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Todo ser vivo desde su aparicién en la tierra ha buscado
alimento y proteccibn, y ha creado barreras fisicas y quimicas
en defensa a las adversidades del medio,

El hombre aprendi$ por medio de la observacifn y experimen
tacidbn el uso de algunas plantas para remediar algunos males,
desde los espirituales hasta los materiales, constituyendo una
tradicibn popular cuyo conocimiento afin es -transmitido en forma
oral o por medio de escritos gue se van heredando y transforman
do de una cultura a otra3

Sin embargo, es importante indicar gue la tradici6n herbo-
laria se circunscribe a los principios filos6ficos de cada civi
lizacibén y cada sociedad. Tal es la razén por la cual en muchos
paises disminuyd el uso de las plantas medicinales debido por
un lado, a la influencia de f8rmacos comerciales modernos y por
el otro, al menoscabo de ciertas tradiciones indigenas.

En afios recientes se ha incrementado el interés de la her-
bolaria tradicional y diversas instituciones nacionales han di-
rigido investigaciones hacia tal £fin.

Debido a su flora tan vasta y rica, asi como su cultura cen
tenaria, el Continente Americano y México especialmente, pbseen
desde la &poca prehispé&nica una amplia tradicibn herbolaria, la
cual ha incorporado desde el siglo XVI, a plantas del todo el
mundo?

Basta sefnalar que en la actualidad se ha incrementado no-
tablemente la produccidn, recoleccibn, identificacién, conserva

¢ibn y comercializacidn de productos extraidos de plantas.



Aunque cabe mencionar que la explotacién irracional de la vege-
tacibn trae como consecuencia un desequilibrio ecolégico.3 Por
otra parte, la interaccibn de diversos grupos de cientificos
{(Quimicos, Bi6logos, PFarmacéuticos, etc.) sobre el particular,
aunado a los avances tecnolbgicos en los instrumentos de inves-
. tigacién, imprimen actualmente a esta &rea del conocimiento gran

dinamismo y versatilidad.
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A medida que los seres vivos han evolucionado hacia formas
mis complejas y altamente diferenciadas, se desarrollan nuevas
biomoléculas de mayor complejidad y variedad. Entre ellas se
cuentan pigmentos, aceites esenciales y aromiticos, hormonas,
antibiétivos, alcaloides y diversas moléculas estructurales ta-
les como la lignina de 1la madera?

La biogénesis de tales sustancias muestra que derivan de
biomoléculas primordiales, por ejemplo, los terpencs que compren
den algunas vitaminas, muchos aceites esenciales, pigmentos ve-
getales y productos complejos naturales, tales como el caucho,
proceden en {(ltimo término del &cido acético, producto principal
de la degradacibn de la glucosa v de &cidos grasos. Se conocen
centenares de alcaloides diferentes, la mayor parte derivaﬁ de
los aminodcidos.

El metabolismo intermediario puede dividirse en rutas cata-
bdlicas que son las responsables de la degradacidn de las molé-
culas nutritivas de alto contenido energético, y en rutas anabb-
licas por las cuales se efectua la biosintesis de los componen-
tes celulares. La ruta anfibblica central puede desempefiar am-
bas funciones. Cada ruta se halla promovida por una secuencia
de enzimas especificas que catalizan las reacciones consecutivas.
El catabolismo de las moléculas de los compuestos nutritivos va
acompanada de la conservacibn de la energia de aquellos en forma
de energia de enlace fosfato {ATP)., Reciprocamente la energfa
guimica necesaria para las rutas biosintéticas es aportada por

la desfosforilacibn del ATP.



lLa energia quimica es transportada tambi&n desde la rutas
catabblicas a las anabBlicas en forma de coenzimas reducidas,
especialmente NADPH.

En animales como en vegetales, la energia para los fenbme~-
nos vitales proviene de una cadena de oxidaciones y reducciones,
en las gue producen sustancias (metabolitos) fitiles para el cre
cimiento, reproduccibn y defensa.

En el Esquema I, se hace notar la interrelacidn que hay en
tre los productos primarics y los secundarios del metabolismo

5.6
vegetal.

Es de extrema Importancia pr8ctica la visualizacibn de las
sustancias naturales dentro de la interrelacibn representada en
el Esquema I, ya que sustancias con estructura molecular diferen
te, pueden relacionarse intimamente si provienen de la misma ru-
ta biogenética. Por otro lado, la proposiciétn de la estructura
de un producto natural vegetal puede apoyarse en argumentos bio
genéticos, no sblc en cuanto al esqueleto fundamental, sino tam-
bi&n en cuanto al patrdn de oxidacidn, ya que las uniones C-C se
llevan a cabo mediante reacciones que pueden racionalizarse con-
vencionalmente en gquimica orgénica.

Por otro lado, la acumulacibn de ciertos metabolitos secun-
darios en determinado grupos de plantas, permite el uso de los
primeros como marcadores taxondmicos del reino vegetal, es decir,
como argumento para una divisidn (quimiotaxonomia), como comple-
mento a la taxonomfa morfoldgica racional de las plantas. Sin
embargo, la cladistica del reino vegetal debe incorporar diver-

67
sos argumentos a nivel geno y fenotipo.



Rutas en la Biosintesis de Metabolitos vegetales
002 HZO
Respiracién Fotosintesis (hu/clorofila)

Oaf |9

Monosaciridos + Oligosaciridos » Polisacéridos
(Almidén,Celulosa)

Acidos Nucleicos Glicdlisis Ruta
HMP

GlicBsidos

Fosfoenolpiruvato AntibiGticos
Purinas Pirimidinas
Acido PirGvico D - Eritrosa-4-p
Malonilcoenzima A Acido Sikfmico

Acetllcoenzma A

/Acido Oori\sn‘tico '
Acetogeninas C. Krebbs Fenilalanina  Acido Prefé.mco
(Policétidos) Tirosina
Fenoles 'I‘r:.ptéfano Fenilp
Acidos grasos Anunoécxdos
Flavonoides allfétlcos
Quincnas Fragmentos
Tetraciclinas de ¢,
Tropolonas Porf:.bllmége.m i -
 cumarinas
Porf mas o pironas

Acido mevalénlco
(‘loroflla Heme

Metabolismo
de
Carote.noides Aminodcidos
Geraniol
Hule
Terpenoides Péptidos
Alcaloides Proteinas

ESQUEMA I
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Contribufr al conocimiento de los constitu-
yentes quimicos de la cubierta vegetal de nuestro
palis, mediante la extraccifin, el aislamiento y la
determinacidn de la estructura molecular de los
metabolitos secundarios de una planta mexicana.

Arndacacia nelsonii CE&R (linbeflfiferae subfa-
milia Smyrneace), gque por su propiedad de causar
alergia al contacto con la piel (dermatitis), es

el argumentc de estudio en este trabajo.



IV, ANTECEDENTES



11.

El genero Arnacacia pertenece a la familia Umbelliferae,

de la cual se han hallado como constituyentes principales, com

puestos cumau:inicos,'26"35 £lavonoides,’%-28

17,27 36-39

compuestos acetilé

vy terpenoides%s’17’26’29'35

nicos, ftalures,
La quimica sistemdtica de la familia ha sido sugerida en
referencia a sus constituyentes de tipo flavonoide, en conjun-
cifén con algunas macromoléculas proteinicas?7 También se han
hecho revisiones en la literatura sobre los constituyentes qui=

micos de esta familia, en especial lactonas sesquiterpénicasf&

27'34y ftaluros 30-39
Resulta importante hacer notar que las umbeliferas se en-
cuentran dentro de las primeras familias de importancia en cuan
to a su contenido y variedad de cumarinas%}AB Y es en la subfa-
nilia Apfodidcae, y principalmente en las tribus Smynneae, Amm.i-
neae y Peucedaneae en donde se localizan el mayor nlmero de

ellas.

Tambien se hace notar que en la tribu Smyineae s6lo se han
hallado cumarinas sencillas y furanocumarinas tanto lineales co
mo angularesz.2 No habiendo reportes recientes de que se hayan
encontrado en esta tribu piranocumarinas.

El analisis quimico de las umbeliferas es interesante desde
diversos puntos de vista, ya gque algunas de ellas son alimenti-
cias, como el apio (Apfum ghraveofens) o medicinales de uso popu-
lar, como el hinojo (Foeniculum vulganre) y el chuchupaste (Ligus

ticum pontend). Todas ellas abundantes en nuestro pais?O'AZ
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Las partes aéreas secas de Arracacia nefsonidi C&R, fueron
extrafidas por maceracibn con acetona, obteniéndose por elimina-
cién del disolvente, un residuo el cual fué resuelto en sus com
ponentes mediante un proceso de particién preliminar y sucesivas
cromatografias, como se describe en la parte experimental. La
separacifn cromatogrifica permitié el aislamiento de seis sustan
cias, cuyas estructuras se establecieron por métodos gquimicos, espec-
troscbpicos, espectrométricos y por comparacibn con datos repor-
tados en la literatura como se describe a continuacidn.

