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1. ANTECEDENTES 

1.1 CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LA TUBERCULOSIS 

La tuberculosis es una de las enfermedades más antiguas de la humanidad. Fue 

descrita por Hipócrates quien la denominó "Tisis", debido a su carácter devastador 

(Iseman, 1994; Sepkowitz et 01., 1995). El agente causal de esta enfermedad, 

Mycobocferium tuberculosis (Mycobocferioceoe) (Figura 1), es una bacteria aerobia, no 

flagelada, gram positiva, en forma de bacilo delgado, recto o ligeramente curvo y con 

extremos redondeados que mide entre 0.2 y O. 7 ~m de ancho, y de I a I O ~m de 

longitud. La bacteria carece de cápsula pero posee una pared celular compleja formada 

por la membrana plasmática asociada a residuos de peptidoglicano (PG), 

arabinogalactano (AG) y ácidos micólicos unidos covalentemente (Maureen, 1999). 

Figura 1. Mycobocterium tuberculosis . 

La extraordinaria complejidad de la pared celular de esta bacteria le confiere un 

alto grado de resistencia. El PG está formado por residuos de aminoazúcares (N-acetil 

glucosamina y ácido murámico unidos por enlaces ~ I~ 4) Y aminoácidos (L-alanina, 

D-isoglutamina, ácido meso diaminopimélico, D-alanina). El AG es un polisacárido 

formado por unidades de D-furanoarabinosa y D-furanogalactosa. Finalmente, los 

ácidos mi cólicos son ácidos grasos a-ramificados y ~hidroxilados de elevado peso 



molecular (e7(l-G/O). Generalmente estos ácidos se encuentran asociados con moléculas 

de superficie, como los glicolípidos, formando una bicapa (Maureen, 1999) (Figura 2). 

Porina 

Porción LAM 

Ácidos micólicos 

Porción arabino del LAM 

Residuo pentaarabinosil 

Porción LM del LAM 

Conector 

Galactano 

Peptidoglicano 

Proteínas de membrana 

PIMs 

-- Residuos de 
azúcares 

LAM: Lipoarabinomanano, LM: Lipomanano, PIMs: Fosfatidilinositolmanósidos 

Figura 2. Representación esquemática de la pared celular de Mycobacterium 

tuberculosis. 

La tuberculosis se transmite por tres vías: (i) a través de núcleos de gotitas que 

contienen la bacteria al toser, estornudar o hablar, (ii) por ingestión de material 

contaminado (usualmente leche), y (iii) por inoculación directa, la cual generalmente 

ocurre en hospitales (Sepkowitz et al., 1995). La enfermedad es crónica y puede 

presentarse también en animales. Se caracteriza por causar lesiones granulomatosas de 

evolución lenta, que provocan la destrucción de tejidos principalmente en los pulmones, 

aunque puede afectar otros órganos como el hígado, meninges, próstata, laringe y 

articulaciones (Goodman y Gilman, 1996). 

2 



l . ANTECEDENTES 

Los agentes terapéuticos de mayor uso para el tratamiento de la tuberculosis 

incluyen un grupo numeroso de compuestos tanto de origen natural como sintético, y se 

dividen en dos categorías principales: los fármacos de primera y segunda línea. El 

primer grupo comprende productos con un buen nivel de eficacia y una toxicidad 

aceptable. Este grupo está bien representado por la isoniazida (1), inhibidor específico 

de las enzimas enoil-ACP-reductasa (lnhA) y la ¡3-cetoacil-ACP-sintetasa, involucradas 

en la síntesis de los ácidos micólicos, y el etambutol (2), inhibidor de la enzima 

arabinosil-transferasa (embAB), responsable de la incorporación de los residuos de 

arabinosa en la estructura del arabinogalactano. Los fármacos de segunda línea incluyen 

compuestos como la ofloxacina (3), que actúa como un inhibidor específico de la 

enzima ADN girasa en el proceso de transcripción del ADN bacteriano, y el ácido 

aminosalicílico (4), análogo estructural del ácido p-aminobenzoico (PABA), inhibidor 

de la enzima dihidropteroato sintetasa (folP) involucrada en la síntesis del ácido fólico, 

por tan sólo mencionar los más importantes (Maureen, 1999; McKinney, 2000) (Figura 

3). 

(1) (2) 

(3) 
(4) 

Figura 3. Fármacos de primera y segunda línea para el tratamiento de la tuberculosis. 

Los grandes índices de morbilidad y mortalidad provocados por la tuberculosis 

han ocasionado que esta se considere un gran problema de salud a nivel mundial. Datos 

epidemiológicos indican que aproximadamente la tercera parte de la población mundial 

está infectada con Mycobacterium tuberculosis y se estima que anualmente ocho 

3 



l . ANTECEDENTES 

millones de individuos son víctimas de la tuberculosis, y alrededor de tres millones 

mueren a causa de ella (Maureen, 1999; WHO, 2003). Evidentemente muchos factores 

han contribuido al resurgimiento de esta enfermedad. Entre los más importantes 

destacan: (a) la pandemia del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), (b) el 

lento crecimiento del microorganismo que ocasiona una infección crónica, (c) la pared 

celular compleja y (d) la prevalencia de cepas resistentes, siendo este último, el que ha 

tomado mayor interés en la actualidad (Ghannoum y Rice, 1999; Maureen, 1999). Cabe 

señalar, que en pacientes inmunocomprometidos, la prevalencia de la infección, aún 

después de recibir el tratamiento con los agentes antimicobacterianos adecuados, se ve 

incrementada debido a la interacción de estos compuestos con los fármacos de elección 

para el tratamiento del SIDA (Okunade el al., 2004). Epidemiológicamente, la 

resistencia de la micobacteria a los fármacos antituberculosos se puede manifestar en 

pacientes infectados con una cepa resistente a los medicamentos o en pacientes que 

inicialmente se tratan con fármacos eficaces, pero que dejan de serlo, debido a 

mutaciones de la bacteria o al incumplimiento del régimen de dosificación (Sepkowitz 

el al., 1995; Long, 2000). 

En el marco de referencia recién descrito, se han establecido nuevos programas 

de carácter multidisciplinario con la finalidad de descubrir nuevos agentes 

antimicobacterianos de utilidad terapéutica, tanto de origen natural como sintético, y 

con mecanismos de acción novedosos que involucren la inhibición de: (a) la expresión 

de los factores de virulencia de la micobacteria, y (b) los procesos involucrados en la 

evasión de la respuesta inmune temprana del hospedero, entre otros (McKinney, 2000). 

La búsqueda de principios activos a partir de fuentes naturales para el desarrollo de 

agentes terapéuticos, es un hecho bien documentado (Mitscher el al., 1972; Tomesi el 

al., 1986; Eloff, 1998; Ghannoum y Rice, 1999; Tegos el al., 2002; Matu y van Staden, 

2003 ; Coelho de Souza el al., 2004; Ram el al., 2004; inler alia) y las diversas 

investigaciones realizadas a nivel mundial han permitido el descubrimiento de 

numerosos productos naturales con propiedades antimicobacterianas. 

Recientemente se han publicado varias revisiones que sintetizan la información 

más relevante acerca de productos naturales con propiedades antimicobacterianas 

(Newton el al., 2000; Copp, 2003; Okunade el al., 2004). Estos productos pertenecen a 

las más diversas categorías estructurales y fuentes naturales. Así, se han descubierto 

numerosos alcanos, alquenos, alquinos, fenoles, polifenoles, alcaloides, cumarinas, 

flavonoides, péptidos y terpenoides, entre otros. Así mismo, las fuentes naturales de 
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esos principios activos incluyen organismos terrestres (vegetales, hongos y 

actinomicetos) y marinos (algas, esponjas, hongos y actinomicetos). En esas 

investigaciones, los organismos de prueba incluyen a las especies M tuberculosis, M 

aurum, M bovis, M fortuitum, M intracellularae, M phlei y M smegmatis. Los 

métodos empleados para determinar la actividad anti-TBC son principalmente dos: el 

radiorespirométrico (BACTEC) y el de azul de alamar (MABA) (Copp, 2003; Okunade 

el al., 2004). Entre los metabolitos naturales con propiedades antimicobacterianas 

merecen una mención especial por su potencia y mecanismo de acción el dépsido 

agonodépsido A (5), compuesto novedoso obtenido a partir del hongo filamentoso 

F7524 aislado de las hojas secas de la especie Derris thyrsiflora; este producto inhibe la 

enzima InhA (CIso 28 Ilg mL01
) enoil reductasa esencial para la biosíntesis de los ácidos 

micólicos en la bacteria M tuberculosis (Cao et al., 2002; Copp et al., 2003); la 

cerulenina (6) y la tiolactomicina (7), derivados de ácidos grasos lineales aislados de 

Cephalosporium caerulens y Nocardia sp, respectivamente; ambos compuestos actúan 

como inhibidores de las ACP (proteínas acarreadoras de grupos acilo) indispensables 

para la biosíntesis de los ácidos micólicos (Slayden et 010, 1996; Parrish et al., 1999); 

por último, el 5Z-7-oxozeaenol (8) aislado por primera vez de una cepa de 

Streptomyces; este metabolito es un potente inhibidor de las enzimas proteína cinasas 

involucradas en la biosíntesis de los ácidos micólicos (Waters et al., 2002; Ninomiya

Tsuji et 01.,2003) (Figura 4). 

