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1. INTRODUCCION

Conium maculatum L. (Apiaceae = Umbelliferae) (Fig. 1.1) es originaria de Asia y
Europa y se introdujo en América como planta ornamental (L6pez, 1999). Esta
especie se ha identificado en México en los estados de Chiapas, Chihuahua,
Distrito Federal, Guanajuato, Estado de México, Morelos, Tlaxcala, Veracruz e
Hidalgo (CONABIO, 2011). Aungue la parte aérea, ha tenido uso tradicional como
remedio para el cancer, sedante, analgésico y anestésico (Foster, 2000), se
distingue por tener propiedades venenosas o téxicas atribuidas a la produccion de

alcaloides de piperidina (L6pez, 1999; Reynolds, 2005).

C. maculatum se reproduce de manera abundante en el estado de Hidalgo,
particularmente en los municipios de Actopan, Ixmiquilpan, Mineral del Monte y
Tulancingo, en zonas humedas alrededor de rios y canales de riego y, hasta
donde se conoce, no ha sido estudiada en su composicion quimica. En este
trabajo se describe el estudio quimico de sus raices, lo cual condujo a la
identificaciébn de la sacarosa y una mezcla de las furanocumarinas conocidas

como psoraleno, bergapteno, xantotoxina e isopimpinelina (Fig. 1.1).
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Figura 1.1. Imagen de Conium maculatum L. y las estructuras de los metabolitos

aislados de sus raices.

De los compuestos mostrados en la Figura 1.1, la sacarosa se considera un
metabolito primario, mientras que las furanocumarinas se clasifican dentro de los
metabolitos secundarios. Para el mejor entendimiento de estos conceptos, se

describiran en el siguiente tema.



1.1. Rutas metabdlicas, metabolismo primario y secundario

Todos los organismos necesitan transformar una gran cantidad de compuestos
organicos para nacer, crecer y reproducirse. Asi mismo, requieren proveerse de
energia y de unidades edificadoras para construir sus tejidos. Con tal propésito
dentro de estas se llevan a cabo una gran variedad de reacciones quimicas
reguladas por enzimas. Todo este proceso se refiere al metabolismo intermediario

y los cambios implicados en ello son conocidos como rutas metabdlicas.

Los organismos presentan variaciones en su capacidad de llevar a cabo
transformaciones quimicas. En este sentido, las plantas son muy eficientes en la
sintesis de compuestos organicos via fotosintesis, a partir de compuestos
inorganicos que se encuentran en su entorno y requieren de sintetizar moléculas
especializadas a partir de sustancias bésicas como el CO;, N, H,O y algunos

metales.

A pesar de la amplia variedad de organismos vivos, se ha encontrado que las
rutas para la sintesis y modificacion de carbohidratos, grasas, proteinas y
acidos nucleicos son esencialmente las mismas en todos ellos, con algunas
variaciones menores. Esto demuestra lo fundamental que son estos procesos para
todo ser viviente que en conjunto se les llama metabolismo primario, y los

compuestos involucrados se les denomina metabolitos primarios.

En contraste de estas rutas metabdlicas primarias, en las cuales se sintetizan,

degradan y se transforman compuestos encontrados cominmente en todos los



organismos, también existe un area del metabolismo que corresponde a
sustancias con una distribucion limitada en la naturaleza. Tales sustancias,
llamadas metabolitos secundarios, se encuentran sélo en organismos
especificos 0 grupos de organismos, y son una expresion de la individualidad de
las especies. Los metabolitos secundarios no son necesariamente producidos bajo
cualquier situacion y en la gran mayoria de los casos, su funcién y beneficio para
el organismo que los produce no es bien conocido. Algunos son producidos, por
ejemplo, como sustancias toxicas previendo defensa contra depredadores,
atrayentes volatiles hacia la misma o diferente especie, 0 como agentes coloridos.
Esta es el area del metabolismo secundario, el cual provee de la mayoria de los
productos naturales farmacolégicamente activos. En general, los colores, aromas

y principios activos son considerados como metabolitos secundarios.

De manera general, se puede clasificar a los metabolitos secundarios en tres
grandes familias dependiendo de su ruta biosintética: alcaloides (ruta del &cido
shikimico), terpenos (ruta del 4cido mevalonico y 1-desoxi-D-xilosa-5-fosfato) y
policétidos (ruta del acetato-malonato). Sin embargo, existen otras familias de
compuestos que resultan de rutas biosintéticas combinadas, como es el caso de

los flavonoides, cromonas y cumarinas (Dewick, 2009).



1.2. Biosintesis de la sacarosa

La sacarosa (azucar) pertenece a la familia de los carbohidratos, es un disacarido
compuesto por glucosa y fructosa unidos mediante un enlace glicosidico a1—p2

(Fig. 1.2).
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Figura 1.2. Estructura de la sacarosa.