De las partes menos polares se alsld estigmasterol (Figura
1), que es un compuesto comfin en muchas plantas y cuya identidad
fué establecida por comparacién con una muestra auténtica utili-

b4=-45

zando los criterios usuales: RE, pf, pfm, IR, RMNlH y la ob~-

tencién del acetil derivado correspondiente.

Figura 1

0.7 ( 34, s, Ha }, 6 0.75 - 1,05 ( 12H, m, Hb )
1.0 ( 3H, s, He ),$8 0.70 - 2.01 (23H, m, HA )
2.25 ( 2H, d, He ),$ 3.5 (1H, m, HE ), & 5.07 -
2H, m, Hg ), 6§ 5,35 { 1H, m, Hh }, § 1.51 ( 1H,
. OH ), Formula molecular C29H480'

£. 161 - 163 °C.

NN~ O
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En esta ocasifn solo se describen en la Figura 1 las sefia-
les caracteristicas en RMN1H.

Subsecuentes fracciones de la cromatografia permitieron ais
lar una sustancia &pticamente activa ([ o ];5 +2.5°, etanol,
2mg/ml) , de peso molecular 388 y f6rmula molecular c21H24O7 esta
blecidos por espectrometria de masas y andlisis elemental, res-
pectivamente. El espectro de IR (solucifn clorofbrmica, espectro
1) indica la presencia de grupos carbonilos (banda amplia en 1744
cnfh y de un nucleo aromético (sefiales en 1608, 1575, 1490 y 1468
cnrH. Efectivamente, las absorciones en el espectro de UV (Ama

X

203 nm, log e 3.9 y Anax 220 nm, log ¢ 3.41) confirman a un ani-
1llo bencénico tetrasustituido y permite proponer a una cumarina

(A) como base estructural.

(A)

Esta proposicifn es congruente con la observacifn experi-
mental de fluorescencia azul que muestra la sustancia al exponer

la cromatoplaca analitica a la luz ultravioleta (365 nm), carac-



teristica de este tipo de sustancias.43
La presencia de dos carbonilos (de &ster) adicionales se
manifiesta por las sefiales en el IR corrido en Nujol {espectro 2),

que muestra bandas en 1744 y 1722 em™ !

, pPor lo que se asignan
cuatro oxigenos mis, que en adicifn a& los dos de la o pirona su
man en total seis de los siete oxigencs que posee la molécula.
La ausencia de bandas atribuibles a oxirano o hidroxilo en el
IR, sugieren que el oxfgeno restante es etéreo y forma parte de
un anillo adicional (de 5 o 6 miembros), por lo tanto, la molé-
cula debe ser un triciclo con dos é&steres, de acuerdo a los re-
guerimientos de la f£6rmula molecular. '

Los datos de RMNlH (espectro 3, Tabla 1) confirman las pro
posiciones anteriores y permiten establecer la estructura com-
pleta de la molé&cula.

En efecto, se observa el sistema AB de los protones de la
doble ligadura conjugada con el carbonilo de la a pirona, centra
do en § 6.18 (1H, 4, J=9.3 Hz, H-3), vy § 7.55 (1H, d, J=9.3 Hz,

H-4). Figura 2.

Figura 2
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Se observa también otro sistema AB que formén los protones
orto de un anillo bencenoide, centrados en § 7.32 (1H, 4, J=8.0
Hz, H-5} v 6 6.75 (iH, 4, J=8.0 Hz, H-6), Figura 3. Por lo tan-

to, el niclec aromatico debe poseer tetrasustitucibn vecinal.

Hg
Hs

Figura 3

La combinacifn de los fragmentos deducidos. permite escri-

bir las férmulas parciales. Figuras 4 y 5.

Figqura 4
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Figura 5

El desplazamiento quimico a campo bajo de un protdn bence-
noide (6§ 7.32) s6lo estd de acuerdo con H~-5 de la representacibn
de la Figura 4.“6

La presencia de un gem dimetilo en la molécula se manifies
ta por el par de singuletes en § 1.43 y § 1.45 (espectro 3, Ta-

bla 1), que por su desplazamiento quimico a campo bajo, indica

que estan sobre un carbono unido a oxigeno. Figura 6.

y.

N
O

Figura 6
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En consonancia con esta descripcidn, se observa otro sis-
tema AB en § 6.52 (l1H, d, J=5.3 Hz, H-4') y ¢ 5.27 (1H, 4, J=5.3

Hz, H-3') que por su desplazamiento quimico debe corresponder a

bases de &ster. Figura 7.

N
|
Lo L
]

Figura 7

La conexién de las fBrmulas parciales 6 y 7 permiten escribir

la férmula parcial de la figura 8.

Figura 8
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Existen dos maneras de combinar las férmulas parciales de

la Figura 4 y la Figura 8, las cuales se muestran en la Figura

9 (A y B), y corresponden a piranccumarinas angulares?7

Figura 9

Las f6rmulas A y B de la Figura 9. se discriminan por argu
mentos biogenéticos, ya que la ruta biosintética de este tipo
de sustancias indica oxigenacidn en c-743 por otro ladoe, la to
talidad de las piranocumarinas angulares y lineales de estructu
ra establecida poseen oxigeno en esa posicibn. Por lo tanto, 1la
estructura de la Figura 9 A, es la que corresponde a la molécu-
la aislada de A. nelsondd.

La naturaleza de los &steres Ry y R2 se deduce con el mis-
mo espectro de RMN1H (espectro 3, Tabla 1). ya que se observa
una sehal simple que integra vpara tres protones en § 2.1 que in-
dica la vpresencia de un acetato (CHBCOO-) v las sefiales en §0.98

(6H. 4. (gﬁ3)2-CH—), § 2.1 (2H, m, (CH3)2—CH-9_§2-) y & 2.23 (14,
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m, (Clj),~CH-CH,-) son caracteristicos de los protones de un i-
sobutirato ((CHB)Z—CH-CHZ—COO—), de acuerdo a los fragmentos en
EM: m/e 43 (27% CH3CO+) y m/e 85 (24% C5H90+), por lo que exis—
ten dos posibilidades de ubicacién de tales residuos en la molé-
cula: por un lado el acetato en 3' y el isobutirato en 4' (Figu-
ra 10 C) y por el otro, el isobutirato en 3' y el acetato en 4'

(Figura 10 D).

240!
Figura 10

S8i en conjuncibn a las posibilidades posicionales (C} y (D},
se toma en cuenta la configuracidén en los centros quirales C-3'
y C-4', se obtienen ocho posibles estereoisfmeros (2x22), entre
ulos cuales es necesario discernir el préducto aislado. Para sim
plificar la discusién, es conveniente omitir las posibilidades
enantioméricas y considerar solo la relacifn cis y Eggg§'de los

ésteres en C-3' y C~4'. Con la anterior consideracién y tomando
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en cuenta la ubicacifn relativa de los &steres, se reduce a cua-
tro el nGmero posible de estereoisbmeros.

El valor de la constante de acoplamiento (J=5.3 Hz) de los
protones H-3' y H-4', indican una relacidn cis de los sustituyen
tes en concordancia con lo reportado en la literatura%l’zzTal
asignacifn estd de acuerdo con la mayoria de las piranocumarinas
con sustituyentes en estos centros quirales aisladas con anterio
ridad. Por lo tanto, las fbrmulas isomé@ricas se simplifican a
las dos posibilidades de ubicacibn relativa de los ésteres.

La comparacifn de los datos descritos en la presente discu
sién con los publicados para la suksdorfina9 sugieren la identi-
dad de ambas sustancias. ILa comparacién de ciertas constantes
fisicas (pf, [ « |;) apoyan tal proposicién.

Finalmente, la configuraci&n absoluta de la suksdorfina
(é) se ha correlacionado con la (+)—g£§-khellactona}3a la que se
ha definido con una configuracifn 3'R y 4'R. Por lo tanto, la

representacidn de la Fdrmula 1, indica 1la estereoquimica absolu-

ta y relativa.

v

Estos resultados son andlogos a los obtenidos para el vis-

nagano}3b que posee una configuracibén absoluta 3'R, 4'R, y de

esta manera se correlaciona con la suksdorfina.
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fh=

Las sustancias aisladas en las fracciones sucesivas de la
cromatografia inicial, est&n muy relacionadas estructuralmente
con la suksdorfina (1), por lo que su discusibn estructural se
circunscribird a resaltar las diferencias con respecto a esta
dihidropiranocumarina angular.