(5) (6) 

~ HO 

(7) (8) 

Figura 40 Productos naturales selectos. 
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1.2 ANTECEDENTES BOTÁNICOS Y ETNOBOTÁNICOS DE Arracada 

to/uce".~;.~ (H.B.K.) varo mu/tijida Hemsley (S. Wats.) Mathias & Constance 

( Umbe//iferae) 

El género Arracada Bancroft pertenece a la familia Umbel/(ferae y comprende 

alrededor de 30 especies y cuatro variedades las cuales se encuentran principalmente 

distribuidas en México centro y sur América (Bolivia, Perú, Ecuador, Venezuela y 

Colombia) (Knudsen el 01.,2001). Desde el punto de vista filogenético, este género se 

encuentra estrechamente relacionado con el género Neonelsonia Benth. (Mathias y 

Constance, 1976). 

Arracacia lolucensis (H.B.K.) varo mullifida Hemsley (S. Wats.) Mathias & 

Constance (Umbelliferae) es una planta perenne que mide aproximadamente tres metros 

de altura. La especie es endémica de México donde se distribuye desde Durango hasta 

Oaxaca, habita en praderas y matorrales, o bosques de roble o enebro. Sus hojas son 

trenado-pinnadas con segmentos angostos y aromáticas. Las inflorescencias son 

amarillas y en forma de umbela terminal. Sus frutos son secos y contienen semillas 

(Figura 5). 

Figura 5. Arracacia tolucensis (H.B.K.) var. multiJida Hemsley (S. Wats.) Mathias & 

Constante (UmbelliJerae). 

A. tolucensis se conoce popularmente con los nombres de "perej il", "neldo", 

"hierba del venado" y "cominos rústicos", entre otros. Los frutos y las partes aéreas de 

la especie son utilizados en las prácticas médicas alternativas para el tratamiento de 
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diversos padecimientos, destacando sus usos para el tratamiento de la tos y la 

bronquitis. También, se ha descrito el empleo de la planta como un condimento y agente 

tranquilizante (Bye, 2004). 

1.3 ESTUDIOS QUÍMIcos SOBRE EL GÉNERO Arracada 

Las especies A. vaginata y A. nelsonii han sido investigadas desde el punto de 

vista químico. Los metabolitos secundarios aislados y caracterizados en estos estudios 

pertenecen a las categorías de las piranocumarinas, los monoterpeniodes y los 

fenilpropanoides (Calderón y Ríos, 1975; Delgado y Garduño, 1987). 

En el Cuadro 1 se ilustran las estructuras de los compuestos aislados de los 

distintos taxones investigados. 

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Arracada. 

ESPECIE COMPUESTO 

A. nelsonii 

(+ )-suksdorfina (9) 

A. nelsonii 

( -)-isosamidina (10) 

REFERENCIA 

Delgado y Garduño, 

1987 

Delgado y Garduño, 

1987 
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Arracacia 

(continuación). 

ESPECIE COMPUESTO 

A. nelsonii 

o 

(-)-3'-angeloil-cis-kellactona (11) 

A. nelsonii 

O 

OAe 0'-\J 
(+)-isopterixina (12) 

A. nelsonii 

O 

OH 

(+ )-cis-etil-kellactona (13) 

A. nelsonii 

O 

(-)-trans-etil-kellactona (14) 

REFERENCIA 

Delgado y Garduño, 

1987 

Delgado y Garduño, 

1987 

Delgado y Garduño, 

1987 

Delgado y Garduño, 

1987 
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Arracacia 

(continuación). 

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA 

A. nelsonii ,p' ""'= Delgado y Garduño, 

I 1987 
O 
~ 

O O 

O 

:X 
(3S)-3'-angeloil-4'-oxo-kellactona (15) 

A. vaginata 

H3CO~ 
Calderón y Ríos, 

1975 

esdragol (16) 

A. vaginata 

H3C0-o-r 

Calderón y Ríos, 

1975 

trans-anetol (1 7) 

A. vaginata 

GJ 
Calderón y Ríos, 

1975 

(+)-a-pineno (18) 
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11. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

11. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

La gran diversidad vegetal de México ofrece buenas posibilidades para el 

descubrimiento de nuevos principios antimicobacterianos. Es por ello que, la Facultad 

de Química de la UNAM, en conjunto con la Universidad de Arizona de los Estados 

Unidos de Norte América, participan en un programa multidisciplinario destinado a 

explorar el potencial terapéutico de especies selectas de la flora medicinal mexicana con 

la finalidad de contribuir al desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. 

En este marco de referencia surgió el presente proyecto de investigación, el cual 

describe el aislamiento y caracterización de compuestos con actividad antifimica de la 

especie Arracacia tolucensis (H.B.K.) varo multifida Hemsley (S. Wats.) Mathias & 

Constance (Umbelliferae) . Para evaluar el potencial antimicobacteriano de la especie se 

preparó el extracto orgánico a partir del material vegetal desecado, estas evaluaciones se 

realizaron en el Instituto de Investigaciones sobre la Tuberculosis de la Universidad de 

IIIinois en Chicago, EUA, utilizando un ensayo de tipo fluorimétrico (MABA) (Collins 

y Franzblau, 1997; Cantrell et al., 1998). Los resultados de estas evaluaciones 

permitieron seleccionar a la especie A. tolucensis como una fuente potencial de 

principios activos de interés terapéutico. En consecuencia, el objetivo general del 

presente trabajo es el aislamiento y caracterización de los principios activos 

responsables de la actividad antifimica demostrada por el extracto total obtenido a partir 

de las partes aéreas de A. tolucensis mediante la realización de un estudio fitoquímico 

biodirigido. Para el cumplimiento de éste objetivo, se plantearon los siguientes objetivos 

particulares: 

a) Preparar a mediana escala el extracto orgánico de las partes aéreas de la especie 

mediante un proceso de maceración. 

b) Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto orgánico. 

c) Separar los principios activos a partir de las fracciones activas, empleando para 

ello, métodos cromatográficos convencionales. 

d) Identificar y caracterizar los componentes activos mediante la aplicación de 

métodos químicos, espectroscópicos yespectrométricos. 

e) Evaluar el potencial antimicobacteriano de los productos naturales aislados. 

10 



111. PARTE EXPERiMENTAL 

III. P ARTE EXPERIMENTAL 

3.1 MATERIAL VEGETAL 

Las partes aéreas de Arracacia tolucensis (H.B.K.) varo multifida Hemsley (S. 

Wats.) Mathias & Constance (Umbelliferae) utilizadas en el presente estudio fueron 

recolectadas en el Sur del Valle de México, Distrito Federal, el 27 de Septiembre de 1999. 

La clasificación botánica de la especie estuvo a cargo del Dr. Robert Bye (Instituto de 

Biología, UNAM). Un ejemplar de referencia (Voucher: Bye & Morales 27040) se depositó 

en la Colección Etnobotánica del Herbario Nacional (MEXU), Jardín Botánico, Instituto de 

Biología, UNAM. 

El proceso de desecación del material vegetal se realizó a temperatura ambiente y la 

fragmentación del mismo se llevó a cabo en un molino Willey Modelo 4. 

3.2 ENSAYOS BIOLÓGICOS 

3.2.1 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOBACTERIANA 

El potencial antimicobacteriano del extracto, fracciones y/o compuestos puros se 

determinó de acuerdo a los procedimientos establecidos en el Instituto de Investigación 

sobre la Tuberculosis de la Universidad de Illinois, Chicago, Illinois, EUA (Collins y 

Franzblau, 1997; Cantrell et al. , 1998). Para ello se aplicó el bioensayo de tipo 

fluorimétrico MABA (Microplate Alamar Blue Assay) contra Mycobacterium tuberculosis 

H37RV ATCC 27294 (American Type Culture Collection, Rockville, MD). En el caso de 

los compuestos puros, los resultados se expresan como Concentración Mínima Inhibitoria 

(CMI). La rifampina se utilizó como control positivo. 
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111. PARTE EXPERlMENTAL 

3.3 PROCEDIMIENTOS GENERALES 

3.3.1 ANÁLISIS CROMATOGRÁFICOS 

La Cromatografia en Columna Abierta (CCA) se realizó en columnas de vidrio de 

diferentes capacidades empacadas con gel de sílice (Kieselgel 60 Merck, tamaño de 

partícula 0.063-0.200 nm, malla de 70-230 ¡lm ASTM). 

Los análisis Cromatográficos Cualitativos en Capa Fina (CCFP) se realizaron sobre 

placas de aluminio de 0.25 mm de grosor recubiertas con gel de sílice (60 F2S4 Merck, malla 

de 3.5-7.0 ¡lm ASTM) de diferentes dimensiones, de acuerdo a las técnicas convencionales 

y empleando diversos sistemas de elución. Como agente revelador se empleó una solución 

de sulfato cérico amoniacal (Lowery et al., 1993). 