La biosintesis de la sacarosa se encuentra regulada principalmente por tres pasos,
los catalizados por la fructosa-1,6-fosfatasa, la sacarosa-6-fosfato sintasa y la
sacarosa fosfato fosfatasa (Fig.1.3). El proceso inicia con la fotosintesis para
generar la dihidroxiacetona y el D-gliceraldehido-3-fosfato, los cuales conducen a
la condensacién de la fructosa-1,6-bifosfato, y su hidrélisis forma fructosa-6-
fosfato. La sacarosa-6-fosfato-sintasa cataliza la reaccion de la fructosa-6-fosfato

con UDP-glucosa (glucosa activada) para formar sacarosa-6-fosfato. Finalmente,



la sacarosa-6-fosfato-fosfatasa elimina el grupo fosfato permitiendo que la

sacarosa esté disponible para transporte desde la célula hasta los tejidos de la

planta (Fig. 1.3) (Dewick, 2009).
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Figura 1.3. Biosintesis de la sacarosa.



1.3. Cumarinas

El nombre de cumarina, proviene de “coumarou” nhombre comun de la haba tonca
(Coumarouna odorata o Dipteryx odorata). Las cumarinas se obtienen
principalmente de las familias de Umbeliferas/Apiaceae y Rutaceae, su nucleo es
una benzo-2-pirona o benzo-a-pirona (Fig. 1.4) (Carretero, 2000), son lactonas
insaturadas y practicamente todas poseen un sustituyente oxigenado en posicion
7, ya sea como hidroxilo libre (umbeliferona) o alquilado (metilo, azlcares, etc.)
(Arango, 2010). Se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas, tanto en
forma libre o como glucésidos y abundan en los frutos y flores. Se considera que
la funcion que desempeiian dentro del organismo es la autodefensa,
antimicrobiana, captacion de radiacion UV e inhibidor de la germinacion (Olmedo,

2009).

5 4
2
aChe e HO 0”0
;
cumarina umbelliferona

Figura 1.4. Estructura principal de cumarinas.



Las cumarinas poseen gran actividad biolégica, entre ellas la accion
anticoagulante, antibiotica, estrogénica y fotosensibilizadora (bergapteno vy
xantotoxina) (Lazaro, 2006). Algunas cumarinas se utilizan en la industria de

alimentos como saborizantes y en la perfumeria (Arango, 2010).
1.3.1. Biosintesis de cumarinas

Las cumarinas se forman mediante la ruta de acido shikimico, el cual proviene de
la glicdlisis de la glucosa, via la unién del fosfoenolpiruvato y la D-eritrosa-4-
fosfato. El acido shikimico es precursor de uno de los aminoacidos esenciales, la

L-fenilalanina, que a su vez conduce al acido cinamico (Fig. 1.5).
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Figura 1.5. Biosintesis del acido cinamico.



La hidroxilacién en la posicion orto 0 en para genera los acidos 2-hidroxicumarico
0 4-hidroxicumarico, respectivamente. El acido 2-cumarico mediante la
isomerizacion trans-cis y posterior lactonizacion, conduce a la cumarina. A su vez,
la hidroxilacién orto a la cadena lateral del acido 4-cumérico, seguido por la
isomerizacion trans-cis y lactonizacion da lugar a la umbeliferona (Fig. 1.6)

(Dewick, 2009).

isomerizacion

COZH E2 COzH trans-cis lactonizacion

acido cinamico acido 2-hidroxicumarico cumarina

o CO2H - C0H X X
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acido 4-hidroxicumarico 446  4-dihidroxicinamico umbeliferona

E4 = cinamato 4-hidroxilasa

E, = cinamato/cumarato 2-hidroxilasa

FIGURA 1.6. Biosintesis de la cumarina y la umbeliferona.

El anillo aromatico de la umbeliferona se puede activar en posiciones orto al grupo
hidroxilo y pueden ser alquiladas por un agente como el difosfato de dimetilalilo
(DFDMA), dando lugar a la demetilsuberosina, la cual a su vez forma la

marmesina. La pérdida del grupo isopropiloxi de la marmesina conduce a la



formacion del psoraleno, el cual mediante la hidroxilacion en la posicion 5 u 8
genera el bergaptol o el xantotoxol, respectivamente. La metilacion de estos
grupos hidroxilo por el agente metilante s-adenosilmetionina (SAM) da lugar al
bergapteno y a la xantotoxina. Finalmente, la hidroxilacion y posterior metilacién
(SAM) tanto del bergapteno como la xantotoxina conduce a la isopimpinelina

(Dewick, 2009).
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FIGURA 1.7. Biosintesis de furanocumarinas (psoralenos).

10



Debido a su naturaleza plana de los psoralenos, éstos pueden actuar como
intercaladores en el ADN, mediante una cicloadicion 2+2 con bases pirimidicas
tanto en el anillo del furano como en el de la piranona (Fig. 1.8). Esto trae como
consecuencia la inhibicién de la proliferacion de células anormales en la piel y la

eficacia en el tratamiento de la psoriasis y el vitiligo (Dewick, 2009).

0
HN/4
o NH
o o) o
o N 0 oY o o OMe
Timina OMe
xantotoxina aducto psoraleno-ADN psoraleno-ADN

FIGURA 1.8. Reaccion psoralenos con el ADN.