El siguiente compuesto de polaridad similar a la suksdorfi
na (1), es también una dihidropiranccumarima, como lo indican
la fluorescencia azul gue resulta al exponer la cromatoplaca a-
nalitica a la luz ultravicleta, y sus caracteristicas espectros
cdpicas.

El espectro de RMNlH {espectro 4, Tabla 1) es muy parecido
al de la suksdorfina (l), presenta también tres sistemas AB con
constantes de acoplamiento similares.

En el espectro de masas se observa que este compuesto tiene
dos unidades de masa menos (C21H22O7, PM=386), debido a la pre-

sencia de un radical senecioilo en lugar del isobutiroflo, que
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esterifica al oxigeno en C-4'., Se observan en el espectro de
RMNlH (espectro 4, Tabla 1) las senales caracteristicas de este

residuo (senecioflo), las cuales se muestran en la Figura 11l.

0
il
R—0— C\ /C Hy (5 2.22)
Lom=—=(
i Y
(6 5.63) 3 (s 1.89)
Figura 11

En base a lo antes mencionado, la estructura de esta molé-
cula gueda representada por la Fdrmula 2 y corresponde a la iso

samidina, 3'-acetil,4'-senecioil~-cis-khellactona. La compara-

Nota: La namenclatura usada para nombrar a las dihidropiranocumarinas
angulares descritas en este trabajo, se derivan de la cis-khellactona (Figu-
ra i), cuyo enantifimero dextrorotatorio es el que posee la confiquracifn
3'R v 4'R.;3Por lo tanto, se anteponen a este nambre los residuos de &cido
en 3" y 4°.

Figura i. (+)=-cis-khellactona
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T

e

cifn de las constantes fisicas y espe@troscépicas confirman su
identidad.ll’21

La sigulente sustancia aislada tiene una férmula ﬁolecular
de C19H1806 Yy PM=342, establecidos por anadlisis élemental Yy es-
pectrometria de masas respectivamente. A diferencia de las dos
sustancias anteriores, &sta presenta fluorescencia verde claro,
lo cual sugiere alguna variacidn en los grupos crombforos. EL
espectro de IR (espectro 6) muestra bandas anchas en 1735 y 1715
cm—1 que indican la presencia de varios grupos carbonilos. E1
espectro de RMNlH (espectro 7, Tabla 1) muestra el sistema AB
de los protones de la o pirona (§ 7.58, 1H, d, J=9.5 Hz, H-4 y
§ 6.29, 1H, d, J=9.5 Hz, H-3) y el sistema AB de los protones
orto del nicleo bencénico (s 7.53, d, J=8.5 Hz, H-5 y 6 6.87,1H,
d, J=8.5 Hz, H-6).

Se observa una sehal simple en § 5.60 que corresponde a la
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base del éster gque es un angelato y éste debe estar ubicado en
c-3' (ya que en C-4' el protdn base, por ser bencilico resona-
ria en § 6.50 aproximadamente). Por lo tanto, en C~4' se encuen
tra un carbenilo, de acuerdo a los requerimientos de la fSrmula

molecular, permitierido escribir la Férmula 3 para esta molé&cula.

3

En efecto, tal estructura estd de acuerdoc con el cambio de

las absorciones méximas en el ultravioleta de la molécula con
respecto a la suksdorfina (1) y la lsosamidina (2), (espectro 5}.

De manera an&loga, el desplazamiento guimico a campo bajo
de H=5 ( as =0.20%.con respecto a la suksdorfina (;) y la isosa-~
midina (2);, se exﬁlica por la forma resonante (W) de la Figura
12,

Esta mol&cula que corresponde a la 3'-~angeloil,4'-oxo-khe-
llactona (3) no ha sido reportada en la literatura por lo que
representa un nuevo producto natural.

13

La estructura fué confirmada por RMN "C y por correlacién
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(W)

Figura 12

quimica como se describe a continuacidn.

Las asignaciones de RMN13C (espectro 8) se establecieron
mediante los experimentos de desacoplamiento total de hidrSgeno
(trazo inferior) y de desacoplamiento parcial de hidrSgeno (tra
zo superior), de acuerdo a la teoria general de desplazamiento
quimico y por comparacidén de los datos con los reportados en mo
léculas relacionadas.*8»?0

Se observan las sefiales de tres carbonilos en §184.38,
166.12 ¥y 162.09, que corresponden a C-4', al carbonilo del éster
y a C-2 respectivamente. Entre § 160,00 y 108.00, resuenan los
diez carbonos olefinicos cuya asignacifn se establece por su po
sici6n y multiplicidad, el singulete en & 82.46 corresponde a
C-2', el doblete en § 76.54 se asigna a C-3 y los carbonos meti-

licos resuenan en § 20.43 y 19.80. Las asignaciones se muestran

en la Figura 13.
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Asignaciones de los datos de RMN “C (CDCl 20 MHz)

3!
de 3'-angeloil,4'-oxo-khellactona (;).

La estructura 3 es congruente con el patrdn de fragmenta-
cibén que se muestra en el Esquema II el cual explica los prin-
cipales iones observados.

Una quinta sustancia presente en A, nefsonii, de polaridad
intermedia, no pudo separarse completamente de la isosamidina
(%) y de la 3'-angeloil~cis-khellactona (g), en algunas fraccio

nes y de esta filtima (espectro 9) en las fracciones subsecuentes.
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(véase la parte experimental para los detalles de la purifica-
cibn).

Sin embargo, la comparacidn de los espectros de las mezclas
con los de las sustancias puras, indicéd claramente la presencia

de 4'-acetil-cis-khellactona (4).

4

Esta sustancia muestra en el espectro de RMNlﬂ (espectro 9,

Tabla 1), los tres sistemas AB correspondientes al nficleo de di-
hidropiranocumarina angular con funciones oxigenadas en C-3' y
4', ya descritos previamente. El desplazamiento a campo alto de
H-3'" (8 4.15) respecto a las anteriores sustancias (4§ 5.3) indi-
can que este hidrbgeno es base de un hidroxilo secundario. La
presencia del acetato bencilico secundario se manifiesta tanto
por la senal base del éster (6 6.45, 4, J=5.0 Hz, H-4'), como por
el singulete del metilo correspondiente (§ 1.95, 3H, s).

En consecuencia, el producto natural queda representado por

la Pérmula 4, previamente reportada en la literatura.15’43
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El compuesto elufdo en las fracciones mds polares de la
cromatografia inicial, es también un derivado de la cis~khellac-
tona, como lo indica sus caracteristicas espectroscbpicas, solo
difiere en la sustitucién en C-3' y C-4'. En efecto el sistema
AB gqgue forman en RMN1H estos protones (espectro 10, Tabla 1) es
t8 centrado en § 5.18 (1H, d, J=5.0 Hz, H-3') y en ¢ 5.46 (1H,
d, J=5.0 Hz, H~4') e indica la presencia de un hidroxilo en C-4'
y un angelato en C-3'. La presencia del &ster antes mencionado
estd de acuerdo con los requerimientos de f6rmula molecular

C ¥y a las sefiales caracteristicas del €ster en espectro

19%20%"
metria de masas y RMNlH. Por lo tanto, &sta molécula correspon-

de a 3'-angeloil-cis-khellactona (5).

OH

i

La comparacidn de las constantes fisicas y espectroscdpi-
cas del producto natural con las reportadas en la literatura43
confirman la identidad de esta sustancia.

El aislamiento de esta iltima sustancia resulté de gran
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importancia ya que la oxidacidn del alcohol bencilico secundario
de la 3'~angeloil-cis-khellactona (g) con MnO2 activado en clo-
roformo, produce 3'-angeloil,4'-oxo-khellactona (3) descrita en

el presente trabajo come producto natural novedoso.

i
[[#%]

Reaccidn de oxidacibén con MnO, activado.

2

Este resultado permite la correlacibén quimica del producto
nuevo a partir de uno ya ccnocido, y a confirmar la estructura
de la sustancia inédita.

La reaccifn de hidrflisis de la suksdorfina (1) con NaOH
en etanol, da como resultado la obtencibn de la (+}~cis-etil-
khellactona (g) y la (-)-Egggi—etil—khellactona (l).

