artemia salina L. 

Los organismos invertebrados especialmente los artrópodos acuáticos han adquirido gran 

interés en los bioensayos de toxicidad [89]. Dentro de la subclase Branchiopoda - los 

lilópodos - encontramos a A11astroca11 cmstacea11s, conocida como Artemia salina L. Sus 

características fisicas dependen en gran medida de las condiciones en las que se encuentre, por 

ejemplo, se ha determinado que sus dimensiones varian de 10-12 mm con la temperatura, en tanto 

que el color varia de rosa pálido, en un medio con poco oxígeno, a rojo intenso con alta 

oxigenación [89, 91 ]. 

Las características por las cuales es usado este crustáceo son las siguientes [89]: 

• Los huevecillos son de bajo costo y se mantienen viables por varios años en estado seco. 

• Proporcionan una prueba de toxicidad a corto plazo debido a su rápido crecimiento. 

• Se obtienen poblaciones homogéneas sincronizadas en diferentes estadios de desarrollo. 

El bioensayo de Artemia salina L. detennina la toxicidad --CL5o- tanto en extractos 

como en productos aislados [90]. Esta concentración ha sido determinada por algunos alcaloides 

como se observa en la tabla 5, y se ha demostrado que este método es de gran utilidad en análisis 

de residuos de plaguicidas, micotoxinas, anestésicos, compuestos como la morfina, entre otros 

Tabla 5. Biocnsayo de Artemia sali11a L. de alcaloides conocidos [89]. 

ALCALOIDE 

Cloruro de terberina 
Digitalina 
Sulfato de efcdrina 
Cafeína 
Sulfato de atropina 

CLsa (µg/mL) 

22.5 
151 
215 
306 
686 
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b. Ensayo antimicrobiano para extractos de plantas. 

Los antibióticos y análogos sintéticos siguen siendo fuente de estudio dentro del área 

clínica, las investigaciones de éstos están encaminadas a encontrar Ja actividad que presentan 

contra agentes infecciosos. De esta idea surge el hecho de probar extractos y· sustancias puras 

obtenidas de productos naturales, para Jo cual se han ideado una gran variedad de métodos 

antimicrobianos, los cuales permiten la visualización rápida de la utilidad fam1acológica, debido a 

que Jos microorganismos empleados son representativos de agentes etiológicos de enfermedades 

humanas que afectan piel, ojos, aparato respiratorio, digestivo, nervioso, urinario, genital entre 

otros. 

Los métodos antimicrobianos pueden clasificarse en aquellos que requieren o no 

esterilización. En Jos primeros, se puede empicar esterilización por filtración con membrana o por 

medio de radiación; si no se requiere de esterilización, entonces se preparan todas las muestras en 

un medio aséptico (empicando material de vidrio estéril, campana de flujo laminar, etc.). De los 

métodos antimicrobianos se conocen los de difusión, dilución y bioautográficos [88], Jos cuales se 

describen a continuación: 

• Método de difusión: Este método fue originalmente desarrollado para monitorear cantidades de 

antibióticos, sustancias de fermentación y elaboración de antibiogramas. Se empican discos de 

papel, cilindros de porcelana u oradaciones en el medio, donde es colocado el extracto de la 

planta y es puesto en contacto con un medio de agar inoculado de microorganismos. Después 

de la incubación, la respuesta se mide por el diámetro de Ja zona de inhibición del desarrollo 

microbiano. Este método tiene la ventaja de no requerir esterilización, se pueden probar varios 

extractos al mismo tiempo con un mismo organismo, ya que se requieren cantidades mínimas de 

Ja muestra y el resultado de Ja prueba es lineal. (el diámetro de inhibición está relacionado con 

Ja concentración minima inhibitoria). 
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• Método de dilución: En el método de dilución, las muestras probadas son mezcladas en el 

medio: 'el cual posteriormente será inoculado con microorganismos, Después de la incubación, 

el · desarrollo de microorganismos es deterrninado por observación dirccla o comparación 

turbidimétrica con respecto a una muestra control. La ventaja de este método es que no 

requiere de la esterilización del extracto, además los extractos no polares, pueden ser 

analizados como los acuosos. A diferencia del método de difusión, en el mélodo de dilución se 

pueden probar muchos microorganismos en la misma dilución. 

• Método bioautográfico: La bioautografia es un método que identifica la actividad 

antimicrobiana en un cromatograma; se encuentra dentro de las aplicaciones de la investigación 

de antibióticos. Muchos procedimientos se basan en la técnica de difusión en agar, los agentes 

antimicrobianos son transferidos de una cromatografia en capa fina o papel a una placa 

inoculada con microorganismos. 

Las zonas de inhibición son visualizadas y para diferenciar bien la difusión se emplea la 

bioautografia directa: Este método requiere de equipo microbiológico especial debido a que las 

muestras son susceptibles de contaminación. 

La selección del método dependerá de las condiciones del laboratorio donde s,e realice y de 

las características de sensibilidad requeridas. En la tabla 6 se presen~an fas propiedades y 

limitaciones de los métodos antimicrobianos. ., ¡: ':) ;: ;· .. ::· 

De los ensayos más sobresalientes se encu.ent~ e{' dé Ca~ls~n· ~·6•ciu~l~s (1:4~/y Mitscher 

( 1972). El método de Mitscher se basa ~n I~ ; i~~lb~~ió'~ d~l ':~;~~l~i~~;~)de di~e~sos 
microorganismos, cuando son expuestos. a un medii, ·d~ cuifl~o que 'contiélle elexiraéio. o las 

sustancias puras a probar, este método es cono'cido como est~a y C!ii'uci6n.'en a~ár; ~n -d~nde ia 

concentración empicada para los extractos es de 1000 ~tg/mL [90]. 
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Tabla 6. Propiedades y limitaciones de los métodos antimicrobianos [88] 

·PROPIEDADES Y LIMITACIONES DE LOS'M.ETODOS:"' 

ANTIMICROBIANOS ... ' ; 

Requerimientos de los Detección de actividad 
extractos de )llantas antimicrobiana 

Método 
Dispersión Evaluación Detección de 

Esterilización homogénea en bacteriostática potencia baja o 
agua o bactericida alta 

Diji1sión en agar 

• discos y oradaciones No Si Bacteriostático Alta y baja 

• cilindros No No Bacteriostático Alta y baja 

• Dilución en agar . No No Bacteriostático Alta y baja 

• Dilución liquida· Si No Bacteriostático Alta y baja 
. Bactericida 

Bloauiograjia 

• contacto No No Bacteriostático Alta 

• directa Si No Bacteriostático Alta 
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III. Planteamiento del problema 
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A pesar de la riqueza biológica y del enorme acervo cultural con que cuenta nuestro país, 

existe poca información científica sobre la composición química, ecológica, ctnobotánica, 

farmacológica y clínica de la mayoría de las especies empleadas en Ja medicina tradicional. El 

empleo de tales plantas es eminentemente empírico y por Jo tanlo existen muchas variables que 

influyen en Ja eficiencia de las preparaciones que de ellas se hacen. Es importante señalar que Ja 

mayoria de Jos prototipos farmacéuticos son sustancias de origen natural, principalmente vegetal, 

por Jo que Ja investigación, búsqueda y caracterización de Jos constituyentes químicos activos de 

la flora medicinal puede cristalizar en el descubrimiento de nuevos agentes farmacéuticos que 

superen en eficiencia a los ya conocidos. 

Con base en Jo anterior, se realizó el estudio químico y Ja evaluación biológica de Cirsium 

jorulle11se, Ja cual es empleada en San Rafael Tlalmanalco, Estado de México, para aliviar 

diferentes padecimientos relacionados con Jos riñones, ,garganta, pulmón, hígado y aparato 

digestivo, entre otros; con la finalidad de identificar y caracterizar aquellos extractos o sustancias 

puras que muestren actividad biológica -tóxica, antimicrobiana ó antiinflamatoria-. 
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IV. Objetivos 
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OBJETIVO GENERAL. 

Realizar el estudio químico y evaluación biológica --actividad tóxica, antimicrobiana y 

antiinnamatoria- de las partes aéreas de Cirsi11m joru//ense, especie vegetal empleada en la 

medicina tradicional del Estado de México (San Rafael Tlalmanalco). 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

l. Realizar la investigación bibliográfica ( 1980· l 999) sobre los estudios químicos y biológicos de 

la familia Compositae y del género Cirsi11111. 

2. Preparar los extractos crudos con dísolvenJes de diferente polaridad (n-hexano, CHCb, AcOEt, 

EtOH), a partir de las nares y tallo de dicha especie vegetal. 

3. Determinar la actividad tóxica, antímícrobíana y antíínnamatoria de los extractos crudos. 

4. Aislar y purificar los diferenJes metabolitos que constituyen el extracto.,_bl~lógicamente activo 

del tallo y/o nares de Cirsi11mjorulle11.1·e. 

5. Identificar y caracterizar las sustancias puras aisladas de dicha especie vegetal. 

6. Evaluar la aclívídad tóxica, antimícrobiana y antiinnamatoria de las sustancias puras aisladas 

obtenidas de Cirsium joru//ense. 
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V. Hipótesis 
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En México actualmente existe un gran interés por las plantas medicinales, algunas de las 

cuales se limitan a un uso específico. Tal es el caso de Cirsium jom//ense, especie vegetal 

empleada en el tratamiento de enfermedades respiratorias y gastrointestinales por diferentes 

grupos que habitan el oriente del Estado de México. Por otra parte estudios químicos y biológicos 

realizados en otras especies de Cirsi11m, han mostrado que existen sustancias quimicas que 

presentan actividad antibacteriana, antifüngica, antimalárica, entre otras. 

Por lo tanto, en el estudio químico de Cirsi11m jor11//e11se, se aislarán y caracterizarán 

metabolitos secundarios que posiblemente muestren actividad tóxica, antimicrobiana y 

antiinílamatoria, por medio de técnicas de extracción y purificación, con lo cual se permitirá 

correlacionar quimicamente a este especie dentro de su género y familia y convalidar su empleo en 

la medicina tradicional mexicana. 
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VI. Material 
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A. Material Vegetal. 

Parte aérea y flores de Cirsiumjorullense (San Rafael Tlalmanalco, Estado de México). 

B. Material para el estudio químico 

(Extracción, aislamiento, purificación y caracterización de metabolitos secundarios). 

Material de vidrio. 

+ Cámaras d~· él~~lón de diferentes tamaños. 

+ Camparías'dc:Y~cio: 
+ Capilares: 

+ Columnas .cromatográficas de diferentes tamaños. 

• Embudos Hirsh de porcelana: 

. + Embudos de vidrio de diferentes tamaños. 

+ Embudos de separación (250 y 500 mL). 

+ Pipetas graduadas (1, 5, JO mL). 

+ Pipetas volumétricas (1, 2, 5, 10 y 25 mL). 

• Equipo para destilación simple y fraccionada. 

• Frascos viales (5mL). 

• Matraz bola (250, 500 y 1000 mL). 

• Matraz Erlenmeyer (25, 50, 100 y 250 mL). 

