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El aprovechamiento de los recursos naturales data desde la existencia del hombre mismo.
Han sido multiples las observaciones y numerosas las experiencias acumuladas sobre este
aspecto, éstas se encuentran enmarcadas dentro de ciertos limites geograficos, por la existencia y

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

México es un pais vasto y diverso en recursos vegetales, ya que practicamente todos los
grandes tipos de vegetacion existentes en el mundo se presentan en el pais y su distribucién a
menudo es compleja, en funcion de la amplia variedad de topografia, climas, suelos y usos de la
tierra [1). Sin embargo, el conocimiento sobre la flora mexicana es muy deficiente y
fragmentado, ain en sus aspectos basicos, basta mencionar que la descripcion botanica de

cspccies presentes en nuestro pais, SC encuentra en proceso.

E! conocimiento de la vegetacion y sobre todo de sus interrelaciones ecoldgicas con los
diferentes factores del medio ambiente, constituye hoy en dia una base indispensable para el

adecuado aprovechamiento y la debida conservacién de la flora mexicana.

“En las ﬁltimas décadas con el advenimiento de la revolucién industrial y la produccién

masiva de blenes y! servncmS' ‘muchos recursos naturales han sido sobre explotados de manera tal

rar no solo la_produccién industrial, sino la existencia del mismo recurso y el

 equilibrio ¢CQ]0gICO mundial,

‘En este aspecxo, los profesionales de la quimica tienen un papel central, ya que al ser esta

cnencna ia dlscnplma que estudia la estructura de la materia y sus transformaciones, resulta

" evudente que tales conocimientos son esenciales para analizar problemas complejos, ofrecer

Itemauvas, y eventualmente, coadyuvar a la resolucion de los mismos.

Con base en lo anterior, el presente trabajo estd enmarcado en ¢l area de los productos

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

S Cirsinm Jjorullense (cardo santo), la cual es originaria de San Rafael Tlalmanalco, Estado de

México.
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b

“ El estudio de una planta medicinal, requiere de una metodologia especifica para examinar
-las interacciones y relaciones entre los componentes bioldgicos, quimicos 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 pais, carecen de estudios boténicos, ﬁtoqu,imi‘cos,

farmacologicos y de aplicacion clinica.

Asi mismo, las plantas superiores han servido de alimento para hombres y anitﬁales,: ya
que cstas ademas acumulan cantidades considerables de sustancias organicas (metabolitos
secundarios), las cuales pueden servir principalmente como productos farmacoldgicos de gran

k;yimérés en el tratamiento de diversas enfermedades, ademas de jugar un papel muy importante en

--]a naturaleza.

: f’or otro lado, la investigacién quimica y bioldgica en el area de productos naturales ha

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

nteres que se tiene sobre algunos metabolitos secundarios que presentan un reto a la quimica

: orgamca y son de gran interés para la medicina contemporanca.

Por lo anterior, ¢l presente proyecto tiene como finalidad describir el estudio quimico' y

‘la evaluacion biologica® de Cirsium jorullense, especie vegetal utilizada por los habitantes de San

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

.y gastrointestinales®.

3

' El estudio quimico comy cl ¥ determinacion de la cstructura molecular de los bolito:

sccundarios mayoritarios presentes cn csta especic vegetal.

? La cvaluacién bioldgica abarca la determinacién de la actividad antimicrobiana, téxica v amiinflamatoria de
extractos y sustancias puras.

* Comunicacion personal con la M. en C. Abigail Aguilar. Herbario del Centro Mdédico Siglo XX! del Instituto
Mexicano del Seguro Social.
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La importancia que tiene el conocimiento sobre la estructura quimica de las sustancias
presentes en las plantas superiores, es de gran utilidad préctica, tanto para la investigacion basica
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 sdlo 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
_fitoquimicos se enfocan en la determinacion de la estructura quimica, origen biosintético y modo

de accion 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 relacion de diversas areas como Biologia, Farmacologia,
Farmacognosia, Quimica y Toxicologia [3]. Para ello, como trabajo de investigacion en el arca de
la Quimica de Productos Naturales requiere de diversas técnicas. Es necesario primero realizar la
seleccion, coleccion, clasificacion y preparacion del material a estudiar, para seguir con la
extraccion con disolventes de diferente polaridad y analisis preliminar. El extracto crudo
obtenido, contiene sin embargo numerosas sustancias, que para lograr su aislamiento y
purificacion es necesario conformar una estrategia de separacidon que requerira de técnicas de
extraccion, destilacion, cristalizacién y cromatogrificas. En la actualidad, una gran cantidad de
laboratorios emplean técnicas de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) para el

seguimicnto y control de a 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 espectroscopicos como la absorcion
molecular en la region del ultravioleta y visible [3], la cual depende de la estructura electronica
de la molécula que se encuentra asociada con moléculas conjugadas. LLa conjugacion aumenta la
longitud de onda de la absorcion al disminuir la diferencia energética entre el estado fundamental

y el estado excitado.
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-+La espectroscopia de infrarrojo, es uno de los métodos mas utilizados, dado que permite
_ identificar grupos funcionales presentes en una molécula, Los atomos que la forman oscilan o
~.* vibran constantemente alrededor de sus posiciones de cquilibrio a temperatura ordinaria, la
E amplitud de estas oscilaciones es muy pequefia y su frecuencia de vibracion es relativamente
elevada. Esta frecuencia esta asociada a la longitud de onda ubicada en la radiacion infrarroja, por
lo que existe una interaccion de dicha radiacién con las vibraciones atémicas de una molécula.
Por lo tanto, al incidir una radiacion infrarroja de frecuencia apropiada, ocurre una absorcién de
energia por las moléculas registrandose en un grafico el porcentaje de la radiacion absorbida

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

Uno de los métodos mas sensibles es la espectrometria de masas (EM), la cual se basa en
la ionizacién de la molécula a investigar y su ruptura en fragmentos ionicos mediante ia
aplicacion sobre la muestra de un haz de electrones, con lo que se produce un cation molecular
M, donde se obtienc el peso molecular de la sustancia problema, el cual es de gran valor en la
determinacion de su estructura. El estudio de fragmentacion, proporciona mucha informacion
que permite reconstruir la estructura total de los compuestos. Ademas, se han descubierto varias
interfaces de la EM como el termospray (TSP)*, el flujo continuo FAB (CF-FAB) y el
electrospray (ES)°.

Otra técnica para la determinacion de las caracteristicas moleculares es la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) [5]; la cual da informacion sobre el entorno quimico, el numero, tipo
y relacion de hidrégenos. La RMN-"2C nos permite conocer ¢l ambiente quimico, tipo de

- hibridacién y en algunos casos su orientacion en las moléculas.

Actualmente se iiene acceso a equipos mucho mas sofisticados que permiten desarrollar
‘- otras técnicas espectroscopicas, como' el COSY, HETCOR, DEPT, HMBC, HMQC, NOESY,

entre otras, con las cuales se posee mayor informacion en la elucidacion estructural.

.

4 E1 TSP permite la ionizacién dc constituy mod polarcs como polifenoles o terpenoides en un rango
de 200 + unidades dec masa alémica (uma).
* El CF-FAB o cl ES son emplcados gencralmente para grandes moléeulas polares (mayor a 800 umia)
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La busqueda quimica de sustancias de los extractos crudos de las plantas, ha permitido
con el paso del tiempo, la localizacién de miles de ellas con diversas propiedades bioldgicas; sin
embargo se ha tomado especial interés por el estudio de ciertas familias que han demostrado
poseer peculiares e importantes caracteristicas quimicas, biologicas, taxondmicas, entre otras,

como en el caso de la familia Compositae.

A. Familia Compositae.

Las Compuestas, es una de las familias mas numerosas del grupo de las fanerégamas. Esta
integrada por alrededor de 1, 000 géneros y unas 13, 000 especies {7]. Se encuentra muy
diversificada y mejor representada en el norte y centro de la Repliblica Mexicana, lo cual se debe,
principalmente, a factores ecoldgicos, pues el clima humedo y caliente es el menos favorable para
este grupo de plantas que alcanzan su méaxima representacion en sitios sccos y en lugares mas

frescos de las regiones montafiosas.

De la gran variedad de plantas que conforman el habitat natural, la familia Compositae es
la mas vasta dentro de las fanerégamas y la que cuenta con una mayor distribucion en el mundo.

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

cuales son: Heliantheae, Helenieae, Astereae, Eupatoricae, Inul Anthemideae, Calenduleae,
Mutisieae, Cichoricae, Senccioneae, Vernonieaeneae, Arctateae y Asteracea [8].

Mas alld del conocimiento de la herbolaria medicinal china, hindi y azteca, existe una
gran variedad de remedios y paliativos para la preservacion de la salud que incluyen plantas
medicinales y/o combinaciones de éstas. Razon por la cual, el nuevo enfoque que se ha dado en la
investigacion de la quimica de los productos naturales aislado de plantas medicinales, ha sido por
la necesidad de validar los conocimientos empiricos que se ticnen sobre una especie vegetal
determinada, conocer los mecanismos de accién y establecer con claridad la estructura molecular

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

antibacteriana y otras que constituyen fuentes comerciales de latex.

Quimicamente la familia Compositae, como cra de esperarse por su dimension, contiene
una amplia variedad de metabolitos secundarios, los cuales se han clasificado en los siguientes

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

. Los compuestos acetilénicos, estan presentes en todas las tribus de la familia Compositac
y la variacién de la estructura de estos compuestos es extremadamente amplia. Las tribus
Aunthemideae, Arctateae, Astereae, Helenieae, Heliantheae, Inul y Cynereae  son

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

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

cumarinas y diversos constituyentes fenolicos que tienen una distribucion limitada.

1. Compuestos insaturados.

El grupo de las olefinas, esta formado por hidrocarburos de cadena abierta en los que
existe un doble y/o triple enlace entre dos atomos de carbono. La formula general del grupo es
C,H2,, donde »n es el nimero de atomos de carbono, ejemplo de ello son el aplotaxeno (38) y
Shikokio!l C (54), metabolitos aislados del género Cirsium, el cual se encuentra enmarcado dentro

de la tribu Cynereac.

Los compuestos insaturados, constituyen uno de los principales metabolitos presentes en
la familia Compositae. Son moléculas lineales en las cuales dos atomos de carbono comparten
tres pares de electrones y estan representados en términos generales por trienos conjugados cuya

estructura base es ¢l acetileno.
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Al igual que los alcanos, los miembros mas bajos son gases, los compuestos intermedios
son liquidos y los mas altos son s6lidos. Los compuestos de los grupos de los alquenos son mas
reactivos quimicamente que los compuestos saturados. Reaccionan ficilmente con sustancias

como los halégenos, adicionando atomos de halogeno a los dobles enlaces.

2. Flavonoides.

En las plantas, los flavonoides 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 flores y frutos. Los flavonoidescontienen 15 dtomos de carbono en su nucleo base y
presentan un arreglo Ce-C3-Cs, en el cual dos nicleos bencénicos (A y B) estan unidos por un
anillo cromano en posicion 2, 3, o 4. Aparecen en las plantas como O-glucésidos, donde uno o
mas de los grupos —OH estan enlazados a uno o varios azicares por un enlace hemiacetal [9], Se
clasifican de acuerdo a la posicion del anillo B (figura 1) en: (a) 1,3-diarilpropanos, (b) 1,2-

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

QN

a) 1,3-diarilpropanos b) 1,2-diarilpropanos ¢) 1,1-diarilpropanos

Figura 1. Esqueleto base de los diferentes diarilpropanos.

1. 1,3-diarilpropanos.

Son en su mayoria pigmentos responsables de la coloracion de numerosas flores y algunos
frutos. EI elemento comin de estos compuestos esta relacionado con un micleo
basico, el 2-fenilcromano. El término 1,3-diarilpropano se asocia a una gran diversidad de

estructuras:
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e 2-fenilcromonas: flavonas (l); flavénoles (2), flavanonas (3).
e auronas (4). k

e 2-fenilcromanos: 3-flavanol (5) y 3,4-flavandioles (6).

» flavilios: antocianos (7).

o chalconas: flavonas abiertas (8).

(§)R=0H

2, 1,2, -diarilpropanos.

En los vegetales gran parte de los isoflavonoides correspondes a las fitoalexinas, es decir
las sustancias producidas por una planta en respuesta a una infeccion por un agente patogeno. El
término 1,2-diarilpropano se asocia a un importante grupo de estructuras, como son:

isoflavonas (9), isoflavanonas (10), 3-arilcumarinas (11).
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3. 1,1,-diarilpropanos.

La diversidad estructural de estos compuestos es ilimitada, donde las 4-arilcumarinas
(12), dalbegionas (13), neoflavenos (14) y 4-arilcromanos (15) son ejemplos caracteristicos de

estos compuestos.

(14) (15)

Un gran numero dc ﬂavonas y ﬂavonolcs sustituidos se han identificado en la familia

Ce ampas:lae, aunque tamblen se han ndenuﬁcado en pocas tribus, diversas chalconas y auronas.




1]
L
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Por ejemplo,,la pcctolmarmgcmna (16) se ha separado de ocho especies de Cirsium

(mlcrosplcalum olaye. yoshl.awae. Jjaponicum, kagamontanum, nipponicum, inundatum 'y

n oleraccum) []kl] cl kamferol (17) y la quercetina (18) se encuentran en 21 especies de esta

T fam:lla' las antocmmnas han sido identificadas en 11 géneros, siendo la cianidina (19) la mas

: represcmauva de este grupo de compuestos.

OCH,4

b. Propiedades biolégicas.

La funcién de los flavonoides como atrayentes de insectos para la realizacion ‘de ‘la
polinizacién es muy importante. Otras funciones son atribuidas como agentes protectores contra

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

La actividad biologica de los flavonoides fue primeramente sugerida por Szem-Gyorgyi :
(1], quién informé que la ciscara del limon es efectiva para prevenir la caida del cabello y"yla o

fragilidad de! 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, antihcpatotoxicas, efectos en el sistema vascular
antimicrobiana, antiviral, antialergénica, hipoglucémico, anticoagulante, ademas inhiben la
actividad de diferentes enzimas (reductasa aldosa, oxidasa xantina, AMPc¢, Bomba ATPasa-z’Ca.
proteincinasa tirosina, B-glucoronidasa, aromatasa, etc.) mientras que otros tienen actividad

antioxidante [12].

Dada la diversidad de las actividades biologicas que presentan los flavonoides y para los
fines del presente trabajo, se discutiran detalladamente esta clase de compuestos en términos de

su capacidad para afectar la respuesta inflamatoria.
1. Actividad antiinflamatoria.

El interés de los flavonoides como agentes antiinflamatorios naturales, se debe a que
presentan ciertas ventajas frente a los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (FAINE)
clasicos, debido a que tienen un amplio margen de seguridad y minima ulcerogenicidad, ademas

de su baja toxicidad cuando son empleados en un tratamiento prolongado {13].
c. Biosintesis.

Diversos experimentos, con precursores radioactivos, han revelado que el esqueleto de
carbono del flavonoide es derivado de tres unidades de acetato y de la fenilalanina [11]. Los
pasos de la reaccion encaminada a la formacién de los precursores de los flavonoides se ilustran

en el esquema 1.

El anillo A es formado a partir de tres unidades de acetato, proporcionadas por la malonil-
JCoA, la cual se obnene a partir de la condensacion de acetilcoenzima A (acetil-CoA) con didxido
.de! carbono ,yvcuya reaccxon es catalizada por la acetil-CoA carboxilasa: (a), mientras que el

|llo’B C-2,C-3 y C-4, del anillo heterociclico, provienen del es;er de acido hidroxicinamico,




tdc Cir.f/uh) jorullense

o Al . Q 7 y E
Glucolisis.

