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1. ANTECEDENTES

I. ANTECEDENTES

1.1 CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas de la humanidad. Fue
descrita por Hipocrates quien la denominéd “Tisis”, debido a su caracter devastador
(Iseman, 1994; Sepkowitz er al., 1995). El agente causal de esta enfermedad,
Mycobacterium tuberculosis (Mycobacteriaceae) (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 0.7 pm de ancho, y de 1 a 10 pm de
longitud. La bacteria carece de capsula pero posee una pared celular compleja formada
por la membrana plasmatica asociada a residuos de peptidoglicano (PG),

arabinogalactano (AG) y 4cidos micélicos unidos covalentemente (Maureen, 1999).

Figura 1. Mycobacterium tuberculosis.

La extraordinaria complejidad de la pared celular de esta bacteria le confiere un
alto grado de resistencia. El PG esta formado por residuos de aminoazicares (N-acetil
glucosamina y dcido muramico unidos por enlaces [} 1— 4) y aminodacidos (L-alanina,
D-isoglutamina, acido meso diaminopimélico, D-alanina). El AG es un polisacarido
formado por unidades de D-furanoarabinosa y D-furanogalactosa. Finalmente, los

acidos micolicos son dcidos grasos o-ramificados y B-hidroxilados de elevado peso
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molecular (C1o-Cyg). Generalmente estos dcidos se encuentran asociados con moléculas

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

Lipidos libres ®
\ )
)

Porcion LAM

Acidos micélicos

Porcion arabino del LAM
- Residuo pentaarabinosil
Porcion LM del LAM

Arabinano
Conector

Galactano

- - Peptidoglicano
Membrana ' R, " Proteinas de membrana
asmitica '
2 b e W i PIMs
o~ = Residuos de
azicares

LAM: Lipoarabinomanano, LM: Lipomanano, PIMs: Fesfatidilinositolmandsidos

Figura 2. Representacion esquematica de la pared celular de Mycobacterium

tuberculosis.

La tuberculosis se transmite por tres vias: (i) a través de niicleos de gotitas que
contienen la bacteria al toser, estornudar o hablar, (ii) por ingestion de material
contaminado (usualmente leche), y (iii) por inoculacién directa, la cual generalmente
ocurre en hospitales (Sepkowitz er al, 1995). La enfermedad es cronica y puede
presentarse también en animales. Se caracteriza por causar lesiones granulomatosas de
evolucion lenta, que provocan la destruccion de tejidos principalmente en los pulmones,
aunque puede afectar otros organos como el higado, meninges, prostata, laringe y

articulaciones (Goodman y Gilman, 1996).
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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 categorias principales: los firmacos de primera y segunda linea. El
primer grupo comprende productos con un buen nivel de eficacia y una toxicidad
aceptable. Este grupo estd bien representado por la isoniazida (1), inhibidor especifico
de las enzimas enoil-ACP-reductasa (InhA) y la B-cetoacil-ACP-sintetasa, involucradas
en la sintesis de los 4cidos micdlicos, y el etambutol (2), inhibidor de la enzima
arabinosil-transferasa (embAB), responsable de la incorporacién de los residuos de
arabinosa en la estructura del arabinogalactano. Los farmacos de segunda linea incluyen
compuestos como la ofloxacina (3), que actiia como un inhibidor especifico de la
enzima ADN girasa en el proceso de transcripcion del ADN bacteriano, y el 4cido
aminosalicilico (4), andlogo estructural del 4cido p-aminobenzoico (PABA), inhibidor
de la enzima dihidropteroato sintetasa (folP) involucrada en la sintesis del 4cido félico,
por tan s6lo mencionar los mas importantes (Maureen, 1999; McKinney, 2000) (Figura
3).

N
CH;0H CyHs
H—(II—NHCH;CHZNH—(F--H
CONHNH; C,Hs CH,0H
(¢Y) 2
HiC., CH; COOH
N/ﬁ O/Y
. o
N N
F COOH
NH;
(0]
@
3

Figura 3. Farmacos de primera y segunda linea para el tratamiento de la tuberculosis.

Los grandes indices de morbilidad y mortalidad provocados por la tuberculosis
han ocasionado que esta se considere un gran problema de salud a nivel mundial. Datos
epidemiol6gicos indican que aproximadamente la tercera parte de la poblacién mundial

estd infectada con Mycobacterium tuberculosis y se estima que anualmente ocho
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millones de individuos son victimas 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 mas importantes
destacan: (a) la pandemia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), (b) el
lento crecimiento del microorganismo que ocasiona una infeccién crénica, (c) la pared
celular compleja y (d) la prevalencia de cepas resistentes, siendo este iltimo, el que ha
tomado mayor interés en la actualidad (Ghannoum y Rice, 1999; Maureen, 1999). Cabe
sefialar, que en pacientes inmunocomprometidos, la prevalencia de la infecci6n, atn
después de recibir el tratamiento con los agentes antimicobacterianos adecuados, se ve
incrementada debido a la interaccion de estos compuestos con los fArmacos de elecci6n
para el tratamiento del SIDA (Okunade et al, 2004). Epidemiolégicamente, la
resistencia de la micobacteria a los formacos antituberculosos se puede manifestar en
pacientes infectados con una cepa resistente a los medicamentos o en pacientes que
inicialmente se tratan con farmacos eficaces, pero que dejan de serlo, debido a
mutaciones de la bacteria o al incumplimiento del régimen de dosificacién (Sepkowitz
et al., 1995; Long, 2000).

En el marco de referencia recién descrito, se han establecido nuevos programas
de caricter multidisciplinario con la finalidad de descubrir nuevos agentes
antimicobacterianos de utilidad terapéutica, tanto de origen natural como sintético, y
con mecanismos de accién novedosos que involucren la inhibicién de: (a) la expresién
de los factores de virulencia de la micobacteria, y (b) los procesos involucrados en la
evasion de la respuesta inmune temprana del hospedero, entre otros (McKinney, 2000).
La basqueda de principios activos a partir de fuentes naturales para el desarrollo de
agentes terapéuticos, es un hecho bien documentado (Mitscher et al., 1972; Tomesi et
al., 1986; Eloff, 1998; Ghannoum y Rice, 1999; Tegos ef al., 2002; Matu y van Staden,
2003; Coelho de Souza et al., 2004; Ram et al., 2004; inter 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 informaci6n
mas relevante acerca de productos naturales con propiedades antimicobacterianas
(Newton ef al., 2000; Copp, 2003; Okunade et al., 2004). Estos productos pertenecen a
las més diversas categorias estructurales y fuentes naturales. Asi, se han descubierto
numerosos alcanos, alquenos, alquinos, fenoles, polifenoles, alcaloides, cumarinas,

flavonoides, péptidos y terpenoides, entre otros. Asi 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
et al., 2004). Entre los metabolitos naturales con propiedades antimicobacterianas
merecen una mencion especial por su potencia y mecanismo de accién 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 (Clsp 28 pg mL™") enoil reductasa esencial para la biosintesis de los acidos
micélicos en la bacteria M. tuberculosis (Cao et al., 2002; Copp et al., 2003); la
cerulenina (6) y la tiolactomicina (7), derivados de 4cidos grasos lineales aislados de
Cephalosporium caerulens y Nocardia sp, respectivamente; ambos compuestos actiian
como inhibidores de las ACP (proteinas acarreadoras de grupos acilo) indispensables
para la biosintesis de los dcidos micélicos (Slayden et al., 1996; Parrish et al., 1999);
por 1iltimo, el 5Z-7-oxozeaenol (8) aislado por primera vez de una cepa de
Streptomyces; este metabolito es un potente inhibidor de las enzimas proteina cinasas
involucradas en la biosintesis de los 4cidos micélicos (Waters et al., 2002; Ninomiya-
Tsuji et al., 2003) (Figura 4).