• Matraz kitazato (25, 50, 100 y 250 mL). 

• Placa de toque de porcelana. 

+ Probetas graduadas ( 1 O, 250, 500 y 1000 mL). 

Sustancias. 

• Carbón activado (J. T. Baker). 

• Celita 545 (Merck). 

• Cloruro Férrico 

• Silica Gel 50 GF para CCF (Merck). 

• Sulfato de sodio anhidro (Aldrich). 

• Diazald (Aldrich). 

56 
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• Sulfato cérico amoniacal (Aldrich): 

Disolventes 10 

• Acetato de etilo, grado técnico (disolventes y mezclas). 

• Acetona, grado técnico (Merck). 

• Cloroformo, grado analítico (Monterrrey). 

• Etanol, grado técnico (Merck). 

• Éter etilico, grado analítico (Mallickrodt). 

+ Metano!, grado técnico (Merck). 

• n-hexano, grado técnico (disolventes y mezclas). 

Otros. 

• Cromatofolios con base de aluminio de Silica gel 60 F 254 (Merck). 

• Placas preparativas con base de vidrio de Silica gel 60 F 254 (Merck). 

• Espátulas de acero inoxidable. 

Equipo. 

• Aparato Fisher-Johns. 

• Balanza analítica (Ainswoth J 00 A). 

• Balanza granataria (OHAUSE 700-800). 

• Balanza semianalitica (OHAUSE E 400). 

• Baño de agua (Büchi R-124). 

• Lámpara de UV 254/366 nm (Mincralight). 

• Reostato (Staco Encrgy). 

• Rotavapor (Büchi R-124). 

• Equipo para Diazald. 

• Espectrofotómetro de 1.R. (Perkin Elmer, modelo 283 y 68 1 ). 

• Espectrómetro de Masas (I-Iewlett Packard 5985 GC/Ms system 70 eV) . 

• Espectrofotómetro de tJ. V.(Varlall FT 8ª y VxR-3005). 

• Espectrómetro de RMN \,'ii~all Únity 300 

_________ '_-_:~·'.~_·:>,_-_·'./:~.~'·.,?:,:::·:: . '·~·. . 

'ºLos disolventes grado t~Ític0fuerc;n ~~rilicados mediante destilación fraccionada. 
·"' . '. 
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c. Material para ensayo biológico. 

Material de vidrio 

+ Embudo de talle largo 

+ Frascos viales (7 mL) 

+ Matraz Erlenmeyer 50 y 1000 mL) 

+ Microjeringas (25 ,50 y 500 µL) 

+ Pecera de l 2x 15x20 cm 

+ Pecera especial para In incubación de Artemia salina L. 

+ Pipetas Pasteur 

+ Pipetas graduadas (1, 5 y 10 mL) 

+ Probetas graduadas (50, 100, 250, 500 y 1000 mL) 

+ Cajas Petri (Pyrex) 

+ Tubos de ensayo con tapa de rosen. 

Sustancias 

+ Sal marina (Aquarium Systems) 

+ Solución nnticloro y amortiguador de pH (Care) 

+ Agar soya tripticaseína 

+ Agar nutritivo 

+ Estreptomicina 

+ Tween 80 

Disolventes. 

• Acetato de etilo, grado técnico (disolventes y mezclas). 

+ Acetona, grado técnico (Merck) 

+ Cloroformo, grado analítico (Monterrrey) 

+ Etanol, grado técnico (Merck) 

, + Éter etílico, grado analítico (Mallickrodt) 

+ Metano!, grado técnico (Merck) 

+ n-hexano, grado técnico (disolventes y mezclas) 
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Otros. 

• Aereador de pecera 

• Calentador para pecera 

+ Espátula de acero inoxidable 

+ Lámpara de luz blanca 

+ Reostato 

Equipo. 

+ Balanza analítica (Ainsworth 100 A) 

• Balanza semianalitica (OHAUSE 400) 

• Incubadora 

Material biológico, 

+ Larvas de Artemia salina L. 

+ Microorganismos de prueba: 

l. Salmo11el/a typhi ATCC 6539 

2. Bacil/us ~mbtil/is ATCC 6633 

3. Candida albicans ATCC 10231 

./. Pse11do111011as aen1gi11osas A TCC 25619 

5. Staphylococcusaureus ATCC 6538p 

6. Escherichia coli A TCC 536 

7. Micrococcus luteus ATCC 9341 

8. Streptococcusfaecalis ATCC 6130. 

9. Sarci11a lutea A TCC 6540. 
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VII. Parte Experimental. 
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II. Diagrama 2. Tratamiento del extracto de AcOEt de hojas-tallo. 
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IV. Diagrama 4. Tratamiento del sólido de extracto de EtOH de Flores. 
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Cirsi11m jom//ense (Compositae) fue colectada en un bosque de pino a 2700 msnm, el 3 

de septiembre de 1996 por el M en C Arturo Eduardo Cano Flores a 3 Km al NO de San Rafael 

Tlalmanalco, Estado de México. Se depositó en el Herbario MEXU de Instituto de Biología de la 

UNAM. Fue identificada y clasificada por el Dr. Osvaldo Téllez, a quién le agradecemos su 

colaboración: 

El material vegetal de Cirsi11m jomllense se dividió en partes aéreas (hojas-tallo, 1.28 kg) 

y flores (1.47 g), se dejó secar a temperatura ambiente. La preparadón de los extractos crudos, se 

realizó con disolventes de polaridad creciente, de acuerdo con el 'étiagrama · I. 

l. Hojas y Tallo (Diagrama 1). 

1.28 kg de hojas-tallo se sometieron a lixiviación con n-hexano, doride se obtuvo 21. 74 g · 

de extracto crudo. El residuo vegetal se dejó secar a temperatura ambiente, y la obte~ciónde(, 
extracto fue por percolación con AcOEt caliente empleando una columna de vidrio (70 cm de 

largo por 9 cm de diámetro) empacada con planta molida, a través de la cual se hizo pasar el 

disolvente en repetidas ocasiones, para obtener 6.77 g de extracto con AcOEt. Cabe mencionar 

que al evaporar el disolvente fue separado por filtración a vacío 876 mg de un sólido 

color verde-amarillento (sólido A). 

Una vez seco el material vegetal se obtuvo el extracto con EtOH, por el mismo método 

que el descrito para el extracto con AcOEt. Después de concentrar el disolvente, se obtuvieron 

71.11 g de un sólido amarillo-verdoso (sólido 8), separado por filtración a vacio y 27.68 g de 

residuo. 

2. Flores (Diagran;a 1 ). 

Se sometieron 1.4 7 kg de flores a extracción por maceración a temperatura ambiente 

con n-hexano, CHClj y EtOH, del cual al concentrar en rotavapor se obtuvieron 9.66 g de un 

sólido amarillo verdoso, ver tabla 7. 
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Tabla 7. Extractos obtenidos a partir de hojas-tallo y Flores de Cirsi11mjomlle11se. 

Extracto (g) 

n-hexano AcOEt CllCIJ EtOll MeOH 

Sólido 
Aguas 

Sólido Aguas. 
Madres Madres 

Hojas - tallo 21.74 0.876 6.77 12.05 (1.28 kg) (A) 

Flores 9.66 
(1.47 kg) 45.467 8.866 (B) 26.1 

Una vez obtenidos los extractos, se determinó la CLso. la actividad antimicrobiana y 

antiinllamatoria de cada uno de ellos. De acuerdo a la actividad presentada se realizó el estudio 

químico de los extractos. 

A. Aguas Madres del extracto con AcOEt de tallo-hojas {Diagrama 2). 

La separación de los metabolitos secundarios mayoritarios se llevó acabo mediante 

cromatografia en columna a vacío ((;CV) [79], para lo cual se absorbieron 4 g del residuo de las 

aguas madres del extracto conAcOEtde tallo-hojas en 7.33 g de celita y se colocaron en una 

columna de vidrio (45 cm ae alto por JO. cm de diámetro) previamente empacada con 240 g 
,.. -5.· 

de silica gel para cromatografi.a"éncapa fina (CCF) y utilizando mezclas de disolventes de 

polaridad creciente [hexano, (n~hex:AcOEt), (AcOEt:Acetona) y EtOH], de donde se obtuvieron 

457 fracciones de 200 mL ~da' una. 

De las fracciones 228-284, obtenidas al eluir la columna con una mezcla de Hex:AcOEt 

(4:6 a 2:8) se obtuvieron 7;·,9.°tng ;_de un sólido blanco (sólido A-1), soluble en: una mezcla de 

CHCIJ:MeOH caliente y enM~OH caliente. e insoluble en n-hexano, AcOEt y Acetona. Debido a 

que en el espectro de IR s~ observa una banda .. lll~j:'intensa a 3359 cm·• correspondiente a v 

(0-H), se procedió a laobt¡;~ciÓn de su correspÓ~diente 
0

derivado acetilado. 
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1, Acetilación sólido A-1 (Diagrama 2). 

Para la acctilación del sólido A-1, se hicieron reaccionar 52.8 mg de éste sólido con 1 mL 

de Ac20 y 0.5 mL de Py por 2 h a temperatura ambiente. Tcnninada la reacción se agregó 5 mL 

~I. producto se recuperó mediante extracciones con CHCb (5 x 3 mL). La fase 

.>clo.r~fó.nnic~(se lavó con HCI 10 % (4x 4 mL), posteriormente se trató con una solución de 

}'laHC03'áIIO % y finalmente se realizaron lavados con agua (4x 4 mL). La fase clorofórmica se 

; seCó''. a\; través de Na2S04 anhidro. El producto fue rccristalizado por par de disolventes 

··•· (CHCl3 ;~.¡i~opanol) de donde se obtuvo 40.13 mg (77.89 %) de un sólido cristalino en forma de 

Y ag~j~s ·~on pf.115-119 ºC, soluble en n-hexano, CHCb e insoluble en propanol. Su identificación 

y caracterización se realizó con base a sus propiedades fisicas y espectroscópicas, las cuales 

permiten concluir que el producto obtenido es el derivado per acctilado del P-D-glucósido del 

. P-sitosterol (106 a). 

2. Acetilación del sólido A-2 (Diagrama 2). 

De los eluatos 368-457 (AcOEt, Acetona y MeOH) se obtuvo un sólido blanco de pf. 

196 ºC, soluble en DMSO e insoluble en EtOH y MeOH. Debido a su alta polaridad y para poder 

facilitar su identificación y caracterización, se procedió a la preparación de su derivado acetilado 

para lo cual 52.8 mg fueron acctilados con 2 mL de Ac20 y 1 mL de Py. El producto de reacción 

mostró un Rf= 0.45 [Hex:AcOEt (3:7)] igual al del per acetil de la pectolinarina (167), los cuales 

en CCF dan reacción positiva con FcCb en EtOH al 1 %. 

3. CCF fracciones (7J~81f y (113(, 

.. Por medi·o· . de· C::cF,:J81], eluyendo con una mezcla de [CHCb:MeOH (8:2)] 
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B. Aguas Madres del extracto con EtOll de tallo-hojas (Diagrama 3). 