Se ha descrito que varios psoralenos poseen actividad antifungica (Aspergillus
niger y Curnularia lanata) (Sanabria, 1986), analgésica, antitumoral (MDCK-MDR1
y DMBA) (Riveiro, 2010) antiinflamatoria, antioxidante (Fylaktakidou, 2004),
antirreumatica, anticoagulante, antibacteriano (Depressaria  pastinacella,
Copidosoma sosares y Sclerotinia sclerotiorum) (Ode, 2004) vy anti-VIH (Wu,

2009).
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2. ANTECEDENTES

2.1. El género Conium

El género Conium pertenece a la familia Apiaceae (Umbelliferae), esta
comprendido aproximadamente por 29 especies (Tabla 2.1) (Plantsystematics,
2011), y como se mencion6 en la introduccién, se distinguen por tener
propiedades venenosas o téxicas, son nativas de Europa y Asia occidental pero

llegaron a América como plantas ornamentales (Holm, 1997).
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Tabla 2.1. Especies conocidas del género Conium.

C. africanium C. fontanum C. rigidum

C. arracacia C. jacquini C. royeni

C. ceretanicum C. maculatum C. rugosum

C. chaerophylloides C. monieri C. sphaerocarpum
C. cicuta C. moschatum C. strictum

C. croaticum C. nepalense C. suffruticosum
C. dichotomum C. nodosum C. tenuifolium

C. divaricatum C. pyrenaicum C. verrucosum

C. filifolium C. rigens

Conium maculatum L., (Fig. 2.1) también llamada cicuta o cicuta mayor, es una
planta herbacea bianual, erecta, con tallos que alcanzan hasta los 2 m de altura,
es semejante al perejil o al hinojo, de los cuales apenas se distingue por el olor
desagradable de sus hojas. Tiene una raiz fibrosa, el tallo es verdoso de seccién
cilindrica y hueca, contiene estrias y presenta manchas de color parpura (lo cual
facilita su identificacién). Las hojas son blandas, triangulares y divididas en gajos
elipticos, puntiagudos y dentados de hasta 50 cm de largo y 40 cm de ancho
(Lépez, 1999). Las flores son pequefias y de color blanco. Crece en los setos, al
pie de muros y caminos, suelos frescos principalmente nitrificados por la actividad
de ganado, también en rios, cunetas y huertas abandonadas. Florece en los

meses de junio y julio (Chessi, 1998).

13



Figura 2.1. Partes de Conium maculatum L.

Debido a su toxicidad, C. maculatum L. fue utilizada por los antiguos griegos para
quitarles la vida a los prisioneros. El filosofo Sécrates, acusado de negar a los
dioses y corromper a los jévenes griegos con sus ideas, fue condenado a muerte

bebiendo una infusion de cicuta en el afio 399 a.C. (Reynolds, 2005) (Fig. 2.2).

14



Figura 2.2. Pintura representando a Sdécrates y sus discipulos, en la que el filésofo

toma la cicuta que le provoco la muerte.

Asi mismo en la isla griega de Ceos o0 Zea, la especie fue empleada como
solucion final en épocas de hambruna; los hombres mayores de 60 afios eran
obligados a tomarla en un sacrificio tendiente a que los alimentos fuesen
suficientes para el resto de la poblacién. En Norteamérica las mujeres chérokee
mascaban y tragaban la raiz de la especie, durante cuatro dias consecutivos para
lograr una esterilidad permanente. En los EE.UU. la palabra hemlock es el nombre
inglés de la cicuta, que promueve el suicidio asistido a enfermos terminales,
aliviando el sufrimiento y el dolor. Los pacientes toman la decision consciente de

finalizar con sus vidas (Kotsias, 1999).
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En medicina tradicional, el uso principal de C. maculatum es como
antiespasmoddico, sedante para calmar dolores persistentes e intratables
producidos por el cancer, analgésico y anestésico. También ha tenido uso como

agente antirreumatico y para el tratamiento del resfriado (Foster, 2000).

16



2.2. Composicién quimica

Se han llevado a cabo algunos estudios fitoquimicos sobre la especie europea y
asidtica de Conium maculatum, revelando la presencia de alcaloides
(constituyentes principales de los frutos y flores), aceites esenciales, glucésidos de
flavonoides, y cumarinas en la parte aérea. La toxicidad de la especie es atribuida
principalmente a la produccion de los alcaloides derivados de la piperidina tales
como la coniina (ocho veces mas toxico que los otros alcaloides producidos), y-
coniceina, N-metilconiina, conhidrina, pseudoconhidrina, conhidrinona, N-

metilpseudoconhidrina y 2-metilpiperidina, que tienen efectos neurotéxicos (Lopez,