Figura 4. Productos naturales selectos.
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1.2 ANTECEDENTES BOTANICOS Y ETNOBOTANICOS DE Arracacia
tolucensis (H.B.K.) var. multifida Hemsley (S. Wats.) Mathias & Constance
(Umbelliferae)

El género Arracacia Bancroft pertenece a la familia Umbelliferae y comprende
alrededor de 30 especies y cuatro variedades las cuales se encuentran principalmente
distribuidas en México centro y sur América (Bolivia, Peri, Ecuador, Venezuela y
Colombia) (Knudsen ef al., 2001). Desde el punto de vista filogenético, este género se
encuentra estrechamente relacionado con el género Neonelsonia Benth. (Mathias y
Constance, 1976).

Arracacia tolucensis (H.B.K.) var. multifida 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 aromaticas. 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. multifida Hemsley (S. Wats.) Mathias &
Constante (Umbelliferae).

A. tolucensis se conoce popularmente con los nombres de “perejil”, “neldo™,
“hierba del venado™ y “cominos riisticos™, entre otros. Los frutos y las partes aéreas de

la especie son utilizados en las pricticas 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 QUIMICOS SOBRE EL GENERO Arracacia

Las especies A. vaginata y A. nelsonii han sido investigadas desde el punto de
vista quimico. Los metabolitos secundarios aislados y caracterizados en estos estudios
pertenecen a las categorias de las piranocumarinas, los monoterpeniodes y los
fenilpropanoides (Calder6n y Rios, 1975; Delgado y Garduiio, 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 Arracacia.

———
ESPECIE COMPUESTO | REFERENCIA

—
A. nelsonii Delgado y Garduiio,
1987
(o] (0] (0]
0\“/\(
OAc 0

(+)-suksdorfina (9)

A. nelsonii Delgado y Garduiio,

y 1987

(0] o}
Oﬁ
OAc 0

(-)-isosamidina (10)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados a partir

(continuacion).

del género Arracacia

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
A. nelsonii Delgado y Garduiio,
1987
(0] (0] (8]
OH
(0]
0
(-)-3'-angeloil-cis-kellactona (11)
A. nelsonii Delgado y Garduiio,
1987
(0] 0 0
OAc
0 0
—
(+)-isopterixina (12)
A. nelsonii Delgado y Gardufio,
1987
O 0 0
OCH,CH;
OH
(+)-cis-etil-kellactona (13)
A. nelsonii Delgado y Garduiio,
1987
o) (0]
“OCH,CH;
OH
(-)-trans-etil-kellactona (14)
E%
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados a partir del género Arracacia

(continuacion).

ESPECIE COMPUESTO

A. nelsonii Delgado y Garduiio,
1987
0 (0] 0
(0]
0.

D

(35)-3"-angeloil-4'-oxo-kellactona (15)

REFERENCIA

A. vaginata Calderén y Rios,
H;CO—QK 1975
esdragol (16)
A. vaginata / Calderén y Rios,
“3C°_< >_ 1975
! trans-anetol (17)
A. vaginata Calder6n y Rios,
1975

-

(+)-ct-pineno (18)
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I1. JUSTIFICACION 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 Quimica 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 surgi6 el presente proyecto de investigacion, el cual
describe el aislamiento y caracterizacién de compuestos con actividad antifimica de la
especie Arracacia tolucensis (H.B.K.) var. multifida Hemsley (S. Wats.) Mathias &
Constance (Umbelliferae). Para evaluar el potencial antimicobacteriano de la especie se
preparo el extracto orgénico a partir del material vegetal desecado, estas evaluaciones se
realizaron en el Instituto de Investigaciones sobre la Tuberculosis de la Universidad de
Illinois 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. folucensis como una fuente potencial de
principios activos de interés terapéutico. En consecuencia, el objetivo general del
presente trabajo es el aislamiento y caracterizacién 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 realizacién de un estudio fitoquimico
biodirigido. Para el cumplimiento de éste objetivo, se plantearon los siguientes objetivos
particulares: )

a) Preparar a mediana escala el extracto organico de las partes aéreas de la especie
mediante un proceso de maceracién.

b) Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto orgénico.

c) Separar los principios activos a partir de las fracciones activas, empleando para
ello, métodos cromatograficos convencionales.

d) Identificar y caracterizar los componentes activos mediante la aplicacién de
métodos quimicos, espectroscopicos y espectrométricos.

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

3.1 MATERIAL VEGETAL

Las partes aéreas de Arracacia tolucensis (H.B.K.) var. 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 clasificacion botdnica de la especie estuvo a cargo del Dr. Robert Bye (Instituto de
Biologia, UNAM). Un ejemplar de referencia (Voucher: Bye & Morales 27040) se deposité
en la Coleccion Etnobotéanica del Herbario Nacional (MEXU), Jardin Botanico, Instituto de
Biologia, UNAM.

El proceso de desecacion del material vegetal se realizé a temperatura ambiente y la

fragmentacién del mismo se llevé a cabo en un molino Willey Modelo 4.

3.2 ENSAYOS BIOLOGICOS

3.2.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOBACTERIANA

El potencial antimicobacteriano del extracto, fracciones y/o compuestos puros se
determiné de acuerdo a los procedimientos establecidos en el Instituto de Investigacion
sobre la Tuberculosis de la Universidad de Illinois, Chicago, Illinois, EUA (Collins y
Franzblau, 1997; Cantrell et al, 1998). Para ello se aplico 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 Concentraciéon Minima Inhibitoria

(CMI). La rifampina se utilizé6 como control positivo.

11
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3.3 PROCEDIMIENTOS GENERALES

3.3.1 ANALISIS CROMATOGRAFICOS

La Cromatografia en Columna Abierta (CCA) se realizé en columnas de vidrio de
diferentes capacidades empacadas con gel de silice (Kieselgel 60 Merck, tamaiio de
particula 0.063-0.200 nm, malla de 70-230 pm ASTM).

Los andlisis Cromatograficos Cualitativos en Capa Fina (CCFP) se realizaron sobre
placas de aluminio de 0.25 mm de grosor recubiertas con gel de silice (60 F2s4 Merck, malla
de 3.5-7.0 pm ASTM) de diferentes dimensiones, de acuerdo a las técnicas convencionales
y empleando diversos sistemas de eluciéon. Como agente revelador se empleé una solucién
de sulfato cérico amoniacal (Lowery ef al., 1993).

La separacion y purificacion de los productos naturales se realizé sobre placas de
vidrio (20 x 20 cm) recubiertas con gel de silice (60 F2s4 Merck) de 0.25 mm 6 1.0 mm de
grosor.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) se realizo en un
cromatdgrafo marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford,
MA, EUA) equipado con un detector de UV Dual 2487. El control del equipo, la
adquisicion de datos, el procesamiento y manipulacion de la informacion se realizaron
utilizando el programa de software Millennium 2000 (Waters). Los anélisis se realizaron a
temperatura ambiente. La purificacién de los compuestos se realizé empleando una
columna de gel de silice (Waters, pporasil 60 A, tamafio de particula de 10 pm) de 19 mm
de didmetro interno y 300°‘mm de longitud. La elucion se realizé en un sistema isocratico
con una mezcla binaria constituida por CH,Cl,-MeOH (99:1). Las longitudes de onda

utilizadas para la deteccién de los compuestos fueron 270 y 285 nm,

12
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3.3.2 CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS NATURALES Y SUS
DERIVADOS

De manera general la caracterizacién de los productos naturales aislados o sus
derivados se realizé mediante la aplicacion de métodos quimicos, espectroscépicos y

espectrométricos.
3.3.2.1 EQUIPOS UTILIZADOS

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns, y no se reportan
corregidos.