A 12.05 g de las Aguas Madres del extracto etanólico se agregaron 75 mL de agua 

destilada y se agitó por 2 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se agregaron 15 mL 

de n-butanol, de donde se separó 2.41 g de un sólido amarillo (sólido B-1) de pf. 184-194 ºC, 

soluble en DMF y DMSO e insoluble en AcOEt, acetona, EtOH y MeOH. La fase butanólica se 

sometió a una destilación a presión reducida [78) obteniéndose un sólido café (sólido 82) de pf. 

188-190 ºC soluble en DMF y DMSO e insoluble en AcOEt, Acetona, EtOH y MeOH. Los 

sólidos se aplicaron en CCF [CHCl3:MeOH (9: 1 )], donde se observó que se trataba de una 

mezcla de sustancias. 

l. Hidrólisis del sólido B-l(Diagrama 3). 

A 120 mg del sólido B-1 se le agregaron 25 mL de una solución metanólica de 

HCI (2 N) y calentándose a reílujo por 46 horas. Una vez concluida la reacción se agregaron 

5 mL de agua destilada, separándose un sólido amarillo constituido de tres compuestos (sólido C) 

de pf. 240-251 ºC soluble en CHCl3, AcOEt, CHCIJ:MeOH, DMF y DMSO, e insoluble 

en n-hexano, el cual se obtuvo por filtración a vacío. 

2. Hidrólisis del sólido B-2 (Diagrama 3). 

1.9 g de sólido B-2 se sometieron a hidrólisis ·ácida de acuerdo a la metodología utilizada 

en la hidrólisis del sólido B-1, obteniénd~sé 1.:Z4 ~de un sólido amarillo (sólido E), el cual al 

aplicar en CCF [CHCIJ:MeOH (96:4Újunt6' al p~~d~ctd'ité hidrólisis del sólido B-1 se determinó 

la presencia de los mismos compuestos: 
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a. Separación cromatográfica de sólidos C (Diagrama 3). 

1.1 g del sólido se absorbieron con 1.1 g de celila ·y se colocaron en una columna 

cromatográfica previamente empacada con 24 g de silica gel para CCF y utilizando disolventes y 

mezclas de polaridad creciente (CHCl3, CHCl3:MeOH y McOH), obteniendose 151 fracciones de 

30 mL cada una. 

De los eluatos 20-27 [CHCh:MeOH (96:4)] se obtuvieron 111 mg de un sólido amarillo 

cristalino de pf. 209 ºC (sólido C-1), cristalizado por par de disolventes [80] con CHCh:MeOH 

( 1: 1). Los datos obtenidos a partir de los estudios espectroscópicos y espectrométricos, 

permitieron caracterizar a esta sustancia como la Pectolinarigenina (16) [44, 47]. 

A partir de las fraciones 30-33, obtenidas con mezcla [CHCb:McOH (99.5:0.5)] se 

aislaron y purificaron por cristalización de par de disolventes (CHCh:MeOH) 11 mg de un sólido 

cristalino amarillo de pf. 234ºC (sólido C-2), soluble en mezcla CHCh:MeOH, el cual se 

identificó como la Eupatilina (163) [86], con base en sus constantes espectroscópicas y 

espectrométricas. 

De las fracciones 35-59, obtenidas con una mezcla de [CHCb:MeOH (99.5:0.5)] se aisló 

y purificó, por cristalización con MeOH, 38 mg de un sólido cristalino en forma de agujas con 

p.f. de 265-267 ºC soluble en MeOH, caliente, DMF y DMSO, e insoluble en CHCh, AcOEt, y 
acetona el cual, en base a sus propiedades espectroscópicas y espectrométricas, se identificó 

como Cirsimaritina (165) [57-58]. 

2. Acetilación del sólido B· 1 (Diagrama 3) 

794 mg del sólidÓ B~ l. colocádos en un matraz Erlenmeyer, se hicieron reaccionar con 

20 mL de Ac20 y 5 _rÍlI.;'d~·: ~~.p~r_46 h a temperatura ambiente y en condiciones anhidras. 
' . ::~~~::~·:.'.f~::~---,~~~ -._--. 

Terminada la reacción.se agrega~on 5 mL de agua destilada. El producto de interés se recuperó de 

manera convenciÓnat.'' obti~i~·~d·o · 1.6 g de una mezcla de 2 compuestos, el Sólidos B-IAc y 

B-IAc', los cuales fue~on s~pár~dos al agregar una mezcla de n-hexano:éter etilico (1: 1). 
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3. Metilación del sólido C-2 

De la reacción de metilación de las aguas madres de la Espatilina efectuada con 

diazometano en éter etílico a O ºC, se obtuvieron 36 mg de un sólido amorfo cristalino amarillo 

verdoso, el cual fue purificado por cristalización por par de disolventes (C!-JCh-n-hexano) y 

cuyas propiedades fisicas son las que a continuación se describen: pf. 183-186 ºC, soluble en 

AcOEt, CHCh, MeOH y EtOH, insoluble en n-hexano. El cual fue caracterizado, en base a sus ' 

propiedades espectroscópicas y espectrométricas, como la 6,7,3' ,4'-tetrametoxi-5-hidroxiflavona 

(164). 

C. Sólido del extracto de Flores con EtOll, sólido D (Diagrama 4). 

1. g del sólido fueron colocados en un matraz Erlenmeyer, al cual se agregaron 25 mL 

de MeOH y se agitó a temperatura ambiente, separándose un sólido color crema que se filtró 

(sólido D-1) soluble en agua e insoluble en MeOH caliente. Las aguas madres se aplicaron ~m 

CCF y se eluyó con una mezcla de CHCh:MeOH (9: 1) determinándose la 
-- ·---. 

mezcla de dos compuestos, los cuales.· al revelar una coloración café con FeCh_- indican. lá 

presencia de dos flavonoides. · · 

800 mg de sólido fueron colocadosa reflujo'c~~·40 mL de una solución ~etabólica de 

HCI (2N), durante 49.4 horas. Una vez transcurrid~ ~I tÍe~pÓ se ~gre~ó 15 g de hielo, donde 

precipitaron 573 mg de un sólido amarillo (sólid~ D~2)soluble ~~CH Ch y ~cOEt e insoluble en· 
•.·. ·¿ . ·• 

hexano y E120. Por medio de CCF y eluyendo con una; mezcla de CHCh:Acetona (96:4) se 

determinó la presencia de 5 flavonoides. 
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a. Separación cromatográfica de sólido D-2 (Diagrama 4). 

De las fracciones 20-27 [CHCh] se obtuvieron 86 mg de un sólido amarillo cristalino de 

pf. 209 ºC (sólido D-3), crislalizado con CHCh:McOH (1:1) y que se identificó por CCF a la 

Pei:tolinarigenina 06). A partir de las fracciones 14-21, oblenidas con CH Ch se obtuvo un sólido 

amarillo el ¿ual ·'en CCF y con muestras de referencia se determinó la presencia de 

Pectolinarigenina (Hí) y Eupatilina (163), las cuales fueron separados por CCF preparativa cT · 
eluycrido con [CHÓ:i:MeOH(99: 1 )]. . '(0¡~~ 

,cJ,:,,: 

· De los elúatos [33-75] obtenidos con [CHCh:acetona (98:2), (93:7)] se aisló y puriflcÓ,':r,:·:}\' 

por ~ristalización con MeOH, 58 mg de un sólido cristalino en •.. forma'•de¡agujas di ~r.': · :b 
265-267 ·c. soluble en MeOH caliente, DMF y DMSO, e in~~hible en CHCIJ; AdOEt :;;~éeton:. 
determinándose por CCF a la flavona Cirsimaritina (165) [57-58].· 

D. Identificación de azúcares. 

75 mL de la fase acuosa, separada en el tratamiento d~)as. agu~s madres del extracto 

EtOH de partes aéreas, se sometieron a destilación a presión reducida, obteniéndose un sólido 

blanco el cual fue filtrado a vacío y que al reaccionar con. un~ ·sol~ció.11 ~I 1% de AgN03 se 

determinó como NH.¡CI. El residuo se aplicó en CCF en celulosa eluyéndéí'se con una mezcla de 

Py:AcOEt:AcOH: H20 (36:36:7:21) y utilizando como revelador .0.9 ·mL de· anilina y J.66 g de 

ácido ftálico en 100 mL de acetona [JO] y al comparar con estándarcsse determinó la presencia 

de los azúcares o:-L-Ramnosa (Rf= 0.79), o:-D-Xilosa (Rf= 0.70) y a-O-Glucosa (Rf= 0.63). 

E. Sólido del extracto con AcOEt de tallo-hojas. 

Para la purificación _Íle la mezcla de sólidos obtenidos a partir del extracto con AcOEt 

(Sólido A) se procedió deJamanera siguiente: 
·.·.': 

Se colocaron 547. IÍ{g de' sólido impuro en un equipo de extracción Soxhle1 empleando 

n-hexano como di~olverite du'rarÍte 4. h.· Finalizada la extracción se concentró el disolvente 

obteniéndose 4.3 mg de ~xtr~~to. 
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Posteriormente se extrajo con éter etílico (11 mg), benceno (4 mg), acetona (16 mg) y 

MeOH (84 mg). De la extracción con éter etílico, benceno y acetona se comprobó la presencia de 

la Hispidulina (166) y Eupatílina (163), por medio CCF comparando con muestras de referencia. 

F. Sólido del extracto con EtOll de tallo-hojas. 

Para tratar de purificar el sólido B impuro obtenido de la extracción sólido liquido con 

EtOH de parte aérea, se montó un sistema de extracción con un equipo soxhlet de la misma 

manera que para el sólido A. 

Se colocaron 2 g de sólido y se inicio la extracción con n-hexano (2cmg) co~o disolvente 

por 4 h, prosiguiéndose con éter etilico (29 mg), benceno (4 mg), a~~ton~ (125 m~) y MeOH. 

(327.8 mg). De la extracción con éter etilico, benceno y acetona se determinó la presencia de la 

Hispidulina (166) y Eupatilina (163), por medio CCF y en comparación con muestras de 

referencia. 

B. Estudio Biológico de Cirsium jorullense. 

l. Bioensayo de toxicidad sobre Artemia salina L. (89]. 

Se realizó el ensayo de toxicidad sobre Artemia salina L. de los extractos crudos y las 

sustancias puras obtenidas de Cirsium joru/lense colectada en San Rafael Tlalmanalco, Estado 

de México de acuerdo al diagrama 5. 

• Incubación de Artemia salina L. 

Se utilizó una pecera conformada de un área obscura y otra iluminada, ésta contenía 700 

mL de agua de mar artificia1 11
, donde se depositaron 80 mg de huevecillos en la zona obscura, 

manteniendo la aeración ligera y continua a 28ºC durante 48 horas, después de la incubación se . 

colectaron las larvas fototrópicas. 
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• Preparación, de la muestra.' 