La comparacién de los datos del espectro de RMNlH (espectro
11, g), de la (+4)-cis-etil~khellactona con el espectro de RMNlH
de la suksdorfina (espectro 3, 1), muestran la ausencia de las
seflales caracteristicas del isobutiroilo y del acetilo. Sigue
presentando los tres sistemas AB, el de la o pirona (§ 6.22, 1H,

d, J=10.0 Hz, H~3 y § 7.58, 1H, d, J=10.0 Hz, H-4), el del nf-
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cleo bencénico (§ 7.27, 1H, 4, J=9.0 Hz, H-5 y § 6.72, 1H, 4,
J=9.0 Hz, H-6), asi como para los protones H-3' y H-4' (§ 3.82,
1H, 4, J=6.0 Hz, H-3' y & 4.78, 1H, d, J=6.0 Hz, H~4'). Es de
hacer notar el corrimiento a campo alto de estos protones a
consecuencia de cambiar a bases de hidroxilo y éter respectiva
mente. Se presentan dos sefiales mGltiples en § 4.13 y § 1.37
que corresponden al metileno y al metilo del etilo, y una sefial
simple en § 2.93 correspondiente al hidroxilo. Se observa tam-
bién la presencia del gem dimetilo en la sefial doble centrada en
§ 1.44.

De la misma manera, la comparacibén del espectro de RMNlH
(espectro 12, l) de la (-)-trans-etil-khellactona con el espec-
tro de la suksdorfina (espectro 3, %), muestra las mismas dife-
rencias que da la (+)—gggfetil—khellactona, la ausencia de las
sefiales del isobutiroflo y del acetilo. Se manifiesta la pre-
sencia de los tres sistemas AB, el de la a pirona (8§ 6.22, 1H,
d, J=10.0 Hz, H-3 y & 7.57, 1H, 4, J=10.0 Hz, H-4), el del nficleo
bencénico (§ 7.28, 1H, 4, J=8.0 Hz, H-5 y § 6.75, 1H, 4, J=8.0
Hz, H~6) y el de los protones H-3' y H-4' (§ 3.88, 14, d, J=5.0
Hz, H-3' y & 4.63, 1H, &4, J=5.0 Hz, H-4'); nb6tese aqui una di-

‘ferencia en la constante de acoplamiento con la constante de a-
clopamiento de la (+)-cis-etil-khellactona. La presencia de dos
sefiales mdltiples en § 4.00 y § 1.3, indican el metileno y el
metilo del etilo, y una sefial simple en § 1.86 gue corresponde
al hidroxilo. Otra sefial que es diferente con la (+)-cis-etil-

khellactona es la senal del gem dimetilo que aparece como una
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OEt
OH

(L)
S

sefial simple en § 1.47.

La comparacién de los datos obtenidos para la (+)-cis-etil-
khellactona (§) y la (-)-trans-etil-khellactona (7), con mues-
tras similares reportadas en la literatura9 confirman la identi-
dad y configuracién absoluta de los productos}3

Se han reportado en la literatura reacciones de reduccidn
catalitica de piranocumarinas angulares en las que se obtiene
el 3,4~dihidroderivado, y en otras condiciones, el producto de
reduccién en C(3) y C(4) e hidrogenélisis en C-4' (Fdrmula 8).

En este caso la hidrogenacidn catalitica de la suksdorfina
(1, etanol, Pd/C), seguida de filtraci6n sobre celita y filtra-
cién sobre alfimina produce una sustancia que no corresponde a los
productos de reaccifin antes mencionados.

Los datos de férmula molecular de la sustancia obtenida

(CyoHog0q) ¥ PM=380 establecido por EM, sugieren la incorpora-
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g

cibén de dos radicales etilo. Las sefiales en IR para bandas de

cdrbonilo {banda ancha en 1730 cm'l) e hidroxilo (3340 cm'1

)
sugieren una transformacibn mayor en la molécula.

En efecto, el espectro de RMNlH {espectro 13), muestra el
sistema AB de los protones bencenoides (6§ 6.98, 1H, d, J=9.0 Hz,
H-5 y § 6.31, 1H, d, J=9.0 Hz, H-6) y el sistema AB de los proto
nes H~3' y H-4' del nficleo del benzodihidropirano (§ 5.28, 1H,

a, J=6,0 Hz, H-3' y ¢ 4.64, 1H, 4, J=6.0 Hz, H-4'),.

La saturacién del doble enlace C(3)~C({4) se manifiesta por
la desaparicifn de la sefial de los protones vinilicos y apari-
cifén de la sefal compleja en 5§ 3.00 y 2.50 correspondiente a los
protones metilénicos formados.

Los dos radicales etilo se manifiestan por los dos cuartetos

centrados en § 4.12 y § 3.70, y los tripletes superpuestos a cam

po alto § 1.30 y 1.25, que en conjuncién con la sefial del fenol
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en § 7.97, permiten proponer la estructura 3, de acuerdo a los

requerimientos de la f£6rmula molecular.

OEt

2

Este producto se explica si el dihidroderivado sufre aper-

tura de la a pirona con etanol (promovido por la allmina), la
eliminacién del residuo isobutirico en 4' asistido por el fenol
formado y finalmente la adicién, en el mismo dtomo de carbono,
de etanol para neutralizar la molécula, de acuerdo al Esguema
ITI.

La participaci6n de la alfimina en la tranformacidn descrita
es sustanciada por la observacidn de que al realizar la hidroge-
nacidén catalitica, y omitir el contacto con la alGmina, se ob-

’

tiene el 3,4-dihidroderivado (lA) de la suksdorfina (1) .

- La comparacién de los datos obtenidos del espectro de RMNlH
(espectro 16, ;@) del 3,4-dihidroderivado, con el de la suksdor-
fina (espectre 3, 1), muestra la ausencia del'sistema AB de los

protones de la o pirona. Sigue presentando el sistema AB del
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niicleoc bencénico (s 6.58, 1H, 4, J=8.0 Hz, H-6 y § 7.04, 1H,
d, J=8.0 Hz, H-5) y el sistema AB de los protones H-3' y H-4'
del dihidropirano (s 5.22, 1H, d4, J=5.3 Hz, H-3' y § 6.35, 1H,
d, J=5.3 Hz, H-4'). Siguen apareciendo las sefiales propias del
isovalerato y del acetato; en el intervalo de 6 3.0 y 2.5 apa-
rece una sefial miltiple dobleteada la cual nos indica la presen
cia de hidrdgenos metilénicos del C(3) y C(4).

Son muchas las reacciones realizadas en las cumarinas en
general, sin embargo, es interesante notar que la transformacibn
descrita con la alGmina no habia sido reportada previamente en
la literatura.

La reaccidn de acetilacidn de la mezcla obtenida en la re-
cromatografia de la fraccibn 24 de la columna inicial, nos lle-
v6 a confirmar la presencia de 4 y 5. Esto se vi6 al ya no apa
recer la senal en § 2.98 que correspondia a los hidroxilos, y
al desplazamiento a bajo campo de los protones base de hidroxi-
lo, H-3' de 4, de ¢ 4.07 a 6§ 5.4. En esta también aparece la
gsefial para el protén-base del acetato de 2. E1 H-4' (& 5.46)
de 5, se desplazd hasta § 6.57 en donde aparece también la se-
fial del protbn base del acetato de 4. Las demds sefiales a cam-
po bajo se simplificaron debido a la similitﬁd de los protones
base de éster. Al igual las sehales a campo alto no sufrieron
mayor cambio, solo la aparicidén de dos acetatos en § 2.1 (espec

tro 15).
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Sefales de RI'H en (C1, de las piranccurarinas aisladas de Awuedcda nelsonii CER

B3 (@) H4 () H-5 ()

H-6 (d) H-3' (&

H-4' (a)

6.18(9.3) 7.55(9.3) 7.32(8.0) 6.75{(8.0) 5.27(5.3) 6.52(5.3)

6.20(9.5) 7.57(9.5) 17.34(8.6)

6.23(9.5) 7.58(9.5) 7.53(8.5)

6.18(9.5) 7.53(9.5) 7.25(9.5)
6.22(9.5) 7.58(9.5) 7.29(9.0)

6.77(8.6) 5.30(4.8)

6.87(8.5) 5.60 s

6.53(9.5) 4.05(5.0)
6.75(9.0) 5.18(5.0)

6.58(4.8)

6.46(5.0)
5.46(5.0)

(Cﬂs) 2—2 '

0.95-1.02

1.42-1.45

1.42-1.59

1.42-1.47
1.43-1.50

2.10s 0,984, -2.10d
2,23m.

2.08s 1.89d, 2.22d
5.63m.