La separación y purificación de los productos naturales se realizó sobre placas de 

vidrio (20 x 20 cm) recubiertas con gel de sílice (60 F254 Merck) de 0.25 mm ó 1.0 mm de 

grosor. 

La Cromatografia de Líquidos de Alta Eficiencia (CLAE) se realizó en un 

cromatógrafo marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford, 

MA, EUA) equipado con un detector de UV Dual 2487. El control del equipo, la 

adquisición de datos, el procesamiento y manipulación de la información se realizaron 

utilizando el programa de software Millennium 2000 (Waters). Los análisis se realizaron a 

temperatura ambiente. La purificación de los compuestos se realizó empleando una 

columna de gel de sílice (Waters, ¡lporasil 60 A, tamaño de partícula de 10 ¡lm) de 19 mm 

de diámetro interno y 300'mm de longitud. La elución se realizó en un sistema isocrático 

con una mezcla binaria constituida por CH2Ch-MeOH (99:1). Las longitudes de onda 

utilizadas para la detección de los compuestos fueron 270 y 285 nm. 
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3.3.2 CARACTERIZACIÓN DE LOS PRODUCTOS NATURALES Y SUS 

DERIVADOS 

De manera general la caracterización de los productos naturales aislados o sus 

derivados se realizó mediante la aplicación de métodos químicos, espectroscópicos y 

espectrométricos. 

3.3.2.1 EQUIPOS UTILIZADOS 

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Fisher-Johns, y no se reportan 

corregidos. 

La rotación óptica se midió en un polarimetro digital JASCO DIP 360. Los 

espectros en el IR se midieron en un espectrofotómetro modelo 599-B de rejilla Perkin 

Elmer, utilizando las técnicas de pastilla de KBr o película. 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Protónica (RMNIH) y de Carbono 

13 (RMN13C) se registraron en un aparato Varian VXR-300S a 300 CH)/75 (13C) MHz o 

Varian Unity Inova a 400 CH)1100 (13C) MHz, empleando CDCh y DMSO-d6 como 

disolventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos 

químicos se expresan en ppm. 

Los espectros de Masas por la técnica de Impacto Electrónico (EMIE) se obtuvieron 

mediante un espectrómetro de masas HP 5890 (serie 11) por introducción directa a 70 eV y 

un barrido de 33 a 700 unidades de masa carga (miz) por segundo. 

El registro de todbs los espectros se efectuó en la Unidad de Servicios de Apoyo a la 

Investigación (USAI), Facultad de Química, UNAM. 

3.4 ESTUDIO FITOQUÍMICO DE LAS PARTES AÉREAS DEA. tolucensis 

3.4.1 MÉTODOS DE EXTRACCIÓN Y FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR 

El material vegetal seco y molido de las partes aéreas de A. tolucensis (2.5 Kg) se 

extrajo mediante un proceso de maceración utilizando una mezcla de CH2Ch-MeOH (1 :1) 
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(14 L) a temperatura ambiente. El extracto resultante se filtró y concentró a presión 

reducida, de acuerdo al procedimiento que se indica en la Figura 6. 

MATERIAL VEGETAL 
PARTES AÉREAS (2.S Kg) 

1. Extracción con CH2CI2-MeOH (1 :1) vía 
maceración, 3 veces por dos semanas 
2. Filtrar y concentrar al vacío 

• 99 % de inhibición sobre el crecimiento de 
M tuberculosis 

Figura 6. Proceso de extracción de las partes aéreas de A. tolucensis. 

El extracto orgánico activo de las partes aéreas de A. tolucensis (400 g) se fraccionó 

de manera preliminar mediante CCA, utilizando como adsorbente 1.25 Kg de gel de sílice y 

como fase móvil un gradiente de polaridad Hex-AcOEt-MeOH. Este proceso generó un 

total de once conjuntos de fracciones primarias (Ft-Fn). La evaluación de las mismas sobre 

la inhibición del crecimiento de M tuberculosis mediante el bioensayo fluorimétrico, 

permitió evidenciar que la actividad biológica se concentraba en las fracciones primarias 

Fs-F7 Y F9. 

En el Cuadro 2 se resume el proceso cromatográfico correspondiente al 

fraccionamiento preliminar del extracto total de A. tolucensis. 

3.4.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LA ISOIMPERATORINA (19) A 

PARTIR DE LA FRACCIÓN PRIMARIA F4 

De la fracción primaria F4, cristalizaron de manera espontánea 700 mg de un sólido 

blanco cristalino, · con un punto de fusión de 104-106 oC, identificado como la 

isoimperatorina (19). 
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Cuadro 2. Fraccionamiento preliminar por cromatografía en columna abierta del extracto 

total de A. tolucensis. 

FASE 
PROPORCIÓN ELUATOS 

FRACCIONES 
CLAVE 

MÓVIL REUNIDAS 

Hex 1-5 1-6 F¡ 

Hex-AcOEt 9:1 6-27 7-9 Fz 

8:2 28-49 10-16 F3 
7:3 50-76 17-26 F4 

6:4 77-78 27-32 Fs* 
1:1 79-82 33-41 F6* 
4:6 83-90 42-47 F7* 
3:7 91-94 48-62 Fa 

1:9 95-100 63-88 F9* 
AcOEt 101-104 89-102 F¡o 

AcOEt-MeOH 8:2 105-108 103-110 Fll 

1: 1 109 

* Fracciones blOactlvas 

3.4.3 AISLAMIENTO DE LA SUBEROSINA (20) y EL OSTOL (21) A PARTIR DE 

LA FRACCIÓN PRIMARIA ACTIVA Fs 

Con la finalidad de separar los compuestos presentes en la fracción primaria activa 

Fs (2.7 g, Cuadro 2) se realizó una CCA (108 g de gel de sílice) utilizando como fase 

móvil gradiente de Hex-CH2Ch (1:0) --+ (0:1) y CH2Ch-MeOH (1:0) --+ (0:1). El proceso 

cromatográfico anterior permitió obtener diez grupos de fracciones secundarias Fs-,-Fs-x. 

La evaluación biológica de las fracciones secundarias contra M tuberculosis permitió 

comprobar que la actividad se concentraba en las fracciones FS-III-Fs-x. 

El análisis cromatográfico cualitativo en capa fina de las fracciones secundarias 

activas utilizando como eluyente una mezcla de CH2Ch-MeOH (95:5), permitió evidenciar 

la similitud cromatógráfica entre ellas, por lo cual se decidió reunirlas para su estudio. 
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Posterionnente, la purificación de la mezcla por CCFP [CH2Ch-MeOH (9:1)] 

pennitió el aislamiento de 52 mg de la suberosina (20) como un aceite amarillo claro y 152 

mg de un sólido blanco con un punto de fusión de 83-84 oc identificado como el ostol (21). 

3.4.4 AISLAMIENTO DE LA ISOIMPERATORINA (19), EL 8-

METOXISORALENO (22), LA HERNIARINA (23) Y LA ESCOP ARONA (24) A 

PARTIR DE LA FRACCIÓN PRIMARIA ACTIVA F6 

De la fracción primaria activa F 6 cristalizaron de manera espontánea cantidades 

adicionales (205 mg) de la isoimperatorina (19) como un sólido cristalino blanco. De 

manera adicional, cristalizaron 506 mg de 8-metoxisoraleno (22), con un punto de fusión de 

130-132 oC. 

Con la finalidad de aislar los compuestos presentes en la fracción primaria activa F6 

(2.6 g, Cuadro 2) se realizó una CCA sobre gel de sílice (152.0 g) utilizando como fase 

móvil un gradiente de polaridad CH2Ch-MeOH. Esta metodología generó un conjunto de 

siete fracciones secundarias. De nueva cuenta cada una de las fracciones secundarias se 

evaluó contra M tuberculosis obteniéndose cuatro fracciones activas F 6-11, F 6-m, F 6-V Y F 6-

VII · 

Las fracciones activas F6-11 y F6-m contenían un producto mayoritario y se 

combinaron con base en su similitud cromatográfica. El producto se separó mediante 

CCFP, utilizando como sistema de elución CH2Ch-MeOH (9:1). Esta técnica pennitió 

obtener 20 mg de la escoparona (24) como un sólido blanco con un punto de fusión de 143-

145 oc. 
La separación de los constituyentes presentes en la fracción secundaria activa F6-Y, 

se realizó mediante CLAE. El cromatograma resultante se muestra en la Figura 7. La 

purificación de los residuos correspondientes a los picos mayoritarios <!-~ pennitió el 

aislamiento de la isoimperatorina (50 mg, 19) con un tR de 18.76 min, el 8-metoxisoraleno 

(70 mg, 22) con un tR de 20.48 min y la herniarina (20 mg, 23) con un tR de 2l.94 mino 
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l! 8-metoxisoraleno (22) 

Ji isoimperatorina (19) 

0.60 

AU 

0.40 !: hemiarina (23) 

0.20 

o.oo+------"-------' ,------J. 
2.00 1.00 14.00 20,00 26.00 

Minutos 

Figura 7. Cromatograma de la fracción secundaria activa F 6-V. Condiciones de análisis: 

Detector UV, 270 nm. Sistema de elución CH2Clr MeOH (99:1). Flujo de 8.3 rnL/min. 