La rotacién optica se midié en un polarimetro digital JASCO DIP 360. Los
espectros en el IR se midieron en un espectrofotdmetro modelo 599-B de rejilla Perkin
Elmer, utilizando las técnicas de pastilla de KBr o pelicula.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN'H) y de Carbono
13 (RMN'C) se registraron en un aparato Varian VXR-300S a 300 (‘"H)/75 (**C) MHz o
Varian Unity Inova a 400 ("H)/100 ('*C) MHz, empleando CDCl; y DMSO-ds como
disolventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos
quimicos se expresan en ppm.

Los espectros de Masas por la técnica de Impacto Electrénico (EMIE) se obtuvieron
mediante un espectrémetro de masas HP 5890 (serie II) por introduccién directa a 70 eV y
un barrido de 33 a 700 unidades de masa carga (m/z) por segundo.

El registro de todos los espectros se efectu6 en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI), Facultad de Quimica, UNAM.

3.4 ESTUDIO FITOQUIMICO DE LAS PARTES AEREAS DE A. folucensis
3.4.1 METODOS DE EXTRACCION 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 maceracién utilizando una mezcla de CH,Cl,-MeOH (1:1)

13
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(14 L) a temperatura ambiente. El extracto resultante se filtré y concentré a presi6n

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

MATERIAL VEGETAL
PARTES AEREAS (2.5 Kg)

1. Extraccién con CH,Cl,-MeOH (1:1) via
maceracion, 3 veces por dos semanas
2. Filtrar y concentrar al vacio

[ EXTRACTO ORGANICO*

VEGETAL
[ MATERIAL ] (400 g)

* 99 % de inhibicion sobre el crecimiento de
M. tuberculosis

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

El extracto orgédnico activo de las partes aéreas de 4. tolucensis (400 g) se fraccion6
de manera preliminar mediante CCA, utilizando como adsorbente 1.25 Kg de gel de silice y
como fase mévil un gradiente de polaridad Hex-AcOEt-MeOH. Este proceso generé un
total de once conjuntos de fracciones primarias (Fi-Fi1). La evaluacion de las mismas sobre
la inhibicién del crecimiento de M. tuberculosis mediante el bioensayo fluorimétrico,
permitié evidenciar que la actividad bioldgica se concentraba en las fracciones primarias
Fs-F7y Fy.

En el Cuadro 2 se resume el proceso cromatogrifico correspondiente al

fraccionamiento preliminar del extracto total de A. tolucensis.

3.42 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA ISOIMPERATORINA (19) A
PARTIR DE LA FRACCION PRIMARIA F;

De la fraccién primaria Fy, cristalizaron de manera espontinea 700 mg de un sélido

blanco cristalino, con un punto de fusion de 104-106 °C, identificado como la

isoimperatorina (19).

14
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Cuadro 2. Fraccionamiento preliminar por cromatografia en columna abierta del extracto

total de A. tolucensis.

e — e ——————————
| Ao | PROPORCION | ELUATOS FBACCIONES: | .4 xvp |
Hex 1-5 B 1 F |
Hex-AcOEt 9:1 6-27 7-9 F,
8:2 28-49 10-16 F;
7:3 50-76 17-26 F,
6:4 77-78 27-32 Fs*
121 79-82 33-41 Fg*
4:6 83-90 42-47 F.*
3:7 91-94 48-62 Fg
1:9 95-100 63-88 Fo*
AcOEt 101-104 §9-102 Fio
AcOEt-MeOH 8:2 105-108 103-110 Fu
109

* Fracciones bioactivas

3.4.3 AISLAMIENTO DE LA SUBEROSINA (20) Y EL OSTOL (21) A PARTIR DE
LA FRACCION PRIMARIA ACTIVA Fs

Con la finalidad de separar los compuestos presentes en la fraccién primaria activa
Fs5 (2.7 g, Cuadro 2) se realizé una CCA (108 g de gel de silice) utilizando como fase
movil gradiente de Hex-CH,Cl; (1:0) — (0:1) y CH2Cl>-MeOH (1:0) — (0:1). El proceso
cromatografico anterior permitié obtener diez grupos de fracciones secundarias Fs--Fs-x.
La evaluacién biolégica de las fracciones secundarias contra M. fuberculosis permitid
comprobar que la actividad se concentraba en las fracciones Fs-i-Fs-x.

El anélisis cromatogréfico cualitativo en capa fina de las fracciones secundarias
activas utilizando como eluyente una mezcla de CH,Cl,-MeOH (95:5), permiti6 evidenciar

la similitud cromatogréfica entre ellas, por lo cual se decidi6 reunirlas para su estudio.

15
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Posteriormente, la purificacion de la mezcla por CCFP [CHyCl,-MeOH (9:1)]
permitié el aislamiento de 52 mg de la suberosina (20) como un aceite amarillo claro y 152

mg de un solido blanco con un punto de fusion de 83-84 °C identificado como el ostol (21).

344 AISLAMIENTO DE LA ISOIMPERATORINA (19), EL 8-
METOXISORALENO (22), LA HERNIARINA (23) Y LA ESCOPARONA (24) A
PARTIR DE LA FRACCION PRIMARIA ACTIVA Fj

De la fraccion primaria activa Fg cristalizaron de manera espontinea cantidades
adicionales (205 mg) de la isoimperatorina (19) como un sélido cristalino blanco. De
manera adicional, cristalizaron 506 mg de 8-metoxisoraleno (22), con un punto de fusion de
130-132 °C.

Con la finalidad de aislar los compuestos presentes en la fraccién primaria activa Fg
(2.6 g, Cuadro 2) se realizé una CCA sobre gel de silice (152.0 g) utilizando como fase
mévil un gradiente de polaridad CH,Cl,-MeOH. Esta metodologia generé un conjunto de
siete fracciones secundarias. De nueva cuenta cada una de las ﬁ'accionqs secundarias se
evalué contra M. truberculosis obteniéndose cuatro fracciones activas Fe-j1, Fg-11, Fe-v y Fe-
VII-

Las fracciones activas Fg-n ¥ Fg-mi contenian un producto mayoritario y se
combinaron con base en su similitud cromatografica. El producto se separ6 mediante
CCFP, utilizando como sistema de elucién CH,Cl,-MeOH (9:1). Esta técnica permitié
obtener 20 mg de la escoparona (24) como un sélido blanco con un punto de fusién de 143-
145 °C.

La separacion de los constituyentes presentes en la fraccién secundaria activa Fg-v,
se realiz6 mediante CLAE. El cromatograma resultante se muestra en la Figura 7. La
purificacién de los residuos correspondientes a los picos mayoritarios (a-¢) permitié el
aislamiento de la isoimperatorina (50 mg, 19) con un tg de 18.76 min, el §-metoxisoraleno

(70 mg, 22) con un tg de 20.48 min y la herniarina (20 mg, 23) con un tg de 21.94 min.