Se pesaron 20, mg del extracto y 4 mg para las sustancias puras, se agregó 2 mL del 

disolvenle en el cual éste fuera más soluble. A partir de esta dilución, se colocaron en viales 

limpios alícuotas de 5, SO y 500 µL cada una por triplicado, para obtener una concentración final 

de 10, 100, 1000 µg/mL respectivamente. Se preparó un blanco con 500 ~1L del disolvenle 

empleado. Las muestras se prepararon con 48 horas de anticipación con la finalidad de eliminar 

el disolvente. 

• Realización del bioensayo. 

A cada vial con muestra se agregó suficiente DMSO para disolver, hasta un máximo de 

200 µL 12 
• Posteriormente se adicionó 2 mL de agua de mar artificial y 10 larvas de Artemia 

salina L. (fototrópicas) previamente incubadas. Se llevó a un volumen total de S mL con agua de 

mar artificial y se incubó bajo luz blanca durante 24 horas. Terminado el periodo de tiempo se 

contó el número de larvas muertas, determinando la CL,o por el método de probitas de Finney 

[94]. 

2. Evaluación antimicrobiana. Método de l\1itscber [90). 

• Preparación de los microorganismos. 

Los microcorganismosJJ se mantuvieron en AST. Para el bioensayo se preparó CST, el 

cual se colocó en tubos de ensaye con tapón de bakelita y después de ser esterilizados con el 

medio de CST en autoclave a 15 lbs de presión y 121 ºC durante 20 minutos se inocularon 

(del tubo de cultivo en AST) e incubaron los microorganismos durante 24 horas a J7ºC; excepto 

Mycobacterium smegmatis, el cual se incubó durante 48 horas. 

Después de la incubación, se tomó una alícuota de 0.1 mL de medio de cultivo y se diluyó 

con 9. 9 mL de solución salina estéril para alcanzar una dilución final de 1; 100 misma que se 

utilizó para el bioensayo 

11 Se colocan 38 g de sal marina artificial por cada litro de agua, una vez disuelta se le adiciona 5 gotas de anticloro. 
" Se empica DMSO para disolver complctamellle el extracto, debido a que es el disolvente 111enos tóxico para las 
larvas dcAr1e111iasalirta L 1911. 
13 Las cepas fueron adquiridas del cepario de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas (IPN, México, D.F.) 
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Esquema 3. Metodología general del bioensayo de toxicidad sobre Artemia 
Sa/i11a L. de extractos crudos de Cirsi11mjoru//e11se. 

20 mg de extracto en 2 mL 
de disolvente 

50 µL (100 ppm) 
por triplicado 

Evaporar el 
disolvente 

200 µL de DMSO y 
2 mL de agua de mar artificial 

Agregar 1 O larvas de Artemia salina 
previamente incubadas por 48 ha 

28 ºC 

Aforar a 5 mL con agua de 
mar artificial 

Incubar por 24 h a 28ºC 

Contar el número de larvas 
muertas 

Análisis estadístico por el 
método de las rabilas. 

Incubar por 24 ha 28ºC 

---------·· --·----- ----- --,.. 

500 µL ( 1000 ppm) 
por triplicado 

TESIS r.( 1i 

FALLA DE ORtuEN 
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• Preparación de las muestras. 

40 mg de muestra, se disolvieron en 0.5 mL de Tween 80 y 1.5 mL de solución salina 

fisiológica estéril en un vial de 5 mL. Una vez solubilizado se adicionó asépticamente a un 

matraz Erlenmeyer de 250 ntL que contenía 38 mL de AST, previamente estéril y a una 

temperatura de 50 ± 5ºC, para obtener una concentración de 1 mg/mL, se mezcló y se vertió por 

,Partes iguales en .dos cajas Petri. Una vez solidificado el agar, se incubaron a 37 ºC las cajas 

durante 24 h para realizar la prueba de esterilidad. 

• Prueba microbiológica. 

Después de la prueba de esterilidad, las dos cajas con el extracto, fueron divididas en 1 O 

·sectores cada una, procediéndose a realizar la siembra por estria cerrada, como indica en la 

figura 3. Finalmente se incubaron las muestras por 24 h, transcurrido el tiempo se observó la 

inhibición o el crecimiento de los microorganismos. A la par se realizó un blanco y un control 

positivo con sulfato de estreptomicina. 

Figura J. Fonna de sembrado de los diferentes microorganismos de prueba. 

1 . Sa/monel/a t.•phi ATCC 6539. 
2. /Jacil/us subrillls ATCC 6633. 
3. Cancliclaalbican.< ATCC 10231. 
4. Pseuclomonas aerugino.m.t ATCC 2561. 
5. Srapl(vlococcus aureus ATCC 6538p. 
6 . • \iirclrm /urea ATCC 6540. 

7. Esc/1erichia co/I ATCC 536 
8. Alicrococcus luteus ATCC 9341 
9. Strcplococcusfaecalls ATCC 6130. 
10. No se siembra ningur~1 cepa 

Después de la incubación por 24 hrs, se consideró activos aquellos extractos que 

inhibieron el crecimiento de algún microorganismo. 
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J. Evaluación antiinflamatoria14
• 

a. Evaluación de extractos de nores y parte aérea. 

Se empicaron 3 ratones albinos por muestra, cuyo peso osciló entre 28 y 30 g de peso. Los 

animales fueron anestesiados con ketamina y posterionnente se les aplicó topicamente con una 

jeringa de Hamilton, 10 µLuna solución acetónica de TPA (2.S µgen 10 mL), para producir la 

innamación, en la parte interna de cada oreja. 

Los compuestos de prueba, así como el fármaco de referencia, se disolvieron en un 

vehículo apropiado para cada uno y fueron aplicados en dosis de 10 mg/Kg en la oreja derecha, 

mientras que en la oreja izquierda se aplicó únicamente el vehículo (oreja control). 

Una vez desarrollada la inflamación por espacio de 4 horas, los animales fueron 

sacrificados por dislocación cervical, y se tomó de la porción central de cada oreja un tapón de 6 

mm de diámetro con la ayuda de un sacabocados. 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 tomó como 

medida de la respuesta antiedematosa. 

b. Evaluación de sustancias puras. 

Los ratones después de ser anestesiados fueron inoculados por vía intraperitoneal con la 

sustancia de prueba, en dosis de 10 mg/Kg, 30 minutos antes de la aplicación del agente 

inflamalorio (TPA). Transcurrido este periodo se aplicaron en la oreja derecha con una jeringa de 

Hamilton, 10 ~1L de solución de TPA. adicionalmente en la oreja izquierda se aplicó 10 µL de 

etanol. La inflamación se desarrolló por espacio de 4 horas, y al finalizar dicho periodo fueron 

tratados de la misma manera que en el método anterior. 

14 Estas pmebas se rcali7.aron en el Instituto de Qulmica de la UNAM por la M en C Teresa O. Rnmlrcz A¡xm. 
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VIII. Resultados 
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A. Estudio Químico. 

l. Estructuras de las sustancias aisladas de Cirsiumjorullense. 
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Pectolinarigenina ( 16) pp. 69 Eupatilina (163) pp. 69 

ef
OCH,OCl-I,, 

H,CO 

1 
H,CO 

OH O 

1-1,,~CO 1 a; 
1 1 

1-1,, 
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Hispidulina ( 166) pp. 72 
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tetracetato del P-D-glucósido del P-sitoslerol (106 a) pp. 62 
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2. Propiedades espectroscópicas de sustancias puras aisladas de Cirsi11111jor11/lense. 

a. p-0-glucósido del p-sitosterol. 

+ IR v .. ., (CllCl3 , cm·'¡, espectro 1: 3381, 2725, 1259, 1165, 1110, 1066. 

b. tetracetato del p-D-glucósido del p-sitosterol (106 a). 

+ IR v ... , (Nujol, cm"1
), espectro 2: 2938, 2868, 1731, 1380, 1033. 

+ RMN-111 (300 MHz, CDCIJ, TMS), espectro 3: o 0.68 (s, 31-1, CH3-l8), o 0.84 (d, J= 6.3 Hz, 

61-1, Cl-h-26 y Cl-13-27) o 0.93 (d. J= 7 Hz, 3H, CH3-2l), o 0.99 (s, 3H, CH3-l9), o 2.00-2.08 

[4s, 121-1, (CH3COO-)], o 3.45 (ddd, J=IO y 5 Hz, IH, H-3), o 3.68 (m, J=I0.5 y 2Hz, IH, 

H-5'), o 4.11 (dd, J= 12.45 y 2.6 Hz, IH, Hb-6'), o 4.26 (dd, J= 12.45 y 5.0 Hz, IH, H,~6'), 

o 4.58 (d, J= 8.1 Hz, IH, H-1'), o 4.95 (dd, J=9.3 y 8.1 Hz, IH, H-2'), o 5.07 (t, J= 9.6 Hz, IH, 

H-4'), o 5.20 (t, J= 9.45 Hz, IH, H-3'), o 5.35 (d, J=5.4 Hz, lH, H-6) [111]. 

+ RMN-13C (75 MHz, CDCI,, TMS), espectro 5: o 170.66-169.27 (4-AcO-),- o 140.35 

(C-5), o 122.15 (C-6), o 99.65 (C-1'), o 80.08 (C-3'), o 72.71(C-5'),o71.71(C-3),o71.SJ 

(C-2'), o 68.60 (C-4') o 62.13 (C-6'), o 56.78 (C-14), o 56.08 (C-17), o 50.20 (C-9), o 45.87 

(C-24), o 42.34 (C-13), o 39.75 (C-12),o 38.93 (C-4), o 37.21(C-1),o36.73 (C-10), o 36.12 

(C-20), o 33.97 (C-22), o 31.95 (C-7), o 31.88 (C-25), o 29.46 (C-8), o 29.20 (C-2): o 28.23 

(C-23), o 26.12 (C-16),o 24.29 (C-28), o 23.09 (C-15), o 21.06 (C-11), o 20.70 (C~l9), o 20.61 

(C-26), o 19. 79 (C-21 ), o 19.34 (C-27), o 19.04 (C-29), o 18. 78 (C-18) [ 111 ]. 

• EM (I.E. mtz)! 39: CM'"-348, 1do%], 331 (
0

18%), 169 (44%), 145 (15%), 127 (13%), 109 

(38%), 95 (15%>: 8ic1~/o); 43 css%). 
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c. Pectolinarigenina (16), 

+ IR v .... (Nujol, cm"1
), espectro 5: 3328, 1661, 1606, ISI 1, 1467, 13S9, 1187, 1078 [47, 77]. 

+ RMN-111 (300 Mllz, CDCl3 + DMSO-do, TMS), espectro 6: o 12.94 ·(s, IH, CS-OH), 

o 10.00 (s, IH, C7-0H), o 7.86 (dd, J= 9 Hz, 21-l, H-2' y H-6'), o 7.03 (dd, J= 9 Hz, 2H, H-3' 

y H-S'), o 6.SS (s, 21-l, H-3 y H-8), o 3.92 (s, 6H, OCH3) [47, 77]. 