Concentración 2.5 mg!50 ~L. Pico: ! tR 18.76 min; !! tR 20.48 min y ~ tR 21.94 min. 

Por último, la resolución de la fracción secundaria activa F6- vn mediante CCFP, 

[CH2Clr MeOH (95 :5)], permitió el aislamiento y purificación de 25 mg adicionales del 8-

metoxisoraleno (22) como un sólido cristalino blanco. 

3.4.5 AISLAMIENTO DEL 8-METOXISORALENO (22), EL OSTOL (21) y EL p
SITOSTEROL (25) A PARTIR DE LA FRACCIÓN PRIMARIA ACTIVA F7 

El fraccionamiento secundario de la fracción activa F7 (1.7 g) mediante CCA [40 g 

de gel de sílice; CH2Ch (1:0) -+ MeOH (0:1)] condujo a la obtención de siete grupos de 

fracciones secundarias F7-t-F7-vn. Las fracciones resultantes se evaluaron de manera 
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independiente mediante el bioensayo MABA sobre M tuberculosis. El resultado de estas 

evaluaciones permitió determinar que la actividad biológica se concentraba en las 

fracciones F7- n, F7- V y F7-VI. 

Las fracciones secundarias F7-V y F7- VI (98 mg) reunidas con base en su similitud 

cromatográfica fueron resueltas mediante CCFP utilizando como sistema de elución una 

mezcla binaria de CH2Ch-MeOH (97:3). Este proceso permitió el aislamiento de cantidades 

adicionales del8-metoxisoraleno (30 mg, 22) y ostol (30 mg, 21). 

El ~-sitosterol (45 mg, 25) fue aislado de la fracción secundaria F7- 11 (CH2Ch) como 

un sólido blanco cristalino, con un punto de fusión de 138-140 oC. 

3.4.6 AISLAMIENTO DE LA UMBELIFERONA (26) y LA 

DlHIDROOXIPEUCEDANINA (27) A PARTIR DE LA FRACCIÓN PRIMARIA 

INACTIVAF8 

La fracción primaria inactiva F8 (13.0 g) se recromatografi,ó en una columna abierta 

sobre gel de sílice (350 g). La elución se llevó a cabo con un gradiente de polaridad entre 

CH2Ch-MeOH. Este proceso generó un total de diez grupos de fracciones secundarias (F8-

I-F8-X), 

La resolución de la fracción secundaria F8-VIlI mediante la aplicación de diversos 

procedimientos cromatográficos (CCA, CCFP), permitió el aislamiento y la purificación de 

52 mg de la umbeliferona (26). Este producto se obtuvo como un sólido verdoso opaco con 

un punto de fusión de 230-232 oC, 

El estudio de la fracción secundaria F8-VIl mediante CCFP [sistema de elución: 

CH2Ch-MeOH (95:5)] permitió la obtención de 20 mg de un sólido amarillo con un punto 

de fusión de 134-135 oC. Este producto fue identificado como la dihidrooxipeucedanina 

(27). 

3.4.7 OBTENCIÓN DEL DERIVADO METlLADO DE LA UMBELIFERONA (26) 

A 10 mg de la umbeliferona (26) se adicionaron 10 mL de una solución etérea de 

diazometano preparada a partir de una solución de KOH (5.0 g en 8 mL de agua), 10 mL de 
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etanol y 5.0 g de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida (Diazald-Aldrich), en 45 mL de 

éter etílico. La mezcla de reacción se dejó a temperatura ambiente durante 24 h. Como 

resultado de esta reacción se obtuvieron 13.1 mg del derivado metilado de la umbeliferona 

(26a). 

3.4.8 OBTENCIÓN DEL DERIVADO ACETILADO DE LA 

DIHIDROOXIPEUCEDANINA (27) 

A una solución de 10 mg de la dihidrooxipeucedanina (27) en 0.1 mL de piridina 

anhidra se adicionaron 0.1 mL de anhídrido acético. La mezcla se dejó reaccionar durante 

24 horas. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reacción se diluyó con 20 mL de agua y se 

extrajo con CH2Ch. A continuación la fase orgánica se lavó sucesivamente con HCIIN (3 

x 20 mL), una solución saturada de NaHC03 (3 x 20 mL) y por último, con agua 

desionizada (3 x 20 mL). Después de los lavados, la fase orgánica se secó sobre sulfato de 

sodio anhidro y se concentró al vacío para generar 11 .3 mg del derivado diacetilado de la 

dihidrooxipeucedanina (27a). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La obtención de los constituyentes activos a partir de la especie A. tolucensis se 

realizó mediante un estudio fitoquímico biodirigido empleando como ensayo biológico de 

monitoreo el ensayo de azul de alamar. Este tipo de investigación es la más eficiente para la 

obtención de metabolitos secundarios bioactivos, tanto de interés medicinal como 

agroquímico (El off, 1998). Para el desarrollo de este estudio se diseñó la estrategia 

metodológica que se resume en el Esquema 1. Esta estrategia comprende las etapas que se 

enumeran a continuación: 

1. Selección primaria de la especie A. tolucensis mediante la evaluación biológica 

preliminar del extracto obtenido a partir de las partes aéreas de la planta. 

2. Preparación del extracto orgánico en mediana escala. 

3. Fraccionamiento biodirigido del extracto orgánico. 

4. Separación y purificación de los constituyentes presentes en las fracciones activas. 

5. Elucidación estructural de los constituyentes bioactivos. 

6. Evaluación del potencial antifunico de los compuestos puros. 

MATERIAL VEGETAL 

- Separación y purificación de los 
constituyentes presentes en las 
fracciones activas 

Esquema 1. Estrategia metodológica empleada en el presente estudio. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 SELECCIÓN PRIMARIA DE LA ESPECIE A. tolucensis COMO UNA FUENTE 

DE PRINCIPIOS ANTIMICOBACTERIANOS 

La selección primaria de la especie A. tolucensis, se realizó fundamentalmente con 

base en dos de las hipótesis más utilizadas para la detección de fuentes potenciales de 

principios bioactivos: la quimiotaxonómica y la etnomédica. La primera hipótesis se basa 

en los antecedentes de la familia Umbelliferae, como fuente valiosa de compuestos de tipo 

cumarinas, terpeniodes y flavonoides con propiedades terapéuticas (Estévez-Braun y 

González, 1997; Trease y Evans, 2002). De las categorías de metabolitos antes 

mencionados cabe destacar que las cumarinas representan un grupo importante desde el 

punto de vista medicinal destacando sus propiedades antivirales (Craig el al., 1999), 

antiinflamatorias (Ban el al., 2003), analgésicas (Okuyama el al., 2001), inhibidoras de la 

agregación plaquetaria (Jong et al., 1992), anticancerígenas (Baba el al., 2002), 

fotosensibilizadoras (Wayne, 1987) y antimicrobianas (Kwon et al., 2002), entre otras. 

La segunda hipótesis se fundamenta en el conocimiento del uso de las plantas en las 

prácticas médicas alternativas. Este conocimiento es de primordial importancia para el 

descubrimiento de fármacos de aplicación terapéutica. 

Una vez realizado el proceso de selección primaria, se procedió a la recolección de 

la especie y a la preparación del extracto orgánico en pequeña escala. Posteriormente, el 

extracto resultante fue evaluado para determinar su potencial antifunico contra M 

tuberculosis, empleando un ensayo de tipo fluorimétrico, específicamente el MABA 

indicado en el inciso 3.2.1 de la parte experimental. Los resultados obtenidos de la 

evaluación establecieron que el extracto preparado a partir de las partes aéreas de A. 

lolucensis inhibe en un 99 % el crecimiento de M tuberculosis. 

4.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS A 

PARTIR DE LA ESPECIE A. tolucensis 

La preparación del extracto vegetal en mediana escala destinado a la separación y 

purificación de los principios antimicobacterianos presentes en la especie A. tolucensis, se 

realizó mediante un proceso de maceración con una mezcla de CH2C}z-MeOH (1:1) como 
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disolvente. Posteriormente, el extracto activo se fraccionó de manera preliminar mediante 

una cromatografia en columna abierta, usando gel de sílice como fase estacionaria. Este 

proceso generó un conjunto de once fracciones primarias (FI-FII). Cada una de las 

fracciones primarias se evaluó mediante el ensayo de tipo fluorimétrico (MABA) (Cantrell 

el al., 1998) encontrándose que la actividad antifImica se concentraba en las fracciones F 5-7 

Y F9. Los resultados de dicha evaluación se resumen en el Cuadro 3. 

Cuadro 3. Actividad antirnicobacteriana de las fracciones primarias de A. lolucensis. 

Muestra 
Actividad antimicobacteriana 

(% de inhibición sobre el crecimiento de M. tuberculosis) 

Extracto íntegro 99 
Fs 100 
F6 100 
F1 100 
F9 100 

rifampinaa 100 
.. 

a Control pOSItIVO (0.1 J.1g/rnL). El extracto y fraccIOnes se evaluaron a 50 J.1g/mL. 