1.99g,2,094

6.18m

2.895 1.95s

1.93s, 2.04d 2.57s
6.1lm

By X
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Los puntos de fusibn se determinaron en un aparato Fisher-
Jones y no estdn corregidos, Las cromatografias en columna se
efectuaron en Silica-gel 60 Merck (70-230 mesh ASTM). La pure-
za de los productos y el desarrollo de las reacciones se siguib
por cromatoplaca de silica-gel Merck F-254, usando como revela-
dor sulfato cérico al 1% en &cido sulffrico 2N. Los espectros
de IR fueron corridos en soluciones de CHCi3 5 Nujol. Los es-~
pectros de masas se determinaron en un espectrSmetro Hitachi
Perkin-Elmer RMU 6D de doble foco. Los espectros de RMNlﬂ se
determinaron en un aparato FT-80A Varian. Los desplazamientos
quimicos est&n dados en ppm referidos al tetrametilsilano como

13

referencia interna. El espectro de RMN ~C se efectud en el es-

pectrbmetro FT-80A (20 MHz), tomando la misma referencia.

las partes aéreas de Anracacdia nefsonii C&R (Umbeflfiferac)
fueron recolectadas en Chiapas , y se dejaron secar a temperatu-
ra ambiente. La muestra boténica se encuentra depositada en el
Herbario Nacional, Instituto de Biologia de la U.N.A.M., Voucher
M-6817, y fué identificada por el Biblogo Esteban Manuel Marti-
nez, de la misma Institucién, a quien expresamos nuestro agrade-

cimiento por su colaboracién.
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4,25 Kg de la planta seca se fragmehtaron y se sometieron
a maceracifén con acetona. Al residuo obtenido, por eliminacibn
del disolvente, se le hizo upa particién cloroformo-agua. De
la fase clorofdrmica por eliminacibn del disolvente se obtuvo
150 g de extracto.

El extracto clorofdrmico se aplicé a una columna de croma-
tografia empacada con 2.25 Kg de Silica~gel. Se eluyd la colum
na inicialmente con cloroformo 100% y se fué aumentando la pola
ridad con mezcla de cloroformo-acetona (9:1, 4:1, 7:3 y 1:1),
terminando de elufr con acetona 100%. Las fracciones recolecta
das fueron de 1 litro.

Se recolectd un total de 232 fracciones: con clorcformo
100% (21 fracciones), cloroformo-acetona 9:1 (59 fracciones),
cloroformo-acetona 4:1 (62 fracciones), cloroformo-acetona 7:3
(25 fracciones), cloroformo-acetona 1:1 (26 fracciones) y con
acetona 100% (39 fracciones).

Las primeras fracciones (21 cloroftrmicas), estaban consti
tuidas por hidrocarbures de baja polaridad, de acuerdo a sus ca

racteristic¢as fisicas (p£<50°C, RMNl

H (CDCl3): § 1.25, IR: sblo
bandas en 3000 cm'l) y no fueron analizados.

Las fracciones que presentan mayor homogenidad y gue ademés
dan fluorescencia azul al exponer la cromatoplaca analitica a la
luz ultravioleta, son las fracciones recolectadas con clorofor-
mo-acetona 9:1.

Debido a la interferencia del colorante natural de la planta,

se realizaron decoloraciones de las fracciones obtenidas con
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carbdn activado, de la manera usual. De acuerdo al andlisis por
cromatoplaca de las fracciones decoloradas, se reunieron las si-
guientes: 22-23, 24, 25-27, 28~32, 33-80, 81-139 y 140-232,

Se decidi6 llevar a cabo la recromatografia de algunas frac
ciones reunidas de la cromatograffia inicial, tomando los siguien
tes criterios de discriminacibn: a} constancia y homogenidad de
las manchas obtenidas en el andlisis por cromatografia en capa
fina de las fracciones obtenidas con respecto al extracto total;
b) solubilidad de las fracciones en cloroformo o mezclas de he-
xano-acetato de etilo, con el fin de utilizar como método de se
paracién, cromatograffas preparativas convencionales en silica-
gel.

Debido a la similitud en la polaridad (y por lo tanto, de
su Rf en diversas mezclas de disolventes) de los constituyentes
de polaridad intermedia, la resolucifn de la cromatograffa ini-
cial sblo fué parcial, ya gque recromatografia sucesivas condujo
al aislamiento de la misma sustancia en varias fracciones.

Para simplificar la descripcifén experimental, inicialmente
solo se mencionarén las sustancias aisladas de las diversas cro
matografias. Posteriormente se indicar& su rendimiento total,
se describirdn las caracteristicas fisicas y espectroscbpicas,
las reacciones realizadas y la caracterizacién de los preductos.

El residuo (43.8 g) correspondiente a las fracciones 22-23
de la columna inicial, eluidas con cloroformo-acetona 9:1, se
aplic6é a una columna de cromatografia montada con hexano-aceta-

to de etilo (9:1), colectindose fracciones de 250 ml. La polari
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dad del eluyente se aumenta a hexano-acetato de etilo {4:1), a
partir 'de la fraccibn 110, y a acetato de etilo 100% a partir de
la 173. De la fracciones 8-32 de esta recromatografia se ais-
16 estigmasterol (Figura 1), de las fracciones 66-81 se aisld
suksdorfina (3'-acetil,4'-isovaleroil-cis-khellactona, 1), de las
fracciones 82-118 se aisl6 isosamidina (3'=-acetil,4'-senecioil-
cis-khellactona, 2) y de las fracciones 152-164 se aisl6 3'-an-
geloil,4'-oxo-khellactona, 3.

La fraccifn 24 (10.4 g) de la cromatografia inicial se in-
tent6 separar en sus componentes por medio de una recromatogra-
fia en columna, iniciando la elucién con hexano-acetato de etilo
9:1, obteniendose 169 fracciones con esta polaridad, con hexano-
acetato de etilo 4:1, 24 fracciones, con hexano-acetato de etilo
3:2, 17 fracciones y con acetato de etilo 100%,3 fracciones. Se
colectaron eluatos de 250 ml.

De las fracciones 52-71 de esta recromatografia, se aisld
suksdoxrfina (3'—acetil,4'—isovaleréil-gigfkhellactona, %), y a
partir de las fraccidén 72 hasta la 124, se obtuvo una mezcla de
3 compuestos: isosamidina (3'—acetil,4'—senecioil-gigfkhellactg
na, 2), 4'-acetil-cis-khellactona, 4 y 3'—angeloi1—gi§fkhellac—
tona, 3, de acuerdo al control por rav 'R,

La fraccién 25-27 de la cromatografia inicial (21.1 g) se
aplic6é a una columna de cromatografia montada con hexano-acetato
de etilo 7:3 y se colectaron fracciones de 250 ml. A partir de
la fraccibn 44 se aument$ la polaridad a hexano-~acetato de etilo

1:1, colectdndose 17 fracciones y finalmente cdn acetato de eti
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lo 100%, lo.fracciones. Las primeras fracciones de esta recro-
matograffa (fracciones 4 y 5) permitif el aislamiento del com-
puesto 3'-angeloil-cis~khellactona, 5, de acuerdo al control pof
RMN]'H.

Desafortunadamente a partir de la fraccién 6 y hasta la 22
se eluyd una mezcla de 4'-acetil-cis-khellactona, 4 y 3'-ange-
loil-cis-khellactona, 3.

Con la finalidad de obtener puro el compuesto 4'-acetil-
cis-~khellactona, 4, las fracciones 6-22 obtenidas de la recroma
tografia anterior, se aplicaron a una columna de cromatografia,
utilizando clorofo?mo como eluyente constante. Se eluyeron 526
fracciones de 50 ml. ZEn estas condiciones no se logrd resolver
la mezcla, de acuerdo al control por RMNlH.

Las fracciones 81-139 de la cromatograffa inicial (8.6 g)
fueron también recromatografiadas, utilizando mezcla de hexano-
acetato de etilo 7:3 y aumentando la polaridad con este Gltimo
disolvente. Sin embargo, el anflisis por cromatografia en capa
fina @e las fracciones no indicd la presencia de constituyentes
homogé&neos, y el anflisis espectroscdpico (IR y RMNlH) indica 1la

presencia de glucdsidos. La caracterizacidbn de estos constitu=~

yentes no se prosiguid en este trabajo.
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Estigmasterol (Figura 1):
0.5396 g, pf 161-163 °C, Rf 0.6 en mezcla de hexano-aceta-
to de etilo {3:2), rendimiento 0.012%. No da fluorescencia en
UV y revela una mancha café con sulfato cérico.

IR v (CHCL,) anl: 3608, 2959, 2870, 1379, 1045 y 975.

iy (80 Muz, cbcl,): § 0.7 (3H, s), & 0.75-1.05 (12H, m),
§ 1.01 (3H, s), § 0.70-2.01 (23H, m), § 2.25 (2H, d), & 3.5 (1H,

my, 8§ 5.07 (2H, m), & 5.35 (1H, m) y & 1.51 (1H, s).

Suksdorfina (1l):

4.9975 g, con un rendimiento del 0.117%, pf 137-139 °C, Rf
0.5 en mezcla de hexano-acetato de etilo (3:2), da fluorescencia
azul en UV y revela una mancha café clarc con sulfato cérico.