+ RMN-uC (75 MHz, CDCIJ + DMSO-d., TMS), espectro 7: o 181.61 (C¿), o 162.87 

(C-4'), 1i 161.59 (C-2), o IS2.17(C-9),1i IS2.06 (C-s); o 130.7q (C~6), o 127.07 (C-2',C-

6'), 1i 22.S7 (C-1 '{o 113.S9 (C3', C-S'), o 103.96 (C-10);0 IOÍ.SO(C~J),o 93.4S (C-8), 

o S9.48(C4'-0CHJ),1i S4.S9 (C6-0CHJ) [47, 77]. 

+ EM (l.E. miz): 314 [M+, 100%], 229 (S3.43), Z96 (44.37), 27l(4Ó.3o): 268 (9.37), 240 

(IS.93), ISO (22.SO), 133 (8.7S), 121 (4.37), 89 (Ú7), 69(Í0.6;), IS (2: 18)[47, 71]. . 

d. Eupatilina (163), 

+ IR v.,.., (Nujol, cm"1
), espectro 8: 3183,.16SS, 1620, IS80, ISIO, 142S, 1336, 1264, 1149 

[86]. 

+ RMN-111 (300 MHz, CDCl3 + DMSO-do, TMS), espectro 9: o 12.99 (s, IH, CS-OH), 

o I0.3S (s, 1 H, C7-0H), ¡¡ 7.60 (dd, J=2. I y 8.4, 1 H, H-6'), o 7.47 (d, J=2.1, IH, ~-2'),o 7.06 

(d, J=8.7, IH, H-S'), 1i 6.76 (s, IH, H-8) 1i 6.S7 (s, IH, H-3), o 3.94 (s, 3H; OCI-13), o 3.91 

(s, 31-I, OCI-13) y o 3.83 (s. 3H, OCI-13 ) [86]. 

+ RMN-13C (75 Mllz,CDCl3 + Dl\1SO-d6, TMS), espectro 10: o 181.90 (C-:4), o 163.11 (C-2), 
___,_'.- :0<--.:.. ··~·--,, 

o 163.11 (C-7), 1i IS8.88 (C-S), o IS2.S9 (C-4'), 1i IS2.32 (C-9),o 148.73(C-3'),1i 131.04 

(C-6), 1i 123.0S (C-1'), o 119.62 (C-6'), o 111.08 (C-S'), 1i 108.94 (C-2'), 1i 104.14 

(C-3), 1i 103.20(C-10),1i 93.93 (C-8), o S9.59 (OCI-13), o 55.62 (OCI-13), o 55.4S (OCI-13) [86]. 
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+ EM (JE miz), espectro 11: 344 [M+, 100], 329 (64.12), 301 (40.45), 298 (9.16), 243 (3.05}, 

163 (18.32), 139 (7.63). 129 (4.58), 120 (3.05) y 69 (16.79)[86]. 

e. 3',4',6,7-tetrametoxi-5-hidroxiflavona (164). 

+ IR Vmn (Nujol, cm'1), espectro 12: 2939, 2843, 4657, 1435, 1126 [86; 112]. 

+ RMN- 111 (300 MHz, CDCl3, TMS) espectro 13: o 12. 76 (s, IH, C5-0H}, o 7.53 (dd, 

J=2. I y 8.4, IH, H-6'}, 1i 7.34 (d, J=2. I, IH, H-2'), o 6.98 (d, J=8.7, IH, H-5'); o 6.60 (s, 

IH, H-8), o 6.56 (s, IH, H-3), o 3.99 (s, 3H, OCH3), o 3.98 (s, 3H, OCH3)/o3_:97 (s, 

31-1, OCl-13), o 3.93 (s, 3H, OCl-13) [86, 112]. 

• RMN-13C (75 Mllz, CDCIJ; TMS);~spectro 14: o 182.63 (C-4), o 164.01 (C-2): o 158.81 

(C-7). o 158.81 (C-5), o 153.18 (C~'), o 152.47 (C-9), o 152.47 (C~3~). o 123.95 (C-1 '), 

o 123.95 (C-6'), o 120.12 (C-6); S 1 ;l.36.(C-5'), o 109.10 (C-2'), o }06.25 (C~ÍO), o 104.56 

(C-3), o 90.64 (C-8), li 60.84 cÓbb), li 56.34 (OCH3), o 56.21 (OCH3). li 56.16 (OCH3) 

[86, 112]. 

f. Hispidulina (166). 

+ IR Vmu (Nujol, cm'1). espectro IS: 336S, 1660, 1610, 1571, 1463, 1378,.11'66, 1094. 
'• ' . . .- ,- . 

+ RMN-111 (300 Mllz, CDCIJ +-~~~0-1J6, TMS), espectro 16: o iJ.of (s,IH, C5~0H), 
' ·. .· <· .• ·· :·,:_", ' '< . ., ": ·, . -- ... ·.· ··;:<:'--·'-':::.· .. :·.'·, ·, .. - ' 

o 9.68 (amplia, 11-1, C7-0H), o1.15(dd,J= 9 Hz, 2H, H-2' y H-6'), o.6.96(dd,t9 Hz,:2H; 

H-3' y H-5'), o 6.54 (s. 1ll: H~~); 6.5o e~:. 1 ~. H-3), o 3.92 es; 6H, oc1~~) [~hD/i. _.- -• -
'.', . ' ' . -. --~;·~ti",-·/;..,·.;;:'. 

·. ·.-• __ ,_,,_,_,. "" 

+ RMN-13C (75 Mllz; CoCl3 + DMSO~d., TMS), espectro IJi \o.;, 1s2.12 (C-<!),: o 163.85 

(C-2), o 160.66 (C-4'), 1i -156.J8 (C~7). o ís:2.51 (C~5 y c:~),'.B ~3-0.~~-~t~6); o-J2;.53 (C~2-; ·

C-6'), o 121.50 (C-1'), o 115.66 (C3', C-5'), o 104.476 (C-~Ü),' li\02.~<I (C-3),o CJ3.73 

(C-8), o 60.84 (C6-0CH1) [98]. 
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B. Estudio Biológico. 

l. Evaluación de la actividad antimicrobiana. 

Tabla 8. Resultados de evaluación de la actividad antimicrobiana de extractos y sustancias puras 
en base al método de Mitscher. 

Hojas y tallo (Parte aérea). 

Sólido 13-1 + + 
Etanólico (A.M.) + + + + + + + + 
Acetato de etilo (A.M.) + + + + 
Acctónico + 
Hexánico + + + + 
Flores 

Etanólico (A.M.) + 
Clorofórmico .. 
Hexánico 

Sustancias Puras 

Cirsimaritina .. 
,6, 7,3 ',4 • -tetrametoxi-5-
hidroxiílavona 

Pectolinarigenina .. 
Eupatilina .. 
Hispidulina .. 
tetracetaro del P-D-glucósido .. 
del P-sitosterol 
per acetil de la pectolinarina "' 
Control positivo 

Sulfato de estreptomicina + + + + + + + + + 
+ Inhibición; - Crecimiento 
" No se probó esta cepa 

Microorgnnismos de prueba. 

1. Micrococcus /eteus A TCC 934 1 6. Salmo11el/a lyphi ATCC6539 
2 .Staphylococcu.\· aureus ATCC 6538p 7. Streptococcusfaecalis A TCC 6130. 
3. J'se11domo11asaerugi110.ms ATCC 2561 8. /Jacil/us suhtillis ATCC 6633. 
4. Escliericl1ia co/i ATCC 536 9. Sarcina ////ea A TCC 6540. 
5. Candida albicans A TCC 1023 1 

TE .. ,.., Sl ,._. 
J,j, .. ·Í:\ .; 

FAil:i.T. /~ ¡\~ URIGI!:N l _ _..4.~ ... ,.-

' ....... ':: ~.~.~t~ ~~!:'.~~~ ·. . 
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2. Evaluación de toxicidad frente a Artemia sali11a. 

Tabla 9. Resultados de evaluación de toxicidad frente a Arlemia salina de extractos 
y sustancias puras. 

"!:1 .. 

Hojas y tallo (Parte aérea) 

Sólido ll-1 

Etanólico (A.M.) 

Acetato de etilo (A.M.) 

Hexánico 

Flores 

Etanólico (A.M.) 

Etanólico (Sólido) 

Clorofórmico 

Hexánico 

Sustancias puras 

Pectolinarigenina 

Eupatilina 

Cirsimaritina 

Per acctil de la pectolinarina 

CL,., = Concentración Letal Media 
LS =Limite superior confiable 
LI = Limite iníerior conliable 

470.53 

296.20 

59.88 

4740.16 

628.07 

5572.31 

110.45 

303.77 

58.18 

38.33 

13458.34 

987.89 274.97 

647.41 164.98 

82.89 42.49 

52532.40 1378.96 

4213.60 247.48 

69619.78 1792.72 

143.32 84.51 

78.48 42.82 

51.82 27.76 

9984.34 564.45 

83 
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2. Evaluación de la actividad antiinflamatoria. 

Tabla 10. Resultados de evaluación de la actividad antiinflamatoria de extractos y 
sustancias puras. 

T~;: ~--· · .. ,-.. ~~~!:~~!~~;i~C/~{-~_ ~~¡~~~~}~~~:1'.f ~"r,~o/.~-~Ef:;~ .. 
Hojas y tallo (Parte aérea)* 

Etanólico (A.M.) 10.29 

Acetato de etilo 69.60 

Hexanico 17.61 

Flores• 

Etanólico (A.M.) 13.86 

Hexanico (Flores) 25.64 

Sustancias puras•• 

6, 7 ,3 ',4 '-tetrametoxi-5- 34.94 hidroxiflavona 

Eupatilina 23.65 

Hispidulina 25.20 

Control positivo 

Indometacina 29.58 

% de inhibición= 100 - (X tratado/X control) x 100; 
promedio del tejido de tres animales. 

13.33 ± 0.44 

4.66 ± 2.1 

12.63 ±0.83 

12.80±0.84 

15.33 ±0.29 

*Dosis 0.5 mg/oreja en el modelo del edema inducido con TPA en la 
oreja de ratón. 
•• Dosis 1 O mg/Kg, por vía intraperitoneal. 
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IX. Análisis de resultados 
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A. Estudio Químico 

l. P-D-glucósido del p-sitosterol (106). 

De los eluatos [228-284], obtenidos con una mezcla de Hex:AcOEt (4:6), se purificó un 

sólido amorfo de color blanco. En su espectro de IR (espectro 1) a 3381 cm"1 se observa una señal 

muy intensa, la cual corresponde a la v (0-H) y debido a su solubilidad en disolventes polares, se 

estableció que se trataba de una sustancia muy hidroxilada, lo cual ocasiona que sea poco 

manejable para el análisis espectroscópico, por lo que se procedió a realizar su derivado 

acetilado. 

Del producto de reacción de acetilación, se obtuvo un sólido blanco cristalino, con 

pf. 166-167 ªC, soluble en CHCh. Su espectro de masas por impacto electrónico presenta un ion 

molecular de miz 396 [M•-348, 100%]. El espectro de IR (espectro 2) muestra una banda en 1754 

cm·•, correspondiente a la v (C=O) de los grupos acetato adicionados a la molécula original, el 

cual fue corroborado con su espectro de RMN-13C (espectro 4), donde aparecen 4 señales entre 

169-170.66 ppm de grupos carbonilos. Estos datos permitieron proponer como hipótesis 

estructural a un triterpeno derivado del P-sitosterol, con fórmula molecular C43H290 1o. 