El fraccionamiento secundario biodirigido de la fracción primaria activa F5, 

mediante una CCA sobre gel de sílice, permitió la obtención de diez fracciones secundarias. 

Cada una de las fracciones secundarias se evaluó mediante el ensayo de azul de alamar 

encontrándose que la actividad antirnicobacteriana se concentraba en las fracciones 

secundarias Fs-m-Fs-x (Cuadro 4). 

Las fracciones secundarias activas, reunidas con base en su similitud cromatográfica 

Fs-m-Fs-x (Figura 8), fueron sometidas a sucesivos fraccionamientos aplicando los 

métodos cromatográficos convencionales de tal forma de aislar los compuestos 

responsables de la actividad antifimica. Así, fue posible aislar a las cumarinas suberosina 

(20) Y ostol (21). 

El fraccionamiento secundario de la fracción activa F6, a través de una 

cromatografia en columna abierta sobre gel de sílice, generó un conjunto de siete fracciones 

secundarias (F6-I-F6-VIl) . La evaluación de las fracciones resultantes para determinar su 

potencial antimicobacteriano permitió establecer que la actividad se concentraba en las 

fracciones secundarias F6-n, F6-m, F6-V Y F6-VII (Cuadro 5). La resolución de estas 
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Cuadro 4. Actividad sobre el crecimiento de M. tuherculosis de las fracciones secundarias 

obtenidas a partir de la fracción primaria activa F~. 

Muestra 
Actividad antimicobacteriana 

(% de inhibición sobre el crecimiento de M. tuberculosis) 

F~-I 97 
Fnl 87 
FS- 1I1 100 
Fnv 100 
Fs-v 100 
Fs-v1 100 
Fs-vlI 100 
Fs-vlII 100 
Fs-1x 100 
Fs-x 100 

rifamlJina" 100 

• Control positivo (0.1 ~g/mL). El extracto y fracciones se evaluaron a 50 ~g/mL. 

(a) (b) (e) 

Sistema de e1ución: CH2C1r MeOH (95 :5) 
Agente revelador: sulfato cérico amoniacal 
(a) Fracciones secundarias F5-III-F5-x 
(b) Suberosina (20) 
(e) Ostol (21) 

Figura 8. Cromatograma de las fracciones secundarias activas obtenidas a partir de la 

fracción F s. 
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Cuadro 5. Actividad sobre el crecimiento de M tuberculosis de las fracciones secundarias 

obtenidas a partir de la fracción primaria activa F 6. 

Muestra 
Actividad antimicobacteriana 

(% de inhibición sobre el crecimiento de M. tuberculosis) 

F6- ¡ 42 
F6- U 99 
F6- 111 97 
F6- IV 81 
F6- y 98 
F6- VI O 
F6- VII 99 

rifampinaa lOO 
.. 

• Control pOSitivO (0.1 flg/mL). El extracto y fraccIOnes se evaluaron a SO flg/rnL. 

fracciones aplicando de nueva cuenta los mismos procedimientos cromatográficos (CLAE, 

CCFP) permitió el aislamiento de 8-metoxisoraleno (22), isoimperatorina (19), herniarina 

(23) y escoparona (24). 

La resolución de la fracción secundaria activa F, mediante una CCA sobre gel de 

sílice, permitió la obtención de un conjunto de siete fracciones secundarias. La evaluación 

de las fracciones obtenidas sobre la inhibición del crecimiento de M tuberculosis, permitió 

determinar que la actividad biológica se limitaba a las fracciones secundarias FTII, F,-y-F,

VI (Cuadro 6). El análisis cromatográfico cualitativo de las fracciones activas permitió 

detectar la presencia de dos compuestos mayoritarios identificados como el 8-

metoxisoraleno (22) y el ostol (21) (Figura 9). De la fracción secundaria FTII se aisló el p
sitosterol (25). 

Por último, el fraccionamiento cromatográfico secundario de la fracción primaria 

inactiva Fs, condujo al aislamiento de la umbeliferona (26) y de la furanocumarina 

dihidrooxipeucedanina (27). 
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Cuadro 6. Actividad sobre el crecimiento de M. tuberculosis de las fracciones secundarias 

obtenidas a partir de la fracción primaria activa F7. 

Muestra 
Actividad antimicobacteriana 

(% de inhibición sobre el crecimiento de M. tuberculosis) 

Fn 33 
Frll 97 
Frlll 48 
Fnv 67 
F,-V 96 
F,-V1 94 
F,-VII 91 

rifampina' 100 
. . 

• Control poSitiVO (0.1 ~g/mL). El extracto y fracciones se evaluaron a 50 ~g/mL. 

, 

(a) (b) (e) 

Sistema de elución: CH2Ch-MeOH (97:3) 
Agente revelador: sulfato cérico amoniacal 
(a) Fracciones secundarias F,_v_vl 
(b) 8-Metoxisoraleno (22) 
(e) Ostol (21) 

Figura 9. Cromatograma de las fracciones secundarias activas obtenidas a partir de la 

fracción F7. 

25 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.3 CARACTERIZACIÓN DE LOS COMPUESTOS AISLADOS 

La caracterización de los compuestos aislados en el presente estudio se realizó 

mediante la aplicación de métodos espectroscópicos, espectrométricos y químicos. De los 

nueve compuestos obtenidos (Cuadro 7) a partir de las partes aéreas de A. tolucensis, cinco 

pertenecen al grupo de las cumarinas simples (20, 21, 23, 24 Y 26) Y tres al grupo de las 

furanocumarinas lineales (19, 22 Y 27). 

Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados a partir de las partes aéreas de A. tolucensis. 

COMPUESTO RENDIMIENTO (%) 

3.82 X 10,2 

isoimperatorina (19) 

2.08 X 10,3 

suberosina (20) 

7.28 X 10,3 

osto1 (21) 
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Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados a partir de las partes aéreas de A. tolucensis 

(continuación). 

I 
COMPUESTO 

I 
RENDIMIENTO (%) I 

<W O ~ O O 2.52 X 10-2 

OCH3 

8-metoxisoraleno (22) 

ú:\ H3CO ~ I O O 8.00 X 10-4 

hemiarina (23) 

H3CO~ 

H3CO ~ O O 
8.00 x 10-4 

escoparona (24) 

V 
1" ••• •• • 

1.80 X 10-3 

HO~'" 
¡3-sitosterol (25) 

U\ HO ~ I O O 2.08 X 10-3 

umbeliferona (26) 
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Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados a partir de las partes aéreas de A. tolucensis 

(continuación). 

COMPUESTO RENDIMIENTO (%) 

O 

~OH 

m 8.00 x 10-4 

O :::::". I O O 

dihidrooxipeucedanina (27) 

4.3.1 CARACTERIZACIÓN DE LAS CUMARlNAS SIMPLES AISLADAS DE LA 

ESPECIE A. tolucensis 

Las constantes fisicas, espectroscópicas y espectrométricas de los productos 

aislados se resumen en las Tablas 1-3. 

4.3.1.1 CARACTERIZACIÓN DE LA HERNIARlNA (23) Y LA UMBELIFERONA 

(26) 

La hemiarina (23) se obtuvo como un líquido aceitoso amarillo. El espectro en el 

IR presentó bandas de absorción características para grupos carbonilo de lactona 

(1721 cm-') y dobles enlaces (1559, 1089 Y 827 cm-'). El EMIE presentó un ión molecular 

(pico base) en una relación masa-carga (miz) de 206 uma. La fórmula molecular se 

estableció como C lOH80 3 y permite siete grados de insaturación. La información 

proporcionada por los espectros de masas y el análisis de los espectros de RMN de 23 

(Espectros 1 y 2), así como consideraciones de tipo quimiotaxonómico permitieron 

confirmar la presencia de un núcleo de tipo benzo-a-pirona en el producto natural (Estévez

Braun y González, 1997). 
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Tabla 1. Constantes físicas de la suberosina (20), ostol (21), hemiarina (23), escoparona (24) y umbeliferona (26). 

y H'CO~ ~ H,CO "" I o o ;Xl ;Xl 
Compuesto H,CO "" I o o H,CO "" o o H,CO "" o o HO "" I o o 

suberosina (20) hemiarina (23) escoparona (24) umbeliferona (26) 

ostol (21) 

Fórmula 

molecular C¡SH¡60 3 C¡SH¡60 3 ClQHS0 3 C¡¡HlQ04 C9~03 

Punto de 

fusión 
87-88 oC 83-84 oC 143-145 oC 230-232 oC 

IRumáx 2909,1721,1603, 2909,1721,1603, 2920,1721,1559,1234, 
3165,2927,1709, 

2920,1719,1560, 

(KBr) cm-1 1250, 1089, 827 1250, 1089, 827 1089, 827 1234,827 
1604, 1566, 1234, 

1129,836 

EIMEmlz 
244 [Mj(100), 229 244 [MJ(l00), 229 

176 [~](IOO), 148 [M-
206 [Mj(lOO), 191 162 [Mj(IOO), 134 

(int. re\.) 
[M-15](85), 201 (4), [M-15](85), 201 (46), 

28](69), 133 (64) 
(58), 163 (24), 135 [M-28](72), 105 (12), 

II~ 189 (15) 189 (43) (13) 78 (12) 
¡::; 
~ 
1::1 
¡;¡ ... 
1::1 
t;; 
<"l 
!':: 

IV II~ '" 
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Tabla 2. Datos espectroscópicos observados en los espectros de RMN1H (300 MHz, CDCh) de las cumarinas suberosina (20), ostol (21), 

herniarina (23), escoparona (24) y umbeliferona (26). 