16
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RS
a ¢
= b
b OCH;
V3 = b 8-metoxisoraleno (22)
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Figura 7. Cromatograma de la fraccion secundaria activa Fg-y. Condiciones de anilisis:

Detector UV, 270 nm. Sistema de elucion CH,Cl,-MeOH (99:1). Flujo de 8.3 mL/min.
Concentracién 2.5 mg/50 pL. Pico: a tg 18.76 min; b tg 20.48 min y ¢ tg 21.94 min.

Por 1ltimo, la resolucién de la fraccién secundaria activa Fg-yn mediante CCFP,
[CH,Cl,-MeOH (95:5)], permiti el aislamiento y purificacién de 25 mg adicionales del 8-
metoxisoraleno (22) como un sélido cristalino blanco.

3.4.5 AISLAMIENTO DEL 8-METOXISORALENO (22), EL OSTOL (21) Y EL p-
SITOSTEROL (25) A PARTIR DE LA FRACCION PRIMARIA ACTIVA F;

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

de gel de silice; CH;Clp (1:0) — MeOH (0:1)] condujo a la obtencion de siete grupos de

fracciones secundarias F7-1-F7-y;;. Las fracciones resultantes se evaluaron de manera

17
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independiente mediante el bioensayo MABA sobre M. tuberculosis. El resultado de estas
evaluaciones permitié determinar que la actividad biologica se concentraba en las
fracciones Fy-y1, F7-v y F7-vi.

Las fracciones secundarias Fs-y y Fs-vi (98 mg) reunidas con base en su similitud
cromatografica fueron resueltas mediante CCFP utilizando como sistema de eluciéon una
mezcla binaria de CH,Cl,-MeOH (97:3). Este proceso permitio el aislamiento de cantidades
adicionales del 8-metoxisoraleno (30 mg, 22) y ostol (30 mg, 21).

El B-sitosterol (45 mg, 25) fue aislado de la fraccion secundaria Fs-j (CH;Cly) como

un sélido blanco cristalino, con un punto de fusion de 138-140 °C.

346  AISLAMIENTO DE LA UMBELIFERONA (26) Y LA
DIHIDROOXIPEUCEDANINA (27) A PARTIR DE LA FRACCION PRIMARIA
INACTIVA F3

La fraccién primaria inactiva Fg (13.0 g) se recromatografié en una columna abierta
sobre gel de silice (350 g). La elucion se llevé a cabo con un gradiente de polaridad entre
CH,Cl,-MeOH. Este proceso gener6 un total de diez grupos de fracciones secundarias (Fs-
1-Fg-x).

La resolucién de la fraccion secundaria Fg-vin mediante la aplicacién de diversos
procedimientos cromatograficos (CCA, CCFP), permitié el aislamiento y la purificacion de
52 mg de la umbeliferona (26). Este producto se obtuvo como un sélido verdoso opaco con
un punto de fusién de 230-232 °C.

El estudio de la fraccién secundaria Fg-yy mediante CCFP [sistema de elucion:
CH,Cl;-MeOH (95:5)] permiti6 la obtencion de 20 mg de un sélido amarillo con un punto
de fusion de 134-135 °C. Este producto fue identificado como la dihidrooxipeucedanina

27).
3.4.7 OBTENCION DEL DERIVADO METILADO DE LA UMBELIFERONA (26)

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

diazometano preparada a partir de una solucién 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 etilico. La mezcla de reaccién se dejé a temperatura ambiente durante 24 h. Como
resultado de esta reaccion se obtuvieron 13.1 mg del derivado metilado de la umbeliferona
(26a).

3.4.8 OBTENCION DEL DERIVADO ACETILADO DE LA
DIHIDROOXIPEUCEDANINA (27)

A una solucién de 10 mg de la dihidrooxipeucedanina (27) en 0.1 mL de piridina
anhidra se adicionaron 0.1 mL de anhidrido acético. La mezcla se dej6 reaccionar durante
24 horas. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccién se diluy6 con 20 mL de agua y se
extrajo con CH;Cl,. A continuacién la fase orgénica se lavé sucesivamente con HCI IN (3
x 20 mL), una solucién saturada de NaHCO; (3 x 20 mL) y por ultimo, con agua
desionizada (3 x 20 mL). Después de los lavados, la fase orgénica se secé sobre sulfato de
sodio anhidro y se concentrd al vacio para generar 11.3 mg del derivado diacetilado de la
dihidrooxipeucedanina (27a).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La obtencién de los constituyentes activos a partir de la especie A. folucensis se
realiz6 mediante un estudio fitoquimico biodirigido empleando como ensayo bioldgico de
monitoreo el ensayo de azul de alamar. Este tipo de investigacion es la mas eficiente para la
obtencion de metabolitos secundarios bioactivos, tanto de interés medicinal como
agroquimico (Eloff, 1998). Para el desarrollo de este estudio se disefié la estrategia
metodolégica que se resume en el Esquema 1. Esta estrategia comprende las etapas que se
enumeran a continuacion:

1. Seleccion primaria de la especie 4. folucensis mediante la evaluacion biologica
preliminar del extracto obtenido a partir de las partes aéreas de la planta.
Preparacién del extracto organico en mediana escala.

Fraccionamiento biodirigido del extracto organico.
Separacion y purificacién de los constituyentes presentes en las fracciones activas.

Elucidacion estructural de los constituyentes bioactivos.

Cr O

Evaluacién del potencial antifimico de los compuestos puros.

MATERIAL VEGETAL |

A. tolucensis
J

- Evaluaciones primarias de seleccién
PREPARACION DEL
EXTRACTO EN
MEDIANA ESCALA

\ J

- Fraccionamiento biodirigido

+

( Fnaccmm?:sacnvas ]

- Separacion y purificacién de los
constituyentes presentes en las
fracciones activas

( CMEUESTOS TURGE )

- Evaluacidn biolégica de los
compuestos puros

k4

[ METABOLITOS

ANTIMICOBACTERIANOS

Esquema 1. Estrategia metodologica empleada en el presente estudio.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SELECCION PRIMARIA DE LA ESPECIE A. tolucensis COMO UNA FUENTE
DE PRINCIPIOS ANTIMICOBACTERIANOS

La seleccién primaria de la especie A. tolucensis, se realizé fundamentalmente con
base en dos de las hip6tesis mas utilizadas para la deteccion de fuentes potenciales de
principios bioactivos: la quimiotaxondmica y la etnomédica. La primera hipétesis 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
Gonzilez, 1997; Trease y Evans, 2002). De las categorias de metabolitos antes
mencionados cabe destacar que las cumarinas representan un grupo importante desde el
punto de vista medicinal destacando sus propiedades antivirales (Craig er al., 1999),
antiinflamatorias (Ban ef al., 2003), analgésicas (Okuyama et al., 2001), inhibidoras de la
agregacion plaquetaria (Jong er al, 1992), anticancerigenas (Baba er al, 2002),
fotosensibilizadoras (Wayne, 1987) y antimicrobianas (Kwon ef al., 2002), entre otras.

La segunda hipotesis se fundamenta en el conocimiento del uso de las plantas en las
practicas médicas alternativas. Este conocimiento es de primordial importancia para el
descubrimiento de firmacos de aplicacion terapéutica.

Una vez realizado el proceso de seleccion primaria, se procedio a la recoleccion de
la especie y a la preparaci6én del extracto orgdnico en pequefia escala. Posteriormente, el
extracto resultante fue evaluado para determinar su potencial antifimico contra M
tuberculosis, empleando un ensayo de tipo fluorimétrico, especificamente el MABA
indicado en el inciso 3.2.1 de la parte experimental. Los resultados obtenidos de la
evaluacion establecieron que el extracto preparado a partir de las partes aéreas de A.