El espectro de RMN-1H (espectro 3) presenta señales múltiples a campo alto, asignados 

de la siguiente manera: o 0.68 (s, 3H, Cl-IJ-18), o 0.84 (d, J= 6.3 Hz, 6H, CH3-26 y CH1-27) 

o 0.93 (d, J= 7 Hz, 3H, CH1-21), o 0.99 (s, 3H, CH3-19). A campo bajo se observa una señal 

doble, en o 5.35 (J=5.4 Hz), la cual integra para IH y.es asignado aÍ hid.rógeno.vinHico del C~6. 
Por otro lado en el espectro de RMN-11c;, al_ emplear __ la técnica_ de ~APT (espectro 4-A) se 

observan 6 señales cerca de 20 ppm correspondientes a los metilos del esterol. 
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Los desplazamientos químicos, asignad~s a· 1.ós hidrógenos de 1.a parte glucosídica son los 

siguientes: o 4.58 (d, J= 8.1 HZ:• I~! f:I~l')::.'o. t95 (dd, J== 9.3 y8.1 Hz, lH, H-2'), o 5.20 

(1, J= 9.45 Hz, 1 H, H-3'), o 5.07 (1; J~ 9.6·¡:.¡,:: IH;H-4f): mí~ntras qÚe para H-5' se asignó el m 

en o 3.68 (J=!0.5 y 2Hz, lH), y:p~r¡·,k~:(); ;HbC:1/(~~ li'4.26 y á 4.11 respectivamente, los 
. .. ', .... - _.,,. '·' ,. 

cuales se visualizan como dd; De.ioo a 2..08 'ppm)s,::Í2H) se localizan cuatro señales 

correspondientes a los cuatro metilos de los acetatos adicionados a la molécula original. 

En el espectro de RMN.13c en o 122.15 y o 140.36 se visualizan dos señales, 

correspondientes a los carbonos vinílicos de la posición 5 y 6 respectivamente, mientras que 

en a o 99.65 se observa la señal del C-1 ', las señales de los carbonos restantes de la parte 

glucosidica se encuentran entre 80.08 y 62.13 ppm. 

Con base en la comparación de sus propiedades fisicas y constantes espectroscópicas, con 

los informados en la literatura [111), se concluyó que la sustancia analizada es el tetracetato del 

P-D-glucósido del P-sitosterol (106 a). 

( 106 a) tetracetato del P-D~glucósido del P-sitosterol. 
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2. Pectolinarigenina (16). 

De las fracciones [20-27], obtenidas. ai'eluir la'columna de la separación del sólido C con 

una mezcla de [Cl-IC'3:MeOH (99.5:0.S}J,·s~:'ai~Ó:un sóÚdo amarillo de pf. 209 ºC, que en CCF 

resultó positivo al reaccionar con FeCh al 1% en EtOH, indicando la presencia·de un hidrógeno 

quelatado, ver figura 4. 

' , .. ·~ ' 

Figura 4. Reacción de una P-hidroxiceto
0
na ~n FeCh.en EtOHal 1% 
,·~·:,;:~~-0.:, .. o·'• ·:.:::--:~ 

';,,:<: ·.' ;:l ~-. 

La formación del quelato en la molécula sé ~°'rrº~ó,ra ~n,sú ~spectro de IR (espectro 5), 

donde se observan seftales a 1661 y 1606 cni"1 coiresp~ndfe~tes a la \i (C=oO). del grupo carbonita 

que forma un puente de hidrógeno con el hidrógeno cl~I ~~~o hldrrixílo [v (0-H), 3328 cm"1
] del 

C5• Por otro lado, a campo bajo se observa una seftal simple en li 12.94 (1-H, Cs-OH). La 

estructura base de una ílavona fue propuesta de acuerdo a la multiplicidad y desplazamientos 

químicos observados en su espectro de RMN-H1 (espectro 6), lo cual está de acuerdo con lo 

descrito en la literatura para otros tipos de ílavonoides, como se muestra en la tabla 11 [ 10-11 ]. 

Donde el H-3 se observa como un singulete (s) en 6.50 ppm; la señal en li IO corresponde al 

grupo hidroxílo del carbono C-7, mientras que en li 3.89 se observa una seftal simple que integra 

para 6 hidrógenos, que por su desplazamiento químico corresponde al grupo éter aromático, la 

presencia de dicho grupo funcional se corroboró en su espectro de RMNYC (espectro 7), donde 

se observan dos señales para el grupo metoxilo en li 59 .4 y li 54 .5. 
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' ' ·': 

La ubicación de un grupo metoxilo en el C6 ~s apoyada.por la perdida de 15 urna 

(299, 53.4%) a partir del ión molecular (M\ miz 314) [99], mientras que debido al patrón de 

sustitución del anillo B, el otro grupo metoxilo se puede ubicar en el C-4', lo cual concuerda con 

los desplazamientos químicos observados para dicho carbono en la galangustina [113], 

hispidulina [97] y kamfcrol [99], estos se cnlistan en la tabla 12. 

Tabla 11. Desplazamienlos químicos de RMN-1H para diversos tipos de tlavonoidcs [11, 98]. 

11-2 
ll-3a.~ 

ll-3e<' 
11-11 

Fhl\'anona 

5.43 "" 
3.26dd 
2.69 dd 
5.90d 

11 idrotla\•anona 

5.2 fJax 
4.2 aar 

6.14d 

11-l 
11-6 

Flavo na 

6.8-ls 

6.75s 

Flavonol 

1 
°'--H""•º 

6.36d 

6.75d 

De ahí que la señal simple en f> 6.55 corresponda al H-8; el desplazamiento químico 

mostrado a campo alto para este hidrógeno es debido al efecto clectrodonador de los sustituyentes 

del anillo A presentes en la molécula, figura 5. 

H 

Figura 5. Efecto electrodonador de los grupos unidos al anillo A de la tlavona. 
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Tabla 12. Desplazamientos químicos de 11-1 y 13C de hispidulina, kamferol, pectolinarigenina y 
alan •ustina. 

Número 
deC 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 
-.· ... 
)' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6-0Me 

7-0Me 

3'-0Me 

4'-0Me 

llispidulina 
(DMSO-d6) 

e H 

163.85 

102.34 6.50s 

182.12 

152.51 

130.95 

156.38 

93.73 < '6:54s 

152.51 

104.47 

· 121.50 

127.53 7.75d 

115.66 6.96d 

. 160.66 

116.66 6.96d 

127.53 7.75 d 

13.00s 

- 9:68s 

9.68s 

60.84 3.93s 

Kamfcrol 
(DMSO-do) 

C H 

156.37 

133.21 

177.40 

161.00 

98,69 6.24d 

164.48 

93.75 6.44 d 

156.30 

Pectolinarigenina 
(CDCIJ+DMSO-do) 

C H 

161.59 

102.50 

181.61 

152.06 

130.70 

156.31 

93.45 

152.17 

6.55s 

6.55s 

Galangustina 
(DMSO-do) 

C H 

163.I 

103.4 

181.9 

156.2 

99.1 

157.1 

127.7 

149.5 

6.53 s 

6.55 s 

103.70 103.96' 103.5 

120.68 ..• 1;2:.s1· ·f,22:9 

130.97 8.12 d 121.01 i:•128.2 · ·. 7.86 d 

115.04 

160.01 

115.04 

130.97 

.-

··- ~: .--·· ·, . f -. 

)>7.04 d"'.- ':'.J l•t:7. '> 7.21 d 
(.;;''' .. .· .· ... 

. ·~:~1.¿¡)i~i ;' :;::~ 7.21 d 

128 .. 2 _7.86d 

59.48 3.89s 

54.60 3.89 s 

~:A-º»a. HO_)yo~CHJ H,:xXP=<, 
~H ~OH OH O 

rt"-.... ,. ''. ri QllJ 
.i. . \.J ,g 

FAL..r_ .·!;'ORIGEN 
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Por otro lado, en la región de los aromáticos, aparecen un patrón de sustitución que 

corresponde a un sistema AA'BB'; por lo tanto, la señal en o 7.03 (d, J= 9 Hz, 2H) corresponde a 

los H-3' y 5', mientras que para H-2' y H-6' se le asigna la señal doble en o 7.63 (d, J= 9 Hz, 

21-1), lo cual está de acuerdo con las forrnas resonantes que se muestra en el esquema 4. 

HO~ Hef. 
1 d - 1 +~ --

H3CO _,,, H3CO # _,,, 

OH ó) OH o-

HO#I. 
1 + 

H3CO _,,, OH o-

ef
~ 

H 
1 

H3C 
OH O 

Esquema 4. Estructuras resonantes que establecen la desprotección de los hidrógenos 2' y 6'. 

Con base en la discusión anterior, aunada a sus propiedades fisicas y confrontándolas con 

las descritas en la literatura [83], se pudo concluir que la sustancia aislada del producto de 

hidrólisis de los sólidos B-1 y B-2, es la Pcctolinarigenina (figura 6) -6,4'-dimetoxi-5,7-

dihidroxiflavona- (16), aglicona correspondiente de la pectolinarina (124), aislada de Cirsium 

.mbcoriaceum, la cual ha mostrado poseer propiedades analgésicas y antiinllamatorias [77]. 
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OCHa 

HaCO 

OH 

Figura 6. 6,4'-dimetoxi-S,7-dihidroxiflavona 
Pectolinarigenina (16). 

3. Eupatilina (163). 

92 

De las fracioncs 30-33, obtenidas con [CHCl]:MeOH (99.S:O.S)], en la separación del 

sólido C, se obtuvo un sólido amarillo de pf. 234 ··e, él cual 'llluestra en su espectro de masas por 

impacto electrónico (espectro 11), un ion molecular de.iíil:Z: 344, que corresponde a una fórmula 

molecular c,.H,.o, (Q= 11) y que da pruebáposÍtiva~~o~~ec:::i~'-al .1% en EtOH. 

En su espectro de IR (espectro 8) se ''observaOuna banda en 1655 y 1620 cm·• 
:- .. , ,, 

correspondiente al grupo carbonílo en C4[10l];formaÍÍdo un puente de hidrógeno con un grupo 

hidroxilo del e,. Por lo anterior se propJso._1·~ fó~J(~·~ar~ial B (figura 7), lo cual explica dos 

grados de insaturación. 

Figura 7. Fómmla parcial B. 
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La formación del puente de hidrógen~ fu~-corrob~rad~ al analizar s~ espectro de RMN-1 H 

(espectro 9), donde se observa una s~ñal simple a campo bajo en ó 12.99 (C~-OH). Las señales 

simples que aparecen en: ó 3.94, ó 3.91 y ó 3.83 que integran para 3-H cada una, corresponden a 

3 grupos metoxilo unidos a anillos aromáticos, (fórmula parcial C, figura 8), lo cual permite 

justificar 4 grados de insaturación más en la molécula. La presencia de un grupo metoxilo en el 

carbono C-6, se puede confirmar al observar en su espectro de masas (EM) por impacto 

electrónico unión de miz 329 (M'-CH3, 64.3 %), que se genera por la pérdida del grupo metilo 

del éter [99]. 