* CARBOHIDRATOS ‘

Siquimato Acctil-CoA.
a

‘ CO; ’

Arogcnato Metabolismo general de los fenilpropancides.
OH Ok
_by I <, | _d, I
Nty . CoAsS,
Cinamato 4-Cumarato 4-Cumaroil-CoA .
v

Fenilalanina
! / Malonil Co-A

Via de los flavonoides.

2'.4', 6',4-t‘ct'inhiydr‘6ki'ch>nilcona

B oH g
' AR ——_ 5 Flavonas,
HO_ " O . . 3+4

———— lIsoflavonoidcs,

_'7'*’_3, Flavonoles,

‘ol 0 9
——» Antocianinas.

Naringenina

Enzimas: (a) Acetil-CoA carboxilasa, (b) FFenilalanina amonialiasa, (c) Cinamato-4-hidroxilasa,
(d) S-cumarato ligasa, (1) Chalcona sintasa, (2) Chalcona isomerasa, (3) 2-hidroxiisoflavanona
sintasa, (4) - 2-hidroxiisoflavanona dehidratasa, (8) Flavona sintasa 1'y 11, (6) Flavonona-4-
reductasa, (7) Flavanona-3-hidroxilasa, (8) Flavonol sintasa.

Esquema 1. Mecanismo general de la biosintesis de los flavonoides.
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El 4-cumaroil-CoA se produce en el primer . paso” del metabolismo - general del
fenilpropanoide, el cual inicia con la sintesis de la fenilalanina a través de la via del

siquimato/arogenato.

La reaccion clave es la deaminacion de la fenilalanina, catalizada por la fenilalanina-
amonialiasa (b), la cual une el metabolismo primario con la via del fenilpropanoide, E! producto
de la reaccién, el frans-cinamato, es hidroxilado a 4-cumarato por la cinamato-4-hidroxilasa
(c¢). La activacién del 4-cumarato con la formacion del ester CoA, el 4-cumaroil-CoA, es

catalizada por la 4-cumarato ligasa (d).

La enzima clave en la formacion del esqueleto del flavonoide es la chalcona smlasa (1), la
cual cataliza la condensacién de tres unidades de malonil-CoA con el 4-cumarml-CoA, para la

obtencién del intermediario de 15 carbonos, la 2',4%,6' ,4-tetrah|drox|chalgona ({:squema 2).

La scgunda reaccion clave, es la ciclizacion estereoespecifica de la chalcona que es

,kcatallzada por la chalcona isomerasa (2) formando una (2S)-flavanona con el esqueleto del

ﬂav' nonde tlpxco (esquema 1).

i Las ﬂavanonas son los precursores directos de una gran clase de flavonoides. Los
o nsoﬂavono:des los cuales estan involucrados en la sintesis de fitoalexinas® (ej. pterocarptano) y
"“en la formacion de dos intermediarios de flavonoides, los flavan-4-ol y los dihidroflavonoles. Las
flavonas (ej. apigenina) que son obtenidas a partir de la introduccion de un doble enlace entre el
C-2 y C-3 por dos tipos de enzimas la Flavona sintasa I y II (5). La reduccién del grupo carbonilo
produce los flavan-4-ol (ej. apiforol), reaccion catalizada por la Flavanona-4-reductasa (6).
Finalmente, las flavanonas pueden ser hidroxiladas en la posicion 3 por la flavanona-3-
hidroxilasa (7) para producir los dihidroflavonoles (ej. dihidrokaemfero!), los cuales son

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

¢ Mctabolitos quc juegan un rol principal en la inhibicién del imi dc hongos patédg in vivo [9].
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Esquema 2. . Mecanismo de accion propuesto para la chalcona sintasa en la sintesis de los
flavonoides.
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3. Terpenos.

Un gran nimero de sustancias estan agrupadas a la palabra “terpeno”, término que indica
que todas ellas ticnen un origen sintético comin. Los terpenos estan constituidos por varias
unidades de isopreno (20) y se clasifican de acuerdo al nimero de unidades que los conforman
tabla 1

NG

0

Tabla 1. Clasificacion de los terpenos de acuerdo a las unidades de isopreno [16].

Namero de  Nimero Nombre o Algunos tipos e incidencia.

unidades de dc carbonos clase

isopreno
1 Cs isopreno detectado en las hojas de Hamamelis japonica
2 Cio monoterpeno  monoterpenos en aceites esenciales (¢j. mentol)

lactonas monoterpénicas (¢j. nepetalactona)

3 Cis sesquiterpeno  sesquiterpenos en aceites esenciales
lactonas sesquiterpénicas (especialmente en la
familia Compositac)
abscisinas (ej. acido abscisico)

4 Cao diterpeno acidos diterpénicos en las resinas de las plantas
giberelinas (ej. acido giberélico)
6 Cao triterpeno esteroles (ej. B-sitosterol)
triterpenos (ej. B-amirina)
saponinas (ej. yamogenina)
glicosidos cardiacos
8 Cqo tetraterpeno carotenoides (ej. B-carotenos)

n Ca polisopreno caucho (ej. en Hevea brasilensis)

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 6rganos 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 caracteristico de los vegetales.

Los aceites esenciales son comercialmente importantes como bases para perfumes y en la
industria alimenticia se emplean como especias y saborizantes, ademas de tener funciones
bioldgicas bien definidas como la polinizacion, medio de defensa, entre otras [17], La familia
! Compb.s"ilhe'panicularmente es rica en aceites esenciales. Ejemplo dc estos compuestos son:

o linalol (21), limoneno (22), alcanfor (23) y acido abscisico (24).
OH

! Y
| "“OH
o
@ 22) (23) e}

CoH

b. Lactonas sesquiterpénicas.

Entre los sesquiterpenos destacan las lactonas sesquiterpénicas, por sus interesantes
propicdades quimicas y biologicas’. Son derivadas del pirofosfato de farnesilo (25) y se han

encontrado en diversas tribus de esta familia.

=
# AN
OP20g

(25)

’ Dentro de las que destacan la antihchnintica de la santonina ¢ inhibidorn de tumores cancerosos que posce la
vernolepina | 18]
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'Las lactonas sesquiterpénicas pueden prescntar como esqueleto base, a las del tipo:
eudcsmanélidas — biciclo 6/6 — (26), germacrandlidas — anillo de 10 miembros — (27) y

; guayanéiidas;, biciclo 5/7 — (28). Algunos de ellos poseen actividad citotxica.

" (26) Eudesmanélidas (27) Germacranélidas

o

(28) Guayanolidas

Una caracteristica muy importante y comiin 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 carbonilo.
4. Sustancias diversas

Ademas de las sustancias ya mencionadas, se han aislado, aunque en menor proporcion: -

a) Cumarinas

(29) Cumarina (30) Gerberocumarina (31) Isogerberocumarina
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" b) Alcaloides.

Q
=N\ == ¢
. N7
N—”/ RN |
32) Ferbymona (33) Senecionina (34) Echinorina

© Compuestos Fendlicos

OH ...

. 4;2‘; o
OH - 0—Gu ; 0—Glu

(35) p-hidroxifenol (36) Arbutina P (37) Piceina

Por ltimo la familia Compositac cuenta con marcadores quimiotaxonémicos de tipo benzopirano
y benzofurano, sin descartar a las tiarubinas, tertiofenos .y polienos por sus interesantes
propiedades bioldgicas, entre las que destacan citotoxica, antimicrobiana y antiviral [9]. Entre los
miembros de la familia Compositae utilizados como medicinales hay que recordar la raiz de
diente de ledn (Taraxacum afficilae), el lactucari o “opio de lechuga™ (Lactuca virosa) y las
orejas de raton o pelosilla (Hicracium pilosella) que poseen actividad antibiotica y han sido

utilizados para el tratamiento de la fiebre de Malta [10].
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B. Género Cirsium.

El género Cirsium pertenece a la familia de las Compuestas y su descripcion se encuentra muy
bien detallada en la literatura [17-18], ademas se localiza ampliamente distribuido en las regiones
secas y en los lugares mas frescos de las regiones montafiosas. Se clasifica dentro de la tribu
Asteraceae (Cynareae), la cual comprende entre 2500 y 2900 especics en 80 géneros. Solo cerca

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

1. Usos Medicinales del Género Cirsium.

En Meéxico, 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 jorullense, especie vegetal utilizada por los habitantes de San Rafael Tlalmanalco, Estado

de México, para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales y de las vias respiratorias

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

.2 cm, con flores violaceas 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

Michoacan

Granos, heridas y

Cardosanto asma. = Tt [19]
C. conspicum . Dolor de corazon \
Cardosanto Quimixtlan y Puebla v pulmén Flor [20]
Vias respiratorias,
v B oo flujo vaginal,
C. erenbergi Centro del Pais presion arterial, ————— [19]
0jos,
antiinflamatorio
Fractura y
C. chlorolepis ——oam hematuria Raiz
C. jorullense vias respiratorias, :
Cérdosan ‘o Estado de México  gagtrointestinales Flor
CJ ap?l zg:;:z’gf Var. meneace Antiinflamatorio = --~=-e-
Artritis
reumatoide,
C. japonicum = ece—ee- hematemesisy =~~~
hematuria
E L Calentura y 2 E
, stado de México “ . Flor® :
C. mexicanum mal de orin’ S
Cardosanto Mizantla, Veracruz Diabetes Raiz"
C.¢cf. {)metlomm. Antiinflamatorio T
Greenm Tlaxcala en heridas cutaneas B [20]
Cardosanto
Ccfha[;’"l‘;’;;” Hutil, Hidalgo Diabetes y rifion Flor [20]
Pucbla Reumas ~ ceceeee [19]
G sznbco' rca'c:;um Michoacan Dolor de corazon —————ae [19]
Puebla y OQaxaca Tos Flor® [20]

Preparacion: (1) Cocimiento, (2) Infusion.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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2. Quimica 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, acidos organicos, 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 bioldgica que presentan.

Tabla 3. Constituyentes quimicos del género Cirsium.

-+ Especie Constituyente . /Estructura " Refcrenci:

C japonicum Aplotaxeno 38 [21-23]
Epoxido del aplotaxeno (11,12-epoxi- 39
heptadeca-1,8,14-trieno)
Dihidroaplotaxeno 40
Tetrahidroaplotaxeno 41
Hexahidroaplotaxeno 42
Heptadeca-1-en-11,13-diin-8,9,10-triol 43
cis-8,9-epoxiheptadeca-1-en-11,13-diin- 44
10-ol
Aceténido del heptadeca-1-en-11,13- 45
diin-8,9,10-triol
cis-8,9-epoxiheptadeca-10-o! 46
Cirincol A 47
Cirineol B 48
Cirineol C 49
1-pentadeceno 50

FALLA I ORIGFN

TESIS CON
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Tabla 3. Continuacion.
e

Shikokiol A

C. niponnicum 51 [24]

var,

shikokianum
Acetonido del shikokiol A 52
Shikokiol B 53
Shikokiol C 54
9-acetoxi-8-hidroxiheptadeca-1,11,14- 55
trieno
8-acetoxi-9-hidroxiheptadeca-1,11,14- 56
trieno

C helenoides Aplotaxeno 38 [25]
Epoxido del aplotaxeno 39
Dihidroaplotaxeno 40
Tetrahiroaplotaxeno 41
8,9-diacetoxiheptadeca-1,11,14-trieno 57
8-acetoxi-9-hidroxiheptadeca-1,11,14- 56
trieno
9-acetoxi-8-hidroxiheptadeca-1,11,14- 55
trieno

C. arvense 8,9-dihidroxiheptadeca-1,11,14-trieno 51 ! [26]
8,9-epoxiheptadeca-1,11,14-trieno 58 e
1,3-dien-5,7,9,1 I -tridecatetraino 59
1-epoxi-11-en-3,5,7,9-tridecatetraino 60
5,7-dien-9,11,13-pentadecatrienol 61
1,3,5-trien-7,9,1 1 -tridecatrieno 62
Acetato del 3-en-9-fenil-5,7-nonino 63

C. dipsacolepis  Aplotaxeno 38 [27]
Dihidroaplotaxeno 39
Tetrahidroaplotaxeno 40
Hexahidroaplotaxeno 41
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Tabla 3. Continuacion.

pe
C. dipsacolepis  7-octenal 64 [27]
(2E)-2,8-nonadienal 65
(2E)-2,9-decadienal 66
(2E)-2,10-undecadienal 67
(2E,4E)-2,4,10-undecatrienal 68
(2E,4E)-2,4,11-dodecatrienal 69
(2Z,4Z)-2,4,11-dodecatrienal 70
(2E,4Z)-2,4,11-dodecatrienal 71
n-dodecano 72
n-tridecano 73
n-tetradecano 74
n-pentadecano 75
n-hexadecano 76
n-heptadecano 77
n-octadecano 78
n-nonadecano - 79
n-cicosano . 80
2-metildodecano " 81
2-metiltetradecano 82
2-metilhexadecano 83
3-metiltridecano 84
3-metilpentadecano 85
1-dodeceno 86
I-tetradeceno 87
I-pentadeceno 88
I-hexadeceno 89
1-heptadeceno 90

I octadeceno 91
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Tabla 3. Continuacion

—————
C. hypoleucum, Aplotaxeno
C. canum,

C. carolinianum

Epoxido del aplotaxeno 39
Enetetraineno 92
Pentaineno 93
C olereaceum,  Tetracosano 94 [30-32)
C. arvense
Hexacosano 95
Heptacosano 96
Octacosano 97
Nonacosano " o8
C.texanum, Escualeno i 99 [29-33]
C olereaceum,
C. arvense,
C. segetum
Taraxasterol 100
Acetato de taraxasterilo 101
Estigmastero! 102
B-amirina ' 103
Lupeol . 104
Acetato de lupeilo 1os - :
C echinus, B-sitosterol 106 - {34-35]
C. syriacum . . R
' Glucésido del B-sitosterol 107
C. dipsacolepis  Cipereno 108 [36]}
Ciperenol 109
Acetato de ciperenilo 110
Ciperenal 111

Acido ciperénico 112
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Tabla 3. Continuacion.

C. japonnicum Tujopseno 113 [21]

Cariofileno 114
a-himachaleno 115

C corolinianum  Lactona 116 [28)
Escutelareina 117
5,7,4°-trihidroxi-6-metoxiflavona 118
5,6,7,4’-tetrametoxiflavona 119

C. lanceolatum 3-0O-glucosido del kamferol 120 [37}
3-0O-glucdsido de la quercetina 121
3-O-galactésido de la quercetina 122
7-O-diglucésido de la apigenina 123

C inumdatum, Pectolinarigenina 16 “[9]

(,:. Japonnicum,

kagamontanum,
C. microspicatum,
C. nipponicum,
C. olereaceum,

C. otaye,

C yoshizawae Pectolinarina 124 [38-47, 50).