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

4.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS A
PARTIR DE LA ESPECIE A. tolucensis

La preparacion del extracto vegetal en mediana escala destinado a la separacién y

purificacién de los principios antimicobacterianos presentes en la especie A. folucensis, se

realizé6 mediante un proceso de maceracion con una mezcla de CH;Cl;-MeOH (1:1) como
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1V. RESULTADOS Y DISCUSION

disolvente. Posteriormente, el extracto activo se fraccioné de manera preliminar mediante
una cromatografia en columna abierta, usando gel de silice como fase estacionaria. Este
proceso generé un conjunto de once fracciones primarias (F;-Fy;). Cada una de las
fracciones primarias se evalué mediante el ensayo de tipo fluorimétrico (MABA) (Cantrell
et al., 1998) encontrandose que la actividad antifimica se concentraba en las fracciones Fs4

y Fo. Los resultados de dicha evaluacion se resumen en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Actividad antimicobacteriana de las fracciones primarias de A. folucensis.

Actividad antimicobacteriana
(% de inhibicién sobre el crecimiento de M. tuberculosis

Muestra

Extracto integro

* Control positivo (0.1 pg/mL). El extracto y fracciones se evaluaron a 50 pg/mL.

El fraccionamiento secundario biodirigido de la fraccién primaria activa Fs,
mediante una CCA sobre gel de silice, permitié la obtencion de diez fracciones secundarias.
Cada una de las fracciones secundarias se evalu6 mediante el ensayo de azul de alamar
encontrandose que la actividad antimicobacteriana se concentraba en las fracciones
secundarias Fs-i-Fs-x (Cuadro 4).

Las fracciones secundarias activas, reunidas con base en su similitud cromatografica
Fs-ni-Fs-x (Figura 8), fueron sometidas a sucesivos fraccionamientos aplicando los
métodos cromatograficos convencionales de tal forma de aislar los compuestos
responsables de la actividad antifimica. Asi, fue posible aislar a las cumarinas suberosina
(20) y ostol (21).

El fraccionamiento secundario de la fraccién activa Fg, a través de una
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice, generd un conjunto de siete fracciones
secundarias (Fg-1-Fg-vi). La evaluacion de las fracciones resultantes para determinar su
potencial antimicobacteriano permitié establecer que la actividad se concentraba en las

fracciones secundarias Fe¢-11, Fe-m, Fg-v y Fg-vn (Cuadro 5). La resolucién de estas
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1V. RESULTADOS ¥ DISCUSION

Cuadro 4. Actividad sobre el crecimiento de M. tuberculosis de las fracciones secundarias

obtenidas a partir de la fraccion primaria activa Fs.

Actividad antimicobacteriana

Muestra

* Control positivo (0.1 pg/mL). El extracto y fracciones se evaluaron a 50 ug{.,

@ o (©

Sistema de elucion: CH,ClL-MeOH (95:5)
Agente revelador: sulfato cérico amoniacal
(a) Fracciones secundarias Fs-Fsx

(b) Suberosina (20)

(c) Ostol (21)

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

fraccion Fs.



1V. RESULTADOS Y DISCUSION

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

obtenidas a partir de la fraccion primaria activa Fg.

: Activiad antimicobacteriana '
% de inhibicion sobre el crecimiento de M. tuberculosis

Mouestra

fracciones aplicando de nueva cuenta los mismos procedimientos cromatograficos (CLAE,
CCFP) permiti6 el aislamiento de 8-metoxisoraleno (22), isoimperatorina (19), herniarina
(23) y escoparona (24). ’

La resolucién de la fraccién secundaria activa F7 mediante una CCA sobre gel de
silice, permiti6 la obtencion de un conjunto de siete fracciones secundarias. La evaluacion
de las fracciones obtenidas sobre la inhibicién del crecimiento de M. tuberculosis, permiti6
determinar que la actividad bioldgica se limitaba a las fracciones secundarias Fy-y, F7-y-F7-
vi (Cuadro 6). El analisis cromatografico cualitativo de las fracciones activas permiti6
detectar la presencia de dos compuestos mayoritarios identificados como el 8-
metoxisoraleno (22) y el ostol (21) (Figura 9). De la fraccion secundaria F7-y se aislo el p-
sitosterol (25).

Por 1ltimo, el fraccionamiento cromatografico secundario de la fraccién primaria
inactiva Fg, condujo al aislamiento de la umbeliferona (26) y de la furanocumarina
dihidrooxipeucedanina (27).
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1V. RESULTADOS ¥ DISCUSION

Cuadro 6. Actividad sobre el crecimiento de M. tuberculosis de las fracciones secundarias

obtenidas a partir de la fraccion primaria activa F.

Actividad antimicobacteriana
% de inhibicién sobre el crecimiento de M. tuberculosis

" Control positivo (0.1 pg/mL). El extracto y fracciones se evaluaron a 50 pg/mL.

. Il Il
Y t t

(a) (b) (o)

Sistema de elucion: CH,Cl,-MeOH (97:3)
Agente revelador: sulfato cérico amoniacal
(a) Fracciones secundarias Foy_y;

(b) 8-Metoxisoraleno (22)

(c) Ostol (21)

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

fraccion F.
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1V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3 CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS

La caracterizacion de los compuestos aislados en el presente estudio se realizd

mediante la aplicacién de métodos espectroscopicos, espectrométricos y quimicos. De los

nueve compuestos obtenidos (Cuadre 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 4. folucensis.

RENDIMIENTO (%)

o
o}
o

isoimperatorina (19)

3.82x 107

m
H;CO 07 20

suberosina (20)

2.08x 107

RN
H;CO 0”7 o
[

ostol (21)

7.28x 107
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

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

(continuacién).

l COMPUESTO RENDIMIENTO (%)
| e —=—— 1|

e e e

o
0" "o 2.52x 102
OCH;

8-metoxisoraleno (22)

m
=4
H3C0 (0] 0 8.00x10

herniarina (23)
-4
H,CO o o 8.00x 10

escoparona (24)

B-sitosterol (25)

m
-3

umbeliferona (26)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

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

(continuacion).

COMPUESTO RENDIMIENTO (%) |

(0]
J B
0 0" Yo
dihidrooxipeucedanina (27)
I ———— e —

4.3.1 CARACTERIZACION DE LAS CUMARINAS SIMPLES AISLADAS DE LA
ESPECIE A. tolucensis

Las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas de los productos

aislados se resumen en las Tablas 1-3.

4.3.1.1 CARACTERIZACION DE LA HERNIARINA (23) Y LA UMBELIFERONA
(26)

La herniarina (23) se obtuvo como un liquido aceitoso amarillo. El espectro en el
IR present6 bandas de absorcién caracteristicas para grupos carbonilo de lactona
(1721 em™) y dobles enlaces (1559, 1089 y 827 cm™). El EMIE present6 un ién molecular
(pico base) en una relacién masa-carga (m/z) de 206 uma. La férmula molecular se
establecio como CioHgO; y permite siete grados de insaturacién. La informacién
proporcionada por los espectros de masas y el andlisis de los espectros de RMN de 23
(Espectros 1 y 2), asi como consideraciones de tipo quimiotaxonémico permitieron
confirmar la presencia de un nicleo de tipo benzo-a-pirona en el producto natural (Estévez-

Braun y Gonzalez, 1997).
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Tabla 1. Constantes fisicas de la suberosina (20), ostol (21), herniarina (23), escoparona (24) y umbeliferona (26).