~ H'C0ú::l ~ H,CO :::,... I o o ,(J(\ ,(J(\ Posición 
H,CO :::,... I o o H,CO:::"" o o H,CO :::"" o o HO:::"" o o 

suberosina (20) herniarina (23) escoparona (24) umbeliferona (26) 

ostol (21) 

OH· OH· OH· OH· OH· 

3 6.23 (d, J= 9.6 Hz) 6.23 (d, J= 9.3 Hz) 6.26 (d, J= 9.6 Hz) 6.29 (d, J= 9.3 Hz) 6.17 (d,J= 9.6 Hz) 
4 7.62 (d, J= 9.6 Hz) 7.61 (d, J= 9.6 Hz) 7.64 (d, J = 9.6 Hz) 7.63 (d, J= 9.5 Hz) 7.83 (d, J= 9.3 Hz) 
5 7.18 (s) 7.29 (d, J= 8.7 Hz) 7.38 (d, J= 8.1 Hz) 6.86 (s) 7.44 (d, J= 8.4 Hz) 

6 6.83 (d, J= 8.7 Hz) 
6.85 (dd, J= 2.4 Y 8.4 6.78 (dd, J= 2.4 Y 8.6 

Hz) Hz) 
8 6.77 (s) 6.83 (el, J= 2.4 Hz) 6.85 (s) 6.69 (d, J= 2.4 Hz) 
l' 3.31 (d,J= 7.2 Hz) 3.53 (d, J= 7.2 Hz) 
2' 5.28 (d, J= 7.4 Hz) 5.22 (d, J= 7.2 Hz) 
4' 1.77 (s) 1.84 (s) 
5' 1.70 (s) 1.67 (s) 

CH3O-6 3.93 (s) 
CH30-7 3.90 (s) 3.92 (s) 3.35 (s) 3.96 (s) 

• Los valores del desplazamiento químico se expresan en ppm. El estándar interno es TMS. 
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Tabla 3. Datos espectroscópicos observados en los espectros de RMNJ3C (75 MHz, CDCb) de las cumarinas suberosina (20), ostol (21), 

herniarina (23), escoparona (24) y umbeliferona (26). 

y ~ .,00 ~ > o ~ H'C0ú::l ~ 
Posición H,co::::,..l o O H,CO::::'" O O H,CO::::'" O O HO ::::,.. I o o 

suberosina (20) herniarina (23) escoparona (24) umbeliferona (26) 

ostol (21) 

Be· Be· Be· Be· Be· 
2 161.52 161.36 162.83 161.38 160.70 
3 112.67 112.92 113.12 113.57 111.50 
4 143.62 143.73 143.38 143.26 144.30 
4a 111.83 117.90 112.54 111.43 111.50 
5 127.35 126.17 128.73 107.96 129.50 
6 127.43 107.30 112.61 150.04 113.50 
7 160.60 160.16 161.18 146.35 161.60 
8 98.43 107.30 100.84 100.03 102.50 
8a 154.41 152.76 155.93 152.86 155.70 
l' 27.73 21.88 
2' 121.27 121.10 
3' 133.62 132.60 
4' 17.72 17.90 
5' 25.77 25.76 

CH3O-7 55.81 56.00 55.78 56.36 

• Los valores del desplazamiento químico se expresan en ppm. 
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Las características más relevantes observadas en los espectros de RMN se indican a 

continuación: 

a) En OH 7.64 (d, J = 9.6 Hz, H-4) y 6.26 (d, J = 9.6 Hz, H-3) se observan dos señales 

dobles congruentes con la doble ligadura /13,4 del núcleo cumarínico. De manera 

adicional, en la región aromática se observa la presencia de un sistema ABX [OH 

7.38 (d, J = 8.1 Hz, H-5), 6.85 (dd, J = 2.4 Y 8.4 Hz, H-6) y 6.83 (d, J = 2.4 Hz, H-

8)] característico de un anillo aromático trísustituido. Las señales del sistema ABX 

correlacionan en el espectro de Correlación Heteronuclear (HETCOR) con los 

metinos en Oc 128.73, 112.61 Y 100.84, respectivamente. 

b) En OH 3.9 se aprecia un singulete correspondiente a un grupo metoxilo unido a un 

anillo aromático. Esta señal correlaciona con el espectro HETCOR con la absorción 

en Oc 55.78. 

Las evidencias proporcionadas por los espectros de RMN claramente indicaban que 

el producto 23 contenía un núcleo cumarínico sustituido por un. grupo metoxilo. Las 

constantes de acoplamiento obtenidas para los hidrógenos aromáticos, aunadas a 

consideraciones de tipo biogenético, permitieron establecer que el grupo metoxilo se 

encuentra en C-7. 

Así, con base en las evidencias anteriores, la estructura del compuesto 23 se 

estableció como la de la herniarina. 

Con respecto al producto 26, los espectros de RMN resultaron muy similares a los 

del producto 23 diftríendo fundamentalmente, en la ausencia de las señales para el grupo 

metoxilo. Así, en el caso del espectro de RMN1H (Espectro 3), en lugar de la sefial del 

metoxilo, se observó un singulete ancho en OH 4.8, sefial que desaparece al equilibrar el 

espectro con D20, por lo que se asignó a un grupo fenólico. Estas observaciones, aunadas a 

la diferencia de 14 unidades de masa en el EMIE, permitían inferir que el producto 26 era la 

umbeliferona. La metilación del producto 26 por tratamiento con diazometano conftrmó 

químicamente la presencia de la función fenólica y permitió la correlación química entre 

los productos 23 y 26. 
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4.3.1.2 CARACTERIZACIÓN DE LA SUBEROSINA (20), LA ESCOP ARONA (24) 

y EL OSTOL (21) 

El espectro en el IR generado por el producto 20 presenta bandas de absorción 

asociadas a grupos carbonilo de lactona (1721 cm·1) y dobles enlaces (1603,1250, 1089 Y 

827 cm·1). El EMIE presentó un ión molecular (pico base) en una relación de miz de 244 

urna. Este ión corresponde a la fórmula molecular C1sHl603 y permite calcular un índice de 

deficiencia de hidrógenos de ocho. 

Los espectros de RMN (Espectros 4 y 5), presentaron una notable semejanza a los 

del producto 23, sin embargo, en este caso se observaron sefiales asociadas a un residuo 

isopentenil [OH 5.28 (t, J= 7.4 Hz, H-2'), 3.31 (d, J= 7.2 Hz, H-l'), 1.77 (s, H-4') y 1.7 (s, 

H-5') en el espectro de RMN1H; en Oc 27.73 (C-l '), 121.27 (C-2'), 133.62 (C-3'), 17.72 (C-

4') y 25.77 (C-5') en el espectro de RMN 13C] que debía encontrarse unído al anillo 

carbocíclico de la curnarina. Entonces, el producto 20 contenía un anillo curnaríníco 

di sustituido por un grupo metoxilo y un residuo isopentenilo. Estas observaciones, aunadas 

a los cuadros de conectividad observados en el espectro NOESY [H-5/H-4, H-l'/H-4', H-5' 

Y H-8/0CH3], y al hecho de que los hidrógenos aromáticos se aprecian como singuletes 

(Figuras 10 y 11), permitieron evidenciar la estructura del producto 20 como la de la 

suberosina. 

El producto 24 fue muy similar al 20 difiriendo únicamente en el sustituyente en C-

6. En lugar de las absorciones diagnósticas para el residuo isopentenilo, los espectros de 

RMN (Espectros 6 y 7) presentaron las sefiales caracteristicas para un grupo metoxilo en 

OH 3.93/oc 56.36. Con base en el análisis anterior, la estructura del compuesto 24 fue 

establecida como la de la escoparona. 

Por último, el producto 21 se obtuvo como un sólido blanco. El EMIE permitió 

determinar su fórmula molecular como ClsHl603 y permite ocho grados de insaturación. El 

ión molecular observado en miz de 244 urna (pico base), sugiere que este producto es un 

isómero estructural del producto 20. Así, la diferencia entre los dos productos radica en el 

patrón de sustitución del anillo curnarínico. Estas evidencias en conjunto con las constantes 

de acoplamiento observadas para los hidrógenos aromáticos y las correlaciones observadas 
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Figura 10. Espectro RMN1H-NOESY de la suberosina (20). 
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Figura 11. Correlaciones observadas en el espectro RMN1H-NOESY del compuesto (20). 
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en el espectro de NOESY (Espectros 8 y 9, Figuras 12 y 13) de este producto permitieron 

caracterizar al producto 21 como el ostol. 