1999).
(j\/\ O\/\
(Nj\/\ N '}l W
|l| Me H OH
coniceina N-metilconina conhidrina
fNj\A (Njﬁﬁ ) N
N H O H Me

pseudoconhidrina conhidrona 2-metilpiperidina

N-metilpseudoconhidrina

Figura 2.3. Alcaloides aislados de C. maculatum

En los animales, los signos clinicos de la intoxicacion son debilidad muscular,

incoordinacion, temblor, agitacion nerviosa y muerte por depresion respiratoria,;
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constituye un problema en medicina veterinaria por las deformaciones fetales y la
disminucién en la fertilidad que produce la ingesta. En el ser humano produce
cuadros graves de necrosis muscular y falla renal por necrosis tubular, asi como
trastornos en el sistema nervioso central (Kotsias, 1999). Los aceites esenciales
de las flores y hojas estan constituidos por &cidos grasos insaturados derivados de
la degradacion oxidativa, y actian como respuesta al estrés durante la recoleccién
y corte de la planta, o son activadores de la atraccion de insectos polinizadores.
En el analisis por GC y GC-MS de los compuestos organicos volatiles de la cicuta
en Serbia, se encontré al germacreno D como el compuesto mayoritario (41%), es
un un fitofarmaco y su uso medicinal esta relacionado con trastornos nerviosos,

antidepresivo, sedante y afrodisiaco. Asi mismo, se han aislado (E)-B-ocimeno

(22.3%) y (Z)-B-ocimeno (7.1%) (Radulovic, 2008).

0“\1E ESENCL’
|=> * ecoroaico
S Al

| herbarom
germacreno D B viancyLanG

=y

=
= = |
| |
(E)-p-ocimeno (Z)-p-ocimeno

Figura 2.4. Aceites esenciales aislados de la cicuta en Serbia y uso del

germacreno D.
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Quizas los compuestos mas importantes que se han aislado de la parte aérea,
tanto de C. maculatum como de otras especies de la misma familia, son las
furanocumarinas (bergapteno, psoraleno, xantotoxina e isopimpinelina), las cuales
han sido aisladas y comprobado su actividad bioldgica y/o farmacéutica en otras

fuentes (Mohammad, 2010).

Se ha demostrado que las furanocumarinas aisladas del apio infectado por
Sclerotinia  sclerotiorum actian como fitoalexinas, siendo compuestos
antimicrobianos que se acumulan en altas concentraciones después de
infecciones bacterianas o flngicas. Estas fitoalexinas ayudan a limitar la
dispersiéon del patégeno (Beier, 1983). Asi mismo, el nivel de psoralenos como
xantotoxina y bergapteno causan trastornos en la piel (fitofotodermatitis) de las

personas que trabajan en los campos de apio (Koehler, 1972).

Figura 2.5. Apio infectado por Sclerotinia.
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Figura 2.6. Ampollas causadas por psoralenos.

Existen estudios donde se demuestra la actividad defensiva de bergapteno,
xantotoxina e isopimpinelina hacia el gusano tejedor (Depressaria pastinacella)
(Fig. 2.7), en especies de la familia apiaceae de América del Norte. El gusano
afecta disminuyendo su defensiva quimica o cambiando el nivel defensivo en la
planta, ya que tiene la capacidad de inactivar a las furanocumarinas en su
metabolismo (citocromo P450). Por lo tanto el crecimiento del parasito en una
poblacion depende enormemente de la concentracibn de furanocumarinas,
aungue el alto nivel de estos compuestos promueve la baja produccion de frutos

(Ode, 2004).
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Figura 2.7. Depressaria pastinacella.

La radiacion UV es uno de los factores ambientales que aumentan la sintesis de
furanocumarinas lineales (Zobel, 1993), por lo tanto son potentes moduladores del
crecimiento de las células epidérmicas. Tal capacidad ha permitido el uso de la
fotoquimioterapia como tratamiento en enfermedades de la piel tales como la
psoriasis, vitiligo, alopecia areata (Mohammad, 2010) y micosis fungioide
(Gambari, 2007). Esta técnica ayuda a la proliferacion y produccion de melanina
en la piel, el método consiste en utilizar de forma oral (PUVA sistémico) o
tépicamente (PUVA tdpico) psoralenos (bergapteno, psoraleno, xantotoxina e
isopimpinelina) y posteriormente exposicion a rayos UVA o UVB, procedentes de

una lampara artificial o de la luz solar (Lazaro, 2006) (Fig. 2.8).
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Figura 2.8. Tratamiento para vitiligo.

También se han realizado estudios que muestran la actividad de detencién de
crecimiento y apoptosis de bergapteno sobre del cancer de mama,

independientemente de su actividad fotosensibilizadora (Panno, 2009).
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3.OBJETIVO

El objetivo del siguiente trabajo es realizar el estudio quimico de Conium
maculatum L., que crece en el estado de Hidalgo. Basado en el aislamiento y
caracterizacion de metabolitos secundarios de la raiz, mediante técnicas
cromatograficas y métodos espectroscopicos, con el proposito de favorecer al
conocimiento de sustancias con actividad biol6gica que pudieran ser utiles en el

tratamiento de enfermedades de la piel.
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4. JUSTIFICACION

La medicina tradicional en México es una eleccion importante para el tratamiento
de diversas enfermedades de la piel, desde conseguir la suavidad hasta aliviar el

dolor producido por el cancer.