Figura 8. Fórrnula parcial C. 

Por lo tanto, el esqueleto corresponde al de una tlavona, ya que en ó 6.56.se observa una 

señal simple que, por su desplazamiento quimico, corresponde a un hid,rógeno vinilico, fórrnula 

parcial D (figura 9) semejante a lo observado en el H-3 para la pecÍoli"narigenina y la hispidulina 

(Pag. 89). 

o ),, 
. 

H 56.56 

º~~ .. 
. ' .. " 

Figura 9.FÓrmula par~ial D. 

A campo bajo se observa~ tres ~eñal~.s 1q~e integran para 3 hidrógenos, por lo cual en el 

anillo B existe la posibilidad de tener diferentcs"plltrones de sustitución. 
-~º - ·. ' ·'i' ~ . 

En su espectro COSY, esquema 5, se observa que la señal en ó 7.60 (dd, J= 8.4 y 2.1 Hz, 

1 H), tiene un acoplamiento meta [101] con''~! doble (d) que aparece en ó 7.47 (J= 2.1 Hz) y un 

acoplamiento de tipo orto [101] con la scñafó 7.06 (J= 8.4Hz). Basándose en lo anterior pueden 
. .. . 

ser sugeridas tres posibles estructuras para el anillo 8, establecidas en fórmulas parciales A, 8 y 

e de la figura 1 o. 
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*OCH, 
* * 

HJCO OCH3 HJCO H4 

B B B 

Hs ~ Hs '1,:;: OCH3 

l'l5 l'i5 l'l5 

Fórmula parcial A Fórmula parclal B Fórmula parcial C 

1-12 - 1-1., h•= meta 2-4 Hz 1-!3 - 1-1,, hs= meta 2-4 Hz H3 - 1-Li, J3,4= orto 8-9 Hz 

1-12 - Hs, hs= para 0-i Hz H3 - Ho, lJ,o= para 0-1 Hz H3 - 1-16. lJ.•= para 0-1 Hz 

Hs - 1-16, Js.o= orto 8-9Hz Hs - Ho, Js,o= orto 8-9 Hz f-14 - 1-16, h•= meta 2-4 Hz 

Figura 10. Fórmulas parciales establecidas para el anillo B de acuerdo a las señales presentes en 
el espectro de RMN-1H de la eupatilina. [101] 

Los desplazamientos químicos de los hidrógenos del anillo B se asignaron con base a las 

estructuras resonantes mostradas en el esquema 6, las cuales indican que los hidrógenos que se 

localizan en los carbonos 2' y 6' se encuentran a campo bajo, debido a la desprotección 

ocasionada por el grupo carbonilo del anillo C. 

De esta forma las señales en¡¡ 7.60 y¡¡ 7.47 muestran desprotección con respecto al doble 

(d} en¡¡ 7.06, por lo que_ se asume que el hidrógeno se puede localizar en las posiciones S' o 3'. 

Por lo anterior, la fórmula parcial B no está de acuerdo con los desplazamientos químicos 

para cada protón como se . apreci~: e~ ~¡ espectro, ya que sólo un hidrógeno se encontraría 

desprotegido, mostrando un dob_lete.~ ¿ampo bajo (H-6') y dos señales a campo más alto para 

H-5' (dd) y H-3' (d). 
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.6.7c 

6.1-

6 .,·' 

1.0~ 

1.1" 

1.2' 