C. arisunense,
C. coloradense,
C. ferum,

C
kamieschaticum,
C. pectillenum,
C. rhinoceros

TESISCOR |
| FALLA DE ORIG™
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Tabla 3. Continuacion

‘Especic

C. albescens,

Linarina

[38, 43, 47-50,

C. hosogama, 56].

C. japonicum, Var.

australe y var,

ussuriense,

C. kawakaniii,

C. purpuratum,

C variengatum,

C xanthocanthum, 7-O-glucésido de la Linarina 127 [50]

C setosun. ;

C. arvense, Luteolina 128 . [35, 46, 49, 52-

C. echinus, : 54)

C hosogama, ot

C. olereaceum,

C. rliinoceros :

C heterophyllum,  7-O-glucésido de la luteolina 129 [39, 50, 54-55] -

C kagamontanum, : : ol :

C. kawakamii,

C matsumurae,

C. palustre ;

C heterophyllum  3.4’-O-diglucédsido de la luteolina 130 : :

C arvense 7-B-glucuronidopiranosido de la 131 " [52,'54)
apigenina i ER
7-0O-rutinésido de la apigenina 132 . [56]
Tricina 133 N
5-0-glucésido de la tricina 134
3-O-galactosido del kamferol 135 A
7-0-glucosido de la apigenina 136 [37,54] -
3-metoxikamferol 137

- C olereaceum Quercetina 138

3-metoxiquercetina 139
3-O-digalactosido de la quercetina 140
3-O-rutinosido de la quercetina 141
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C. rhinoceros

Apigenina 142 [45]

C. setosum Acacetina 143 {59]
C echinus Rutina 144 [35, 50]
C aomurense 4’-0-glucosido de la cirsimaritina 145 [50, 57]
C maritimum,
C tanake,
C japonicum DC.
van ussuriense S itidros-67,3-rmetoniflavons 146 (501

5,3°,4’-trihidroxi-6,7-dimetoxiflavona 147

(Cirsileo!)
C. maritimum, Cirsimaritina 148 [57-58]
C. pendulum . k
C. brevistylum 4’-0O-rutindsido de la cirsimaritina 149 .
C canum Furanosesquiterpeno 150 [591
C. chlorolepis 5-hidroximetil-2-furancarboxaldehido 151

S-metoximetil-2-furancarboxaldehido 152

Cirsiumaldchido 153

Cirsiumésido 154 P
C. brevicaule Cirsiumamida 155 © - [60]
C steigrum O-acetiljacolina. 156 : [61]'
C. lanceolatum Acido caféico 157 371

Acido p-hidroxibenzdico 158 :

Acido p-cumarico 159

Acido fertilico 160

Acido protocatecuico 161

Acido vainillico 162
C. arisanense,
C ferum, Acido fumérico 163 [42-43, 46, 52,

C. kawakanmii,
C wallichii

61]
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Figura 2. Estructuras de hidrocarburos insaturados aislados del género Cirsinm
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Figura 2.Continuacion.
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Terpenos
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R T

HaC” "CHg i 1 i oo o RTINS T
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Figura 2. Estructuras de terpenos aislados del género Cirsium
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(108)R=CH;.  (11DR=CHO' . =~ - (113) 114)
(109)R=CH,0H (I1)R=COOH =
(110) R= OAc

(115)
Flavonoides
Compuesto Cs Cs Cy Cs
17 H OH OH OH H OH H
118 H OH OCH; OH H OH H
119 H OCH; OCH; OCH; H OCH: H

Figura 2. Continuacion.
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Compuesto Cs C; Cy Cs
120 0-Glu OH H oH H H
121 OGlu OH H OH OH H
122 0-Gal OH H OH OH H
123 H OH H 0-Glu-Glu H H
16 H OH OCH, OH H H
H OH OCH, O-Ram-Glu H H
H OH H O-RamGlu  H H
H OH L 0Gl . H H
T OH‘V, : "
SHL OH: H-
O-Giu OH H
H - OH H.
H OH '~ H
o H 0Gl  OH OCH;
" oGal.  OH H H
H . oH H CH
OCH, OH H OH H OH “H
oH OH - Ho OH OH OH H
' OCH, OH H- oH OH OH H
0-Gal-Gal OH . " H OH OH OH H
ORam:Glu ~ OH . . H oH OH OH H

Figura 2, Estructuras de flavonoides aislados del género Cirsium
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Compuesto GCs Cs Cs Cy Cs
141 H OH H OH H
142 H OH H OCH; H
143 O-Ram-Glu OH OH OH H
144 H OH OCH;, OCH, H O-Glu H
145 H OH OCH; OCH; OCH;, OH H
146 H OH OCH; OCH; OH OH H
147 H OH OCH; OCH;, H OH H
148 H OH OCH; OCH, H O-Ram-Glu H

Sustancias Diversas.

HQ CHs

HO / ) H

(o]
(o] (o]
(149) (150)
HsCO A\ H - 'HoC 4 ‘ [ D CHO
O : o] (o]
0 ' o
(151) : ' : 152)

Figura 2, Continuacién.
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(160)
HOOC
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(162)

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

Los compuestos acetilénicos constituyen uno de los principales metabolitos secundarios del
género Cirsium. Dentro de los mas abundantes e importantes se encuentran los hidrocarburos
insaturados de 17 carbonos. De las raices de cinco especies de Cirsium se han aislado uno de los
mas importantes: el aplotaxeno (38) y sus derivados dihidro-, tetrahidro-, y hexahidroaplotaxeno
(40-42). Las raices de C. helenoides y C. hypolencum contienen el epoxido del aplotaxano (39).
Estos compuestos son importantes intermediarios en la sintesis de poliacetilenos de 17 carbonos a
partir del acido oléico [21], ademas de ser importantes marcadores quimiotaxonomicos de este

género [25].

De las raices de C. miponicum var. Shikokianum se han separado cuatro nuevos derivados
del aplotaxeno (51-54), los cuales son poliolefinas de 17 carbonos, siendo el shikokiol A (51) el
mas importante, ya que es un potente inhibidor in vifro de la actividad de la 5-lipoxigenasa [24],
enzima clave en el metabolismo del écido araquidénico para la formacién de prostanglandinas, las
cuales actian como mediador en algunos procesos inflamatorios y juegan un rol importante en la

génesis del dolor y reumatismos [62].

De las raices de C. helenoides se aislaron los compuestos (51 y 55-58) que son
probablemente biosintetizados por la planta a partir del epéxido del aplotaxeno en presencia de
agua, el cual a su vez es sintetizado por oxidacién A*® del aplotaxeno y los cuales solamente

habian sido separados de C. niponicum var. Shikokianum y C. Iypolencum [25].

De los aceites de la raices de C. japonicum se aislo el heptadeca-1-en-11,13-diin-8,9,10

triol (43), el cis-8,9-cpoxi-heptadeca-1-en-11,13-diin-10-0l (44) y por reaccion de éstos con: a)-
\ una hidrogenacién catalitica el cis-8,9-epdxiheptadeca-10-ol (46) [22]; y b) una mezcla' de 2,2-

dimetoxipropano y 4cido sulforcamfonico el aceténido correspondiente (45), el cual protege los

hidroxilos adyacentes confiriendo propiedades quimicas y fisicas diferentes muy importantés para

su identificacion y caracterizacion [23].
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; Adcmas han sido scparados tres novedosos acetxlenos el Cmneol A(47),B (48) yC (49),
vlos cuales son los derivados acetilado, metllado y halogenado del compuesto (43) en el carbono
C-8, respectivamente. Estos acetilenos inhiben: el crecimiento /n vitro de las células KB [23], el
crecimiento in vitro de Murina lenkemia y la siﬁtesis de proteinas, DNA y RNA in vitro de

Murina ascitica (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
Compositae 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

Caq, escualeno.

De las partes aéreas de C, hypoleucum se obtuvo el escualeno (99), el taraxasterol (100),
la B-amirina (103) y lupcol (104). Las raices de C. canum contienen al lupeol y taraxasterol, que

t@mbién han sido obtenidos de las partes aéreas de C. arvense junto con el estigmasterol (98).

Se ha observado que el taraxasterol y sus derivados estan ampliamente distribuidos en
especies pertenecientes a las Compuestas, algunos estudios quimicos citas su separacién a partir
de otras familias con una menor frecuencia, lo cual indica que esta familia de plantas contienen
sistemas enzimdticos espccificos, los cuales son responsables de la elaboracion de estos

compuestos [29].

La actividad bioldgica de los triterpenos es muy importante, sobretodo en el proceso
ahtiinﬂakmalorio.k Por cjemplo, tres triterpenos separados de Diopyros leucomeleas (betulina, acido
betulinico y acido ursolico) muestran inhibicion de la inflamacion sobre edemas en pata de raton
inducidos con carrigenina y serotonina [63]. Estos compuestos poseen caracteristicas 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 carboxilico en

C 6 Caoyun grupo hidroxilo en Cag incrementan la actividad antiinflamatoria [64].

39
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El acetato de taraxasterilo (101), obtenido de C. arvense, posee gran actividad preventiva
contra el dafio hepdtico, sin embargo la hidralisis y la modificacion de los enlaces olefinicos la

disminuye de manera considerable [64].

c. Flavonoides aislados del género Cirsium.

Los flavonoides pueden inhibir varios estados de la inflamacién, incluyendo formacion de

tejidos de granulacion, artritis cronica y el incremento en la permeabilidad capilar.

Han sido realizadas diversas investigaciones para determinar la actividad antiinflamatoria y
en recientes afios se ha informado de una gran cantidad de flavonoides que presentan actividad
antiinflamatoria, por cjemplo algunos denvados semisintéticos como hesperidina, metilchalcona y

los O- (B-hldroxletll)-ruunésldos

La apigenina (14 .k_7) "V"dos flavonoides representativos de la familia

Compositace y del genero Clr um, ﬂamacxon mduclda por indometacina, cuyo efecto

esta relacionado probablemente alas: propledades anuhnstamlmcos -y antiscrotonina que poseen

{15}

El mecanismo dekarcclon,deklos flavonoides en el proceso antiinflamatorio, se atribuye a los

siguientes pasos;

Inhibicién de la hberncloh de hlstamma La degranulaclon de los mastocxtos Y. la liberacién de

histamina se lleva acabo’ por una gran vanedad de agentes, tale alina'A, antigeno,

lecitinas, dextranos de aho peso molecular, ATP Y ‘el jonoforo carboxilato"A2 87 los cualcs son

dependientes de la presencxa de calclo extracelular [6 66].

da eC olcreaceum mcrementa
TPasa-Na YKy la ATPasa-Caz'_

mitocondrial, siendo estas ulnmas la responsable para el mantemmlento de bajos mveles de calcxo

intracelular, inhibiendo la secrecion de lustamma que es dependicnte de un incremento de calcno

libre intracelular [67].

Cw
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También se considera que la ATPasa-Ca®' puede ser rcsp nsable de la cnlrad de calcno de

los mastocitos inducida por antigenos, promoviendo la dcz,ranula n dcpendlente de calclo yla

secrecion de histamina. El orden relativo de varios flavonoides com: res de la secrecion de

histamina en mastocitos es: fisetina>miricetina>kamferol>morin

Esto sugiere que la ruta de accién de los flavonoides: esprevenir la operacion de la
activacion del receptor de la Inmunoglobulina E (IgE). Por lo'tanto, la induccion de la secrecion
por estos canales o sistemas transportadores de calclo no se bloquce por el flavonoide, sino que

mhlben la secrecion de histamina inducida porla umén a lgE y 'A23187.

- Ademis se considera que altas concentraclones de flavonoides pueden prevenir la

vfosfonlacxon oxidativa, impidiendo la secrecnon causada p r los cstlmulos [68].

La activacién por ciertas proteincinasas mcluyendo una cinasa dependicnte de

fosfolipidas/calcio (C-cinasa) se consnd a sbecto importante en el proceso de

transduccion de sefales yen fa medlacl n de la iberacion de hlstamma [70].

humanos es la siguiente:
En

la

basofilos al incrementar

quercetina es un mhlbldor |mportante en la qunmlotaxns degranulacion de neutréfilos, también

inhiben la activacion de van S C~clnasas que ‘son necesanas para la activacion de neutréfilos®.

¥ Los neutrofilos producen potentes mclabolilos o&igcnadoé que 'jucg;m un papcl esencial en una multitud de
defc pero que bién contribuye a la dcslmccit}n de tejidos en un nimero de desordenes inflamatorios agudos
-y crénicos, o Lot
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Ademas |nh|ben la reaccton de fosfonlaclon dependlentc de calmodulma lmportante para la

activacion de neutroﬂlos, mastocnlos yl basof los [ 2 75]

Por otra parte, el ampho interés de esta clase de productos naturalcs ha conducido a obtener
grandes evidencias en las recnenles mvesngacmnes sobre Ia nﬂuencna de los flavonoides en el

metabolismo del 4cido araqundémco

Esto contribuye a una mejor comprension de las propiedadés farmacolégicas y bioquimicas
de los flavonoides. La interaccion de éstos con la enzima del m}e'tabolismo del acido araquidénico
puede emplearse como una herramienta util para dilucidar las funciones de los derivados del acido
araqwdomco en la regulacion de los sistemas fisiologicos, asi como, en los procesos que son la

i base de ciertas condiciones patolégicas [73].

e 'cmlooxngenasa-z (COX-2) necesarias para la biosintesis de las prostanglandmas ylola5-LOo blen

De  esta manera los flavonoides acacetina (142) y peclohnanna (124), obtemdos,

::kdev C setosum, inhiben las propiedades de las enzxmas cnclooxngenasa—l (COX-l) y:

' puede tener ambas propiedades (quercetina, baicaleina) [65, 73-78].

C. Generalidades de los ensayos bioldgicos.

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, sélo un pequeiio porcentaje ha sido
investigado fitoquimicamente y la fraccién sujeta a ensayos bioldgicos o farmacoldgicos es todavia

mas baja.
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La parte crucial ‘de una investigacion de plantas con actividades biolégicas y la
disponibilidad de bioensayos para el monitorco biodirigido” [89] se encuentra en la capacidad de
mancjar una gran cantidad de muestras con sistemas de prucba que deben ser idealmente simples,
rapidos, reproducibles y baratos. Si los principios activos estan solo presentes en bajas
concentraciones en ¢l extracto crudo, el ensayo debe tener alta sensibilidad para su deteccion. Al

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

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

muestra — para Io cual se debe emplear un disolvente que no interfiera en los resultados—.

Cuandd se decide realizar un ensayo biologico en la investigacion de los constituyentes de

; qha 'plénta; el _primer ; paso - es -escoger el organismo blanco. Ellos pueden ser inferiores
4 (;‘ﬁi»crokbrganismo.s, insectos, crusticeos o moluscos), sistemas subcelulares (enzimas, receptores u
organelos), cultivos de células de origen humano o animal, organismos aislados de vertebrados o
animales integros [88]. La complejidad de los bioensayos esta en funcion de las facilidades, fuentes
y personal disponible, la mayoria de los laboratorios fitoquimicos encargados de la investigacién
dc'plantas medicinales bioactivas, no tiencn las facilidades para utilizar animales especiales (ratas,
conejos, cobayos, etc.); consecuentemente, se han hecho esfuerzos para introducir bioensayos

simples y baratos para ¢l monitoreo de extractos de plantas y fracciones.

Una seleccion 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 Artemia salina L., hasta la actividad
moluscocida con Bromphalaria glabrata, de esta mancra diferentes propiedades y tipos de
enfermedades, incluyendo afecciones microbianas y enfermedades parasitarias pueden ser

investigadas [87].

2 Un cstudio biodirigido ticne como finalidad scguir la actividad biolégica durante ¢l friccionamicnto de los
. extractos, La actividad biolégica a través de un ensayo permite contocer la naturaleza, constitucion o potencia dc un
.- material o sustancia a través de la dosis empleada.
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Los bioensayos en las primeras etapas de una investigacion biodirigida no son especificos,

s6lo nos refieren toxicidad o inhibicion 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 describiran a continuacion de manera sucinta.

Tabla 4. Tipos de ensayos biolégicos utilizados en una investigacion biodirigida {88].

TIPOS DE ENSAYOS BIOLOGICOS

ACTIVIDAD

BLANCO

Antibacterial.

Antifingica.