IR v (CHCL,) anl: 3015, 2963, 1744, 1608, 1575, 1490, 1467,
1406, 1389, 1373, 1284, 1161, 1116, 1105, 1056, 1010, 991, 913,
897 y 836. (Espectro 1).

IR v (Nujol) anl: 2920, 2870, 1740, 1722, 1600, 1485, 1460,
1400, 1385, 1365, 1280, 1230, 1195, 1180, 1115, 1095, 1075, 1050,
1008, 990 y 850. (Espectro 2).

RO [ « ];5: (+) 2.5 (2.0 mg/ml, etanol).

UV (Metanol): Amax203 {(log ¢ 3.9), Amax220 {log e 3.41).

EM (I.E.})m/e : 388 (M+, 6.0%), 287 (4.0%), 261 (7.0%),

244 (24.7%), 229 (100%), 85 (22%), 57 (24.5%) y 43 (27.6%).

RMN'H (80 MHz, CDCl,): 6 0.98 (6H, d, (CHy),~CH), 6 1.43

(3, s, CH3-C), $§ 1.45 (3H, s, CH3-C), § 2.00 (2H, d, (CH3)2—CH-
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CH,-CO), & 2.1 (3H, s, CH4=CO), 6§ 2.23 (1H, m, (CH,),CH-CH,~),

372
§ 5.27 (1H, 4, J=5.3 Hz, H-3'), 6 6.18 (1H, 4, J=9.3 Hz, H-3),
§ 6.52 {(1H, &, J=5.3 Hz, H-4"'), § 6.75 (1H, 4, J=8.0 Hz, H-6),
§ 7.32 (1H, d, J=8.0 Hz, H-5), & 7.55 (1H, 4, J=9.3 Hz, H-4).

(Espectro 3).

Isosamidina (2)¢
1.3068 g, con un rendimiento del 0.030%, pf 119-121 °C,
Rf 0.43 en mezcla de hexano-acetato de etilo (3:2), da fluores-
cencia azul en UV y revela una mancha café claro con sulfato cé
rico.

IR v (CHCl,) an 1

2985, 1735, 1650, 1608, 1492, 1442, 1406,
1374, 1282, 1188, 1137, 1106, 1073, 1010, 920 y B837.
25
RO [ « ]D: - 10 (2.0 mg/ml, cloroformo).

L214 (log ¢ 3.78),

UV (Metanol): Amaxzoa (log ¢ 3.97), Apa

Apag295 (109 € 3.3), A 318 (log ¢ 3.46).
EM (I.E.)m/e : 386 (M7, 3%), 326 (21%), 311 (108), 229
(17.1%), 83 (100%8), 55 (12.4%) y 43 (13.2%).
RMN'H (80 MHz, CDCly): § 1.42 (3H, s, CH5-C-), & 1.45 (3H,
s, CHy-C-), & 1.89 (3H, d, CH,~C=CH-), & 2.08 (3H, s, CH,-CO-),

§ 2.22 (3H, d, CH,-C=CH-), & 5.3 (IH, 4, J=4.8 Hz, H-3'), & 5.63

3
(1H, m, CO-CH=(CHg},), & 6.2 (1M, 4, J=9.5 Hz, H-3), § 6.58 (1K,
d, J=4.8 Hz, H-4'), § 6.77 (1H, d, J=8.6 Hz, H-6), & 7.34 (1H,

d, J=8.6 Hz, H-5), & 7.57 (1H, 4, J=9.5 Hz, H-4). (Espectro 4).

3'-angeloil, 4'-oxo-khellactona (3):

0.1052 g, con un rendimiento del 0.002%, pf 198-201 °C,
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La mezcla obtenida de la recromatografia de la fraccidn 24
de la columna inicial, contiene a 2, 4 y 5:
3.8637 g, con un rendimiento del 0.089%, aceite, Rf 0.37
en mezcla hexano-acetato de etilo (3:2), da fluorescencia azul
en UV vy con sulfato cérico revela una mancha café claro, tenien-
~do en el centro una tonalidad amarilla.
IR v (CHC13) cm-lz 2980, 1735, 1730, 1605, 1475, 1405, 1370,
1240, 1140, 1108 y 865,
miv'H (80 MHz, CDCl,):
2+ s 5.28 (14, 4, J=5.0 Hz, H-3'), § 5.65 (1H, m,
CH=CC(CH3)2), 6 6.19 (1H, 4, J=9.5 Hz, H-3), 6 6.57 (1H, 4, J=5.0
Hz, H-4'), § 6.77 (1H, 4, J=9.0 Hz, H-6), &6 7.33 (1H, 4, J=9.0
Hz, H-5) y § 7.57 (1H, &, J=9%.5 Hz, H-4).
4 : 6 4.15 (18, 4, J=5.0 Hz, H-3"), & 6.20 (iH, 4, J=
9.5 Hz, H-3), § 6.45 (1H, 4, J=5.0 Hz, H~4'), 6 6.77 (1H, 4, J=
9.0 Hz, H-6), & 7.33 (1H, 4, J=9.0 Hz, H-5), & 7.57 (1H, 4, J=9.5
Hz, H-4) y 6 2.98 (1H, s, OH).
5 : 6 2.98 (18, s, OH), 6 5.2 (1K, 4, J=5.0 Hz, H~3'),
5 5.47 (1H, @, J=5.0 Hz, H-4'), & 6.1 (1H, m, CH4-CH=C(CH;)CO-),
§ 6.22 (iH, 4, J=9.5 Hz, H-3),6 6.77 (1H, 4, J=9.0 Hz, H-6),
§ 7.33 (14, 4, J=9.0 Hz, H-5) y & 7.62 (iH, 4, J=9.5 Hz, H~4).
Las senales asignables para los metilos del acetato, sene-

cioato y angelato, quedan comprendidas en el intervalo de § 1.4-

2.5. (Espectro 14).
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La mezcla obtenida de la recromatografia de la fraccidén 25-
27 de la columna inicial, contiene a 4 y 3.

9.619 g, con un rendimiento del 0.226%, aceite, Rf 0.33 en
mezcla de hexano-acetato de etilo (3:2), da fluorescencia azul
en UV y con sulfato cérico revela una mancha de tonalidad amari-
llo-café.

1: 2830, 1735, 1605, 1490, 1405, 1240, 1140,

. IR y (GHCL,) am
1108, 1002 y 835,
RMNlH (80 MHz, CDC13): (Espectro 9)

4 : 6 1.42 (3H, s, CHy~C-), & 1.47 (3H, s, CH4=C-),
§ 1.95 (3H, s, CHB—CO-), § 2.89 (1H, s, OH), & 4.05 {(1H, 4, J=
5.0 Hz, H-3'}, § 6.18 (1H, 4, J=9.5 Hz, H-3), 6§ 6.46 (1H, d, J=
5.0 Hz, H~4'), 6 6.53 (1H, 4, J=9.5 Hz, H-6), & 7.25 (1H, d, J=
9.5 Hz, H-5) y § 7.53 (1H, 4, J=9.5 Hz, H~4).

2 : 6 1.42 (3H, s, CH3~C-}, & 1.47 (3H, s, CH3-C-),
§ 1.93 (3H, s, CH3—CH=C(CH3)CO-), § 2.04 (3H, s, CH;-C(CD)=C(CH,)
H), é 2.89 (1H, s, OH), ¢ 5.18 (1H, 4, J=5.0 Hz, H~3"), & 5.42
(1#, d, J=5.0 Hz, H-4'), & 6.1l (1H, m, CH-C(CH,)=C(CH,)CO-),
§ 6.21 (1H, 4, J=9.5 Hz, H-3), ¢ 6.53 (1H, 4, J=9.0 Hz, H-6),
§ 7.3 (1H, 4, J=9.0 Hz, H-5) y ¢ 7.59 (1H, &, J=9.5 Hz, H~4).

3'~-angeloil~cis-khellactona (3):
1.1138 g, con un rendimiento del 0.026%, pf 149-151 °C, Rf
0.35 en mezcla de hexano-acetato de etilo (3:2), da fluorescen-
cia azul en UV y revela una mancha café claro.

1

IR v(Cmﬂg) em ~ : 3604, 3089, 3007, 2986, 1726, 1606, 1492,
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1457, 1405, 1386, 1351, 1284, 1145, 1114, 1085, 1050, 1028, 1004,
893 y 836.

RO [ « ];s: - 49 (2.0 mg/ml, cloroformo).

uv (Metanol):xmaxzos {log ¢ 3.42), Amax217 {(log ¢ 3.2),
Amaxzss (log ¢ 3.41), Amax324 (log ¢ 4.06).