Cabe destacar que este es el primer reporte de la presencia de la suberosina (20), la 

escoparona (24) y el ostol (21) en una especie de Arracacia. Sin embargo, estos metabolitos 

se han aislado de otras umbeliferas pertenecientes a los géneros Angelica, Peucedanum y 

Arlemisia, entre otros (Nayar y Bhan, 1972; Brown el al., 1975; Estévez-Braun y González, 

1997; Schinkovitz et al. , 2003). 

La umbeliferona (26), es una fitoalexina utilizada como un colorante de contraste en 

numerosos protocolos experimentales. Por otra parte, este compuesto junto con la 

escoparona (24) y la suberosina (20) son importantes agentes antiproliferativos. Las 

propiedades antiproliferativas del producto 26 son atribuidas a su participación en los 

procesos de diferenciación celular y apoptosis, así como a la inhibición de la enzima 

topoisomerasa II (Kawaii et al., 2001 ; Coert et al., 2003). El ostol (21) posee propiedades 

hipotensoras, inhibitorias de la agregación plaquetaria y relajantes de la musculatura lisa. 

Esta última propiedad podría estar relacionada con la interferencia de este compuesto en el 

flujo de calcio intracelular (Hoult y Paya, 1996). 

4.3.2 CARACTERIZACIÓN DE LAS FURANOCUMARINAS AISLADAS DE LA 

ESPECIE A. tolucensis 

Las constantes fisicas, espectroscópicas y espectrométricas de los productos de tipo 

furanocumarina se resumen en las Tablas 4-6. 

4.3.2.1 CARACTERIZACIÓN DE LA ISOIMPERATORINA (19), EL 8-

METOXISORALENO (22) y LA DIIDDROOXIPEUCEDANINA (27) 

El análisis detallado de los espectros de RMN permitió establecer que los productos 

naturales 19, 22 Y 27, pertenecen al grupo de las furanocumarinas lineales (Ivie, 1978; 

Harkar et al., 1984). Las evidencias más importantes que permitieron la identificación de 

estos productos se resumen en los párrafos siguientes; en primer lugar se analizarán las 

correspondientes al compuesto 27, y a posteriori las de los compuestos 19 y 22. 
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Figura 12. Espectro RMN1H-NOESY del ostol (21). 
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Figura 13. Correlaciones observadas en el espectro RMN1H-NOESY del compuesto (21). 
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Tabla 4. Constantes fisicas de la isoimperatorina (19), 8-metoxisoraleno (22) y dihidrooxipeucedanina (27). 

Compuesto 

Fórmula 

molecular 

Punto de 

fusión 

IR~mb(KBr) 

cm-l 

ElMEmlz 

(int. reI.) 

~~ <=OC\ o o 
OQ(\,y "'" 

o "'" I o o 
OCH) 

~OH 
o 

~ ~O~oÁo 
isoimperatorina (19) 8-metoxisoraleno (22) 

dihidrooxipeucedanina (27) 

C16H 1404 C12Hs04 C 16H1606 

104-106 oC 130-132 oC 134-135 oC 

2979,1728,1455,1122,818 2950, 1708, 1583, 1153, 1099,756 3432,2925, 1727, 1624, 1455, 1133, 826 

270 [Mj(100), 255 (95), 227 (53), 216 [Mj(100), 201 [M-15](40), 188 

215 (25) (20), 173 (63), 145 (30) 
304 [~](100), 215 (30), 187 (30) .... 

:o:: 

~ ¡;; 
~ 

~ 
"<: 
t::l 

~ 
~ 
~ 
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Tabla 5. Datos espectroscópicos observados en los espectros de RMN1H (300 MHz, CDCh) de las furanocumarinas isoimperatorina (19), 8-

metoxisoraleno (22) y dihidrooxipeucedanina (27). 

Posición 

3 
4 
5 
8 
2' 
3' 

2" 

3" 
5" 
6" 

CH30-8 
OH 

)=-0 

~"'" ~ I 
o ~ o o 

isoimperatorina (19) 

OH· 
6.28 (d, J= 9.4 Hz) 
8.17 (d, J= 9.8 Hz) 

7.16 (s) 
7.60 (d, J= 2.4 Hz) 
6.96 (d, J= 2.6 Hz) 

4.92 (d, J= 6.9 Hz) 

5.54 (t, J= 7.1 Hz) 
1.80 (s) 
1.70 (s) 

<y:\<'7 "'" 
o ~ I o o 

OCH, 

8-metoxisoraleno (22) 

OH· 
6.38 (d, J= 9.4 Hz) 
7.77 (d, J= 9.2 Hz) 

7.36 (s) 

7.70 (d, J= 2.0 Hz) 
6.83 (d, J= 2.0 Hz) 

4.31 (s) 

• Los valores del desplazamiento químico se expresan en ppm. El estándar interno es TMS. 

o 
~OH 

~ ((o~o--lo 
dihidrooxipeucedanina (27) 

OH· 
6.30 (d, J= 9.6 Hz) 
8.20 (d, J= 9.6 Hz) 

7.18 (s) 
7.62 (d, J= 2.4 Hz) 

7.00 (dd, J = 2.4 Y 0.8 Hz) 
2"A 4.72 (dd, J= 2.0 Y 10.0 Hz) 
2"84.67 (dd, J= 7.6 Y 10.0 Hz) 

4.07 (dd, J= 2.8 Y 7.2 Hz) 
1. 7 (s) 
1. 7 (s) 

2.6 (sa) 
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Tabla 6. Datos espectroscópicos observados en los espectros de RMN13C (75 MHz, CDCh) de las furanocumarinas isoimperatorina (19), 

8-metoxisoraleno (22) y dihidrooxipeucedanina (27). 

~ ~ 
~OH 

o ""- I o o 
o 

<=CcL Pos.ición 
o ""- o o OCH, 

o "'" I o o 

isoimperatorina (19) 
8-metoxisoraleno (22) 

dihidrooxipeucedanina (27) 
oc· oc· oc· 

2 161.31 160.45 161.10 
3 112.56 114.75 113.11 
4 139.58 144.32 139.07 
4a 107.51 116.47 107.33 
5 148.94 112.88 152.51 
6 114.19 126.11 114.12 
7 158.12 147.66 158.06 
8 94.23 132.79 94.87 
8a 152.65 144.76 148.31 
2' 144.87 146.63 145.32 
3' 105.03 106.71 104.65 
2" 69.73 74.06 
3" 119.07 76.50 
4" 139.84 71.45 
5" 18.22 28.68 
6" 15.82 28.68 

CH3O-8 61.34 

• Los valores del desplazamiento químico se expresan en ppm. 
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El compuesto 27 se obtuvo como un sólido amarillo con un punto de fusión de 134-

135 oC. El ión molecular de 304 urna observado en el EMIE del producto natural 

corresponde a la fórmula C16H1606, la cual permite nueve insaturaciones. 

El espectro en el IR, además del carbonilo en 1727 cm-l, presentó una absorción 

intensa para grupo hidroxilo en 3432 cm-l . La acetilación del producto natural con 

AC20/piridina generó el diacetato (27a) confirmándose químicamente la presencia de dos 

hidroxilos carbinólicos en la molécula. 

El análisis de los espectros de RMN (Espectros 10 y 11), permitieron comprobar 

que el producto 27 era una furanocurnarina lineal (Wayne, 1978) sustituida en la posición 

C-5 con un residuo 2,3-dihidroxi-3-metilbutiriloxi. Las características más relevantes de los 

espectros de RMN del compuesto 27 se describen a continuación: 

a) En OH 8.20 (d, J = 9.6 Hz, H-4) Y 6.3 (d, J = 9.6 Hz, H-3) se observan dos señales 

dobles diagnósticas del doble enlace de la unidad a-pirona de una curnarina. Estas 

señales correlacionan en el espectro HETCOR con los metinos t;n Oc 139.06 Y 

113.11, respectivamente. 

b) En OH 7.62 se aprecia un doblete (J = 2.4 Hz, H-2') y en OH 7.0 se observa una 

señal doble de doble (J = 2.4 Y 0.8 Hz, H-3'), características del anillo furánico de 

una furanocurnarina (Wayne, 1978; Harkar el al., 1984). Estas señales correlacionan 

en el espectro HETCOR con los metinos en Oc 145.32 Y 104.65, respectivamente. 

c) En OH 7.18 aparece un singulete atribuible a un protón de tipo aromático. Esta s~ñal 

correlaciona en el espectro HETCOR con la absorción en Oc 94.87. 

d) En OH 2.60 se observa un singulete ancho atribwble a dos grupos hidroxilo. La señal 

desaparece al equilibrar el espectro con D20. 

e) Finalmente, las absorciones del residuo 2,3-dihidroxi-3-metilbutiriloxi aparecen en 

OH/OC 4.72 (dd, J= 2.0 Y 10.0 Hz, H-2"A), 4.67 (dd, J= 7.6 Y 10.0 Hz, H-2"B), 4.07 

(dd, J = 2.8 Y 7.2 Hz, H-3") y 1.70 (s, H-5" y H-6")/ 74.06 (C-2"), 76.50 (C-3"), 

71.45 (C-4") y 28.68 (C-5" y C-6"). 