AN
Compuesto HCO 0 l H;,CO 9= =0 H;CO 0~ 7o HO O 79
suberosina (20) herniarina (23) escoparona (24) umbeliferona (26)
ostol (21)
Férmula
molecular CisHi60s CisHisOs Ci0Hz0s C11H1004 CyHgO;
Punto de
fusi 87-88 °C 83-84 °C - 143-145 °C 230-232°C
usion
3165, 2927, 1709,
IRymsx 2909, 1721, 1603, 2909, 1721, 1603, 2920, 1721, 1559, 1234, 2920, 1719, 1560,
4 1604, 1566, 1234,
(KBr) cm 1250, 1089, 827 1250, 1089, 827 1089, 827 1234, 827
1129, 836
244 [M'](100), 229 244 100), 229 206 100), 191 162 100), 134
EIME m/z M1 (M1(100) 176 [M'](100), 148 [M- [NFR100} (M1(100)
. [M-15](85), 201 (4), [M-15](85), 201 (46), (58), 163 (24), 135  [M-28](72), 105 (12),
(int. rel.) 28](69), 133 (64)
189 (15) 189 (43) (13) 78 (12)
e DU S—

NOQISNOSIA A SOAVLITINSTY Al



0¢

Tabla 2. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN'H (300 MHz, CDCl5) de las cumarinas suberosina (20), ostol (21),

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

X N H;CO 07 0
Posicion
H;CO 0~ Yo

’ ' herniarina (23)
ostol (21)

5}{* 8}{* aH* BH*

suberosina (20)

3 6.23 (d, J= 9.6 Hz) 6.23 (d, J=9.3 Hz) 6.26 (d, J= 9.6 Hz)

4 7.62 (d, J= 9.6 Hz) 7.61 (d, J=9.6 Hz) 7.64(d,J=9.6Hz)  7.63(d,J=9.5 Hz)

5 7.18 (s) 7.29 (d, J=8.7 Hz) 7.38 (d, J= 8.1 Hz) 6.86 (s)

" ) 683(dJ=87Hy O35 I‘-;z_) 24y84 )

8 6.77 (s) . 6:83 (d, J= 2.4 Hz) 6.85 (s)

1' 3.31(d, J=7.2 Hz) 3.53 (d, J="7.2 Hz) - s

2' 5.28(d, J=7.4 Hz) 522 (d,J="7.2 Hz) 2 .

4 1.77 (s) 1.84 (s) . .

5 1.70 (s) 1.67 (s) - .
CH;0-6 . N " 3.93 (s)
CH;0-7 3.90 (s) 3.92 (s) 3.35 (s) 3.96 (s)

: aloreedesplazami mico se expresan en p El estandar interno es TMS.

H;CO o~ "0 H;CO 0~ Yo

escoparona (24)

~ 629(d,J=93Hz)  6.17(d,J=9.6Hz)

/@(\/\L
HO () o

umbeliferona (26)

du*

7.83 (d, J=9.3 Hz)
7.44 (d, J = 8.4 Hz)
6.78 (dd, J=2.4y 8.6
Hz)

6.69 (d, J= 2.4 Hz)

NOQISNOSIA A SOAVLINSTY ‘Al
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Tabla 3. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN!*C (75 MHz, CDCIl3) de las cumarinas suberosina (20), ostol (21),

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

A
Posicién H;CO 0" o ] HCO 0" 0 H;CO 0" o HO )
suberosina (20) herniarina (23) escoparona (24) umbeliferona (26)
ostol (21)
Sc* Sc* Sc* Sc* Sc*
E— —
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
1 27.73 21.88 - - -
2! 121.27 121.10 - - -
3 133.62 132.60 - - -
4' 17.72 17.90 - - -
5! 25.77 25.76 - - -
CH;0-7 55.81 56.00 55.78 56.36 - -

* Los valores del desplazamiento quimico se expresan en ppm.
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1V, RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas mas relevantes observadas en los espectros de RMN se indican a
continuacion:

a) En &y 7.64 (d, /= 9.6 Hz, H-4) y 6.26 (d, J = 9.6 Hz, H-3) se observan dos sefiales
dobles congruentes con la doble ligadura A>* del nicleo cumarinico. De manera
adicional, en la regién aromatica se observa la presencia de un sistema ABX [8y
7.38 (d, J= 8.1 Hz, H-5), 6.85 (dd, /= 2.4 y 8.4 Hz, H-6) y 6.83 (d, /= 2.4 Hz, H-
8)] caracteristico de un anillo aromético trisustituido. Las sefiales del sistema ABX
correlacionan en el espectro de Correlacion Heteronuclear (HETCOR) con los
metinos en 8¢ 128.73, 112.61 y 100.84, respectivamente.

b) En 8y 3.9 se aprecia un singulete correspondiente a un grupo metoxilo unido a un
anillo aromatico. Esta sefial correlaciona con el espectro HETCOR con la absorcién
en 8¢ 55.78.

Las evidencias proporcionadas por los espectros de RMN claramente indicaban que
el producto 23 contenia un nicleo cumarinico sustituido por ua grupo metoxilo. Las
constantes de acoplamiento obtenidas para los hidrogenos aromaticos, aunadas a
consideraciones de tipo biogenético, permitieron establecer que el grupo metoxilo se
encuentra en C-7.

Asi, con base en las evidencias anteriores, la estructura del compuesto 23 se
estableci6é como la de la herniarina.

Con respecto al producto 26, los espectros de RMN resultaron muy similares a los
del producto 23 difiriendo fundamentalmente, en la ausencia de las sefiales para el grupo
metoxilo. Asi, en el caso del espectro de RMN'H (Espectro 3), en lugar de la sefial del
metoxilo, se observo un singulete ancho en 8y 4.8, sefial que desaparece al equilibrar el
espectro con D,0, por lo que se asign6 a un grupo fenolico. Estas observaciones, aunadas a
la diferencia de 14 unidades de masa en el EMIE, permitian inferir que el producto 26 era la
umbeliferona. La metilacién del producto 26 por tratamiento con diazometano confirmé
quimicamente la presencia de la funcién fendlica y permiti6 la correlacién quimica entre

los productos 23 y 26.
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1V. RESULTADOS Y DISCUSION

43.1.2 CARACTERIZACION DE LA SUBEROSINA (20), LA ESCOPARONA (24)
Y EL OSTOL (21)

El espectro en el IR generado por el producto 20 presenta bandas de absorcién
asociadas a grupos carbonilo de lactona (1721 cm™) y dobles enlaces (1603, 1250, 1089 y
827 cm™). El EMIE present6 un ién molecular (pico base) en una relacion de m/z de 244
uma. Este i6n corresponde a la formula molecular C;sH;¢03 y permite calcular un indice de
deficiencia de hidrégenos 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 [8y 5.28 (t, J= 7.4 Hz, H-2"), 3.31 (d, /= 7.2 Hz, H-1"), 1.77 (s, H-4) y 1.7 (s,
H-5') en el espectro de RMN'H; en 8¢ 27.73 (C-1'), 121.27 (C-2'), 133.62 (C-3"), 17.72 (C-
4" y 25.77 (C-5') en el espectro de RMN'’C] que debia encontrarse unido al anillo
carbociclico de la cumarina. Entonces, el producto 20 contenia un anillo cumarinico
disustituido 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-1/H-4', H-5'
y H-8/0CHj3], y al hecho de que los hidrégenos aromaticos 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 unicamente en el sustituyente en C-
6. En lugar de las absorciones diagndsticas para el residuo isopentenilo, los espectros de
RMN (Espectros 6 y 7) presentaron las sefiales caracteristicas para un grupo metoxilo en
Sy 3.93/6¢ 56.36. Con base en el andlisis anterior, la estructura del compuesto 24 fue
establecida como la de la escoparona.