El estudio quimico de los productos naturales tiene su relevancia en el
conocimiento de la composicién quimica de las plantas y la obtencion de principios
activos promisorios para el tratamiento de enfermedades. Estos metabolitos
encontrados despiertan el interés de la investigacion en cuanto a su estructura ya
gue van desde muy complejas hasta simples y forman patrones de sintesis de

compuestos biolégicamente activos.

En nuestro grupo de trabajo se lleva a cabo un proyecto de investigacion dirigido
al estudio quimico de especies medicinales del Estado de Hidalgo, contribuyendo
al aislamiento y caracterizacibon de metabolitos secundarios con actividad

antiinflamatoria y anticancerosa.
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En esta relacion se presenta el estudio quimico de Conium maculatum L., una
especie toxica, con un crecimiento abundante en terrenos nitrificados y que es
utilizada como analgésico, anestésico y sedante. Su composicién quimica soélo ha
sido investigada en la especie que crece en paises de Europa, Asia y Medio

Oriente.

Por lo que es importante conocer si la especie que crece en México, en zonas
geograficas y climaticas diferentes, produce los mismos o distintos metabolitos.
Adicionalmente, hasta donde se conoce, no han sido estudiadas las raices de la

especie.
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Colecta e identificacion de la especie

Los ejemplares de Conium maculatum (Fig. 5.1) se colectaron en los municipios
de Tulancingo e Ixmiquilpan en el estado de Hidalgo, en Junio de 2008 y en
Enero de 2011, respectivamente. Un espécimen de la planta se envié al Herbario
del Centro de Investigaciones Biologicas del Instituto de Ciencias Basicas e
Ingenieria de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, donde el M. en C.
Manuel Gonzalez Ledesma identificd la especie como Conium maculatum L. (No.

de deposito JM Torres-Valencia 137).
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Figura 5.1. Imagen de Conium maculatum L.

5.2. Obtencion de la sacarosa

Las raices de la especie colectada en Tulancingo se extrajeron con MeOH, y este
extracto se fracciono con AcOEt, resultando una parte soluble (PS) y otra insoluble
(P1). Cuando se adiciono MeOH a la Pl se obtuvo un precipitado amarillo, que se
analizé mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, evidenciando la presencia
de la sacarosa (Fig. 5.2), la cual presenté p.f. 182—186 °C y [o]p?° +59.3 (c 1.35,
H,0). La comparacion de sus datos fisicos y espectroscopicos con una muestra

auténtica permitié corroborar la estructura de este compuesto.
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Figura 5.2. Estructura de la sacarosa.

En su espectro de RMN de *H en D,0 (Fig. 5.3) se observé en 5.23 ppm una sefial
doble con una constante de acoplamiento de 3.8 Hz que integré para un protoén,
correspondiente al hidrégeno anomérico de la posicion 1 de la glucosa. En 4.04 y
3.88 ppm se apreciaron las sefiales de los protones 3’ (d, J = 8.8 Hz) y 4’ (t, 8.8
Hz) del residuo de fructosa, respectivamente, mientras que los hidrégenos 3, 2y 4
de la parte de la glucosa se observaron en 3.60 (t, J =9.2 Hz), 3.39 (dd, J =9.2y
3.8 Hz) y 3.30 (t, J= 9.2 Hz) ppm, respectivamentemente. En la tabla 5.1 se
muestran los datos de protén completos, para lo cual se hizo uso del experimento
COSY (Fig. 5.5) en donde se apreciaron las correlaciones esperadas. También se

compar6 con los datos de la literatura (Base de datos de RMN, 2011).
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En el espectro de *C (Fig. 5.4) se observaron las 12 sefiales esperadas, entre
ellas la de 103.55 y 97.07 ppm caracteristicas de carbonos acetalicos que se
asignaron a C-2’ (fructosa) y C-1 (glucosa). El resto de las sefiales, todas ellas
tipicas de carbonos base se oxigeno, se asignaron por comparacion con una
muestra auténtica, asi como con datos de la literatura (Gregori-Valdez, 2008) y

sus datos se muestran en la tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Datos de RMN de *H (400 MHz) y de *C (100 MHz) en D,O de la

sacarosa.
Protén Carbono
Posicion oen ppm (m, J en Hz) den ppm
1 5.23 (d, 3.8) 92.07
2 3.39 (dd, 9.2, 3.8) 70.92
3 3.60 (t, 9.2) 72.27
4 3.30 (t, 9.3) 69.05
5 3.66 (m) 72.37
6 3.64 (m) 59.94
1 3.50 (s) 61.12
2 - 103.55
3' 4.04 (d, 8.8) 76.23
4 3.89 (t, 8.8) 73.85
5' 3.73 (m) 81.20

6 3.65 (M) 62.31
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5.3. OBTENCION DE B-SITOSTEROL Y ESTIGMASTEROL

La raiz de la especie colectada en Ixmiquilpan se someti6 a maceracién con
MeOH, se filtr6 y se concentrd para obtener un residuo viscoso, el cual se extrajo
con AcOEt. El producto de la extraccidbn se sometidé a separacion mediante
cromatografia en columna, eluyendo con mezclas de hexano-AcOEt. Se
colectaron seis fracciones, cada una que se etiquetaron como A, B, C, D, Ey F,
las cuales fueron analizadas mediante cromatografia en capa fina (CCF) y RMN

de H.