Las características espectroscópicas y espectrométricas recién descritas sustentan 

que el producto 27 es una furanocurnarina sustituida con un residuo de 2,3-dihidroxi-3-

metilbutiriloxi en el anillo bencénico. Las correlaciones H-2'/H-3', H-3"/H-5", H-6", H-3/H-
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4 Y H-3'/H-2A", H-2s" (Figuras 14 y 15) observadas en el espectro NOESY son 

congruentes con la disposición lineal del furano y con la ubicación del residuo 2,3-

dihidroxi-3-metilbutiriloxi en C-5. 

Por último, el valor positivo de la rotación óptica permitió establecer la 

configuración absoluta del centro C-3" como R (Nielsen y Lernrnich, 1964; Nielsen y 

Lernrnich, 1969). 

Así, con base en las evidencias anteriores, la estructura del compuesto 27 se 

estableció como la de la dihidrooxipeucedanina. 

La isoimperatorina (19) se obtuvo como un sólido cristalino blanco con punto de 

fusión de 104-106 oC. El espectro en el IR, evidenció la presencia de un grupo carbonilo de 

lactona (1728 cm· l
) y el carácter aromático de la molécula (2979, 1455, 1122 Y 818 cm-\ 

El EMIE permitió determinar su fórmula molecular como C16H1404. El ión molecular 

presentó 34 unidades de masa menos que el del producto 27. 

Los espectros de R.MN (Espectros 12 y 13) resultaron muy similares a los del 

producto 27, difiriendo fundamentalmente en la presencia de una sefíal asignable a una 

doble ligadura en OH 5.54 (t, J = 7.1 Hz, H-3")/ Oc 119.07 (C-3") y Oc 139.84 (H-4") en los 

espectros de 19, en lugar de las absorciones correspondientes al diol (C-3" y C-4") del 

producto 27. La diferencia entre los productos 27 y 19 radica entonces en la naturaleza del 

residuo ubicado en C-5. Estas observaciones, aunadas a la diferencia de 34 unidades de 

masa en el EMIE permitían inferir que el producto 19 era la isoimperatorina. 

El producto 22 fue muy similar al 19 difiriendo tan solo en el sustituyente en C-8. 

ya que los espectros de R.MN (Espectros 14 y 15), en lugar de las absorciones para el 

residuo 2(R)-3-dihidroxi-3-metilbutiriloxi, presentaron las sefíales características de un 

grupo metoxilo (OH 4.311oc 61.34). La ubicación de este grupo en C-8 se realizó con base 

en las correlaciones observadas entre H-3/H-4, H-4/H-5, H-5/H-3' Y H-3'/H-2' en el 

espectro NOESY (Figuras 16 y 17). 

Con base en las evidencias presentadas, el producto natural se caracterizó como el 

8-metoxisoraleno (22). 
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Figura 14. Espectro RMN1H-NOESY de la dihidrooxipeucedanica (27), 
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Figura 15. Correlaciones observadas en el espectro RMN1H-NOESY del compuesto 27, 
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Figura 16. Espectro RMN1H-NOESY del8-metoxisoraleno (22). 
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Figura 17. Correlaciones observadas en el espectro RMN1H-NOESY del compuesto 22. 
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Es de hacer notar, que este trabajo constituye el primer reporte de furanocumarinas 

en el género Arracacia. Sin embargo, estos productos se han aislado previamente de 

algunas especies de los géneros Angelica y Ammi, entre otros (Wayne, 1978; Harkar et al. , 

1984). 

El 8-metoxisoraleno (22), junto con el soraleno y el 5-metoxisoraleno, representan 

una clase de furanocumarinas utilizadas para el tratamiento de enfermedades de la piel, 

tales como el vitiligo, la soriasis y micosis. Sin embargo, el tratamiento prolongado con el 

compuesto 22 seguido de radiación con luz UVA, está asociado con una serie de efectos 

adversos que involucran un daño severo en la membrana celular, intercalarniento en el 

DNA y la unión a una gran variedad de proteínas citosólicas que desencadenan procesos de 

apoptosis y mutagenicidad (Heshmati, 2003). La isoimperatorina (19) tiene efectos 

antiinflamatorios, quimiopreventivos, inhibidores de la agregación plaquetaria y 

analgésicos, entre otros. Las propiedades antiinf1amatorias de este producto son atribuidas a 

la supresión de la actividad de las enzimas ciclooxigenasa 1 (COX-l) y ciclooxigenasa 2 

(COX-2) (Chen el al., 1995; Chen et al., 1996; Abad el al., 2001). 

4.4 DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL ANTIMICOBACTERIANO DE LOS 

METABOLITOS AISLADOS 

El potencial antimicobacteriano de los productos naturales obtenidos del extracto 

activo de Arracacia tolucensis (H.B.K.) varo multifida Hemsley (S. Wats.) Mathirui & 

Constance (Umbelliferae) se determinó también mediante la evaluación de su efecto 

inhibitorio del crecimiento de Mycobaclerium tuberculosis H37RV ATCC 27294, utilizando 

el bioensayo de tipo fluorimétrico MABA. Los resultados de las evaluaciones se indican en 

la Tabla 7 y se encuentran expresadas como CM!. El criterio de actividad empleado 

considera como activo a un compuesto que presente una CM! menor o igual a 128 ¡.tg/mL 

(Cantrell el al., 1998). 

Los constituyentes más activos incluyeron a los productos naturales isoimperatorina 

(19), suberosina (20) y ostol (21). El 8-metoxisoraleno (22) presentó una actividad marginal 

y los demás resultaron inactivos. 
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Tabla 7. Actividad antimicobacteriana de los productos naturales aislados a partir de la 

especie A. tolucensis. 

Actividad antimicobacteriana 
Compuesto Concentración Mínima Inhibitoria CMI 

(Jlg/mL)fJ,JM1 

isoimperatorina (19) 64 [236.7872] 

suberosina (20) 16 [65.4958] 

ostol (21) 32 [130.9917] 

8-metoxisoraleno (22) 128 [592.0632] 

herniarina (23) >100 

escoparona (24) >100 

umbeliferona (26) >100 

dihidrooxipeucedanina (27) >100 

rifampina' 0.1 [0.1215] 

. . 
• Control pOSltlVO 

Este trabajo constituye el segundo reporte de la propiedad antirnicobacteriana de 

cumarinas. En el estudio de Schinkovitz y colaboradores (2003) se demostró que la 

ostrutina inhibe significativamente el crecimiento de M fortuitum (CMI 6.7 J-lM). Este 

producto al igual que la suberosina (20) y el ostol (21) posee una cadena isoprenílica. La 

umbeliferona (26), sin embargo, fue poco sensible a M tuberculosis. Este resultado se 

encuentra en armonía con los datos reportados por Schinkovitz y colaboradores (2003) 

quienes comprobaron que 26 no inhibe significativamente el crecimiento de M fortuitum 

(CMI 760 J-lM). Cabe destacar que la sensibilidad de ambas micobacterias a los agentes 

terapéuticos y otros productos naturales es similar. 

La presencia de las cumarinas suberosina (20) y el ostol (21) en la especie A. 

tolucensis podria estar relacionada con sus usos en la medicina tradicional para el 

tratamiento de la tos y la bronquitis. A su vez, la isoimperatorina (19), con propiedades 

sedantes, podría explicar el empleo de la decocción de las hojas de A. tolucensis como 

tranquilizante. 
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES 

En el presente estudio se demostró el potencial antimicobacteriano de la especie 

Arracacia tolucensis (H.B.K.) varo multifida Hemsley (S. Wats.) Mathias & Constance 

(Umbelliferae) mediante la evaluación del efecto de un extracto íntegro, fracciones y 

productos puros derivados de la planta sobre la inhibición del crecimiento de M 

tuberculosis. 

Los resultados de la presente investigación corroboran que la preselección de las 

especies con base en el criterio etnomédico en conjunto con la determinación del 

potencial biológico mediante evaluaciones apropiadas puede conducir al descubrimiento 

de productos de posible utilidad terapéutica. 

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto antimicobacteriano obtenido a 

partir de las partes aéreas de la especie A. tolucensis permitió el aislamiento de ocho 

metabolitos secundarios caracterizados como la suberosina (20), ostol (21), escoparona 

(24), umbeliferona (26), hemiarina (23), isoimperatorina (19), 8-metoxisoraleno (22) y 

la dihidrooxipeucedanina (27). A diferencia de A.nelsonii, esta especie no biosintetiza 

piranocumarinas 

Se determinó el potencial antimicobacteriano de los productos naturales 

aislados, encontrándose que la suberosina (20), el ostol (21) y la isoimperatorina (19) 

inhiben de manera significativa el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis (CMI 

16, 32 Y 64 IlglmL, respectivamente). El nivel de actividad que presentaron estos 

compuestos es comparable al de otros productos de origen vegetal. 

La presente investigación fitoquímica constituye una contribución original al 

conocimiento del contenido metabólico secundario de género Arracacia y de la flora 

medicinal mexicana. 

• La especie A. tolucensis constituye una fuente potencial de productos de uso 

terapéutico como la suberosina (20), el ostol (21) y el 8-metoxisoraleno (22). 
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