Por 1ltimo, el producto 21 se obtuvo como un sélido blanco. El EMIE permiti6
determinar su férmula molecular como CysH;603 y permite ocho grados de insaturacién. El
ién molecular observado en m/z de 244 uma (pico base), sugiere que este producto es un
isémero estructural del producto 20. Asi, la diferencia entre los dos productos radica en el
patron de sustitucién del anillo cumarinico. Estas evidencias en conjunto con las constantes

de acoplamiento observadas para los hidrogenos aromaticos y las correlaciones observadas
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Figura 11. Correlaciones observadas en el espectro RMN'H-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
Artemisia, entre otros (Nayar y Bhan, 1972; Brown ef al., 1975; Estévez-Braun y Gonzélez,
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 participacién en los
procesos de diferenciacion celular y apoptosis, asi como a la inhibicion de la enzima
topoisomerasa II (Kawaii et al., 2001; Coert et al., 2003). El ostol (21) posee propiedades
hipotensoras, inhibitorias de la agregacién plaquetaria y relajantes de la musculatura lisa.
Esta iiltima propiedad podria estar relacionada con la interferencia de este compuesto en el
flujo de calcio intracelular (Hoult y Paya, 1996).

4.3.2 CARACTERIZACION DE LAS FURANOCUMARINAS AISLADAS DE LA
ESPECIE A. tolucensis

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

furanocumarina se resumen en las Tablas 4-6.

43.2.1 CARACTERIZACION DE LA ISOIMPERATORINA (19), EL 8-
METOXISORALENO (22) Y LA DIHIDROOXIPEUCEDANINA (27)

El analisis detallado de los espectros de RMN permitié establecer que los productos
naturales 19, 22 y 27, pertenecen al grupo de las furanocumarinas lineales (Ivie, 1978;
Harkar ef al., 1984). Las evidencias mas importantes que permitieron la identificacion de
estos productos se resumen en los parrafos siguientes; en primer lugar se analizaran las

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

S
N °
o 0" Yo N
Compuesto den, (ﬁl
o 0% 5 o 0~ Yo
isoimperatorina (19) 8-metoxisoraleno (22)
dihidrooxipeucedanina (27)
L R ——— P—— ]

Formula

Ci6H1404 C12HsO4 Ci6Hi1606
molecular
Punto de

104-106 °C 130-132°C 134-135°C

fusién
IRumﬁx (KBI‘)
) 2979, 1728, 1455, 1122, 818 2950, 1708, 1583, 1153, 1099, 756 3432, 2925, 1727, 1624, 1455, 1133, 826
cm
EIME m/z 270 100), 255 (95), 227 (53), 216 100), 201 [M-15](40), 188
M09 ) 3) (M7(100) [ 1640) 304 [M*](100), 215 (30), 187 (30)

(int. rel.) 215 (25) (20), 173 (63), 145 (30)
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Tabla 5. Datos espectroscépicos observados en los espectros de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de las furanocumarinas isoimperatorina (19), 8-

metoxisoraleno (22) y dihidrooxipeucedanina (27).

Posicion

isoimperatorina (19)

oy*

7 X
o 0" Yo
OCH;

8-metoxisoraleno (22)

dy*

R o
0
7 X
o 07 o

dihidrooxipeucedanina (27)

du*

WNowmaEW

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)

S
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)

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

7.18 (5)
7.62 (d, J=2.4 Hz)
7.00 (dd, J=2.4 y 0.8 Hz)
2", 4.72 (dd, J=2.0 y 10.0 Hz)

¥ S0 Ey E 25 4.67 (dd, J="7.6 y 10.0 Hz)
3n 5.54 (1, J=17.1 Hz) ; 4.07 (dd, J=2.8y 7.2 Hz)
5n 1.80 (s) , 17(s)
6" 170 (s) - 1.7(s)

CH;0-8 ; 431 (s) ;
OH ] 5 2.6 (sa)

* Los valores del desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estdndar interno es TMS.

8¢
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Tabla 6. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN"C (75 MHz, CDCl;) de las furanocumarinas isoimperatorina (19),

/ ki o

o 0" Yo ~
CH; g
o o~ o

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

Posicion
o . 8-metoxisoraleno (22)
isoimperatorina (19) dihidrooxipeucedanina (27)
Sc* Sc* Sc*
S —— ___ ___ S
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
CH;0-8 - 61 34 -

e I e e o e B L S e P cmom et P R T e o
* Los valores del desplazamiento quimico se expresan en ppm.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto 27 se obtuvo como un sélido amarillo con un punto de fusion de 134-

135 °C. El i6n molecular de 304 uma observado en el EMIE del producto natural

corresponde a la formula C1¢H;¢Oé, la cual permite nueve insaturaciones.

El espectro en el IR, ademés del carbonilo en 1727 cm™, present6 una absorcion

intensa para grupo hidroxilo en 3432 cm™. La acetilacién del producto natural con

Ac;O/piridina generé el diacetato (27a) confirmandose quimicamente la presencia de dos

hidroxilos carbindlicos en la molécula.

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

que el producto 27 era una furanocumarina lineal (Wayne, 1978) sustituida en la posicion

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

espectros de RMN del compuesto 27 se describen a continuaci6n:

a)

b)

c)

d)

€)

En 6y 8.20 (d, J= 9.6 Hz, H-4) y 6.3 (d, J = 9.6 Hz, H-3) se observan dos sefiales
dobles diagndsticas del doble enlace de la unidad a-pirona de una cumarina. Estas
sefiales correlacionan en el espectro HETCOR con los metinos en 8¢ 139.06 y
113.11, respectivamente.

En 8y 7.62 se aprecia un doblete (J = 2.4 Hz, H-2') y en 8y 7.0 se observa una
sefial doble de doble (/= 2.4 y 0.8 Hz, H-3'"), caracteristicas del anillo furdnico de
una furanocumarina (Wayne, 1978; Harkar ef al., 1984). Estas sefiales correlacionan
en el espectro HETCOR con los metinos en 8¢ 145.32 y 104.65, respectivamente.
En 8y 7.18 aparece un singulete atribuible a un protén de tipo aromético. Esta sefial
correlaciona en el espectro HETCOR con la absorcion en 8¢ 94.87.

En 8y 2.60 se observa un singulete ancho atribuible a dos grupos hidroxilo. La sefial
desaparece al equilibrar el espectro con D,0.

Finalmente, las absorciones del residuo 2,3-dihidroxi-3-metilbutiriloxi aparecen en
8u/dc 4.72 (dd, J=2.0 y 10.0 Hz, H-2",), 4.67 (dd, J= 7.6 y 10.0 Hz, H-2"g), 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 (C4") y 28.68 (C-5" y C-6").

Las caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas recién descritas sustentan

que el producto 27 es una furanocumarina 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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1V. RESULTADOS Y DISCUSION

4 y H-3'/H-2,", H-2g" (Figuras 14 y 15) observadas en el espectro NOESY son
congruentes con la disposicion lineal del furano y con la ubicacién del residuo 2,3-
dihidroxi-3-metilbutiriloxi en C-5.