Las fracciones A y B, se juntaron y purificaron mediante CCF utilizando CHCls-
AcOEt, obteniendo un aceite amarillo. Al comparar sus datos espectroscopicos
con una muestra auténtica, se llegd a la conclusion de que se trataba de una

mezcla de los esteroles 3-sitosterol y estigmasterol (Fig. 5.6).
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B-sitosterol estigmasterol

Figura 5.6. Estructura del 3-sitosterol y estigmasterol.

El espectro de RMN de proton (Fig. 5.7) mostrd, entre sus sefiales mas
caracteristicas, la sefial de proton vinilico 6, en 5.39 ppm, asimismo, en 5.05 y
5.20 ppm se observaron los protones del doble enlace en C-22 y C-23 propios del

estigmasterol.
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5.4. OBTENCION DE FURANOCUMARINAS

De la fraccion D (cromatografia del extracto hexanico de las raices de la especie
colectada en Ixmiquilpan), se obtuvo un solido amarillo, cuyo analisis por RMN de
'H y de C, evidencié que se trataba de una mezcla de 4 furanocumarinas
lineales, las cuales se conocen generalmente como psoralenos (Fig. 5.8). Los
intentos por separar esta mezcla mediante cromatografia en columna y capa fina

no tuvieron éxito, en el mejor de los casos, se obtuvieron trazas del psoraleno.

OMe OMe
AN AN
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O (o) @)
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psoraleno bergapteno xantotoxina isopimpinelina

Figura 5.8. Estructura de las furanocumarinas (psoralenos) aisladas de la raiz de

C. maculatum.

La comparacion con datos descritos (Nitao, 2003; Intekhab, 2008; Hongwei, 2010),
nos permitio identificar las sefiales correspondientes de cada sustancia en el
espectro de RMN de *H (Fig. 5.9-5.13) y de *3C (Fig. 5.14), y llegar a la conclusién
de que la furanocumarina mas abundante es la xantotoxina. Para esta cumarina,

en el espectro de *H (Fig. 5.11) las sefiales de los hidrégenos 3 y 4 se observaron
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formando un sistema AX (J = 9.6 Hz) en 6.37 y 7.76 ppm, respectivamente, la
sefial del proton aromatico 5 se observé en 7.35 ppm como una sefial simple
ancha, las sefales de los hidrégenos 2’ y 3’ del anillo de furano presentaron un
desplazamiento de 7.69 (d, J = 22 Hz) y 682 (d, J = 2.2 Hz) ppm,
correspondientemente, mientras la sefial del grupo metoxilo se observd en 4.30
ppm. En la tabla 5.2 se describen los datos completos de RMN de *H de las 4
furanocumarinas, para lo cual se hizo una comparacion con los datos de la
literatura (Nitao, 2003; Intekhab, 2008; Hongwei, 2010). La integracién de sus
correspondientes sefiales en el espectro de protdn, por ejemplo las respectivas a
H-3, nos permiti6 determinar sus porcentajes relativos, los cuales fueron los
siguientes: psoraleno (19.2%), bergapteno (15.4%), xantotoxina (42.3%) e

isopimpinelina (23.1%).
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Figura 5.9. Espectro de RMN *H (400 MHz) en CDCl; de la mezcla de furanocumarinas.
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Figura 5.10. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCls. Asignacion con respecto a psoraleno.
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bergapteno

Figura 5.11. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCls. Asignacion de las sefiales con respecto a bergapteno.
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Figura 5.13. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCl;. Asignacion de sefiales con respecto a isopimpinelina.
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Tabla 5.2. Datos de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de las furanocumarinas

aisladas de C. maculatum.

Desplazamiento quimico (é) en ppm (m, J en Hz)

Protén  psoraleno bergapteno xantotoxina isopimpinelina

3 6.38 (d, 9.6) 6.27 (d, 9.8) 6.37 (d, 9.6) 6.28 (d, 9.8)
4 7.80(dd, 9.6,0.5)  8.15(dd, 9.8,0.6)  7.76 (d, 9.6) 8.12 (d, 9.8)
5 7.70 (s) - 7.35(s) -

8 7.13 (sa) 7.48 (sa) - -

2 7.70 (d, 2.4) 7.59 (d, 2.4) 7.69 (d, 2.2) 7.64 (d, 2.3)
3 7.02(dd, 2.4,1.0) 6.83(dd, 2.4,1.0) 6.82(d, 2.2) 7.01 (d, 2.3)

OMe - 4.27 (s) 4.30 (s) 4.17 (s)

En la figura 5.14 se muestra el espectro de **C de esta mezcla de psoralenos, en

la cual estdn asignadas las sefiales correspondientes a la furanocumarina mas

abundante, la xantotoxina. En la tabla 5.3 se muestran los desplazamientos

guimicos para esta sustancia y los otros tres compuestos, para lo cual se hizo uso

de los datos de la literatura (Nitao, 2003; Intekhab, 2008; Hongwei, 2010).
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Tabla 5.3. Datos de RMN de **C [1H] (100 MHz, CDCl3) experimentales y de la literatura, de las furanocumarinas aisladas de C. maculatum.