Toxicidad frentc al camardn hada

' Inhibicién del desarrollo de tumores
(cnsayos de discos de papa).
Actividad antimitética

Actividad insccticida

Actividad larvicida

Actividad moluscocida

Bactcrias patégenas  (Sthaphylococcus  aurcus,
Fscherichia coll, Erwinia spp., ctc.).

Hongos y lcvaduras patégenas (Candida
albicans, Aspergillus spp.. Cladosporium spp.,
cte.)

Artemia salina L.

Células de papa (Solanum tuberosum), tubérculo
transformado por Agrobacterium tumerfasciens.

Erizo de mar (Strongylocentiotus spp.)
huevecillos.

Gusano africano (Spodoptera spp.), Escarabajo
de hama mexicano (Epilachna varivestis).

Mosquito vector de la ficbre amarilla (dedes
acgypli).

Caracol tr isor dc la esc
(Bromphalaria glabrata).

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

Los organismos invertebrados especialmente los artrépodo‘s/'acu'z?lticés han adquirido gran
interés en los bioensayos de toxicidad [89]). Dentro de la‘sh‘l:;ciés‘ev Branchiopoda — los
filopodos — encontramos a Anastrocan crustaceans, conocida como Artemia salina L. Sus
caracteristicas fisicas dependen en gran medida de las condiciones en las que se encuentre, por
cjemplo, se ha determinado que sus dimensiones varian de 10-12 mm con la temperatura, en tanto

- que el color varia de rosa palido, en un medio con poco oxigeno, a rojo intenso con alta

;- oxigenacion 89, 91].
Las caracteristicas por las cuales es usado este crustaceo son las siguientes (89]:

o Los huevecillos son de bajo costo y se mantienen viables por varios afios en estado seco.
e Proporcionan una prueba de toxicidad a corto plazo debido a su rapido crecimiento.

» - Se obtienen poblaciones homogéneas sincronizadas en diferentes estadios de desarroilo.

El bioensayo de Artemia salina L. determina la toxicidad —CLse— tanto en extractos
como en productos aislados [90). Esta concentracion 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 analisis

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

Tabla 5. Bioensayo de Artemia salina L. de alcaloides conocidos [89].

ALCALOIDE CLse (ug/mL)
Cloruro de terberina 22.5
Digitalina 151
Sulfato de cfedrina 215
Cafcina 306

Sulfato dc atropina 686
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b. Ensayo antimicrobiano para extractos de plantas.

Los antibioticos y analogos sintéticos siguen siendo fuente de estudio dentro del area
clinica, las investigaciones de éstos estan encaminadas a encontrar la actividad que presentan
contra agentes infecciosos, De esta idea surge cl hecho de probar extractos y: sustancias puras
obtenidas de productos naturales, para lo cual se han ideado una gran varicdad de métodos
antimicrobianos, los cuales permiten la visualizacion rapida de la utilidad farmacoldgica, debido a
que los microorganismos empleados son representativos de agentes etiologicos 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
esterilizacion. En los primeros, se puede emplear esterilizacion por filtracion con membrana o por
medio de radiacion; si no se requiere de esterilizacion, entonces se preparan todas las muestras en
un medio aséptico (empleando material de vidrio estéril, campana de flujo laminar, etc.). De los
métodos antimicrobianos se conocen los de difusion, dilucion y bioautograficos [88], los cuales se

describen a continuacion;

e Meétodo de difusion: Este método fue originalmente desarrollado para monitorear cantidades de
antibioticos, sustancias de fermentacion y elaboracion de antibiogramas. Se emplean 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 incubacion, la respuesta se mide por el diametro de la zona de inhibicion de! desarrollo
microbiano. Este método tiene la ventaja de no requerir esterilizacion, se pueden probar varios
extractos al mismo tiempo con un mismo organismo, ya que se requieren cantidades minimas de
la muestra y cl resultado de la prueba es lineal. (el diametro de inhibicion esta relacionado con

la concentracion minima inhibitoria).



Megodg de dlluggn En el método de dilucion, las muestras probadas son mezcladas en el

'medlo, el cual posteriormente sera inoculado con microorganismos. Después de la incubacion,

- cl desarrollo de microorganismos es determinado por observacion directa o comparacion
turbidimétrica con respecto a una muestra control. La ventaja de este método es que no

‘req'uiere de la esterilizacion del extracto, ademas los extractos no polares, pueden ser

. analizados como los acuosos. A diferencia del método de difusion, en el método de dilucion se

pueden probar muchos microorganismos en la misma dilucion.

e Método bioautografico: La bioautografia es un método que identifica la actividad
antimicrobiana en un cromatograma; se encuentra dentro de las aplicaciones de la investigacion
de antibidticos. Muchos procedimientos se basan en la técnica de difusion en agar, los agentes
antimicrobianos son transferidos de una cromatografia en capa fina o papel a una placa

inoculada con microorganismos.

Las zonas de inhibicion son visualizadas y para diferenciar bien la difusion se emplea la
bioautografia directa, Este método requiere de equipo microbiolOgico especial debido a que las
* muestras son susceptibles de contaminacion. )

La seleccion del método dependera de las condiciones del laboratono donde se realxce y de .

las” caracteristicas de sensibilidad requeridas. En la tabla 6. se prese tan. las’ p pledades y::‘ 59

limitaciones de los métodos antimicrobianos.

De los ensayos mas sobresalientes se encuentra el de Carl

sustancias puras a probar este metodo es conocndo como estria y. dllumén &en agar,’en donde’ Ia

concentracion empleada para los extractos es de 1000 ug/mL [90],

s de Cirsium forullense. ... . . 47 e
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Tabla 6. Propiedades y limitaciones de los métodos antimicrobianos [88]

ANT[MICROB[ANOS

‘PFROPIEDADES Y LIMITACIONES DE LOS‘METODOS W

Requerimientos de los

Deteccidn de actividad

extractos de plantas antinticrobiana
Mcétodo
Dispersion Evaluacion Deteccion de
Esterilizacion  homogénea en | bacteriostatica  potencia baja o
agua o bactericida alta

Difusion en agar
¢ discos y oradaciones No Si Bacteriostatico Alta y baja
+ cilindros No No Bacteriostatico Alta y baja
¢ Dilucién e;, agar . ' No No Bacteriostatico Alta y baja
o Dilucién liquida- " si No Bacteriostatico  Alta y baja

e Bactericida

Bloag)iqgraﬁa

.. c ~No No Bacteriostatico Alta
¢ directa - S No Bacteriostatico Alta
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III. Planteamiento del problema
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A pesar de la riqueza bioldgica y del enorme acervo cultural con que cuenta nuestro pais,
existe poca informacion cientifica sobre la composicion quimica, ecologica, etnobotanica,
farmacoldgica y clinica de la mayoria de las especies empleadas en la medicina tradicional. El
empleo de tales plantas es eminentemente empirico y por lo tanto existen muchas variables que
influyen en la eficiencia de las preparaciones que de ellas se hacen. Es importante seiialar que la
mayoria de los prototipos farmacéuticos son sustancias de origen natural, principalmente vegetal,
por lo que la investigacion, busqueda y caracterizacion de los constituyentes quimicos 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 lo anterior, se realizé el estudio quimicq y la evaluacion biologica de Cirsium
Jorullense, la cual es empleada en San Rafael Tlvalmakhkalco’, Estado de Meéxico, para aliviar
diferentes padecimientos relacionados con los riﬁohes'i‘gargénta, pulmén, higado y aparato
digestivo, entre otros; con la finalidad de identificar y caractenzar aquellos extractos o sustancias

puras que muestren actividad biolégica —toxica, antlmncroblana 6 antiinflamatoria—.




LT IR

_Estudio Quimico y Eval ion

logica dc Cirsiuint /nru]lense.',

IV. Objetivos
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OBJETIVO GENERAL.

Realizar el estudio quimico y evaluacién bioldgica —actividad téxica, antimicrobiana y
antiinflamatoria— de las partes aéreas de Cirsium jorullense, especie vegetal empleada en la

medicina tradicional del Estado de México (San Rafael Tlalmanalco).
OBJETIVOS PARTICULARES.
1. Realizar la investigacion bibliogrifica (1980-1999) sobre los estixdiqs quimicos y biologicos de

la familia Compositae y del género Cirsium.

2. Preparar los extractos crudos con disolventes de diferente polandad (n-hexano CHCI;, AcOEt,

EtOH), a partir de las flores y tallo de dicha especie vegetal i
3. Determinar la actividad toxica, antimicrobiana y antunﬂamalona de los ctos crudos.
4. Aislar y purificar los diferentes metabolitos que constituyen cI extracto blologlcamente activo
del tallo y/o flores de Cirsium jorullense. ) :
5. Ildentificar y caracterizar las sustancias puras alsladas de dlcha especle vegetal.
6. Evaluar la actividad toxica, antimicrobiana y antiinflamatoria de las sustancias puras aisladas

obtenidas de Cirsium jorullense.
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V. Hipotesis
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En México actualmente existe un gran interés por las plantas medicinales, algunas de las
cuales se limitan a un uso especifico. Tal es el caso de Cirsium jorullense, 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 quimicos y biolégicos
realizados en otras especies de Cirsinm, han mostrado que existen sustancias quimicas que

presentan actividad antibacteriana, antifiingica, antimalarica, entre otras.

Por lo tanto, en el estudio quimico de Cirsium jorullense, se aislaran y caracterizaran
metabolitos secundarios que posiblemente muestren actividad téxica, antimicrobiana y
antiinflamatoria, por medio de técnicas de extraccion y purificacién, con lo cual se permitira
correlacionar quimicamente a este especie dentro de su éénéro 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 aerea y flores de Cirsium Jjorullense (San Rafael Tlalmanalco, Estado de México).

B. Material para el estudio quimico

(Extracc:on, alslamlento, purificacion y caracterizacion de metabolitos secundanos)

Material ‘de vidrlo

Camaras de eluslon de dlfcrentes tamaiios.

"Capnlares

Columnas cromatograﬁcas de dlferentcs tamafios.

Embudos Hirsh de porcelana i
Embudos de vidrio de dnferentes tamailos.
Embudos de separacion (250 y 500 mL).
Pipetés graduadas (1, S, 10 mL).

Pipetas volumétricas (1, 2, 5, 10 y 25 mL).
Equipo para destilacion 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 (10, 250, 500 y 1000 mL).

* o 6 o 6 ¢ o e o ‘0_,“'0«‘0”0‘-’40‘ 0"‘0,

Sustancias.
Carbén activado (J.T. Baker).
Celita 545 (Merck).

Cloruro Férrico

Silica Gel 50 GF para CCF (Merck).
Sulfato de sodio anhidro (Aldrich).
Diazald (Aldrich).

* & & ¢ o o
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¢ Sulfato cérico amoniacal (Aldﬁch); : :

Disolventes °

Acetato de etilo, grado técnico (diédlyéntes y mezclas). -

Acetona, grado técnico (Merck) :

Cloroformo, grado analmco (Montem'ey)
Etanol, grado técnico (Merck). :
Eter etilico, grado analitico (Mallickrodt).

Metanol, grado técnico (Merck).

* & & & & o o

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).

¢ Espatulas de acero inoxidable.

Equipo.
Aparato Fisher-Johns.
Balanza analitica (Ainswoth 100 A).
Balanza granataria (OHAUSE 700-800).
Balanza semianalitica (OHAUSE E 400).
Bafio de agua (Biichi R-124).
Lampara de UV 254/366 nm (Mineralight).
Reostato (Staco Energy). '
Rotavapor (Biichi R-124),

* & & 6 & o o o o

Equipo para Diazald,

Espectrofotometro de LR (Perkm Elmer modelo 283 y 68!)
Espectrometro de Masas (‘ ' ewlett Packard 5985 GC/Ms system 70 eV).
¥ y VxR-3005)

Espectrofotometro de U

* & o o

Espectromelro de RMN Varian Umty 300

destilacion fraccionada,

10 | os disolventes grado fucron purificados mediz
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C. Material para ensayo biolégico.

Material de vidrio
Embudo de talle largo
Frascos viales (7 mL)
Matraz Erlenmeyer 50 y 1000 mL)
Microjeringas (25,50 y 500 pL)
Pecera de 12x15x20 cm
Pecera especial para la incubacion 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 rosca.

Sustanclas
Sal marina (Aquanum Systems)
Solucion anticloro'y amortlguador de pH (Care)

Apgar soya tnptlcasema

Agar nutritivo
Estreptomicina

Tween 80

Dlsolventes. o ;4 :
Acetato de enlo, grado técnico (dlsolventes y mezclas)
Acetona 1,rado téenico (Merck)
Clorofonno, grado anahtlco (Monterrrey)

Etanol, grado técnico (Merck)

_ Eter etilico, grado analitico (Mallickrodt)

Metanol, grado técnico (Merck)

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

Acreador de pecera
Calentador para pecera
Espatula de acero inoxidable
Lampara de luz blanca

Reostato

Equipo.
Balanza analitica (Ainsworth 100 A)
Balanza semianalitica (OHAUSE 400)

Incubadora

Méterial bioldgico.
Larvas de Artemia salina L.
Micr‘odl"'gankismos de prueba:
1. Salmonella typhi ATCC 6539
2. Bacillus subtillis ATCC 6633
3. Candida albicans ATCC 10231
4. Pseudomonas aeruginosas ATCC 25619
5. Staphylococcus aurens ATCC 6538p
6. Escherichia coli ATCC 536
7. Micrococcus luteus ATCC 9341
8. Streptococcus faecalis ATCC 6130.
9. Sarcina lutea ATCC 6540.
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VII. Parte Experimental.



Deposito del material vegetal en el Herbario Nacional MEXU
(Instituto de Biologia) y el Jardin Botanico de la F.E.S. ZARAGOZA

(UN.AM)

-

Secado de material vegetal a
temperatura ambiente

Hojas y tallos
(Parte Aérea)
m=1.28 kg

‘|e4duab ejbojopola "1 eweaberq 'y

Extracto Extracto xtract (" Extracto Extracto
Hexano EtOH * Hexano CHCl EtOH *
m=21.74 g m=4547g m=8.86¢g
| I 1 |
Solido A Aguas Sohdo B Aguas Solido D Aguas
m=876 mg Madres =71.1 mg Madres m=97g Madres
m=6.8 g m=277g m=28.1¢g

Evaluacnon de toxicidad (CLso)

*Separacion del sélido por filtracion a vacio

Evaluacion antimicrobiana
'L Evaluacion antiinflamatoria.

v
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II. Diagrama 2. Tratamiento del extracto de AcOEt de hojas-tailo. :

Extracto
AcOEt

Aguas madres
m=6.77g

F113] F [114-134] F [228-284) F {368-434]
Hex-AcOEt Hex-AcOFt Hex-AcOEt Acctlona:McOH
(7:3) (7:3) (4:6) [¢H)]

Solido A-1
8 mg

Solido A-2
m=52.8 mg

1 mLAC0/0.5 L. Py
F— 1.20h/Tem. Amb. ~—*]

Solido A-1Ac )
m=40.2 mg
pf 115-119°C

Sélido A-2Ac
m=33.5 mg
p.f. 115-116°C

- Pectolinarigenina (16)  Eupatilina (163)

tetracetato del B-D-glucésido tetracetato de la pectolinarina
del B-sitosterol (106 a) (167).