EM (I.E.) we : 344 (M", 898%), 229 (12.6%), 191 (&%), 134
(7%), 83 (100%), 55 (35%) y 39 (6%).

1

RMNH (80 MHz, CDC13): § 1.43 (3H, s, CH,~C-), § 1.5 (3H,

3
5, CH3-C-), § 1.93 (3H, s, CH3—CB=C(CH3)CO-), § 2.04 (3H, d, CH,—

3
C(C0)=C(CH3)H), § 2,57 (14, s, OH),é 5.18 (1H, d, J=5.0 Hz, H-4'),
§ 5.44 (14, d, J=5.0 Hz, B-3'), 6§ 6.1 (1H, m, CH(CH3)C=C(CH3)C0),
$§ 6.22 (1H, 4, J=9.5 Hz, H-3), & 6.75 (1H, 4, J=9.0 Hz, H-6),
§ 7.29 (14, 4, J=9.0 H=z, H-5), § 7.58 (14, 4, J=9.5 Hz, H-4).
(Espectro 10).

Hidrélisis_de la_suksdorfina (1) con_NaOH_en_etanol.

1.5 g de la muestra se disuelven en 15 ml de etanol. Se
hace reaccionar con una solucifn de NaOH alcohflica (0.6 g de
NaCH en 15 ml de etanol). Se deja reaccionar por 30 min a tem-
peratura ambiente y aproximadamente una hora en atmosfera de ar
gbén. Terminada la reaccién se aciduld hasta pH neutro con 0.2
ml de 4cido sulffirico concentrado. Se extrae la materia orgini-
¢a con acetato de etilo usando primero 100 ml y luego seis veces
con 50 ml cada una. Se lava con solucibn saturada de NaHC03.

Se seca con Na2504 Yy se concentra en el rotavapor. El producto

obtenido (1.1723 g§) de la hidrélisis revela en la cromatoplaca
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una mezcla de tres productos. Se aplica a una columna de croma-

tografia con silica-gel, eluyendo con mezcla de hexano-acetato
de etilo (9:1).

=

OBt

Oon
NaOH

6
0] —p -
EtCOH +

0§T/O 0 {Atm. Ar)

It

I

De esta separacién cromatografica se obtuvier6n dos sblidos

(+)-cis—-etil-khellactona (g) y (—)-trans-etil—khellactona,(l).
Caracteristicas de los compuestos obtenidos:

(+) -cis-etil~khellactona (§):

pf 126-128 °C
IR v (cHCl,) em s 3585, 2981, 1728, 1605, 1490, 1404, 1371,
1353, l30é, 1283, 1243, 1199, 1182,

1112, 1059, 1015 y 837.
IR v (Nujol) am * :

: 3405, 2925, 1708,

1602, 1487, 1462, 1405,
1354, 1294, 1273, 1242, 1186, 1119, 1065, 990 y 835.

25 )
RO [ o ] + 182 (2.0 mg/ml, etanol).
b

1

RMN™H (80 MHz, CDC13): s 1.29 (3H, t, CH

3-CH2_O_)I 8 1.44
(6H, 4, (CH3)2C~), § 2.93 (1H, s, OH), s 3.82 (1H, d, J=6.0 Hz,
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H-3'), 6 4.13 (2H, ¢, CH —CHZ-O-), s 4.78 (1H, 4, J=6.0 Hz, H=-4'),

3
§ 6.22 (1, &, J=10.0 HZ, H-3), & 6.72 (1H, d, J=9.0 Hz, H-6),
§ 7.27 (1H, d, J=9.0 Hz, H-5).y 6 7.58 (1H, 4, J=10.0 Hz, H-4).

(Espectro 11).

(=)=trans-etil~khellactona (l):
pf 157-159 °C

1. 3620, 3580, 2980, 1727, 1606, 1491, 1467,

IR v (@El,) an
1405, 1373, 1355, 1289, 1238, 1199, 1116, 1081, 1058, 1021, 982
y 836.

IR v (Nujol) eml : 3514, 2925, 1718, 1608, 1670, 1492, 1463,
1401, 1379, 1360, 1295, 1244, 1148, 1128, 1082, 1020, 979, 942
y 893.

RO [ o };S - 55 (2.0 mg/ml, etanol).

EM (I.E.)m/e : 290 (M7, 31.7%), 218 (64.8%), 191 (100%),
162 {88.8%), 134 (52%), 89 (328), 77 (40%), 57 (503) y 43 (69.2%).

1

RMN"H (80 MHz, CDC13): § 1.3 (34, t, CH,-CH,-0-), & 1,47

3 2
(6H, s, (CH3)2C-), § 1.86 (1H, s, OH), § 3.88 (l1H, 4, J=5.0 Hz,

H-3'), § 4.0 (2H, ¢, CH -CHz"O-), § 4.63 (14, d, J=5.0 Hz, H-4'),

3
§ 6.22 (14, d, J=10.0 Hz, H-3), § 6.75 (1H, 4, J=8.0 Hz, H-6),
§ 7.28 (1H, 4, J=8.0 Hz, H=-5) y § 7.57 (1H, 4, J=10.0 Hz, H-4).

(Espectro 12).

500 mg de la muestra se disuelven en 50 ml de etanol y se

hacen reaccionar con una atmdsfera de H,, en presencia de Pd/C
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(50 mg), como catalizador y previamente hidrogenado. Se deja la
reaccibén por un perfodo de 45 horas, siguiéndela por cromatogra-
ffa en capa fina hasta la desaparicifn total de la materia prima.
Se filtra sobre celita y luego sobre alGmina. El filtrado se con
centra al vacio y el residuo obtenido (que es una mezcla de tres
productos menos polares que la materia prima) se aplicé a una co-

lumna en silice, eluyendo con mezcla de hexano-acetatovde etilo

(95:5) .«

H, {pd/cC)

A

EtOH
Alimina

] o
iro

De esta separacién cromatogrdfica se obtiene como ﬁnico pro
ducto 3~acetoxi,4-etoxi,5~hidroxi,2,2~dimetil,6 (g=propancato de
etilo) ,benzo(a,b)dihidropiranc (9), 121.5 mg, el cual es un acei
te y no corresponde a ninguno de los productos esperados (1A y B).

Caracteristicas del compuesto obtenido:

IR v KHCly cm-l : 3500, 3200, 3026, 2982, 1731, 1624, 1595,

1495, 1440, 1373, 1347, 1297, 1156, 1058 y 920.
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EM (I.E.) m/e : 380 (M*, 12.4%), 336 (1.5%), 292 (27%), 274
(45.8%), 259 (67.7%), 229 (298), 200 (358), 187 (50%) y 43 (100%).
RMN'H (80 MHz, CDCly): § 1.3-1.25 (6H, t(d), 2(CH,=CH,-0-)),

§ 1.33 (68, d, {(CH c-), & 2.14 (3H, s, CH,~CO~), § 3.0-2.5 (4H,

32 3
m, R~CH,~CH,-CO-0-}, § 3.7 (2H, c, CH;~CH,=0-), & 4.12 (2H, c,
CH;~CHy=0-), & 4.64 (1H, d, J=6.0 Hz, H~4), § 5.28 (1H, d, J=6.0
Hz, H-3), & 6.36 (1H, d, J=9.0 Hz, H-8), § 6.98 (1H, d, J=9.0

Hz, H-7) y§7.97 (1H, s, OH fenblico). (Espectro 13)

200 mg de la muestra se disuelven en 20 ml de acetato de e-
tilo y se hacen reaccionar con una atm8sfera de H2, en presencia
de P4d/C (20 mg), como catalizador y previamente hidrogenado. S8Se
deja reaccionar por un perfodo de 20 horas, siguiéndola por cro=-
matografia en capa fina hasta la desaparicifn de la materia prima.
Se recupera el producto filtrando sobre celita. E1 filtrado se
concentra evaporando el disolvente.. Una parte del residuo obteni-
do (que es una mezcla de varios productos), se aplica a una co-
lumna cromatografica en silice y se eluye con mezcla de hexano-
acetato de etilo (7:3).

De esta separacién cromatogrdfica se obtiene como finico pro
ducte el 3,4-dihidroderivado (la) de la suksdorfina (1).