Desplazamiento quimico (6) en ppm

Carbono

Lit.

161.0

114.6

139.2

112.5

144.0

106.4

156.4

99.8

152.0

145.0

105.0

Exp.

161.0

115.3

139.2

1153

142.8

105.1

156.3

99.8

152.0

145.1

105.1

bergapteno

Lit. Exp.
161.2 160.9
1125 1125
139.2 139.3
106.4 107.6
149.5 149.9
112.7 112.7
158.3 156.2
93.8 93.8
152.7 151.9
144.7 144.7
105.2 105.1
60.1 59.9

xantotoxina

Lit.

160.4

114.7

144.5

116.5

112.9

126.1

147.7

132.8

143

146.6

107.2

61.3

Exp.

160.3

114.6

144.2

116.5

112.8

125.9

147.65

132.8

142.8

146.6

106.7

61.3

isopimpinelina

Lit.

160.4

112.9

139.3

107.1

144.3

114.8

150.0

128.3

143.7

145.1

105.0

60.8;61.7

Exp.

160.3

112.8

139.3

106.3

144.0

114.6

150.2

128.3

144.1

145.0

106.3

60.8; 61.7
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Figura 5.14. Espectro de RMN de **C[*H] (100 MHz) en CDCls. Asignacién de sefiales con respecto al compuesto
mayoritario, xantotoxina.



5.4.1. Analisis por espectrometria de gases-masa (GC-MS) de la
mezcla de psoralenos

La fraccion D (mezcla de psoralenos) se analiz6 por espectrometria de gases-
masa (Fig. 5.15 — 5.19) cuyo cromatograma (Fig. 5.15) mostré cuatro picos con
un tiempo de retencién de 6.157, 6.963, 7.122 y 8.016 minutos. La fragmentacién
de cada uno de los picos mostraron los iones moleculares de 186 (C11HgO3)
correspondiente a psoraleno (Fig. 5.16), 216 (C,,HgO,4) del compuesto mayoritario,
xantotoxina (Fig. 5.17), 216 (C;2HgO,) para bergapteno (Fig. 5.18) y 246
(C13H100s) de isopimpinelina (Fig. 5.19). El bergapteno y la xantotoxina tienen el
mismo peso molecular (216 g/mol), pudiendo presentar confusién sobre la
identidad de cada compuesto. Pero, como se mencioné ya, sus datos de RMN
permitieron saber cual es el que estd en mayor porcentaje relativo, por lo que
también se pudo deducir en el cromatograma que el compuesto con el tiempo de

retencién de 6.963 minutos (mayor porcentaje) corresponde a la xantotoxina.
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Figura 5.15.. Cromatograma de la mezcla de psoralenos.
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Figura 5.18. Espectro de masa de la xantotoxina.



Spectrum 1A
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Figura 5.19. Espectro de masa de la isopimpinelina.



6. CONCLUSIONES

Se llevé a cabo la colecta, identificacion y estudio quimico de las raices de Conium
maculatum L., la cual es una especie considerada como toxica, atribuido a la
produccion de alcaloides de piperidina. Su reproduccion es abundante en
municipios como Actopan, Ixmiquilpan, Mineral del Monte y Tulancingo. La

composicion quimica de la especie mexicana no habia sido estudiada.

El extracto metandlico de las raices de la especie colectada en Tulancingo,
condujo a la obtencién de sacarosa. La caracterizacion del compuesto se llevé a
cabo mediante sus propiedades fisicas y espectroscépicas, especialmente por

RMN de 'H y *C en 1D y 2D, asi como por comparacién de datos descritos.

fructosa

sacarosa
D-Glc (a1 —B2) D-Fru
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La separacion cromatografica del extracto de acetato de etilo de las raices de la
especie colectada en Ixmiquilpan, condujo a la obtencion de los compuestos j-
sitosterol y estigmasterol, asi como el aislamiento de una mezcla de
furanocumarinas lineales denominadas como psoralenos, siendo la xantotoxina, el
compuesto mayoritario (42.3%). La caracterizacion de estos compuestos se llevo a
cabo mediante datos de RMN de 'H y *3C, GS-MS y comparacién con datos

descritos.

estigmasterol

OMe OMe
AN AN
(0]
O oo O 0”0 o0 o 0
OMe OMe

psoraleno bergapteno xantotoxina isopimpinelina
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Con este estudio se concluye que la especie mexicana contiene en las raices las
mismas furanocumarinas encontradas en la parte aérea de las especies europeas.
Dado que, la especie europea y asiatica no ha sido explorada en su composicion
guimica en las raices, no se puede hacer una comparacion de los metabolitos

presentes en las mismas.

Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento de los principales
metabolitos presentes en las raices de la especie mexicana de Conium
maculatum, particularmente los psoralenos, que han sido empleados para

enfermedades de la piel como el vitiligo y la psoriasis.
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7.PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Generalidades

Las separaciones cromatogréficas se llevaron a cabo empleando gel de silice 60,
Merck, 0.04-0.063 mm (Aldrich, 230-400 mesh ASTM) en columnas de vidrio de
10, 5, 3.5, 2 y 1 cm de diametro interno por 40 y 60 cm de largo. La separacién
mediante cromatografia en placa fina se realizé en cromatofolios de gel de silice
sobre aluminio de 2 x 5 cm y 10 x 20 cm, usando como revelador sulfato cérico
amoniacal. CG-MS: los espectros se determinaron en cromatdgrafo de gases
VARIAN modelo CP-3800 acoplado a un espectrometro de masa VARIAN
SATURNO 2000. Los espectros de *H a 400 MHz y de **C a 100 MHz, asi como el
espectro COSY, se determinaron en un equipo VARIAN 400, usando como

disolvente CDClI3 y D,O teniendo como referencia interna TMS.
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7.2. Recoleccién e identificacion de la especie

Conium maculatum |. se colecté en Junio de 2008 en Tulancingo, Hidalgo y en
Enero de 2011 en Ixmiquilpan, Hidalgo, un ejemplar de la especie (JM Torres-
Valencia 137) estd depositado en el Herbario del Centro de Investigaciones
Bioldgicas de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, Mineral de la
Reforma, Hidalgo, donde el Prof. Manuel Gonzalez Ledesma identificé el material

vegetal.

7.3. Obtencién de sacarosa

La planta se dejé secar a la sombra y se separ6 en parte aérea y raiz. Una parte
de la raiz (320 g) de la especie colectada en Tulancingo se extrajo con MeOH (3.5
L) mediante maceracion por 15 dias, posteriormente se filtr6 y se concentrd en el
rotavapor. Al residuo (8.1 g) se le adicion6 AcOEt (250 mL) con lo cual se obtuvo
una parte soluble (PS) y otra insoluble (PI). Cuando se adicioné MeOH (250 mL) a
la Pl se obtuvo un precipitado amarillo (5 g) el cual se analizé por RMN de *H y
3¢, evidenciando la presencia de la sacarosa. p.f. 182-186 °C, [a]p® = + 59.3

c 1.35, H,0), e y abla 5.1).
(c 1.35, H,0), RMN de *Hy *3C (Tabla 5.1)
HO
HO
HO
OH

sacarosa
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7.4. Separacion del extracto de acetato de etilo de la raiz de Conium
maculatum

La raiz (1 kg) de la especie que fue colectada en Ixmiquilpan se sometié a
maceracion con MeOH (4 L) durante 8 dias, transcurrido el tiempo se filtr6 y
concentrd en rotavapor para obtener un residuo viscoso (20 g), el cual se extrajo
con AcOEt (500 ml), nuevamente se filtr6 y se concentré. El producto (6.61g) se
sometié a separaciéon mediante cromatografia en columna, usando gel de silice y
como eluyentes mezclas de hexano-AcOEt (9:1, 4:1, 7.3, 3:2, 1:11 y 2:3). Se
colectaron eluatos de 20 mL para obtener un total de 60 fracciones, las cuales se
monitorearon por cromatografia en capa fina para su agrupacion en fracciones

gruesas, y fueron etiquetadas como A-F.

7.4.1. Obtencion de B-sitosterol y estigmasterol

Las fracciones A y B, eluidas con hexano-AcOEt (9:1) y hexano-AcOEt (4:1) se
juntaron y se le realizo andlisis por CCF utilizando CHCI;-AcOEt (95:5) para
obtener un aceite amarillo (24.7 mg). El andlisis mediante sus datos
espectroscépicos nos llevé a la conclusiéon de que se trataba de una mezcla de los
compuestos f-sitosterol y estigmasterol. Su espectro de RMN de *H se muestra en

la figura 5.7.
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[B-sitosterol estigmasterol

7.4.2. Obtencién de furanocumarinas

De la fraccion D eluida con hexano-ACOEt (3:2), se obtuvo un sélido amarillo (526
mg) cuyo analisis por CCF utilizando hexano-AcOEt-CHCI;3 (3:1.5:1) mostré un Rs
0.5. El analisis por RMN de 'H y 13C (Tablas 5.2 Y 5.3), asi como GS-MS (figuras
5.16-5.19), demostré la existencia de una mezcla de 4 furanocumarinas lineales
conocidas como psoralenos: psoraleno, bergapteno, xantotoxina e isopimpinelina,

en rendimientos relativos de 19.2, 15.4, 42.3 y 23.1%, respectivamente.

OMe OMe
AN
O o O
0 o 0 0 (0] (@]
o0 OMe

OMe
psoraleno bergapteno xantotoxina isopimpinelina
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