12.05 g de

Fase
n-butanol

Aguas Madres
extracto EtOH -
75 mL H0/ &
15 mL n-BuOH &
Destilacion a g
resion reducid a2l
PO e S5iido cafe B2 S8lido amarillo B-1 =2
m=32g m=24g acuosa
pf. 180-190°C pf. 186-194°C
. - P CCF-celulosa
HCI 2N:MeOH (1:1)| Midrélisis Acet'!‘fc'é" Py: AcOEt:AcOH:
reflujo/ 46 h HCI2N:MeOH (1:1)  794.0 mg sélido, 5 H,0
reflujo/ 46 h mL Py/ 20 ml (36:36:7:21)
AC;O

SolidoC,m=1.1g

V
Ramnosa,
Producto Glucosa, Xilosa.
m=16g

Cromatografia en columna
(CCV) y purificacion
Et.0/
n- he\ano
F[20-27] F30-33] F[35-59] SOhleOE -1A ohd_o2 ;3 -1A¢’
CHCl:MeOH CHClL:MeOH CHCly:MeOH m= m% R mgn
(99.5:0.5) (99.5:05) (99.505) pf. 115-114°C pf. 118-119°C
Pectolinarigenina Eupatilina Cirsimaritina
m=111 mg m=11mg m=38 mg
pf. 209 °C pf. 233-234°C pf. 265-266 °C
(16) (163) (165)

1 d

’ Evaluacion de toxicidad (CLso)

Evaluacion antimicrobiana

Evaluacion antiinflamatoria.

*XIX
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IV. Diagrama 4. Tratamiento del sélido de extracto de EtOH de Flores,

Solido D
m=1g

25mlL
McOl

Sélido D-1,
m =800 mg

Fase
MeOH

HCI 2N:McOH (1:1)
reflujo/ 49 h

Sélido D-2, m =573 mg
Cromatografia en columna
(CCV) y purificacion por
cristalizacion

F[11-13) F (14-21] F [33-75]
ol
‘L OCH, Sélido D-3
OCH3 OCH; m=28.5mg
' p.f. 265-266 °C
HO HO o
CHyO N . CHs0
L OHIOv OH O
Eupatilina (163)

Pectolinari'gehinﬁ (16)

OH O
Cirsimaritina (165)



5!

Estudio Quimico y Evaluacién Biolégi de Cirsium jorullense, .. L.\t Hien il 65

Clr.m/m _/omllensc (Compositae) fue colectada en un bosque de pmo a 2700 msnm, el 3
dc septlembre de 1996 por el M en C Arturo Eduardo Cano Flores 2 3 Km al NO de San Rafael
Tlalmanalco Estado de Meéxico. Se depositd en el Herbario MEXU de Instituto de Biologia de la
UNAM rue identificada y clasificada por el Dr. Osvaldo Télez, a quién le agradecemos su

R colaboracion.”

El materlal vegetal de Cirsium jorullense se dividié en panes aéreas (hojas-tallo, 1.28 kg)

£ y flores (1.47 g), se dejo secar a temperatura ambiente. La prep Ion de los extractos crudos, se

# realizé con disolventes de polaridad creciente, de acuerdo con el d f;fama'l.

1. Hojas y Tallo (Diagrama 1).

1.28 kg de hojas-tallo se sometieron a lixiviacién con n-hexano. donde se obtuvo 2] 74 8
de extracto crudo. El residuo vegetal se dejé secar a temperatura’ amblente y la obtenclon del"
extracto fue por percolacion con AcOEt caliente empleando una columna de vndno (70 cm de-
largo por 9 cm de didmetro) empacada con planta molida, a través de la cual se hlZO 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 filtracion a vacio 876 mg de un soélido

color verde-amarillento (sdlido 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

ARRN de un séhdo amarlllo-verdoso (solido B), separado por filtracion a vacio y 27.68 g de

»reslduo R

o 2;,}“6}“ (Diag;dmai 1 ). i

Se sometleron -1 47 kg de flores a extraccidn por maceracion a temperatura ambiente
'con n-hexano CHCl;; y EtOH del cual al concentrar en rotavapor se obtuvieron 9.66 g de un

SOlldO amanllo verdoso, ver (abla 7.0
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Tabla 7. Extractos obtenidos a partir de hojas-tallo y Flores de Cirsium jorullense.

Extracto (g)

n-hexano AcOEt CHCly EtOH MeOH
Aguas
soice s saido_ pfne
Hojas — tallo 0.876

21.74 . 6.77 — e ——— 12.05

(1.28 kg) (A)
Flores 9.66

(1.47 kg) 45467  mememr ceeeee 8.866 (B) 26.1 cmmeee

Una vez obtenidos los extractos, se determind la CLs, la actividad antimicrobiana y
antiinflamatoria de cada uno de ellos. De acuerdo a la actividad presentada se realizé el estudio

quimico de los extractos.
A. Aguas Madres del extracto con AcOEt de tallo-hojas (Diagrama 2).

La separacion de los metabolitos secundarios mayoritarios se llevé acabo mediante
cromatografia en columna a vacl:io'v(k(;C‘V‘)'[79k], para lo cual se absorbieron 4 g del residuo de las
aguas madres del extractby&:‘d‘lf'Ac‘:OEt:dé fa"o-hojas en 7.33 g de celita y se colocaron en una
columna de vidrio (45 cm de al(o por lO cm de dlametro) previamente empacada con 240 g
de silica gel para cromatograf ia en capa 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 cada‘un :

De las fraqcionésk obtemdas al eluxr la columna con una mezcla de Hex:AcOEt

(4:6 a 2:8) se obtu\}iéron ' de un solldo blanco (sohdo A-1), soluble en: una mezcla de

CHCl3:MeOH calleme y en MeOH cahente e msoluble en n-hexano, AcOEt y Acetona. Debido a

'quc en. el cspcctro de IR se obscrva una bay tensa a 3359 cm™ correspondiente a v

) ‘(O H), se procedné a a o tencnon de su co
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" I Acetilacién sélido A-1 (Diagrama 2).

Para la acetilacion del sblido A-1, se hicieron reaccionar 52.8 mg de éste solido con I mL

de Ac20y 0.5 mL de Py por 2 h a temperatura ambiente. Terminada la reaccion se agregod 5 mL

de agua destilada.

El producto se recuperd mediante extracciones con CHCl, (5 x 3 mL). La fase

n f 115-119 °C, soluble en n-hexano, CHCI; e insoluble en propanol. Su identificacion

y,cara terlzacmn se realizo con base a sus propiedades fisicas y espectroscopicas, las cuales

. *'pcrmlten ‘concluir que el producto obtenido es el derivado per acetilado del 3-D-glucésido del
. B-sn;osterol (106 a).

-2, Acetilacién del sélido A-2 (Diagrama 2).

De los eluatos 368-457 (AcOEt, Acetona y MeOH) se obtuvo un sélido blanco de pf.
196 °C, soluble en DMSO e insoluble en EtOH y MeOH. Debido a su alta polaridad y para poder
facilitar su identificacion y caracterizacion, s¢ procedid a la preparacion de su derivado acetilado

para [o cual 52.8 mg fueron accnlados con 2 mL de Ac;O y 1 mL de Py. El producto de reaccion

mostrd un Rf = 0.45 [Hex AcOEt (3 7)] lgual al del per acetil de la pectolinarina (167), los cuales
en CCF dan reaccién posmva con FeCly en EtOH al 1%.

. se identificaron a los flavonoides Eupatilina (163) y
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' B Aguas Madres del extracto con EtOH de tallo-hojas (Diagrama 3).

A 12,05 g de las Aguas Madres del extracto etandlico se agregaron 75 mL de agua
destilada y se agit6 por 2 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se agregaron 15 mL
de n-butanol, de donde se separd 2.41 g de un solido amarillo (sélido B-1) de pf. 184-194 °C,
soluble en DMF y DMSO e insoluble en AcOEt, acetona, EtOH y MeOH. La fase butandlica se
sometié a una destilacion a presion reducida [78] obteniéndose un séolido café (sélido B2) de pf.
188-190 °C soluble en DMF y DMSO e insoluble en AcOEt, Acetona, EtOH y MeOH. Los
s6lidos se aplicaron en CCF [CHCIl3:MeOH (9:1)], donde se observé que se trataba de una

mezcla de sustancias.

1. Hidrdlisis del s6lido B-1(Diagrama 3).

A 120 mg del solido B-1 se le agregaron 25 mL de una solucidon metandlica de
HCI (2 N) y calentandose a reflujo por 46 horas. Una vez concluida la reaccion se agregaron
5 mL de agua destilada, separindose un sdlido amarillo constituido de tres compuestos (sdlido C)

de pf.  240-251°C soluble en CHCI3;, AcOEt, CHCIl3:MeOH, DMF y DMSO, e insoluble

en n-hexano, el cual se obtuvo por filtracion a vacio.
2. Hidrolisis del sélido B-2 (Diagrama 3).

1.9 g de solido B-2 se sometleron a hldrohsns amda de acuerdo a la metodologia utilizada

en la hidralisis del sélido B-1, obten '_nd se 1. ido_ amarillo (sélido E), el cual al-
aplicar en CCF [CHCly:MeOH (96:4)] junto a

la presencia de los mismos compuestos.

roducto e drbhsls del SOlldO B ! se dctermmo ‘
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a. Separacién cromatogrifica de sélidos C (Diagrémé '3.)_‘

1.1 g del solido se absorbieron con 1.1 g de cehta y. se “colocaron en una columna i
cromatografica previamente empacada con 24 g de snllca gel para CCF y utilizando disolventes y
mezclas de polaridad creciente (CHCly, CHCl3:MeOH y MeOH), obteniendose 151 fracciones de

30 mL cada una.

De los eluatos 20-27 [CHCl:MeOH (96:4)] se abtuvieron 111 mg de un solido amarillo
cristalino de pf. 209 °C (sélido C-1), cristalizado por par de disolventes [80] con CHCl;:MeOH
(1:1). Los datos obtenidos a partir de los estudios espectroscopicos y espectrométricos,

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

A partir de las fraciones 30-33, obtenidas con mezcla [CHCl3::MeOH (99.5:0.5)] se
aislaron y purificaron por cristalizacién de par de disolventes (CHCl3:MeOH) 11 mg de un sélido
cristalino amarillo de pf. 234°C (sélido C-2), soluble en mezcla CHCl3:MeOH, el cual se
identific6 como la Eupatilina- (163) _[86], con base en sus constantes espectroscopicas y

espectrométricas.

De las fracciones 35-59, obtenidas con una mezcla de [CHCl3:MeOH (99.5:0.5)] se aisldé
y purifico, por cristalizacion con MeOH, 38 mg de un sdlido cristalino en forma de agujas con k
p.f. de 265-267 °C soluble en MeOH, caliente, DMF y DMSQ, e insoluble en CHCI3, AcOEt,'y
acetona el cual, cn base a sus propiedades espectroscdpicas y espectrométricas, se identificod
como Cirsimaritina (165) [57-58].

2. Acetilacién del sélido B-1 (Diagrama 3)

794 mg del sélid B-1 colocados en un matraz Erlenmeyer, se hicieron reaccionar con
20 mL de Ac,O. y 5!

Terminada la reacc:én se agregaron 5 mL de agua destilada. El producto de interés se recuperd de

46 h a temperatura ambiente y en condiciones anhidras.

manera convcnc”‘na eniendo 1. 6 g .de una mezcla de 2 compuestos, el Sélidos B-1Ac y

B-1Ac’, los cuales ﬁ,leron separados al agregar una mezcla de n-hexano:éter etilico (1:1).
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- 3. Metilacién del sélido C-2

De la reaccion de metilacion de las aguas madres de la Espatilina efectuada con .3

diazometano en éter etilico a 0 °C, se obtuvieron 36 mg de un sélido amorfo cristalino amaritlo "

verdoso, el cual fue purificado por cristalizaciéon por par de disolventes (CHCl3-n-hexano) y :‘
cuyas propiedades fisicas son las que a continuacion se describen: pf. 183-186 °C, soluble en
AcOEt, CHCl;, MeOH y EtOH, insoluble en n-hexano. El cual fue caracterizado, en base a SQS
propiedades espectroscOpicas y espectrométricas, como la 6,7,3’,4’-tetramctoxi-s-hidroxiﬂa\}oﬁa
(164). :

C. Sdlido del extracto de Flores con EtOH, sélido D (Diagrama 4).

1. g del sdlido fueron colocados en un matraz Erlenmeyer, al cual se agregaron 25 mL
de MeOH y se agitd a temperatura ambiente, separandose un sélido color crema que se ﬁltro
(solido D-1) soluble en agua e insoluble en MeOH cahente Las aguas, madres se apllcaron en
CCF y se eluyé con una mezc!a de CHCl; MeOH (9 l) determinandose la presenma de | una

mezcla de dos compuestos, los cualcs al revelar una coloraclon cafe con FeCl; lndlcan la

presencia de dos ﬂavonmdes ;
1. Hidrdlisis de’i’s@lifdd p-1 "(D_iagrama ),

800 mg de solido fueron colocados a reﬂu_;o:con 40 mL de una solucxon metabollca de'-b

HCI (2N), durante 49.4 horas. Una vez transcumdo el uempo se a;,reg,o 15g de hnclo, donde

precipitaron 573 mg de un sélido amarillo (solldo.D-z) soluble en CHCl; y AcOEt e msoluble en-

hexano y Et20. Por medio de CCF y eluyendo con una mezcla de CHCI; Acetona (96:4) se

determiné la presencia de 5 flavonoides,
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a. Separacién crb&nat&grﬁﬁca de sélido D-2 (Diagrama 4).

De las fraccloncs 20-27 [CHCI;] se obtuvieron 86 mg de un sélido amarillo cristalino de
- pf 209 °C (sohdo D-3), cns(ahzado con CHCl3:McOH (1:1) y que se identificé por CCF a la

: . Pectollnarlgenma ( 16) A pamr de las fracciones 14-21, obtenidas con CHC, se obtuvo un sélido

'amarlllo el cual en CCF .y con muestras de referencia se determiné la presencia. de :
o Pectollnangemna (16) y: Eupatllma (163), las cuales fueron separados por CCF preparatlva]
e eluyendo con [CHCl;: MeOH (99 Nl

De los eluatos [33-75] obtemdos con [CHCI; acetona (98: 2), (93 7)) se alslo y punﬁco,
: por-. cnstahzacnon con MeOH, . 58 mg de un sohdo cnstahno' én’ forma' - i
: 265-267 °C soluble en McOH caliente, DMF y DMSO e msoluble en CHClj;
' determinandose por CCF a la flavona Cirsimaritina (165) [57-58

D. identificacién de aziicares.

75 mL de la fase acuosa, separada en el tratamlemo de as aguas madres del extracto

EtOH de partes aéreas, se sometieron a destilacién a presno reducnda - obtemendose un sélido
al 1% de AgNO; se
determind como NH,CI. El residuo se aplicé en CCF cn cclulosa eluyendo e con una mezcla de
Py:AcOEt:AcOH: H;0 (36:36:7:21) y utilizando como revelador 0 9 mL de amllna y 1.66 g de
acido ftalico en 100 mL de acetona [10] y al comparar con estandares se determmo la presencia
de los azicares a-L-Ramnosa (Rf' = 0.79), a-D-Xilosa (Rf = 0.70) y q—b;dlucosa (Rf=0.63).

blanco el cual fue filtrado a vacio y que al reaccionar con una solu

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

Para la purif’ caci6n

la mezcla de solidos obtemdos a pamr del extracto con AcOEt

(Sdlido A) se procedlo de a manera stgunente

Se colocaron 54 olldo lmpuro en un equnpo de extraccion Soxhlet empleando

n-hexano como dxsol 4 “h Flnahzada la extraccion se concentré el disolvente

: obtcmendose 4. 3 mg d
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Posteriormente se extrajo con éter etilico (11 mg), benceno (4 mg), acetona (16 mg) y -
MeOH (84 mg). De la extraccion con éter etilico, benceno y aéé(pna se cohlprob(’) la presencia de

la Hispidulina (166) y Eupatilina (163), por medio CCF comparando con muestras de referencia.
F. Sélido del extracto con EtOIl de tallo-hojas.
Para tratar de purificar el sélido B impuro obtenido de la extraccion sélido liquido con

EtOH de parte aérea, se monté un sistema de extraccion con un equipo:soxhlet de la misma

manera que para el solido A.