Caracteristicas del compuesto obtenido:

Aceite

IR v (CCL,) ant 2963, 1749, 1627, 1593, 1488, 1373, 1235,
1138, 1107, 1077, 1055, 996 y 816.
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H, (pd/C)

>

EtOH

i
1=
i

RMN'H (80MHz, CDC1,): & 0.97 (6H, d, (CH,),~CH-), & 1.39

(Gﬁ, 4, gem (CH3)2C); § 2,03 (2H, 4, (CH3)2CH—CH2—CO‘), 6 2.07

(34, s, CH.,-CO~}, § 2.2 (1H, m, (CH CH-CH

3 3)2 2
(4, m, 2H-3 y 2H-4), & 5.22 (1H, &, J=6.0 Hz, H-3'), &§ 6.35 (1H,

-C0~), & 3.0-2.5

d, J=6.0 Hz, H-4'), & 6.58 (iH, 4, J=8.0 Hz, H-6) y & 7.04 (1H,

d, J=8.0 Hz, H~5). (Espectro 16)

Mcetilacibn _de_ la mezcla obtenida en la recromatogra-

e o i e o o o g o s e e o v it e B At S Bk e ey S o S T S g S e S S S T o It o $m e L

fia_de_la_fraccitn 24. _Acetilacifn _de 2,4 y 3.

e ot s e e e e e 0 . e R Tt e fe s B s ot s s At o ot e o

404 mg de la mezcla se disuelven en 4 ml de piridina, se
le adicionan 4 ml de anhidrido acético y se deja reaccionar du-
rante 22 horas. La reaccibn se suspendid por adicibn de 10 g de
hielo. Se Hacen tres extracciones de .15 ml cada una, de la mate
ria org&@nica, con acetato de etilo. Se lava con HC1l (10%) siete
veces, cada vez c¢on 15 ml, se lava dos veces con solucidn satura

da de NaHCOB, con 15 ml cada vez. Se lava con H,0 dos veces, con

2
15 ml cada vez. Se seca con Na,50, anhidro y se concentra.
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Se obtiene como producto un aceite que contiene los mismos
compuestos que la mezcla inicial, pero 4 y 5 estardn acetilados
en 3' y 4' respectivamente.

Caracteristicas espectroscépicas en RMNlH:

RMNlH (80 MHz, CDC13): En comparacién con el espectro 14
de la mezcla inicial, finicamente se mencionard los protones que
sufrierbn cambio en su desplazamiento:

H-3 (4) de ¢ 4.07 de desplaz6 hasta 5.4 y H-4' (5) de & 5.46
se desplaz6 hasta 6.57.

Las demds sefiales sufrieron un pequefioc desplazamiento a bajo
campo,.ademés que se simplificaron y se hicieron un poco mis an
chas. Las sehales asignabies a los metilos de los acetatos, ange

lato y senecioato se hallan conprendidas entre § 2.6 y 1.4.

(Espectro 15).

Oxidacibn de 5 con MnQ,activado.

A 200 mg del compuesto se le adicionan 2 g de Mn0O, activado

2
{calentado previamente), se mezcla y se adicionan 20 ml de clorg
formo. Se deja'reaccionar durante 4 horas, siguiendc la reaccidn
por cromatograffa en capa fina,

Como producto de la reaccién se obtiene un s8élide que funde
a 206-208 °C, Rf 0.3 en mezcla de hexano-acetato de etilo (3:2),
da fluorescencia verde claro en UV y revela una mancha muy clara,
es decir, de poca intensidad.

Caracteristicas espectroscbpicas del compuesto obtenido:

IR v (CHCL,) eml : 2988, 1732, 1715, 1620, 1600, 1555, 1480,

1400, 1385, 1370, 1348, 1298, 1135, 1092, 1062, 910 y 865,
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OH CHCl3

[i84]
e

RMNTH (80 MHz, cpcly): & 1.42 (3H, s, CHy=C-), & 1.6 (3H,

s, CH3-C-), § 1,9 (3H, s, CH3CH=C(CH3)CO-), § 2.17 (3H, 4, CH3C
(CO)=CHCH,), 8 5.65 (1H, s, H-3'), & 6.12 (1H, m, CHC(CH3)=C(CH3)
co-), 8§ 6.28 (1H, d, J=9.5 Hz, H-3), 6§ 6.84 (1H, 4, J=9.0 Hz,
H-6), § 7.51 (1H, 4, J=9.0 Hz, H-5) y § 7.57 (1H, 4, J=9.5 Hz,
H-4).

La comparacifn de estos datos con los obtenidos para 3, Ta~-

bla 1, comprueban la identidad de ambos compuestos.,
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Estigmasterol
(Figura 1)
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3'-acetil,4'-senecioil-cis-~
khellactona, Isosamidina. (g)

4'-acetil~cis~khellactona
@
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o]
Y
3'~acetil,4'~isovaleroil-cis~
khellactona. Suksdorfina. ( 1 )

3'~angeloil, 4’ ~oxo~khellactona
(3

OH
(iﬁ
3'=-angeloil-cis-khellacto~
na. (8

Compuestos aislados de Annacacia nelsonid CsR

Figura 14



Caracteristicas de los campuestos aislados del extracto cloroffmmico de Anwcacia nelsonii C&R

Compuesto  Peso (g) Pf. °C  Rf (mezcla de  Fluorescencia Estado Fisico Rendimiento (%). (A
hexano~AcCEL partir del peso.seco
(3:2) de la planta).
Figura 1 0.5396 161-163 0.6 e s6lido 0.012
1 4,9975 137-139 0.5 azul S6lido 0.117
2 1.3068 119-121 0.43 azul S8lido 0.030
3 0.1052 198-201 0.3 verde claro 86lido 0.002
Mezcla de 3.8637 ———— 0.37 azul Aceite 0.089
2, 4y3
Mezcla de 9.6119 —— 0.33 azul Aceite 0.226
iy2
5 1.1138 149-151 0.35 azul Sblido 0.026
TABLA - 2

Figura 1 - Estigmasterol

> fw I -
1 1 ]

it
i

3'-angeloil,4'-oxo-khellactona
4'-acetil-cis-khellactona

3'-angeloil=cis~khellactona

~ Suksdorfina (3'~acetil, 4'-isovaleroil-cis-khellactona)

Isosamidina {3'-acetil, 4'-gsenecioil-cis-khellactona)

*6S



Férmila  589(EtOH)  589(CHCL,)  578(CHCL;) . 546(CHCL)  436(GHCL,)  365(CHCL)
1 + 2.5 —_ — — — —
2 — - 10 —_— S—— —_ —
3 — -30 - 32.5 - 34,5 - 49 - 45,5
5 — - 49 — — — —
25
TABLA ~ 3 R.O. [ a ]
Férmla
% 203(3.9) 220(3.41) 244(3.14) 253(3.18) 292(3.37) 320(3.48)
2 203(3.97) 214(3.78) —————— 252(3.03) 295(3.30) 318(3.46) -
3 ———  212(4.39) ——-—— 265(3.85) 271(3.91) 305(3.91) 333(3.86) 346(3.87)
5 205(3.42) 217(3.20) ——-—  255(3.41) ~—————  324(4.06)
TABLA - 4 u.v. AMeOR i (log e)
max

Piranocumarinas aisladas de Arnracacia nelsonii C&R

T09



VII. RESUMEN Y CONCILUSTIODNES
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Los reportes de estudios fitoguimicos de extractos de umbe-
liferas muestran que es una familia que posee una gran variedad
de compuestos, entre los cuales destacan flavonoides, compuestos
acetilénicos, ftaluros, terpenoides y compuestos cumarinicos.
Estos Gltimos tienen mucha importancia tanto en la industria far
macefitica, en la alimenticia como en la tabacalera.

Del extracto cloroférmico obtenido de la parte aérea de
Arracacia nelsonii C&R (Umbellifenae}, colectada en el Estado de
Chiapas, se aislaron por métodos cromatogridficos seis compues-—
tos, Estigmasterol (Figura 1), una nueva cumarina, 3'-angeloil,
4'-oxo-khellactona (3) y cuatro cumarinas ya reportadas en la 1i
teratura:; suksdorfina (3'-acetil,4'-isovaleroil-cis-khellactona
(%5), isosamidina (3'-acetil,4'-senecioil-cis-khellactona (2)),
4'-acetil~cis-khellactona (4) y 3'-angeloil-cis-khellactona (3).

Sus estructuras fueron determinadas por andlisis espectros-
¢bpico y por comparacidn con datos reportados en la literatura.
La confirmacidén de la estructura de la nueva cumarina se logré
por la transformacidén de la 3'-angeloil-cis-khellactona (§) a
la 3'-angeloil,4'-oxo-khellactona (;), mediante una oxidacibn
bencflica.

El tratamiento con alGmina del producto de hidrogenacién de
la suksdorfina (1) produce una transformacifn novedosa ({(apertu-
ra del anillo de la « pirona y sustitucién del radical bencilico

para obtener 3), en esta serie de moléculas.
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Es recomendable que los constituyentes del aceite esencial
de Annacacda nelsonii sean también analizados.

Los resultados aqui reportados son una contribucién al co-
nocimiento de los constituyentes quimicos de plantas de la fa-

milia Umbelliferae.
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