Por ultimo, el valor positivo de la rotacion oOptica permitié establecer la
configuracién absoluta del centro C-3" como R (Nielsen y Lemmich, 1964; Nielsen y
Lemmich, 1969).

Asi, con base en las evidencias anteriores, la estructura del compuesto 27 se
establecié como la de la dihidrooxipeucedanina.

La isoimperatorina (19) se obtuvo como un sélido cristalino blanco con punto de
fusién de 104-106 °C. El espectro en el IR, evidencio la presencia de un grupo carbonilo de
lactona (1728 cm™) y el carécter aromatico de la molécula (2979, 1455, 1122 y 818 cm™).
El EMIE permitié determinar su formula molecular como C;sH1404. El i6n molecular
present6 34 unidades de masa menos que el del producto 27,

Los espectros de RMN (Espectros 12 y 13) resultaron muy similares a los del
producto 27, difiriendo fundamentalmente en la presencia de una seiial asignable a una
doble ligadura en &y 5.54 (t, J = 7.1 Hz, H-3")/ 8¢ 119.07 (C-3") y 8¢ 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 permitian 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 RMN (Espectros 14 y 15), en lugar de las absorciones para el
residuo 2(R)-3-dihidroxi-3-metilbutiriloxi, presentaron las sefiales caracteristicas de un
grupo metoxilo (8y 4.31/8¢ 61.34). La ubicacién de este grupo en C-8 se realizé 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 caracterizé como el

8-metoxisoraleno (22).
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Figura 14. Espectro RMN'H-NOESY de la dihidrooxipeucedanica (27).

Figura 15. Correlaciones observadas en el espectro RMN'H-NOESY del compuesto 27.
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Figura 16. Espectro RMN'H-NOESY del 8-metoxisoraleno (22).

Figura 17. Correlaciones observadas en el espectro RMN'H-NOESY del compuesto 22.
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1V. RESULTADOS ¥ DISCUSION

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 radiacién con luz UVA, esta asociado con una serie de efectos
adversos que involucran un dafio severo en la membrana celular, intercalamiento en el
DNA y la unién a una gran variedad de proteinas citosélicas que desencadenan procesos de
apoptosis y mutagenicidad (Heshmati, 2003). La isoimperatorina (19) tiene efectos
antiinflamatorios, quimiopreventivos, inhibidores de la agregacion plaquetaria y
analgésicos, entre otros. Las propiedades antiinflamatorias de este producto son atribuidas a
la supresién de la actividad de las enzimas ciclooxigenasa 1 (COX-1) y ciclooxigenasa 2
(COX-2) (Chen et al., 1995; Chen et al., 1996; Abad ef al., 2001).

4.4 DETERMINACION DEL POTENCIAL ANTIMICOBACTERIANO DE LOS
METABOLITOS AISLADOS

El potencial antimicobacteriano de los productos naturales obtenidos del extracto
activo de Arracacia tolucensis (H.B.K.) var. multifida Hemsley (S. Wats.) Mathias &
Constance (Umbelliferae) se determiné también mediante la evaluacién de su efecto
inhibitorio del crecimiento de Mycobacterium tuberculosis H3;RV 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 CMI. El criterio de actividad empleado
considera como activo a un compuesto que presente una CMI menor o igual a 128 pg/mL
(Cantrell et al., 1998).

Los constituyentes mas activos incluyeron a los productos naturales isoimperatorina
(19), suberosina (20) y ostol (21). El 8-metoxisoraleno (22) presentd una actividad marginal
y los demas resultaron inactivos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 7. Actividad antimicobacteriana de los productos naturales aislados a partir de la

especie A. tolucensis.

Actividad antimicobacteriana
Compuesto Concentracién Minima Inhibitoria CMI
mL
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 positivo

Este trabajo constituye el segundo reporte de la propiedad antimicobacteriana de
cumarinas. En el estudio de Schinkovitz y colaboradores (2003) se demostr6 que la
ostrutina inhibe significativamente el crecimiento de M. fortuitum (CMI 6.7 uM). Este
producto al igual que la suberosina (20) y el ostol (21) posee una cadena isoprenilica. La
umbeliferona (26), sin embargo, fue poco sensible a M. tuberculosis. Este resultado se
encuentra en armonia con los datos reportados por Schinkovitz y colaboradores (2003)
quienes comprobaron que 26 no inhibe significativamente el crecimiento de M. fortuitum
(CMI 760 uM). 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, podria explicar el empleo de la decoccién de las hojas de 4. folucensis como

tranquilizante.
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

. En el presente estudio se demostré el potencial antimicobacteriano de la especie
Arracacia tolucensis (H.B.K.) var. multifida Hemsley (S. Wats.) Mathias & Constance
(Umbelliferae) mediante la evaluacion del efecto de un extracto integro, fracciones y
productos puros derivados de la planta sobre la inhibicién del crecimiento de M.
tuberculosis.

. Los resultados de la presente investigacidn corroboran que la preseleccién de las
especies con base en el criterio etnomédico en conjunto con la determinacién del
potencial biolégico 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 4. rolucensis permitié el aislamiento de ocho
metabolitos secundarios caracterizados como la suberosina (20), ostol (21), escoparona
(24), umbeliferona (26), herniarina (23), isoimperatorina (19), 8-metoxisoraleno (22) y
la dihidrooxipeucedanina (27). A diferencia de A.nelsonii, esta especie no biosintetiza
piranocumarinas

. Se determiné el potencial antimicobacteriano de los productos naturales
aislados, encontrandose 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 pg/mL, respectivamente). El nivel de actividad que presentaron estos
compuestos es comparable al de otros productos de origen vegetal.

. La presente investigacién fitoquimica constituye una contribucioén original al
conocimiento del contenido metabélico 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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Espectro 1. Espectro de RMN'H de la herniarina (23) [300 MHz, CDCl;].
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Espectro 2. Espectro de RMN'’C de la herniarina (23) [300 MHz, CDCls].
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Espectro 3. Espectro de RMN'H de la umbeliferona (26) [300 MHz, CD;0D].
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Espectro 4. Espectro de RMN'H de la suberosina (20) [400 MHz, CDCl;].
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Espectro 5. Espectro de RMNC de la suberosina (20) [400 MHz, CDCl;].
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Espectro 6. Espectro de RMN'H de la escoparona (24) [300 MHz, CDCl3].
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Espectro 7. Espectro de RMN'*C de la escoparona (24) [300 MHz, CDCls].
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Espectro 8. Espectro de RMN'H del ostol (21) [300 MHz, CDCl3].
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Espectro 9. Espectro de RMN"C del ostol (21) [300 MHz, CDCls].
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Espectro 10. Espectro de RMN'H de la dihidrooxipeucedanina (27) [400 MHz, CDCl].
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Espectro 11. Espectro de RMN"C de la dihidrooxipeucedanina (27) [400 MHz, CDCL].

OXANY “liA



€9

Espectro 12. Espectro de RMN'H de la isoimperatorina (19) [300 MHz, CDCls].
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Espectro 13. Espectro de RMN"C de la isoimperatorina (19) [300 MHz, CDCl;].
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Espectro 14. Espectro de RMN'H del 8-metoxisoraleno (22) [400 MHz, CDCl;].
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Espectro 15. Espectro de RMN"C del 8-metoxisoraleno (22) [400 MHz, CDCl;].
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