Se colocaron 2 g de sélido y se inicio la extraccion con n-hexa ]
por 4 h, prosiguiéndose con éter etilico (29 mg), benceno (4 mg), acetona (125 mg) y MeOH o
(327.8 mg). De la extraccion con éter etilico, benceno y acetona se determmo la presencia de la:

k Hispidﬁlina (166) y Eupatilina (163), por medio CCF y en comparacion con muestras de:

referencia.
B. Estudio Bioldgico de Cirsium jorullense.

1. Bioensayo de toxicidad sobre Artemia salina L. [89].

Se realiz6 el ensayo de toxicidad sobre Artemia salina L. de los extractos crudos y las
sustancias puras obtenidas de Cirsium jorullense colectada en San Rafael Tlalmanalco, Estado

de México de acuerdo al diagrama 5.

s Incubacion de Artemia salina L.

Se utilizo una pecera conformada de un area obscura y otra iluminada, ésta cbntenia 700
mL de agua de mar artificial'!, donde se depositaron 80 mg de huevecillos en la zona obscura,
manteniendo la aeracion ligera y continua a 28°C durante 48 haoras, después de la incubacion se .

colectaron las larvas fototropicas.
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T Preparaclon de la muestra
Se pesaron 20 mg del extracto y 4 mg para las sustancias puras, se agregé 2 mL del
: disolventc en e»lv cualk éste fuera més soluble. A partir de esta dilucion, se colocaron en viales
limpios yalicumyas’ide 5, 50 y 500 pL. cada una por triplicado, para obtener una concentracion final
X de 10, IOO: iOOO ug/mL respectivamente. Se preparé un blanco con 500 pL del disolvente
i empleado Las muestras se prepararon con 48 horas de anticipacion con la finalidad de eliminar

- el dxsolveme

. f'Reavlizaéi‘én del bioensayo.

k ' A cada vial con muestra se agrego suficiente DMSO para disolver, hasta un maximo de

: 200 uL'? . Posteriormente se adiciond 2 mL de agua de mar artificial y 10 larvas de Artemia
salina L. (fototrdpicas) previamente incubadas. Se llevo a un volumen total de 5 mL con agua de
mar artificial y se incub6 bajo luz blanca durante 24 horas. Terminado el periodo de tiempo se
conté el nimero de larvas muertas, determinando la CLsq por el método de probitas de Finney
[94).

2. Evaluacién antimicrobiana. Método de Mitscher [90].

e Preparacion de los microorganismos.

Los microcorganismos'® se mantuvieron en AST. Para el bioensayo se preparé CST, el
cual se colocod en tubos de ensaye con tapén de bakelita y después de ser esterilizados con el
medio de CST en autoclave a 15 Ibs de presion y 121 °C durante 20 minutos se inocularon
(del tubo de cultivo en AST) e incubaron los microorganismos durante 24 horas a 37°C; excepto

Mycobacterium smegmatis, el cual se incubd durante 48 horas.

Después de la incubacion, se tomé una alicuota de 0.1 mL de medio de cultivo y se diluyd
con 9.9 mL de solucion salina estéril para alcanzar una dilucion final de 1:100 misma que se

utilizé para el bioensayo

"' Se colocan 38 g de sal marina artificial por cada litro de agua, una vez disuclta se fe adiciona $ gotas de anticloro.

12 Se ecmplea DMSO para disolver complclamcmc ¢l extracto, debido aquecs cl disolvente menos tdxico pam las
larvas de AArtemia salina L [91).

'* Lus cepas fueron adquiridas del cepario de la Escucla Nacional dc Ciencias Bioldgicas (PN, Mé\lco. D.F.)
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Esquema 3. Metodologia general del bioensayo de toxicidad sobre Artemia
Salina L. de extractos crudes de Cirsium jorullense.

20 mg de extracto en 2 mL
de disolvente

50 pL (100 ppm)
por triplicado
Evaporar el
disolvente

[ 200 uL de DMSO y

5 uL (10 ppm) 500 puL (1000 ppm)
por triplicado por triplicado

-\

2 mL de agua de mar artificial

Agregar 10 larvas de Arteniia saling)
previamente incubadas por 48 ha
28 °C

Aforar a 5 mL con agua de
mar artificial

( Incubar por 24 h a 28°C J

Contar el nimero de larvas ]
mucrtas
AL,

Analisis estadistico por cl
método de las probitas.

[ Incubar por 24 h a 28°C ]
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o Preparacion de las muestras.

; 40 mg de muestra, se disol\;ierén eanO 5 mL de Tween 80 y 1.5 mL de solucion salina
"":l'smloglca estéril en un vial de 5 'mL. Una vez solubilizado sc adicioné asépticamente a un
‘matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 38 mL de AST, previamente estéril y a una
tempcratura de 50 + 5°C para obtener una concentracion de 1 mg/mL, se mezclo y se vertié por
(‘pancs lguales en dos cajas Petri. Una vez solidificado el agar, se incubaron a 37 °C las cajas

*“durante 24 h para rea_llzar la prucba de esterilidad.

Prucba mlcrobnolognca

Despues dela prueba de esterilidad, las dos cajas con el extracto, fueron divididas en 10

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

N ﬁgura 3. Finalmente se incubaron las muestras por 24 h, transcurrido el tiempo se observé la
E mhlblmon o ¢l crecimiento de los microorganismos. A la par se realizé un blanco y un control
posmvo con sulfato de estreptomicina.

10 2

6

Figura 3. Forma de sembrado de los diferentes microorganismos de prucba.

. Salmonella tvphi ATCC 6539, 7. Escherichia coli ATCC 536
. Bacillus subtillis ATCC 6633, 8. Alicrococcus luteus ATCC 9341
. Candida albicans ATCC 10231, 9. Streptococcus faecalis ATCC 6130.

. Pseudomonas acruginosas ATCC 2561. 10, No sc sicmbra ninguta cepa
. Staphvlococcus aureus ATCC 6538p.
. Sarcina lutea ATCC 6540,

AN S WN —

Después de la incubacion por 24 hrs, se considerd activos aquellos extractos que

inhibieron el crecimiento de algin microorganismo.

75 -
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3. Evaluacién antiinflamatoria™
iz a. Evaluacién de extractos de flores y parte aérea.

Se emplearon 3 ratones albinos por muestra, cuyo peso 6sci16 ekmrek2>8 y 30 g de peso. Los
animales fueron anestesiados con ketamina y postenormeme se les aphco topicamente con una
jeringa de Hamilton, 10 puL una solucién aceténica de TPA (2 5 pg en 10 mL), para producir la

inflamacion, en la parte interna de cada oreja.

Los compuestos de prueba, asi como el farmaco de referencia, se disolvieron en un
vehiculo apropiado para cada uno y fueron aplicados en dosis de 10 mg/Kg en la oreja derecha,

mientras que en la oreja izquierda se aplicd inicamente el vehiculo (oreja control).

Una vez desarrollada la inflamacion por espacio de 4 horas, los animales fueron
' sacrificados por dislocacion cervical, y se tomé de la porcion central de cada oreja un tépén de 6
mm de diametro con la ayuda de un sacabocados. La diferencia de peso entre la orejé tratada con
el compuesto de prueba y del peso de la oreja que solamente recibe el vehiculo, se tomé como

medida de la respuesta antiedematosa.

b. Evaluacion de sustancias puras,

Los ratones después de ser anestesiados fueron inoculados por via intraperitoneal con la
sustancia de prueba, en dosis de 10 mg/Kg, 30 minutos antes de la aplicacion del agente
inflamatorio (TPA). Transcurrido este periodo se aplicaron en la oreja derecha con una jeringa de
Hamilton, 10 puL de solucién de TPA, adicionalmente en la oreja izquierda se aplico 10 pL de
ctanol. La inflamacion se desarrolld por eépacio de 4 horas, y al finalizar dicho periodo fueron

tratados de la misma manera que en el método anterior.

!4 Estas prucbas sc realizaron en ¢l Institulo de Quimica de la UNAM por la M en C Teresa O. Ramirez Apan.
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VIII. Resultados
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A. Estudio Quimico.

1. Estructuras de las sustancias aisladas de Cirsium jorullense.

OCH,
OCHy OCH;
HO. o)
J
H,CO
H o

Pectolinarigenina (16) pp. 69 Eupatilina (163) pp. 69
OH
HCO 0.
[
Ha
6,7,3’,4’-tetrametoxi-5-hidroxiflavona (164) pp. 70 Cirsimaritina (165) pp. 69

tetracetato del B-D-glucésido del B-sitosterol (106 a) pp. 62
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2. Propiedades espectroscépicas de sustancias puras aisladas de Cirsium jorullense.

a. p-D-glucédsido del p-sitosterol.
¢ IR v, (CHC, cm"), espectro 1: 3381, 2725, 1259, 1165, 1110, 1066.

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

¢ IR Vpuax (Nujol, em™), espectro 2: 2938, 2868, 1731, 1380, 1033,

 RMN-'H (300 MHz, CDCI;, TMS), espectro 3: 5 0.68 (s, 3H, CH;-18), 5 0.84 (d, J= 6.3 Hz, _
6H, CH3-26 y CH3-27) § 0.93 (d, J= 7 Hz, 3H, CH3-21), § 0.9 (s, 3H, CHy-19), § 2.00-2.08 o
[4s, 12H, (CH3COO-)], §3.45 (ddd,J=10y 5 Hz, 1H, H-3), §3.68 (m, J=10.5 y 2Hz, 1H,
H-5), 54.11 (dd, J=12.45y 2.6 Hz, IH, Hy-6"), 5 4.26 (dd, J=12.45y 5.0 Hz, 1H, H.6"),
§4.58 (d, J=8.1 Hz, 1H, H-1"), § 4.95 (dd, J=9.3 y 8.1 Hz, 1H, H-2), § 5.07 (1, ]=9.6 Hz, IH,
H-4%), 8 5.20 (1, J= 9.45 Hz, 1H, H-3"), 5 5.35 (d, J=5.4 Hz, 1H, H-6) [1 1], e

¢ RMN-C (75 MHz, CDCl;, TMS), espectro 5: § 170.66-169.27 (4- AcO-) 5 140 35,‘
(C-5), 8 122.15 (C-6), § 99.65 (C-1"), & 80.08 (C-3"), § 72.71 (C-5"), 8 71.71 (c-3) 8 71.53
(C-2'), 8 68.60 (C-4") § 62.13 (C-6"), § 56.78 (C-14), & 56.08 (C-17), § 50.20 (c-9) 5 45.87
(C-24), 8 42.34 (C-13), 5 39.75 (C-12),5 38.93 (C-4), 6 37.21 (C-1), & 36.73 (c-w), 5 36,12
(C-20), § 33.97 (C-22), §31.95 (C-7), 5 31.88 (C-25),  29. 46 (C-8), 8 29. 20 (c-z) 52823 .
(C-23), 5 26.12 (C-16),5 24.29 (C-28), § 23.09 (C-15), 5 21.06 (C-1 1,8 zo 70 (c-|9), 5 2061
(C-26), 5 19. 79 (C-2l) 5 19 34 (c 27) 819, 04 (c-29), 518.78 (c-xs) [1 n]

* EM (L E. m/z 1396 [M-348, oo%], 331 (18%), 169 (44%) 145 (xs%) 127 (13%) 109
‘ (38%) 95(15%) 81 (19%), 43 (ss%)

ESTA TESIS NO SALY
T »

VBIBLIOTRECS
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c. Pectolinarigenina (16).
¢ IR Vyuus (Nujol, em™), espectra 5: 3328, 1661, 1606, 1511, 1467, 1359, 1187,’1078 [&7, m

¢ RMN-'H (300 MHz, CDCl; + DMSOQ-ds, TMS), espectro 6: & 12.94- (s lH C5-OH'),
8 10.00 (s, 1H, C7-OH), & 7.86 (dd, J= 9 Hz, 2H, H-2’ y H-6"), § 7.03 (da' J— 9 Hz, 2H H- ’
y H-5"), 8 6.55 (s, 2H, H-3 y H-8), § 3.92 (s, 6H, OCH3) [47, 77].

¢ RMN-"C (75 Milz, CDCl; + DMSO-ds, TMS), espectro 7: & 181. 61 (c-4), 5 152 87
(C-4'), 161.59 (C-2), B 152,17 (C-9), 8 152.06 (C-5),3 130. 127,07 (C-2', C-
), 5 22.57(C-1), 8 113.59. (C3", C-5), & 103.96 (C-10), 8- §93.45 (C-8),

859.48 (C4-OCHj), 5 54.59 (C6- OCH;) Gl Gl Lo

+ EM (LE. m/z): 314 [M", 100%], 229 (53 43), 296 (44, 37), 271 (40'30) 268 (9, 37), ;40
(15.93), 150 (22.50), 133 (8.75), 121 (4.37), 89 G. 47), 69(10 63), 15 (2 18) [47 77]

d. Eupatilina (163).

¢ IR voue (Nujol, em™), espectro 8: 3183, 1655, 1620, 1580, 1510, 1425, 1336, 1264, 1149
[86]. :

¢ RMN-'Il (300 MHz, CDCl,+ DMSO-ds, TMS), espectro 9: & 12. 99 (s m cs-on), .
51035 (s, 1H, C7-OH),8760(dd J=2.1y 8.4, [H, H-6"), 5 7.47 (d, J=2.1, lH" 2), 8706, '
@ J=8.7, H, H-5"), 86.76 (s, 1H, H-8) §6.57 (s, IH, H-3), 8394 (s, 3H :
(s, 3H, OCH;) y 8 3.83 (s,  3H, OCH3) [86]. '

¢ RMN-PC s Muz,cnaJ + DMSO-ds, TMS), espectro 10:5 181 90 (c-4),,a 163. n (C-2),
5 163.11 (C-7), ‘6 158.88 (C-5), 5 152.59 (C-4"), & 152.32 (c- 9),5 148.73 (C-3),5 131.04
© 46)’, 5123.05 (C-1"), &119.62 (C-6"),7 & 111.08 (C-5"), §.108.94 (C-2"), 5 104.14
(C-3), 5 103.20 (C-10), 5 93.93 (C-8), & 59.59 (OCH), 5 55.62 (OCH3), § 55.45 (OCHs) [86].
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. EM (IE m/z), espectro 11: 344 [M+, 100], 329 (64.12), 301 (40, 45), 208 (9 16), 243 (3 os)
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 vy (Nujol, em™), espectro 12: 2939, 2843, 4657, 1435, 1 126 [86,‘ 1 12].

¢ RMN-'H (300 MHz, CDCI;, TMS) espectro 13: 8 12. 76 (s, 1H, CS-OH),5753 (dd*
J=2.1 y 8.4, 1H, H-6"),  7.34 (d, J=2.1, 1H, H-2), 8698(d J=8.7, 1H, H-S’) saeo(s'j
IH, H-8), & 6.56 (s, IH, H-3), 8 3.99 (s, 3H, OCHa), & 3.98 (s, 3H, OCH;), 8 397 (s,:‘
3H,0CHy), & 3.93 (s, 3H, OCH;) [86, 112] E

+ RMN-"C (75 MHz, cbcng;*fTMS pcctro 14. 5182.63 (C-4), 8 164. 01 (C-2),8k]58 81"
(C-7), 5 158.81 (C-5), & 153. |s(c4 ), 815247 (C9), § 152.47 (c-3’),5‘123 95 (C- 1'),:
5 123.95 (C-6°), 8 120.12 (C-6), 5 11136 (c 5), 8 109.10 (C-2"), 5106.25 (C-m), 5104.56
(C-3), 590.64 (C-8), §60.84 (ocu,), 5 56 34 (ocu,), 556.21 (o‘cu,),'a"ss.l‘s (OCHy) 77
(86, 112]. '

f. Hispidulina (166).