7.3· 

7.4· 

7~5· 

7.6. ~;i.<'-"IC,.------::i~ ~ 
~~~,.;~, 

1.1~~---,----,-------,--.....,..._.....,... _ __, 

7.7 7.5 7.1 '·' 6.7 6.5 

l (ppm) 

Esquema 5. Espectro COSY de la eupatilina. Interacción de los hidrógenos en el anillo B. 

95 
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V 

squema 6. structuras resonantes que esta , 4 y6. 

En lo que respecta la fórmula parcial C, los hidrógenos de las posiciones 4' y 6' se 

encuentran con diferente ambiente químico. Ambos están protegidos por el efecto electrodonador 

del grupo metoxilo adyacente y a su vez sufren desprotección ocasionada por el efecto resonante, 

lo que provoca que las señales se desplacen a campo bajo; sin embargo, de acuerdo a su 

biogénesis [ 11] se puede afirmar que la posición 4 ', se encuentra sustituida por un grupo 

metoxilo, quedando como único patrón de sustitución el que se plantea en la fórmula parcial A. 
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El espectro de RMN-'3C totalmente desacoplado (espectro 10), muestra 18 átomos de 

carbono. La naturaleza del grupo funcional, así como el grado de hidrogenación de éstos, se 

dedujo en función de sus desplazamientos químicos y por la multiplicidad mostrada. Con base en 

lo anterior, se pudo corroborar la presencia de un grupo carbonilo de cetona, 10 carbonos 

cuaternarios, S melinos y 3 metilos, lo cual está de acuerdo para la fórmula C18H160 7• 

La asignación de los carbonos presentes en dicha sustancia se hizo considerando tos 

desplazamientos químicos descritos en la literatura para ta cromona y ta luteolina [103-104], tas 

cuales se indican en la tabla 13. 

La variación en los desplazamientos químicos de la sustancia aislada con respecto a la 

Luteolina, principalmente en el C6 y en los carbonos del anillo B, se puede atribuir a los 

sustituyentes en dicho anillo; ya que como se sabe, la sustitución con gnipos hidroxilo tienden a 

proporcionar una mayor protección a los carbonos vecinos en comparación con el efecto 

generado por el grupo metoxilo, cuando se encuentran en posición orto o para con respecto a 

ellos [100]. 

En li 108.9 se aprecia la señal correspondiente al C6 de la sustancia en discusión, el cual 

posee un desplazamiento a campo mas bajo que la Luteolina, ya que esta última no se encuentra 

sustituida en esa posición, además el metoxilo es un grupo más débil que el hidroxilo, 

prnvocando la desprotección del anilllo A. En cambio, con respecto a la Cromona, el 

desplazamiento químico para el C6 es a campo alto, ya que esta posición se encuentra protegida 

por dos grupos hidroxilos adyacentes en posición orto. 
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Tabla 13. Desplazamientos químicos de 13C para la Cromona, Lutcolina y 
Eupatilina (espectro 10). 

Carbono Cromona Luleolina Eupa_cilina 

2 145.5 164.5 163.I 

3 113.0 103.3 104.13 

4 177.6 182.2 181.8 

5 125.3 157.9 156.88 

6 125.8 99.2 108.9 

7 133.8 164.7 163.I 

8 118.3 94.2 93.9 

9 156.0 162.1 156.88 

JO 125.0 '. IÓ4.2 103.2 

I' 119.3 119.62 

2' 113.8 119.61 

3' 146.2 151.74 

.4' 150.1 152.59 

5' 116.4 11.08 

6' 122.1 123.05 

OH 

OH 

if O? 
HO 

HO 

1 

H;,CO 

o OH o 
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Para los carbonos 3, 4, 9 y 10, se puede asignar desplazamientos químicos similares a los 

de la Luteolina por mostrar un patrón de sustitución similar. La señal asignada a c •. se encuentra 

en desplazamientos similares para la sustancia C2 y la Luteolina. El grupo cetona, por si sola, 

muestra un li 200 [ 100]; sin embargo, la variación que se da por la presencia del doble enlace en 

posición a, Jl hace que la señal se desplace a campo alto. Esta misma resonancia afecta el 

desplazamiento del C2, ya que para la luteolina y la sustancia en discusión no existen diferencias 

significativas (~li=l.4), pero al comparar la señal del C2 con respecto a la Cromona, se observa 

que la señal de dicho carbono se encuentr~ más protegida debido a que la cetona no muestra 

quelación con el hidroxilo del C,; por.lo que la deficiencia electrónica tiende a ser menor. 

Para los carbonos (:, Y,..C1~ l~s desplazamientos químicos con respecto a la Cromona 

tienden a ser a campo. mas báj~; .ya' que como la Luteolina y la sustancia en cuestión están 

sustituidas en dichas posici~nés.por.un átomo electronegativo que tiende a desproteger al carbono 

por un efecto a [ 1 OS] .. 

·, -.. ' - . 
Al Cs se le asignó la señ.al en li 93.90 el cual se encuentra desplazado a la región de los 

carbonos sp3
, por el efecto' prcit~~o'r de lo~· grupos sustituyentes situados en posición orlo y para 

con respecto a dicho átomo d~ ~rbo'ri~ (fl~ur~ 9); : 
Z·-S>> :,:,:.'* ·,:;~~-;O.,.;.'._,~'-.·~ "-' ,. ' 

. i··~<~~."--.·J·-- ;'-~:f-.:-:- '?5::-'.'. '.-:; ~ C..--

Para la determinaciÓ~ de lo~ d~~~lá~illieritos químicos de los carbonos del anillo B se 

empleo como refere~cia la Luteolina. E~ ella se observa que los carbonos sustituidos C3• y C4• se 

desplazan a campo bajo, entre 150-140 ppm, mientras que para los carbonos sin sustituir los 

desplazamientos se encuentran entre 123-113 ppm; este mismo comportamiento se observa para 

la sustancia obtenida. 

Fhmlmente las señales de su espectro de RMN 13C en li 59.7, 55.6 y 55.4 se atribuyen a 

los carbonos del grupo metoxilo en c • ., C3• y C6, respectivamente. La asignación para C6 se hizo 

• c;onsiderando el efecto protector del grupo hidroxilo en los carbÓnos adyacentes (C7 y C,) y para 

C,. la seilal a campo bajo por su participación en la deslocá1i:z8ción de la carga positiva generada 
"' '·. 

•por el grupo carbonilo a,Jl-insaturado del c •. 
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Tomando en cuenta lo anterior, las se~ales'~n RMN~¡H-sed;finciii'de la sigu-ien;~ forma: . 

la señal dd en ¡¡ 7.60 es asignada alH-q' que sé acopla e~-po~¡ciÓn ~;:;oaH-5' (J=s.i> .j en 

posición meta a H-2' {J=2. I ). El dob·l~te e'~-¡¡ ;.i1 ~~~~;~~~d~ al H-2' "y I~ s~ñal en¡¡ 7.06 a H-5' 
:· .. ·.. ~.:',::~},;-.'~~->~;~·;;··:\.::~: ;:~~~.(.~· ·~~~>~·-- ~·\;,;~/--_.= ?/:-: .. ·.<,:.='.¡_:_<;·:,.), _· ' 

Con base a lo anterións~ 1'i~fó'>{1a:cioiidíuslón C)ue I~ s~stancia aislada de Cirsium 

jomlle11se es la •• Eu~i~illlla :(Í~m- , 3',4;~6-trimetoki-5,7-dihidroxillavona- (figura 11) 

previameÍlte aislada'd~ ~~j~~<¿5~~¿ie~,~~ Ía~~atril1i~_ Coi11;0.~Í1~e [S6]. 

OCH3 

Figura 11. 3',4',6-trimetoxi-5, 7-dihidroxiílavona. 
Eupatilina (158) 

4. 3',4',6,7-tetrametoxi-S-hidroxiflavona (164). 

Las aguas madres de la Eupatilina (sólido C,), fueron tratadas con una solución de 

diazometano (Cl·!,N2) en éter etílico a O ºC (figura 12), dando como producto un sólido 

cristalino, el cual fue cristalizado por par de disolventes (CHCIJ-n-hexano). Dicho sólido, 

presenta en su espectro de IR (espectro 12) bandas entre 2940 y 2840 cm·1 correspondientes a la 

v (C-H), una banda intensa en 1656 cm'1 que pertenece a la v (C=O) y en 1126 cm'1 es debida a 

la v (C-0-C). Comparando con el espectro de la eupatilina se observa una diferencia 

significativa, la desaparición de la banda correspondiente a la v (0-H) en alrededor de 3 184 cm·1
. 
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R-OH 
éter etílico, O"C 

R-OCH3 + N2 t . 
Figura 12. Reacción de metilación a partir de CH2N2 enéte.r,~inico aOºC. 

En su EM (IE) se observa un ion molecular de miz 358, que indica la adición de una 

molécula de carbono y dos hidrógenos con respecto a la Eupatilina (ion molecular miz 344). 

Aunado a ello se observa en su espectro de RMN-1H (espectro 13) una señal adicional en li 3.93 y 

en su espectro de 11C (li 3.93) que corresponde al grupo metoxilo en la posición 7, como s.e 

muestra en la tabla 14. 

Tabla 14. Datos de RMN-1H de la Eupatilina y del derivado metilado para 
los hidrógenos del grupo metoxilo 

Eupatilina 

li 3.94 (s) 

li3.91 (.\) 

li 3.83 (.1) 

Derivado metilado 

li3.99(.\) 

li 3.98 {s) 

83.97(.\) 

li 3.93 (.\) 

La 3 ',4 ',6, 7-tetrametoxi-5-hidroxiflavona, la cual muestra sus desplazamientos qui micos 

en la tabla 15, ha sido aislada previamente de la familia Composilae [86] pero no se informa su 

aislamiento de especies pertenecientes al género Cirsium. 

Es importante señalar que l.a metilaci~n sólo sed
0

ió en el hidroxilo del C-7, debido a que el 

hidrógeno del grupo ".'ºI-l en ~I C~;,,;ie;~l1cueftra'.r~..di;ndo un puente de hidrógeno con el 

. oxigeno del grupo carbonllo d~ la p~~ibió~ ~.-,~~~a •"iu' ~~z, se estabiliza por deslocalización de 

los electrones del sistema·a,p ~det'ii'nill~'B;.~o·~~ se nl~stró previamente en el esquema 4. 
' - ' . -•• --: . - ·. ',o-'.~ -- . -·~- - - - , "-o - __ : - . 
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. ·; :~ : .:;'::¡~:~l~~nie;· ios desplazamientos químicos de RMN- 13C se compararon con los descritos 

' e~ la lÍte~a'tur~ [ 1 12), cuyo espectro fue detenninado en DMSO-c/o. Los valores para cada carbono 

. conc'J~rd~~ con los observados para la sustancia en cuestión. Sin embargo, en el desplazamiento 

corr,espondiente para el carbono C-6 existe una diferencia de 1 O ppm, debido al efecto 

paramagnético que ocasiona el DMSO sobre los carbonos unidos a oxígeno, desplazandolos 

hacia campo bajo [I 14]. 

Tabla 15. Desplazamiento químicos de 13C para la llavona metilada en las posiciones 3',4',6 y 7 
obtenida de Cirsiumjor11//e11se. 

Número de J ',4' ,6, 7-tetrametoxi- J ',4',6, 7-tetrametoxi- Eupatilina (163) 
e 5-hidroxiílavona (164) 5-hidroxinavona [112] CDCl3-DMSO-d• 

(CDCh) DMSO-d• 
2 164.01 163.58 163.1 

3 104.56 103.61 104.13 

4 182.63 182.26 181.8 

5 153.18 152.64 156.88 

6 120.12 131.88 108.9 

7 158.81 158.64 163.1 

8 90.64 91.63 93.9 

9 152.47 152.93 156.88 

10 106.25 105.12 103.2 

l' 123.95 122.76 119.62 

2' 109.10 109.41 119.61 

3' 152.47 149.02 151. 74 

4' 153.18 152.02 152.59 

5' 111.36 111.65 111.08 

6' 123.95 120.08 123.05 

(~(ocH, p:~, ó~OCH, 
H,co, /":'(º'(o.,,,. H3co,.Í~o, HO,ff~fº' / ~J 
H,co/):r H,co"lí ]( H3co/':()J 

OH o 
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En un estudio quimiotaxonómico de especies de Cir~·ium se ha informado el aislamiento 

de glicósidos de llavonas metiladas [50, 56, 58, 110]. Una de las llavonas ampliamente 

encontradas en especies del género Cirsium es el 7-rutinósido de la pectolinarigenina, 

frecuentemente acompañada con el 7-rutinósido de la acacetina [47, 50, 56, 110]. Además el 

4'-glucósido y 4'-rutinósido de la cirsimaritina [58], el cisilineol y 4'-glucósido del cirsiliol [50], 

el 7-glucósido de la cirsitakaogenina [ 11 O] y el 7-neoheperidósido de la hispidulina [56] también 

han sido informados. 

B. Estudio Biológico. 

En las pruebas de toxicidad sobre Artemia .salina L., se encontró que las aguas madres del 

extracto de AcOEt de parte aérea presentaron una alta toxicidad marcada (CLso= 59.88 ppm), 

mientras que de las aguas madres del extracto EtOH de parte aérea y el extracto EtOH de llores 

tuvieron una menor toxicidad sobre este crustáceo (CLso= 296.20 y CLso= 303.77 ppm 

respectivamente), como se indica en la tabla 9. Se considera que estas variaciones están 

influenciadas por los tipos de constituyentes y la concentración en la que se encuentran en cada 

uno de los extractos, mientras que la pectolinarigenina y cirsimaritina, presentaron una alta 

toxicidad. 

Con respecto a las pruebas antiinllamatorias de los extractos evaluados (tabla 1 O), el 

extracto co~ AcOEt presentó un mayor porcentaje de inhibición al edema de oreja de la rata [111] 

(69.60%). Sin embargo, al evaluar algunas sustancias presentes el dicho extracto, tales como la 

eupatillna' e hispidulina, mostraron un bajo porcentaje de inhibición (23.65 y 25.20% 

respectivamente); cabe mencionar que estas sustancias fueron evaluadas por un método distinto 

al utilizado para los extractos, debido a problemas de solubilidad de las mismas, lo cual pudo 

repercutir en los resultados. 
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En la literatura se informa que la Eupatilina presenta actividad antiinflamatoria al inhibir 

la 5-lipooxigenasa [106]. De aquí que no se puede considerar que las sustancias evaluadas no 

presenten efecto antiinflamatorio. Asimismo, esta actividad pudo estar influenciada por la 

presencia de otras sustancias, tales como flavonoides glícosilados, presentes en los extractos y 

que no fue posible aislar. 

De la evaluación antimicrobiana se encontró que los extractos activos fueron el EtOH 

(A.M./P.A.) frente a 8 de las 9 cepas probadas, el de AcOEt (A.M./P.A.) frente a M. luteus, 

S. aureus y C. alhicans, el hexánico de parte aérea que inhibió a M. l11te11s, C. alhicans, S. thypi 

y S.jaecalis y Acetónico (P.A.) frente a/'. aeruginosa. Las agliconas no presentaron actividad lo 

cual corrobora que las especies activas son aquellas que están glicosiladas, dado que el sólido 

B-1, que presentó actividad sobre M. luteus, S. aurcus, E. coli y C. alhicans, y que al ser 

sometido a hidrólisis ácida dispuso a las agliconas. Cabe mencionar que en la literatura se 

establece que los flavonoides libres y glicosilados poseen diferente actividad antimicrobiana, 

donde las flavonas glícosiladas presentan mayor espectro [110] con respecto a las flavonas libres 

[ 107-109]. Por lo que, se considera que este tipo de sustancias son las responsables de la 

actividad biológica. 
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X. Conclusiones. 
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. '. -.:~ . , : .. . ' 

:;.. Se obtuvieron los e~Ír~ct~s· con: n-heKano, AcOEt y EtOH de hojas y tallos, así como el 

CH Ch y ..• Et OH :·d~ •.. flofefde Cirsium jorullense, los cuales fueron evaluados frente 

Artei11i~ .:~¡¡,;~ L:;'· ~i~ndo ,.l~s d~ AcOEt y EtOH de parte aérea y CH Ch de flores los más 

tóKiéos. · : ~ '.'.·.··.·.~·' :;.'<'• ' · . ·, . "_:,r~,-·. 

~', ~::.:_~:r:··~ :·::/(.-,\ '.;:.•: \' 
"' i . ~.-;;:~,-~. -- ''J'¿- ·-

. :;.. De las p~ebasaniiinflarnatorias, el .eKtracto que presentó rnayor i.nhibición a la inflamación 

.·. > iiiiiliiiii~it1f ~1J!~~~s.·~:~: 
:-/\'' ':..·,::..·,;.::' •. ; ~-;,;"·"_<.'.:.... u,··, ·- -

:;- ,.\-~:º~" ;(:y·'.:'-~.:~~!:\: 
· ~ E,n laseparación por CCV¿d·é las Ag~as Madres del eKtracto con AcOEt, se identificó por 

medio d~'. CCF~/a, I~~: :'riá~o~oid~s ~ectolinarigenina, eupatilina, además se preparó el 

tetracctato del p:o~gl~éósÍdo del p~sitosterol. 
_'- ' ,"' 

•:¡;.·Del tratamle~to déJas ·AgÚas Madres del eKtracto con EtOH de parte aérea, se aisló y 

caract~rizó a r'as fr~von~ides pectolinarigenina, eupatilina~ cirsimaritina y se preparó al per

acetiliido .de ·la pectolinarina. La pectolinarigenina (CLso= 58.18 ppm) y cirsimaritina . . . . . 
(CLso= 38.33 ppm) fueron las sustancias mas activas frente a Artemia salina L. 

:;.. En la p~rificación de la mezcla de sólidos obtenidos en la eKtracción con AcOEt (Sólido A) y 

EtOH (Sólido B) de .hojas-tallo. se identificó por medio de CCF a los flavonoides hispidulina 

y eupatili~~ 

. :;.. Por. rnedio d~ :::CCF, eluyendo con Py:AcOEt:AcOH: H20 (36:36:7:21) y revelando con 

~Ítilin¿~ácldo·ft~Úco, se identificó a los azúcares a:L-Ramnosa (Rf= 0.79), a-0-Xilosa 

(Rf= 0.~0)y ix-D-Glucosa (Rf= 0.63) al comparar con estándares. 
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XI. Espectros 
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