¢ IR Vo (Nujol, cm™), espectro 15:‘33'.68,-1660,-161:(_), 1 75'7'1,“1‘463, 1378, 1166, 1094,

¢ RMN-'H (300 MHz, CDCI;
59.68 (amplla 1H, C7-OH),

(c -2), a 160.66 (c-4 ), 51 156 38 (c-7) s 152, sn (c-s ¥,C-9), 8 130.95 (C-6), 8.127.53 (c-z"
C-6°), 5121.50 (C-1°),5 115.66 (C3', c-s ), & 104476 (c 10), , 10234 (c-3), 893 73
(C-8), 5 60.84 (C6-OCH;) [98]. ‘ '

e S TR AT S % 4 Srios Lo eiaore e e . . e el e L —
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B. Estudio Bioldgico.

1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Tabla 8. Resultados de evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos y sustancias puras

Hojas y tallo (Parte aérea).

Solido B-1 - + - - + - - - -
Etandlico (A.M.) + + - + + +
Acetato de etilo (A.M.) + + - - + - - + -
Acetonico - - + - - - - - -
Hexanico + - - - + - -
Flores

Etanolico (A.M.) - - - - - - - - +
Cloroféormico - - - - - - - - *
Hexanico - - - - - - - - -
Sustancias Puras

Cirsimaritina - - - - - - - - *
,6,7,3°,4’-tetrametoxi-5-

hidroxiflavona - - - - - - -
Pectolinarigenina - - - - - - - - %
Eupatilina - - - - - - - - *
Hispidulina - - - - - - - - *
tetracetaro del B-D-glucésido _ _ - _ _ - _ .
del B-sitosterol

per acetil de la pectolinarina - - - - - - - - *
Control positivo

Sulfato de estreptomicina + + + + + + + + +

+ Inhibicion; - Crecimiento
* No se probo esta cepa
Microorganismos de prucba.

1. Micrococcus leteus ATCC 9341 6. Salmonella typhi ATCC 6539

2 .Staphylococcus aureus ATCC 6538p 7. Streptococceus faecalis ATCC 6130.
3. Pseudomonas aeruginosas ATCC 2561 8. Bacillus subtillis ATCC 6633.

4, [scherichia coli ATCC 536 9. Sarcina lurea ATCC 6540.

5. Candida albicans ATCC 10231

e O
J- TV RN

JRIGEN |
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2. Evaluacidén de toxicidad frente a Artemia salina.

Tabla 9. Resultados de evaluacion de toxicidad frente a Artemia salina de extractos
y sustancias puras.

- CL5 s
- (ppm)-

Hojas y tallo (Parte aérea)

Solido B-1 470.53 987.89 274.97

Etandlico (A.M.) 296.20 647.41 164.98

Acetato de etilo (A.M.) 59.88 82.89 42.49

Hexanico 4740.16 52532.40 1378.96
~Flores -

Etanélico (A.M.) Ny 62807 - 4213.60 247.48

©." Etanélico (Sélido) : 557231 - 69619.78 - - 179272
- Cloroférmico - - 11045 14332 451
Hexénico i k » ' 303.77 - - C.

e Sustancias puras '

‘ Pectolinarigenina 58.18 78.48 42.82
Eupatilina - - -
Cirsimaritina 3833 51.82 27.76
Per acetil de la pectolinarina 13458.34 9984.34 564.45

CL = Concentracidn Letal Media
LS = Limite superior confiable
L1 = Limite infcrior confiable
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&

2. Evaluacién de Ia actividad antiinflamatoria.

Tabla 10. Resultados de evaluacion de la actividad antiinflamatoria de extractos y
sustancias puras.

Etandlico (A.M.) 10.29 13.33 +0.44
Acetato de etilo 69.60 4.66+2.1
Hexanico 17.61 12.63 +0.83
Flores*

Etandlico (A.M.) 13.86 12.80 +0.84
Hexanico (Flores) . 25.64 1533+ 6.'29

Sustancias puras**

6,7,3°,4’-tetrametoxi-5- 3 49 4

hidroxiﬂavona‘ -
_ Eupatilina 23.65 -
Hispidulina 25.20 -

Control positivo

Indometacina 29.58 -

% de inhibicién = 100 — (X tratado/X control) x 100,

promedio del tejido de tres animales.

*Dosis 0.5 mg/oreja en el modelo del edema inducido con TPA en la
oreja de raton.

** Dosis 10 mg/Kg, por via intraperitoneal.
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IX. Andlisis de resultados
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A. Estudio Quimico

1. p-D-glucédsido del p-sitosterol (106).

De los eluatos [228-284], obtenidos con una mezcla de Hex:AcOEt (4}6), se purificoé un
solido amorfo de color blanco. En su espectro de IR (espectro 1) a 3381 cm”! se observa una sefial
muy intensa, la cual corresponde a la v (O-H) y debido a su solubilidad en disolventes polares, se
establecid que se trataba de una sustancia muy hidroxilada, lo cual ocasiona que sea poco
manejable para el anilisis espectroscépico, por lo que se procedit a realizar su derivado

acetilado.

Del producto de reaccion de acetilacion, se obtuvo un sélido blanco cristalino, con
pf. 166-167 °C, soluble en CHCI;. Su espectro de m‘as>aks ’bor impacto electronico presenta un ion
molecular de nv/z 396 [M*-348, 100%]. El espectro de IR (espéctro 2) muestra una banda en 1754
cm’, correspondiente a la v (C=0) de los grupos acetato adicionados a la molécula original, el
cual fue corroborado con su espectro de RMN-">C (espectro 4), donde aparecen 4 sefiales entre
169-170.66 ppm de grupos carbonilos. Estos datos permitieron proponer como hipotesis

estructural a un triterpeno derivado del f3-sitosterol, con formula molecular C43H20010.

El espectro de RMN-'H (espectro 3) presenta sefiales mitltiples a campo alto, asignados
de la siguiente manera; § 0.68 (s, 3H, CH;3-18), & 0.84 (d, J= 6.3 Hz, 6H, CH3-26 y CH;-27)
8 0.93 (d, J= 7 Hz, 3H, CH,-21), § 0.99 (.s 3H CH;-19) A campo b8_|0 se, observa una seiial
doble, en & 5.35 (J=5.4 Hz), la cual integra para IH y es astgnado al hudrogeno VlnlllCO del C-6. ‘
Por otra lado en el espectro de RMN->C; al emplcar la tecnlca de APT (espectro 4-A) se ;

observan 6 seiiales cerca de 20 ppm correspondlentes a Ios metulos del esterol
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Los desplazamlemos qulmlcos asngnados a los hldrogenos de la pane glucomdlca son los
siguientes: & 4.58 (d, J=8.1 Hz. 1H, H ), 95. (dd, J=9, 3 y,s 1 Hz, 1H, H?), §5.20
(¢, J=9.45 Hz, 1H, H-3"), 8 5. 07 (I mlemras que para H-5" sec asigno el m
en § 3.68 (J=10.5y 2Hz, IH). para 'H,C-6"y HyC:

cuales se visualizan como dd De 260 a 508 ppm s

-6"-los 5 4. 26 y 8 a1l respectivamente, los

2H) se-localizan cuatro sefiales

correspondientes a los cuatro meulos dc los acetatos adxcnonados a la molécula original.

En el espectro de RMN-PC en § 122.15 y & 14036 se visualizan dos sefiales,
correspondientes a los carbonos vinilicos de la posicién § y 6 respectivamente, mientras que
en a & 99.65 se observa la sefial del C-1°, las seflales de los carbonos restantes de la parte

glucosidica se encuentran entre 80.08 y 62.13 ppm.y

Con base en la comparacion de sus propiedades fisicas y constantes espectroscopicas, con
los informados en la literatura [111], se concluyd que la sustancia analizada es el tetracetato del
B-D-glucdsido del B-sitostero! (106 a).

(106 a') vtetyracketato del b-D@IuCésidé del B-sitosterol.
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2. Pectolinarigenina (16).

De las fracciones [20-27], obtemdas ‘al eluir la columna de la separacnon del sélido C con
una mezcla de [CHCi3:MeOH (99.5: 0 5)] se. alslo un SOlldO amanllo de pf. 209 °C, que en CCF
resulto positivo al reaccionar con FeCl; al l% en EtOH, mdlcando la presencla -de un hidrégeno

quelatado, ver figura 4. .

. Cl\ +2 Cl
O““'H""' o \‘Fe o,
| FeCl o' '? ‘

amarillo o ocaféio

Figura 4. Reaccion de una p-hidrdxideid}ia con FeClj';h EtOH al 1%
La formacion del quelato en la molécﬁia' se ro de IR‘ (éspectro 5)
. donde se observan sefiales a 1661 y ]606 cm corresp 7d|e v ) 'del grupo carbonilo
que forma un puente de hidrégeno con el hldrogeno dél grupo hldroxllo [v (O H), 3328 cm"] del
Cs. Por otro lado, a campo bajo se observa una seﬁal snmple en § 12 94 (1-H, Cs-OH). La
estructura base de una flavona fue propuesta de acuerdo a la multiplicidad y desplazamientos
quimicos observados en su espectro de RMN-H!' (eépectré 6), lo cual estd de acuerdo con lo
descrito en la literatura para otros tipos de ﬂavonoidcé, como se muestra en la tabla 11 {10-11].
Donde el H-3 se observa como un singulete (5) en 6.50 ppm; la sefial en 8 10 corresponde al
grupo hidroxilo del carbono C-7, mientras que en & 3.89 se observa una seiial simple que integra
para 6 hidrégenos, que por su desplazamiento quimico corresponde al grupo éter aromatico, la
presencia de dicho grupo funcional se corrobord en su espectro de RMN-"*C (espectro 7), donde

sc observan dos sefiales para el grupo metoxilo en 8 59.4 y § 54.5.

LR -
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La ubicacion de un grupo metoxilo’k en-el Ce es ‘aplo:yadx;’pt‘)‘r, la perdida de 15 uma
(299, 53.4%) a partir del i6n molecular (M*, m/z 314) [9_‘5]‘, rﬁiéhffas qué débido al patron de
sustitucion del anillo B, el otro grupo metoxilo se puedé ubicar en el C-4’, lo cual concuerda con
los desplazamientos quimicos observados para dicho carbono en la galangustina [113],

hispidulina [97] y kamferol [99], estos se enlistan en la tabla 12.

Tabla 11. Desplazamientos quimicos de RMN-'H para diversos tipos de flavonoides [11, 98].

Flavanona Hidroflavanona I Flavona Flavonol

N
H-2 543 dd 5.2 flax H-3 6848 -
H-3ax 3.26 dd 1.2 aax H-6 - 6.36d
H-3ec 2.69 did - - - -
H-8 5.90 d G614 d - 6755 6.75d

De ahi que la sefal simple en & 6.55 corresponda al H-8; el desplazamiento quimico
mostrado a campo alto para este hidrogeno es debido al efecto electrodonador de los sustituyentes
del anillo A presentes en la molécula, figura 5.

H
HO O

HaCO
) OH

Figura 5. Efecto electrodonador de los grupos unidos al anillo A de la flavona.
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos de 'H y '*C de hispidulina, kamferol, pectolinarigenina y

Ealansustina.
Hispidulina Kamferol Pectolinarigenina Galangustina
Namero | (DMSO-de) (DMSO-dy) (CDCL+DMSO-ds) (DMSO-dy)
deC c” H' c” H cv H' c H'
2 163.85 - 156.37 - 161.59 - 163.1 -
3 10234 6.50s | 13321 - 102.50 6.555 1034  653s
4 182.12 - 177.40 - 181.61 - 181.9 -
5 152.51 - 161.00 - 152.06 - 156.2 -
6 130,95 - 98,69 6.24d | 130.70 - 99.1 6.55s
7 ' | 16448 - 156.31 . 157.1 -
8 19375 644d.| 9345  655s 127.7 -
9 15630 - .- | 15217 - 1495 -

‘o

e

10370 w0

12068 -
130.97 8.12,
115.04

16001
11504 6.
130.97 8.1

T CON
8 ORIV_G&EN

wl

¥ o X
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Por otro iaao, en la region de los aromaticos, aparecen un patron de sustitucion que
corresponde a un sistema AA’BB’; por lo tanto, la sefial en 8 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 seiial doble en § 7.63 (d, J= 9 Hz,

2H), lo cual esta de acuerdo con las formas resonantes que se muestra en el esquema 4.

HO. H

) — +7 —
¢ =
H3CO H3CO
OH @ OH O
+
(t
A HO
- HaCO
H O OH O

H O

HsCO
OH O

Esquema 4. Estructuras resonantes que establecen la desproteccion de los hidrogenos 2° y 6°.

Con base en la discusion anterior, aunada a sus propiedades fisicas y confrontandolas con
las descritas en la literatura [83], se pudo concluir que la sustancia aislada del producto de
hidrolisis de los solidos B-1 y B-2, es la Pectolinarigenina (figura 6) —6,4’-dimetoxi-5,7-
dihidroxiflavona— (16), aglicona correspondiente de la pgctolinarina (124), 'kaislada ‘de Cirsium

subcoriacenm, la cual ha mostrado poseer propiedades analgésicas 'y ahtiinﬂamatoﬁas [771.
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Figura 6. 6,4’-dimetoxi¥5,7-dihidroxiﬂavona
Pectolinarigenina (16). :

3. Eupatilina (163).

De las fraciones 30-33, obtenidas con [CHClli"'MeOH (99 5:0. 5)], en la separacion del
solido C, se obtuvo un sélido amarillo de pf. 234 °C el cual muestra en su espectro de masas por
impacto electronico (espectro 11), un ion molecular de Wz 344 que corresponde a una formula
molecular CigH;607 (Q=11) y que da pru}eba posmv con FeCl, l‘l% en EtOH.

En su espectro de IR (espectro 8):se. observa;.una banda en 1655 y 1620 cm’!
correspondiente al grupo carbonilo en C4 [163], formando un 'puente de hndrogeno con un grupo
hidroxilo del Cs. Por lo anterior sc propuso a formula’ parcnai B (ﬁgura 7), lo cual expllca dos

grados de insaturacion.

Figura 7. Férmula parcial B.
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" La formacién del puente de hldrogeno fue corroborada al analxzar su espectro de RMN-'H
(espectro 9), donde se observa’ una seﬁal snmple a campo bajo en'd |2 99 (Cs-OH). Las sefiales
simples que aparecen en: 5 3.94, 8 3.91 y 83, 83 que integran para 3-H cada una, corresponden a
3 grupos metoxilo unidos a amllos aromatlcos (formula parcial C, figura 8), lo cual permite
justificar 4 grados de insaturacién mas 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

electrdnico un i6n de m/z 329 (W—CHj, 64.3 %), que se genera por la pérdida del grupo metilo

del éter [99).
O/ocu,

Figura 8. Formula parcial C.

Por lo tanto, el esqueleto corresponde al de una ﬂavona ya que en 8 6.56 se observa una
sefial simple que, por su desplazamiento quimico, corresponde a un hldrogeno vmihco formulav .
parcial D (figura 9) semejante a lo observado en e! H-3 para Ia pectolmangemna y la hlspldulma
(Pag. 89). ‘ :

A campo bajo se observan

amllo B existe la poslbllldad de tener d

ones de sustitucion.
En su espectro COSY, e'quuéin’a 5 : rva que"la sefal en 8 7.60 (dd/, ]=8.4y 2.1 Hz,
1H), tienc un acoplamiento meta [lOl] col le (d) que aparece en & 7.47 (J= 2.1Hz) y un

acoplamiento de tipo orto [101] con a 7 06 (J= 8.4Hz). Basandose en lo anterior pueden

ser sugeridas tres posibles estructuras para el amllo B, establecidas en formulas parciales A, B y
C de la figura 10. -
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OCHs

Hy E OCH;
Hs
Hs

Férmula parcial A
Hj; - He, J2.6= meta 2-4 Hz
Ha - Hs, J25= para 0-1 Hz
Hs — Hg, Jss=orto 8-9 Hz

Ha
HaCO E OCH;,
-LL"L Hs
Heg
Férmula parcial B
Hj ~ Hs, J3,5= meta 2-4 Hz

Hj - Hg, J36= para 0-1 Hz
Hs - Hg, Js6= orto 8-9 Hz

k)
H3CO. Hq
by OCH;
Hg

Férmula parcial C

- Hy, J34=orto 8-9 Hz
H3 — Hg, J3 6= para 0-1 Hz
Hs — Hg, J46= meta 2-4 Hz

Figura 10. l‘ormulas parciales establecidas para el anillo B de acuerdo a las seiiales presentes en
el espectro de RMN-'H de la eupatilina. [101]

Los desplazamientos quimicos de los hidrogenos del anillo B se asignaron con base a las
estructuras resonantes mostradas en el esquema 6, las cuales indican que los hidrogenos que se
localizan en los carbonos 2’ y 6’ se encuentran a campo bajo, debido a la desproteccion

ocasionada por el grupo carbonilo del anillo C.

Dc esla forma las seﬁalcs en § 7.60 y & 7.47 muestran desproteccion con respecto al doble

' (d) en 6 7. 06 por lo que se asume que el hldrogeno se puede localizar en las posiciones 5’ 0 3.

Por lo antenor Ia formula parclal B no estd de acuerdo con los desplazamientos quimicos

para cada proton- como se‘_ precm en .l espectro ya que solo un hidrégeno se encontraria

desprotegido, mostrando un doblete a cémpo bajo (H-6 ) y dos sefiales a campo mads alto para

H-5" (dd) y H-3" (d).
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N e

H-2' H-5"
H-'G'
Vi Ju S,
- — v 1 ¥ 7N
T (opmd ¢ ;i
RE
—d o -
6.9~
7.0°] =l et
H-5 - R 7.27] A {::;
7.24
7.3-
7.4
H-2" -~ T 7.5+
H-6"mprm s 7.6
] 7.7¢

7.7 7.5 7.3 7.1 6.9 6.7 6.5

Esquema 5. Espectro COSY de la eupatilina. Interaccién de los hidr6genos en el anillo B.
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squema 6. Estructuras resonantes que establecen la desproteccion en los carbonos 27, 4 y 6°.

En lo que respecta la formula parcial C, los hidrégenos de las posiciones 4° y 6’ se
encuentran con diferente ambiente quimico. Ambos estan protegidos por el efecto electrodonador
del grupo metoxilo adyacente y a su vez sufren desproteccion ocasionada por el efecto resonante,
lo que provoca que las sefiales se desplacen a campo bajo; sin embargo, de acuerdo a su
biogénesis [11] se¢ puede afirmar que la posicion 4°, se encuentra sustituida por un grupo

metoxilo, quedando como tinico patron de sustitucion el que se plantea en la formula parcial A.
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El espectro de RMN-"’C totalmente desacoplado (espectro 10), muestra 18 atomos de
carbono. La naturaleza del grupo funcional, asi como el grado de hidrogenacién de éstos, se
dedujo en funcion de sus desplazamientos quimicos y por la multiplicidad mostrada. Con base en
lo anterior, se¢ pudo corroborar la presencia de un grupo carbonilo de cctona, 10 carbonos

cuaternarios, S metinos y 3 metilos, lo cual esta de acuerdo para la formula CigHi607.

La asignacion de los carbonos presentes en dicha sustancia se hizo considerando los
desplazamientos quimicos descritos en la literatura para la cromona y la Iuteolma [103 104], las

cuales se indican en la tabla 13.

La variacion en los desplazamientos quimicos de la sustancia aislada con respecto a la
Luteolina, principalmente en el Cq y en los carbonos del anillo B, se puede atribuir a los
sustituyentes en dicho anillo; ya que como se sabe, la sustitucién con grku:;ioks hidroxilo tienden a
proporcionar una mayor protecciéon a los carbonos vecinos en compéracién con el efecto
generado por el grupo metoxilo, cuando se encuentran en posicién: orto o para con respecto a
ellos [100].

En 8 108.9 se aprecia la sefial correspondiente al C¢ de la sustancia en discusion, el cual
posée un desplazamiento a campo mas bajo que la Luteolina, ya que esta ultima no se encuentra
sustituida en_ esa- posicion, ademas el metoxllo es un grupo mas débil que el hidroxilo,
provocando Ia desproteccxon del amlllo ‘Al En cambio, con respecto a la Cromona, el

' desplazamlento quimico para el Cs es a campo alto, ya que esta posicion se encuentra protegida

por dos grupos hidroxilos adyacentes en pos:cxon orto.
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Tabla 13. Desplazamientos quimicos de '>C para la Cromona, Luteolina y

Eupatilina (espectro 10).

Carbono Cromona Luteolina Eupatilina
2 145.5 164.5 163.1
3 113.0 1033 104.13
4 177.6 182.2 181.8
5 125.3 157.9 156.88
6 125.8 99.2 108.9
7 133.8 164.7 163.1
8 118.3 94.2 93.9

9 1560 1621 156.88
10 1250 1042 103.2
B R 93 119.62

2" s 119.61
3 1462 151.74
4 150.1 152.59
5 R 116.4 11.08
6 - 122.1 123.05

OH
OH ocH,
OCH;
Q. HO. O. Ho
[
H,CO
OH O H
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E . Para los carbono§ 3, 4,9y 10, se puede asignar desplazamientos quimicos similares a los
de la Luteolina por mostrar un patrén de sustitucion similar. La sefial asignada a C4- se encuentra
en désplazamientos similares para la sustancia Cz y la Luteolina. El grupo cetona, por si sola,
muestra un § 200 [100]; sin embargo, la variacion que se da por la presencia del doble enlace en
posicion a, B hace que la seiial se desplace a campo alto. Esta misma resonancia afecta el
desplazamiento del C,, ya que para la luteolina y la sustancia en discusion no existen diferencias
significativas (A§=1.4), pero al comparar la sefial del C: con respecto a la Cromona, se observa
que la sedial de dicho carbono se encuentra mas protegida debido a que la cetona no muestra

quelacion con el hidroxilo del Cs, por lo que Ia deﬁcnencna electronica tiende a ser menor.

Para los carbonos Cs'y; Cy,%los’ desplazamientos quimicos con respecto a la Cromona

tienden a ser a campo mas bajo, ya que‘ como la Luteolina y la sustancia en cuestiéon estan
sustituidas en dichas postclones por un tomo electronegativo que tiende a desproteger al carbono
por un efecto o [105]. -

Al Cg se le asigﬁé a se 'en 893 97’el cual se encuentra desplazado a la region de los

carbonos sp’, por el ‘efé’c‘tovﬁ’prot tor de los grupos sustltuyentes situados en posicion orfo y para

con respecto a dncho étomo de carbono (figura 9);

Para la detertmnaclq de los’ desplazamle tos unmlcos de los carbonos del anillo B se

empleo como rel‘erencxa la Luteolma Enellase observa que los carbonos susmuldos Ci' y Cy se
desplazan a campo ba_;o entre 150-140 ppm, mlentras que para los carbonos sin sustituir los
desplazamlentos se encuentran entre 123-113 ppm; este mismo’ comportamlemo se observa para

la sustancxa obtenlda

: Fmalmente las sefiales de su espectro de RMN nC en 8 59. 7 55.6 y 55.4 se atribuyen a
los carbonos del 1,mpo metoxilo en Cy, Cy y Cé, respecuvamente La asu,nacmn para Cs se hizo
onslderando el efecto protector del grupo hldl"OXIIO en Ios carbonos adyacentes (C7yCs) ypara’

C,.- la seﬁal a campo bajo por su pammpaclon en la dcslocahzaclon de la carga positiva g,encrada

£ por elg 1,rupo carbonilo a,B-insaturado del Ca.
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Figura 11. 3’,4’,6-:rime(oxi-S,?-dihidroxiﬂavona.
Eupatilina (158)

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

Las aguas madres de la Eupatilina (solido Cz), fueron tratadas con una soluciéon de
diazometano (CH;N2) en éter etilico a 0 °C (figura 12), dando como producto un solido
cristalino, el cual fue cristalizado por par de disolventes (CHCl3-n-hexano). Dicho sélido,
presenta en su espectro de IR (espectro 12) bandas entre 2940 y 2840 cm” correspondientes a la
v (C-H), una banda intensa en 1656 cm™ que pertenece a la v (C=0) y en 1126 cm'! es debida a
la v (C-O-C). Comparando con el espectro de la eupatilina se observa una diferencia

significativa, la desaparicion de la banda correspondiente a la v (O-H) en alrededor de 3184 cm™,
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CH,N

R-OH g etilico, 0°C

R-OCH; + N,
Figura 12, Reaccion de metilacion a partir de CH;N; 'ep'k e

En su EM (IE) se observa un ion molecular de m/z 358, qﬁe indica lz; adicion’ de una
molécula de carbono y dos hidrégenos con respecto a la Eupatilina (ion molecular m/z 344).
Aunado a ello se observa en su espectro de RMN-'H (espectro 13) una sefial adicional en § 3.93 y
en su eépéctro de "C (5 3.93) que corresponde al grupo metoxilo en la posicién 7, como se

muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Datos de RMN-'H de la Eupatilina y del derivado metilado para
los hidrégenos del grupo metoxilo

Eupatilina Derivado metilado
53.94 () 53.99(y)
5391 (s 83.98 ()
-oCcH
: §3.83 (3 §3.97(y
53.93 ()

La 3°,4°,6,7-tetrametoxi-5-hidroxiflavona, la cual muestra sus desplazamientos quimicos
en la tabla 15, ha sido aislada previamente de la familia Compositac {86] pero no se informa su

aislamiento de especies penenecientes al género Cirsium,

Es lmponante senalar que la metllaclon solo se le enel hldl’O‘(lIO del C-7, debido a que el

’ hldrog,eno del” grupo -OH en‘el form ndo un puente de hidrégeno con el

ue a su vez, se estabiliza por deslocalizaciéon de

los electroncs del snslema a,B y del anillo B, como se mostré prevxameme en el esquema 4.
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almenle los desplazamientos quimicos de RMN-'>C se compararon con los descritos
tura [] |2], cuyo espectro fue determinado en DMSO-ds. Los valores para cada carbono
lan con los observados para la sustancia en cuestion. Sin embargo, en el desplazamiento
vcorrc pondxente para el carbono C-6 existe una diferencia de 10 ppm, debido al efecto
'kikparamagnenco que ocasiona el DMSO sobre los carbonos unidos a oxigeno, desplazandolos

hacia campo bajo [114].

Tabla 15, Desplazamiento quimicos de *C para la flavona metilada en las posiciones 3°,4'.6 y 7
obtenida de Cirsium jorullense.

—— R TYOr T =
Nimero de | & axifiavona (16) | > hideoxinavona [117] |  Eupaling 162
(CDCly) DMSO-ds '
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
. 123.95 ' 122.76 11962
2 109.10 -109.41 119.61°
P 15247 14902 151.74
e : 153.18 ' 152,02 152.59
5 11136 111.65 111.08
6 123.95 120.08 123.05
?CH; ,ocmocu, OCHJOCH,
HiCO. _x O /f/ :J]/OCH’ HICO. O A ] HO\]I/\[,O\/Ei\/Ir
Hyco” /I/\ /" n,c:o”“\(r - Haco™ \f \g/n
b ﬂ OH © H
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En un estudio quimiotaxonoémico de especies de Cirsium se ha informado el aislamiento
de glicosidos de flavonas metiladas {50, 56, 58, 110]. Una de las flavonas ampliamente
cncontradas en especies del género Cirsium es el 7-rutinésido de la pectolinarigenina,
frecuentemente acompaiiada con el 7-rutinosido de la acacetina [47, 50, 56, 110]. Ademas el
4’-glucosido y 4’-rutindsido de la cirsimaritina [58], el cisilineol y 4’-glucésido del cirsiliol {50],
el 7-glucosido de la cirsitakaogenina [110} y el 7-neoheperidésido de la hispidulina [56] también

han sido informados.
B. Estudio Biolégico.

En las pruebas de toxicidad sobre Arfemia salina L., se encontrd 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 flores
tuvieron una menor toxicidad sobre este crusticeo (CLsp= 296.20 y CLso= 303.77 ppm
respectivamente), como se indica en la tabla 9. Se considera que estas variaciones estin
influenciadas por los tipos de constituyentes y la concentracion en la que se encuentran en cada
uno de los extractos, mientras que la pectolinarigenina y cirsimaritina, presentaron una alta
. . toxicidad.".

Con respeclo a las pruebas antiinflamatorias de los extractos evaluados (tabla 10), el

extracto con AcOEl presentd un mayor porcentaje de inhibicion al edema de oreja de la rata [111]

; (69 60%) Sin embargo al evaluar algunas sustancias presentes el dicho extracto, tales como la
"'l'cupatlvllna; e, h;spldulma, mostraron un bajo porcentaje de inhibicién (23.65 y 25.20%
resﬁedivaméme)';’évébc fﬁencionar que estas sustancias fueron evaluadas por un método distinto
al utilizado pafé 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 aqui 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 glicosilados, presentes en los extractos y

que no fue posible aislar.

De la evaluacion antimicrobiana se encontré que los extractos activos fueron el EtOH
(AM./P.A)frentca 8 de las 9 cepas probadas, el de AcOEt (A.M./P.A.) frente a M. luteus,
S. aureus 'y C. albicans, el hexanico de parte aérea que inhibid a M. luteus, C. albicans, S. lhypf
y S. faecalis y Acetonico (P.A.) frente a P. acruginosa. Las agliconas no presentaron actividad lo ‘
cual corrobora que las especies activas son aquellas que estan glicosiladas, dado que el sélido
B-1, que presentd actividad sobre M. luteus, S. aureus, E. coli y C. albicans, y que al ser
sometido a hidrolisis dcida 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 glicosiladas 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 biologica.
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X. Conclusiones.
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fDel tratamlen ) s Aguas Madres del extracto con EtOH de parte aérea, se aislo y

avonoxdes pectolmangemna eupatilina, cirsimaritina y se preparo al per-

aceulado de Ia pcclolmanna La pectolinarigenina (CLso= 58.18 ppm) y cirsimaritina

(CL;o— 38 33 ppm) fueron las sustancias mas activas frente a Arfemia salina L.

En la punﬁcac n de la mezcla de solidos obtenidos en la extraccion con AcOEt (Sélido A) y

: EtOH (Solndo B) dc ho;as -tallo, se identifico por medio de CCF a los flavonoides hispidulina

CF eluyendo con Py AcOEt AcOH H,0 (36:36:7:21) y revelando con

amlma cndo ﬂa,co se identificé a los azucares a-L-Ramnosa (Rf=0.79), o-D-Xilosa

: (Rf— 0. 70) y a-D Glucosa (Rf-— 0. 63) al comparar con estandares
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Espectro 1. IR v, (CHCl;, cm™), B-D-glucésido del -sitosterol (106).
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